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Extended abstract 

Introduction 

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is characterized by progressive hyperglycemia, peripheral insulin resistance, and 
β-cell dysfunction. It is a chronic disease that is one of the leading causes of high mortality and morbidity rates. 
Therefore, the development of drugs that lower blood glucose levels in T2DM patients is crucial. Glucagon-like 
peptide-1 (GLP-1) receptor agonists are increasingly being used in clinical practice for the management of type 2 
diabetes mellitus. The potent glucagon-like peptide 1 (GLP-1), a natural small incretin hormone, enhances insulin 
secretion in a glucose-dependent manner. However, the extremely short half-life of GLP-1 and the need for its 
subcutaneous administration limit its clinical application. Thus, half-life extension and alternative delivery 
methods are highly desired. DARPin domains with a high affinity for human serum albumin (HSA) have been 
selected for the half-life extension of therapeutic peptides and proteins. In our previous study, we designed trivalent 
fusion proteins as oral candidates for long-acting GLP-1R agonists by genetically fusing a protease-resistant 
modified GLP-1, HSA-binding DARPin, and a Penetratin cell-penetrating peptide. The aim of this study was to 
develop a bioprocess for the production of long-lasting GLP-1 in tobacco chloroplasts as GLP-1reseptor agonist 
with potential for oral delivery in a bioencapsulated form in plant cells for the treatment of type 2 diabetes mellitus. 

Materials and methods 

The nucleotide sequences of the constructed fusion genes were deduced from their amino acid sequences and 
codon-optimized based on the codon usage of tobacco (Nicotiana tabacum) chloroplasts. To facilitate 
immunogenic detection of the fusion protein, the histidine tag sequence was embedded at the 5´ end of the fusion 
protein-encoding sequence. The final fusion protein-encoding cassette with translation control elements was 
subcloned into the pPRV111A plastidial vector. Transformation was performed using the particle bombardment 
method on tobacco leaf explants and the regeneration of transplastomic plants in selection medium containing 500 
mg/l streptomycin. PCR and Southern blot analyses were used to confirm the integration of transgenes, as well as 
chloroplastic and cellular homoplasmy. Western blot analysis was used to assess the accumulation of the mGLP1-
DARPin-Pen fusion protein in the chloroplasts of transplastomic plants. ELISA was used to estimate the fusion 
protein content in the leaves of the transplastomic plants. 
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Results and discussion 

Tobacco chloroplasts were successfully transformed with trivalent fusion protein-coding gene using a pPRV111A 
chloroplastic expression vector. Homoplasmic transplastomic plants were obtained after three rounds of selection 
in a selection medium containing 500 mg/L spectinomycin and streptomycin. Transgene integration as well as 
chloroplastic and cellular homoplasmic status in transplastomic plants were confirmed by PCR and Southern blot 
analyses. Western blot analysis confirmed the accumulation of the mGLP1-DARPin-Pen fusion protein in the 
chloroplasts of the transplastomic plants. The fusion protein content estimated by ELISA was 21.8% of the total 
soluble protein content in the leaves of the transplastomic plants. 

Conclusion 

Our study aimed to express a long-lasting GLP-1R agonist as an oral candidate for type 2 diabetes treatment in 
tobacco chloroplasts. The expenses associated with diabetes treatment and the need for frequent subcutaneous 
injections of drugs are attributable to the high cost of production and purification in conventional recombinant 
protein production systems. By utilizing a plant expression system to produce oral analogs of medicinal peptides 
and proteins, the cost of production can be reduced, thereby offering an effective alternative to traditional 
expression and administration systems. This study presents an opportunity to develop a new biological process for 
the production of GLP-1-based oral drugs for the treatment of type 2 diabetes. The successful production of a 
functional fusion protein in tobacco chloroplast GLP-1 receptor agonist indicates that the production of functional 
GLP-1 in plants will facilitate the development of a low-cost, orally deliverable form of this drug as a 
bioencapsulated form in plant cells for the treatment of type 2 diabetes. These findings provide a promising 
foundation for extending the results to edible plants, such as lettuce and spinach, and for producing biological 
capsules containing this peptide drug with high therapeutic and economic value. Access to the mass production of 
any anti-diabetic molecule in plants using a plastid-based platform opens up a new area in the coming age of 
synthetic biology for fast and accurate assessment and examination of biopharmaceuticals or biologically active 
substituents. Further in vitro and in vivo confirmation of the activities observed in this study is strongly 
recommended, and ongoing efforts are underway in this direction. 

Keywords: Chloroplast transformation, Glucagon like peptide 1, Tobacco, Transplastomic, Type 2 diabetes mellitus 
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٣ 

با پتانسيل مصرف خوراكي براي درمان   mGLP1-DARPin-Pen جزئيپروتئين سه طراحي و بيان

  در كلروپلاست توتون ٢ديابت نوع  

 * ، ٢روز بهرام باغبان كهنهو     ١وطنمريم احساسات

  نژادي و بيوتكنولوژي گياهي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز، تبريزدكتري تخصصي، گروه به  -١

  گياهي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز، تبريزنژادي و بيوتكنولوژي گروه به دانشيار،  -٢

  )٢٨/١٢/١٤٠٢ ؛ تاريخ انتشار برخط:١٥/١٢/١٤٠٢: ؛ تاريخ پذيرش٠١/١٢/١٤٠٢؛ تاريخ آخرين ويرايش:  ٢٢/١٠/١٤٠٢ (تاريخ دريافت:

  چكيده 

 وجود ندارد.   ٢در حال حاضر هيچ درمان قطعي براي ديابت نوع    بوده و  شيمداوم در حال افزاطور  به  ٢نوع    ابت يد  يجهان  وع يش

وابسته به گلوكز    يشيوهرا به    نيانسول  ديتوليك هورمون طبيعي اينكرتيني كوچك  عنوان  به  )GLP-1(  ١-گلوكاگونشبه    ديپپت

 ن يبه آلبوم شونده  متصل  دارپين  از  د.  كنيآن را محدود م  يكاربرد درمان  GLP-1  كوتاه   اري عمر بسمهين  با اين حال،  دهد.يم  شيافزا

نسخه    كيمطالعه،    نيدر ا  .كرداستفاده  كوچك    باتيو ترك   دهايپپت  ،دارويي  يهانيپروتئ  يعمر سرممهين  ش يافزا  ي برا  توانمي

متصل دارپين  صورت همجوش با  به،  مقاوم به پروتئاز  GLP-1شامل    GLP-1خوراكي از آگونيست گيرنده  طولاني اثر با پتانسيل  

  در برابر محافظت    ي ر كلروپلاست براشده دكپسوله    صورتبه  ،پپتيد نفوذكننده به سلولعنوان  به پنتراتين و  نيبه آلبومشونده  

سلول  گوارش  ستميس شدتوتون    ياهي گ   يهادر  ژن  توتون  يهاكلروپلاست   موفق  تراريختي.  بيان  پروتئرمز  يهابا    ن يكننده 

گياهان ترانسپلاستوم هموپلاسم پس از    .و با استفاده از تفنگ ژني انجام شد pPRV111Aي كلروپلاست واسطه ناقلهمجوشي به

درج تراژن   آمدند.دست بهگرم در ليتر از اسپكتينومايسين و استرپتومايسين ميلي ٥٠٠سه دوره گزينش در محيط گزينش حاوي 

  تجمع وسترن    گذاريلكه  آزمون.  گرديد  دأييتگذاري سادرن  و لكه PCRترانسپلاستوم توسط    اهان ي در گ   و وضعيت هموپلاسمي

محتوي پروتئين همجوشي توليد  نمود و را تأييد ترانسپلاستوم  اهانيدر گ  mGLP1-DARPin-Pen جزئيسه همجوشي نيپروتئ

الايزا از  استفاده  ترانسپلاستوم با  گياهان  برآورد شد.  ٨/٢١  ،شده در كلروپلاست  كل برگ  پروتئين محلول  بيان موفق    درصد 

و    يمت ق  ارزانشكل    كتواند يمي  اهان،يدر گ   GLP-1  ديتولكه    دهدپروتئين همجوشي طراحي شده در اين مطالعه نشان مي 

 فراهم كند.  ٢نوع  ابت يدرمان د يبرارا دارو  نياز ا  يخوراك 

  ٢ نوع تراريختي كلروپلاستي، ترانسپلاستوم، توتون، ديابت ، ١-گلوكاگون شبه پپتيد واژگان كليدي:

 
 
 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  bahrambaghban.kr@tabrizu.ac.ir، آدرس پست الكترونيكي: نويسنده مسئول *
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٤ 

  مقدمه

نوع   اصلي   ٢ديابت  علل  از  يكي  و  شايع  بيماري  يك 

است   يروممرگ جهان  سراسر   Collaborators and(  در 

Ärnlöv, 2020; Litwak et al., 2013(.    شيوع جهاني اين

بالغ   نفر از افراد  ميليون  ٥٣٦حدود    ٢٠٢١بيماري در سال  

تا سال  بيني ميو پيشاست  برآورد شده   اين ٢٠٤٥شود   ،

بر  علاوه.  )Sun et al., 2022(ميليون نفر برسد    ٦٢٩به    تعداد

مستعد ابتلا به عوارض    ،غلظت بالاي گلوكز، بيماران ديابتي

مغزي،   سكته  قلبي،  بيماري  مانند  بالا،    فشارخونديگري 

بيماري كليه،  نارسايي  چشمي،  مشكلات  و  هاي  نابينايي 

رغم علي.  مربوط به سيستم عصبي، قطع عضو و غيره هستند

ند قدر درمان ديابت، دستيابي به كنترل  جاري    هايپيشرفت 

اي  تقاضاي فزاينده  هنوز  و   بودهمطلوب اغلب دشوار    خون

و  كاهش سطح گلوكز پلاسما  با قابليت    براي عوامل درماني

  .وجود داردمديريت پيشرفت بيماري 

،  ٢ديابت نوع   درماني جديد براي درمان  هايگزينه  ي ازيك

پپتيد شبه  اينكرتين و عمدتاً با محوريت  بريمبتنهاي درمان

يك هورمون   GLP-1  پپتيد  .) است GLP-1(  ١-گلوكاگون

سلول از  كه  است  كوچك  اينكرتيني  روده    Lهاي  طبيعي 

نقش شود و  باريك در پاسخ به هضم مواد غذايي ترشح مي

ايجاد ارتباط بين مصرف مواد مغذي آن    فيزيولوژيكي اصلي

اي از مسيرهاي تنظيمي گلوكز از طريق شبكهبا متابوليسم  

با اين حال، يكي از معايب اصلي    .)Mojsov, 2000(   است 

GLP-1    عمر نيمه  ،كنديآن را محدود م  يكاربرد درمانكه

  ع ي به برش سرپايين آن در شرايط فيزيولوژيكي است كه  

آلانين در موقعيت   آنزيم توسط    ٨پيوند آميدي اسيدآمينه 

  از طريق   آن  ي سازپاك ) و  IV  )DPP-IV  دازيپپت  ليديپپتيد

 Eissa et al., 2021; Kieffer et(  شودينسبت داده م  هيكل

al., 1995; Reed et al., 2020(  .اين  قات يتحق  ،رواز 

 DPP-IVي  هابازدارنده  ليدتو و    ييشناسا  ايبر  بسياري

)Chen et al., 2007; Kushwaha et al., 2015(،    ايجاد

  ي هاآنالوگ  ي جستجو ،  GLP-1در    يساختار  اترييتغ

برش   وممقا  يساختار برابر   DPP-IVپروتئوليتيك    در 

)Johnson et al., 2014(  افزا يكي  ناميدروديشعاع ه  شيو 

 ,.Kim et al(  نيمانند ترانسفر  ييهانيبه پروتئ  با اتصال  آن

و   )St Onge and Miller, 2010(  نيآلبوم  ،)2010

انجام    )Luginbuhl et al., 2017(  نيالاستشبه  يدهايپپتيپل

  ق ي تزر  قيدارو از طر  نيا   زيتجواز سوي ديگر  شده است.  

محدود   مار يب  آن را براي  استفاده از سهولت    نيز  يجلد  ريز

  . )Dibonaventura et al., 2010( كنديم

  ل يتحو   يآل برادهيسطح ا  كي  روده انسان  يمنطقه مخاط

  ي ديكلعمده و  و چالش  با اين حال، د دهد.  يدارو ارائه م

فرمولاس توسعه  از  مانع    ي خوراك   يديپپت  يدارو  ونيكه 

و  آن  ناپايداري  شامل   ،ندشو يم گوارش  دستگاه  در  ها 

آن  ييتوانا برامحدود  اپ  يها  از    . است روده    وميتل يعبور 

كپسوله كردن با پليمرهاي مقاوم به اسيد   راهبرداز    اگرچه

  ل يتحو ،  شوداستفاده ميمشكلات    نيغلبه بر ا   يبرامعده  

در صورت كپسول زيستي  هب  هاي داروييپروتئين  ي خوراك 

  كرد يرويك    عنوانهنيز ب  گياهان  هايو سلول  كلروپلاست

نياز به حفظ زنجيره   ،صرفهبهمقرونو  كننده  تسهيل   بدون 

هاي مكرر  قيو تزر  يسازخالصفرآيندهاي پرهزينه  ،  سرما

شده    ,.Arntzen, 2015; Yusibov et al(است  معرفي 

2011; Zarindast et al., 2023( يخوراك   لي. پس از تحو ،  

پروتئين   اه ي گ   ي سلول   واره ي د   ي ست ي ز   ون ي كپسولاس  هاي  از 

اس در   دارويي  آنز   دها ي برابر  گوارش   ي ها م ي و    دستگاه 

 ,.Limaye et al., 2006; Xiao et al(   كند ي محافظت م 

انسان قادر به شكستن تمام    ي گوارش   ي ها م ي آنز   . ) 2016

د   ي د ي كوز ي گل   ي وندها ي پ  و    ستند ي ن   اه ي گ   ي سلول   واره ي در 

حاو دست   ي اه ي گ   ي ها سلول   كه ي هنگام   ي نخورده 

  اه ي گ   ي سلول   واره ي د   رسند، ي به روده م   هاي دارويي پروتئين 

هاي  پروتئين  و  شده هضم  همزيست  ي ها كروب ي م توسط 

 Flint et al., 2012; Martens et( شوند  ي آزاد م   دارويي 

al., 2011 (  .  

ب كلروپلاستي  ژنوم  بههمهندسي  عمده  يك  طور  عنوان 

هاي متنوع از منابع گوناگون  ارزشمند براي بيان ژن  رهيافت 

ژن  همچنين  كاملاًو  و  طراحي شده  ساختگي جهت    هاي 

فرآورده انجام توليد  حال  در  بالا  اقتصادي  ارزش  با  هاي 

م  برعلاوه  است. پا  يطولان  ياندگار اين،   يداريو 
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١٤٠٢/  ٢شماره  / ١٠ جلد / هاي ژنتيك گياهيپژوهش

٥

دارويي  پروتئين   اين   موفق  ينيبال  يكاربردها  يبراهاي 

داروها  ي ضرور  ،هاپروتئين   ي ني پروتئنوتركيب    ياست. 

كلروپلاست   ته ساخ در  در  شده  شده  ذخيره    ي هاسلول  و 

دما  ،زهيليوف يل  ياهيگ  و  داريپا  ط يمح  يدر  مدت  در    بوده 

كنند  يعملكرد خود را حفظ م  صحيح و  ي تاخوردگ   بالاتري

سازي  سرما در طول ذخيره رهيزنجنياز به حفظ  جهيو در نت

 Ehsasatvatan and Baghban(  روديم  نياز ب   ونقلحملو  

Kohnehrouz, 2023b; Ehsasatvatan and Baghban 

Kohnehrouz, 2023d; Su et al., 2015( .  

به توتون  كارآمددليل  گياه  باززايي  و  تراريختي   و  قابليت 

پروتئين ويژگي توليد  براي  مطلوب  زراعي  هاي  هاي 

ترين گياه  عنوان موفقبهو    است  نوتركيب مورد توجه بوده 

 Biemelt and(   در تراريختي پلاستيدي معرفي شده است

Sonnewald, 2005(سازي و استخراج  . با اينكه در خالص

بر حضور نيكوتين در هاي نوتركيب گزارشي مبنيپروتئين

نهايي پروتئيني ديده نشده است، در اين تحقيق از فرآورده  

پروتئين   يرقم توليد  براي  پايين  آلكالوئيدي  سطح  با 

اين   ، شدهطراحي  جزئيسه  همجوشي هدف  شد.  استفاده 

  عمر بالا تحقيق بيان يك آنالوگ مقاوم به پروتئاز و با نيمه

پتانسيل   خوراكيبا  در  به  تحويل  شده  كپسوله  صورت 

گياهي  سلول نوع    برايهاي  ديابت  اين .  بود  ٢درمان  به 

همجوشي پروتئين  -mGLP1-DARPin  جزئيسه  منظور 

Pen    شاملGLP-1  دارپين    ييريافتهتغ پروتئاز،  به  مقاوم 

  عمر يمهنمتصل شونده به آلبومين سرم انساني براي افزايش  

GLP-1    پنتراتين سلول عنوان  بهو  به  نفوذكننده  پپتيد 

مدل به گياه  كلروپلاست  در  همجوشي  پروتئين  صورت 

نتايج شد.  بيان  هموپلاسمي    توتون  وضعيت  و  ژن  درج 

گذاري سادرن  و لكه  PCRگياهان ترانسپلاستوم با استفاده از  

لكه از  استفاده  با  آن  موفق  بيان  الايزا و  و  وسترن  گذاري 

  د. شو مي گزارش

  ها مواد و روش

سال    تحقيقاين   ژنتيك    ١٤٠٢در  مهندسي  آزمايشگاه  در 

  شده است.  اجرادانشگاه تبريز دانشكده كشاورزي، 

ژن   حاوي  پلاستيدي  ناقل  پروتئين    رمزكنندهتهيه 

تراريختي كلروپلاست  منظور  ، بهدر اين تحقيق:  همجوشي

همجوشي   پروتئين  رمزكننده  ژن  با  -mGLP1توتون 

DARPin-Pen    از ناقل كلروپلاستيpPRV111A    با شماره

 GenBank  )., et alZoubenkoدر    U12812.1دسترسي  

ناقل    )1994 شد.  طول  pPRV111Aاستفاده    ٧٢٠٠  به 

ژن  باز  جفت  آمينوگليكوزيد  حاوي  - ٣ˊشيمر 

(دنيليلآ به    اعطاكننده()  aadAترانسفراز  مقاومت 

 rps12و توالي دو ناحيه    )استرپتومايسين اسپكتينومايسين/ 

كه سبب انجام نوتركيبي همتاي دوگانه و درج  (  rrn16و  

ژن و  ژن  aadA  تراژن  بين   rrn16و    rps12هاي  در 

مي توتون  بودشودكلروپلاست  همجوشي    .)،  پروتئين 

mGLP1-DARPin-Pen   با اتصال توالي تغييريافتهGLP-1 

به دارپين متصل  اسيدآمينه)    ٣٠  به طول( مقاوم به پروتئاز  

آلبومين  به  طول (   شونده  افزايش    اسيدآمينه)   ١٢٣  به  براي 

  ١٦  به طول ( و پنتراتين    ) Steiner et al., 2017(   عمر آن نيمه 

سلول  عنوان  به اسيدآمينه)   به  نفوذكننده  پپتيد  يك 

 )Kristensen and Nielsen, 2016 (    براي تسهيل عبور پروتئين

هاي اپيتليوم روده طراحي شد. برچسب  همجوشي از سلول 

تسهيل   جهت  ايمونولوژيك هيستيديني  پروتئين    تشخيص 

انتهاي آميني پروتئين همجوشي    همجوشي طراحي شده  در 

با استفاده از    تعبيه شد. توالي نوكلئوتيدي پروتئين همجوشي 

ب  آن  آمينواسيدي  توالي  معكوس  هاي  رمز   اساس   ر ترجمه 

  سازگاري   شاخص   ترجيحي كلروپلاست توتون و با محاسبه 

  backtranseq افزاربا استفاده از نرم  ،GCمحتواي  كدون و
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/)

آمدهب جايگاهدست  از  آنزيمي  .  برش    XhoIو    NcoIهاي 

انتهاي  به در  براي    ٣´و    ٥´ترتيب  شده  طراحي  توالي 

همجوشي طراحي شده ژن رمزكننده پروتئين  سازي  همسانه

پلاستيدي   ناقل  شد.  pPRV111Aدر    توالي   استفاده 

از طريق شركت    كدوني  شدهينهبهنوكلئوتيدي   براي سنتز 

كشور آمريكا ارسال و پس   ®GenScriptواسط به شركت  

پلاسميد   در  سنتز  جايگاه    ،(+)pBlueScript II SKاز  در 

توالي سنتز شده پس از  سازي شد.  همسانه  EcoRVبرش  

در ناقل    XhoIو    NcoIهاي برشي  دريافت با استفاده از آنزيم

توتون،    rrnانداز  براي بيان تحت راه  pPRV111Aپلاستيدي  

غيرترجمه توالي   T7فاژ    ١٠ژن    ٥´شونده  ناحيه  و 
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روز كهنه احساسات وطن و باغبان   ... با پتانسيل    mGLP1-DARPin-Penجزئي  طراحي و بيان پروتئين سه 

 

٦ 

 ,.E. coli  )Ehsasatvatan et alباكتري    rrnBدهنده  خاتمه

2022b (   پلاستيدي    . سازي شد زيرهمسانه   pPRV111Aناقل 

آمپي  به  مقاومت  باكتريايي  ژن  بنابراين  داراي  است،  سيلين 

در  كلوني  نوتركيب    ١٠٠  mg/lحاوي    كشت   يط مح هاي 

استخراج    سيلين آمپي  جهت  تائيد  از  پس  و  شده  گزينش 

  منظور تراريختي كلروپلاست توتون استفاده شدند. پلاسميد به 

گياهي از:  مواد  تحقيق،  اين  توتون    در   Nicotianaگياه 

tabacum    رقمPerega R.2-234    توتون تحقيقات  (مركز 

براي تراريختي استفاده شد. براي تهيه  تيرتاش، مازندران)  

استريلگياهچه با   ٢مدت  بهتوتون    بذرهاي،  هاي  دقيقه 

با    ١٥درصد و سپس    ٧٠اتانول     درصد   ٢٠محلول  دقيقه 

)v/v  ( حاوي    سديم  هيپوكلريت) درصد كلر فعال)   ٥تجاري

قطره   دو  با  از  همراه  پس  شدند.  بار    ٥توئين ضدعفوني 

هركدام   استريل  مقطر  آب  با  دقيقه،   ٥مدت  بهشستشو 

محيط در  شده  ضدعفوني  نصف   MSكشت    بذرهاي  با 

نمك ويتامينها،  غلظت  با    ١٠٠  B5  ،mg/lهاي  همراه 

كشت    ساكارز  درصد  ٣و  آگار    درصد  ٠/ ٧  ،يواينوزيتولم

كشت   شدند. اتاقتمام  در  كنترل   رشد  كها  شرايط  تحت 

ساعت تاريكي    ٨ساعت روشنايي و    ١٦با تناوب نوري    شده

نور   ميزان  دماي    ١٦٠  s2-Emμ-1با  نگهداري    ٢٤ ±C٢˚و 

اي در هفته   ٨تا    ٦هاي  هاي برگي گياهچهاز ريزنمونه  .شدند

  .گرديدفرآيند تراريختي استفاده 

انتقال ژن با استفاده از  :  توتون  كلروپلاست  به   ژن  انتقال

و بر اساس   )PDS-1000/He Bio-Rad, USA(تفنگ ژني  

پارامترهاي بهينه انتقال ژن به كلروپلاست توتون و با ذرات 

  ي به ازا  DNAميكروگرم    ١ميكرومتر،    ٠/ ٧تنگستن با قطر  

شليك شتابهر  هليوم  فشار  فاصله   ١١٠٠  psiدهنده  ،  و 

شد    يمترسانتي  ٦شليك    ,.Ehsasatvatan et al(انجام 

2022a(  .هاي برگي ريزنمونه  هب  ساعت پس از شليك  ٤٨  

تر تقسيم شده و ها به قطعات كوچك، ريزنمونهگياه توتون

 ,.RMOP   )Svab et alشامل محيط  گر  محيط گزينشدر  

در شرايط    ٥٠٠  mg/lحاوي  ،  )1990  ١٦اسپكتينومايسين 

و   روشنايي  دماي    ٨ساعت  در  و  تاريكي    C٢٥˚ساعت 

ها در محيط كشت تازه  نگهداري شدند. واكشت ريزنمونه

يك هفته  دو  گياهچههر  ظهور  تا  به  بار  مقاوم  هاي 

منظور  انجام شد. به   ، انتخابي   كشت   يط مح اسپكتينومايسين در  

به   حضور  دستيابي  در  گزينش  دوره  سه  هموپلاسمي، 

  هاي اسپكتينومايسين و استروپتومايسين انجام شد. بيوتيك آنتي 

براي تأييد اوليه  :  PCRاز    استفاده   با   تراريختي   اوليه   تأييد 

گياهچه  هموپلاسمي  وضعيت  تعيين  و  تراژن  هاي  حضور 

از   اسپكتينومايسين  به  مقاوم    PCR  واكنش ترانسپلاستوم 

منظور   اين  به  شد.  گياهان    DNAاستفاده  برگ  از  كل 

  روش شاهد منفي به عنوان  به ترانسپلاستوم و گياه نوع وحشي  

CTAB   )Doyle and Doyle, 1987 (    درج شد.  استخراج 

با استفاده از  و    PCRبه روش  تراژن در كلروپلاست توتون  

 ) ژن  اختصاصي  دمايي  )  P1/P2آغازگرهاي  برنامه  طبق 

دماي  واسرشته  در  اوليه    ٣٥دقيقه،    ٥مدت  به   C٩٤°سازي 

  ٥٠مدت  به   C٥٢°دقيقه،    ١مدت  به   C٩٤°چرخه شامل دماي  

  C٧٢°و بسط نهايي در دماي    دقيقه   ١مدت  به   C٧٢°ثانيه و  

در    ژني   كاست   درج   تأييد   براي   تأييد شد. دقيقه    ٧مدت  به 

  rps7/12 هاي ژن  بين (  كلروپلاست  ژنوم  در  آن   صحيح  ناحيه 

) از آغازگر طراحي شده از ژنوم كلروپلاست در  16SrDNAو  

عنوان آغازگر رفت و  بالادست و نزديك به ناحيه نوتركيبي به 

  عنوان آغازگر برگشت به   aadAاز آغازگر طراحي شده از ژن  

 )P3/P5 (   واسرشته دمايي  برنامه  دماي  طبق  در  اوليه  سازي 

°Cچرخه شامل دماي    ٣٥دقيقه،    ٥مدت  به   ٩٤°Cمدت  به   ٩٤

و    دقيقه   ٤مدت  به   C٧٢°دقيقه و    ١مدت  به   C٥٧°دقيقه،    ١

.  گرديد استفاده  دقيقه    ١٠مدت  به   C٧٢°بسط نهايي در دماي  

  ترانسپلاستوم   در گياهان   ژني   كاست   يكپارچه   درج   تأييد   براي 

  نواحي   در   كلروپلاست ژنوم    از   شده   طراحي   آغازگرهاي   از 

دمايي    ژني   كاست   درج   ناحيه   جناحين  برنامه  طبق 

دماي  واسرشته  در  اوليه    ٣٥دقيقه،    ٥مدت  به   C٩٤°سازي 

  ١مدت  به   C٥٨°دقيقه،    ١مدت  به   C٩٤°چرخه شامل دماي  

  C٧٢°و بسط نهايي در دماي    دقيقه  ٣مدت به   C٧٢°دقيقه و  

  مشخصات   ). P3/P4(   شد   استفاده   دقيقه   ١٠مدت  به 

  شده   ارائه   ١  در جدول   تحقيق   اين   در   شده   استفاده   آغازگرهاي 

از   آغازگرها   اين .  است  استفاده    ٧نسخه    Oligoافزار  نرم   با 

  .گرديدند   سنتز   ®GenScriptشركت    توسط   و   شده   طراحي 
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 ١٤٠٢/  ٢شماره  / ١٠ جلد / هاي ژنتيك گياهيپژوهش

٧ 

 وضعيت هموپلاسمي توالي آغازگرهاي مورد استفاده براي تأييد اوليه درج ژن و  -١جدول 

Table 1. Sequences of the primers used for primary confirmation of gene integration and homoplasmy 
 طول قطعه تكثيري 
Amplicon size 

Tm (˚C) 
٥́ -٣́ توالي   

Sequence (5´-3´) 
آغازگرنام   

Primer name 

433 bp 
51 CAGCAATATCTTCATGTCC P1 
54 GCTCAAGAATTTATTGCTTGG P2 

4.2 kb 
55 AACTAAACACGAGGGTTGC P3 
53 AGTATTAGTTAGTGATCCCGAC P4 

1.8 kb 53 AAGAATTTGTCCACTACGTGA P5 
  

سادرن لكه آزمون   گياهان  :  گذاري  هموپلاسمي  وضعيت 

در ژنوم  درج شده  ترانسپلاستوم و همچنين يكپارچگي كاست  

سادرن  گذاري لكه  آزمون كلروپلاست اين گياهان با استفاده از 

كل گياهان    DNAميكروگرم از    ٣تا    ٢تعيين شد. به اين منظور،  

  BglIIترانسپلاستوم و گياه نوع وحشي با استفاده از آنزيم برشي  

الكتروفورز با ولتاژ    يله وس به هضم شده    DNAسپس  هضم شد.  

درصد تفكيك شد.    ٠/ ٨ساعت روي ژل آگارز    ٦مدت  به   ٥٠

روش    DNAانتقال   به  مثبت  بار  با  نايلوني  غشاء  به  ژل  از 

دار كردن كاوشگر تهيه شده  كاپيلاري انجام گرديد. براي نشان 

ژن   غيرراديواكتيو    16SrRNAاز  از سيستم  كلروپلاست  ژنوم 

DIG    كيت    نامه شيوه مطابق باPCR DIG probe synthesis kit  

 )Roche دورگه شد.  استفاده  و  )  شستشو  مراحل  سازي، 

سيگنال  اساس  تشخيص  بر   DIG DNAكيت    نامه شيوه ها 

Labeling and Detection   )Roche  آون دستگاه  در   (

  DNAانجام شد. از    ٦٥  C°هيبريداسيون با دماي هيبريداسيون  

  . گرديد شاهد منفي استفاده  عنوان  به كل گياه نوع وحشي  

محلول از    كل   پروتئين :  گذاري وسترن كه استخراج پروتئين و ل 

برگ گياهان ترانسپلاستوم و گياه نوع وحشي براي استفاده در  

گذاري وسترن و الايزا استخراج شد. به اين منظور،  لكه   آزمون 

نوع  ميلي   ١٠٠ گياه  و  ترانسپلاستوم  گياهان  تازه  برگ  از  گرم 

از    ٥٠٠  µlوحشي توتون با استفاده از نيتروژن مايع پودر شده و با  

مولار  ميلي   ١٥٠  ، :pH  ٧/ ٤با    PBS  X١بافر استخراج پروتئين سرد ( 

NaCl   مهاركننده پروتئاز  مخلوط    وX١٠مدت  به تركيب و    ) ١  

  ١٥مدت  به مخلوط حاصل  ورتكس شد.    ٤  C°دقيقه در دماي  

  يع ما دور در دقيقه سانتريفيوژ شد.    ١٢٠٠٠و    ٤  C°دقيقه در دماي  

  مراحل جهت استفاده در   برگ حاوي پروتئين كل محلول    يي رو 

نگهداري شد. غلظت پروتئين استخراج شده    - C٢٠°  دماي  بعد در 

  . ) Bradford, 1976( به روش برادفورد تعيين شد  

انجام   نمونه لكه   آزمون براي  وسترن،  پروتئين  گذاري  هاي 

) و قرار دادن در  X٢استخراج شده پس از تركيب با بافر نمونه ( 

درصد    ١٢اكريلاميد  دقيقه، روي ژل پلي   ٥مدت  به   ٩٥  C°دماي  

لاملي   روش  با  مطابق  شدند.    ) Laemmli, 1979( و  تفكيك 

  Bio-Rad نامه شيوه طبق  PVDFاز ژل به غشاء پروتئين انتقال 

  ١مدت  به )  Mini transblot   )Bio-Rad  دستگاه   يله وس به و  

دماي   در    تشخيص انجام شد.    ١٠٠  ولتاژ   با   ٤  C°ساعت و 

متصل به برچسب   جزئي سه  همجوشي  پروتئين  ايمونولوژيكي 

آنتي  از  استفاده  با  برچسب  هيستيديني  عليه  خرگوشي  بادي 

آنتي آنتي عنوان  به هيستيديني   و  اوليه  بزي  بادي  بادي 

بادي ثانويه با استفاده  آنتي عنوان  به   HRPضدخرگوش متصل به  

  صورت گرفت.   Bio-Rad  نامه شيوه از  

بررسي كمي  :  الايزا براي بررسي ميزان تجمع پروتئين آزمون  

در برگ گياهان    جزئي سه   و تعيين محتوي پروتئين همجوشي 

ترانسپلاستوم با استفاده از آزمون الايزا انجام شد. به اين منظور،  

نانوگرم از پروتئين محلول برگ از گياهان ترانسپلاستوم و    ٥٠

خانه الايزا ريخته    ٩٦گياه نوع وحشي در هر چاهك از پليت  

پليت   نگهداري شد.    ٤  C°در دماي    شب يك مدت  به شد و 

محلول    ٢٠٠  µlهاي اتصال غيراختصاصي با اضافه كردن  مكان 

كننده (  توئين    ٠/ ١حاوي    PBSبلوكه  درصد    ١و    ٢٠درصد 

BSA  ساعت در دماي    ٢مدت  به ) به هر چاهك و نگهداري°C  

بادي خرگوشي عليه  از محلول آنتي   ١٠٠  µlمسدود شد.    ٣٧

)  ١:١٠٠٠برچسب هيستيديني رقيق شده در بافر بلوكه كننده ( 

بادي  از محلول آنتي   ١٠٠  µl  بادي اوليه و سپس آنتي عنوان  به 

رقيق شده در بافر بلوكه كننده    HRPش متصل به  بزي ضدخرگو 

بادي ثانويه به هر چاهك اضافه شد.  آنتي عنوان  به )  ١:١٠٠٠٠( 

پليت   قرار    ٣٧  C°ساعت در دماي    ٢مدت  به در هر مرحله 

  ٢٠٠  µlگرفت و پس از هر مرحله، سه مرتبه شستشوي پليت با  
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٨ 

)  ٢٠درصد توئين    ٠/ ١حاوي    PBS-T   )PBSمحلول شستشوي  

  ٢٠٠پراكسيداز (   TMBاز محلول سوبستراي    ١٠٠  µlانجام شد.  

  ٠/ ٠١و    TMBدرصد    ١،  :pH  ٣/ ٩٥مولار بافر سيترات با  ميلي 

) به هر چاهك اضافه و پليت تا زمان تشكيل رنگ  2O2Hدرصد  

  ١٠٠ µl در دماي محيط و تاريكي نگهداري شد. با اضافه كردن 

مولار به هر چاهك واكنش تشكيل رنگ    ٢اسيد سولفوريك  

اندازه   ٤٥٠موج  جذب نوري در طول متوقف و   گيري  نانومتر 

  تكرار انجام شد.   ٣بار و هر بار در    ٢شد. اين آزمايش  

  ث ح و ب  نتايج

كلروپلاستي  بياني  سازه  ساخت  و  توالي :  طراحي 

-mGLP1  جزئي سه   جوشي م پروتئين ه   شده ينه بهنوكلئوتيدي  

DARPin-Pen   طول پلاستيدي   باز جفت   ٥٨٨  به  ناقل  در 

pPRV111A   سازي كدوني، پس از بهينه   . سازي شد همسانه

قبول   قابل   در محدودهو    درصد  ٤٤/ ٢٣در حدود    GC  ميزان  

و در   ٠/ ٩  نيز   و شاخص سازگاري كدوني   درصد)   ٧٠تا    ٣٠( 

همجوشي   . بود )  ١  تا   ٠/ ٨(   قبول   قابلمحدوده   پروتئين 

 GLP-1از    ييريافتهتغ طراحي شده شامل يك توالي  جزئي  سه 

با گلايسين  ٨حاوي جايگزيني اسيدآمينه آلانين در موقعيت 

دي  برابر  در  مقاومت  ايجاد  و   IVترانسفراز  پپتيديل براي 

ترتيب به   ٣٤و    ٢٦هاي  جايگزيني اسيدآمينه ليزين در موقعيت 

آمينه   اسيدهاي  ايجاد با  براي  اسيد  آسپارتيك  و  گلوتامين 

بود  تريپسين  برابر  در  از .  ) Xu et al., 2017(   مقاومت 

براي فعاليت بيولوژيكي   GLP-1كه انتهاي آزاد آميني  آنجايي 

به  نفوذكننده پپتيد  عنوان  به و انتهاي آزاد كربوكسيلي پنتراتين 

طريق  از  همجوشي  پروتئين  ورود  تسهيل  جهت  سلول 

روده  سلول  اپيتليوم  است، هاي  ضروري  آن  عملكرد  براي 

اي طراحي شد كه دارپين متصل پروتئين همجوشي به گونه 

) EAAAK( 3واسطه لينكر سخت  به شونده به آلبومين انساني  

واسطه لينكر به و توالي پنتراتين    GLP-1به انتهاي كربوكسيلي  

( انعطاف  دارپين   )SGGGGSپذير  كربوكسيلي  انتهاي  به 

 ,Ehsasatvatan and Baghban Kohnehrouz( شد  متصل  

2023a; Ehsasatvatan and Kohnehrouz, 2023c; 

Ehsasatvatan and Kohnehrouz, 2024 (  . رمزكننده   يتوال

آنز   ي همجوش   ن يپروتئ  از  استفاده  محدودكننده   ي ها م ي با 

NcoI/XhoI    در ناقلpPRV111A   شد (شكل   ي سازهمسانه

Aبر ا ١ .( انداز راه تحت  تراژن اساس،   ن ي rrn  ) توتونPrrn (

)، T7   )T7g10فاژ    ١٠شده ژن    ي ساز نه يبه   UTRˊ5  ي و توال 

 فيعنوان موت   تحت (   TTAACTTTA  نده يافزا   يشامل توال 

افزا   لون ياپس  باعث   16Sبه    mRNAاتصال    ل يتما   ش ي كه 

rRNA   ي پل   انداز فاصله   ي د ي نوكلئوت   ١٠  ي توال   ، )شود ي م  A 

جا   لون ياپس   ف ي موت   ن ي ب  ر   گاه ي و   باعث  كه (   بوزوم ي اتصال 

 TAAGGAGTG  ي و توال   ) گرددي م   شده   ترجمه  زان ي م   بهبود

ب RBS(   بوزوم ي ر   اتصال   گاه ي جا  عنوان به  شد   ان ي) 

 )Takahashi et al., 2013 ( اپرون    دهندهان يپا   ي . از توالrrnB 

پا   ز ي ن   E. coli  ي باكتر  ني پروتئ   رمزكننده   ي توال   دست ن يي در 

 انيب   كنندهن ي تضم  ي م ي عناصر تنظ   ني ا   .شد   استفاده   يهجوش 

  .باشند ي م  توتون   كلروپلاست  در   يهمجوش   ن ي پروتئ  ي بالا 

ترانسپلاستوم   گياهان  -mGLP1-DARPin  كننده يان ب توليد 

Pen  :روز پس از شليك ناقل كلروپلاستي حاوي    ٤٠تا      ٣٥

-mGLP1-DARPinجزئي  ژن رمزكننده پروتئين همجوشي سه 

Pen گياهچه آنتي ،  به  مقاوم  گزينش  هاي  محيط  در  بيوتيك 

  ١  mg/Lاسترپتومايسين،  / اسپكتينومايسين   ٥٠٠  mg/Lحاوي  

BAP    وmg/L  ٠/ ١  NAA   شدند (شكل    باز زاBپس از سه  ١ .(

هاي مقاوم در محيط گزينش،  ينش گياهچه دوره باززايي و گز 

هاي برگي جدا و  متري از ريزنمونه ميلي   ١٠تا    ٥هاي  گياهچه 

بدون   محيط جديد  به  بيشتر  رشد    هاي كننده يم تنظ براي رشد 

. پس از رشد مطلوب و دو هفته بعد از  ) C١منتقل شدند (شكل  

ريشه  محيط  به  محيط  انتقال  شامل  بدون    RMOPزايي 

رشد كننده تنظيم  گياهچه هاي  اسپكتينومايسين/  ،  به  مقاوم  هاي 

(شكل  ريشه   استرپتومايسين  نمودند  توليد  طبيعي  ).  D١هاي 

گياهچه  ريشه سازگاري  محيطي  هاي  شرايط  به  شده  دار 

ت روز با موفقيت انجام شد. گياهان  غيراستريل در مدت بيس 

در  سازگار شده در كليه مراحل رشد و نمو رويشي و زايشي  

نشان  و فنوتيپي    ي تغييرات مورفولوژيك   شاهد، مقايسه با گياهان  

فنوتيپي در مراحل رشد رويشي و زايشي    ندادند  و همساني 

گرديد.   ترانسپلاستوم  اثبات  گياهان  بودن  هموژن  به  توجه  با 

گياه) از    ٣تا    ٢تحليل مولكولي روي تعداد معيني (   تجزيه و 

  گياهان ترانسپلاستوم انجام شد. 
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٩ 

 
هاي برش  همراه با جايگاه   mGLP1-DARPin-Pen  جزئي سه   نقشه فيزيكي ناقل پلاستيدي حاوي ژن پروتئين همجوشي )  A  - ١شكل  

  ؛ توتون   rrnانداز ژن  راه   ي : توال Nt-Prrn  ؛ S12/7  ي بوزوم ي ر   ن ي پروتئ   رمزكننده   ي : توال rps7/12.  سازي همسانه آنزيمي مورد استفاده براي  

5ʹUTR T7g10 فاژ   ١٠  ژن   ٥' شونده    رترجمه ي غ   ه ي : ناح  T7 6  ؛x His  آمينواسيدي برچسب هيستيديني؛    ٦: تواليmGLP1-DARPin-Pen  :

: توالي  PpsbA  ؛ E. coliباكتري    rrnBژن    دهنده خاتمه : توالي  rrnB  ؛ mGLP1-DARPin-Penپروتئين همجوشي  ژن    رمزكننده   ي توال 

  ؛ استرپتومايسين / مقاومت به اسپكتينومايسين   اعطاكننده   ترانسفراز آدنيليل - ٣́ آمينوگليكوزيد  ژن    رمزكننده   : توالي aadA؛  psbAانداز ژن  راه 

TpsbA  ژن    دهنده خاتمه : تواليpsbA ؛  rrn16 رمزكننده   : توالي  RNA    16ريبوزوميS    پلاستيدي؛P1    تاP5  مكان اتصال آغازگرهاي مورد :

  ط ي سبز و مقاوم در مح   اهچه ي ظهور و رشد گ   ) Bدهند.  گذاري سادرن را نشان مي جايگاه كاوشگر مورد استفاده در لكه   probاستفاده و  

RMOP   ي حاو  mg/l   ك، ي روز پس از شل   ٣٥  ن ي س ي نوما ي اسپكت   ٥٠٠  C دور سوم باززايي در محيط  از  هاي مقاوم حاصل  ) گياهچهRMOP  

  ٥٠٠  mg/lحاوي    RMOPدر محيط  دار شده  ريشه ) گياه ترانسپلاستوم  Dسين،  اسپكتينوماي استرپتومايسين/   ٥٠٠  mg/lحاوي  

  . اسپكتينومايسين استرپتومايسين/ 
Figure 1. A) Physical map of the plastidial vector containing the mGLP1-DARPin-Pen trivalent fusion protein gene, 

along with the restriction site used in cloning. rps7/12: ribosomal S12/7 protein encoding sequence, Nt-Prrn: ribosomal 
RNA operon promoter from tobacco; T7g10 5´ UTR: 5´ untranslated region of bacteriophage T7 gene 10; 6x His: 

histidine tag sequence, mGLP1-DARPin-Pen: coding sequence of mGLP1-DARPin-Pen fusion protein, TrrnB: rrnB 3´ 
untranslated region from E. coli; PpsbA: promoter and 5´ UTR of psbA gene; aadA: aminoglycoside 3´- 

adenylyltransferase gene; TpsbA: terminator of psbA gene. rrn16: plastdial 16s rRNA encoding sequence, P1-P5: 
annealing sites of primers used, prob: site of designed prob. B) The appearance and growth of the green and resistant 

seedlings on RMOP medium containing 500 mg/l spectinomycin 35 days after shooting, C) resistant seedlings obtained 
from the third round of regeneration on RMOP medium containing 500 mg/l streptomycin /spectinomycin, D) rooted 

transplastomic plants in MS medium containing 500 mg/l streptomycin/spectinomycin 3 months after shooting. 
 

هموپلاسمي:   وضعيت  و  ژن  درج   ژن   حضورتأييد 

همجوشي    رمزكننده با    mGLP1-DARPin-Penپروتئين 

تراژن  از  شده  طراحي  اختصاصي  آغازگرهاي  از  استفاده 

اندازه  اي با  ). گياهان ترانسپلاستوم قطعه ١تأييد شد (جدول  

bp  مورد  اندازه با قطعه تكثير شده از پلاسميد  و هم  ٤٣٣

در عنوان شاهد مثبت تكثير كردند،  استفاده در تراريختي به

كه در گياه نوع وحشي تكثيري مشاهده نشد كه نشان حالي

از  ).  A٢از عدم حضور ژن مذكور در ژنوم آن است (شكل  

در  كلروپلاست  ژنوم  از  شده  طراحي  آغازگر  جفت  يك 

) ژني  كاست  درج  ناحيه  به  نزديك  براي    )P3/P4نواحي 

ژنوم   در  بياني  كاست  كامل  و  يكپارچه  حضور  تأييد 

تر گياهان  گياهان  كلروپلاست  در  استفاده شد.  انسپلاستوم 
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١٠ 

تكثير شد،    ٤/ ٢  kbاي با اندازه تقريبي  ترانسپلاستوم، قطعه 

قطعه  در حالي فقط يك  نوع وحشي  گياه  در  با   DNAكه 

در    ٢  kbتكثير شد و عدم وجود قطعه    ٢  kbاندازه تقريبي  

تأييد ترانسپلاستوم  براوليه  گياهان  اين   اي  هموپلاسمي 

با استفاده    PCRهاي  در واكنش).  B٢شكل  باشد (گياهان مي

از آغازگرهاي طراحي شده از ژنوم كلروپلاست در ناحيه  

)  P3عنوان آغازگر رفت (نزديك به ناحيه درج كاست ژني به

عنوان آغازگر برگشت  به  aadAو آغازگر طراحي شده از ژن  

)P5اي با اندازه تقريبي ) در تمام گياهان ترانسپلاستوم قطعه

kb  كه گياهان شاهد قادر به توليد تكثير شد، درحالي  ١/ ٨

  ). C٢با اين جفت آغازگر نبودند (شكل   DNAهيچ قطعه 

تأييد بياني    براي  كاست  كامل  درج  مولكولي  دقيق 

صد   هموپلاسمي  و  كلروپلاست  ژنوم  در  كلروپلاستي 

گذاري  درصدي گياهان ترانسپلاستوم توتون از آزمون لكه 

سادرن استفاده شد. با استفاده از كاوشگر تهيه شده از ناحيه 

rrn16    ژنوم كلروپلاست توتون وDNA   كل سلولي هضم

 kbاي با اندازه انسپلاستوم قطعهدر گياهان تر BglIIشده با 

قطعه  كهيصورتمشاهده شد، در    ٦/ ٧ گياه شاهد  با  در  اي 

عدم حضور    دهندهنشانمشاهده گرديد كه    ٤/ ٥  kbاندازه  

كاست بياني در ژنوم كلروپلاست اين گياهان است (شكل  

Dعدم مشاهده قطعه  ٢ .(kb  در گياهان ترانسپلاستوم   ٤/ ٥

  د درصدي اين گياهان است. تأييد كننده هموپلاسمي ص

  

  
پروتئين  ژن    ي اختصاص   ي با استفاده از آغازگرها   PCR  ر ي تكث )  Aآناليزهاي مولكولي گياهان ترانسپلاستوم،    - ٢شكل  

ناحيه درج  دو طرف    ي شده از ژنوم كلروپلاست در نواح   ي طراح   ي با استفاده از آغازگرها   PCR  ر ي تكث )  Bهمجوشي،  

با استفاده از آغازگر رفت از ژنوم كلروپلاست نزديك به ناحيه درج كاست ژني و آغازگر    PCR) تكثير  Cكاست ژني،  

: پلاسميد نوتركيب استفاده شده در  kb DNA Ladder   )Fermentas ،(  P 1  : نشانگر وزن مولكولي aadA  .Mبرگشت از ژن  

عنوان شاهد منفي.  به   DNAنش بدون  : واك ¯Cترانسپلاستوم،    : گياهان T3و    T1  ،T2: گياهان نوع وحشي،  WTتراريختي،  

D  ( گذاري سادرن گياهان ترانسپلاستوم توتون.  آزمون لكهM  : نشانگر وزن مولكولي VII  شده با   دار نشان  DIG  (Roche)  ،

WT  :  ي وحش   نوع گياه توتون  ،T1 ،  T2    وT3 ترانسپلاستوم   : گياهان .  

Figure 2. Molecular analysis of transplastomic plants: A) PCR amplification using fusion protein-specific 
primers, B) PCR amplification with flanking sequence primers, C) PCR amplification using a forward primer 

from the chloroplast genome near the insertion site of the gene cassette and reverse primer from the aadA 
gene. M: 1 kb DNA Ladder (Fermentas) molecular weight marker; P: recombinant vector used in 

transgenesis; WT: non-transgenic tobacco plants as control; T1, T2, and T3: Transplastomic plants; C¯: 
DNA-free reaction as a negative control. D) Southern blotting of transplastomic tobacco plants; M: DIG-

labeled molecular marker VII; WT: wild-type tobacco plant; T1, T2, and T3: Transplastomic plants. 
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١١ 

همجوشي   پروتئين  بيان  و  -mGLP1-DARPinتجمع 

Pen   ترانسپلاستوم گياهان  پروتئين :  در  تجمع  و  بيان 

برگ    mGLP1-DARPin-Penهمجوشي   گياهان در 

توسط   توتون  و لكه   آزمون ترانسپلاستوم  وسترن  گذاري 

آزمون الايزا با استفاده از پروتئين كل محلول برگ بررسي 

بادي عليه استفاده از آنتي  گذاري وسترن با لكه  آزمون شد. 

 ٢٢تقريبي  برچسب هيستديني نوار مورد انتظار با اندازه  

همجوشي    يلودالتون ك پروتئين  به  -mGLP1مربوط 

DARPin-Pen  نمونه در  كل را  پروتئين  به  مربوط  هاي 

برگ   نوار گياهان  محلول  داد.  نشان  توتون  ترانسپلاستوم 

كه   نشد  مشاهده  نوع وحشي  گياه  در   دهنده نشان متناظر 

  ). ٣عدم وجود پروتئين هدف در اين گياهان است (شكل 

با استفاده از آزمون الايزا ميزان تجمع پروتئين همجوشي 

mGLP1-DARPin-Pen   ترانسپلاستوم گياهان  برگ  در 

پروتئين  تجمع  شد.  تعيين  گياهان   توتون  برگ  در 

به  پروتئين  ترانسپلاستوم  درصد  -mGLP1صورت 

DARPin-Pen    تكرار   ٣محلول برگ در  كل  در پروتئين

همجوشي   پروتئين  محتوي  شد.  -mGLP1محاسبه 

DARPin-Pen    ترانسپلاستوم گياهان  از   ٨/٢١در  درصد 

با    محلول برگ  كل  پروتئين  معادل  تر   ٦/٣  mg/gو  وزن 

طبق   برگ  شد.  در انتظار،    برآورد  سيگنال  مشاهده  عدم 

الايزا   وحشي    اه ي گآزمون  وجود   دهنده نشان نوع  عدم 

اين   mGLP1-DARPin-Penهمجوشي    ن ي پروتئ  در 

  گياهان است. 

 

  
با استفاده از پروتئين   ترانسپلاستوم توتون اهانيدر گ  mGLP1-DARPin-Penپروتئين همجوشي و تجمع  اني ب -٣شكل 

،  Pre-stained Protein Ladder )PR911654ي ني: نشانگر پروتئM، وسترن يگذارلكه زيآنال با استفاده از  محلول كل برگ

 ٢٢ kDaنوار حدود  نوع وحشي.: گياه توتون mGLP1-DARPin-Pen ،WT كنندهيانب : گياه ترانسپلاستوم T ،)ناكلون يس

  .دهدرا نشان مي mGLP1-DARPin-Penهمجوشي پروتئين 
Figure 3. Expression and accumulation of the mGLP1-DARPin-Pen fusion protein in tobacco transplastomic 

plants using Western blot analysis, M: pre-stained molecular mass markers (PR911654, Sinaclone), T: 
transplastomic tobacco plant, WT: wild-type tobacco plant. The corresponding band of 22 kDa indicates the 

DARPin G3 protein.
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١٢ 

-GLP  رندهيگ   ديجد  ست ي آگون  كي  بيان  ،تحقيق حاضردر  

ديابت  در درمان    ي خوراك   ل يتحو   ل ياثر با پتانس  يطولان  1

پروتئين    .شودميدر كلروپلاست گياه توتون گزارش    ٢نوع  

تغييريافته حاوي    GLP-1جزئي شامل يك  طراحي شده سه

جايگزيني آمينواسيدي براي ايجاد مقاومت در برابر برخي  

سرم   آلبومين  به  شونده  متصل  دارپين  يك  پروتئازها،  از 

در پلاسما و پنتراتين   GLP-1عمر  انساني براي افزايش نيمه

سلول  عنوان  به به  نفوذكننده  پپتيد  عبور  يك  تسهيل  براي 

از سلول است.پروتئين همجوشي  اپيتليوم روده  بيان    هاي 

-mGLP1  همجوشي  نيپروتئ موفق و با سطوح نسبتاً بالاي  

DARPin-Pen    با استفاده از ناقل  در كلروپلاست گياه توتون

عناصر    pPRV111Aكلروپلاستي   حاوي  بياني  كاست  و 

 ص يتشخ  يهاسنجش  آمد.دست  به  شدهينهبهتنظيمي  

آنت  كي مونولوژيا از  استفاده  عليه    ياختصاص  يباديبا 

هيستيديني، تجمع  برچسب  و    همجوشي   نيپروتئ  بيان 

mGLP1-DARPin-Pen   كلروپلاست در  توتون    را 

داد.ترانسپلاستوم   تجمع    نشان  ميزان  اساس  اين  بر 

mGLP1-DARPin-Pen  درصد از پروتئين   ٢١/ ٨  يزان به م

  شد.  محلول كل سلولي تخمين زده

توجه    ياندهيافزطور  به   GLP-1  بريمبتن  يهادرمانامروزه،  

  . اندبه خود جلب كرده ٢ديابت نوع  درمان  يبرااي را ويژه

در شرايط فيزيولوژيكي،    GLP-1عمر پايين  با اين حال، نيمه

درمان محدود    يكاربرد  را  منجر  كردهآن  تلاش   و  هاي  به 

بسياري براي رفع اين محدوديت و توليد پپتيدهاي طولاني  

. به )Eissa et al., 2021; Reed et al., 2020(اثر شده است  

منظور،   آميني  اين  انتهاي  در  جايگزيني  ، GLP-1انواع 

انجام شده و واكنش  ٨آلانين در موقعيت    اسيدآمينه ويژهبه

ها مورد بررسي قرار گرفته  با گيرنده و پايداري متابوليك آن

اگزندين گيرندهعنوان  به  ٤-است.  آگونيست   GLP-1  يك 

موقعيت    يجابهگلايسين    داراي در    و است    ٨آلانين 

فوق برابرالعادهمقاومت  در  مي  DPP-IV  اي    دهد ارائه 

)Thum et al., 2002(.    زنجيره يك  حاوي  ليراگلوتيد 

گلوتاميل و  -γانداز  فاصلهاز طريق    ٢٦ليزين    پالميتويل در

موقعيت   يدآمينهاسجايگزيني   در    است  ٣٤آرژنين 

)Elbrønd et al., 2002(اتصال به   ،. اين زنجيره اسيد چرب

تا    ١١عمر آن را  كند و در نتيجه نيمهآلبومين را تسهيل مي

مي  ١٥ افزايش  انسان  در   ,.Madsen et al(  دهدساعت 

- ٢حاوي    ويك آنالوگ از ليراگلوتيد    . سماگلوتيد)2007

و يك زنجيره   ٨) در موقعيت Aibمينوايزوبوتيريك اسيد ( آ

يك   طريق  از  كه  است  متفاوت   اندازفاصلهاسيدچرب 

بهپلي كوتاه  گليكول  است ٢٦ليزين   اتيلن  شده   متصل 

)Madsbad et al., 2011(.  

توان از طريق اتصال به را مي  GLP-1عمر  ، نيمهاين  برعلاوه

آلبومين سرم انساني FcRnجنيني (   Fcهاي  پذيرنده  ) و يا 

)HSA (    و   پپتيد  يكيناميدروديحجم ه  شيمنجر به افزا كه  

م  يو يكل   ي سازپاك  اي  ملاحظهقابلطور  به  شود يكندتر 

داد .  )Kontermann, 2016; Strohl, 2015(   افزايش 

روز است    ١٩متوسط  طور  بهدر گردش خون    HSAعمر  نيمه

هاي فارماكوكينتيك  اي براي بهبود ويژگيگستردهطور  بهو  

 ,Kratz(هاي دارويي استفاده شده است  پپتيدها و يا پروتئين

2008; Yang et al., 2016(  . تجاري نام  با  آلبيگلوتيد 

Eperzan، يك دايمر از توالي  GLP-1    تغييريافته متصل به

است   آلبومين انساني  با   )Bush et al., 2009(   سرم  كه 

يك    ن يگلايس  با  ٨آلانين    جايگزيني از  بخشي  نيز  و 

برابر در  نيمه  DPP-IV  ماكرومولكول،  و  شده  عمر  مقاوم 

تا   آن  يافته    روز  ٥پلاسماي  دوز    وافزايش  براي  مناسب 

 .)Madsbad et al., 2011( باشددر هفته مي باريك

(دارپينتكرار    هايپروتئين شده  طراحي  كه  آنكرين  ها) 

پروتئينپروتئين از  مشتق  شده  طراحي  تكرار هاي  هاي 

و    يلودالتونك   ٢٠انكريني طبيعي با وزن مولكولي كمتر از  

پايداري دمايي و ترموديناميكي بالا و همچنين اختصاصيت  

پروتئين به  نسبت  بالا  تركيبي  ميل  هستند و  هدف  هاي 

داربست ان  عنو بهتوانند  مي براي  مبتنيجايگزيني  بر  هاي 

شوند  آنتي استفاده  .  )Caputi and Navarra, 2020(بادي 

هاي  ها به شكل محلول و با عملكرد بالا در سيستمدارپين

 Goldstein et(، مخمر  )Zahnd et al., 2007(بياني باكتري  

al., 2015(    و گياه)Ehsasatvatan et al., 2022b(    قابل بيان

  HSAها با ميل تركيبي بالا نسبت به دارپين و توليد هستند. 
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١٣ 

ها استفاده  پروتئينو  عمر پپتيدها  توانند براي افزايش نيمهمي

كه   MP0250دارپين  .  )Stumpp et al., 2020(شوند  

VEGF    هپاتوسيت فاكتور رشد  درمان    (HGF)و  براي  را 

در   جهش  با  كوچك  غيرسلولي  ريه    EGFRسرطان 

(NSCLC)  مي قرار   ،)Grząśko et al., 2019(  دهدهدف 

  منجر به  دارپين متصل شونده به آلبومين است كه دوشامل 

نيمه اين  تومور    بهعمر سرم و افزايش بالقوه نفوذ  افزايش 

  . )Rodon et al., 2015(شوند دارپين چندكاره مي

پروتئ  يديپپت  يداروها  ي اتي و ح  فردمنحصربه بخش    ينيو 

  ي نسبت به داروها   يديكلبوده و داراي مزاياي    ييبازار دارو

طول    دارويي  يدهايپپت  .هستندكوچك    يمولكول در 

ي   يسازرهيذخ مستعد به  يخوراك   زيتجو   در  او  شدت 

از    ،)McGregor, 2008( هستند    كيتيپروتئول  ب يتخر

 ، همچنين.  شوندمي  زيتجو   يقيتزرصورت  رو، اغلب بهاين

  سازي و خالصكوتاه پس از    يماندگار  ليدلبه  دهايپپت  نيا

 ي شوند ونگهدار  شرايط سرمادر    بايستي  ،يياي ميش  تزسن  اي

ان نامطلوب  ماريب  اغلب   اين داروها براي  مكرر  يهاقيتزر

  ل يتحو .  )Hamman and Steenekamp, 2011(است  

محسوب    در انسان  دارو  زي تجو   يحيداروها راه ترج  يخوراك 

ها اغلب  نيو پروتئ  دهايپپت  يخوراك   زياگرچه تجو ،  شودمي

  ع يسر  سميمتابول  ا ي  و  فيضع   ي ستيز  قابليت دسترسي   ليدلبه

ي  خوراك   يهافرمول  .)Brown et al., 2020(   دشوار است 

مح  ي راحتبه  كه از    ي بهداشت  يهامراقبت   يها طي خارج 

و    بوده  آلدهيا  مدتي استفاده طولان  يبرا  شوند،يم  زيتجو 

آن  توانيم ي راحتبهنامطلوب  يهانشدر صورت بروز واك 

اشكال    ريها و ساقرصنگهداري    ن،يبر ارا قطع كرد. علاوه

  ي هابا فرم  سه يدر مقا  ييمواد فعال دارو  حاوي  دوز جامد

است    لي استر  ييدارو شده    . )Darji et al., 2018(تسهيل 

برخ  يبرا  يمختلف  يهارهيافت  بر  توسعه    يغلبه  و  موانع 

خوراك   ياهستميس م  منيا   يانتقال  براؤ و  ها  نيپروتئ  يثر 

 ,.Gleeson et al., 2021; Mahato et al(  است   يافته  توسعه

2003; Shah et al., 2002(  .ي در مهندس  ري اخ  يهاشرفت يپ  

  ي را برا  ي اهيگ   يهااستفاده از كلروپلاست   لي پتانس  كيژنت

  هاي نوتركيبنيپروتئ  پذيرو مقياس  صرفهبهمقرون،  بالا  انيب

 ;Daniell, 2006; Daniell et al., 2009(داده است    شيافزا

Scotti et al., 2012(  .پروتئاينكه  ترمهم  دارويي  يهاني، 

توان در يرا م  و ليوفيليزه شده  هاشده در كلروپلاست   انيب

بدون    و  مدتيطولانصورت  به  داريپاطور  بهو    طيمح  يدما

عملكرد نگهداري  رهيذخ،  كاهش   Ehsasatvatan(  كرد  و 

and Kohnehrouz, 2023d; Herzog et al., 2017; Su et 

al., 2015( .  

  اي، بيان ) در مطالعه Kwon et al., 2013كاون و همكاران (

  صورت بهرا    GLP-1  گيرنده ست يآگونعنوان  به  ٤-نياگزند

) در  CTBوبا (   نيتوكس  B  رواحديز  همجوشي با  نيپروتئ

دارو  ليتسه   يبرا  توتون  كلروپلاست  از    تحويل خوراكي 

توانا  قيطر از  استفاده    ي برا   CTBپنتامر    ييمخاط روده با 

كپسوله    روده و  وميتلياپ  يرو  GM1  يهارندهيگ به  اتصال  

در  ياهيگ   يهاسلول   در  آن  كردن حفاظت    ستم يس  براي 

  CTB-EX4هاي تيمار شده با  سلول  .بررسي كردندگوارش  

  ي هابا سلول  سهي، در مقاسازي شده از توتونتوليد و خالص

افزا  ماريت نشان  ي برابر   ٢/ ٥  شينشده،  را    ند داد  انسولين 

)Kwon et al., 2013(  .  

پنتراتين،   جمله  از  سلول  به  نفوذكننده  و    Tatپپتيدهاي 

پيشرفته دارورساني براي  هاي  سيستمعنوان  به  هااليگوآرژنين

مي استفاده  مختلف  تركيبات  خوراكي   شوند تحويل 

)Kristensen and Nielsen, 2016; Rizzuti et al., 2015(  .

هاي سلولي  كنشدر يك مطالعه اخير، اثر پنتراتين بر برهم

- ٩و آنالوگ آنتاگونيست آن (اگزندين    ٤- و بافتي اگزندين 

ج اين مطالعه نشان داد كه  ) مورد بررسي قرار گرفت. نتاي ٣٩

اتصال و دروني  ( پنتراتين  اگزندين  در شرايط  ٣٩- ٩سازي   (

  in vivoجذب در تومور در شرايط    همچنين   آزمايشگاهي و 

بر پايه  .  ) Collado Camps et al., 2023(   دهد را افزايش مي 

عنوان  به در اين مطالعه نيز از پنتراتين  مستدل،    هاي گزارش   اين 

  به سلول استفاده شد.    نفوذكننده پپتيد  

  ن ي ب  GLP-1 هاي آگونيست   درمان با  ي فعل  نه ي هز كه ي ي از آنجا 

هاي  آگونيست   د ي تول   ، است   ر ي دلار در سال متغ   ٢٢٠٠تا    ١٨٠٠

گ   GLP-1  ي عملكرد  تهيه اهان ي در    يمت ق ارزان فرم    ، 

  ٢نوع    ابت ي درمان د   ي دارو را برا   ن ي ا   ي از خوراك   مصرف قابل 

  . كند مي   ل ي تسه 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
PG

R
.1

0.
2.

10
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
gr

.lu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
2-

25
 ]

 

                            13 / 18

http://dx.doi.org/10.22034/PGR.10.2.10
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-297-fa.html


روز كهنه احساسات وطن و باغبان   ... با پتانسيل    mGLP1-DARPin-Penجزئي  طراحي و بيان پروتئين سه 

 

١٤ 

تزريق هزينه  به  نياز  بالاي درمان و  هاي مكرر زيرجلدي  هاي 

به  ديابت  درمان  با  مرتبط  و  داروهاي  توليد  بالاي  هزينه  دليل 

هاي نوتركيب  هاي رايج توليد پروتئين سازي در سيستم خالص 

هاي  يد آنالوگ گيري از سيستم بيان گياهي و تول باشد. بهره مي 

پروتئين  و  پپتيدها  هزينه خوراكي  كاهش  با  دارويي  هاي  هاي 

هاي بيان و تجويز  تواند جايگزين مؤثري براي سيستم توليد مي 

جزئي  سه متداول باشد. در اين تحقيق، توليد پروتئين همجوشي  

در كلروپلاست    GLP-1اثر گيرنده  آگونيست طولاني  عنوان  به 

  ي ست ي ز   ند ي توسعه فرآ   براي   ي چالش   تازه و ي  فرصت گياه توتون  

  درمان   در   GLP-1  بر ي مبتن براي توليد داروهاي خوراكي    د ي جد 

  

نوع   پروتئين  كند.  ي م   جاد ي ا   ٢ديابت  موفق  توليد  به  توجه  با 

گياه مدل توتون، مي   همجوشي  اين  عملكردي در  نتايج  توان 

و  تعميم  تحقيق را به گياهان خوراكي از جمله كاهو و اسفناج 

هاي زيستي از اين داروي پپتيدي با ارزش درماني  توليد كپسول 

  داد.   را توسعه   و اقتصادي بالا 

  سپاسگزاري 

اين مقاله از طرح پسادكتري دانشگاه تبريز با شماره قرارداد  

مهندسي  ٤٨٢٩ آزمايشگاه  از  گرديده است.  استخراج  /ص 

ب تبريز  دانشگاه  تهژنتيك  براي أخاطر  لازم  امكانات  مين 

 گردد.اجراي اين تحقيق قدرداني مي

  

References 
Arntzen, C. (2015). Plant‐made pharmaceuticals: from ‘edible vaccines’ to ebola therapeutics. Plant 

Biotechnology Journal, 13: 1013. 
Biemelt, S. and Sonnewald, U. (2005). Molecular Farming in Plants. Nature Encyclopedia of Life 

Sciences. Nature  Publishing Group, London, UK. 
Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities 

of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72: 248-254. 
Brown, T.D., Whitehead, K.A. and Mitragotri, S. (2020). Materials for oral delivery of proteins 

and peptides. Nature Reviews Materials, 5: 127-148. 
Bush, M., Matthews, J., De Boever, E., Dobbins, R., Hodge, R., Walker, S., Holland, M., 

Gutierrez, M. and Stewart, M. (2009). Safety, tolerability, pharmacodynamics and 
pharmacokinetics of albiglutide, a long‐acting glucagon‐like peptide‐1 mimetic, in healthy 
subjects. Diabetes, Obesity and Metabolism, 11: 498-505. 

Caputi, A.P. and Navarra, P. (2020). Beyond antibodies: ankyrins and DARPins. From basic  
research to drug approval. Current Opinion Pharmacolgy, 51: 93-101. 

Chen, P., Caldwell, C.G., Mathvink, R.J., Leiting, B., Marsilio, F., Patel, R.A., Wu, J.K., He, 
H., Lyons, K.A. and Thornberry, N.A. (2007). Imidazopiperidine amides as dipeptidyl 
peptidase IV inhibitors for the treatment of diabetes. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 
17: 5853-5857. 

Collaborators, G. and Ärnlöv, J. (2020). Global burden of 87 risk factors in 204 countries and 
territories, 1990–2019: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2019. The 
Lancet, 396: 1223-1249. 

Collado Camps, E., van Lith, S.A., Kip, A., Frielink, C., Joosten, L., Brock, R. and Gotthardt, 
M. (2023). Conjugation to a cell-penetrating peptide drives the tumour accumulation of the 
GLP1R antagonist exendin (9-39). European Journal of Nuclear Medicine and Molecular 
Imaging, 50: 996-1004. 

Daniell, H. (2006). Production of biopharmaceuticals and vaccines in plants via the chloroplast 
genome. Biotechnology Journal: Healthcare Nutrition Technology, 1: 1071-1079. 

Daniell, H., Singh, N.D., Mason, H. and Streatfield, S.J. (2009). Plant-made vaccine antigens and 
biopharmaceuticals. Trends in Plant Science, 14: 669-679. 

Darji, M.A., Lalge, R.M., Marathe, S.P., Mulay, T.D., Fatima, T., Alshammari, A., Lee, H.K., 
Repka, M.A. and Narasimha Murthy, S. (2018). Excipient stability in oral solid dosage forms: 
a review. Aaps Pharmscitech, 19: 12-26. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
PG

R
.1

0.
2.

10
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
gr

.lu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
2-

25
 ]

 

                            14 / 18

http://dx.doi.org/10.22034/PGR.10.2.10
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-297-fa.html


 ١٤٠٢/  ٢شماره  / ١٠ جلد / هاي ژنتيك گياهيپژوهش

١٥ 

Dibonaventura, M.D., Wagner, J.S., Girman, C.J., Brodovicz, K., Zhang, Q., Qiu, Y., 
Pentakota, S.R. and Radican, L. (2010). Multinational Internet-based survey of patient 
preference for newer oral or injectable Type 2 diabetes medication. Patient Prefer Adherence, 4: 
397-406. 

Doyle, J.J. and Doyle, J.L. (1987). A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh 
leaf tissue, Phytochemical Bulletin, 19: 11-15. 

Ehsasatvatan, M. and Baghban Kohnehrouz, B. (2024). A new trivalent recombinant protein for 
type 2 diabetes mellitus with oral delivery potential: design, expression, and experimental validation. 
Journal of Biomolecular Structure and Dynamics.1-16. 

Ehsasatvatan, M. and Baghban Kohnehrouz, B. (2023a). Designing and computational analyzing 
of chimeric long-lasting GLP-1 receptor agonists for type 2 diabetes. Scientific Reports, 13: 
17778. 

Ehsasatvatan, M. and Baghban Kohnehrouz, B. (2023b). Homoplasmic stability and cytoplasmic 
inheritence of DARPin G3 scaffold protein in generative and vegetative propagation of 
transplastoic tobacco plants. Plant Genetic Researches, 9: 1-14 (In Persian). 

Ehsasatvatan, M. and Kohnehrouz, B. (2023c). Effect of linker’s length and sequence on the 
structure and stability of mGLP-1-DARPin fusion protein for treatment of type 2 diabetes: a 
computational study. Yafteh, 25: 26-47 (In Persian). 

Ehsasatvatan, M. and Kohnehrouz, B.B. (2023d). The lyophilized chloroplasts store synthetic 
DARPin G3 as bioactive encapsulated organelles. Journal of Biological Engineering, 17: 63. 

Ehsasatvatan, M., Kohnehrouz, B.B., Gholizadeh, A., Ofoghi, H. and Shanehbandi, D. (2022a). 
Physical and biologically effective parameters in developing transplastomic tobacco plants by 
particle bombardment method using PDS-1000/He. Genetic Engineering and Biosafety Journal, 
10: 237-252 (In Persian). 

Ehsasatvatan, M., Kohnehrouz, B.B., Gholizadeh, A., Ofoghi, H. and Shanehbandi, D. (2022b). 
The production of the first functional antibody  mimetic in higher plants: the chloroplast makes 
the DARPin G3 for HER2 imaging in oncology. Biological Research, 55: 1-18. 

Eissa, N.G., Elsabahy, M. and Allam, A. (2021). Engineering of smart nanoconstructs for delivery 
of glucagon-like peptide-1 analogs  .International Journal of Pharmaceutics, 597: 1-13. 

Elbrønd, B., Jakobsen, G., Larsen, S., Agersø, H., Jensen, L.B., Rolan, P., Sturis, J., Hatorp, V. 
and Zdravkovic, M. (2002). Pharmacokinetics, pharmacodynamics, safety, and tolerability of a 
single-dose of NN2211, a long-acting glucagon-like peptide 1 derivative, in healthy male subjects. 
Diabetes Care, 25: 1398-1404. 

Flint, H.J., Scott, K.P., Duncan, S.H., Louis, P. and Forano, E. (2012). Microbial degradation of 
complex carbohydrates in the gut. Gut Microbes, 3: 289-306. 

Gleeson, J.P., Fein, K.C. and Whitehead, K.A. (2021). Oral delivery of peptide therapeutics in 
infants: Challenges and opportunities. Advanced Drug Delivery Reviews, 173: 112-124. 

Goldstein, R., Sosabowski, J., Livanos, M., Leyton , J., Vigor, K., Bhavsar, G., Nagy-Davidescu, 

G., Rashid, M., Miranda, E. and Yeung, J. (2015). Development of the designed ankyrin repeat 
protein (DARPin) G3 for HER2 molecular imaging. European Journal of Nuclear Medicine and 
Molecular Imaging, 42: 288-301. 

Grząśko, N., Knop, S., Goldschmidt, H., Raab, M.S., Dürig, J., Bringhen, S., D'Agostino, M., 
Gamberi, B., Rivolti, E. and Vacca, A. (2019). The MP0250-CP201 mirror study: a phase 2 
study update of MP0250 plus bortezomib and dexamethasone in relapse/refractory multiple 
myeloma (RRMM) patients previously exposed to proteasome inhibitors and immunomodulatory 
drugs. Blood, 134: 1899. 

Hamman, J.H., andSteenekamp, J.H. (2011). Oral peptide drug delivery: strategies to overcome 
challenges. In: Castanho, M. and Santos, N.C., Eds., Peptide Drug Discovery and Development: 
Translational Research in Academia and Industry, pp. 71-90. Wiley‐VCH Verlag GmbH & Co. 
KGaA, Weinheim, GE. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
PG

R
.1

0.
2.

10
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
gr

.lu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
2-

25
 ]

 

                            15 / 18

http://dx.doi.org/10.22034/PGR.10.2.10
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-297-fa.html


روز كهنه احساسات وطن و باغبان   ... با پتانسيل    mGLP1-DARPin-Penجزئي  طراحي و بيان پروتئين سه 

 

١٦ 

Herzog, R.W., Nichols, T.C., Su, J., Zhang, B., Sherman, A., Merricks, E.P., Raymer, R., Perrin, 
G.Q., Häger, M. and Wiinberg, B. (2017). Oral tolerance induction in hemophilia B dogs fed 
with transplastomic lettuce. Molecular Therapy, 25: 512-522. 

Johnson, L.M., Barrick, S., Hager, M.V., McFedries, A., Homan, E.A., Rabaglia, M.E., Keller, 
M.P., Attie, A.D., Saghatelian, A. and Bisello, A. (2014). A potent α/β-peptide analogue of GLP-
1 with prolonged action in vivo. Journal of the American Chemical Society, 136: 12848-12851. 

Kieffer, T.J., McIntosh, C.H. and Pederson, R.A. (1995). Degradation of glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide and truncated glucagon-like peptide 1 in vitro and in vivo by dipeptidyl 
peptidase IV. Endocrinology, 136: 3585-3596. 

Kim, B.J., Zhou, J., Martin, B., Carlson, O.D., Maudsley, S., Greig, N.H., Mattson, M.P., 
Ladenheim, E.E., Wustner, J. and Turner, A. (2010). Transferrin fusion technology: a novel 
approach to prolonging biological half-life of insulinotropic peptides. Journal of Pharmacology 
and Experimental Therapeutics, 334: 682-692. 

Kontermann, R.E. (2016). Half-life extended biotherapeutics. Expert Opinion on Biological 
Therapy, 16: 903-915. 

Kratz, F. (2008). Albumin as a drug carrier: design of prodrugs, drug conjugates and nanoparticles. 
J Control Release, 132: 171-183. 

Kristensen, M., andNielsen, H.M. (2016). Cell‐penetrating peptides as carriers for oral delivery of 
biopharmaceuticals. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, 118: 99-106. 

Kushwaha, R.N., Srivastava, R., Mishra, A., Rawat, A.K., Srivastava, A.K., Haq, W. and Katti, 
S.B. (2015). Design, synthesis, biological screening, and molecular docking studies of piperazine‐
derived constrained inhibitors of DPP‐IV for the treatment of type 2 diabetes. Chemical Biology 
& Drug Design, 85: 439-446. 

Kwon, K.C., Nityanandam, R., New, J.S. and Daniell, H. (2013). Oral delivery of bioencapsulated 
exendin‐4 expressed in chloroplasts lowers blood glucose level in mice and stimulates insulin 
secretion in beta‐TC 6 cells. Plant biotechnology journal, 11: 77-86. 

Laemmli, U. (1979). Slab gel electrophoresis: SDS–PAGE with discontinuous buffers. Nature, 227: 
680-685. 

Limaye, A., Koya, V., Samsam, M. and Daniell, H. (2006). Receptor-mediated oral delivery of a 
bioencapsulated green fluorescent protein expressed in transgenic chloroplasts into the mouse 
circulatory system. FASEB Journal: Official Publication of the Federation of American Societies 
for Experimental Biology, 20: 959. 

Litwak, L., Goh, S.-Y., Hussein, Z., Malek, R., Prusty, V. and Khamseh, M.E. (2013). Prevalence 
of diabetes complications in people with type 2 diabetes mellitus and its association with baseline 
characteristics in the multinational A1chieve study. Diabetology & Metabolic Syndrome, 5: 1-10. 

Luginbuhl, K.M., Schaal, J.L., Umstead, B., Mastria, E.M., Li, X., Banskota, S., Arnold, S., 
Feinglos, M., D’Alessio, D. and Chilkoti, A. (2017). One-week glucose control via zero-order 
release kinetics from an injectable depot of glucagon-like peptide-1 fused to a thermosensitive 
biopolymer. Nature Biomedical Engineering, 1: 1-14. 

Madsbad, S., Kielgast, U., Asmar, M., Deacon, C.F., Torekov, S.S. and Holst, J. (2011). An 
overview of once‐weekly glucagon‐like peptide‐1 receptor agonists—available efficacy and 
safety data and perspectives for the future. Diabetes, Obesity and Metabolism, 13: 394-407. 

Madsen, K., Knudsen, L.B., Agersoe, H., Nielsen, P.F., Thøgersen, H., Wilken, M. and 
Johansen, N.L. (2007). Structure− activity and protraction relationship of long-acting glucagon-
like peptide-1 derivatives: importance of fatty acid length, polarity, and bulkiness. Journal of 
Medicinal Chemistry, 50: 6126-6132. 

Mahato, R.I., Narang, A.S., Thoma, L. and Miller, D.D. (2003). Emerging trends in oral delivery 
of peptide and protein drugs. Critical Reviews™ in Therapeutic Drug Carrier Systems, 20: 153-
214. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
PG

R
.1

0.
2.

10
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
gr

.lu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
2-

25
 ]

 

                            16 / 18

http://dx.doi.org/10.22034/PGR.10.2.10
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-297-fa.html


 ١٤٠٢/  ٢شماره  / ١٠ جلد / هاي ژنتيك گياهيپژوهش

١٧ 

Martens, E.C., Lowe, E.C., Chiang, H., Pudlo, N.A., Wu, M., McNulty, N.P., Abbott, D.W., 
Henrissat, B., Gilbert, H.J. and Bolam, D.N. (2011). Recognition and degradation of plant cell 

wall polysaccharides by two human gut symbionts. PLoS Biology, 9: 1-16. 
McGregor, D.P. (2008). Discovering and improving novel peptide therapeutics. Current Opinion in 

Pharmacology, 8: 616-619. 
Mojsov, S. (2000). Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and the control of glucose metabolism in 

mammals and teleost fish. American Zoologist, 40: 246-258. 
Reed, J., Bain, S. and Kanamarlapudi, V. (2020). Recent advances in understanding the role of  

glucagon-like peptide 1. F1000Res, 9: 239-253. 

Rizzuti, M., Nizzardo, M., Zanetta, C., Ramirez, A. and Corti, S. (2015). Therapeutic applications 
of the cell-penetrating HIV-1 Tat peptide. Drug Discovery Today, 20: 76-85. 

Rodon, J., Omlin, A., Herbschleb, K.H  ,.Garcia-Corbacho, J., Steiner, J., Dolado, I., Zitt, C., 

Feurstein, D., Turner, D. and Dawson, K.M. (2015). Abstract B25: First-in-human Phase I study 
to evaluate MP0250, a DARPin blocking HGF and VEGF, in patients with advanced solid tumors. 
Journal of Clinical Oncology, 39: 145-154. 

Scotti, N., Rigano, M.M. and Cardi, T. (2012). Production of foreign proteins using plastid 
transformation. Biotechnology Advances, 30: 387-397. 

Shah, R.B., Ahsan, F. and Khan, M.A. (2002). Oral delivery of proteins: progress and 
prognostication. Critical  Reviews™ in Therapeutic Drug Carrier Systems, 19: 2416-2448. 

St Onge, E.L., and Miller, S.A. (2010). Albiglutide: a new GLP-1 analog for the treatment of type 
2 diabetes. Expert Opinion on Biological Therapy. 10: 801-806 

Steiner, D., Merz, F.W., Sonderegger, I., Gulotti-Georgieva, M., Villemagne, D., Phillips, D.J., 
Forrer, P., Stumpp, M.T., Zitt, C. and Binz, H.K. (2017). Half-life extension using serum 
albumin-binding DARPin® domains. Protein Engineering, Design and Selection, 30: 583-591. 

Strohl, W.R. (2015). Fusion proteins for half-life extension of biologics as a strategy to make 
biobetters. BioDrugs, 29: 215-239. 

Stumpp, M.T., Dawson, K.M. and Binz, H.K. (2020). Beyond antibodies: the DARPin(®) drug 
platform. BioDrugs, 34: 423-433. 

Su, J., Zhu, L., Sherman, A., Wang, X., Lin, S., Kamesh, A., Norikane, J.H., Streatfield, S.J., 
Herzog, R.W. and Daniell, H. (2015). Low cost industrial production of coagulation factor IX 
bioencapsulated in lettuce cells for oral tolerance induction in hemophilia B. Biomaterials, 70: 
84-93. 

Sun, H., Saeedi, P., Karuranga, S., Pinkepank, M., Ogurtsova, K., Duncan, B.B., Stein, C., 
Basit, A., Chan, J.C. and Mbanya, J.C. (2022). IDF Diabetes Atlas: Global, regional and 
country-level diabetes prevalence estimates for 2021 and projections for 2045. Diabetes  Research 
and Clinical Practice, 183: 109119. 

Svab, Z., Hajdukiewicz, P. and Maliga, P. (1990). Stable transformation of plastids in higher plants. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 87: 8526-8530. 

Takahashi, S., Furusawa, H., Ueda, T. and Okahata, Y. (2013). Translation enhancer improves the 
ribosome liberation from translation initiation. Journal of the American Chemical Society, 135: 
13096-13106. 

Thum, A., Hupe-Sodmann, K., Göke, R., Voigt, K., Göke, B. and McGregor, G. (2002). 
Endoproteolysis by isolated membrane peptidases reveal metabolic stability of glucagon-like 
peptide-1 analogs, exendins-3 and-4. Experimental and Clinical Endocrinology & Diabetes, 110: 
113-118. 

Xiao, Y., Kwon, K.C., Hoffman, B.E., Kamesh, A., Jones, N.T., Herzog,  R.W. and Daniell, H. 
(2016). Low cost delivery of proteins bioencapsulated in plant cells to human non-immune or 
immune modulatory cells. Biomaterials, 80: 68-79. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
PG

R
.1

0.
2.

10
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
gr

.lu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
2-

25
 ]

 

                            17 / 18

http://dx.doi.org/10.22034/PGR.10.2.10
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-297-fa.html


روز كهنه احساسات وطن و باغبان   ... با پتانسيل    mGLP1-DARPin-Penجزئي  طراحي و بيان پروتئين سه 

 

١٨ 

Xu, F., Wang, K.Y., Wang, N., Li, G. and Liu, D. (2017). Modified human glucagon-like peptide-
1 (GLP-1) produced in E. coli has a long-acting therapeutic effect in type 2 diabetic mice. PLoS 
One, 12: 0181939. 

Yang, H., Liu, L. and Xu, F. (2016). The promises and challenges of fusion constructs in protein 
biochemistry and enzymology. Appl Microbiol Biotechnol, 100: 8273-8281. 

Yusibov, V., Streatfield, S.J. and Kushnir, N. (2011). Clinical development of plant-produced 
recombinant pharmaceuticals: vaccines, antibodies and beyond. Human Vaccines, 7: 313-321. 

Zahnd, C., Amstutz, P. and Plückthun,  A. (2007). Ribosome display: selecting and evolving 
proteins in vitro that specifically bind to a target. Nature Methods, 4: 269-279. 

Zoubenko, O.V., Allison, L.A., Svab, Z. and Maliga, P. (1994). Efficient targeting of foreign genes 
into the tobacco plastid genome. Nucleic Acids Research, 22: 3819-3824. 

Zarindast, Z., Nazarian-Firouzabadi, F. and Khademi, M. (2023). Expression and antimicrobial 
activity assessment of CBD-alfAFP recombinant peptide produced in tobacco hairy roots against 
plant pathogens. Plant Genetic Researches, 10: 43-60 (In Persian). 

 
 
 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
PG

R
.1

0.
2.

10
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
gr

.lu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
2-

25
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            18 / 18

http://dx.doi.org/10.22034/PGR.10.2.10
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-297-fa.html
http://www.tcpdf.org

