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  :พ়ࢁඟ و दدردا਩ی
را  پروردگارا، ৔و را ീয భیاری از ॺࡗظات اଌن پایان ଓฬ ࣹس ඟ໊دم ، ণپاسࢂචارم ਠ઺඼່ ଒ی

رم   .ଘ ૼن ࠝطا ඟ໊دی భ ห اଌن راه दدم بఴذا
  .ਟی ঴ ໚دون ਝ اিسان ୓ی భ ଒ اජໍافم ංඌ঒ند ا৅جام اଌن پایان ඵද ଓฬر ഊم૰ن রود 

اণتاد ඟ໋اਗی آ༚ی دන඿ر ৅࡝ਊی ، భ پایان ଓฬ ای ଒ اণتاد راঘ࣒مای آن ංඌ঒ید، ॷما ୁرනවرଌن 
৑ࡺش را دارید، ॷما ঁذت ا৅جام ड़وनࡺࢹت آඵෂز او಻౱ن کار علਖی دوران ز৯دਛی ام را ଘ ૼن 

 . ون راঘ࣒ماਪی ୓ی ॷما ಻ඖหن اଌن پایان ീয ଓฬیار ீ ਗی ৶ࢤود঴د. دادید
آ༚ی دන඿ر ೳख़دوਗی از ୓ ਝی علਖی و ॐماশࢌ ୓ی  ॷما భ ا৅جام اଌن پایان ീয ଓฬیار 

 . ণپاسࢂචارم
از ໆرکار خاৣم ൐ख़یدی ،کارতناس ار॰د ໆرم سازی رازی ଘ دॻࣱل یاری ୓ و راঘ࣒ماਪی 

୓ یਠ൏। یاری ازീয ଒ شانী୓  ،ࢤود৶ یਗ رන෕م آسا৤اୀ ارم راචپاسࢂণ ورز඼ෙय़ ی༚ن از آ಻ൾ൒ھࢠ ،
 . و خاৣم ൌॲبان با঻ࢌ ୓ ਝی دوণتاଡ اشان ਾഊࣨون ീ঒࣎م



ری اଌن اسا঺ید ඼່زاଡ، آ༚ی دන඿ر ඩज़ر਎ی و آ༚ی دන඿ر دএقا਩ی از اଌن ଒ زॐ࢟ت داو
 .؛ ෼ل พ়ࢁඟ و दدردا਩ی را دارمپایان ଓฬ را ൉ࣞਵ࣫ل ॰دید

  و
ീযیاری از زما਩ی ଒ با آن ਗ ୓ی থذرا৯دم، . ردا਩ی ૼن از خاৗواده ام ঒ࡣتعਾ࣪ق ଌୃن दد

 ୓ شارण  د را از ૼنඟ໊ یਗ ی . دور୓ ࢌশماॐ ی از਩شدি ࣝع ৳مامคඖ ما یکॷ ୍مସ مభپدر و ما
 .رو਀ی و ਹग़ࣨوی భ ੌول ز৯دਛی ام ංඌ঒ید

 
  ૡह৅ه ඟ໋دৗو඼ෙ७ی                                                                       

                                                                          ١٣٩٢     
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  :چكيده

وزن مولكولي  توليد مي كند كه باآلفا توكسين سيتو توكسيني به نام   Clostridium novyi باكتري 

سلول هاي  Rhoكيلو دالتون داراي فعاليت آنزيمي بوده و بر روي گيرنده هاي  200- 250حدود 

 .در محيط كشت استعامل خونريزي رگ ها و گرد شدن سلول ها  و  پستانداران تاثير مي گذارد

بررسي هاي ايمونولوژيكي نشان مي دهد كه قسمت كوچك از يك آنتي ژن مي تواند سيستم ايمني را 

تئين كه آنتي ژنسيته ناحيه از پرو )كلون(همسانه سازي عليه كل آنتي ژن تحريك كند به همين دليل 

روش ي كليدي اين  مرحله. ليه توكسين هاي كشنده استامكان جديدي براي ايمني ع ،  ي بالا دارد

 هدف از اين مطالعه به كارگيري. ي آنتي ژنيك توكسين مي باشد شامل شناسايي و انتخاب ناحيه

توليد  به منظورپروتئين نوتركيب تهيه  ، زيست شناسي مولكولي و تركيبي از روش هاي بيوانفورماتيك

  .بالا مي باشد ي آنتي ژنسيتهپروتئين با 

 يكي و ساختار دوم پروتئين انتخاب و براساس مطالعات بيوانفورمات با آنتي ژنسيته ي بالا  قطعاتابتدا 

قطعات تكثير شده در وكتور كلونينگ  .ور تكثير اين قطعات طراحي گرديدظپرايمرهاي اختصاصي به من

pTZ57RT انييدر وكتور بسپس  وارد و pET21a(+) ي پلاسميد حاوي قطعه به وسيله. كلون گرديد  

PCR رسوب داده پروتئين  سولفات آمونيوم  ، با استفاده از پس از بيان پروتئين نوتركيب. ديتاييد گرد

 با پروتئين  خالص گرديد و خصوصيات آ نتي ژنيكنيمه شد و به وسيله كروماتوگرافي فيلتراسيون ژلي 

به منظور بررسي ايمونوژنسيته سپس . گرديد تاييد )الايزاو  وسترن بلات،  د ات بلات(تست هاي 

واكنش متقاطع با توكسين و پروتئين حيوان با هدف انجام به موش تزريق گرديد و سرم پروتئين 

  .آوري گرديد عنوتركيب جم

بالايي را  ميل تركيبي ،نوتركيب پروتئينآنتي بادي توليد شده بر عليه نتيجه ي تست هاي ايمونولوژي 

بيوانفورماتيك مي تواند  ي روش هاي  بر پايه ،به نظر مي رسد. نشان دادن طبيعي در مقايسه با توكسي



اين استراتژي روشي براي توليد . ي  ايمونوژنسيته را افزايش دهندبا پتانسيل بالا يانتخاب قطعاتاحتمال 

ا  توليد ليگاند براي خالص سازي آنتي بادي ها يا يپپتيد واكسن  و آنتي بادي براي تست تشخيصي و 

 . پروتئين ها طبيعي به روش  كروماتوگرافي ميل تركيبي  مي باشد

   ، كلستريديوم نويي آلفا توكسين  ،ساختار دوم پروتئين  ،نواحي آنتي ژنيك : كلمات كليدي
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Abbreviation: 

AT :  alpha toxin Clostridium novyi 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PBS: Phosphate Buffered saline 

OPD: o-PHENYLENEDIAMINE 

DAB: 3-3'-DIAMINOBENZIDINE 

BSA: Bovine Serum Albumin 

OD : Optical  Density  

ATF1: Fragment 1 alpha toxin 

ATF2: Fragment 2 alpha toxin 

ATF3: Fragment 3 alpha toxin 

ATF4: Fragment 4 alpha toxin 

ATF5: Fragment 5 alpha toxin 

ATF6: Fragment 6 alpha toxin 

ATF7: Fragment 7 alpha toxin 

ATF1: Fragment 1 alpha toxin 

RPATF1: Recombinant protein of fragment 1 alpha toxin 

RPATF6: Recombinant protein of fragment 6 alpha toxin 

ab-RPATF1: antibody of  Recombinant protein of  fragment 1 alpha toxin 

ab-RPATF6 : antibody of  Recombinant protein  of fragment 6 alpha toxin 

Ab-alpha toxin: antibody of alpha toxin 
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  فصل اول

  مروري بر منابع

                                             

  

                    

 :خانواده كلستريديا -1- 1

سياري از كلستريديا ب. هستندگرم مثبت و اسپوردار  ،باكتري هاي  بزرگ،  اي كلستريديومگونه ه

. آب و بقاياي گياهان و حيوانات درحال فساد رشد مي كنند ،به طور طبيعي در خاكبوده  و ساپروفيت 

و بعد از مرگ حيوانات به سرعت بوده ه طور طبيعي ساكن روده ب  C.perfringensسايرگونه ها مانند 

  .)Malone, 2004(به خون و بافت ها تهاجم كرده و نقش مهمي در تجزيه لاشه بازي مي كنند 

سه گروه به  را بيماريزا براي گاو و گوسفند  كلستريدياخانواده ي ، 2000همكارانش در سال  كوئينن و

  :طبقه بندي كردند



 مروري بر منابع: فصل اول

 

٢

  :موثر بر اعصاب كلستريديا-1- 1-1  

  C.tetani   وC.botulinum  و  كزازنروتوكسين قوي توليد مي كنند كه به ترتيب باعث بيماري

  .توليسم مي شوندبو

  :موثر بر بافت ها كلستريديا-2- 1- 1

مي  1مسموميت كل  بافت هاي بدناگزوتوكسين توليد شده توسط اين كلستريديا باعث نكروز بافت و 

 كه سبب بيماري C.novyiو 2قانقاريا در پاي گوسفند و گاوعامل اصلي  C.chauvoei شامل. شود

  .مي شود عوارض ناشي از محصولات جانبي آن ها و 3ناشي از كرم هاي پهن كبدكبدي 

  :انتروتوكسين ي دياي توليد كنندهيكلستر-3- 1- 1

 4مسموميت سيستميك ناشي از انتروتوكسينامل بيماري هاي روده وع  C.perfringens گونه هاي

كه عامل اسهال آن   Bپالپي و تيپ  ي كه سبب بيماري كليه Dتيپ  C.perfringensشامل . است

  .)Quinn et al., 1994(خوني گوسفندي است

  

  بيماري هاي  ناشي از خانواده ي كلستريديا در  نشخواركنندگان -1 - 1 شكل

                                                            
1 ‐ Systemic toxaemia 
2 ‐ Blackleg 
3 ‐ Black disease 
4 ‐ Enterotoxaemia 



 مروري بر منابع: فصل اول
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 :Clostridium novyi معرفي جنس -2- 1

C. novyi  با نام  1894اولين بار در سالBacillus oedematis maligni هندي آلوده ي از خوكچه ،

يك  اين باكتري  .)MacLennan, 1962(توسط دكتر فردريك نويي از دانشگاه ميشيگان جداسازي شد

مانند  است كه )دسته تنيسي شكل(باسيل گرم مثبت، بي هوازي اجباري و تشكيل دهنده اندوسپور

C.perfringens ارگانيسم موجود در خاك است.  C. novyi  قادر به اكسيد كردن مواد غذائي  و تبديل

آن به آب و دي اكسيدكربن نمي باشد و لذا محصول نهائي متابوليسم مواد غذائي توليد اسيد هاي چرب و 

توان ارگانيك مي باشد و بخاطر اين نوع متابوليسم بوي تند و نامناسبي از رشد باكتري را مي د موا 

زماني كه اين باكتري به شرايط بي هوازي مانند ماهيچه منتقل مي شود توليد توكسين .  استشمام كرد

اين رفتار براي . گردد و عامل بيماري قانقاريا مي شود هاي كشنده مي نمايد كه باعث بيماري زائي مي

C.chauvoei  اين دو گونه براي نيز مشابه است و همين دليل واكسن دوگانه و يا چند تائي از

    .سيون استفاده مي شوداواكسين

 C.novyi  بر اساس نوع توكسين توليد شده به سه تيپA  وB  و غير بيماريزايC تقسيم مي شود .

كلستريديوم نوئي تقسيم بندي مي  Dرا بعنوان تيپ  C.haemolyticum بعضي از محققين گونه

تعيين گونه و تيپ آن بر ، C.botulinumاز باكتري   Dو  Cبدليل شباهت اين باكتري با تيپ . نمايند

 Sasaki et(مي تواند از تشخيص اشتباه اين دو گونه جلوگيري نمايد  16s rDNAاساس تعيين توالي 

al., 2001(  . شد اوليه كه در آن توليد توكسين ر - 1مراحل رشد و فاز هاي رشد باكتري عبارتند از

ف قتو نهايتكاهش رشد توليد اسپور و در - 3رشد سريع همراه با توليد توكسين  -2.گيرد صورت نمي

به نظر مي رسد سرعت سريع اسپور زائي  Cبا توجه به عدم پاتوژن بودن  تيپ . توليد توكسين مي باشد

لذا بررسي زمان توليد اسپور و تاخير در آن . رود مانع از توليد توكسين شده و سلول به حالت كمون مي

دليل بي هوازي بودن اين باكتري جدا سازي آن كمي ه ب.  مي تواند در افزايش توليد توكسين موثر باشد

دشوار به نظر مي رسد كه بايستي در شرايط ويژه مانند حضور گروه هاي تيول رشد صورت 

  .)Moore, 1968(گيرد



 مروري بر منابع: فصل اول
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  C. novyi تيپA  تيپ و  .شود سبب قانقاريا در حيوان و انسان ميB  1 بيماري سياهعامل اين باكتري 

گاو  و  در و مرگ. خوك و اسب مي شود ،گوسفند ،ن بيماري سبب مسموميت حاد در گاواست اي

به سبب ايجاد بيماري در  Aهر دو آلفا توكسين توليد مي كنند اما تيپ   Bو  Aتيپ . گوسفند مي شود

بتا توكسين  Dو  Bتيپ  .)Nishida and Nakagawara, 1964( انسان داراي اهميت بيشتري است

  .غير سمي است در نتيجه بيماريزا نمي باشد  Cتوليد مي كنند و تيپ 

  C. novyi  تيپD  وهاي مبتلا ممكنه مرده پيدا گا. در گاو ها مي شود 2هموگلوبينوري باسيليسبب

مي باشد با اين  Bاين تيپ از نظر توليد توكسين بسيار نزديك به تيپ   .)Malone, 2004( شوند

  .)Schallehn and Eklund, 1980(تفاوت كه قادر به توليد آلفا توكسين نمي باشد

اين باكتري در سرتاسر جهان يافت مي شود اما بيماري در مناطقي كه كرم هاي پهن كبد يافت مي شود 

تيره اي كه پوست به خاطر پارگي رگ ها در بافت  بيماري سياه نامش را از ظاهر سياه و. استترفراوان 

 ,MacLennan(در خاك موجود است   C. novyi باكتري. كند گرفته است جلدي پيدا مي زير

باكتري با توليد اسپور مي تواند از روده وارد بدن . در چراگاه توسط حيوانات خورده مي شود و )1962

پس از نمي شود اما بيماري موجب كبد ورود اسپورها  به  ، تقل مي شوندسپس اسپورها به كبد من .شود

اسپورها  شروع  و محيط غيرهوازي به وجود آمده ،  دن كبد توسط كرم هاي پهن يا ساير عواملصدمه دي

كننده آزاد شده  توكسين هاي نكروز  ،  به محض اينكه اسپورها شروع به رشد كردند . به تكثير مي كند

و  گهانينشانه هاي باليني در گاو ها نا. فت محلي و آسيب سيستم عروقي مي شودكه سبب تخريب با

حيوان بعد از يكي دو معمولا . دماي بدن استكاهش و ضعيف  قلب  ضربان  ، بي ميلي به حركت شامل  

بيماري سياه وقوع فصلي به . مرگ بدون هيچ علائم ظاهري ناگهاني هست در گوسفند ؛روز مي ميرد

تابستان و پاييز وقوع  بيماري معمولا در  .پهن كبد و ميزبان حلزون ها  داردخاطر نوسانات  جمعيت كرم 

  . اولين سرما در پاييز سيكل بيماري را متوقف مي كند است،

                                                            
1
‐ Black disease 

2 ‐ Bacillary hemoglobinuria 


