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  اريزگ سپاس
  

پایان پروردگار یکتا را که مجال دانش اندوزي را عطا فرمود تا در راستاي پیش برد سطح علمی کشور عزیزم یمن،  یسپاس ب

ید زیبایی که شمع این راه شدند و از یان دکتر محمدرضا نصیري و دکتر سع، آقاقدرم گرانراهنماي اتید از اس. عضوي پویا باشم

راهکارهاي استاد ارجمند، جناب آقاي دکتر طهمورث پور، . شمار سپاسگزارم اند، بی ههیچ کمکی در انجام این پژوهش دریغ نکرد

گشایی و گذر از موانع دستگیرم شدند و بر خود لازم  دکتر مهدي زیارت نیا، دکتر فتحی نجفی و دکتر حق پرست همواره در گره

چنین از مسئولین و همه کارکنان محترم موسسه تحقیقات هم .میدانم در قالب واژگانی هرچند نارسا، لطف ایشان را سپاسگزار باشم

 دکتر طرقی،  کیانی، زاده دکترآقاي  به ویژهسازي رازي شعبه شمال شرق به ویژه بخش تحقیقات و بخش تشخیص  و سرمواکسن 

نشگاه فردوسی آقاي از مدیریت محترم پژوهشکده فناوري زیستی دانشکده علوم دا. فراوان دارم  خانم مجیدي و خانم رضایی تشکر

. اند، کمال تشکر را دارم شن متحمل شدهنی که در راستاي انجام الکتروپوریهاي شایا دکتر بهرامی و خانم دکتر متین به پاس کمک

قوتی، دکتر پور سید،  ،از یکایک دوستانی که در گام به گام این پژوهش یاري رسان بنده بودند به ویژه آقایان مهندس دوستی

از . ین صمیمانه متشکرمبش ، محقی، حسینی، خانم تیموري، خانم غلامی، خانم پیبهاريی باف، حداد، مؤمنی مقدم، دکتر رشت

هلال علی العنسی، سی، عزیزانم در یمن، آقایان ربیع العزعزي، دکتر سیف المقطري، دکتر ابراهیم الشیبانی، دکتر عادل العن

اند کمال تشکر و  هاي تحصیل از هیچ کمکی دریغ نکرده که طی سالدل المطري الشوکانی، شوقی العزعزي، ولید العزعزي و عا

  .قدردانی را دارم

اي ناچیز، به پاس یک عمر  ، پدرم و مادر عزیزم، این رساله را به عنوان هدیهمپایان پدر بزرگ در پایان ضمن سپاس بیکران از مهر بی

  .کنم ر مهربانم تقدیم میو همس م، دخترمچشمانم پسرنور زحمت بی چشم داشت به 
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  چکیده 

 Oویروس تب برفکی سروتیپ  3Cو غیر ساختاري  P1هاي ساختاري  پروتئینهمسانه سازي و بیان هدف با این مطالعه 
. انجام گرفت ،ها در خوکچه هندي و ارزیابی پاسخ ایمنی آنپاستوریس  پیشیاخراسان رضوي در مخمر  از استانجدا شده 

هاي به دست آمده با  و توالی شدنداین ویروس تکثیر و تعیین توالی  3Cو غیر ساختاري  P1ساختاري  هاي نپروتئی هاي ژن
نتایج آنالیز تعیین . ژنتیکی مقایسه شدندفیلوهاي این ویروس از نظر  سروتیپهاي  و سویه Oسروتیپ هاي  توالی سایر سویه

پاکستان  Oسروتیپ   هیسو را با ي اهت نوکلئوتیدي و اسید آمنیهبیشترین شب P1توالی و فیلوژنتیکی نشان دادند که ژن 
PAK/39/2008  3ژن . داشت%) 37/98(و ) 94/ 93(%به ترتیبC  را  ي توالی نوکلئوتیدي و اسید آمینه  شباهتبیشترین میزان

این نتایج نشان . درصد داشت 100و  74/93به ترتیب با  AIND 287/96 و AIND288/07هندوستان  Aبا دو سویه سروتیپ 
در . ي همسایه شرقی به ایران وارد شده باشدممکن است از کشورها 1389د که ویروس شیوع یافته در ایران در سال نده می

درون ناقل  P1-2Aتکثیر شدند و ژن  PCRتوسط  XbaI وKpnI هاي چسبان  با دنباله 3Cو  P1-2Aاین تحقیق ژن 
pTZ57R/T  الحاق و به باکتريDH5α پس از تائید صحت همسانه سازي به روش هضم آنزیمی و  .تقال داده شدانPCR،  ژن

P1-2A  3وC  به درون ناقل بیانیpPICZ-B  مخمر الحاق و به باکتريDH5α هاي بیانی  ناقل. جهت تکثیر انتقال داده شدند
pPICZ-BP1-2A  وpPICZ-B3C یابی با آنزیم زیمی و توالیضم آنپس از غربالگري و تائید صحت همسانه سازي به روش ه 

PmeI مخمر پیشیا پاستوریس نوترکیب در . خطی شده و با روش الکتروپوریشن به مخمر پیشیا پاستوریس انتقال داده شدند
گذاري،  به روش لکه 3Cو  P1-2Aهاي  بیان پروتئین. هاي مورد نظر القاء شد و با متانول بیان پروتئینکشت داده  MMHمحیط 

SDS-PAGE هاي تولید شده از مخمر استخراج و با کمک ستون کروماتوگرافی میل  پروتئین. گردیدوسترن بلات تایید  و
. ندهاي هندي تزریق شد و به عنوان آنتی ژن تحریک کننده سیستم ایمنی به خوکچهند خالص سازي شد  Ni-NTAترکیبی 

به  pPICZ-Bدر ناقل بیانی  3Cو ژن  pPICZ-Bقل بیانی و نا pTZ57R/Tدر ناقل  P1-2A  ژنکه این پژوهش نشان داد نتایج 
به داخل ژنوم مخمر پیشیا پاستوریس با روش نوترکیبی همولوگ با   3Cو P1-2Aهاي  ورود ژن. اند درستی همسانه شده

به روش وسترن بلات با در مخمر  3Cو  P1-2A هاي بیان پروتئین .تائید شد PCRژنومی مخمر و انجام  DNAاستخراج 
با روش برادفورد به  3Cو  P1-2Aهاي نوترکیب   غلظت پروتئین. ندمشاهده باند اختصاصی پروتئین هدف کاملا تایید شد

نوع پروتئین نوترکیب در نشان داد که نتایج تجزیه واریانس  .شدندگیري  لیتر اندازه میکروگرم در میلی 40و  100ترتیب، 
در تحریک سیستم ایمنی  یاورولی اثر افزودن . بود معنی دار 05/0در سطح کی تحریک سیستم ایمنی در برابر ویروس تب برف

همراه با یاور در تحریک سیستم ایمنی تفاوت معنی داري  P1-2A3Cو  P1-2Aبین دو تیمار ). P>0.05( نبودمعنی دار 
وریس تکثیر، تپاس پیشیامخمر با موفقیت در  3Cو  P1-2Aهاي  ژنتوان گفت که در این تحقیق  می به طور کلی. مشاهده نشد

بادي علیه ویروس تب برفکی  هاي تولید شده قادر به تحریک سیستم ایمنی و تولید آنتی همسانه و بیان شدند و پروتئین
  .دنباش می Oسروتیپ 

  
  O ویروس تب برفکی سروتیپ، پاستوریز پیشیا مخمر، بیان و کلونینگ ،3C ژن، P1-2A ژن ها کلید واژه
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فهرست علائم و اختصارات 

  
  فارسی لاتینل علائم

X-gal  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside ۵- ایندولیل- ٣-کلرو- ۴- برومو-β-D - 
  گلاکتوپیرانوزید

BEI binary ethyleneimine اتیلن ایمین مضاعف 
DNA deoxyribonucleic acid اسید دزوکسی ریبونوکلئیک 
RNA ribonucleic acid اسید ریبونوکلئیک 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay الایزا 
IPTG isopropyl-β-D-thiogalactoside ایزوپروپیل - β-D - تیوگالاکتوزید  
RGD Arg-Gly-Asp آسپارژین -گلایسین - آرژنین 
WRL world refrence laboratory آزمایشگاه رفرنس جھانی 
CF complement fixation ھاي تثبیت مکملآزمون 
FMD Foot and Mouth Disease بیماری تب برفکی 
SVD swine vesicular disease بیماری تاول دار خوک 
3Cpro 3C protease  3پروتئازC 
PABP poly(A)-binding protein  پروتئین متصل شونده بھ پلیA 
VPg Viral Protein,genome linked پروتئین ویروسی متصل شونده بھ ژنوم 
L

pro
 Leader protease  پروتئینازLeader  

PEG polyethylene glycol پلی اتیلن گلایگول 
poly(A) polyadenylated پلی آدنیلات 
poly(C) polycytidylate پلی سیتیدیلات 
3Dpol 3D polymerase  3پلیمرازD  
SNT serum neutralization test تست خنثی سازی سرم 
VS vesicular stomatis التھاب مخاطی تاول دار 
dNTP deoxynucleoside-5’-triphosphate دزوکسی نوکلئوتید تری فسفات 
Rpm Round per minute دور در دقیقھ  
ddA dideoxy adenosine دی داکسی آدنوزین  
ddT dideoxy thymidine دی داکسی تیمیدین  
RNase Ribonuclease ریبونوکلئاز 
lacZ  β-galactosidase gene ژن بتا گالاکتوزیداز 
OIE Office International des Epizooties سازمان جھانی بھداشت دام 
IRES internal ribosome entry site خلی ورود بھ ریبوزومسایت دا 
cre cis-acting replication element عامل فعال سازي ترجمھ 
TNF tumour necrosis factor  فاکتور تومور نکروز 
MHC major histocompatability complex کمپلکس سازگار بافتي 
LB Lauria bertani لوریا برتانی  
µg microgram ماکروگرم  
µl microliter ولیترماکر 
BHK baby hamster kidney محیط کشت 
NCBI National center of biotechnology information مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژی  
cDNA complementary DNA مکمل اسید دزوکسی ریبونوکلئیک 
PKs Pseudoknots ھاي کاذبمنطقھ کدون 
mg/ml miligram میلی لیتر/ میلی گرم  
UTR untranslated region ایناحیھ غیرترجمھ 
ORF open reading frame ناحیھ الگوي قرائت شونده باز 
Ng nanogram نانوگرم  
RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction کرپتاز معکوس واکنش زنجیره پلیمراز ترانس 
PCR polymerase chain reaction زمراای پلیواکنش زنجیره 
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 هقدمم. 1-1
  

و ي ویروسی دام است که حیوانات وحشی ها يماریبترین  یکی از مسري )FMD( بیماري تب برفکی

و  نکای( کند یمآلوده  گوشت راو زوج سم به ویژه تولید کنندگان شیر ) 2009تولی و فاریز، (اهلی 

این ). 2009و همکاران،  دوري؛ 2003 ؛ چانسانگارام و همکاران،2005؛ سونگ و همکاران، 2004همکاران، 

بیماري خسارت اقتصادي زیادي را به صنعت دامپروري وارد کرده  است و یکی از تهدیدهاي تجارت دام و 

 ؛ 2006؛ کیم و همکاران، 2009و همکاران،  هیما( ودش یمي دامی در سراسر جهان محسوب ها فرآورده

  .)2008پینگان و همکاران، 

ویروس عامل بیماري تب برفکی از خانواده پیکورناویریده و از جنس آفتوویروس است که داري 

هیما و همکاران، ( باشد یممتعددي  هايسویهو  SAT3و  O ،A، Asia1 ،SAT1 ،SAT2هفت سروتیپ 

و ایمنی  باشد یماساس منطقه جغرافیایی ر ها ب تفاوت بین این سروتیپ). 2004کاین و همکاران، ؛  2009

ي فوق در برابر ها پیسروتواکسیناسیون بر علیه یکی از . وجود ندارد ها پیت ها و تحت متقاطع بین سروتیپ
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، لذا براي کنترل بیماري از طریق واکسیناسیون دینما ینمي ویروس تب برفکی ایمنی ایجاد ها پیسروتدیگر 

 ؛)2009هیما و همکاران، ( باید واکسنی از همان سویه خاص تولید و در همان منطقه استفاده شود اختصاصاً

یا ( ، سخت استبدای یمپیش بینی این مطلب که کدام سروتیپ در منطقه قبل از واکسیناسیون شیوع د هر چن

در  بوده واز طرف دیگر این ویروس فاقد سیستم اصلاح اشتباه در حین نسخه برداري ). 2004و همکاران، 

و منجر به ظهور تغییرات ژنتیکی و  افتد یمي پی در پی در این ویروس اتفاق ها جهش ،زمان تکثیر ژنومی

 ي جدید علیه سویه جهش یافته تولید نمودها واکسنه باید ، در نتیجشود یماین ویروس  ینیکآنتی ژ

علاوه بر جهش، انتخاب هم یکی از علل مهم  .)2008و مانگکیو و همکاران،  2006باسواس و همکاران، (

ویروس منجر به ظهور  این RNAپذیري بالاي  که قابلیت تغییر دیآ یمتغییرپذیري این ویروس به حساب 

   ).2009هیما و همکاران،  ؛2008و همکاران،  دو( نولوژي شده استوهفت سروتیپ متفاوت از لحاظ ایم

ویروس تکثیر . شوند یمتهیه  (BHK21) سلولی با استفاده از کشت FMDي متداول یا سنتی ها واکسن

سونگ و  ؛2004؛ کاین و همکاران، 2009هیما و همکاران،  ( ایییي شیمها روشتوسط  ها سلولشده در این 

هاي  از آنجا که تولید ویروس. شود یمفعال  رغی) BEI( مضاعفاتیلن ایمین مانند روش ) 2005همکاران، 

همچنین براي اجتناب از خطر  .تپر هزینه اس بنابراینحیوانی و انسانی به محیط کشت سلولی نیاز دارد 

دو و (سترده نیاز است زا به رعایت تدابیر امنیتی گ رویارویی پرسنل آزمایشگاه و کارخانه با عامل بیماري

آلودگی  در بعضی موارد ویروس به شکل کامل غیر فعال نشده و در نتیجه منبعی براي) 2008همکاران، 

یا و  ؛ 2004؛ کاین و همکارن، 2008؛ پینگان و همکاران، 2006کیم و همکاران، ( گردد یممحسوب 

و جدا کردن حیوانات واکسینه  بودهزایی واکسن تولید شده کوتاه  یاز طرف دیگر ایمن) 2004همکاران، 

به  توان یمنهایت  شده و غیر واکسینه ممکن است به علت فقدان تکنولوژي تفریقی لازم مشکل باشد و در
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توجه به معایب ذکر شده نیاز  با )2007داي،  ؛2001بارون و همکاران، ( ناپایداري حرارتی واکسن اشاره کرد

  .رسد به نظر میولید واکسنی که داراي این معایب نباشد ضروري به ت

منجر به شود که این کار ممکن است  ي حاوي چند سروتیپ استفاده میها واکسندر بعضی موارد از 

 به ویژهي واکسیناسیون در کنترل این بیماري، ها برنامهبیشتر . شیوع بیش از یک سروتیپ در یک زمان گردد

ها موفق  در کشورهاي در حال توسعه به علت کمبود منابع مالی، کاهش سرعت و دقت تشخیص سروتیپ

و با فعالیت و پایداري بالا ضروري به  با توجه به دلایل ذکر شده، تولید واکسن کم هزینه، کم خطر. اند نبوده

که نیاز به رشد زیاد ویروس و در نتیجه خطر شیوع  یي متعددي براي تولید واکسنها ياستراتژ. رسد یمنظر 

 و  و سونگ ؛2009دوري و همکاران، ( DNAي ها واکسني پپتیدي، ها واکسن :از جمله شته باشد،بیماري ندا

. اند شدهمعرفی  1هاي همساز ناقلي ضعیف شده و ها هیسوي نوترکیب، ها نیپروتئ، )a2005همکاران، 

 ي نوترکیب به علت سهولت در اجرا، ایمن بودن، امکان نگهداري طولانیها نیپروتئو  DNAي ها واکسن

و امکان تولید واکسن بر علیه  گرنشانبه عنوان  ها آناز استفاده ، امکان تولید پروتئین حل پذیر،  مدت

. دیآ یمبراي تولید واکسن ویروس تب برفکی به حساب  ها روشي جدید جزء بهترین ها پیسروت

و  اند شدهکلون و بیان  یي متفاوتها ستمیسي مختلف این ویروس براي تولید واکسن نوترکیب در ها نیپروتئ

ي ساختاري ها نیپروتئاستفاده از  اما. اند کردهان تولید ي خودشها زبانیمسطوح متفاوتی از آنتی بادي را در 

P1-2A 3همراه با پروتئازC  یا و  ؛ 2006کیم و همکاران، ( بیشترین تولید آنتی بادي را به همراه داشته است

ي حشره کلون و بیان ها سلولو  E. coliمانند  یي مختلفها ستمیسدر  ها نیپروتئاین ). 2004همکاران، 

به علت  تواند میاین امر  سطح بیان و پایداري مطلوب برسند که نتوانستند به ها ستمیس، هر چند که این اند شده

                                                
١Replicating vectors 
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؛ 2005مکاران، بالامیوروگان و ه( باشداین عوامل  محیط، طبیعت ساخت، سیستم میزبان و یا همه pHکاهش 

هاي ویروس تب برفکی تحریک کننده سیستم ایمنی در  ژن). 2004یا و همکاران،  ؛2006شا و همکاران ،

مانند سالمونلا نیز کلون  E. coliمانند یونجه و گوجه فرنگی و همچنین در سیستم باکتري غیر از  گیاهان

؛ پینگان و 2008مانگکو و همکاران، ( اند رفته و براي تولید واکسن خوراکی این ویروس به کار اند شدهوبیان 

  ).2007شا و همکاران ؛2008همکاران، 

هاي عالی نظیر تغییرات پس  مخمرها به عنوان موجودات یوکاریوتی هم بسیاري از مزایایی یوکاریوت

تر  هاي مخمري هم سریع سلول. حتی قابل دستکاري هستندبه را E.coliاز ترجمه را دارند و هم مانند باکتري 

باشند و معمولا سطوح بالایی بیان ژن را نشان  هاي یوکاریوتی قابل کشت می تر از سلول تر و ارزان و آسان

باشد  هاي نوترکیب مورد توجه می دهند لذا استفاده از مخمرها به عنوان بیوراکتورهاي تولید کننده پروتئین می

  ). 2005وبابیوك،  روگان؛ 2007و همکاران،  پرادارشانا؛ 2007همکاران،  یوروگان وبالام(
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