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  دانشگاه تربيت مدرس

  دانشكده فني ومهندسي

 پايان نامه كارشناسي ارشد

   گرايش بيوتكنولوژي–مهندسي شيمي 

   توليد شده در ۲-خالص سازي اينترلوكين 

  نوتركيباشرشيا كليباكتري 

 

  سمانه اسفنديار

  :استاد راهنما

  دكتر سميره هاشمي نجف آبادي

  :استاد مشاور

 سيد عباس شجاع الساداتيدكتر 

  

  ۸۷زمستان 
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 نامه حق مالکیت مادي و معنوي در مورد نتایج پژوهشهاي علمی آیین

  دانشگاه تربیت مدرس

انسانها که هاي پژوهشی و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و کرامت   با عنایت به سیاست:مقدمه
لازمه شکوفایی علمی و فنی است و رعایت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم است اعضاي 

آموختگان و دیگر همکاران طرح، در مورد نتایج پژوهشهاي علمی که تحت  هیأت علمی، دانشجویان، دانش
انجام شده است، موارد زیر را رعایت ، رساله و طرحهاي تحقیقاتی با هماهنگی دانشگاه  نامه عناوین پایان

  :نمایند
رساله و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه می باشد ولی /  حق نشر و تکثیر پایان نامه-1ماده 

  .حقوق معنوي پدید آورندگان محفوظ خواهد بود
ات علمی و یا ارائه  در رساله به صورت چاپ در نشری/ نامه  انتشار مقاله یا مقالات مستخرج از پایان-2ماده 

باید به نام دانشگاه بوده و با تایید استاد راهنماي اصلی، یکی از اساتید راهنما، مشاور و یا  مجامع علمی 
ولی مسئولیت علمی مقاله مستخرج از پایان نامه و رساله به عهده . دانشجوي مسئول مکاتبات مقاله باشد

  .اساتید راهنما و دانشجو می باشد
/ نامه آموختگی بصورت ترکیبی از اطلاعات جدید و نتایج حاصل از پایان  در مقالاتی که پس از دانش:تبصره

  .شود نیز باید نام دانشگاه درج شود رساله نیز منتشر می
رساله و تمامی طرحهاي تحقیقاتی / نامه  انتشار کتاب و یا نرم افزار و یا  آثار ویژه حاصل از نتایج پایان-3ماده 
واحدهاي دانشگاه اعم از دانشکده ها، مراکز تحقیقاتی، پژوهشکده ها، پارك علم و فناوري و دیگر واحدها کلیه 

  .باید با مجوز کتبی صادره از معاونت پژوهشی دانشگاه و براساس آئین نامه هاي مصوب انجام شود
المللی که  اي و بین لی، منطقههاي م  ثبت اختراع و تدوین دانش فنی و یا ارائه یافته ها در جشنواره-4ماده 

هاي تحقیقاتی دانشگاه باید با هماهنگی استاد  رساله و تمامی طرح/ نامه حاصل نتایج مستخرج از پایان
  .راهنما یا مجري طرح از طریق معاونت پژوهشی دانشگاه انجام گیرد

 در 23/4/87ی و در تاریخ    در شوراي پژوهش   1/4/87 ماده و یک تبصره در تاریخ      5نامه در      این آیین  -5ماده  
  شوراي دانشگاه بـه تـصویب رسـیده و از           15/7/87هیأت رئیسه دانشگاه به تایید رسید و در جلسه مورخ           

   .الاجرا است تاریخ تصویب در شوراي دانشگاه لازم
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  هاي دانشجویان دانشگاه تربیت مدرس) رساله(نامه  آیین نامه چاپ پایان

بخشی از فعالیتهـاي   ، مبین  هاي تحصیلی دانشجویان دانشگاه تربیت مدرس) رساله(پایان نامه نظر به اینکه چاپ و انتشار   
،دانش آموختگان این دانشگاه نسبت بـه    پژوهشی دانشگاه است بنابراین به منظور آگاهی و رعایت حقوق دانشگاه        -علمی  

  :شوند رعایت موارد ذیل متعهد می
دانـشگاه  »  دفتر نشر آثارعلمی«ي خود، مراتب را قبلاً به طور کتبی به     ) رساله( نامه   در صورت اقدام به چاپ پایان     : 1ماده  

  .اطلاع دهد
  :عبارت ذیل را چاپ کند)  پس از برگ شناسنامه(در صفحه سوم کتاب : 2ماده 
-مهندســــی شــــیمی   رشته  درسمانه اسفندیارکتاب حاضر، حاصل پایان نامه کارشناسی ارشد نگارنده «

دانشگاه تربیـت مـدرس بـه راهنمـایی           فنی ومهندسی  در دانشکده  1387    که در سال است  يبیوتکنولوژ
 از آن دفـاع  سید عباس شجاع الـساداتی ، مشاوره سرکار جناب آقاي دکتر   سمیره هاشمی نجف آبادي     سرکار خانم 
  ». شده است

را )  چـاپ  در هـر نوبـت  ( درصد شمارگان کتاب ، تعداد یک هاي انتشارات دانشگاه به منظور جبران بخشی از هزینه    : 3ماده  
تواند مازاد نیاز خود را به نفـع مرکـز نـشر درمعـرض فـروش قـرار        دانشگاه می. دانشگاه اهدا کند»  دفتر نشر آثارعلمی«به  
  .دهد
،  مـدرس  به عنوان خـسارت بـه دانـشگاه تربیـت     بهاي شمارگان چاپ شده را% 50، 3در صورت عدم رعایت ماده : 4ماده 

  .تأدیه کند
خسارت مـذکور را   تواند ، دانشگاه می دانشجو تعهد و قبول می کند در صورت خودداري از پرداخت بهاي خسارت: 5ماده 

دهد به منظور استیفاي حقـوق خـود، از طریـق     از طریق مراجع قضایی مطالبه و وصول کند؛ به علاوه به دانشگاه حق می     
  .، تامین نماید نگارنده براي فروش  ا از محل توقیف کتابهاي عرضه شده ر4، معادل وجه مذکور در ماده  دادگاه
کارشناسی ارشد    مقطع بیوتکنولوژي- مهندسی شیمی دانشجوي رشته   سمانه اسفندیار اینجانب :6ماده 

    
  . ، به آن ملتزم می شوم تعهد فوق وضمانت اجرایی آن را قبول کرده

  
 سمانه اسفندیار: نام و نام خانوادگی

  
  :تاریخ و امضا
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:تقدیم به  

 

 پدر و مادرم عزیزم
 

 که افتخار وجودشان برایم

.است از هر مدرکی ارزشمندتر و بالاتر  
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 تقدیم به پناهگاه شکیباي دلشوره هایم
 

 همسر عزیزم، مجتبی
 

 چنین استوار و قوي که اگر حمایت هاي بی دریغ او نبود، شاید هرگز، این
.گام بر نمی داشتم  
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  :امحال که با استعانت از خداوند بزرگ این مقطع تحصیلی را به پایان رسانیده

  ...اماز تک تک معلمان و بزرگواران در زندگی

 و  تحلیل و تحقیق و معرفت همواره مرا تشویق و همراهی کرده- پژوهش- تعلیم و تربیت-که در امر تحصیل

امیدوارم همواره بتوانم به بهترین شکل ادامه دهنده راه . آورمجا میکنند کمال سپاسگزاري و قدردانی را بهمی

  .و آرمانشان باشم

  :از استادان و بزرگواران در دوره تحصیلی کارشناسی ارشد

ده ایشان در هاي ارزنخاطر راهنمایی، بهسمیره هاشمی نجف آبادي  دکتراستاد راهنماي محترم سرکار خانم

  کنمگیري این تحقیق  قدردانی میگامهاي تحقیق و صبوري و بزرگواریهاي ایشان در طول شکل

دریغ ایشان هاي ارزنده و بیخاطر راهنماییبه, دکتر سید عباس شجاع الساداتیاستاد مشاور جناب آقاي 

  در تمام طول تحقیق سپاسگزارم

  :خصاز کلیه عزیزان در مرکز طبی کودکان بالا

هاي ایشان خاطر  همراهی و راهنماییسرکار خانم دکتر زهرا پورپاك، سرکار خانم شکوه اعظم صراف زاده، به

در حین تحقیق  و همه دوستان و همکلاسی هاي گرامی که مرا در این تحقیق یاري رساندند، کمال تقدیر و 

  .تشکر را دارم
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  كيدهچ

يك پروتئين تنظيم  ، دالتون١٥٥١٧ آمينه و وزن ملكولي معادل  اسيد١٣٤با  انساني ۲- اينترلوكين   

 علاوه بر .رده اي از پاسخ هاي ايمني مي شود ايمني است كه باعث ايجاد سطح گستامانهكننده در س

 داراي كاربردهاي ۲-اينترلوكين. ددار T و B هاي يافتن لمفوسيت نقش مهمي در تكثير و تمايز ،اين

 بيماري هاي نقص ايمني ، در درمان انواع سرطان ها مانند سرطان خون جملهاز است متنوعيدارويي 

  . و همچنين در تحقيقات آزمايشگاهي به كار مي رود

در د شده ي تول١ي انسان٢-نينترلوكيب اين نو تركي پروتئي خالص سازين پژوهش،هدف از ا   

 با ٢ روش كروماتوگرافي تمايلي در انجام اين تحقيق از. استE.coliب يه نوتركياز سوآزمايشگاه 

دو روش شستشوي متفاوت در مورد خالص .  آگارز براي خالص سازي استفاده شدNi-NTAاستفاده از 

  . و استفاده از ايميدازولpHتغيير : سازي مورد استفاده قرار گرفت كه عبارتند از

از ايميدازول نسبت به     نتايج به دست آمده نشان داد كه خالص سازي بهتري در صورت استفاده 

 ٣فعالهاي پروتئيني غيرتوده همچنين از آنجايي كه پروتئين مورد نظر به صورت.  حاصل شدpHتغيير 

 آن انجام ٤توليد شد، پس از مراحل خالص سازي، مجموعه فرايند هايي براي بازيابي شكل فضايي

 كاهش غلظت با آگارز Ni-NTA ستون كروماتوگرافي  در۲-بازيابي شكل فضايي اينترلوكين. گرفت

 به دست آمده با آزمايش تكثير لمفوسيت هاي ۲-، اينترلوكينپسس .مولار انجام شد ۸-۰اوره از 

Tبازيابي شده فعاليت مناسبي را داراست۲-سنجيده شد و نشان داده شد كه اينترلوكين٥ .  

   آگارزNi-NTAايلي، توده هاي پروتئيني، بازيابي شكل فضايي، كروماتوگرافي تم :كلمات كليدي

                                                   
1 Human Interleukin-2 
2 Affinity Chromatography 
3 Inclusion Body 
4 Refolding 
5Lymphocyte Transformation Test (LTT) 
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  فهرست جداول

  ۲  ۲۰۰۳ تا ۲۰۰۱ دارويي پرفروش و فروش جهاني آنها از سال تمحصولا - ۱-۱جدول 

 ٩  هاي مختلف              مقايسه ميزبان- ١-٢جدول 
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توليد  اما فرايند ، از فرايند هاي تخميري استفاده كرده است،اگر چه بشر از هزاران سال قبل    

ريزسازواره صنعتي و استفاده از ت فناوري يسز مقدمه اي براي علم ،١٩٤٠ پني سيلين در دههصنعتي

 اپس از آشنايي ب. ها، اسيد هاي آمينه و مانند آن بود  تهيه محصولاتي نظير اسيد هاي آلي، الكلدر ها

قابل انكاري شده و تهيه و بهينه  دستخوش تغييرات غير  زيست فناوري علم،فنون مهندسي ژنتيك

 پرفسور پاول ۱۹۷۲در سال  . تبديل به بخش بزرگي از اين علم شده است،تركيب نوسازي محصولات

 نوتركيب DNA اولين ۱۹۸۰برگ استاد دانشگاه استنفورد و برنده جايزه نوبل در رشته شيمي در سال 

ي اولين بار موفق به انتقال پلاسميد به باكتري  پرسور بوير و همكارانش برا۱۹۷۳در سال . را تهيه كرد

انسولين  اولين بار محصول دارويي نوتركيب  براي۱۹۸۲گروه در سال   شدند و هميناشرشيا كلي

اين شاخه از زيست فناوري به گونه اي بوده است كه در سال در پيشرفت علم . انساني را توليد كردند

 از منشا نوتركيب ،اده شده توسط بيماران ديابتي در آمريكا درصد از انسولين استف۷۰ در حدود ۱۹۹۹

 با فروشي ، محصولات دارويي نوتركيبكننده شركت توليد۱۱۰ بيش از ۲۰۰۳در سال . ]۹ [بوده است

 ۲۰۱۰ ميليارد دلار در دنيا مشغول به كار بوده اند كه پيش بيني مي شود اين عدد در سال ۳۲بالغ بر 

از مهمترين و پرفروش ترين محصولات نوتركيب مي توان به . ]۵۱[ر برسد ميليارد دلا۵۳به حدود 

 ميليارد دلار، عامل ۴روش ساليانه ف ميليارد دلار، انسولين انساني با ۷اريتروپويتين با فروش ساليانه 

 ميليارد دلار، هورمون رشد انساني با فروش ۶/۲ تحريك كننده كلني هاي رشد با فروش ساليانه

 واكسن نوتركيب هپاتيت ب  وميليارد دلار۲/۱ ميليارد دلار، اينترفرون بتا با فروش ساليانه ۷/۱ساليانه 

ي از محصولات دارويي فهرست ۱-۱ جدول .]۲۰[ ميليون دلار اشاره كرد۷۲۵با فروش ساليانه 

       .دهد ارائه مي۲۰۰۳ تا ۲۰۰۱از سال را ها نوتركيب، شركت ها، ميزان فروش و ميزان رشد آن
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 ۲۰۰۳ تا ۲۰۰۱ دارويي پرفروش و فروش جهاني آنها از سال ت محصولا۱-۱جدول 

  
٢٠٠١فروش در سال   

)ميليون دلار(  
٢٠٠٢فروش در سال   

)ميليون دلار(  
٢٠٠٣فروش در سال   

)ميليون دلار(  
ميزان رشد فروش از 

٢٠٠٣ تا ٢٠٠٢سال   
 محصول و نام شركت

٦/٦ ٣٩٨٦ ٤٢٦٩ ٣٤٣٠-  
Erythropoetin-alpha 
(Johnson & Johnson) 

 

٧/٧ ٢٤٣٥ ٢٢٦١ ٢١٠٨  
Erythropoetin-alpha 

(Amgen) 
 

١/٨ ١٢٦٨ ١٣٨٠ ١٣٤٦-  G-CSF (Amgen) 
 

٥/١٧٠ ١٢٥٥ ٤٦٤ ٠  
Pegylated G-CSF 

(Amgen) 
 

٩/٠ ٢٢٣٥ ٢٢٥٥ ٢٢٤٤-  
Human Insulin 
(Novo Nordisk) 

 

٢/١٣ ١١٧٠ ١٠٣٤ ٩٧١  
Interferon beta-1a 

(Biogen IDEC) 
 

٣/٣٢ ١٨٥١ ٢٧٣٦ ١٤٤٧-  
Pegylated Interferon 

alpha(ScheringPlough) 
 

٥/١٤٩ ١٣٠٠ ٥٢١ ٨٥٦  
Tumor Necrosis 

Factor alpha 
(Amgen) 

 

٢/٢٧١ ١٥٤٤ ٤١٦ ٤٢  
Darbepoetin alpha 

(Amgen) 
 

١/٧٢ ١٣١٨ ٧٦٦ ٤٧٩  
Erythropoetin beta 

(Roche) 
 

٠/١٤ ١٨٣٦٢ ١٦١٠٢ ١٢٩٢٣  
 محصول برتر در ١٠فروش 

 سال

٠/١٩ ٣٢٠٦٥ ٢٦٩٣٥ ٢١٤٧٠  
فروش كل محصولات در 

 سال

  

زيست وري هايي كه بر پايه شاخه های مختلف علوم نظير  فنآوري با استفاده از مجموعه فنآ  زيست  

 بهره زيستيها و مولكول هاي  از خصوصيات سلول, شيمي و مهندسی شيمي استوار استزيست , شناسي

 و از زيستياز مهمترين مولکول های , به عنوان محصول نهايي ژن ها, بدون شک پروتئين ها. ردمي گي
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زيست فنآوري از منابع متفاوتي براي توليد . عناصر اصلی حيات در تمامی جاندارن محسوب مي شوند

 هايي نظير ايي ريز سازواره هاين منابع گاهی به صورت نوترکيب با استفاده از. پروتئين ها بهره مي گيرد

, گياهان, هاي پستانداران اشريشيا کلي و مخمرها بوده وگاهی نيز به صورت طبيعي با استفاده از سلول

  . ]۲[حشرات يا مايعات فيزيولوژيک نظير پلاسماي خون هستند

 و "١ بالادستيفرآيند عمليات" به دو بخش زيست فنآوريبه طور کلی عمليات توليد پروتئين توسط     

عملياتي نظير کشت سلولي و  " بالادستيفرآيند عمليات . "تقسيم مي گردد" ٢ پايين دستيآيند عملياتفر"

. پذيردانجام مي نظرم در داخل منبع موردتخمير است که برای توليد پروتئين به صورت محصول اوليه و خا

 جداسازي انجام مي گيرد و هاي مختلف روش عملياتي است که با استفاده از" فرآيند عمليات پايين دستي"

" که عموما, زيستيهدف نهايي آن پالايش محصول پروتئينی مورد نظر از مواد ديگر موجود در محيط 

 اما ،اين دو بخش داراي تفاوت های اساسي با يکديگر هستند. است, تحت عنوان ناخالصی ها قرار مي گيرند

تأثير غير قابل " فرآيند عمليات پايين دستي  "ت موفقيدر نحوه انجام و" فرآيند عمليات بالادستي "چگونگي 

ويژگي   و " فرآيند عمليات بالادستي"در نظر گرفتن خصوصيات ماده اوليه حاصل از . انکار و به سزايي دارد

  .]۲[بسيار حائز اهميت است" فرآيند عمليات پايين دستي "محصول نهايي مورد نظر برای طراحي 

، از محيط تخمير يا پروتئين نوترکيب ي مانند آنتي بيوتيک، ويتامين وزيستخالص سازي يک محصول     

عظمي از ا بخش ،بازيابي پائين دستي. باشد ميزيست فناوري از صنعت يبخش مهميا کشت سلولي، 

ثر براي توليد ٔ هاي جداسازي سريع و موروشهزينه هاي محصول را در بر مي گيرد و در نتيجه استفاده از 

، نيازمند يک سري ي از  ناخالصي هازيستي يک محصول جداساز. اساسي مي باشد، يزيست محصولات

مراحل خالص سازي مي باشد که هر مرحله يک سري از آلوده کننده ها را حذف کرده و محصول را به 

                                                   
1 Upstream 
2 Downstream 
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هاي   بهبود و گسترش روش هاي خالص سازي در طي سالهنياز ب. خصوصيات نهايي آن نزديکتر مي سازد

تشخيصي و تحقيقات   داروئي،مصارف بسيار افزايش يافته است زيرا بيان پروتئين هاي نوترکيب براي ،اخير

  .]۲[به طور موفقيت آميزي در حال توسعه مي باشد

 به ۲- اينترلوكين،در اين ميان.  اينترلوكين ها هستند، پروتئين هاي نوتركيبانواعيكي از مهم ترين     

 ، ايمنيي سرطان و ساير بيماري هاي همراه با ضعف سامانهكه در درمان بيماراي شده دليل نقش شناخته 

اين پروتئين با وزن . توجه قرار گرفته است بيش از ساير اينترلوكين ها مورد اس دارد، مثل ايدز و ام

در آن  توسط گيلس و همكاران شناخته شده و انتقال ژن ۱۹۷۸دالتون اولين بار در سال  ۱۵۵۰۰تقريبي 

 توسط ي بيگانه توليد شده، توسط بدن براي مقابله با آنتي ژن ها،اين پروتئين.  انجام گرفت۱۹۸۳ال س

 .را تحريك مي كند و گيرنده آن ۲-اينترلوكينشناسايي شده و توليد بيشتر  Tگيرنده هاي سلول هاي 

.  تومور ها مي شودننده آنتي ژن و نابود كT سلول هاي تكثير موجب افزايش رشد و ۲-حضور اينترلوكين

 لمفوسيت هاي كشت داده شده در كشت بافت نيز  T براي زنده نگه داشتن ۲-از اين خاصيت اينترلوكين

 يك گروه از لمفوسيت ها هستند كه بيشتر با داشتن گيرنده آنتي Tسلول هاي . ]۱۳،۱۲[استفاده مي شود

سلول ها نشان گر غده تيموس است  يندر ابتداي نام ا T حرف . ژن بر روي سطح خود شناخته مي شوند

 به طور مستقيم در نابود سازي ۲-در حقيقت اينترلوكين. كه خواست گاه اصلي توليد اين پروتئيني هاست

 و همچنين سلول هاي نابود كننده طبيعي Tسازي سلول هاي  تومور ها دخالت ندارد، بلكه از طريق فعال

 يكي از تكثير همچنين در ۲-اينترلوكين. ني را فراهم مي آوردموجبات نابودي تومور ها و سلول هاي سرطا

اين سلول ها كه نقش مهمي در فعاليت  . تنظيمي موثر استT به نام سلول هاي Tانواع خاص سلول هاي 

 ميزبان بدن آنتي ژن هاي در مقابل ۲-توليد اينترلوكين و  T ايمني دارند، مانع از فعاليت سلول هاي امانهس

لمفوسيت هايي كه (B  هم چنين در توليد ايمونوگلوبين توسط سلول هاي ۲-اينترلوكين. ]۶۳[مي شوند

  .نيز نقش موثري دارد) عموماً در مغز استخوان توليد مي شوند
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 پروتئيني بسيار پايدار است، به همين دليل در مقابل تغييراتي مثل جهش هاي ژنتيكي ۲-    اينترلوكين

اين مساله استفاده از اين پروتئين را براي مصارف . ا از دست نمي دهدكوچك، خواص و كاركرد خود ر

 كه با نام ١ نوتركيب توليد شده توسط شركت آمريكايي كايرون۲-اينترلوكين. دارويي ممكن مي سازد

 مجوز لازم براي استفاده در درمان سرطان كبد و در سال ۱۹۹۲ در سال ، عرضه مي شود٢تجاري پرولوكين

 . دريافت كرد٣لازم براي استفاده در درمان سرطان پوست را توسط انجمن غذا و دارو مجوز ۱۹۹۸

 و اينترفرون ]۵۹[    اگرچه در كشور تلاش هايي براي توليد داروهاي نوتركيب مانند هورمون رشد انساني

 مورد نياز ها  اما به نظر مي رسد كه تلاش هاي بيشتري براي توليد انواع اين دارو، انجام شده]۳۴،۳۳[گاما

 ۲-پروژه حاضر در جهت حل بعضي از مشكلات موجود بر سر راه خالص سازي پروتئين اينترلوكين . است

 فصل مقدمه، مروري بر پژوهش ۴ صورت گرفته و در BL21اشرشيا كولي توليد شده از باكتري نوتركيب 

  .هاي پيشين، مواد و روش ها و نتايج و بحث ارائه مي شود

                                                   
1  Chiron Corporation 
2 Proleukin 
3 Food and Drug Administration 
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