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ر و تشکریتقد  
را  یتزالیلا قدرت اتید و تجلیبپوشان نشیآفر موزون را بر اندام یهست کسوت را سزاست که يخداوند شیسپاس و ستا

.دیگردان انینما عتیدر مظاهر و آثار طب  

 خودت مرا به به کرمت  آورم و از تو خواستارم،یم عیتو شف شگاهیپ  و تو را به میجو یم تو تقرّب اد تو ، بهیبا  نم! بار الها 

، خشنودم يا ساخته من بیو نص بهره  آنچه و به يآور رحمت و بر من یکن  الهام من اد خود را بهیو  یگردان کینزد
.يوا دار ام یفروتن  به حال و در همه یقرار ده  

م  بوسه یزشان در مراحل مختلف زندگیآم محبت يشان و همه تلاشهایها یزم به خاطر همدلیبر دستان پرمهر پدر و مادر عز
.زنم یم  

 یمانه تشکر و قدردانینمودند صم ياری نامه انیپا نیا  و نگارش نیرا در تدو بنده که یکسان هیازکل دانم یم برخودلازم 
در  کهزاده  یودکتر هوشنگ عل یید طباطبایم سین ابراهیبدرالددکتر  انیآقا نه جنابفرزا دیاتاس از خصوص به. مینما
 يخته جناب آقایاز استاد فره نینمودند و همچن ام یراهنمائ و ياری، یپژوهش با خوشروئ نیا انجام مراحل هیکل

 خصوص نیدر ا لازم شاورهم ینظر خاص و با دقت ار من گذاشتهیشائبه در اخت یخود را ب که وقت يروس قبادیسدکتر

.مینما یم یتشکر و قدردان مانهیصم ،نمودند  ارائه  
عهده گرفتند،  ان نامه را بهین پایا يو داور یو دکتر مسسعود بهار که زحمت بازخوان ید طالبیان دکتر مجیاز جناب آقا

.سپاسگزارم مانهیصم  

.سپاسگزارم ،ن پژوهشیانجام ا مراحل کیکای غ سرکار خانم غزاله خاکسار دریدر یب يها از کمک  
کمال  يو صدراو انی، منشي، محمدییرضا ،زاده ینب ، تقدس،ی، محولاتییعبا، یگوجان یقاسم انیها و آقا زم خانمیز دوستان عزا

.تشکر را دارم  

اصفهان و  یعتدانشگاه صن يکشاورز يوتکنولوژیگروه بم در یها یها و همکلاس شگاهین آزمایمسئولد، یه اساتیکلاز ان یدر پا
ت نمودند، ینجانب را حمایران که اان گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهید،کارمندان و دانشجویاسات

.مینما یم يسپاسگزار  
 
 
 
 

  کلهرود  فرگل مظاهر
۹۲زمستان    
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GLUT: Glucose transporter 
CT: Cholerae Vibrio   toxin 
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TAT: Trans Activator Transporter 
CPP: Cell Penetrating Peptid 
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TSP: Total Soluble Protein 
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PRO-R: proinsulin reverse primer 
NAA: 1-Naphthalene Acetic Acid 
BAP: 6-Benzyl Amino Purine 
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  چکيده
  

بنابراين . مي انسولين نياز دارندئگريز از اثرات کشنده بيمار  ديابت به تزريق دا ها نفر در سراسر جهان برا  ميليوندر حال حاضر 
با  .باشد امر  ضرور  مي ؛کنندگان قرار دهد در اختيار مصرف را با قيمت و فراواني مناسب كه بتواند اين دارو توسعه سيستمي

ها   ؛ ولي به علت معايب توليد پروتئينتوليد گرديدمر و مخ E. coliانسولين انساني در باکتر  توسعه تکنيک مهندسي ژنتيک، 
ساز ؛  ر خالصب ها  سمي و نياز به مراحل هزينه مانند هزينه نسبتاً بالا، امکان آلودگي با پروتئينها  سميکروارگانيمنوترکيب در 

ها   تواليشامل  pBI121، سازه همطالعدر اين  .ها  نوترکيب در گياهان متمرکز شده است بيشتر تحقيقات بررو  توليد پروتئين
گر  اگروباكتريوم  واسطه اسيدآمينه هيستيدين به ششاکستنسين، ژن پروانسولين انساني، پنتراتين و ، LTB، ضميمه حاو  کزاک

LBA4404 pv. Agrobacterium tumefaciens حضور ژن مورد مطالعه در ژنوم گياهان . به گياه توتون انتقال يافت
بر صحت بيان ژن  RT-PCRواکنش نتايج حاصل از همچنين . دگرديييد تأ PCR يآزمايش مولکولتوسط  تراريخت توتون
که گياهان تراريخت توانايي ترجمه و  دادنشان  نيز نتايج حاصل از اليزا. د نموديکدر گياهان تراريخت توتون تأ يپروانسولين انسان

نظر   به. کاملاً فعال بوده و قابليت کاربرد در پزشکي را داردها  گياهي  در بافتو انسولين توليد    توليد پروتئين الحاقي را داشته
گياهان   ها ئينکل پروت% ۱۸/۰در حدود (To  رسد که مقدار تخميني پروتئين نوترکيب توليد شده در گياهان تراريخت يم

حضور و بيان ژن پروانسولين ، همچنين. صرفه استباشد و توليد اين گياهان تراريخت از نظر اقتصاد  مقرون به  مناسب ) تراريخت
رشد . داشتکه ژن مورد نظر به صورت پايدار در ژنوم گياهان توتون قرار  داددر گياهان تراريخت توتون در نسل بعد نشان  يانسان

يد يرا تأ سل بعدگياهان ن به يژن پروانسولين انساننيز انتقال  ۳:۱ يکانامايسين با نسبت مندل  گياهان نسل اول در محيط کشت حاو
ها  مورد استفاده در اين  اگرچه تا به حال پروانسولين انساني در گياهان توليد شده است ولي تا به امروز هيچ کدام از الحاق. نمود

ا  توانايي رسد سازه مذکور دار با توجه به نتايج مثبت به دست آمده از اين پروژه به نظر مي. پژوهش در گياهان استفاده نشده است
  .باشد و انتقال به گياهان ديگر مناسب ها  بيشتر  مناسبي جهت توليد و بيان ژن پروانسولين بوده و برا  بررسي

  
  LTB  ،ديابت، پروانسولين ، اکستنسين، پنتراتين :کلمات کليد 
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  فصل اول
 مقدمه و مرور منابع
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  بيمار  ديابت -1-1

ي مزمن است که منجر به نارسايي بدن در توليد هورمون انسولين يا ناتواني بدن در ناهنجار  متابوليکيک ديابت، 
که در گذشته به   I  ديابت نوع ،تقسيم نمود  IIو  Iتوان به دو نوع اين بيمار  را مي. شود انسولين مي وجودپاسخ به 

سولين در بدن به دليل خودايمني و تخريب ناشي از عدم ترشح ان، شد شناخته مي" ديابت شيرين وابسته به انسولين"عنوان 
 I بيماراني که از ديابت نوع. [40] باشد ها  بتا جزاير لانگرهانس پانکراس و افزايش غير عاد  گلوکز در خون مي سلول

که در گذشته به عنوان   IIدر ديابت نوع. ودکنترلي گلوکز خون نياز دارندبرند، به تزريق روزانه انسولين و خ رنج مي
شوند و در صورت  شد، بيماران با داروها  خوراکي عوامل ضدديابتي درمان مي شناخته مي" ديابت غيروابسته به انسولين"

ين برا  بيماران هر دو گروه، درمان لذا انسول. پيشرفت بيمار ، اغلب آنها برا  کنترل بهينه گلوکز به انسولين نياز دارند
هان از انواع ميليون نفر در سراسر ج ۱۸۰راساس اعلام سازمان جهاني بهداشت، بيش از ب. [47] آيد حياتي به شمار مي

  .[40] د، دو برابر شو۲۰۳۰شود تعداد افراد مبتلا به اين بيمار  در سال  بيني مي برند، که پيش مختلف ديابت رنج مي
  

  انسولين -1-2

  ان جميز ، ج٢بست هربت ، چارلز ١باتينگ نت گر، توسط چهار دانشمند کانادايي فردريک ۱۹۲۱در سال انسولين 

                                                 
1 Fredrich Grant Banting 
2 Charls Herbet Best 
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 پيش از آن، ابتلا به بيمار  ديابت نوع .از پانکراس حيوانات استخراج گرديد ٢کاليپرترام ، جيمز ب١مکلود ريکارد
 ۱۹۶۰شناسايي شد و در سال  ٣توسط سانگر ۱۹۵۰ساختار اوليه اين هورمون در اواسط دهه . [13] ، برابر با مرگ بوداول

  .[93] ساختار کامل انسولين مشخص گرديد
  

  ژن انسولين  -1-2-1

و اين ژن دارا  دو اينترون . قرار گرفته است ۱۱جفت باز بر رو  بازو  کوتاه کروموزم  ۱۸۶۱ژن انسولين به طول 
  ژن انسولين در پايگاه اطلاعات داده. [10] نمايد را کد مي پپتيد-Cو  Bزنجيره  ،Aزنجيره باشد که  سه اگزون مي

NCBI٥با شماره شناسايي ٤ NC_000011 ثبت شده است.  
  

  ساختار انسولين -1-2-2

 )N٨آمينه در انتها  د ياس ۲۴آبگريز با  ٧دارا  يک پپتيد نشانگر( ]٢٠،١٠[ ٦پروانسولين- ماده پر  انسولين از پيش
که در آن بيوسنتز آغاز شده (پروانسولين از سيتوپلاسم -پپتيد نشانگر سبب تسهيل انتقال پر . [67] دشو تشکيل مي

شود؛ حذف آن همزمان با ترجمه و زماني که پپتيد تازه سنتز شده به  در سراسر غشا  شبکه آندوپلاسمي زبر مي)است
   .[71] دهد يابد، رخ مي لومن شبکه آندوپلاسمي زبر انتقال مي

توليد شده و توسط ) اسيدآمينه ۸۶دارا  ( ٩ماده پروانسولين صورت پيش  ها  بتا  پانکراس به انسولين در سلول
بق ساختار و پپتيد پروانسولين برا  کمک به تطا-Cرسد که بخشي از  به نظر مي. گردد برش آنزيمي به انسولين تبديل مي

اسيدآمينه، در دو  ۵۱مولکول انسولين متشکل از  .]۸۲[ نقش دارد Bو  Aها   سولفيد در زنجيره تشکيل پيوند صحيح د 
       شوند ا  به يکديگر متصل مي زنجيره بينسولفيد  است و توسط دو پيوند د   قرار گرفته Bو   Aپپتيد  زنجيره پلي

)A-Cys7/B-Cys7 وA-Cys20/B-Cys19 ( . زنجيرهدر   A  ا  درون زنجيره سولفيد د يک پيوند               
A-Cys6/A-Cys11)( نيز وجود دارد ) يکي از ويژگي ذاتي انسولين، توانايي آن در پيوستن  .) [8]۱-۱شکل

                 در غلظت پايين در جريان خون . ها  بالاتراست جزئي وتجمع ساختار دوجزئي، شش شکيلدرنگ جهت ت بي
پس از بيوسنتز ، انسولين . جزئي وجود دارد که فرم فعال بيولوژيکي آن است ، انسولين به شکل تک)ميکرومولار۱۰-  ۳<( 

                                                 
1 John James Rickard Macleod 
2 James Bertram Collip 
3 Fred Sanger 
4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
5 Accession NC 
6 Pre-proinsulin 
7 Signal peptid 
8 N terminal 
9 Proinsulin 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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ها  بتا  پانکراس ذخيره  لها  سلو در وزيکول جزئي با ساختار شش (Zn)به صورت کريستالي متصل به عنصر رو 
   .]۲۳[ شود مي

 

  
  ساختمان آمينواسيد  پروانسولين: Bپروانسولين به انسولين - مراحل تبديل پر : A -١ - ١شکل

  

فعاليت  ،ها ها  عصبي، هورمون ميزان بيوسنتز پروانسولين توسط عوامل بسيار ، از جمله مواد مغذ ، انتقال دهنده
ترشح انسولين در پاسخ به افزايش سطح قند خون اتفاق . ]14، 87[شود مي  خصوص گلوکز تنظيم کينازها و به پروتئين

ميلي مولار مي باشد، اما ميزان مورد نياز  ۶تا  ۴ين غلظت آستانه گلوکز مورد نياز برا  تحريک ترشح انسولو  افتد مي
پاسخ به افزايش غلظت در بيوسنتز پروانسولين .  [43]ميلي مولار است ۴تا  ۲برا  تحريک بيوسنتز پروانسولين تنها 

دقيقه بعد از  ۲۰رسد تحريک گلوکز برا  بيوسنتز پروانسولين  به نظر مي . [50]دهد رخ مي ساعتدو کمتر از ، گلوکز
که محرک  زماني . رسد مي)برابر افزايش ۴۰تا  ۳۰(ثر سرعت دقيقه به حداک ۶۰دهد و بعد از  حضور گلوکز رخ مي

  .[52] دانجام حدود يک ساعت به طول مي برداشته شود، ميزان خاموش شدن بيوسنتز پروانسولين نسبتاً آهسته و در
  

  ترشح و عمل انسولين در بدن -1-2-3
بند  شده و تحريک ترشح انسولين منجر به  به غشا بسته ساز  متصل ها  ذخيره پپتيد در گرانول-Cانسولين و قطعه 

بخش بزرگي از انسولين به گيرنده خود متصل و از طريق کبد . گردد از انسولين به گردش خون مي ١مولار تخليه مقدار هم
محيطي يک پپتيد -Cکند، در نتيجه ميزان  پپتيد تا حد زياد  از متابوليسم کبد  فرار مي-Cشود؛ قطعه  متابوليزه مي

منظور فعال شدن ترشح انسولين، در ابتدا يک مولکول گلوکز  به. [72]است ٢زاد دروننشانگر دقيق از ترشح انسولين 
                                                 
1 Equimolar 
2 Endogenous 
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اطلاعات چنداني از . وليزه شودکوکيناز فسفريله و متابوها  بتا منتقل و با آنزيم گل به سلول GLUT2توسط پروتئين 
ها  پتاسيم  انالن کميتوکندر ، بسته شد  اما احتمالاً شامل فعال شدن مسير انتقال سيگنال ،يند تحريك موجود نيستآفر

طور معمول، زماني که غلظت قند خون  به. باشد فسفات و ورود کلسيم به سيتوپلاسم سلول بتا مي تر  حساس آدنوزين
و سپس انسولين توليد شده را ترشح   ها  بتا انسولين ذخيره شده يابد و حتي کمي بالاتر از سطح ناشتا، سلول افزايش مي

  [33]. شود ن توسط سطح گلوکز و همچنين نحوه ورود گلوکز تعيين ميشدت پاسخ به انسولي. کنند مي
به سرعت افزايش )ها  عصبي بجز سلول( ها  بدن  ساز  و مصرف گلوکز را در اکثر سلول انسولين برداشت، ذخيره

مون پروتئيني جذب بخش اعظم گلوکز از روده و ذخيره آن در کبد به صورت ترين اثرات اين هور يکي از مهم. دهد مي
ساز  به شکل گليکوژن فراتر  شود از ظرفيت ذخيره ها  کبد  مي هرگاه مقدار گلوکز  که وارد سلول. گليکوژن است

را روشن " تور ريبوزوميمو"انسولين با يک مکانيسم ناشناخته . کند رود، انسولين تبديل گلوکز به اسيد چرب را تسهيل مي
ها   همچنين انسولين ميزان نسخه بردار  از ژن. کند خاموش را فعال مي-انسولين يک مکانيسم روشن که يگوي. کند مي

DNA هد و در نتيجه مقدار بيشتر  د را در هسته سلول افزايش ميmRNA بارزترين تغيير، . شود و پروتئين توليد مي
  [1]. ها است ها و پروتئين ها، چربي ساز  کربوهيدرات ها  دخيل در ذخيره آنزيم ا  از  افزايش توليد مجموعه

  
    تحويل دارو نحوه -1-3

صورت غيرفيزيولوژيکي به  برا  تجويز انسولين، تزريق زيرپوستي است که از اين طريق انسولين بهحالت رايج 
به سبب اندازه بزرگ مولکول انسولين، آبدوستي و نفوذپذير  کم آن در عبور از غشا، تزريق . شود بدن ارائه مي

اين روش ارائه انسولين به بدن، دارا  . ستسال گذشته بوده ا ۸۰زيرپوستي تنها راه تحويل آن به بيماران ديابتي در 
به دليل مصرف زياد، خارش،  ١ها  مکرر، هيپوگلايسمي ها  ناشي از تزريق مشکلاتي نظير درد موضعي، ناراحتي

دليل مشکلات فوق، رويکردها  جديد   به. در اطراف محل تزريق است ٣و ديستروفي چربي ٢حساسيت، هايپرانسوليني
  .[47] تبه بدن مانند ارائه خوراکي، پوستي، تنفسي، مقعد ، رحمي و چشمي در حال بررسي اس برا  تحويل انسولين

  

  ارائه خوراکي -1-3-1
در ارائه خوراکي . ها  مزمن است ترين مسير برا  ارائه دارو برا  درمان بيمار  ترين و راحت مسير خوراکي معقول

تزريق از جمله اضطراب ناشي از  بهانسولين، کمک بزرگي به حذف درد ناشي از تزريق، موانع فيزيولوژيکي وابسته 
ر مستقيم توسط کبد دريافت طو در اين مسير، انسولين از طريق گردش خون به. ها  احتمالي خواهد شد تزريق و عفونت

                                                 
1 Hypoglycemia 
2 Hyperinsulinemia 
3 Lipodystrophy 


