
Plasmid DNA

:استاد راھنما
جناب آقاي دكتر عموعابدیني

بھاره كرمي مقدم      
٨١٠۴٨٣١٠٠ 

ھیلدا فدایي خویي      
٨١٠۴٨٣٢٠٢        



بھ گروه جدیدی  DNAدرمان توسط ژن و واکسیناسیون  ¡
از درمانھای مولکولی تعلق دارد کھ از نوکئیک اسید و 

.عوامل پیشگیری کننده سلولھا استفاده می كنند 
 حاملان بیش کروموزومی pDNAمولکولھای ¡

اطلاعات ژنتیکی ھستند كھ داخل سلول ھدف قرار مي 
)بدون صدمھ زدن.(گیرند

در باكتري و گاھي در موجودات ئوكاریوتیك¡





دردرمان کامل یا واکسیناسیون یک فرد ، ممکن است بھ ¡
 احتیاج pDNAمقادیری در حد میلی گرم از 

  در مقیاسھای بزرگ pDNAمشخصا ، تولید .باشد
احتیاج است تا خواستھ میزان زیاد ژن درمانی و استفاده 

 را کھ از آزمایشگاه بھ آزمایشھای DNAاز واکسنھای 
.کلینیکی و سرانجام بھ بازار منتقل می شود را تامین کند





پلاسمیدھا در محیط طبیعی توسط میکروبھای گیاھی ¡
Escherichicoliبا ھم ترکیب می شوند .

 یک کشت سلول در آزمایشگاه pDNAفرایند تولید ¡
و سپس با یک سری عملیات پایین دستی بھ ) تخمیر(

صورت شکل
. دنبال می شود[15-1]    



pDNA       E.coli       تخمیر تصفیھ میانی     بازیافت اولیھ پرکردن       تصفیھ نھایی     

pDNAشکل اجمالی یک نمونھ از فرایند تولید   ١-١۵شکل



معرفی مسئله 

 ) Bench( فرایند در مقیاس آزمایشگاھی ¡
اکثر داده ھای خام تولید و خالص سازی  مقیاس ¡

 DNA 7067آزمایشگاھی با استفاده از واکسن تجربی 
bp .

 این واکسن ویروس ھاری را کد گذاری می کند ¡



طراحی فرایند 

 خالص را در ھر pDNA از ١۴١grظرفیت حدودا ¡
.قسمت در نظر گرفتھ ایم

 روز در سال کار ٣٣٠واحد صنعتی طراحی شده است تا ¡
.کند
این برابر . ساعت یک قسمت دوباره راه انداختھ شود۴٨¡

. در سالpDNA از kg ٢٣٫٢ قسمت و ١۶۴است با 



Process 
steps of the 
developed 
pDNA 
production
process and 
their 
function.



شرح فرایند 

 می ٢-١۵ بھ صورت شکل pDNAکل فرایند تولید ¡
.باشد

تخمیر،بازیافت : قسمت تقسیم می شود۵فرایند بھ ¡
اولیھ،بازیافت میانی ، تصفیھ نھایی و پر کردن و مرحلھ 

. ی بستھ بندی
% ۶۵ در ھر قسمت ، حدودا pDNAبازده کلی بازیافت ¡

است 
 ساعت است کھ ۶۴زمان ھر قسمت واحد صنعتی تقریبا ¡

 ساعت ھر قسمت دوباره شروع بھ کار می ۴٨در ھر 
. کند







واکنشهاي زیستیبخش
محیط کشت تخمیر در یک تانک فولاد ضد زنگ¡
 )P-2(و در یک دستگاه استریلیزه گرمایی ، استریل می شود¡

ھوای استریل  ) P-6(و فیلتر مطلق  ) P-5(کمپرسور مرکزی ¡
.شده برای ظرف تخمیر آماده می کند

در یک ظرف تخمیر آماده می  ) inoculum(ماده مایھ کوبی¡
 ھستند DNAکھ میزبان واکنش  E.coliشود کھ با سلولھای 

.کاشتھ شده است



محلول آمپی سیلین در یک تانک فولادی ضد زنگ آماده ¡
استریل  ) p-4(و توسط فیلتراسیون  ) P-3. (می شود
می شود

. انجام می شود V-103تخمیر در ظرف  ¡
وزن  (٧gr/Lغلظت نھایی سلولھا در ظرف تخمیر ، ¡

است ودر انتھای تخمیر  ) DCWسلول خشک ، 
Broth  بھ مخزن نگھداری P-9منتقل می شود  .

پس از تکمیل تخمیر ،تجھیزات توسط بخار شستھ و ¡
.استریل می شوند تا برای دور بعدی آماده شوند



Bioreaction:شرح مدل

واکنش کلی زیر استفاده شده است تا تبدیل مواد مغذی را ¡
: شرح می دھدpDNAبھ توده ھای زیستی شامل 

و  (              ) tryptone، (                ) مخمر ¡
توده زیستی 
(                )

2.67 1.91 0.56 0.23 1.795 0.3 0.2

2 1.77 0.49 0.24 2 2

CH O+5.05CH O N +2.68CH O N
+1.96O  7.07CH O N +1.66CO +2.31H O→

1.91 0.56 0.23CH O N  1.795 0.3 0.268CH O N

1.88 0.49 0.24CH O N  



 و ٠٫٨۴۵و با فرض کردن ثابت تنفسی مساوی با ¡
ھمچنین فرض کرده ایم کھ مقادیر عصاره مخمر و 

tryptoneبرابر ھستند .
 کھ در انتھای تخمیر بدست می آیند E.coliسلولھای ¡

فرض می شود کھ دارای یک نوع ترکیب بر حسب 
 ، RNA% ٢٠پروتئین ، % ۵٠بیشترین اجزا دارند

 % ١٠٫٩ ، و gDNA% ١٫٧اندوتوکسین ،  % ١۶٫٧
از دیگر اجزا 

¡pDNA از وزن سلول خشک نھایی% ٠٫٧



بخش پایین دستی

:این بخش از قسمتھاي زیر تشكیل شده است¡
بخش بازیافت اولیھ-١¡
بخش بازیافت میانی-٢¡
بخش تصفیھ نھایی-٣¡



بخش بازیافت اولیه  -1

 قرار مي Disk Stackسلولھا در یک سانتریفوژ ¡
 )P-10(گیرند

بازده مفروض است% ٩٨¡
لیتر ۴۴١۴ بار از ٢٠ حدودا Brothدر حین سانتریفوژ¡

 لیتر تغلیظ می شود٢٠۴بھ 



 است کھ  pDNAتخریب بعدی سلول برای آزاد کردن ¡
احتمالا بحرانی ترین و مشکل سازترین واحد عملیاتی در 

.کل فرایند پایین دستی است
 و  pDNAحساسیت برشی و شیمیایی مولکولھای ¡

gDNA  علاوه بر ویسکوزیتھ بالای جریانھای فرایند
.مھمترین نگرانی در این مرحلھ است

،  gDNA وRNAاجزای داخلی سلول مانند ¡
.اندوتوکسینھا و پروتئینھا ھم آزاد می شوند



 لیتر از ۴۵٠بعد از سانتریفوژ ،خمیر سلول ،دوباره در ¡
 P-11(محلول تعلیق،در یک تانک اختلاط معلق می شود

تخریب سلول با اضافھ کردن ھمان مقدار حجم از ) 
ھمراه با  dodecyl sulfate (sds)محلول آلکالین 

.ھم زدن آرام ایجاد می شود
 و پروتئینھا با اضافھ کردن gDNAباقیمانده ی سلول ¡

) ٣M) PH3.5 لیتر از استات پتاسیم خنک شده ی ١٨٧
رسوب توسط فیلتراسیون جدا می .رسوب می کند

 )P-12.(شود



. درجھ باقی می ماند۴دمای عملیات در ¡
محصول تخریب سلولی خنثی و تصفیھ شده در معرض ¡

.خالص سازی بیشتر قرار می گیرد



بخش بازیافت اولیه   -1

¡pDNA و gDNA درصد ۶٠ و ٨٠ کھ بھ ترتیب بازده 
دارند اکثر اندوتوکسین در این مرحلھ جدا شده اند

 درصدی بھ ۶۶و ٩٩بھ کاھش  RNAبرای پروتئین و ¡
.ترتیب اشاره شده است



بخش بازیافت میانی  -2

 و جدا کردن نا    pDNAتغلیظ   :این مرحلھ دو ھدف دارد    ¡
. خالصیھا قبل از مراحل خالص سازی نھایی      

%) ٩۴(آب اصلي ترین ماده خام     ¡
عامل تسریع كننده براي      : ایزوپروپیل الكل وآمونیوم سولفات       ¡

pDNAتجمع  
محصول تخریب تصفیھ شده بھ یک تانک اختلاط منتقل می شود            ¡

 )   P-13 (   وpDNA  حجمي الکل ٠٫٧ با اضافھ کردن
مرحلھ رسوب دھی الکل ایزوپروپیل      . ایزوپروپیل شستھ می شود   

  ،pDNA        ٨۶ را سھ برابر غلیظتر می کند با بازده %



¡pDNA بھ یک تانک منتقل می شود )P-15 (  لیتر و ٣٠٠و در 
mM از باز ١٠ Tris.HCL) PH 8 ( حل می شود.

آمونیوم سولفات جامد در این محلول تحت شرایط ھم زدن آرام حل  ¡
.  بدست آید تا ناخالصیھای رسوب کند M ٢/۵می شود تا غلظت 

pDNA ،در این مرحلھ جدا نمی شود، بلکھ اندوتوکسین gDNA ،
-P.( را جدا می کند و محصول نھایی فیلتر می شودRNAپروتئین و  

16(
 لیتر ٣۶٨ تقریبا خالص، pDNAدر این مرحلھ حجم جریان شامل ¡

.است
وجود دارد تا غلظت ultrafilteration  (P-18)یک مرحلھ¡

pDNA بار بیشتر کند وآماده براي عملیات کروماتوگرافی   ١٠ را 



بخش تصفیه نهایی  -3

کروماتوگرافی در حالت منفی  ) HIC(تصفیھ نھایی بر اساس     ¡
 می باشد تا ناخالصیھایی را کھ در مراحل تولید می شود را      ¡

)(P-19.  بگیرد
-HIC  phenylزمینھ جذب سطحی یک ژل        ¡

sepharose ابعاد این ستون باید با قطر    .   تجاری استcm ۴٠ 
بھ عنوان یک فرض خوش بینانھ ،      .  باشد٢٠ cmو ارتفاع بستر   

.  از حجم بستر  %  ٣٠حجم خوراک ورودی برابر است با   



پاکسازی ماده مرزی در یک مرحلھ با بافری کھ کم یونی ¡
)آمونیوم سولفات  (است صورت می گیرد

 در pDNAبخش شامل . در انتھا ،ستون تمیز می شود¡
  دیالیز می شود تا آمونیوم سولفات جدا PBSمقابل بافر 

 ) P-20. (شود 
ماده بدست آمده توسط میکروفیلتراسیون استریلیزه می ¡

تا اطمینان حاصل شود کھ قبل از پر  ) P-21(شود 
. کردن و بستھ بندی  آلودگی ندارد



: بخش پر کردن و بسته بندي  

  

در شیشھ ھای    ) ٢mL در ٢mgحدود  (pDNA    محصول توده  
ھر بستھ از   .کوچک کھ آرم دارند پر و بستھ بندی می شود     

 شیشھ می باشد   ٣محصول نھایی شامل  



ارزیابي اقتصادي



:  فرضیات
كل سرمایھ ثابت مستقیم بطور خطي در طول یك دوره . ١

درصد بھ محافظت پایگاه ١٠ سالھ با فرض تخصیص١٠
.از خطر نابودي از بین میرود

. سال است ١۵عمر پروژه . ٢
.محصول نھایي در ھر سال تولید خواھد شد% ٢٣٫٢. ٣



 میلیون دلار ٢۴ كل سرمایھ گذاري در حدود ¡
 ٢ شیشھ محتوي ٣ دلار بھ ازاي ٢۵/٢ ھزینھ واحد تولید ¡

 دلار بھ 0/38ھركدام بھ قیمت  (pDNAمیلي گرم 
 )pDNAازاي ھر میلي گرم از 



 )AOC( ریز ارقام ھزینھ عملیاتي سالانھ     

2



 میلیون دلار ٣٫۶ھزینھ حاصل از كل تجھیزات در حدود ¡
.تخمین زده شده است

AOC درصد ۴۵ھزینھ وابستھ بھ تسھیلات .¡
 AOC درصد ٢۵ھزینھ ھاي آزمایشگاھي ¡
 AOC درصد ١٠ھزینھ مواد قابل مصرف ¡
AOC درصد ٢تصفیھ ضایعات واز بین بردن آنھا ¡
ھزینھ تجھیزاتي مثل الكتریسیتھ ، بخار و واحدھاي سرد ¡

سازي ناچیز



): DFC( سرمایھ مستقیم در ھر قسمت فرایند    



بیشتر در بخش تخمیر¡
سانتریفوژ وفیلترھاي (  مایع -تجھیزات جداسازي جامد ¡

Nutsche (
خالص سازي نھایي  مربوط بھ رزین كروماتوگرافیك¡



  ارزیابي محیطي 

عواقب بالاي آمونیوم سولفات و ایزوپروپیل الكل كھ روي    
محیط

   كاھش یا حذف ایزوپروپیل الكل عواقب را در پیكربندي 
ھاي گروه بطور قابل توجھي كم مي كند 

   حذف ایزوپروپیل الكل ھمچنین باعث حذف ھزینھ ھاي 
وابستھ بھ تصفیھ ضایعات آلي متعاقب مي شود

  



:  عملیات جانشین سازگاربراي كاھش عواقب محیطي 
  اولترافیلتراسیون 
  میكروفیلتراسیون



بحث 

 با مقدار متوسط fed-batch   یك فرآیند تولید تخمیر 
غني نھ تنھا باعث افزایش ھزینھ بلكھ افزایش مدت زمان 

.مي شود 
    خصوصیت موروثي سلول میزبان و ساخت و ساز 

pDNA عملیات تخمیر را تحت تاثیر قرار مي دھد  .



 عوامل سود دھي بھ فرایند   

)درصد١۴(كاھش ھزینھ كلي مواد خام . ١
كاھش اثرات محیطي ناشي از استفاده و از بین بردن . ٢

)  درصد٧٠(ایزپروپیل الكل 
كاھش ھزینھ ھاي ناشي از تصفیھ و از بین بردن . ٣

) درصد ٣٢(ضایعات مایع 



نتایج  

 درماني حتي با یك فرآیند pDNA   تولید و خالص سازي
بھسازي .بھینھ نشده قابل ترقي از نظر اقتصادي است

فرآیند قطعا ھزینھ ھا و عواقب محیطي را كاھش مي دھد


