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پروردگار يكتا را كه هستي مان سپاس بي كران 
بخشيد و به طريق علم و دانش رهنمونمان شد و به 
همنشيني رهروان علم و دانش مفتخرمان نمود و خوشه 

  .چيني از علم و معرفت را روزيمان ساخت

  خداوندا           

به ما توفيق تلاش در شكست، صبر در نوميدي، رفتن 
داش، فداكاري بي همراه، جهاد بي سلاح، كار بي پا

در سكوت، دين بي دنيا، مذهب بي عوام، عظمت بي 
نام، خدمت بي نان، ايمان بي ريا، خوبي بي نمود، 
گستاخي بي خامي، مناعت بي غرور، عشق بي هوس و 
دوست داشتن بي آنكه دوستت بدارند، را عنايت 

  . فرما

 



 أ 
 

 

 

 

 

  

  
از كساني كه مرا در بسي شايسته است  »من لم يشكر المخلوق لم يشكر الخالق «به مصداق 

  .ند تشكر نمايمدانجام اين تحقيق  ياري رسان

 فراهم مرا دلسوز و مهربانم كه آرامش روحي و آسايش فكري خواهر و برادران ،معزيز پدر و مادراز 
درسي را به  مطلوب ، مراتب تحصيلي و نيز پايان نامهنمودند تا با حمايت هاي همه جانبه در محيطي 

  .كمال تشكر را دارم نحو احسن به اتمام برسانم

  : همچنين صميمانه ترين مراتب تشكر از

كه از حمايت هاي بي شائبه ايشان در طول  دكتر سيد لطيف موسوياستاد ارجمند جناب آقاي 
 .تحصيل و تحقيق برخوردار بودم

كه از راهنمايي هاي كار ساز و تشويق هاي دكتر معصومه رجبي بذل خانم  استاد محترم سركار
  .ايشان  در طول تحقيق بهره برده ام

  .از اساتيد داور جهت قبول داوري و راهنمايي هاي آنان صميمانه قدرداني مي كنم

  . يمنماقدرداني مي نظريان تشكر و آقاياز زحمات بي دريغ سركار خانم شكيبا درويش عليپور و 

نوري، حسين پور، پورفرزام،  صفايي، آل رسول، باقري، تمامي دوستان محترم خانمها حسينقلي،از 
خالويي، آراسته، شاهي، باغبان، سفيد، احمدي و آقايان ابراهيمي زاده، نصرتي، باخرد، زارع، دهقاني و 

نمايم و اين اثر علمي را به ساير دوستاني كه كمك هاي ارزنده شان راهگشاي مشكلات بود تشكر مي
  .تقديم مي كنم پويندگان مسير علم و حقتمامي 

  تشكر  تقدير و
 

 



 ب 

 

  

  چكيده
هاي ترين سيستمدر طول دو دهه گذشته مخمرمتيلوتروفيك پيكيا پاستوريس به عنوان يكي از موفق

به محبوبيت اين سيستم . بياني جهت توليد انواعي از پروتئينهاي نوتركيب مورد استفاده قرار گرفته است
سادگي دستكاري ژنتيكي پيكيا پاستوريس و )1: نها عبارتند ازدليل چندين عامل است كه مهمترين آ

شباهت آن به ساكاروميسز سرويزيه كه از شناخته شده ترين سيستمهاي آزمايشگاهي در زيست شناسي 
  طوح بالا توانايي بيان پروتئين به صورت داخل سلولي و خارج سلولي در س)2. شودنوين محسوب مي

توانايي انجام بسياري از تغييرات پس از ترجمه اي يوكاريوتي مانند گليكوزيلاسيون، تشكيل ) 3
 .پيوندهاي دي سولفيدي و در نتيجه فولدينگ صحيح پروتئين

 .باشد كلي اشرشيا بياني سيستم براي عالي جايگزين يك تواند مي پاستوريس پيكيا ،مزايا اين وجود با
 آز هليكوباكترپيلوريآنزيم اوره UreCزير واحد  عليه شتري سنگين زنجيره بادي آنتي پژوهش، اين در
 به ابتدا در و كلون pPink‐HC دروكتور VHH ژن .گرديد تخليص سپس و بيان پاستوريس پيكيا در

 ژنوم به ورود منظور به VHH ژن حاوي وكتور سپس .شد منتقل  Top10 ، سويهكلي اشرشيا باكتري
 شده ترانسفورم هاي كلوني از تعدادي  .گرديد منتقل مخمري مستعد هاي سلول به و شد مخمرخطي

 درپيكيا نوتركيب VHHو شد داده كشت (BMGY,BMMY) مخمر بياني كشت محيط در و انتخاب
 بيان ميزان كه شد مشاهده و گرديد آناليز  SDS-PAGE وسيله به پروتئين بيان  .شد بيان پاستوريس

  .است بالاتر كلي اشرشيا باكتري به نسبت پاستوريس پيكيا مخمر در پروتئين

اي همچنين مقايسه. مورد ارزيابي قرار گرفت invitroدر نهايت كارايي نانوبادي بيان شده در شرايط 
بين كارايي نانوبادي بيان شده در باكتري و مخمر صورت گرفت و مشخص شد كه نانوبادي بيان شده 

  .آز كارايي بهتري داردآنزيم اوره در مخمر در جهت مهار

 نانوبادي،  بيان هليكوباكترپيلوري، UreCزيرواحد پيكياپاستوريس،  :كلمات كليدي
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  مقدمه  -1-1
در  است كه اولين بار تاژكدار مارپيچي شكل و ،1ميكروآئروفيليك ،ليكوباكترپيلوري، باكتري گرم منفيه

تري در موكوس معده انسان ن باكيا. كشف شدبري مارشال در استراليا  ، توسط رابين وارن و1982سال 
ه به بعلاو. است  CO2سطوح بالايي از ،شود، رشد آن كند است و يكي از نيازهاي رشد آنكلون مي

ا به ر CO2كه  استوابسته  )يكي از آنزيم هاي مهم در اين باكتري(آز شدت به عمل كاتاليزوري اوره
دن باكتري در محيط اسيدي آز سبب زنده مانآنزيم اوره. ]4;3[كندعنوان محصول واكنش توليد مي

، به آمونياك و دي شودطور طبيعي به درون معده ترشح مي اوره را كه به ،زيرا اين آنزيم. ودشمعده مي
شود و يون دروژن از آب به آمونيوم تبديل ميآمونياك با گرفتن اتم هي. شكنداكسيد كربن مي

كربنات را دهد و بياست، با دي اكسيد كربن واكنش مي هيدروكسيدي كه از شكست آب ايجاد شده
اين باكتري . ]5[شودو در نتيجه زنده ماندن باكتري ميكند كه باعث خنثي كردن اسيد معده توليد مي

هاي متعدد از جمعيت جهان است كه مسئول بيماري نيمي ازدر حدود  امل بيماريزاي موثروع جملهاز 
 lllدر راستاي گزارش توافقي.  ]4;3[تدوازدهه و سرطان معده اس زخم معده و قبيل التهاب معده،

Maastrich ، مصرف پيلوريهاي ايجاد شده توسط هليكوباكتربراي درمان عفونت 2مركز ملي آلمان ،
هاي پمپ مترونيدازول همراه با مهار كنندهسيلين يا هاي كلاريترومايسين و آموكسيآنتي بيوتيك

 اما اين .را توصيه كرد ،انددر بيماراني كه قبلاً درمان نشدهبراي ريشه كني اين باكتري  )ppi(پروتون
 هايراه درمان ديگر عفونت .]6[هاي مقاوم به اين دارو با شكست مواجه شدسويه درمان، به خاطر

باديآنتيامكان توليد  ،باديتفاده ازتكنولوژي رايج آنتيبا اس. باشدها ميباكتريايي، استفاده از آنتي بادي
هاي باكتريايي ژنهايي به آنتيباديچنين آنتي .وجود داردميكروبي  هايعليه عفونتهايي با تمايل بالا 

هاي اكتريهايي كه باعث ازبين رفتن بباديآنتي .شوندحساس هستند و باعث كارايي و ايمني بيشتر مي
نحوه . كنندها نقش خود را ايفا ميبيوتيك، با مكانيسم متفاوتي نسبت به آنتيشوندمقاوم به دارو مي

                                                            
1 MicroaeropHilic 
2 German National Reference centre 
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و يا به  دهندستقيم سطح باكتري را هدف قرار مييا به طور م :ها به دو صورت است باديعملكرد آنتي
هاي فاكتورهاي باكتريايي يا ديگر خنثي كردن توكسين طريقاز و كنند صورت غير مستقيم عمل مي

هاي به كار بادييكي از انواع آنتي. ]7[كنندمحافظت مياز ميزبان بقا عفونت  زايي وضروري براي بيماري
بادي زنجيره خصوص هليكوباكتر پيلوري، آنتيي بههاي باكترياير پيشگيري يا درمان عفونترفته د
 .است يتك دميني شتر سنگين

هتروتترامريك معمولي را  هايباديهستند، نه تنها آنتي .Camelidae SPي لاماها كه متعلق به خانواده
كنند كه فاقد زنجيره سبك و دمين ثابت زنجيره هايي توليد ميباديآنتي كنند، بلكهتوليد مي

 VHاين آنتي بادي هاي زنجيره سنگين فقط از طريق تك دمين  .]9;8[هستند CH1)(سنگين
)variable  domain conventional antibodies(  كه براي تفاوت نسبت بهVH ،معمولي

VHH)variable domain of heavy chain anti bodies(گفته مي شود، به آنتي ژن وصل مي -

 هايييا آنتي بادي كامل مزيت وscfv، fab ظيرها نبادينسبت به ساير مشتقات آنتيVHH  .]10[شوند
   :دارد كه عبارتند از

ميزان  )3از يك كتابخانه كامل،  invivoسهولت انتخاب  )2، كلونينگ آسان به علت اندازه كوچك آن)1
 VHبا قطعات  زيادتشابه ميزان  )5داراي پايداري و حلاليت بالا،  )4، بيان بالا و سهولت در تخليص آن

ندازه كوچك نسبت به ساير اداشتن  دميني به علت بادي نوتركيب تكهمچنين آنتي .]12;11[انساني
ها بادياين آنتي .]13[را دارد كه مزيت قابل توجهي است ها و سلولهاها، قابليت نفوذ در بافتباديآنتي

ر حالي كه قدرت اتصال آنها همچنان د ،همچنين ظرفيت دوباره فولد شدن را بعد از دناتوراسيون دارند
تحت شرايطي مثل درجه  ند وهست درجه حرارت بالا پايدارتر ها درVHHبعلاوه . حفظ شده است

ژني موجود در شكافجايگاه آنتيتوانند همچنين مي. ]14[كننددرجه بهتر عمل مي 90ت بالاتر از حرار
. ]11[اين توانايي را ندارند هاي معموليباديها تشخيص دهند، اما آنتيال آنزيمجايگاه فع مانندها را 

زيرا ابعاد آن ها در حد نانومتر  ،گويندنيز مي  3شده نانوبادي هاي جداVHHلازم به ذكر است، به 
اي در شود كه كاربردهاي بالقوهانساني موجب مي VH شباهت زياد اين مولكول ها به. ]15;10[است

  .]10[تشخيص هاي ايمني و نيز ايمني درماني داشته باشد
هاي بيان هاي درماني، از سيستمتوان همانند بسياري از پروتئينبه منظور توليد گسترده آن مي

هاي پروتئيني ژنعليه انواع آنتي VHHهاي موجود، بر اساس داده. استفاده كردپروكاريوتي و يوكاريوتي 
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