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  هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس)رساله(نامه نامة چاپ پايان آيين

 هاي تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس، مبين) رساله(نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان نامه 

ين به منظور آگاهي و رعايت حقوق دانشگاه، پژوهشي دانشگاه است بنابرا- بخشي از فعاليتهاي علمي

  :دانش آموختگان اين دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي شوند

اطلاع  دانشگاهدفتر نشر آثار علمي ي خود، مراتب را قبلاً به طور كتبي به )رساله(در صورت اقدام به چاپ پايان نامه   1ماده 

  .دهد

  :، عبارت ذيل را چاپ كند)س از برگ شناسنامهپ(در صفحه سوم كتاب   2ماده 

در دانشـكدة   1390اسـت كـه در سـال     اصـلاح نباتـات  كتاب حاضر، حاصل رسالة دكتري نگارنـده در رشـته   ”           

، مشاورة جناب آقـاي دكتـر   مختار جلالي جواران كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي جناب آقاي دكتر

  .از آن دفاع شده است هوشنگ عليزاده اورة جناب آقاي دكترو مش فريدون مهبودي

را به ) در هر نوبت چاپ(به منظور جبران بخشي از هزينه هاي انتشارات دانشگاه، تعداد يك درصد شمارگان كتاب   3ماده 

عـرض فـروش   دانشگاه مي تواند مازاد نياز خود را به نفع مركز نشـر در م . دانشگاه اهدا كند دفتر نشر آثار علمي

  .قرار دهد

بهاي شمارگان چاپ شده را به عنوان خسارت به دانشگاه تربيت مدرس، تأديه % 50، 3در صورت عدم رعايت ماده   4ماده 

  .كند

دانشجو تعهد و قبول مي كند در صورت خودداري از پرداخت بهاي خسارت، دانشگاه مي تواند خسارت مذكور را   5ماده 

مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حق مي دهد به منظور استيفاي حقـوق خـود، از    از طربق مراجع قضايي

را از محلّ توقيف كتابهاي عرضه شدة نگارنـده بـراي فـروش، تـأمين      4طريق دادگاه، معادل وجه مذكور در ماده 

  .نمايد

تعهد فوق و ضمانت اجرايي آن را قبـول   دكتريمقطع  اصلاح نباتاتدانشجوي رشته  الديني مهدي محباينجانب   6ماده 

  .شوم كرده، به آن ملتزم مي

  الديني مهدي محب :نام و نام خانوادگي

 20/4/90 :تاريخ و امضاء

  بسمه تعالي



 ه 

  هاي علمي دانشگاه تربيت مدرس دستورالعمل حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهش

  

تاي تحقق عدالت و كرامت انسان هـا كـه   با عنايت به سياست هاي پژوهشي دانشگاه در راس: مقدمه 

لازمه شكوفايي علمي و فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشـگران، لازم اسـت   

اعضاي هيات علمي، دانشجويان، دانش آموختگان و ديگر همكاران طرح در مورد نتايج پژوهش هاي 

قاتي با هماهنگي دانشگاه انجام شده است، علمي كه تحت عناوين پايان نامه، رساله و طرح هاي تحقي

  :موارد ذيل را رعايت نمايند

حقوق مادي و معنوي پايان نامه ها، رساله هاي مصوب دانشگاه متعلق بـه دانشـگاه اسـت و     -1ماده 

هرگونه بهره برداري از آن بايد با ذكر نام دانشگاه و رعايت آيين نامه ها و دستورالعمل هـاي مصـوب   

  . ددانشگاه باش

رساله به صورت چاپ در نشـريات علمـي و يـا    /انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان نامه -2ماده 

  . ارائه در مجامع علمي مي بايد به نام دانشگاه بوده و استاد راهنما نويسنده مسئول مقاله باشند

و نتايج حاصل از  در مقالاتي كه پس از دانش آموختگي به صورت تركيبي از اطلاعات جديد: تبصره 

  . شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود پايان نامه و رساله منتشر مي

انتشار كتاب حاصل از نتايج پايان نامه، رساله و تمامي طرح هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد بـا   -3ماده 

  . مجوز كتبي صادره از طريق حوزه پژوهشي دانشگاه و براساس آيين نامه هاي مصوب انجام شود

ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه در جشنواره هاي ملي، منطقه اي و بين المللي كه  -4ماده 

له و تمامي طرح هاي تحقيقاتي دانشگاه بايـد بـا همـاهنگي    اسل نتايج مستخرج از پايان نامه، رحاص

  . استاد راهنما يا مجري طرح از طريق حوزه پژوهشي دانشگاه انجام گيرد

در شوراي پژوهشي دانشگاه  25/4/1384ماده و يك تبصره در تاريخ  5ين دستورالعمل در ا -5ماده 

به تصويب رسيده و از تاريخ تصويب لازم الاجرا است و هرگونه تخلـف از مفـاد ايـن دسـتورالعمل از     

  . طريق مراجع قانوني قابل پيگيري خواهد بود
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  سپاس و قدرداني

دانم از كليه عزيزاني كه بنده را مورد الطاف  با استعانت از درگاه ايزدمنان بدين وسيله بر خود لازم مي

اند كمـال   دريغ ننموده رسالهفكري در طول انجام اين گونه مساعدت و هم خويش قرار داده و از هيچ

صـحت و سـلامت وجـود و     اين عزيـزان تعالي براي  تقدير و تشكر را داشته باشم و از خداوند باري

  .موفقيت در تمامي مراحل زندگي را خواستار باشم

آغـاز تحقيـق    كه از زمـان  مختار جلالي جواراناستاد راهنماي بسيار عزيز و گرامي جناب آقاي دكتر 

مشـاور عزيـز    اتيداس .بنده را مورد لطف قرار داده و در تمام مراحل مختلف بنده را راهنمايي نمودند

مسـاعدت   ژن پروانسـولين كه در فـراهم نمـودن   از انستيتو پاستور فريدون مهبوديجناب آقاي دكتر 

بنـده را  كـه   نجام رسـاله هاي ايشان در ا به خاطر كمك هوشنگ عليزادهجناب آقاي دكتر نمودند و از 

  .مورد لطف خويش قرار دادند

كـه در امـر انجـام كارهـاي      سركار خـانم مهنـدس آزمـوده    بيوتكنولوژيكارشناس محترم آزمايشگاه 

 اصـلاح نباتـات  همچنين از كارشناس محتـرم آزمايشـگاه    و آزمايشگاهي، كمك حال اينجانب بودند

  .گردد قدرداني ميايري جناب آقاي مهندس 

كـه در مراحـل مختلـف يـار و يـاور بنـده بودنـد         نيـا  ناصر صباغوست بسيار عزيزم جناب آقاي از د

حامد اژدري، حسين خسـروي،  حميد رجبي معماري، دوستان عزيزم آقايان از . نمايم سپاسگزاري مي

و پـور   محمـد سـليم   ، اسد معصومي اصـل، پيام پورمحمدي، محمد مجديآرش رزمي، بابك لطيف، 

كمـال تشـكر و    كه در مراحل مختلف انجام تحقيق به بنده كمك نمودندنسب  و عبدليخانمها رزمي 

  .قدرداني را دارم



 ط 

  چكيده

اگرچه . تواند انسولين توليد كند يا به درستي از آن استفاده كند ديابت بيماري است كه بدن نمي

ر حال حاضر تحقيقات بر شود اما د انسولين عموماً در باكتري يا مخمر براي استفاده تجاري توليد مي

گياه كاهو . هاي ديگر توليد از جمله توليد پروتئين انسولين در گياهان متمركز شده است روي روش

)Lactuca sativa L. (هاي  هاي نوتركيب و بويژه واكسن يك گياه مناسب براي توليد پروتئين

 Asteraceaeمتعلق به خانواده  هاي برگي بوده و ترين سبزي يكي از عمده اين گياه. باشد خوراكي مي

، ژن پروانسولين انساني PCRو روش  در اين مطالعه با استفاده از آغازگرهاي مخصوص. باشد مي

 ناقلهاي خاص برش داده شد و در  ژن تكثير شده از روي ژل جداسازي و با آنزيم. تكثير شد

pCAMBIA1304 مهندسي . ييد گرديدألف تهاي مخت ناقل ساخته شده با روش. گرديدسازي  همسانه

مختلف  عوامل ،براي اين منظور. ژنتيك كاهو به يك روش موثر و قابل اتكا كشت بافت نياز دارد

تنظيم هاي مختلف  ژنوتيپ، سن ريزنمونه و غلظت كاهو از قبيل هاي كوتيلدون موثر بر باززايي

 4/4 و NAAمولار  ميكرو 7/2زايي در غلظت  بالاترين ميزان كالوس. ندبررسي شد هاي رشد كننده

شرايط . اتفاق افتاد BAهاي كم  زايي در غلظت بالاترين ميزان نوساقه. بدست آمد BAمولار  ميكرو

بدون  MSهاي كوتيلدوني با اگروباكتريوم در محيط  كشتي نمونه سازي از هم اي براي تراريخته بهينه

هاي  كشتي، نمونه رحله همز مبعد ا .ساعت بدست آمد 48گونه هورمون رشدي به مدت   هيچ

بعد از انتقال . شت شدندكوتيلدوني روي محيط كشت انتخابگر حاوي هيگرومايسين و سفوتاكسيم ك

گياهان كاهوي تراريخت بدست  ،ها و پس از چند بار واكشتي ريزنمونه ها به محيط انتخابگر كوتيلدون

حاوي ژن پروانسولين  T-DNAحضور قطعه  ،Southern Blottingو  PCRبا استفاده از آناليز . آمدند

ييد أبرداري از روي اين ژن را ت نسخه RT-PCRانساني در ژنوم كاهو اثبات گرديد و همچنين انجام 

و ايمونوبلاتينگ  ELISA هاي آزمون گيري از آناليز گياهان تراريخته در سطح پروتئين با بهره .نمود

در ادامه اين پروژه انتقال ژن پروانسولين به هسته . كردندييد أوجود پروتئين در گياهان تراريخت را ت

اي  گياه توتون و كلروپلاست آن انجام شده است كه مراحل آناليز گياهان توتون تراريخت شده هسته

  .و كلروپلاستي در حال انجام است

هاي  تئيناگروباكتريوم، پروپروانسولين انساني، ديابت، ، .Lactuca sativa L كاهو، :كلمات كليدي

  نوتركيب، بيوراكتور
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  مقدمه

ها  در اين سال. سازي اتفاق افتاد انقلاب بزرگي در زمينه دارو 1970شروع قرن نوزدهم تا سال  از

در قرن بيستم، . سازي شدند شيميايي توليد، استخراج و خالص با استفاده از علم شيمي داروهاي فعال

. سازي در زمينه توليد تجاري داروها پيروزي بزرگي بود توليد شيميايي داروها براي دانشمندان دارو

شروع شد  )يك آنالوگ سنتتيك اسيد ساليسيليك(اين جهش در توليد دارو احتمالاً با توليد آسپرين 

هاي شيميايي، فرايندهاي  به صورت موازي با روش. شد خت بيد استخراج ميكه قبلاً از پوست در

براي مثال استخراج انسولين از . شد سازي داروها از موجودات زنده نيز انجام مي استخراج و خالص

شناسي مدرن با توسعه مهندسي  سپس زيست. انجام شد 1922پانكراس خوك براي اولين بار در سال 

وارد دنياي صنعت  ،هاي شيميايي توليد و استخراج داروها ك مكمل براي روشژنتيك به عنوان ي

هاي  هاي پيچيده و غير قابل سنتز از طريق روش اين علم امكان توليد مولكول. داروسازي شد

 هاي دارويي در با توليد مولكول(مهندسي ژنتيك  1970بعد از سال . پذير كرد شيميايي را امكان

به يك روش مكمل براي توليد و استخراج ) پستاندارانتراريخت هاي  سلولها، مخمر و  باكتري

اصلي بازار  ابزارهايمولكولي گياهان را به عنوان يكي از  زراعتاخيراً . شيميايي داروها تبديل شد

در واقع گياهان چندين مزيت مهم نسبت به . هاي نوتركيب در جهان معرفي كرده است توليد پروتئين

از جمله اين مزايا، هزينه توليد پايين، . كيب دارندهاي نوتر ياني ديگر براي توليد پروتئينهاي ب سيستم

و عوامل بيماريزا ، امكان توليد محصولات پروتئيني عاري از ويروس و انبوهامكان توليد در مقياس 

باشند كه  يدر نهايت بر خلاف فرمانتورهاي ميكروبي، گياهان قادر به انجام تغييرات پس از ترجمه م

  .باشند محصولات توليدي ضروري مي نمودناين تغييرات پس از ترجمه براي فعال 
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هاي  هاي بياني كارا و ارزان براي توليد پروتئين صنعت داروسازي در حال حاضر نيازمند سيستم

ال سيستمي است كه توانايي انجام  از ديدگاه صنعت داروسازي، سيستم ايده. باشد دارويي مي

دهاي مهم از جمله توليد پروتئين نوتركيب با كيفيت بالا، هزينه كم و انجام تغييرات حين و پس فراين

باشد  از ترجمه بر روي پروتئين نوتركيب كه براي فعال بودن پروتئين توليدي از لحاظ زيستي مهم مي

  ).Walsh and Jefferis, 2006(را دارا باشد 

بيعت توسط موجودات زنده تئيني، چه آنهايي كه در طكه هر پرو توان تصور كرد مي ي رايدنيا

با قيمت ارزان و به ميزان تقريباً  شوند شوند و چه آنهايي كه بوسيله خود انسان طراحي مي توليد مي

پيوندد كه نحوه استفاده از توانايي گياهان براي  اين دنيا زماني به واقعيت مي. نامحدود توليد شوند

در حال حاضر چنين . كيب در مقياس زراعي را ياد گرفته و به اجرا در بياوريمهاي نوتر توليد پروتئين

به عنوان مثال . سيستم بياني كه توانايي انجام فرايندهاي ذكر شده را داشته باشد ايجاد نشده است

يا به  خورند تا نميشوند هميشه به درستي  ها توليد مي هاي دارويي پيچيده كه در پروكاريوت پروتئين

هاي بياني ميكروبي  سيستم. شوند تا ميزان مورد نظر فعاليت زيستي را داشته باشند رستي فراوري نميد

و يا نياز به تغييرات  تاخوردگي خاصهاي دارويي ساده كه نياز به  عموماً براي بيان و توليد پروتئين

 ,Gomord and Faye(باشند  دارند مناسب مينپس از ترجمه براي فعال بودن در بدن موجود زنده را 

 رندتر دا هاي نوتركيب پيچيده ها براي توليد پروتئين هايي كه پروكاريوت دليل محدوديته ب). 2004

را ) هاي پستانداران مخمر و سلول(سيستم بياني ديگر  دوتوليد، سازي  صنايع داروسازي براي بهينه

معايبي از جمله  يهاي توليد ين سيستمبا اين وجود ا. اند برگزيدههاي نوتركيب  براي توليد پروتئين

و امكان آلودگي با ويروس يا   هزينه بالاي توليد   و انجام نامناسب تغييرات پس از ترجمه در مخمر

  .هاي پستانداران دارند سلول درپريون 
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هاي بيان پروكاريوتي و يوكاريوتي  هاي بيوشيميايي، تكنيكي و اقتصادي كه سيستم محدوديت

هاي دارويي پيچيده و عدم وجود ظرفيت كافي  ي براي پروتئينپزشكتقاضاي روزافزون  دارند و نيز

هاي بيان جديد مكمل براي  بيوراكتور باعث شده است كه دانشمندان به فكر گسترش و ايجاد سيستم

با توجه به موارد ذكر شده، گياهان در دهه گذشته به عنوان . هاي دارويي باشند توليد انبوه پروتئين

اند و  هاي نوتركيب تشخيص داده شده پروتئينكنوني هاي توليد  يك مكمل مناسب براي سيستم

فعال به هاي نوتركيب با هزينه كم، كيفيت بالا، ايمني زياد و  امروزه توانايي آنها در توليد پروتئين

ن و توليد با وجود اينكه در حال حاضر ميزان بيا ).Sourrouille et al., 2009(اثبات رسيده است 

نوتركيب در گياهان تراريخت  هاي پروتئينباشد ولي ظرفيت توليد  هاي نوتركيب پايين مي پروتئين

يك . باشد وابسته به سطح زير كشت گياه تراريخت مي سطح بيان ژن هدفتقريباً نامحدود است و 

يونجه باشد امكان توليد  بيوراكتور گياهي بسته به اينكه نوع گياه مورد استفاده توتون، ذرت، سويا و يا

  ). Khoudi et al., 1999(باشد  را دارا ميكيلوگرم در هكتار  20هاي نوتركيب تا ميزان  پروتئين

هاي بيان و توليد ديگر كه هزينه توليد  مزيت اصلي ديگري كه گياهان تراريخت نسبت به سيستم

اين است كه گياهان توانايي انجام ) ريمانند مخمر و باكت(كم و امكان توليد در مقياس وسيع را دارند 

را دارا ضرورت دارد اكثر تغييرات مورد نياز پس از ترجمه را كه براي فعال بودن پروتئين نوتركيب 

  ). Gomord et al., 2005(هستند 

صنعت مورد استفاده قرار ها به طور وسيعي در تحقيقات علمي، پزشكي و  پروتئيننظر به اينكه 

بر  تواند مشكل و هزينه مي آنهاها از منابع اصلي توليد كننده  پروتئينو استفاده از راج استخگيرند،  مي

ها استخراج  كننده اين پروتئين هاي دارويي كه از موجودات توليد همچنين استفاده از پروتئين. باشد

دليل استفاده از ه اي مثال افراد زيادي در جامعه ببر. داشته باشد هتواند خطراتي را به همرا شوند مي مي


