
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 وزارت علوم، تحقيقات و فناوري

 پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست فناوري

 

 پايان نامه کارشناسي ارشد

 رشته زيست شناسي سلولي و ملکولي

 

 بومی پنی سیلیوم مولد مایکوفنولیک اسید و شناسایی( های)جداسازی سویه

 بیوتیک، دخیل در فرایند تولید آنتیmddو  hmgژنهای  

 

 نگارش

 فاطمه محموديان

  

 استادان راهنما

 دکتر سيد صفاعلي فاطمي

 دکتر باقر يخچالي

 

 0931اسفند 

 .حق استفاده از مفاد پايان نامه براي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست فناوري محفوظ است



 



 تقدیم به

 تجربه نمایمکه عالمانه به من آموخت تا چگونه در عرصه زندگی، ایستادگی را م پدر

و به مادرم، دریای بی کران فداکاری و عشق که وجودم برایش همه رنج بود و وجودش 

 برایم همه مهر 

 

 ،خانواده عزیزم تقدیم بهو 

به پاس عاطفه سرشار و گرمای امید بخش وجودشان که در این سردترین روزگاران بهترین 

 .پشتیبان من بودند

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 تقدير و تشکر

 

وظيفه شاگردي خود ميدانم تا مراتب سپاس و قدرداني را از جناب آقاي دکتر سيد صفاعلي فاطمي و جناب 

که همچون پدري مهربان، با سعه صدر در تمام مراحل اين پايان نامه  به جا آورمآقاي دکتر باقر يخچالي 

 .  ق بهره مند نمودندپشتيبان من بودند و مرا از راهنمايي هاي ارزنده شان در عرصه علم و اخلا

 

از همراهي و مساعدت کارشناسان محترم آزمايشگاه صنعت و محيط زيست، خانم ها رحيمي و دانش و آقايان 

 .قمي و علي اکبري صميمانه سپاسگذارم

 

بهروزي و ضعيفي زاده که در امر انجام و تدوين پايان  يرقاسمي و آقايان نوري، خداوردي،همچنين از خانم م

 .نامه مرا ياري نمودند تشکر مينمايم

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 :چکیده 

اين . شودهاي قارچي توليد ميهاي ثانويه است که توسط بعضي از گونهمايکوفنوليک اسيد، يکي از متابوليت

سيليوم توليد باشد توسط چندين سويه پنيسيستم ايمني ميي بيوتيکي و بازدارندهدارو که داراي خاصيت آنتي

ي هاي توليدکنندهقارچ. بيشترين توليد را نشان داده است کامپکتومسيليوم برويپنيشوند که در اين ميان مي

در بيوتيک نيز ي اين آنتيهاي توليد کنندهحضور قارچ. شوندهاي ثانويه، به فراواني در خاک يافت ميمتابوليت

هاي کشاورزي و نيز مواد غذايي، ميوه و لبنيات فاسد هاي باراني گرمسيري و زمينها، جنگلخاک گلخانه

سيليوم بومي مولد مايکوفنوليک اسيد، از خاک در اين تحقيق به منظور جداسازي سويه پني. گزارش شده است

ها روي محيط کشت از کشت نمونهپس . برداري انجام شدمناطق مختلف و نيز مواد فاسد ذکر شده نمونه

و  (Czapek-Dox) مايع ها در محيط کشتتمامي اين سويه. سيليوم جداسازي گرديدسويه پني 041اختصاصي، 

برداري و سپس از محلول رويي کشت نمونه. گراد گرماگذاري شدنددرجه سانتي 12روز در دماي  01به مدت 

ي مايکوفنوليک اسيد سيليوم بومي توليدکنندهسويه پني 9. اليز شدندآن HPLCبيوتيک با از نظر توليد اين آنتي

-توالي)و ملکولي( ماکروسکوپي و ميکروسکوپي)ي با بالاترين توليد از نظر مورفولوژيکيجداسازي شد و سويه

s rDNA02 )آنتي باشد که تاکنون توليد اينمي سيليوم گلابرومپنينتايج نشان داد که اين سويه . شناسايي شد-

اصلي مسير بيوسنتز اين هاي از ژنmdd و  hmgهمچنين حضور دو ژن . بيوتيک توسط آن گزارش نشده است

اين . براي اين کار از پرايمرهاي طراحي شده قبل استفاده شد. بيوتيک، در سويه توليدکننده شناسايي شدآنتي

ها در هاي آمينواسيدي کد شده توسط اين ژنپرايمرها پس از انجام همرديفي چندگانه توالي بر اساس توالي

ها قطعات به دست آمده از اين ژن. ها طراحي شدندي بين تواليهاي قارچي ديگر، از نواحي حفاظت شدهگونه

-RTو سپس  RNAها، ابتدا استخراج همچنين براي اثبات بيان اين ژن. درون وکتور کلون و تعيين توالي شدند

PCR  حضور و انجامmRNA قطعات . اثبات شداين ژنها يDNA  حاصل ازRT-PCR  کلون و تعيين توالي

 .آنها مقايسه شدند cDNAدر آخر توالي نوکلئوتيدي به دست آمده از ژن و . شدند

 بيوتيک سيليوم، مايکوفنوليک اسيد، متابوليت ثانويه، آنتيپني: کلمات کليدي
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 106يقارچ يها گونه گريد با گلابروم وميليس يپن هيسو HMG ژن يتوال سهيمقا يلوژنيف درخت -22- 4  شكل

 106يقارچ يها گونه گريد با گلابروم وميليس يپن هيسو MDD ژن يتوال سهيمقا يلوژنيف درخت -23- 4  شكل
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 مقدمه: بخش اول   -1

در ( هگزنیک اسید4-متیل4(اوکسوفتالانیل-3-متیل-7-متوکسی-6-هیدروکسی-4) 6) 1اسیدمایکوفنولیک

بیوتیکی آن ای است که خاصیت آنتیمتابولیت ثانویه سازی شد و اولینبه فرم کریستال جدا 1986سال 

 Vinokurova et)زخم مشخص شده استم مثبت از جمله عامل بیماری سیاههای گرعلیه باکتری

al.,2005 .)کننده سیستم ایمنی است که برای جلوگیری از رد پیوند یک داروی سرکوب اسیدمایکوفنولیک

های هم اکنون دو مشتق دارویی از آن با نام(. Overy and Frisvad, 2005)در پیوند اعضا استفاده می شود

2مایکوفنولات مفتیل
(MMF) با نام تجاری CellCept® با نام تجاری 3و مایکوفنولات سدیم Myfortic  

های زیستی و مشتقات آن دارای ویژگی بیوتیکاین آنتی(. Torsten et al., 2011) شودبه بازار عرضه می

ی ، آنتی سوریاسیس و بازدارندهابیالته، ضداز جمله فعالیت ضدقارچی، ضدویروسی، ضدتومورییعی وس

  .باشندسیستم ایمنی می

به عنوان داروی متوقف کننده ی سیستم ایمنی  1881مایکوفنولیک اسید و مایکوفنولات مفتیل در سال 

برای تجویز پس از اعمال جراحی پیوند اعضا و به منظور ممانعت از پس زدن عضو پیوندی توسط بدن 

بیمار پس  1555برای درمان بیش از  1889-1881تایید شد و تنها در فاصله سالهای  FDAانسان توسط 

تایید  FDAمایکوفنولات سدیم نیز توسط  2551همچنین در سال . از پیوند کلیه مورد استفاده قرار گرفت

 .شد

فی روی سایر سلولهای دارد ولی اثر سمی خفی Tو Bاسید اثر اختصاصی روی لنفوسیتهایمایکوفنولیک

سیستم ایمنی از قبیل ای بازدارنده به همین دلیل میتواند بهترین داروی جایگزین داروه .انسانی دارد

های اولین بار از محیط کشت مایع گونهبیوتیک این آنتی .(Xua and Yang, 2007) ها باشدسیکلوسپورین

  .سیلیوم جداسازی گردیدپنی

های درگیر در مسیر ، اطلاعات کمی راجع به آنزیمآن علیرغم اهمیت این دارو و کاربردهای رو به افزایش

بیوتیک توسط چندین این آنتی. د استآن موجو یدر قارچهای تولید کننده اسیدمایکوفنولیکبیوسنتز 

توانایی تولید بالاتری را  سیلیوم بروی کامپکتومپنیکه در این میان  شودتولید می سیلیومجنس پنی ازگونه 

                                                            
1
 - Mycophenolic acid 

    - Mycophenolate mofetil 
 
 - Mycophenolate sodium 
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شوند و هاست که در خاک یافت میای از قارچپراکندهها شامل گروه سیلیومجنس پنی. نشان داده است

 ,.Seifert et al) گونه است 215این جنس دارای حدود  .کنندمتنوعی از مواد آلی را تجزیه می انواع

 گونه دارای مرحله جنسی یا تلئومورفیک شناخته شده هستند 95که از این تعداد حدود  (2011

(Webster and Weber, 2007). های گونه.باشندها میدوست و جزء آسکومیستها معتدلومسیلیپنی

 , Otero and Nielsen) های ثانویه مثل مواد دارویی هستندهای مهم متابولیتسیلیوم از تولیدکنندهپنی

2010 .) 

های ها، جنگلگلخانه ی مایکوفنولیک اسید بیشتر از خاکهای تولیدکنندهشده است که سویهگزارش 

یونجه و شبدر جدا شده و درخت سیب  زیر کشت های کشاورزیکاری شده و زمینخاک چمن بارانی،

میوه و لبنیات فاسد نیز جدا  اسید از مواد غذایی،ی مایکوفنولیک های تولیدکنندهقارچ همچنین. است

 .(N. G. Vinokurova and M. U. Arinbasarov, 2005) اندشده

و  Birchتوسط  1817در سال  C17H20O6مایکوفنولیک اسید با فرمول شیمیایی  شناسایی ساختار

این ترکیبات . باشدها میی از ترکیبات به نام مروترپنوئیدهمکارانش مشخص کرد که متعلق به گروه

در . فسفات هستنددیمسیر موالونات به نام فارنسیلهای متصل به یکی از واسطهک پلی کتید دارای ی

-در تولید این ماده دخیل می کتیدی، مسیر بیوسنتز ایزوپرنوئیدی و مسیر بیوسنتز پلینتیجه دو مسیرمجزا

 .باشند

مایکوفنولیک کتیدی ی ژنی مربوط به سنتز بخش پلیخوشه توانستند 1و تورستن 4نیلسن 2559در سال 

 .(Nielsen and Torsten, 2008) های درون آن را شناسایی نماینداسید و ژن

واکنش بیوشیمیایی برای بیوسنتز این آنتی بیوتیک  73نیز مدل شبکه متابولیکی شامل  1398در سال 

توسط دکتر فاطمی و همکاران در پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری ارائه و کمی سازی 

-3هیدروکسی -3های اسکوالن سنتاز و ی آنزیمچنین تاکنون ژنهای کدکنندههم .(1398 اردستانی،)شد

های موالونات دی فسفات دکربوکسیلاز، ایزوپنتنیل پیروفسفات آ ردوکتاز و نیز آنزیمکوآنزیمگلوتاریلمتیل

نتیک و زیست مهندسی ژتوسط همین گروه در پژوهشگاه ملی  ،زومراز و فارنسیل دی فسفات سنتازای

                                                            
  - Nielsen 
 
 - Torsten 
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 ؛ محمدیان،1398 لطفی نیا،)سیلیوم بروی کامپکتوم شناسایی و تعیین توالی شدندفناوری، در قارچ پنی

1398). 

همچنین با استفاده از نتایج حاصل از بررسی مراحل کنترل کننده مسیر متابولیکی مایکوفنولیک اسید، 

ها هستند دو آنزیم مهم که جزء این گلوگاه. (1398،اردستانی) های احتمالی آن مشخص شده استگلوگاه

هیدروکسی  -3و ( EC:4.1.1.33) و نقش کلیدی در بیوسنتز دارند، موالونات دی فسفات دکربوکسیلاز

  .باشندمی( EC:1.1.1.34) آمتیل گلوتاریل کوآنزیم -3

از آنجا که تاکنون سویه تولید کننده ی مایکوفنولیک اسید بومی ایران جداسازی نشده است و از طرفی 

هزینه بالایی جهت واردات سالیانه ی این دارو صرف می شود، لذا دستیابی به سویه تولید کننده بالای 

ند تخمیر تحت کارآمد و سپس بکارگیری آن در فرآی زیستیاین آنتی بیوتیک و طراحی یک سیستم 

 .شرایط بهینه تولید، ضروری به نظر می رسد

با . تعیین توالی شدند سازی وهای گفته شده در بالا در این تحقیق در سویه بومی جدا بخشی از ژن

. دست یافت هاو ساختار آن هاتوان به توالی کل این ژنشناسایی بالادست و پایین دست این قطعه، می

بیوتیک در این ابولیک و دستکاری بخش تنظیمی آنها، به تولید بالاتر این آنتیسپس با روش مهندسی مت

 .سویه دست یافت

های ثانویه، به معرفی اجمالی متابولیتدر بخش بررسی منابع . باشددارای پنج بخش می نامهپایان این

ها پرداخته و سیلیومجنس پنیکتیدها و مایکوفنولیک اسید و بیوسنتز آنها و نیز معرفی ایزوپرنوئیدها، پلی

های ثانویه و ی متابولیتسیلیوم تولید کنندههای پنیهای جداسازی سویهدر ادامه در مورد محل

همچنین دو آنزیم مهم مسیر بیوسنتز مایکوفنولیک اسید، . شده استمایکوفنولیک اسید، توضیحاتی داده 

   .اندگردیدهآ، معرفیمتیل گلوتاریل کوآنزیم -3هیدروکسی  -3موالونات دی فسفات دکربوکسیلاز و 

های آزمایشگاهی و پرایمرهای طراحی شده و مورد استفاده ها، به کلیه مواد، روشدر بخش مواد و روش

 .در این تحقیق اشاره شده است

آنها های مختلف و کشت سیلیوم از نمونههای پنیدر بخش نتایج، به ارائه نتایج حاصل از جداسازی سویه

-در ادامه حضور ژن. بیوتیک و مقدار تولید هریک پرداخته شده استهای مولد این آنتیو نیز تعداد سویه
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تایید  در سویه مولد با بالاترین میزان تولیدی مربوط به این دو ژن mRNAو نیز  hmgو  mddهای 

 .گردید

تحقیقات قبل پرداخته شده است و در بخش بحث و پیشنهادات، به تحلیل نتایج حاصل مقایسه با نتایج 

   . ی این تحقیق اشاره شده استنیز به پیشنهاداتی در ادامه

ها در بخش پیوست آمده برخی از اطلاعات تکمیلی نظیر نمودارهای کروماتوگرام و نتایج همردیفی توالی

 .است

  


