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 : چکیده
 ـاه ی ـعل يافتن واکسـن مـؤثر  ی ـضرورت  توکسوپلاسموز ةد و کشندیعوارض شد مطـرح  را  يمـار ین بی

 يد حـاو یبا پلاسـم  سازي ایمن .داردضرورت  يماریبه ید علیجد يها وسعه واکسنن رو تیاز ا. سازد می
شـمار   سـاخت واکسـن بـه    يبـرا  ید بخش ـی ـکار امراه، محافظت کننده يهانیکد کننده پروتئ يهاژن

 DNAو  GRA7ژن ینت ـآد کد کننده یپلاسم ییزایمنیا یابیارزق حاضر با هدف یتحق ن رویاز ا. دیآ یم
 يتوکسوپلاسـما گونـد   GRA7 ژن آنتی و ROP 2ژن راپتري آنتی کوکتل حاوي پلاسمیدهاي کد کننده

 .صورت گرفت BALB/c در موش
 ـ  ق بهیتحقن یا پـس از  . صـورت گرفـت   BALB/cمـوش مـاده    یتـائ  10گـروه   5 يرو یصـورت تجرب

ر شـده و  یتکث GRA7ن یژن کد کننده پروتئ PCRواکنش  یدر ط، ت انگلیزوئیاز تاک DNA استخراج
داد کـه کـه   ج نشـان  ینتـا . شـد  ین تـوال یـی ده و سـپس تع یگرد وکتور کلون TOPOدر  PCRمحصول 

ده و بعد از یساب کلون گرد pcDNA3ن ژن در یا سپس .در پلاسمید مذکور کلون شد bp733 اي قطعه
 ـان ای ـب) CHO(کی ـوتیوکاریب در سـلول  ی ـد نوترکین پلاسمیترانسفکت کردن ا  ن ژن بـا اسـتفاده از  ی

 ـتزربـا  ، استخراج انبوه پلاسـمید  پس از .د شدییتأ Western blot و SDS-PAGE يها روش  یق عضـلان ی
 .انجام شد ها موشون یزاسیمونیا، هفته 3 فاصلهبار به  3 بید نوترکیپلاسم
 سـطح و  هــا کـه میزان پرولیفراسیون لنفوسـیت  دادنشانIL-4 و INF-γ يهانیتوکایسنجش سانتایج 

هـاي کنترل گروه سه بایدر مقا pc-GRA7ب ید نوترکیپلاسم يکوکتل حاو DNAدر INF-γ نیتوکایسا
 نسبت بـه گروه کنتــرل بــه   شده سازي ایمن BALB/cدر موش  IL-4کـه سطوح نآحـال  .بالاتـر بود

د ی ـمؤ MTT طحال با استفاده از روش يهار سلولیتکث .)P ≥ 05/0(بود ترمیـزان قابـل توجهـی پائین
د یداد کـه گـروه پلاسـم   نشان IgG1و  IgG2aپ یزوتایتوتال و ا IgG يریگاندازه. بود یپاسخ سلول يالقا

امـا  . )P ≥ 05/0(شودیم IgG2aو IgGک یکنترل باعث تحر يهاسه با گروهیدر مقا pc-GRA7ب ینوترک
کـه  ضـمن آن . <P)05/0(دار وجـود نداشـت  یمورد و کنترل اختلاف معن ـ يهان گروهیب IgG1در مورد 

شـتر  یکنترل ب يهااز گروه یطور قابل توجه به pcGRA7ب ید نوترکیپلاسم در گروه ها موشزان بقا یم
  .)P ≥ 05/0(بود
   يشــتریر بید مقــادیــباعــث تول pcGRA7ب یــد نوترکیپلاســم يواکســن کوکتــل حــاو DNA قیــتزر

IFN-γ ن امر با ترشح یشده و اIgG2a به سـمت   یمنید و پاسخ اییتأTh1 ـتما  ن یبـر هم ـ ، کنـد  مـی ل ی
 ـتوانـد کاند یبـه صـورت کوکتـل م ـ    GRA7اساس ژن کامـل   ه ی ـون علیناس ـیواکس يبـرا  ید مناسـب ی

 .توکسوپلاسموز باشد
  

 GRA7، هومورال یمنیا، یسلول یمنیا، واکسن کوکتل DNA، يتوکسوپلاسما گوند: يدیکل واژگان
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  MTT  ..............................................................99 به مربوط OD معیار انحراف و میانگین مقایسه) 5-3( جدول

 هـاي  موش سرم در الایزا تست از استفاده با IFN-γ سایتوکاین میانگین مقدار مقایسه) 6-3( جدول
  100....................................................................................لنفوسیتی کشت از بعد ساعت 72 درطی مطالعه مورد

 هـاي  مـوش  سرم در الایزا تست از استفاده با IL-4 سایتوکاین میانگین مقدار مقایسه) 7-3( جدول
  100..................................................................................  لنفوسیتی کشت از بعد ساعت 72 طی در مطالعه مورد

  

   



  ح 

  ها شکلفهرست 
  صفحه                                                    عنوان

  
 حـاوي  بـافتی  کیسـت  ،)بـالا ( اسـپوروزوئیت : اي گونـده  توکسوپلاسما مختلف اشکال) 1-1( شکل
  9..........................  )پایین( اسپوروزوئیت هشت و اسپوروسیست دو حاوي اووسیست ،)وسط( زوئیت برادي

  10..............................................................................................  اي گونده توکسوپلاسما زندگی چرخه) 2-1( شکل

  14.........    کنند می کد را آنها که ژنهایی و آنها موقعیت اي، گونده توکسوپلاسما ژنهاي آنتی) 3-1( شکل

  20..............................................................................................  اي گونده توکسوپلاسما انتقال راههاي) 4-1( شکل

  46  ..............................................................  شده ترانسفورم هاي کلون غربالگري و کلونینگ مراحل) 1-2(شکل

  pcDNA3  ..................................................................53 بیانی یوکاریوتیک پلاسمید ژنتیکی نقشه) 2-2( شکل

  74..............................................................  موش پاي Tibialis وQuadriceps هاي ماهیچه آناتومی) 3-2( شکل

  DMSO  ........................................................................87 کردن اضافه از قبل MTT آزمایش پلیت) 4-2( شکل

  DMSO  .........................................................................87 کردن اضافه از بعد MTT آزمایش پلیت) 5-2( شکل

  90..........................................  %8/0 آگاروز ژل روي ژنومی DNA استخراج محصول الکتروفورز) 1-3( شکل

  91...............................................................  انگل از  شده استخراج ژنومی DNA بکمک PCR نتایج) 2-3( شکل

  TOPO - GRA7  .............................................................92 نوترکیب پلاسمید آنزیمی برش نتایج) 3-3( شکل

  93..  الگو بعنوان TOPO - GRA7 نوترکیب پلاسمید از استفاده با GRA7 قطعه PCR نتایج) 4-3( شکل

 محـل  نمـایش  بـا  اي گونده توکسوپلاسما از شده جدا GRA7 ژن از آمده بدست توالی) 5-3( شکل
  94................دارد تفاوت ژنی بانک در موجود توالی با باز یک در توالی این که برگشت و رفت پرایمرهاي

 درصـد، % 8/0 آگـاروز  ژل روي PTZ-GRA7 نوترکیـب  پلاسـمید  آنزیمـی  بـرش  نتایج) 6-3( شکل
 پلاسمید 4  ستون نخورده، آنزیم pcGRA7 پلاسمید 2 ستون بازي، جفت 1000مارکر3 و 1 ستون

PT-GRA7 قطعه از بازي جفت 733 قطعه و خورده آنزیم bp 2886 94.............................  .است شده جدا  

 ستون pcDNA3 قطعه فاقد پلاسمید با pc GRA7 نوترکیب پلاسمید باندهاي مقایسه) 7-3( شکل



  ط 

  pc GRA7  ..............................95 نوترکیب پلاسمید 3 ستون ،pcDNA3 پلاسمید 2 ستون ،Kbp1 مارکر 1

%. 1 آگـاروز  ژل روي pc GRA7 نوترکیـب  پلاسـمید  بکمک PCR محصول الکتروفورز) 8-4( شکل
 pc GRA7 نوترکیـب  پلاسمید بکمک PCR محصول 4و3و2 ستون بازي، جفت 100 مارکر 1ستون

  96  .................................................................................................................................................  یونیورسال پرایمرهاي و

  SDS-PAGE  .....................................................  96 روش با ها پروتئین مولکولی وزن تعیین نتایج) 9-3( شکل

 آن بـه  SDS-PAGE مرحلـه  در شـده  تفکیـک  هـاي  پروتئین که نیتروسلولزي کاغذ) 10-3( شکل
  97...............................................................................................................................  .است شده داده نشان شده منتقل
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  مقدمه. 1-1
شود و گسـترش   ایجاد می1 اي اي انگلی به نام توکسوپلاسما گونده سموزیس توسط تک یاختهلاتوکسوپ

 يدارا یوانـات اهل ـ ین در انسان و حیو سقط جن يبه علت عفونت مادرزاد يمارین بیا ].1[جهانی دارد

در . کنـد  توکسوپلاسموزیس اثرات متفاوتی در میزبان ایجاد مـی ]. 1[است یو دامپزشک یت پزشکیاهم

هاي پیونـد عضـو و بیمـاران سـرطانی      گیرنده، افراد دچار ضعف سیستم ایمنی مثل افراد مبتلا به ایدز

، تورم غـدد لنفـاوي  ، کوري، بیماري با کوریورتینیت]. 2[شود هاي شدید و مرگ و میر می باعث بیماري

توکسوپلاسموزیس مادرزادي که حاصـل عبـور انگـل از جفـت در     ]. 3[یا مرگ همراه استآنسفالیت و 

مـرگ جنـین در رحـم یـا     ، تواند باعث سقط جنـین خودبخـودي   می، هنگام آلودگی اولیه مادري است

  ].4[ماندگی ذهنی یا کوریورتینیت گردد عقب، هاي شدید مادرزادي مثل هیدروسفالی نقص

و تخمین زده ] 5[هاي انگلی بشر در جهان باشد  ترین عفونت سما از شایعشاید آلودگی به توکسوپلا

میلیـون تـا یـک بیلیـون نفـر از       500شود که توکسوپلاسموزیس بشکل بـدون علامـت مـزمن در     می

  ].6[جمعیت انسانی در جهان وجود داشته باشد 

جدد بسـرعت اتفـاق   درمان این بیماري بخاطر اثرات سمی داروهاي در دسترس مشکل است و عفونت م

جـایگزین  ، تحت شرایط حاضر ایجاد و گسترش داروهاي جدید ضد توکسوپلاسما یـا یـک واکسـن   . افتد می

شـود مـانع از عبـور     مـی  ایمنی که در اثر آلودگی مادر قبل از حاملگی ایجـاد ]. 1[اسبی خواهد بود نبسیار م

کند که احتمـال   این موضوع پیشنهاد می .کند شود و جنین را بطور کامل محافظت می می انگل از راه جفت

  ].4[پذیر است امکان، انتقال انگل از راه جفت با واکسیناسیون مناسب قبل از حاملگی توقف
                                                   
1- Toxoplasma gondii 
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مطالعات و تجربیات مختلف نشان داده است که احتمال تهیه واکسنی مناسب علیه توکسوپلاسـموزیس  

اي در جهـت ایجـاد و گسـترش     بـل ملاحظـه  هـاي قا  پیشـرفت ، در سـالهاي گذشـته  ]. 1[انسانی وجود دارد

واکسنی موثر براي بیماري توکسوپلاسموزیس بوجود آمده است و واکسنی بـا اسـترین زنـده ضـعیف شـده      

S48 در عین حال ایـن واکسـن ممکـن اسـت بـه حالـت بیمـاریزا        . براي مصارف دامپزشکی تهیه شده است

، هایی که بطور تجـاري در دسـترس هسـتند    اکسنو]. 1[برگردد و ازاینرو براي مصرف انسانی مناسب نیست

  ].7[اند  هاي نوترکیب انگل تهیه شده ژن زاي ضعیف شده و یا آنتی بر پایه مراحل عفونت عمدتاً

آینـده خـوبی را بـراي توسـعه و ایجـاد       DNAتکنولوژي پیشرفته واکسیناسیون ، هاي اخیر در سال

و ] 7[جدیـدي اسـت   بحـث کـاملاً   DNAاسـیون  واکسین .]7[هاي چندظرفیتی ارائه کرده است واکسن

هاي ایمنی هومورال و سلولی اختصاصی است که بـا تزریـق پلاسـمید     روش قدرتمندي براي القا پاسخ

DNA واکسیناسـیون  ]. 1[کننـد  هاي میزبان پروتئین کد شده را بیان مـی  سلول، برهنه به درون میزبان

کنند که از  ژنی ایمونولوژیک مهیا می چون آنتی. کنند میهاي ایمنی موثر وطولانی مدتی القا  ژنی پاسخ

]. 8[کننـد  شوند و خاطره ایمونولـوژیکی را تحریـک مـی    ي میآورفر MHC-IIو  MHC-I طریق سیستم

، توکسوپلاسـموزیس ، لیشـمانیوز ، هاي انگلـی مثـل مالاریـا    علیه بیماري DNAواکسیناسیون  اکنون هم

  ].7[هاي جدیدي را بوجود آورده است  و فاسیولیوزیس فرصتشیستوزومیازیس ، وریدیوزیسپکریپتوس

وانـد پاسـخ   ت هاي واکسـن کـه مـی    پیشرفت چشمگیري در زمینه شناسایی کاندید، در دهه گذشته

ی ژنهـاي سـطحی تـاک    بیشتر این کارهـا بـر روي آنتـی   . صورت گرفته است، ایمنی محافظتی القا کنند

ژنهاي  آنتی .باشد یکی از کاندیدهاي اصلی واکسن می SAG1یت متمرکز شده است که در این میان ئزو

ژنهـا بوسـیله    این آنتـی . ترشحی انگل نیز نقش مهمی در تحریک سیستم ایمنی محافظتی دارند-دفعی

ترشـحی  -ژنهـاي دفعـی   از اعضـاي اصـلی آنتـی   . شـوند  هـا بیـان مـی    زوئیـت  هـا و بـرادي   زوئیـت  تاکی

هـاي   بعنوان گزینـه  GRA7, (40KDa) GRA4, (23KDa) GRA1 (29KDa). باشند می GRA1هاي مولکول

زوئیـت و   يدبـرا ، زوئیـت  کـه بوسـیله تـاکی    ROP2 (56KDa)ژن  آنتی اخیراً. اند واکسن شناسایی شده

  ].1[شود نیز بعنوان گزینه واکسن علیه توکسوپلاسموزیس پیشنهاد شده است می انیزوئیت بورواسپ

                                                   
1- Granule antigen 


