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ن اھال ر بار ا ৩ ش      باید ه ୀ ୀھا بار  وید   หী ড ૛ീࡦি ࣆ یات     য࡭ ند از آب  ش  را নو  ঍ য ඵස 
تاب                                                                                                                                                                                                       تابا৯د     باید भو آ  ห঻    ارو ر ඵ෕   ند م  ঍و   اشا୓ ତی หزه رو௚ه ر   ख़حک

ଘ భم ماฬ  
ی ر র ଒وଖ ای باید زد                                                               ୓ ت اد ਪ ॥ یਗی روزگار ر بار  ند  او ਜتീࣺ ࣆ শ ॴ ی و ਗراب  ඵසه ر اند روح  අ౶૞ു় 

 ฬ ଘم پدر

                                                            ଖوরت ای باید زد ی ر॥د ୓ا ਪ ଒ یਗند ی ارو رหষ ඵ෕با م  ਗو  ن ر අ౶ندख़حک ری پا୓ ଢی ز و اا ಶඌীا ࣥਬ  

ود و پدر  భم ما ୀ ଒ م اوฬ ଘ وর ৤ود  ا م  ش ঴درଝ ر ୓دعا ଒ م اوฬ ଘ وর اھ ী.  

ی م  قد وଐ ر  ن  ਗا ৤ ৎ ا हख़ࢤ ଌ ଘ ࣒م঍   ند  پدرم   بൎ روح 
م ଘ        و                                                                            ی  م  ঍࣒قد ਗ ৤ ৎ مభما  

بد                                                                                                                                                       ت  جا  ଘ ش نا  భ ی و ୃس رඟد  ଒ ش ࢋ ୁر ودش و ଘ پاس  رشار و ه  ଘ঺ پاس عا ࠥپ ९ ঒ ঝ਩ا ໋ ໆ ໆق࢑ ओ ૑੎ی ਗل  ৞ودॴ.  

ی م  قد ਗو  ৤ ৎ ଘ ࣒م঍  مభ ୀ ان وଽ او ا ऒ  
ت                                                                                                                                                                                              ی ख़࡛ࢴଘ پاس  ی୓ਟی  ش  ඼و  ච ଽ ଒ شان భਖ৶ ই ່ ໋   ঍ند৒ࡂ

  



ඟ พ়ࢁقدୌ و  ৎ:  
و  یک  ندگان  ت و از  و   ඟ ن  و ی  ی  ه و با ஑ زبا و  ஑ با ଒ دඟ راف  ়باید ا ৔ ৔ ৔ ৗষ ঻ ঠࡱ شࢁ ا ਖ৶ ਩ ૛ত ໊ නථدඟ  ඟ໊  .พࢁ

ه  ب و  ୀ ـــو امـــا૑ࣣಮ نـــد ଒ ࣹـــࡣ ید ار ه اســـا േ॒از  ঺ ھایک૟ൎـــ ول ســـا  భ ঀ مੌـــ م  پرد ب   ଘ  شان ش و ୁر ل భ  زୌ ســـاଢ د ا౻ංـــ࣓  علـــا ইـــࡣ ౷ࣂـــ িـــ ࣱજی ূࡗـــ  ඟ ਗـــ  م়ـــพࢁ ৤مـــا ৶ . تاد ر ণـــاز ا و اୁر نـــاب দـــ  প
ඟده آ༚ی  ود  ࢌ  تا ی و  ه ی ୁر  ජ  ଒ نـــاه ی  ر  ໊ـــ د ऒـــ ষـــ ঃ ਛـــپ ਭـــ૛ൈࣣعਚـــ ا ໑ـــ ඼ه ୀدمන඿ـــ شان  ق ୓ی  ا و ࢌ ୓ و  ما ر  از  ول   భ ـــ وෙ঳ ীـــ ৘ ়ـــ࡭ শـــ ھ ඵේـــज़ ی  .ੌـــ و ر  ی آ༚ی د ඟ تاد  ਉـــن از ا ਗड़ـــ න඿ـــ ا ໋ ণـــ ಻ـــൾ൒ھࢠ

م و لاش و  ඟده و  ق  م و  ف  ود ر و ی  مــام ز৯ــد  ଒ ଡ ੫োــඟد تــ ໊ــ ূ਼࡛࣪ــ໋ــ علــ पــ ا ऒــ ਛ ৳ تا و ن آ  ଘ ه ر ر  భ کــار ر భ ࢌ ࣾــ ೰ــد ड़ ૼــ ا ज़ــඵේا ඇඔ، رم ච پا  ଡعا ا خا ســࢂ ণ ید ઱ . ୍ସــ ঺ن از اســا ಻ــൾ൒ر ھࢠ  න඿ــد
ਊ੪ઌی  ॡ ی ف ا ਙঀو ॣ ৘ ر و یන඿د ජ  ટৈ ໑ ر ی د ඵශ      شان ھا ما ل  ଘ ী د ඘শ ھ ࣱॻ భل ජउا ໑ جام ن ৅ ا رمکارଌ ا ی ر د ඟ و दدر د ا ෼ل  اا ਩   .  พ়ࢁ

ن  کـار م از ॠــدୌان و  ی د ب  ود و  ୀ ໋ن ا ھिا اৣـ ਗــ ࣿـ ऒــ ಻ـൾ൒یھࢠ ඟــਗا భ ی ام کاه  مਚــپژو ی ژ঒ـु ند ਉــ  ੀय़ංඓنـاوری  و یـک ت  भز ش ী মــࡣ ن  মࡑــوص  ಻൚ـઌ ঃࣇ࡙ ઍی࡙ــ و و یـک  ฮژ لࢆــ ड़ ංඓ ی  ଒ ــਚع
ه م  ज़ࡰغ૤ر ک࠰ عدد با  ھ୓िی  ࣞਵوب یار  ऒاری  ീয رف و  ඪده   زمان॰ ل مات زیادی ر  ق، ز ن  ل ا  భ ࣫ ࣱ൉ࣞਵ ا ॐ ਼࡛࣪ূ ଌ േیتک  ඟ ਗا৯د  مพ়ࢁ ৤ما ৶.  

ن  و  ಻ൾ൒ࢌ ھࢠ ما  ජ م ଘ خا ر ر ی ا শاز آ༚ی  ॐ ໍ ࣓ন ධ඿ ਚقع ن  جام ا ول ا  భ شان భ ی ূ਼࡛࣪و ୓ ਝی  ଌ ৅ ੌ ৒ࡂ ਟ  رم ච پا  ଡاما سࢂ ণ ࣓േص.  
ඟ و୎ه از آ༚ی ی وان พ়ࢁو یک  لا ی   ਗ غ ਊ੪ઌ ॡی نا ن  ਘ یا پ ಻උ خا و  ट৶ ی و ھا ی  ਋ رویـا صـا جا  ඼  ਐ ९ـ මـ। ق از ن  جـام ا ول ॠـدت ا  భ ଒ূ ূ਼࡛࣪ـ ଌـ ৅ نـد ॰ـدمੌـ ඼ه  ھـا  ش آ یـات و د ඼ঃ ঻ـෙ঳ ৩ اিـ ඹ 

رم ار د   .ا
ସඟ୍م و  مـاభ  و భ پایـان از  ଽان  و భ و  ୀا ا ໋ا ریਗـی و ऒـ و ل د ید৯د و بـا  را ود ر  ت  ھـای  ی ଒ با گا ඼ ا  ॴـا ೺ূمـऒـ ষ නේـঝ ख़࡛ࢴـ ঀ ਩ Aـত ت بـال، ່ ඼ یـال و  ی  ود ࢋ ॰ـد৯د ෼ భ หل آ  ،୓اࠦـ ່ ঩ ਛ १ـ උـඁ

رم  ච پا  ଡما ما৯د  ن ز৯ده   భ ن و اوق آ سࢂ ণ ࣓േص ৲ ૼ ಶ౻ ड़ ॴ.  
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  چكيده
  

د توجه خـاص محققـان قـرار        هاي دارويي مور  ها به عنوان بيوراكتورهاي توليد كننده پروتئين         امروزه پرنده 

تر و ارزانتر انجـام     اهتري بوده و توليد طيور تراريخته سريع       داراي فاصله نسلي كوت    هااند، چرا كه پرنده   گرفته

اما به دليل سيستم توليد مثلي متفاوت در پرندگان يكي از ابزارهاي موثر و پركاربرد بـراي توليـد                   . پذيردمي

الاي آنها در الحاق ژن     وكتورهاي ويروسي به دليل توانايي ب     . باشندژن، وكتورهاي ويروسي مي   پرندگان ترانس 

هاي لنتي ويروسي   در بين وكتورهاي ويروسي، سيستم    . هاي ميزبان مورد توجه دانشمندان بوده      ژنوم سلول  به

 از روي وكتـور ناقـل       GFP ژن گزارشگر    ،در اين مطالعه   .ترين و پركاربردترين وكتورها مي باشند     يكي از قوي  

يد ويـروس نوتركيـب ناقـل ژن هـدف،     برداشته شد و در وكتور بياني لنتي ويروسي كلون گرديد و بعد از تول         

 ساعت  بيان ژن گزارشـگر در كـشت          48هاي كبدي جوجه با ويروس نوتركيب آلوده شد و  بعد            كشت سلول 

 در اين تحقيق بيـان كنتـرل   ،همچنين. هاي كبدي جوجه در زير ميكروسكوپ فلوروسنت مشاهده شد        سلول

اين تحقيق   . گرفت لنتي ويروسي مورد ارزيابي قرار    هاي القايي    با استفاده از سيستم    GFPشده ژن گزارشگر    

هاي ويروسي محسوب گردد و     ژن با استفاده از وكتور    هاي ترانس تواند گام مقدماتي در راستاي توليد پرنده      مي

اي جوجه و در نهايت تيمار بلاستودروم و جنين جوجه با هاي پايهادامه اين تحقيقات و تكرار آن در رده سلول     

    .هاي تراريخته به ارمغان آوردتواند نتايج خوبي را براي رسيدن به هدف توليد پرندهي نوتركيب ميهاويروس

  

  انتقال ژن، تراريخته، وكتور ويروسي، لنتي ويروس، كشت سلول :كلمات كليدي
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  مقدمه  -1- 1
  

  است از راهرين محصولاتي است كه بشر توانستهترين و مهمتهاي دارويي يكي از گرانپروتئين

روز به روز دنياي امروز تقاضا براي داروهاي زيستي در  .هايي غير از روش طبيعي آنها را  سنتز كند

 لازم است كندمحدود مي فراواني آنها را ،داروهااين قيمت معمولاً  چونباشد و در حال افزايش مي

مصرف  را با قيمت مناسب در اختيار ي زيستي داروها بتوانندكهتوسعه يابند هايي سيستم

-هاي تراريخته،  اين داروها را از راهندان در تلاش هستند با ايجاد مدلدانشم.  دهند قراركنندگان 

 ،كردد بنابراينمييان  بهاي مختلفژن در سيستم يك از آنجايي كه.  مختلف توليد كنندهاي

اي هاز جمله سيستم .باشد ايمني زيستي بالا امري ضروري مييافتن يك سيستم با كارايي بالا و

ها، هاي نوتركيب از طريق باكتري سنتز پروتئينهاي داروي بهايجاد شده براي توليد پروتئين

يد پروتئين مانند استفاده يج تولهاي را سيستم.مخمرها، انتقال ژن به گياهان و حيوانات اشاره كرد

باشند هاي مخمري داراي عملكرد و كيفيت پايين ميي فرمانتاسيون باكتريايي و سيستمهااز روش

تبار و همكاران شريفي( باشديش بازار براي داروهاي زيستي نميو جوابگوي تقاضاي رو به افزا

-هاي دارويي ميليد بيشتر پروتئينوتركيب براي توهاي ن افزايش حجم و ميزان باكتري).1387

ها و قارچ ها امكان دازد و همچنين استفاده از باكتريتواند امنيت زيستي بشر را به مخاطره ان

 .)Bakhshandeh, 2006(دهدهاي بيماري زاي انساني را افزايش ميآلودگي محصول به پاتوژن

 متفاوت بعد از ترجمه ژن هدف از يند پردازش و بسته بنديتغيير ساختار پروتئين به خاطر فرآ

هاي مر به خاطر تفاوت در ساختار سلولباشد كه اين اها ميسي اين سيستمگر مشكلات اسادي

د روش مناسبي تواننهاي گياهي مي سيستم.)Danil et al., 2001 (يوكاروتي و پروكاريوتي است

د گليكوزيلاسيون، فسفوريلاسيون و هاي نوتركيب باشند اما مشكل تفاوت فراينبراي توليد پروتئين
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ها و و امكان آلودگي با عوامل بيماري زاي جديد مانند قارچها بعد از ترجمه نبسته بندي پروتئي

كه در در حالي . )Bakhshandeh, 2006(رددر گياهان نيز وجود داهاي موجود در خاك، باكتري

 پروتئين طبيعي توليد شده در يادي بهزهاي حيواني، پروتئين نوتركيب توليد شده شباهت سيستم

هاي حيواني خطري براي امنيت زيستي ايجاد علاوه بر مزيت ياد شده سيستم. ندبدن انسان دار

-كند، امكان توليد انبوه پروتئين نوتركيب وجود دارد و در اين سيستم خطرات ناشي از پاتوژننمي

. )Bakhshandeh, 2006(هش يافته است بالقوه خطرناك كاهاي عامل بيماري انسان و يا سموم

  پستاندارهاي سلول1هاي فرمانتاسيونهاي نوتركيب از سيستمها براي توليد پروتئينتشركبرخي 

 آن  طبيعي با نوع مشابهكاملاً ،ي نوتركيبيهاتوانند پروتئينها مي اين سيستم.كننداستفاده مي

 صرف زمان زياد براي به .باشندهايي ميمحدوديتها داراي اين سيستم ،با اين وجود. توليد كنند

و همچنين صرف هزينه زياد براي به دست  .دست آوردن كلون بيان كننده ژن هدف با بيان دائم

 تا 500به طوري كه هزينه هرگرم از پروتئين نوتركيب معادل  آورن هر گرم پروتئين نوتركيب

توليد حيوانات تراريخته به عنوان يك  .)Biopharm International, 2006 ( دلار مي باشد5000

هاي سيستم هايتواند راه حلي براي محدوديتهاي نوتركيب مياي توليد پروتئينبيوراكتور بر

هاي اريخته زيادي براي توليد پروتئينكنون حيوانات ترتا. هاي يوكاريوتي باشدفرمانتاسيون سلول

در بين موجودات،  .هاي آنها توليد شده استراوردههاي دارويي از فنوتركيب و استخراج پروتئين

 Boe et(هاي نوتركيب باشندتوليد پروتئينتوانند به عنوان بيوراكتورهاي مناسبي براي پرندگان مي

al., 2004 ( .ي كوتاهتر نسل، در مدت زمان ژنيك به خاطر فاصلهچرا كه توليد پرندگان ترانس

هاي مناسب براي  طيور يكي از گزينه،بنابراين. پذير استكوتاهتر و صرف هزينه كمتري انجام 

باشد هاي مناسب ديگر طيور، توليد تخم مياز ويژگي. باشدهاي دارويي نوتركيب ميتوليد پروتئين

هاي دارويي بيان شده باشد، چرا كه حجم بسيار اي مناسب براي ذخيره پروتئينتواند وسيلهكه مي

باشد به صورت كاملاً استريل درون تخم مرغ بسته بندي  گرم مي5/1د ي از پروتئين كه حدوبالاي
                                                 
1-Fermentation 
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هاي مختلفي براي  روش.)Simone et al., 2004(باشد د و توليد آن نيز بسيار ارزان ميشومي

ها و هاي انتقال ژن در توليد پرندهروشي  اما همه،انتقال ژن و توليد حيوانات تراريخته وجود دارد

هاي شيميايي مانند توان به روشهاي انتقال ژن مياز جمله روش. ته كارا نيستند تراريخحيوانات

هاي استفاده از وكتورهاي ويروسي اينجكشن و روشهاي فيزيكي مانند ميكروكلسيم، روش- فسفات

هاي فيزيكي مانند روش  روش.مانند وكتورهاي آدنوويروسي و لنتي ويروسي را نام برد

 قابل انجام نمي باشد، چرا كه شروع تقسيمات در سلول تخم قبل از خارج اينجكشن در طيورميكرو

ها در بلاستوسيت  از خروج تخم از لوله رحمي تعداد سلولباشد و بعد لوله رحمي ميشدن تخم از

  روشي كه اخيراً براي انتقال ژن و توليد ).Kristin et al., 2008(رسد  سلول مي60000به حدود 

 ويروسي از جمله لنتي گيرد استفاده از وكتورهاياده ميگان تراريخته استفحيوانات و پرند

ها به طور طبيعي توانايي بالايي در انتقال و الحاق ژنوم خود در ژنوم ويروس. ها مي باشدروسوي

طلاعات در مورد چرخه افزايش ا ;Walther, 2000 .( Houdebine, 2003(سلول ميزبان را دارند

هاي ويروسي و قرار دادن ژن ها باعت شده است تا با حذف و جايگزيني برخي از ژنزندگي ويروس

هاي نوتركيبي را ايجاد كرد كه براي اهداف انتقال ژن استفاده  ويروسهدف در ساختار ژنتيكي آنها

 علاوه بر حذف برخي هاي ويروسي براي افزايش ايمني كار با وكتور)Blomer et al., 2002 . (شود

 كمك هايناقل به صورت جداگانه توسط هاي ساختاري ويروساصلي و سازنده پروتئينهاي ژن

شود كه بندي كننده استفاده ميهاي بستهبندي ويروس از سلولبراي بستهشود و  تامين ميكننده

اي ويروسي لنتي در بين وكتوره. بردهاي ويروسي را بالاتر مياين امر ايمني كار با اين وكتور

قدرت ) 1 كه باشند زيرانسبت به ساير وكتورهاي ويروسي ميها داراي كارايي بالاتري ويروس

 ,.Sven et al (هاي هدف سلول DNA در تركيب و بيان پايدار ژن مورد نظر بالاالحاق كنندگي

هاي در حال هاي بالغ و هم در سلولامكان درج قطعه جديد هم در سلول)  2 .)2009

عدم ايجاد پاسخ ايمني ناخواسته و بيان خالص ژن ) 3 (Rinhard, 2004; Kuate., 2004).تقسيم
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ين دارويي خالص به خاطر عدم وجود هيچگونه قطعه كد كننده كد كننده پروتئين و توليد پروتئ

 ,.Wolkowicz and Nolan 2003; Naldini et al (پروتئين هاي ويروسي در ويروس نوتركيب

 ,Zeger( امنيت زيستي بالا به خاطر حذف تمام قطعه هاي بيماري زاي ويروس) 4. ) 1996

توليد ويروس نوتركيب در مدت ) D.Flip, 2003.( 6 (هاي بزركترقدرت انتقال قطعه)  5). 2003

توانند ابزار مناسبي براي ميي لنتي ويروسي ها وكتورهابا توجه به اين ويژگي. يار كوتاهزمان بس

  . انتقال ژن، ژن درماني و توليد حيوانات نوتركيب باشند

يكي بوده و لعات سلولي و بيولوژهاي مطاهاي سلولي از روشدر كشتكشت سلول و انتقال ژن 

 نوتركيب DNAهاي نوتركيب با استفاده از انتقال تئينگام اوليه براي توليدات بيولوژيكي مانند پرو

هاي كبدي سلول. باشد ژن ميو همچنين گام نخست براي ژن درماني و توليد حيوانات ترانس

). Binder et al., 1990(باشدهاي اهلي مي سلولي مخاطي تثبيت شده از پرندهجوجه اولين لاين

هاي نر هاي سرطاني كبد جوجه از سلول1گاواكيتا توسط تومويوكي1981اين لاين سلولي در سال 

تي هاي لني كبدي جوجه با استفاده از وكتورهابا انتقال ژن در سلول. رن جدا شدنژاد لگهو

ها با ين سلولده شدن ا آلوها، ميزان انتقال ژن در اين سلولتوان علاوه برمطالعهويروسي مي

تواند اين مطالعه مي. سلولي مطالعه كردهاي نوتركيب و دريافت ژن هدف را در اين لاين ويروس

هاي تراريخته از پرندگان در هاي ويروسي نوتركيب در توليد مدلگيري وكتورگامي به سوي به كار

  .ايران باشد

 

  

                                                 
1- Tomoyuki Kitagawa  



 ٥                                                                                        مقدمه: فصل اول
 

   ضرورت انجام تحقيق-2-1

مركـز  و ت هاي خاص   ه پزشكي و درمان بيماري    اي نوتركيب در زمين   هبا توجه به اهميت پروتئين        

 توجـه دانـشمندان بـه    ،نهاي نوتركيب و همچنـي    ليد پروتئين ي تو و توجه خاص محققان در زمينه     

ويي و جايگـاه مهـم پرنـده        هاي دار هاي توليد كننده اين پروتئين    حيوانات اهلي به عنوان بيوراكتور    

 در  هاي خاص هاي سلولي و بافت   ه حوزه انتقال ژن در كشت     توجه ب  و   ربيوراكتوهاي اهلي به عنوان     

 و اهميت توجه به اين حـوزه از ژنتيـك           شدباژنيك بسيار مهم مي   هاي ترانس پرندگان و توليد پرنده   

توجـه  هاي اروپايي در اين زمينه هنوز در ايران         با وجود تحقيقات فراوان كشور    . كندرا چند برابر مي   

هـاي دارويـي و     وتئينبا توجه به اهميت موضوع توليـد پـر        . خش از ژنتيك شده است    به اين ب   كمي

رسي در ايـن    هاي نوتركيب، تحقيق و بر    هاي خارجي و توليد كننده پروتئين     هاي ناقل ژن  توليد پرنده 

ي ت وكتورهـاي لنتـي ويروسـي در زمينـه         همچنين با توجه به اهمي    . باشدزمينه بسيار ضروري مي   

خارجي در طيـف وسـيعي از       هاي  ها در الحاق ژن    درماني  و قدرت بالاي اين وكتور       نانتقال ژن و ژ   

هاي پرندگان  بافتهاي سلولي و    ه ي ميزان الحاق ژن خارجي در كشت       هاي پستانداران مطالع  سلول

  .باشداهلي به وسيله اين وكتورها حائز اهميت مي

  اهداف تحقيق -3-1

ه عنوان ناقلين ژن خارجي هاي لنتي ويروسي نوتركيب بر از اين مطالعه استفاده از وكتوهدف

 به عنوان يك ناقل ژن در HIV-1 1هاي پرنده و ارزيابي وكتورهاي ويروسي مبتني به به سلول

 هايلين ژن در الحاق ژن خارجي در كشتگان و به كارگيري اين ناقهاي سلولي پرندهكشت

هاي توليد پرندهي كوچك در زمينه ي تحقيق و سلولي پرندگان به عنوان مطالعات اوليه و گام

با استفاده از سيستم القايي مبتني بر GFP  2تراريخته و بررسي بيان القايي ژن گزارشگر

                                                 
1- Human immunodeficiency virus 
2- green florescence protein  



 ٦                                                                                        مقدمه: فصل اول
 

 GFP و همچنين، بررسي بيان القايي اند،قلين لنتي ويروسي قرار گرفته شدهتتراسايكلين كه در نا

  .باشدهاي كبدي جوجه ميدر سلول
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