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    :تقديم به 
  
  

  :پربهانه ترين گنجهاي عالم

  
وجودشـان بـرايم     پدرو مادرعزيزو بزرگوارم كه قلب پاكشان منبع دعاي خيردرزندگيم و

   .سرمايه جاوداني است
  
  

با صبروشكيبايي دركليه مراحل ت است وهمسرصبور ومهربانم كه درياي بيكران محب
ايان وشيوا كه گرمي بخش زندگيمان وتحصيل يار وياورمن بوده وفرزندان عزيزم شكار

.هستند وروزهاي زيادي راازآنها دريغ كرده ام



 

 

  تشكر و قدرداني

اتيد و اكنون كه به لطف پروردگار متعال رساله اينجانب به اتمام رسيده است، لازم مي دانم از كليه اس
  با تشكر بسيار از. همكاران بزرگوار كه در اجراي اين تحقيق مرا ياري نمودند قدرداني  و تشكر نمايم

ليمي كه راهنمايي اينجانب را در اين تحقيق به عهده انقدرجناب آقاي دكتر عبدالحسين داستاد محترم  وگر
چه پر بارتر كردن اين پايان نامه ياري گرفته و با راهنمائي هاي دلسوزانه وخردمندانه خويش مرا در هر 

  . نمودند

استاد مشاور گرانقدر وگرامي جناب آقاي دكتر بهرام كاظمي كه در طول تحصيل با اخلاق نيكوهمواره از 
  .تجربيات علمي و عملي ايشان برخوردار بوده و در طول اين تحقيق مشاور و مشوق اينجانب بودند

دكتر فاطمه غفاري فر كه صادقانه تجربيات ارزنده خود را در اختيار  استاد مشاور گرانقدر سركار خانم
  .اينجانب قرار داده و در طول اين تحقيق از مشاوره گرانبهاي ايشان بهره مند شدم 

جناب آقاي دكتر صدرائي، مدير محترم گروه انگل شناسي و حشره شناسي پزشكي كه با اخلاق خوب خود 
   .و مساعدت فراواني داشتنددر انجام اين تحقيق همكاري 

زمينه در راكه صادقانه تجربيات ارزنده خودوسركارخانم دكترشريفي  قاي دكترفروزندهجناب آاساتيد محترم 
  .نداختيار اينجانب قرار دادطول تحقيق در هاي علمي وعملي در

 سروي،دكترفلاح ،دكتريطبائدكتر سيد ان آقاي ،پوربنده دكترو اسلاميدكتران عزيزم خانمها كارهم ودوستان 
انگل ه ي،دكترجعفري،دكتروزيني،دكترناصريفر،كارشناسان محترم گروام،دكترمحخرم آباديپيرستاني،دكتر،دكتر

  . بر خوردار گرديدم كار خانم باغخاني كه از مساعدتهاي بي دريغشان ناسي سركار خانم قاسمي نيكو و سرش

ايمني شناسي چ شناسي، بيوشيمي و بيوتكنولوژي،قاراسي، سان محترم گروههاي  باكتري شنكاركنان و كارشنا
 ماغني مولكولي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي  خانمها كوچكي،و انگل شناسي ومركزتحقيقات بيولو

كاركنان و . يچ كمكي به اينجانب دريغ نكردنداز هيه مراحل تحقيق مرا ياري نموده وتقي پور كه دركل
، آقاي دكتر شكي تربيت مدرس، خانم دكتر صباحيشي و پژوهشي دانشكده پز، آموزيمسئولين بخش ادار

آقاي سرمدي، كه در طول تحصيل و اجراي اين تحقيق موسويان، خانم دباغ، خانم سراج،  احمدي، آقاي
همچنين از تكنسين محترم گروه انگل شناسي آقاي اصغر رجبعليها كه  .نهايت مساعدت و همكاري را نمودند

  .مي نمايممكي دريغ نكردندتشكر و قدرداني  حصيل ازهيچ كدر طول ت

  



 

 

  چكيده
باري است كه مسـئول توكسوپلاسـموزيس درانسـان وحيوانـات بـوده وداراي      اجداخل سلولي  توكسوپلاسما گونده اي يك انگل

ش مهمـي را ايفـاء   نقميزبان به سلولهاي وحمله در اتصال  يك آنتي ژن سطحي بزرگ انگل است كه  SAG3.  انتشارجهاني است
اسـپوروزوييت بيـان    ودر  مراحل مختلف سيكل زندگي انگل  ازجمله تاكي  زوييت ، برادي زوييـت   SAG3آنتي ژن . مي نمايد
توكسوپلاسـما گونـدي بـراي    ) SAG1(وآنتـي ژن سـطحي اصـلي يـك      ) SAG3(3در اين مطالعه از ژن كامل سطحي. مي شود 
نين بصورت كوكتل استفاده گرديد ودر نهايت پاسخ هـاي ايمنـي ناشـي از انهـا در     و همچ singleواكسن بصورت  DNAساخت 

  .       ي كنترل مورد ارزيابي قرار گرفتمقايسه با گروهها
بـا روش   SAG3كلروفرم و جداسازي و تكثير ژن كد كننـده  -ژنومي انگل به روش فنل DNAدر اين تحقيق پس از استخراج     

PCR  محصول ،PCR درPBluscript جفت باز  1158نتايج تعيين توالي نشان داد كه قطعه  .كلون گرديده و سپس تعيين توالي شد
حـاكي از   NCBIهمچنين نتايج بلاست در .توكسوپلاسما گوندي استSAG3  ژنكلون شده ژن در پلاسميد مذكور كلون شده و 

با شـماره    CEPوسويه% RH 99استرين  HM585285و  AF340227آن است كه ژن كلون شده از نظر توالي نوكلئوتيدي با شماره
سـاب   pcDNA3سـپس ايـن ژن در   . درصد شـباهت دارد   AY187280  98% با  شماره P-Brوسويه  AF340229 ،%99دسترسي 

بيـان ايـن ژن بـه     (CHO)در سـلول يوكاريوتيـك    (pcSAG3)كلون گرديده و بعد از ترانسفكت كردن ايـن پلاسـميد نوتركيـب    
همراه  pcSAG3 + pcSAG و    pcSAG1, pcSAG3ودرنهايت كارايي . تائيد شد Western blotو ,RT-PCR   SDS-PAGEروش

مـورد   BALB/cدر تحريك پاسخ هاي ايمني بر عليـه توكسوپلاسـموزيس در مـوش هـاي مـاده      MMT و بدون ادجوانت آلوم و
  .انجام شد) ورت داخل عضلانيبص(ايمونيزاسيون سه بار به فواصل سه هفته اي  .ارزيابي قرار گرفت

انگل توكسو پلاسما گوندي، ميـزان بقـاي موشـهايي     RHنتايج بدست آمده نشان داد كه بعد از چالش موش ها با سويه كشنده    
ايمـن سـازي شـدند بـا گروههـاي       MMTهمراه و بدون ادجوانت آلوم و pcSAG3و ) pcSAG3+pcSAG1(كوكتل  DNAكه با 
واكسن هاي مورد نظر يك حمايت نسـبي در مـوش هـا ايجـاد كـرده       DNAيعني اينكه ) P<0.05(ر دارندل اختلاف معني داكنتر
اختلاف معني دار را بين گروههاي مـورد و كنتـرل    IgG2aوIgG1وساب تايپهايIgGهمچنين اندازه گيري آنتي بادي توتال  .است

مورال در گروههـاي مـورد در مقايسـه بـا گروههـاي      يعني پاسخ ايمني ه). P<0.05(بخصوص درمرحله دوم خونگيري نشان داد
نشـان دهنـده مقـادير    ) IL4و IFNγ(و در نهايت نتايج حاصل از اندازه گيري سـايتوكاين هـا   . كنترل به خوبي تحريك شده است

همـراه و بـدون    pcSAG3+pcSAG1و pcSAG1و pcSAG3در گروههـاي واكسـينه شـده بـا      IL4و مقـادير پـايين    IFNγبالاي  
در مـوش   Th1در مقايسه با گروههاي كنترل بود و اين خود حاكي از آن مي باشد كه پاسخ ايمني سلولي MMT انت آلوم و ادجو

           و فسـفات بـافر سـالين     pcDNA3هاي گروههاي مـورد در مقايسـه بـا مـوش هـاي گروههـاي كنتـرل كـه بـا پلاسـميد خـالي            
)PBS (واكسينه شده اند به شدت تحريك شده است .  

در تحريـك پاسـخ هـاي     pcSAG1كوكتـل بـا    DNAو بصورت  pcSAG3اين مطالعه نشان مي دهد كه استفاده انفرادي از 
  MMTونانوادجوانـت )آلـوم (همچنين استفاده از ادجوانـت آلومينيـومي   .به تنهايي مي باشدpcSAG1 ايمني، موثرتر و كارآمدتر از 

 يكـديگر با باگروه كنتـرل يـا   شده وبعضي ازآنها سيتوكين هاقدارآنتي باديها وواكسن هاي مذبور موجب افزايش م DNAهمراه با 
  .اختلاف معني داري را نشان مي دهند

، آنتـي ژن  ) SAG3( 3، آنتي ژن كامل سـطحي   MMTواكسن ، ادجوانت آلوم و DNAتوكسوپلاسما گوندي ، : هاي كليدي واژه
  )SAG1( 1سطحي اصلي 
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