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عنوان يک ابزار قدرتمند برای خاموشی بيان ژن  به( RNAi)گر  فناوری ريبونوکلئيک اسيد مداخله

تواند در کاهش بيان  گر می مداخله RNA. باشد هدفگيری شده برپايه تشابه توالی نوکلئوتيدی می

( WDEIA)باعث ايجاد حساسيت غذايی وابسته به گندم  گليادين کههای امگا توپ ژنی اپی

حساسيت غذايی يا آنافيلاکسی وابسته به گندم از آنجا منشا . شود، مورد استفاده قرار گيرد می

در فرد بيمار، نقشی مخالف عمل محافظت کنندگی  IgEها، به خصوص  بادی گيرد که آنتی می

نوکلئوتيدی بخاطر قابليت  سهيا  دونتهای آزاد ای با ا دو رشته RNAدر گياهان، . خود دارند

بنابراين توجه به . شود گر محسوب می مداخله RNAيکی از ارکان مهم  Dicerشناسايی با آنزيم 

ای اختصاصی ژن امگا  دورشته RNAi سيتوزين در-های گوانين با نوکلئوتيد 3ʹايجاد انتهای آزاد 

دو  RNAين تحقيق عملکرد بالای ساختار ثانويه در ا. گيری شد گليادين با عملکرد بالا هدف

قطعات سنس و . دشدرصد بررسی  38تا  33سيتوزين -ای با محتوای نوکلئوتيدی گوانين رشته

سازی شده و سپس برای توليد و ارزيابی  همسانه pTG19-Tسنس طبق نقشه کاست در ناقل  آنتی

انرژی آزاد موثر برای آنزيم . منتقل شد pAHC25ناقل بيانی  مورد نظر به  RNAiمولکول 

Dicer،  تغييرات نوکلئوتيدی برای نواحیRNA سيتوزين مورد -ای و درصد گوانين دو رشته

های  که در ناحيه انتخابی برای ساخت کاست، ميزان نوکلئوتيدبطوری. ارزيابی اوليه قرار گرفتند

کيلوکالری  -1/20الی  -1/25درصد و انرژی آزاد  2/53الی  1/33سيتوزين در حدود  -گوانين

درصدی برای ناحيه تشکيل  188سازی موفق قطعه سنس، شباهت  پس از همسانه. دشبرمول ارزيابی 

طبق نقشه کاست . جفت باز حاصل شد 103طول به( hair-pin stem) سری سنجاق دهنده ساقه

را RNAi در مولکول مانده از قطعه سنس نيز نقش فاصله انداز و يا تشکيل دهنده لوپ توالی باقی

، ناقل خاموشی اختصاصی و با pAHC25ناقل بيانی به  RNAiسرانجام، با انتقال کاست . ايفا نمود

 .توليد شد WDEIAتوپ  حاوی اپی D1نوع  راندمان بالا برای ژن امگا گليادين
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RNA 1گر مداخله
دو  RNAفرآیندی است که طی آن مولکول  

این ژن، . کند ای کوتاه از بیان ژن هدف جلوگیری می رشته

. ای کوتاه همولوگ است دو رشته RNAضرورتاً از نظر توالی با 

 RNA Antisense و Sense RNA دو رشته مکمل 1992در سال 

د و شوارد ( Caenorhabditis elegans) 2همزمان به بدن نماتد

گر یا  مداخله RNAدلیل اثر بازدارندگی آن، اولین بار این پدیده هب

RNA interference  نامیده شد(Paddison et al. 2002; Fire et 

al. 1998) .RNAi در تخریب بخش مهمی از  ؤثرینقش م

 mRNAاولیه به  RNAهای ژن در گیاهان بعد از تبدیل  رونوشت

و  RNAiهای  های اخیر کارایی سازه در سال. غ برعهده داردبال

سویه  Agrobacterium tumefaciensانتقال آن از طریق 

C58C1:Pgv2260  7-9به گیاهانی مثل توتون و بیان آن حدود 

 Senthil-Kumar and) استهروز بعد از تراریختی مشاهده شد

Mysore 2011 .) با استفاده از فناوریRNAi، ای عامل ه ژن

کاهش قابل ( گندم ناشی از گلوتنبیماری )بیماری سلیاک 

ای را در ترکیب گلوتن گندم بعد از انتقال ژن، با استفاده  ملاحظه

حلقه -تشکیل ساختار ساقه. ، نشان دادند pAHC25بیانی از ناقل

(hair-pin ) پس از بیان ژنی کاستRNAi  بواسطه سه توالی

، از RNAiدرج شده در کاست (نسس سنس، فاصله انداز و آنتی)

-هب Dicerموارد کلیدی برای شناسایی ژن هدف بواسطه آنزیم 

-Senthil-Kumar and Mysore 2011; Gil)رود  شمار می

Humanes et al. 2010) .  

های مونومریکی موجود در گلوتن گندم  ها یکی از بخش گلیادین

د که نرو شمار میبه ( مواد تامین کننده انرژی در رژیم غذایی بشر)

های  های آلفا، گاما و امگا گلیادین تولید شده از ژن از زیر واحد

 و A ،Bهر سه ژنوم  یکمستقر در بازوی کوتاه کروموزوم شماره 

D های  های گندم موجب واکنش گلیادین .استتشکیل شده

زای غذایی در خردسالان و بزرگسالان مبتلا به بیماری  حساسیت

 Jarvinen et al. 2003; Moneret-Vautrin) وندشمیآنافیلاکسی 

et al. 2000) .ًبزرگسالان، به مصرف  افراد مبتلا خصوصا

های شدید و فراوانی از  محصولات حاصل از گندم واکنش

                                                           
1
 RNA interference (RNAi) 

2
 Nematode 

 .Matsuo et al) دندهمیرا نشان ( شوک حساسیت)آنافیلاکسی 

2004; Mullins 2003; Palosuo 2003) .ک واکنش آنافیلاکسی ی

تواند  و می شدهطور ناگهانی آغاز جدی است که به زای یتساحس

 ;Matsuo et al. 2005; Kidd et al. 1983) شودفرد منجر به مرگ 

Romano et al. 1995 .) تعداد بیماران مبتلا به آنافیلاکسی گندم

خصوص افراد مبتلا به آنافیلاکسی ناشی از فعالیت ورزشی به

ای در حال افزایش است  ملاحظه طور قابلهب  وابسته به گندم

(Matsuo et al. 2005; Harada et al. 2000; Dohi et al. 1991) .

 گزارش WDEIA در مطالعات انجام شده روی بیماران مبتلا به

شده که فعالیت ورزشی و استفاده از آسپرین، حساسیت ناشی از 

  (.Matsuo et al. 2005)دهد  گندم را نیز افزایش می

های تکراری خود  ، در توالیموجود در گندمهای  دینامگاگلیا

 های پیوندی ایمنوگلوبولین توپ ناحیه مختلف برای اپی 9دارای 

E های  ناشی از پروتئین  در بیمارانی که دچار حساسیت. است

دارای یک  Eگلوتن گندم هستند گزارش شده که ایمنوگلوبولین 

 QPQQPFPاز نوع  ها تکراری برای امگا و گاما گلیادین  پپتید

گزارشات حاکی از آن بوده که . (Battais et al. 2005)باشد  می

نقش ، PQQP واحد تکراری اکتاپپتیدی یا یک توالی محتوی

 کند ناشی از حساسیت به گلوتن را ایفا می مهمی را در آلرژی

(Ensari et al. 1998.) 

-، نشان داده شدهRNAiدر مطالعات اخیر درخصوص عملکرد 

 سهیا  دوبرای برش انتهای آویزان  Dicerکه شناسایی آنزیم  است

در مقایسه با انتهای بسته  9ای کوتاه دو رشته RNAنوکلئوتیدی 

-ای برای قطعه سنس دو رشته RNA( نوکلئوتیدی  یا  2فاقد )

طور هاین گزارشات ب. افتد آنتی سنس با عملکرد بیشتری اتفاق می

که انتهای آویزان دارای انرژی آزاد  واضح بر این نکته اشاره دارند

و  برای شناسایی RNA   ثری است که تثبیت کننده مارپیچؤم

چنین وجود تغییرات هم. است Dicerآمیز با آنزیم  تیبرش موفق

نوکلئوتیدی بعد از تکثیر قطعه سنس و مشاهده آن در داخل 

RNA ای کوتاه، کاهش عملکرد  دورشتهRNAi دهد  را نشان می

(Ohmichi et al. 2002.)  هدف از اجرای این تحقیق، ساخت

                                                           
3
 Wheat-Dependent Exercise-Induced Anaphylaxis 

(WDEIA) 
4
 double strand RNA (dsRNA) 

5
 Helix 

  مقدمه
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با دو قطعه وارونه به اندازه مختلف بدون نیاز  RNAi اولین کاست

دو  RNA انداز بر پایه مطالعه و شناسایی توالی به توالی فاصله

مربوط به ژن امگا ای کوتاه بدون تغییرات نوکلئوتیدی،  رشته

 ندمان بالا برای مدیریتکه سازه با راطوریهب. گلیادین بود

WDEIA  یا حساسیت وابسته به امگا گلیادین در مصرف غلات

 .فراهم شد

 

پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت  2بذر گندم رقم آذر 

دقیقه و سپس شستشو با آب استریل،  2درصد به مدت  دوسدیم 

ساعت  16بر روی کاغد صافی واتمن در دمای اتاق با دوره نوری 

زنی بعد از  جوانه. ساعت تاریکی قرار گرفت هشتروشنایی و 

ها  روز آغاز و مرحله دو تا سه برگی برای برداشت نمونه چهار

از  CTABژنومی به روش  DNAسپس استخراج . دشانتخاب 

گراد نگهداری شد  درجه سانتی -22ها انجام و در دمای  نمونه

(Murray and Thompson 1980 .) تکثیر قطعات سنس و برای

سنس، آغازگرهای مورد نظر در نواحی از ژن امگا گلیادین که  آنتی

 .دهد، طراحی شد کوتاه را نمایش می dsRNAبیشترین 

نوکلئوتیدی ژن  DNAابتدا توالی  کوتاه dsRNAشناسایی منظور به

افزار توسط نرم (:KF412579 accession number) امگا گلیادین

های  سپس ساختار توالی. تبدیل شد RNA به 1in-silico آنلاین

                                                           
1 http://in-silico.net/tools/biology/sequence_conversion 

نوکلئوتید  21ای کوتاه به طول  دو رشته RNA سنس مربوط به

pssRNAit افزارتوسط نرم
بعد از آن، با وارد نمودن . دشانتخاب   

مکمل آن یعنی  unafold  افزارتوالی مربوط به قطعه سنس در نرم

ترین بخش در مهم سنس توالی آنتی. دست آمدهآنتی سنس ب توالی

 ساختار کلی برای. باشد کوتاه می dsRNA های طراحی توالی
dsRNA  نوکلئوتید آویزان برای کلیه ریبونوکلئوتیدها دوکوتاه با 

(A، U، G و C ) افزارواسطه نرمهب آن  ′در انتهای unafold 

 برای( G°Δ) انرژی آزاد ترین مطلوبچنین هم. ریزی شد پایه
ای بلند ژن امگا  دو رشته RNAبرای شکستن ، Dicerآنزیم 

ای کوتاه با کارایی  دو رشته RNAوجود آوردن انواع هگلیادین و ب

بخشی از ژن امگا گلیادین که تراکم بالایی از . تعیین شدبالا 

dsRNA  عنوان بهترین ناحیه برای طراحی هداد ب کوتاه را نشان

 . آغازگر انتخاب شد

ابتددا آغازگرهدای    (PCR)مراز  ای پلی هجهت انجام واکنش زنجیر

رفت و برگشت با استفاده از اطلاعات توالی ثبدت شدده در باندک    

 افدزار ، توسدط ندرم  KF412579 بده شدماره   (NCBI) اطلاعاتی ژن
 

Primer3  ابتدای آغازگرهای رفدت و   در (.1جدول )د شطراحی

های برش آنزیمدی لازم بدرای اتصدال     برگشتی طراحی شده، مکان

 .سنس تعبیه شد ات سنس به آنتیقطع

                                                           
2 (plantgrn.noble.org/pssRNAit/) 
3 (http://unafold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/Two-state-

melting) 
4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) 

 

 
 های برش آنزیمی آغازگرهای رفت و برگشت طراحی شده برای تکثیر بخشی از ژن امگا گلیادین به همراه توالی -1جدول 

 قطعات آغازگرها (9′→ ′)توالی  (C°)دمای اتصال  ناقل مورد استفاده

pAHC25  وpTG19-T 86-86 AGGCTAGCAACCATATCCACAACAACCATA 
       (NheI) 

 (bp266)قطعه سنس  آغازگر رفت

  AGCCCGGGCCATGGGATTGTTGGGTCTGGGGAAA           
      (SmaI)  (NcoӀ) 

 

  آغازگر برگشت

pAHC25  وpTG19-T 86-86 AGGCTAGCAACCATTTCCCACACCCCAA 

       (NheI) 
سنس  قطعه آنتی آغازگر رفت

(bp191) 
  AGGAGCTCGAATTCTGTTGTGGTTGCCAGGGA                                   

      (SacI)   (EcoRI)   
  آغازگر برگشت

 

 

  هامواد و روش
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 .استبه رنگ قرمز نشان داده شده مکان درج قطعه سنس کهبه همراه  (ایران-شرکت سیناکلون) pTG19-Tنقشه فیزیکی ناقل خطی  -1شکل 

 

سنس  یمراز برای دو قطعه سنس و آنت ای پلی های زنجیره واکنش

شرکت ) PCR master mixشامل بافر  µL 29در حجم 

Bioneer-به میزان ( کشور کره جنوبیµL 9/12 ،از  یک میکرولیتر

 µL 9/12 ژنومی و DNA( ng 122) یک میکرولیترهر آغازگر، 

 Gradient-PCRبرنامه دمایی . شد نجامآب استریل دوبار تقطیر ا

گراد به  درجه سانتی 99شامل یک دناتوراسیون اولیه در دمای 

 99دناتوراسیون در دمای شامل  چرخه 9  نجامدقیقه، ا پنجمدت 

دقیقه، اتصال در دماهای گرادیان  یکگراد به مدت  درجه سانتی

درجه  72ثانیه، و تکثیر در دمای  99به مدت ( 1جدول )

 در دمای دقیقه، و یک مرحله تکثیر نهایی یکگراد به مدت   سانتی

قطعه )ژن تکثیر شده . دقیقه بود پنجگراد به مدت  درجه سانتی 72

شرکت ) AccuPrep Gel Purification با استفاده از کیت( سنس

Bioneer- سازی و در ناقل  خالص( کشور کره جنوبیpTG19-T 

سازی از باکتری  در این همسانه. سازی شد همسانه( 1شکل )

DH5α E.coli مستعد شده به روش 
TSS (Chung et al. 1989 )

 های تراریخته در محیط  غربالگری باکتری. دشاستفاده 
LBA 

 X-gal mg/mL و mg/mL 122سیلین  حاوی آنتی بیوتیک آمپی

 Sambrook)سفید انجام گرفت  -های آبی با تشکیل کلونی 122

and Russell 2001). گلیادین  2 جهت تایید حضور قطعه ژن امگا

بق دستور العمل شرکت ط) ΙNcoبرش آنزیمی با و  PCRاز روش 

  µL محلول واکنش شامل . استفاده شد( کشور آلمان-فرمنتاز

DNA  به میزان ( کشور آلمان -فرمنتاز )پلاسمیدی، بافر تانگوµL 

سپس  .مقطر بودآب  µL 1و در نهایت    آنزیمدو میکرولیتر ، 2

                                                           
1
 Transformation and storage solution 

2
 Luria Bertani  Agar 

گراد  درجه سانتی 7 ساعت در دمای  یکمیکروتیوپ، به مدت 

از پلاسمید برش  µL 9آنزیمی نیز  روش برای تایید به. دشانکوبه 

دقیقه  92به مدت  92درصد در ولتاژ  2/2یافته روی ژل آگارز 

پلاسمید استخراجی با   در نهایت با تعیین توالی. الکتروفورز شد

شرکت ( )Plasmid Mini Extraction)کیت استخراج پلاسمید 

Bioneer، رد نظر تایید صحت قطعه ژن مو (کشور کره جنوبی

گلیادین، از 2نوکلئوتیدهای ژن امگا  پس از تعیین توالی. شد

نوکلئوتید سوم به بعد تبدیل توالی نوکلئوتیدی به توالی پروتئینی 

in-silicoافزار آنلاین در نرم
سنس از  قطعه آنتی تکثیر. انجام شد  

با استفاده از آغازگرهای ( pTG19-sense)پلاسمید نوترکیب 

های آنزیمی مشخص شده در انتهای  ده حاوی جایگاهطراحی ش

سپس، از برش آنزیمی برای ایجاد . انجام پذیرفت (1جدول ) ′9

سنس به قطعه سنس موجود در ناقل  های اتصال قطعه آنتیمکان

pTG19-sense طی فرآیند اتصال با آنزیم. استفاده شدT4 DNA 

Ligase (Sambrook and Russell 2001 )نتی آس و دو قطعه سن

سپس . دشتولید  pTG19-RNAiسنس بهم متصل شده و سازه 

 ΙSacو  ΙSmaهای  توسط آنزیمسنس  قطعه ترکیبی سنس و آنتی

های آنزیمی،  برش در (. 2شکل ) دشوارد  pAHC25 در ناقل بیانی

 پلاسمیدی، DNA سه میکرولیترهر کدام شامل  محلول واکنش در

  1و در نهایت آنزیم  یکرولیتردو م  بافر تانگو،  دو میکرولیتر

حاوی سازه  DH5αسویه  E.coliباکتری . مقطر بودآب میکرولیتر

درجه  7 مایع و تحت دمای   LBخاموشی ژن مورد نظر در محیط

  DNAپس از استخراج. صورت شبانه کشت داده شدبهگراد سانتی

استفاده  NheIآنزیم  از RNAiپلاسمیدی برای تائید نهایی کاست 

                                                           
3
 http://in-silico.net/tools/biology/sequence_conversion 
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آنتی سنس کلون شده در -بدین ترتیب وجود قطعه سنس و شد

افزار در این بررسی از نرم .ناقل بیانی مورد تایید قرار گرفت

pssRNAit  وunafold با وارد نمودن توالی انتخابی . استفاده شد

bp266 افزار در نرم( قطعه سنس) برای ژن امگاگلیادین

pssRNAit بعد . س حاصل شدسن انی قطعات آنتیوترین فرابیش

های  سنس موثر برای قطعه سنس، از توالی آنتی ششاز شناسایی 

  ′استفاده نموده و کلیه انتهاهای  unafoldافزار مربوطه در نرم

کوتاه با عملکرد و  dsRNAآزاد با نوکلئوتیدهای متغیر برای 

 (. شکل )دست آمد هانرژی آزاد متغیر با موفقیت ب

 

 
 Abdul)کیلو باز  7/9طول هب pAHC25ناقل بیانی  نقشه فیزیکی -2شکل 

Kader et al. 2012 .) جایگزینی ژنgus (Uid A) توسط قطعه سنس-

انجام  ΙSacو ΙSmaهای  سنس ژن امگا گلیادین با استفاده از هضم آنزیم آنتی

 .استشده

 

شکل )سنس  توالی آنتی ششکوتاه برای  dsRNAساختار ثانویه 

9- II ،III ،IV ،V ،VI ،VII ) نشان دهنده این موضوع است که

تواند خصوصیات برشی خود را  با انرژی مطلوبی می Dicerآنزیم 

با کارایی )در انتهای آزاد دو نوکلئوتیدی این ساختارهای ثانویه 

(. Chen et al. 2008; Paddison et al. 2012)اعمال نماید ( بالا

تواند  توالی یاد شده زمانی می ششبرای  RISCکارایی آنزیم 

هدف داشته باشد  mRNAترین عملکرد را برای از بین بردن بیش

 در نظر گرفتنبا  Dicerکوتاه توسط آنزیم  dsRNAکه ساخت 

 9′غنی بودن انتهای  و درصد 92الی  2 پائین بین  GCمحتوای 

شروع فعالیت . انجام شود AUهای  سنس با نوکلئوتید توالی آنتی

دلیل پائین هکوتاه، ب dsRNAسنس  آنتی 9′از انتهای  RISCم آنزی

 ;Reynolds et al. 2004)شود  بودن انرژی آزاد آن ناحیه انجام می

Pradhan et al. 2015 .) با انتخاب تصادفی یک توالی فرضی از

( I-9شکل ) unafoldافزار ژن امگاگلیادین و بررسی آن در نرم

با انرژی آزاد بالا  GCهای  نوکلئوتیددرصد بالای  از معلوم شد که

برخوردار بوده و متفاوت از بقیه عمل ( کیلوکالری بر مول -  /2)

، رابطه مستقیمی بین درصد  در جدول (.  جدول )خواهد کرد 

AU ،GC  و انرژی آزاد برای ساختار ثانویهdsRNA  کوتاه مشاهده

 2آزاد   ′کوتاه با انتهای  dsRNAشود، به این معنی که در  می

کاهش و با کاهش  GC، درصد AUنوکلئوتیدی، با افزایش درصد 

GCیابد که در نتیجه عملکرد آنزیم  ، انرژی آزاد کاهش میRISC 

 Ohmichi et)دهد  را در درگیری و حذف ژن هدف افزایش می

al. 2002; Reynolds et al. 2004.)  

 62-62دمایی مراز در گرادیان  ای پلی پس از انجام واکنش زنجیره

ژنومی با پرایمرهای طراحی شده برای  DNAگراد از درجه سانتی

ژن امگاگلیادین، کلیه دماهای ( بازیجفت 266)قطعه سنس 

ها آزمایشی منجر به تکثیر موفق شدند و محصول واکنش همه آن

درصد آگارز الکتروفورز شد و باندی در محدوده  2/2ژل  روی

نشان دهنده تکثیر اختصاصی ژن  د کهشبازی مشاهده جفت 266

 (.9شکل )باشد  زا می های القا کننده آلرژی کننده پروتئینکد

به داخل  pTG19-Tپس از انتقال ژن امگا گلیادین توسط پلاسمید 

عنوان میزبان و کشت آن بر روی به DH5αسویه  E.coliباکتری 

، X-galسیلین و  آگار حاوی آنتی بیوتیک آمپی LBمحیط 

های سفید و آبی تشکیل شد که نشان دهنده انتقال پلاسمید  کلونی

همچنین جهت تائید وجود . های باکتریایی سفید بود به درون کلنی

های سفید  از کلونی pTG19-Tقطعه ژنی نوترکیب در پلاسمید 

و از  1ها و جدول  طبق دستورالعمل ذکرشده در مواد و روش

تروفورز محصول استفاده شد و با الک Colony-PCRواکنش 

شکل )شد تائید ( بازیجفت 266)واکنش، وجود قطعه موردنظر 

9.)    
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بسته در ناحیه غیر از   ′توالی نامناسب با انتهای ( RNAi :1و ناحیه مربوطه برای انتخاب در سازه  KF412579ای کوتاه برای توالی های دو رشته مقایسه توالی - شکل 

 .RNAiای کوتاه مثبت برای ساخت سازه  های دو رشته توالی( 2، ،7،6،9،9شده،  قطعه تکثیر

 
 کوتاه برای توالی ژن امگا گلیادین گندم dsRNAسنس در  های آنتی نمایش توالی - جدول 

 (9′→ ′)سنس آنتی 
 

با  )%(GCمحتوای 

 توالی مکمل

)%(همپوشانی    ′انتهای آزاد  

سنس آنتی –سنس   

 انرژی آزاد 

(G°Δ )با توالی مکمل 

 دما

(°C) 

CAUGGCAAGGAGGACAAAGAU 47.6 95.2 1-1 -33.8* 37 

UGAUUGUAGCCCUUUGUUGCU 45.2 90.5 2-2 -28.7 37 

AUUGUUGAGGUGAUUGUAGCC 40.4 90.5 2-2 -26.4 37 
UGUUGUUGAUGGGAAAAUGAU 35.7 90.5 2-2 -27.7 37 

AAAUGGUUGUUGUUGAUGGGA 40.4 90.5 2-2 -27 37 

AAAUGGUUGUUGUGAUUGCUG 38.0 90.5 2-2 -28 37 
UAAAUGGUUGUUGUGAUUGCU 35.7 90.5 2-2 -24.7 37 

 .باشد ای بلند می دو رشته RNAای کوتاه از  دو رشته RNAدر بوجود آمدن  Dicerسلولی برای آنزیم  ATPعلامت منفی در انرژی آزاد به معنی مصرف *     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 DNAقطعه سنس از ژن امگا گلیادین از Gradient-PCR محصول  -9شکل 

 -2، ،9،9( فرمنتاز شرکت kb1 - DNA) نشانگر وزنی مولکولی -1. ژنومی

 .گراددرجه سانتی 62و  69/ ، 6/62، 62در دماهای  PCRمحصول 

 

 
تکثیر قطعه ژن امگا گلیادین  -Colony-PCR .1آنالیز محصولات  -9شکل 

کنترل کلون آبی باکتریایی فاقد ژن  - و 2ترکیب، موجود در کلون باکتری نو

   .(فرمنتاز شرکت kb1  - DNA) نشانگر وزنی مولکولی -9امگا گلیادین، 

 

 

 

 

 

 

 

 

 196 محصول برش آنزیمی شامل قطعه  -2بدون برش آنزیمی، ( قطعه سنس)پلاسمید حاوی ژن مورد نظر  -1. پلاسمیدی و برش آنزیمی DNAاستخراج  -6شکل

 .(فرمنتاز شرکت kb1  - DNA) نشانگر وزنی مولکولی - کلئوتیدی، نو
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ای قطعه ژن امگاگلیادین با اطلاعات ثبت شده  اسیدامینه  مقایسه توالی -7شکل 

 .ncbiدر 

 

، برای تائید با روش PCRدر ادامه پس از تائید کلون نوترکیب با 

د های حاوی ژن کشت داده شد و پلاسمی آنزیمی، کلون

در الگوی  .بریده شد NcoΙبرشی   شده توسط آنزیم استخراج

بازی که نشان جفت 196 الکتروفورزی آن یک باند خطی بطول 

همراه وکتور دهنده وجود قطعه ژن امگاگلیادین کلون شده به

 266در نهایت تعیین توالی ژن (. 6شکل )د شباشد مشاهده  می

 NCBIثبت شده در  نوکلئوتیدی مورد نظر و مقایسه آن با ژن

 KF412579نشان داد که این توالی با ژن امگا گلیادین با شماره 

به . خوانی دارددرصد هم 99ثبت شده در بانک جهانی ژنی، 

اگر . نوکلئوتید با یکدیگر اختلاف داشتند سهعبارت دیگر تنها در 

فرض بر این باشد که این تغییرات مربوط به خطای تکثیر توسط 

DNA از نباشد و ذاتا در ژن گیاه مورد استفاده برای این مر پلی

ساز نبوده بلکه با تشابه ازمایش بوده باشد نه تنها مشکل

. نمایدهدف متصل و آنرا خاموش می mRNAدرصدی به 122

زنی مثبت این بوده که ترجمه توالی قطعه ژن پشتوانه این گمانه

یادین در سطح ای امگا گل سازی شده با توالی اسیدامینه همسانه

 (.7شکل )دهد  پروتئین تشابه نودونه درصدی نشان می

، تخلیص قطعه (2شکل )سنس  برای قطعه آنتی PCRبعد از انجام 

جهت اتصال . نوکلئوتیدی مربوطه از ژل آگارز انجام گرفت 191

عمل  pTG19سنس با قطعه سنس مستقر در وکتور  قطعه آنتی

سنس و ناقل  ای قطعه آنتیهای برشی در دو انته برش با آنزیم

پس از اجرای واکنش . حاوی قطعه سنس با موفقیت انجام شد

 DNAاتصال و موفقیت در ترانسفورماسیون باکتریایی، انتقال 

به داخل ( سنس آنتی-با دو قطعه سنس)نوترکیب پلاسمیدی 

انجام یافته و با انجام برش نهایی از DH5α   E.coli باکتری

-pTG)نوکلئوتیدی  7   طول هپلاسمید استخراج شده، قطعه ب

sense-antisense ) درصد آگارز  2/2با انجام الکتروفورز در ژل

و قطعه  pAHC25پس از آن، ناقل بیانی  (.9شکل )تائید شد 

با استفاده از  pTG-sense-antisenseسنس از ناقل  آنتی-سنس

 T4 DNAبرش یافته، و با استفاده از آنزیم SacΙو  SmaΙهای  آنزیم

Ligase سنس به ناقل بیانی  آنتی-قطعه سنس وpAHC25  اتصال

پس از ترانسفورماسیون موفق باکتریایی و استخراج . یافت

های نوترکیب، از طریق برش آنزیمی و خطی  پلاسمید از باکتری

با استفاده از  pTG-sense-antisenseکردن پلاسمید نوترکیب 

-12شکل )صحت ناقل بیانی مورد نیاز تایید شد  NheΙآنزیم 

های موجود برای جلوگیری از  ترین روش یکی از مهم (.چپ

 و زای ناشی از مواد غذایی مثل بادام، گوجه های حساسیت بیماری

ها در فرد بیمار، پرهیز  گندم قبل از پیشروی این نوع حساسیت

 Morita et) باشد این مواد غذایی توسط بیمار می با کامل از تغذیه

al. 2009.) 

 

 
سنس از کلون  فقدان تکثیر قطعه آنتی( Colony-PCR .1محصول  -2شکل

نشانگر وزنی (  سنس از کلون سفید رنگ و  تکثیر قطعه آنتی( 2آبی رنگ 

 ). شرکت فرمنتاز kb1   - DNA (مولکولی

 

 
( pTG-sense-antisense .1در ناقل  RNAiتایید آنزیمی کاست  -9شکل 

محصول برش ( 2 ،(فرمنتاز شرکت kb1  - DNA) نشانگر وزنی مولکولی

پلاسمیدی حاوی قطعه  DNA(  نوکلئوتیدی،  7   آنزیمی شامل قطعه 

 .سنس برش نیافته سنس و آنتی
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 حاوی کاست نهایی pAHC25ناقل بیانی ( سمت چپ .pAHC25اتصال بهم در ناقل بیانی  سنس بعد از آنتی-گیری قطعه سنس نمایش جهت (سمت راست -12شکل 

RNAi .1 ) پلاسمید هضم شده باNheΙ:  پلاسمید خطیpAHC25 (فاقد ژن uidA 1222 جفت بازی) نشانگر ( 2نوکلئوتیدی،  2279سنس  آنتی-به همراه قطعه سنس

 . pAHC25پلاسمید هضم نشده (  ، ).شرکت فرمنتاز kb1   - DNA (وزنی مولکولی

 

زا در جیره غذایی  عنوان یک ماده غذایی مهم و انرژی گندم به

ها مانند  آید اما بدلیل وجود بعضی از بیماری شمار می مردم به

در بعضی از افراد حساس، باید گندم و  WDEIAبیماری سلیاک و 

 هاآنطور کامل از رژیم غذایی  محصولات فرآوری شده از آن به

روش دیگر برای مقابله با این (. Matsuo et al. 2005) شودخارج 

برای تولید گندم بدون زیر  RNAiبیماری  استفاده از فناوری 

واحدهای امگا گلیادینی و یا با محتوای کمتر و زیر آستانه 

. این موفقیت مرهون وجود چند عامل است. باشدزایی میبیماری

مناسب ( مکمل هم)سنس  آنتی-وجود قطعات سنسها از آنیکی 

باشد  هدف می mRNAکوتاه برای  dsRNAبا شناسایی و تحلیل 

 122)طور منحصر به فرد برای از بین بردن های که ب به گونه

های ایجاد کننده عامل بیماری در ناحیه مورد نظر  توپ اپی( درصد

نوین بودن این تکنیک و طراحی آن بدون نیاز به قطعه . موثرباشد

های ژنی مختلف در گندم و یا سایر  انداز برگرفته از مکان لهفاص

راندمان . هاستهای غلات مثل برنج نیز از دلایل توجه به آن گونه

سنس  کوتاه برای قطعات سنس و خصوصا آنتی dsRNAبالای 

را با  RNAi، بازدهی ساخت کاست (هدف mRNAمکمل )

 . ضریب اطمینان بالا فراهم نموده است

گندم نان یکی از  B1کروموزوم ژنوم  واقع برگلیادین  امگاژن 

رود که با وجود  شمار میهب WDEIAعوامل ایجاد کننده 

سازی و ساخت  های تکراری متعدد، شرایط برای همسانه توالی

یکی . با موفقیت مهیا شد (B1) گلیادین9برای امگا RNAiکاست 

ه به نوبه خود دیگر از زیر واحدهای مربوط به ژن امگا گلیادین ک

کروموزوم ژنوم  براست واقع  WDEIAعامل اصلی ایجاد کننده 

D1 (گلیادین2امگا ) گندم نان قرار گرفته است(Gil-Humanes et 

al. 2010; Altenbach and Allen 2011.)  با بررسی جامعی که

توان بیان داشت که در این تحقیق با وجود  انجام شد، می

ای از ژن  سازی ژن مورد نظر در ناحیه ههای تکراری، همسان توالی

ها را در بردارد، برای اولین بار با  توپ امگاگلیادین که بیشترین اپی

سازی موفقی که برای قطعات سنس و آنتی سنس  دو همسانه

 .کند گلیادین را گزارش می2امگا RNAiانجام شد، ساخت کاست 

ادین گلی9های مورد هدف مثل امگا برای ژن RNAiساخت کاست 

سنس برای  آنتی-فاصله انداز اینترونی -با ترکیب قطعات سنس

 Gil-Humanes et)تولید گیاهان تراریخته به انجام رسیده است 

al. 2010; Altenbach and Allen 2011 .) با توجه به اینکه

حال هب گلیادین تا 2های رایج در امگا توپ برای اپی RNAiفناوری 

 RNAiحقیق علاوه بر ساخت کاست است، در این تشدهانجام ن

سازی  گلیادین سعی شد تا با حذف تکثیر و همسانه 2برای امگا

کننده بر گرفته از خود گیاه یا ناحیه غیر کد)توالی اینترونی 

با . جویی شوددر زمان و هزینه صرفه( های دیگر غلات گونه

قطعه  9′نوکلئوتید از انتهای  79، به استثنای 11توجه به شکل 

شمار هسنس ب عنوان ناحیه غیر مکمل با قطعه آنتیهسنس که ب

این . دنباش می  سنس مکمل رود بقیه نواحی قطعه سنس با آنتی می
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( hair-pin)عنوان لوپ ناحیه سنجاق سری هناحیه غیرمکمل ب

 .شودمحسوب می

هایی مثل  در بیشتر تحقیقات انجام گرفته در دنیا برای خاموشی ژن

ای کوتاه، اقدام  دو رشته RNAتوجهی به نقش  ، با بیگلیادین9امگا

که این موضوع  شدههای دلخواه  از توالی RNAiبه ساخت کاست 

های ژنی خارج از هدف در گندم نان شده  باعث حذف توالی

انتخاب و شناسایی (. Altenbach and Allen 2011)است 

dsRNA 21 ه قطعه نوکلئوتیدی کارآمد و با راندمان بالا در ناحی

تواند نقش بسزایی در کاهش  می RNAiسنس کاست  آنتی

دلیل هچنین بهم. العاده تاثیرات خارج از هدف داشته باشد فوق

نوکلئوتیدی  21کوتاه، توالی  dsRNAدر تولید   Dicerتاثیر آنزیم

با انتهای آزاد دو نوکلئوتیدی مورد نظر برای ( سنس آنتی-سنس)

با انرژی آزاد پایین و محتوای  ای باید مشخصه Dicerآنزیم 

 Reynolds)درصدی داشته باشد  92الی  9 ( Cو  G)نوکلئوتیدی 

et al. 2004; Ohmichi et al. 2002 .) یکی از عوامل موثر در

گلیادین، حساسیت تغییرات  2افزایش انرژی آزاد برای ژن امگا

در صورت . باشد نوکلئوتیدی بعد از تکثیر ژن امگا گلیادین می

غییرات نوکلئوتیدی، حتی برای یک نوکلئوتید، امکان ساخت ت

در این تحقیق، .  یابد با موفقیت بالا، کاهش می RNAiکاست 

نوکلئوتیدی شناسایی شده با انتهای آزاد دو  21های  تمامی توالی

بدون تغییر  RNAiسنس کاست  نوکلئوتیدی، در ناحیه آنتی

ساخت یک پلاسمید کاهش ، برای (یابی بعد از توالی)نوکلئوتیدی 

به . دهنده با ضریب اطمینان خیلی بالا مورد استفاده قرار گرفت

موثر برای افزایش   RNAiکمک این روش ساخت نوعی کاست 

های دیگر و فاقد تغییرات  بدون تاثیر در ژن 1خاموشی ژن هدف

که ضمن کاهش زمان تولید کاست طوریهب. شدنوکلئوتیدی میسر 

در کاست  WDEIAهای ایجاد کننده  توپ دان اپیاز نواحی رمزگر

RNAi  است و روشی کوتاه برای ساخت کاست هشدنیز استفاده

RNAi شود موثر و انتقال آن به موجود هدف محسوب می. 
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