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رابیمارنفرهزارانجانواستافزایشحالدرسالههرنیزایرانکشوردربیمارياینشیوع
دیابتدرمانبراياصلیداروییهايآنالوگازیکیآسپارتداروییپروتئین.کندمیتهدید
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نژاددوازتالیاناآرابیدوپسیسگیاهکردنتراریختبرايهمچنینوده شداستفتراژن ا

انسولینژنحاملpJawohl3دوگانهپلاسمیدحاويکهGV3101وEHA101اگروباکتریوم
بااگروباکتریومتوسطگلدهیمرحلهدرگیاهانتحقیقایندر. شداستفاده،بودآسپارتمونومر

بیان آن وآسپارتمونومرانسولینژنحضورصحت.شدندتیمارآذینگلورسازيغوطهروش
قرارییدأتموردو وسترن بلاتاي پلیمراززنجیرهواکنش،DNAاستخراجتکنیکازاستفادهبا

ژنحاويpJawohl3پلاسمیدباآرابیدوپسیسگیاهشدنتراریختازحاصلنتایج. گرفت
EHAسویهباکتريروآگکهدادنشانآسپارتانسولین .داردژنانتقالدربالاتريکارایی101
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مقدمه
ها یا هاي انسان به دلیل فقدان پروتئیناي از بیماريپاره

بسیاري از .آیندها در بدن بیمار بوجود میعملکرد نامناسب آن
توان با تجویز پروتئین مناسب درمان کرد، اما ها را میاین بیماري

لا براي انجام چنین کاري در مرحله اول، پروتئین باید در مقادیر با
اگر پروتئین مورد نظر انسانی باشد، بدست . وجود داشته باشد

شود آوردن مقادیر مناسب پروتئین مشکل بزرگی محسوب می
)Julian et al.2003.(هاي حیوانی اگر کارایی لازم را براي پروتئین

-هاي انسانی داشته باشند، مورد استفاده قرار میدرمان بیماري

هاي حیوانی ه قابل درمان با پروتئینهایی کاما بیماري. گیرند
باشند، زیاد نیستند و در اغلب موارد امکان پیدایش عوارضی مثل 

Chargelegus(هاي حساسیتی وجود دارد پاسخ et al. 2000 .(
هاي گیاهی براي بیان و تولید داروهاي بنابراین استفاده از سیستم

.استيتر و کاراترنوترکیب روشی ایمن

تواند هورمون یبیماري است که بدن نمدیابت نوعی
6/3بالغ بر . و یا به درستی از آن استفاده نمایدانسولین را تولید

کنند که سالانه به درصد از جمعیت جهان با دیابت زندگی می
مقدار زیادي از هورمون انسولین براي درمان این بیماران نیاز 

Gurramkonda(باشد می et al. الی است که این در ح). 2010
هیچ کدام از منابع طبیعی موجود قادر به تأمین این مقدار از 

انسولین یک هورمون پروتئینی مهم است که . انسولین نیستند
امروزه، . شودباعث تنظیم میزان گلوکز خون در پستانداران می

درمان از طریق تجویز انسولین تنها تیمار مؤثر براي درمان دیابت 
سبب ) تزریق(این عمل . شودتزریق اعمال میاست، که از طریق 

ایجاد بافت (ناراحتی افراد و در بعضی موارد سبب عوارض ثانویه 
براي حل این مشکل، . شودمی) هاي پوستیاسکار و عفونت

باشند که از آن جمله چندین روش مختلف در دست تحقیق می
نی توان به تحویل انسولین به بدن از مسیرهاي خوراکی و بیمی

Goldberg(اشاره کرد  et al. هورمون انسولین، پروتئینی ). 2003
اسیدآمینه است 21با Aاسیدآمینه و زنجیر 30با Bشامل زنجیر 

)Faber et al. دانشمندان کانادایی با 1921در سال .)1995
همچنین .موفقیت انسولین را از پانکراس سگ استخراج کردند

با اضافه کردن پروتئینی به نام 1936این دانشمندان در سال

پروتامین که در اسپرم ماهی وجود دارد به انسولین، راهی براي 
در . آزادسازي کندتر انسولین در خون، پس از تزریق پیدا کردند

Liu)انسولینی با عملکرد کمی سریعتر تولید شد 1950سال  et al.

یک گروه پژوهشی با قرار دادن ژن1977در سال .(2003
Wang)انسولین موش در باکتري، تولید انسولین کردند  et al.

انسولین انسانی که بتواند سیستم تولید1979تا سال (2001
مقادیر زیادي هورمون انسولین را تولید کند وجود نداشت تا این 

Murray)راه اندازي شدنوترکیب این کار DNAکه با استفاده از 

et al. انسولین انسانی با استفاده از 1980سال سرانجام در .(1971
Thim)مهندسی ژنتیک تولید شد et al. 1986; Pais et al. 2003) .

هاي نوترکیب به عنوان دارو در پزشکی بدلیل اندك تولید پروتئین
هاي طبیعی در دسترس و مشکلات مربوط به بودن میزان پروتئین
اند، طبیعی گرفته شدههاي دارویی که از منابع استفاده از پروتئین

براي مثال، بسیاري از افراد به دلیل . انداهمیت بسیاري پیدا کرده
ها، دچار بیماري هاي خونی و یا هورموناستفاده از فرآورده

تر که تولید ایمني ساده و ارزانی هابنابراین سیستم.شوندمی
ترکیب را در مقیاس انبوه و قیمت ارزان ممکن هاي نوپروتئین

.et al(ازد بسیار مورد توجه قرار گرفته است س 2001(Winter .
هاي گذشته دانشمندان در پی تغییرات در ساختار اما در سال

هاي آن، براي افزایش کارایی بیوشیمیایی انسولین و تولید آنالوگ
Goldberg)باشندو دوام انسولین می et al. استفاده از .(2003

هاي رها براي تولید مقدار زیادي پروتئینگیاهان به عنوان بیوراکتو
تلاشهاي زیادي در جهت تولید . شوندنوترکیب استفاده می

انسولین در گیاه انجام شده است که از جمله می توان تولید 
Arakawa(هاي سیب زمینی انسولین در غده et al. ، تولید )1998

Ma(پروانسولین در کلروپلاست توتون  et al. ال انتق، )1997
و انتقال ژن 2007پروانسولین به ذرت و گلرنگ در سال 

Mohebodini(پروانسولین انسانی به توتون و کاهو را نام برد  et

al. 2009( .

میلادي تکنولوژي تولید پروتئین و 80در اواخر دهه 
DNAهاي بیان گیاهی نوترکیب در گیاهان، باعث کشف سیستم

تر بودند تر و ایمني دارویی ارزانهاشد که قادر به تولید پروتئین
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(Julian et al. هاي مهم تولید زیست داروها و پروتئین. (2003
با . کاربردي از طریق گیاهان را اصطلاحاً زراعت مولکولی گویند

گسترش سریع فن آوري کشاوزي مولکولی، بسیاري از 
د هاي درمانی با ارزش با موفقیت در گیاهان تراریخته تولیپروتئین

هم اکنون در ایالت کنتاکی آمریکا، گیاه توتون به کارخانه . شدند
Julian(تولید داروهاي ضد سرطان تبدیل شده است  et al.

در ایالت ویرجینیا ذرت براي معالجه بیماري سیستیک . )2003
شود و در نبراسکا پژوهشگران امیدوارند فیبروسیس برداشت می

ن بیماري ایدز تولید کنند که در مزارع، محصولاتی جهت درما
)Fisher et al. ، )rAbs(هاي نوترکیب باديتولید آنتی.)2004
)Ma et al. Magnuson(ها ها اینترلوکین، سیتوکنین)1994 et al.

,Mason and Arntzen(هاي خوراکی و واکسن) 1998 از ) 1995
باشد که در این زمینه صورت گرفته هاي دیگر میجمله فعالیت

هاي انجام گرفته در زمینه زراعت ترین فعالیتاز مهم. تاس
توان به بیان اینترفرون گاماي انسانی در برگ مولکولی در ایران می

,RahimiFar(و بذر کلزا  ، انتقال ژن اینترفرون گاماي )2009
,Azhdari(انسانی به گیاه توتون  از PA، تظاهر ژن )2009

Bacillus antracisانی در کاهوي ایر)Honari, ، انتقال ژن )2008
Mohebodini(پروانسولین انسانی به کاهو و توتون  et al. 2009 (

هاي مزیت اصلی گیاهان تراریخت جهت تولید پروتئین. اشاره کرد
نوترکیب، هزینه پایین و تولید در حجم بالا در مقایسه با سایر 

ه تولید شود که هزینتخمین زده می. باشدهاي تولیدي میسیستم
هاي درصد هزینه سیستم2-10هاي نوترکیب در گیاهان پروتئین

هاي سلولی پستانداران باشد درصد کشت1میکروبی و 
)Giddings, هاي نوترکیب خاص اگر بتوان برخی پروتئین. )2001

هاي خوراکی مثل دانه و میوه بیان کرد بسیاري از را در قسمت
این عمل . شودور کلی حذف مییابد و یا به طها کاهش میهزینه

هایی که براي ایمنی درمانیباديها و آنتیبه ویژه در واکسن
Daniell(کاربرد دارند موثر است  et al. 2001 .(

شناس آلمانی ادعا کرد از زمانی که فریدریخ لیباخ گیاه
ژنتیکی پیدا کرده است پژوهش هايگیاهی عالی و بی نظیر براي 

و از نظر این گیاه آرابیدوپسیس تالیانا. گذردیبیش از نیم قرن م
.ي خردل بودترین گیاهان تیرهاقتصادي یکی از کم اهمیت

گیاه کوچک گلدار بومی اروپا، آسیا و شمال آرابیدوپسیس یک

Platt(غربی آفریقاست  et al. این گیاه یک ساله با طول ). 2010
ر زیست شناسی عمر نسبی کوتاه، یک نمونه رایج براي مطالعه د

باشد ترین ژنوم گیاهی میو داراي کوچک. گیاهی و ژنتیک است
و کامل شدیابیتوالیآنو نیز اولین گیاهی است که ژنوم

5میلیون جفت نوکلئوتید و 157000مشخص شد که داراي 
اندازه کوچک این گیاه آن را براي کشت در . باشدکروموزوم می

طول عمر کوتاه، خود. استمحیط آزمایشگاه مناسب ساخته 
هاي بسیار زیاد، این گیاه را به عنوان لقاحی طبیعی و تولید دانه

Greilhuber(یک موجود زنده ژنتیکی، مهم ساخته است  et al.

2006 .(

اهداف این تحقیق کلونینگ ژن انسولین منـومر کوتـاه اثـر    
آسپارت و ساخت کاست ایـن آنـالوگ در یـک ناقـل دوگانـه بـه       

.باشدبیان آن در گیاه آرابیدوپسیس تالیانا میمنظور

هاواد و روشم

مواد گیاهی

جهت بیان (Col-0)گیاه آرابیدوپسیس تالیانا  اکوتیپ کلمبیا صفر 
3/1بذور در گلدان هاي حاوي . ژن انسولین منومر استفاده شد

خاك غنی از مواد آلی کاشته و بر روي آنها 3/2+ ورمی کولایت 
گیاهان . و تاریکی اعمال شدC4°ساعت سرماي 48یمار پیش ت

ساعت 5/8با دوره تناوب μEM-2S-1150در شرایط نوري 
.نگهداري شدندC20°تاریکی و در دماي 5/15روشنایی و 

سویه هاي باکتري

،  آگروباکتریومDH5αسویهE. coliدر این تحقیق باکتري هاي 
هاي مقاومت به آنتی حاوي ژنGV3101سویه تومفاشینز

Koncz)هایگرومایسین هاي ریفامپیسین، کانامایسین وبیوتیک et

al. هاي مقاومت به آنتی داراي ژنEHA101، و سویه(1986
Koncz)هاي ریفامپیسین و کانامایسینبیوتیک et al. مورد (1986

وکتور باکتریایی مورد استفاده در آزمایش . استفاده قرار گرفتند
داراي ژن مقاومت به آنتی بیوتیک (pGEM-B1پلاسمید :شامل

داراي ژن (pJawohl3دوگانه ناقلو ) lac Z׳آمپی سیلین و ژن 
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سیلین و ژن گزینشگر مقاوم به گزینشگر باکتریایی مقاوم به آمپی
کربنیسیلین در آگروباکتریوم و ژن گزینشگر مقاومت به علف کش 

BASTAاي زنجیرهتفاده در واکنشآغازگرهاي مورد اس.بودند
با توالی هاي زیر Fast PCRمراز پس از طراحی با نرم افزار پلی

.توسط شرکت تکاپو زیست فراهم شدند

F: ׳CTCGAGATGAAGTACGAAGA-3-׳5

R: ׳GAATCCTTAATGATGATGAT-3-׳5

طراحی ژن انسولین مونومر آسپارت

شده در زمینه در ابتدا با بررسی منابع علمی و پژوهش هاي انجام 
ساخت انسولین مونومر با توجه به دامنه موجودات زنده متعدد 

هایی که بیشترین کارایی بیان را ، کدون)گیاه، باکتري و مخمر(
inهاي آنلاین داشتند منظور شدند و صحت آن توسط برنامه

silicoوJ-catبا توجه به نوع میزبان، آغازگرهاي . تایید شد
رشی و تغییرات لازم براي تبدیل انسولین هاي بمناسب، سایت

bp228مونومر انسانی به انسولین آنالوگ آسپارت با اندازه 
WatCutوNEBcutterهاي طراحی و بهسازي شد و با برنامه

سپس ساختار فرضی سه بعدي پروتئین آنالوگ . بررسی شدند
آسپارت طراحی شده توسط گروه بیوانفورماتیک بخش زیست 

پس از .نشگاه شیراز مورد بررسی و تایید قرار گرفتشناسی دا
Bioneerتایید ساختار ژن، آنالوگ مورد نظر توسط شرکت ژاپنی 

. قرار داده شدpGEM-B1سنتز و در پلاسمید 

E. coliبه باکتري pGEM-B1انتقال پلاسمید نوترکیب 

بـا اسـتفاده از   DH5αسـویه E. coliبـاکتري  هـاي مسـتعد  سلول
ــاروش ــط  ه ــده توس ــه ش ــیو همچ) Chung)1989ي ارائ نن
Chen  پلاســـمیدهاي نـــو .  تهیـــه شـــدند)2001(و همکــاران

بــه ) 1990(و همکــاران، Inoueترکیــب بــا اســتفاده از روش   
ــاکتري  ــدندE. coliب ــال داده ش ــگ  .  انتق ــی رن ــاي آب ــه ه پرگن

حــاوي پلاســمید نوترکیــب رشــد یافتــه بــر روي محــیط کشــت  
LB  حــاوي دو مــاده ،X-gal وIPTG)   محــرك تولیــد آنــزیم

ــد  ــو گالاکتوزی ــل تی ــیلین گــزینش شــدند ) + ایزوپروپی ــی س . آمپ
ــتخراج  ــراي اس ــب پلاســمیدDNAب ــاي نوترکی از pGEM-B1ه

ــلول ــاکتري س ــاي ب ــده در  αDH5ه ــرده ش ــار ب ــه ک از روش ب
ــت ــمیدکیـ ــتخراج پلاسـ ®AccuPrepاسـ Plasmid Mini

Extraction) Kit((BiONEER) جهــت تاییــد  . اســتفاده شــد
هــاي پلاســمید اســتخراج شــده، بــا آنــزیمDNAحضــور تــراژن، 

ــی  ــل   BamHIو XhoIبرشـ ــامبروك و راسـ ــط روش سـ توسـ
ــات حاصــل  ــرش داده شــد و قطع ــد (ب ژن انســولین bp228بان

ــمید    ــه پلاس ــوط ب ــد مرب ــپارت و بان ــام  ) pGEM-B1آس ــا انج ب
ــارز  ــورز در ژل آگـ ــورد تای5/1الکتروفـ ــد مـ ــرار درصـ ــد قـ یـ

ژن انســـولین از ژل، bp228خـــالص ســـازي قطعـــه.گرفتنـــد
طبـــق دســـتورالعمل شـــرکت ســـازنده بـــا اســـتفاده از کیـــت  

ــتخراج از ژل  ) Gel Extraction Kit (Fermentas)(اســـ
ــذیرفت  ــورت پ ــه    .  ص ــدي، س ــوالی نوکلئوتی ــین ت ــت تعی جه

ــاپو زیســت ارســال شــد   ــه شــرکت تک ــه ب ــد . نمون ــس از تایی پ
ــمید دوگا  ــداخل پلاس ــراژن ب ــوالی، ت ــه ت ــایگزین pJawohl3ن ج

هـاي بـاکتري   سـویه بـه  حاصـل شد و سپس پلاسمید نوترکیـب  
. معرفی شدزنیشاآگروباکتریوم تومیف

ــن   ــه روش غوطــه ورســازي گــل آذی ــال ژن ب Floral)انتق

dip)به گیاه آرابیدوپسیس

ظـاهر شـدند، قبـل    گیـاه  هـاي گـل دهنـده ثانویـه     وقتی که غنچه
 ـ  هاز باز شـدن، غنچ ـ  . مـار شـدند  ا اگروبـاکتریوم تی هـاي گیاهـان ب

ــق روش    ــر طب ــاي آرابیدوپســیس ب ــل ه ــی گ و Cloughتراریخت
Bent ،1998صورت پذیرفت.

تراریختآرابیدوپسیسانگیاهانتخاب 

شـده  تیمـار گیاهـان نـایلونی سـاعت پوشـش  12گذشـت  ازبعد
از رشـد بعـد .شـدند منتقـل گلخانـه بـه گیاهـان وشـد برداشـته 

بـراي .شـد جمـع آوري آنهـا بـذرهاي گیاهـان، رسـیدن وکامـل 
محـیط دربـذور تراریخـت، آرابیدوپسـیس  گیاهـان انتخـاب 

MS،1xمحـیط کشـت   ي نمکهـا نصـف حـاوي (انتخـابی  کشت

ــاي  ــامین هــ ــار و 8grl־B5،¹ویتــ ــر) BASTAآگــ يدر پتــ
یـک مـدت و بـه دادهکشـت ) cm150×15(انـدازه بـه ییهادیش
دمـاي  بـا یخچـال اخـل ددرسـازي بهـاره انجـام بـه منظـور  هفته

°C7بـا رشـد اتـاق بـه پتـري دیـش هـا   سـپس . شدنددادهقرار
سـاعت 10و روشـنایی سـاعت 14ي و دوره نـور C°25دمـاي 

از انتقـال پتـري  بعـد  روز15تـا 10. شـدند دادهانتقـال تـاریکی 
سـبز محـیط درکـه تراریخـت گیاهچـه هـاي  رشـد، ها بـه اتـاق  
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قابـل  شـده زردکـه اریخـت ترغیـر هـاي جوانـه ازبخـوبی مانده،
.بودندشناسایی

ژنومی از گیاه آرابیدوپسیسDNAاستخراج 

بــه منظــور اطمینــان از انتقــال ژن آنــالوگ انســولین آســپارت بــه 
هـاي  از بـرگ نمونـه  DNAگیاه آرابیدوپسـیس تالیانـا، اسـتخراج    

BASTAگیاه آرابیدوپسـیس کـه بعـد از اسـپري بـا علـف کـش        

.انجام شدCTABاستفاده از روشمقاومت کرده بودند، با

و واکنش نسخه برداري معکوسRNAاستخراج 

RNA کل بافت برگ با استفاده از محلول استخراج(RNX- Plus,

CinnaGen) RNA ،و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت
First Strand)از کیت cDNAجهت سنتز رشته . استخراج شد

cDNA synthesis Kit, Fermentas)استفاده شد.

استخراج پروتئین کل از برگ و وسترن بلات

گـرم بـرگ در هـاون و بـا اسـتفاده از ازت مـایع پـودر و        1ابتدا 
اضـافه  2X SDSسپس به مقدار مساوي به آن بـافر  . هموژنیزه شد

درجه 4دقیقه در 15به مدت ) g30000(شد و بعد از سانتریفیوژ 
SDS%15وتئین هـا بـر روي ژل   پر. جدا شدفاز بالاییسانتیگراد 

بارگذاري و با استفاده از دستگاه الکتروفورز عمودي با ولتاژ ثابت 
آزمایش وسترن بـلات بـا اسـتفاده از    .  از یکدیگر جدا شدند250

;E2E3(ab9569آنتـی بـادي مونوکلونـال     Abcam, Cambridge,

MA, USA) بر طبق روشNykiforuk ،انجـام  2005و همکاران
.شد

ساختمان ژن انسولین آسپارت طراحی شده
نشان داده شده است در ژن ) 1(شکلهمانطور که در 

به ترتیب، بعد از سایت برشی 5׳آسپارت طراحی شده از سر 
XhoIدر . و کدون آغاز توالی پپتیدي نشانگر قرار گرفته است

آمینه اسیدانسولین، Bانتهاي این توالی نشانگر، قبل از زنجیره
لیزین قرار دارد که در واقع محل برش آنزیم اندوپرتئاز تریپسین 

مینه گلوتامیک اسید آانسولین آسپارت، اسیدBدر زنخیره . باشدمی
. آمینه پرولین در ساختار طبیعی انسولین شده استجایگزین اسید

ت آمینه صوراتصال با سه اسیدتوسط Aو Bاتصال دو زنجیره 
در واقع ارتباطیآمینه توالی لین و سومین اسیداو. گرفته است

پس از آن زنجیره . باشندهاي برشی دیگر آنزیم تریپسین میسایت
Aسولین طراحی شده در انتهاي ساختار ژن ان. انسولین قرار دارد

سازيصالخاي هیستیدین هدف به منظور اسیدآمینه6یک توالی 
پس از آن . ر داده شدپروتئین آسپارت در روش کروماتوگرافی قرا

.قرار داردBamHI، سایت بررشی 3׳در انتهاي 

ساختار کاست بیانی ژن آنالوگ مونومر آسپارت-1شکل
Figure 1- Expression cassette of analog monomer Aspart gene

آنالوگ Aو Bطراحی شده بین زنجیره ارتباطیتوالی 
انسولین Cزین براي زنجیره انسولین در واقع یک توالی جایگ

این توالی علاوه بر ایجاد پیوند بین دو زنجیره در . طبیعی است
واقع سایت برشی براي تیمار و برش انسولین توسط آنزیم 

گیري نهایی انسولین و باشد که در نهایت در شکلتریپسین می
پذیري مولکول براي ایجاد پیوند بین دو زنجیره موثر انعطاف

این پژوهش ژن مونومر انسولین آسپارت بعنوان تراژن در . است
. استفاده شد

جینتا
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بررسی نتایج حاصل از همسانه سازي ژن آسپارت در وکتور
pGEM-B1

در pGEM-B1پس از همسانه سازي پلاسمید نوترکیب 
پلاسمید . سازي شد، پلاسمید کلون شده خالص)2شکل (باکتري 

هاي بوسیله آنزیمpJawohl3نوترکیب به همراه وکتور دوگانه 
در ستون دوم ژل، . برش داده شدندXhoIو BamHIبرشی 

یک باند مربوط به قطعه .پلاسمید نوترکیب دو باند مشاهده شد
3015 bp پلاسمیدpGEM-B1 و یک قطعهbp228 که باند

باشد که این دو باند صحت میمربوط به ژن انسولین آسپارت
در چاهک سوم باند مربوط . دهدآنزیمی را نشان میبرشعمل 

bpاندازهبرش خورده و خطی شده باpJawohl3به پلاسمید 

).3شکل(مشاهده شد 5597

نتایج حاصل از قرار گرفتن قطعه ژن انسولین آسپارت در 
:pJawohl3وکتور دوگانه 

اسازي ژن آسپارت از ژل، این در این مرحله پس از جد
pJawohl3بوسیله آنزیم لیگاز به ناقل دوگانه بیانی bp228قطعه 

E. coliمتصل شد و وکتور دوگانه حاوي ژن مذکور در باکتري 

پس از استخراج پلاسمید حاوي ژن انسولین . سازي شدهمسانه
هاي هضم آنزیمی و توالی یابی، آسپارت، با استفاده از روش

pJawohl3توالی ژن انسولین مونومر آسپارت در ناقلصحت 

حاوي pJawohl3پس از روش هضم آنزیمی پلاسمید . تایید شد
روي ژل BamHIو XhoIهاي برشی ژن انسولین آسپارت با آنزیم

228bpمربوط به پلاسمید و یک باند 5597bpالکتروفورز دو باند 

).4شکل(شود مربوط به ژن آسپارت دیده می

تراریختArabidopsis thalianaبررسی گیاه

بذرهاي گیاه آرابیدوپسیس تراریخت شده در پتري 
محیط کشت انتخابی و هم در گلدان کشت هاي حاوي دیش
رشد و اسپري با از انتقال به اتاقروز بعد 15تا10. شدند

ماندند سبزمحیطدراحتمالیتراریختيهاجوانه،Bastaکش علف

کلونی هاي . انتخاب کلونی هاي باکتریایی نوترکیب-2شکل 
.سفید، نوترکیب احتمالی هستند

Figure 2- Selection of transformed bacterial colony.
White colonies are probable recombinant.

و pGEM-B1تصویر حاصل از هضم آنزیمی پلاسمید -3شکل 
pJawohl3 . در چاهک اول)M ( پلاسمید (1)نشانگر، در ستون دوم ،

همراه با ژن BamHIو XhoIبا آنزیم هاي pGEM-B1برش خورده
pJawohl3وکتور دوگانه ،(2)ن سوم ژل انسولین آسپارت و در ستو

.قرار گرفتBamHIو XhoIبرش خورده با آنزیم هاي 

Figure 3- Image of enzymatic digestion of pGEM-B1 and
pJawohl3. The first well (M) marker, the second well (1)
digestion of transformed plasmid pGEM-B1 which is
associated with insulin gene Aspart with XhoI and BamHI
restriction enzymes and the third column (2), digestion of
the pJawohl3 binary vector with XhoI and BamHI restriction
enzymes.

12

M12
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شناساییبودندشدهزردکهتراریختغیرهايجوانهزابخوبیو
).5شکل(شدند 

در ستون اول . حاوي ژن آسپارتpJawohl3آنزیمی پلاسمید برش-4شکل 
پلاسمید و باند 5597bpدر ستون دوم ژل، باند . از سمت راست، نشانگر

228bpکنترل منفی  در ستون سوم. ژن آسپارتpJawohl3 برش خورده
.شودد ژن انسولین دیده میفاق

Figure 4- pJawohl3 enzymatic digestion containing the insulin
gene for Aspart. Frst line from right, DNA marker. Second line,
plasmid band 5597bp and 228bp band of Aspart gene. The third
line, negative control and digested pJawohl3 without insert.

ستابانتخاب گیاهچه هاي تراریخت بوسیله علفکش -5شکل 

Figure 5- Selection of transformed plants by BASTA
herbicide.

نشان داده است که حتی بین Bent ،1998و Cloughتحقیقات 
هاي ارقام مختلف گیاه آرابیدوپسیس نیز از نظر میزان تراریخت

همچنین نژادهاي اگروباکتریوم نیز . بدست آمده تفاوت وجود دارد
زیرا بر . باشنداز نظر نفوذ به داخل گیاه و آلوده سازي متفاوت می

شود کهاساس نتایج بدست آمده در این پژوهش مشاهده می
هاي بدست آمده از گیاهان تیمار شده توسط فراوانی تراریخت

هاي بدست آمده بیشتر از تراریختEHA101سویهباکتريآگرو
). 1جدول (باشدمیGV3101سویهاز گیاهان تیمار شده توسط 

هاي بنابراین صرف نظر از نوع گیاه و روش انتقال ژن، بین نژاد
داخل بافت گیاه تفاوت وجود اگروباکتریوم نیز از نظر نفوذ به

نیز تایید کننده این مطلب Bent ،1998و Cloughتحقیقات . دارد
.باشدمی

و بیان ژن مونومر انتخاب گیاهان تراریخته آرابیدوپسیس 
انسولین آسپارت

-RTوDNA ،RNAبا استفاده از روش هاي استخراج 

PCRبا کمک آغازگرهاي اختصاصی ژن انسولین آسپارت بر
روي گیاه آرابیدوپسیس تراریخت، حضور و بیان ژن انسولین 

) 6(شکلهمانطور که در ). 6شکل (مونومر آسپارت تایید شد 
با استفاده از آغازگرهاي ژن انسولین PCRشود نتایج  دیده می

نه گیاهی تراریخته در از نموcDNAو DNAمنومر با استفاده از  
باشد که این باند، صحت انتقال می228bpداراي باند 3و 2ستون 

تاییدتالیاناآرابیدوپسیسگیاه و بیان ژن انسولین آسپارت را به 
.کندمی

.مقایسه دو نژاد اگروباکتریوم از نظر درصد بذور تراریخت-1جدول

Table1- Comparison of two agrobacterium strains from
percentage of transformed seed.

آذینگلورسازيطهغو روش انتقال ژن
آرابیدوپسیس گیاهوعن

GV3101 EHA101 اگروباکتریومنژاد
2000 2000 بذورآزمایشتعداد

شده
20 40 يهاجوانهتعداد

سبز

8 13 هاجوانهتعداد
روز10پس از ماندهزنده

4/0 65/0 گیاهاندرصد
تراریخت
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.PCRگیاهان تراریخت حاوي ژن انسولین آسپارت بوسیله شناسایی -6کل ش
، گیاه تراریخت فاقد ژن )1(، چاهک دوم bp100چاهک اول نشانگر : راست
. bp228گیاه تراریخت حاوي ژن انسولین آسپارت  ،)2(چاهک سوم. هدف

، بیان ژن انسولین آسپارت در گیاه آرابیدوپسیس تالیانا با )3(چاهک چهارم 
.RT-PCRاز روش استفاده

Figure 6- Identification of transformed plant with Aspart insulin
gene by PCR. Right: first line, 100 bp DNA marker. Second line
(1), transformed plant without target gene. Third line (2),
transformed plant containing 228 bp Aspart insulin gene. Last
line (3), Aspart insulin gene expression in Arabidopsis thaliana
plant by RT-PCR.

نتایج حاصل از وسترن بلات پروتئین کل گیاهان تراریخت با 
نشان داد که پروتئین E2E3استفاده از آنتی بادي مونوکلونال 

شکل (ه استنوترکیب در گیاه بیان و ترجمه شدانسولین آپارت 
7.(

در این پژوهش با توجه به مطالعات صورت گرفته، 
طراحی و بهسازي شدbp228انسولین آنالوگ آسپارت با اندازه 

بیشتر .استفاده شدتراژنژن مونومر انسولین آسپارت بعنوان و
با ساختار هاي انسولین در مقایسهتغییرات ایجاد شده در آنالوگ

.باشدمیBزنجیره 30تا 25اي هآمینهطبیعی آن در محل اسید
ها بیشترین تاثیر را در عملکرد پروتئین انسولین آمینهزیرا این اسید

در ایجاد Bزنجیره 25آمینه اسید. درمانی آن دارندو خواص 
براین هر نوع هاي انسولین نقش موثري دارد بناپیوند با گیرنده

سولین را کاهش تواند قدرت درمانی انآمینه میتغییري در این اسید
Gusarov)دهد et al. توانایی تشکیل فرم دایمر توسط . (2008

، 13، 11، 9، 8هاي شمارهفعل و انفعالات آبگریز بین اسیدآمینه

وسترن بلات پروتئین کل گیاه آرابیدوپسیس تراریخت و شاهد با -7شکل 
دوپسیس ، آرابی)1. (، نشانگر پروتئینیE2E3.(M)آنتی بادي مونوکلونال

، شاهد)2. (تراریخت با تراژن انسولین آسپارت

Figure 7- Western blot of transformed and control Arabidopsis
leaf total protein using E2E3 monoclonal antibody. (M), protein
marker. (1), Transformed Arabidopsis plant with Aspart insulin
transgene. (2) Control

از یک انسولین مونومر در مقابل یک Bزنجیره 28و 26، 24، 16
لین بنابراین در انسو. باشداز انسولین مونومر دیگر میBزنجیره 

و Bزنجیره 28آمینه شماره آسپارت به علت تغییر در اسید
از تشکیل دایمر و هگزامر تا 6/7تا2/7در حدود pHهمچنین 

عامل موثر در ایجاد فرم مونومر . دشوحد زیادي جلوگیري می
انسولین، نیروي دافعه الکتروستاتیکی است که از واکنش بین اسید 

آسپارتیک اسید . شودهاي سرین و آسپارتیک اسید ایجاد میآمینه
به علت انعطاف پذیري بیشتر قادر به دور شدن و عدم ایجاد 

ر و عدم تشکیل پیوند است که این امر منجر به تثبیت فرم مونوم
Gusarov)شود ایجاد تشکیل دایمر در انسولین آسپارت می et al.

دهد هر چه طول توالی لینکر بیشتر مطالعات نشان می. (2008
ا منفی زیادي در میزان بیان پروتئین انسولین در میزبان هشود اثر

اسید آمینه توالی لینکر نیز باعث3اما طول کمتر از . خواهد داشت
شود پروتئین دارویی انسولین میل در فعالیت زیستیایجاد اختلا

(Hua et al. 2008).

انسولین به صورت جداگانه ساخته Bو Aدر گذشته دو زنجیره 
.گرفتکتور مناسب قرار میشد و هر کدام در یک ومی
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ها را هاي خاص مانند اندوپروتئازاین روش نیاز به برخی از آنزیم
هاي دي سولفیدي بین برد اما در عوض امکان ایجاد پلاز بین می

ساخت 1986اما از سال . دو زنجیره جدا از هم بسیار دشوار بود
این در . شودانسولین انجام میانسولین به صورت مولکول پرو

شامل (روش ژن انسولین به طور مستقیم به صورت پروانسولین 
سنتز شده و در یک وکتور بیانی قرار ) Cو B ,Aهاي زنجیره

Wan)گیرد می et al. 2005).

به روش انسولین آنالوگ آسپارتتراژندر این تحقیق انتقال 
. غوطه وري گل آذین و بدون نیاز به کشت بافت صورت پذیرفت

بدون کشت بافت توسط اگروباکتریوم روشی آسان و ارزان انتقال 
این روش به طور موفقیت . باشدن گیاهان میکردبراي تراریخت 

آمیزي در گیاه آرابیدوپسیس به کار رفته است و در حال حاضر 
هاي گیاهی انجام تلاشهاي زیادي براي کاربرد آن در دیگر گونه

ل ژن مبتنی بر کشت روشهاي انتقااصلیاز مشکلات . گیردمی
باشد بافت، باززایی گیاهان سالم از سلولهاي تراریخت شده می

(Bechtold et al. اگرچه روشهاي زیادي براي باززایی .(1993
موفقیت آمیز گیاهان توسعه یافته است اما اغلب این روشها بر پایه 

آزمون وسترن .  باشندیک دستورالعمل ضدعفونی و شستشو می

انسولین ن آرابیدوپسیس تولید پروتئین نوترکیب بلات گیاها
2012در سالکاشانی و همکاران. کردآنالوگ آسپارت را تایید 

ایج نت. زمینی انتقال دادندرقم سیبژن پروانسولین انسانی را به سه 
باند وجودSDS-PAGEالکتروفورز تجزیه و تحلیلحاصل از 

تجزیه . کردرا تایید kDa18-17با سایز تراژنپروتئینی مربوط به 
انسانی نیز با استفاده از آنتی بادي انسولین ELISAو تحلیل

.کردمینی را تایید تراریخته شدن و بیان در گیاهان سیب ز
در این تحقیق طراحی و بهسازي ژن انسولین مونومر براي اولین 

توان در بار در ایران صورت گرفت که با استفاده از این روش می
از گیاهان دیگر نیز براي تولید و بیان انسولین آسپارت، آینده

.استفاده کرد
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. نمایمگذاري میاختیار قرار دادن امکانات آزمایشگاهی سپاس
همچنین، از جناب آقاي دکتر نیکولاس شلایش دانشگاه فنی آخن 
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he prevalence of diabetes is predicted to rise significantly in the coming decades.
Also, the incidence of this disease is increasing in Iran every year. Aspart is an
insulin analog. Aspart insulin has a more rapid peak than Lispro and can be used
in insulin pumps, insulin pens and injection methods. In this research, Two

Agrobacterium tumefaciens strains, EHA101 and GV 3101, containing pJawohl3
carrying the Aspart insulin gene were used to transform Arabidopsis thaliana Col-0
ecotype plants by floral dip infiltration method. Seeds of floral dip infiltrated plants were
sown on the pots. Then, seedlings were treated by BASTA herbicide. Expression of the
Aspart insulin gene was detected in transgenic plants by RT-PCR and western blot.
Evaluation of the infiltrated plants revealed that the EHA101 strain of Agrobacterium
was more efficient than GV3101 strain in gene transformation.

Agrobacterium, Arabidopsis thaliana, Aspart insulin, Transformation
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