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Abstract: 
Aim and Background: Human Papillomaviruses (HPV) infection was known to be the leading cause 
of cervical cancer. Cervical cancer is the fourth most common cancer among women in the world. 
Designing a DNA vaccine with therapeutic properties as well as prevention can have a significant impact 
on reducing morbidity and mortality. 

Materials and Methods: Gene sequences including the immunogenic and conserved epitopes of L1 
and E7 proteins of high-risk papillomaviruses were designed. After synthesis of the L1-E7 fusion 
construct in pUC57 cloning vector, its subcloning was performed in pcDNA3.1 (-) eukaryotic vector. The 
concentration and purity of the recombinant pcDNA-L1E7 plasmid was determined by NanoDrop 
spectrophotometry.   

Results: The gene sequence after cutting from pUC57-L1E7 by BamHI/HindIII restriction enzymes, was 
subcloned in the same cloning site of pcDNA3.1 (-) vector. The presence of gene was confirmed by 
digestion with BamHI/HindIII enzymes, as a 639 bp fragment on 1% agarose gel. The recombinant 
pcDNA-L1E7 plasmid was purified by endotoxin-free extraction kit for isolation of bacterial 
lipopolysaccharide. The concentration of the purified DNA was obtained about 1474 ng/ µl. 

Conclusion: Cloning of the L1-E7 fusion construct in the eukaryotic vector was successful. In the next 
steps, the recombinant vector will be used for gene vaccine studies in vivo.   

Key Words: Human papillomavirus, L1 protein, E7 protein, Eukaryotic expression vector, Iau Science. 
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 10/12/0011 تاریخ پذیرش:

 توپیاپیفیوژن پلیساختار یوکاریوتی حامل  طراحی وکتور
 L1-E7 پر خطر پاپیلومای انسانی هایویروس 

 1الهی نژاد نعمت ، فتاح ستوده 1، شیوا ایرانی 2*اعظم بوالحسنی، 1فرید الناز عباسی
 

 شناسی، واحد علوم و تحقیقات تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران گروه زیست. 0

 بخش هپاتیت و ایدز، انستیتوپاستور ایران، تهران، ایران. 5

 چکیده

 در دنیا، شود. این سرطان ترین دلیل سرطان دهانه رحم شناخته می عنوان اصلیبه HPVآلودگی به  سابقه و هدف:
یز داشته باشد های درمانی ن ویژگی ،بر پیشگیریواکسنی که علاوه DNA. طراحی استسرطان شایع در میان زنان چهارمین 

 تواند در کاهش ابتلا و مرگ و میر تأثیر چشمگیری داشته باشد.  می
 

های پاپیلومای ویروس E7و  L1های  پروتئینو حفاظت شده ایمونوژنیک  هایتوپاپیشامل  ژنی توالی ها: مواد و روش
ساب کلون کردن آن در وکتور  ،pUC57در وکتور کلونینگ  L1-E7فیوژن ساختار از سنتز پس انسانی پر خطر طراحی گردید. 

توسط اسپکتروفتومتری نانودراپ  pcDNA-L1E7غلظت و خلوص پلاسمید نوترکیب  شد. انجام (-)pcDNA3.1 یوکاریوتی
  تعیین شد.  

 
 در جایگاه مشابه، BamHI/HindIIIهای محدود الاثر توسط آنزیم pUC57-L1E7موردنظر پس از برش از ژنی توالی  ها: یافته

 جفت بازی 936قطعه ، BamHI/HindIII ساب کلون شد. تأیید حضور ژن در وکتور توسط هضم آنزیمی با (-)pcDNA3.1 وکتور
بهاندوتوکسین فاقد کیت استخراج  توسط pcDNA-L1E7 پلاسمید نوترکیب .نشان داددرصد  0روی ژل آگارز را  مربوط به ژن

  .دست آمدهب نانوگرم/ میکرولیتر 0040 تخلیص شده، حدود DNAغلظت . شد صباکتری تخلی ساکاریدلیپوپلیمنظور جداسازی 
 

در وکتور یوکاریوتی با موفقیت انجام گرفت. در مراحل بعدی از وکتور نوترکیب  L1-E7 فیوژنساختار  کلونینگ گیری: نتیجه
 استفاده خواهد شد.  درون تنی واکسن ژنیات قبرای تحقی

 
Iau Science.،وکتور بیان یوکاریوتی، E7، پروتئین L1  پروتئینلومای انسانی، ویروس پاپی کلیدی: واژگان

 مقدمه
بشر را  یاست که همواره زندگ ییهایماریاز ب یکیسرطان 

 یالملل ینآژانس ب یمحدود کرده است. براساس برآوردها
 5131رود که تا سال یانتظار م ،(IARC)سرطان  یقاتتحق

ابتلا و  یدمورد جد یلیونم 0/50به  یماریب ینا یبار جهان

سرطان دهانه رحم  .یابد یشافزا یرمرگ و م یلیونم 5/30
(Cervical Cancer) در زنان است یعسرطان شا ینچهارم 
، 5102تنها در سال  یبه گزارش سازمان بهداشت جهان. (0)

که  داده شده است یصابتلا تشخ یدمورد جد 241111
-یم یلزنان را تشک یهاطاندرصد از همه سر 9/9حدود 
دهانه  ناز سرطا یناش یردرصد مرگ و م 61 کمابیشدهد. 

. بالا دهدیکم درآمد و متوسط رخ م یرحم در کشورها
نوع سرطان ضرورت انجام  ینبه ا یانبودن آمار مبتلا

مؤثرتر  یدرمان یهابردن به روش یپ یبرا تریشب یقاتتحق
و وجود  یسممکان چیدگییبه پ سازد. با توجهیرا آشکار م
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 یبرا یسرطان تاکنون درمان قطع یجادعوامل متعدد در ا
 یدرمان یهانشده است اما امروزه از روش یافت یماریب ینا

که  شودیدرمان سرطان دهانه رحم استفاده م یبرا یمختلف
بودن، عدم  یموجود، تهاجم یمشکلات عمده روشها

ها در مراحل درمان یبودن درمان، ناکارآمد یاختصاص
است  یمارانب یزندگ یفیتدر ک یو کاهش جد یشرفتهپ
-سلول یبه شکل ظاهر سرطان دهانه رحم با توجه .(5،3)

شود.  یم یطبقه بند یکروسکوپم یردر ز یسرطان یها
-لسلو ینومسرطان دهانه رحم شامل کارس یانواع اصل
 یهلا یکهستند. دهانه رحم از  ینوماو آدنوکارس یسنگفرش

 یلتشک یااستوانه یتلیوماپ یهاو سلول یخارج یتلیوماپ
دهانه رحم ترشح  یبه کانال داخل اشده است که موکوس ر

توسط  یسلول یتدو جمع ینا ینکنند. انتقال موکوس بیم
شدت در معرض که به یردگیاتصال ماکولار صورت م

که  ییتومورها یبترت ینقرار دارد. به ا یروسیو یهاعفونت
شوند اغلب از نوع یم یجاددهانه رحم ا یدر بافت سطح

است که در  یسنگفرش یهامربوط به سلول ینوماهایکارس
 22-21 شده و حدود یجادا یروسیو یهااثر ابتلا به عفونت
 دهندیم یلمهاجم دهانه رحم را تشک یهادرصد از سرطان

(0).  

بدون پوشش  یهایروسگروه بزرگ از و یک یلوماپاپ یروسو
را دارند  یپوشش یهاالقاء تومور در سلول ییهستند که توانا

 ییهاتوده یاها یلمختلف بدن زگ یهاتواند در قسمتیو م
شده  ییشناسا HPV نوع از انواع 550کنند. تاکنون  یجادرا ا

 یروساست. و یشبه افزان رویچنتعداد هم یناست که ا
HPV  02-22 آن به شکل یکینانومتر قطر دارد و ماده ژنت 

DNA  0621. در دهه (2)است  یو حلقو یادو رشته 
-یروساز نوع و) HPV18 و HPV16 که یافتندمحققان در

 ایجادرا در  یاپرخطر( هر دو نقش عمدهزای سرطان های
سرطان دهانه رحم دارند و در طول دو دهه بعد نقش 

 یگردر انواع د یاصورت گستردهبهHPV ییزاسرطان
. در یدقرار گرفت و به اثبات رس یها مورد بررسسرطان

اند که شامل شده ییپرخطر شناسا HPVنوع  02مجموع 
، 26، 22، 22، 25، 20، 02، 32، 33، 30، 02، 09 هاییپتا

شامل  HPV یروسژنوم و .(9)شوند یم 23و  25، 43، 92
درصد از ژنوم را در  21که Early یهشود: ناحیسه بخش م

که  Late یهاست.  ناح  E1 ،E2 ،E4-E7 بر گرفته و شامل
 ( ویروسو یدکپس یاصل ینپروتئ) L1 کد کننده یشامل توال

L2  (است که حدود یروسو یدجز دوم سازنده کپس )01 
که  یمیتنظ حیهدرصد از ژنوم را اشغال کرده است و نا

هایی که  واکسن .(4)شود یژنوم م یدرصد از توال 01شامل 
)گارداسیل  شوند اکنون برای ویروس پاپیلوما استفاده می هم

-های پیشگیری کننده هستند که به واکسن و سرواریکس(
ها از پروتئین اصلی شوند و در آن صورت نوترکیب تهیه می

 (VLP)برای تولید ذرات شبه ویروسی  L1کپسید یعنی 
میزان زیادی از  VLPهایی براساس  شود. واکسن می استفاده 

کنند و به  در بدن ایجاد می L1بادی را علیه پروتئین  آنتی
-یبدر آس. (2) شود این طریق ایمنی علیه ویروس ایجاد می

شوند یم یجادا HPV یلۀوسبه دهانه رحم که به ی مربوطها
و  E6 یهاانکوژن یانبه ب یتلیالیاپ یهاسلول یرتکث یشافزا
E7 یهاینشود. پروتئینسبت داده م E6  وE7 توانند یم

کنند و با فعال کردن  یراکشت نام یطها را در محسلول
 براینکنند. بنا جادیا یاساس هایییرها تغها در سلولانکوژن

توانند یم یتومور یهادر سلول E7و  E6 یهاینپروتئ
های درمانی  طراحی واکسن جهت یمناسب یاهداف درمان

 یمونوتراپیحاصل از ا یجباشند. نتاعلیه سرطان دهانه رحم 
سرطان دهانه رحم  یهعل HPV یهاژنیبا استفاده از آنت

منجر به کنترل  E7و E6با  ییزایمنینشان داده است که ا
نشان داده است  ینچنهم هاهمطالع ینشود. ایرشد تومور م

 یکیعنوان ( بهCTLکشنده ) T یتروش لنفوس ینکه در ا
کند. از آنجا که یعمل م یرگذارتأث یمنیا هاییسماز مکان
CTL عمل  یتومور یهاژنیآنت یهعل یصورت اختصاصها به

در بدن انسان رشد  in vivo یطدر شرا توانندیکنند، میم
 Tهای  از سوی دیگر سلول. (4) دتومور را متوقف کنن

CD4+ زمان برای ایجاد پاسخ مناسب از جهت تحریک هم
مورد نیاز هستند. با درنظر گرفتن  +T CD8های  سوی سلول

هایی کرد  توان اقدام به تولید واکسنپپتیدهای مناسب می
ارائه شوند و از  MHC-IIو  MHC-Iکه قادر هستند توسط 

( HTLکمکی ) Tت لنفوسی و CTL هایاین طریق پاسخ
-روش ینتوان از ایم یبترت ینبه ا. کنندمناسب را ایجاد 

 یناز ب یمعمول برا یدرمان یهادر کنار روش یدرمان یها
از بازگشت  یریبردن آنچه از تومور به جا مانده است و جلوگ

  .(6،01) تومور بهره گرفت

واکسن  یمیقد یها بر مدل یاییمزا یی DNAی ها واکسن
-دارند، هم ترییشب یداریو پا یمنیها ا واکسن یندارند. ا

ها  واکسن ینا  یلهوستر است. بهها آسان آن یدتول ینچن
 ینرا مورد هدف قرار داد و از ا ژن یآنت ینچند توان یم

در مطالعه  .(01،00) کرد یجادمناسب را ا یمنیپاسخ ا یقطر
است که حامل  یدهگرد یوکتور DNAتولید حاضر اقدام به 

 یروسو E7و  L1 های ینپروتئ ایمنوژنیک هایتوپاپی
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 ییسازه توانا ینارائه شده در ا یاست. توال یانسان یلومایپاپ
 در آینده این سازهرا دارد.  MHC-IIو  MHC-Iاتصال به 

ن مورد استفاده واکس DNAعنوان به درون تنی جهت تزریق
  قرار خواهد گرفت.

 هامواد و روش
 تهیه ساختار پلی پپتید

 in silicoروش های با استفاده از  (00) ما در مطالعه قبلی
دو سویه کم  در L1توپ از پروتئین های مربوط به  اپی دو

، HPV (09 ،02و شانزده سویه پرخطر  HPV (9،00)خطر 
30 ،33 ،32 ،36 ،02 ،20 ،25 ،22 ،22 ،26 ،92 ،43 ،25 
 E7از پروتئین  توپ اپی 01ن چنیانتخاب شدند. هم (23و 

( 02و  09 ،02 ،30 ،33) HPVپنج سویه پرخطر  مربوط به
ثیر را بر أترین تبیش HPVمرکز اطلاعات  های داده که طبق

های  توپ ، انتخاب شدند. اپیروی سرطان دهانه رحم داشتند
و  را داشتند MHC-IIو  MHC-Iانتخابی قابلیت اتصال به 

 NetMHCIIو  NetMHCpan 4.0 سرویس دهنده  توسط
چنین از نظر پاسخ ایمنی هم مورد بررسی قرار گرفتند.  2.3

B cell افزار  نیز توسط نرمBepipred Linear Epitope 
Prediction 2.0  .موارد دیگری از قبیل  بررسی شدند

پوشش جمعیتی، آزمون ها، حفظ شدگی توالیآزمون 
و  IL-10) ها تولید سایتوکاین بیوانفورماتیک بینی پیش

IFN- γ)، توانایی ژنیسیته،  زایی، آنتی یآلرژ زایی، ایمنی
و  های میزبان ژن سی واکنش متقاطع با آنتیهمولیتیک، برر

های انتخابی انجام  توپآزمون داکینگ مولکولی در مورد اپی
توپ از ارتباط دهنده اپی جهت تشکیل ساختار پلی گرفت.
AAY های توپبرای اتصال اپیتیروزین( -آلانین-)آلانین

  انتخابی به یکدیگر استفاده شد. 
دست شده و نتایج به طراحی هایتوپ جهت اطمینان از اپی

جستجو براساس استفاده شد.  IEDBآمده از بانک اطلاعاتی 
و  T cellهای مربوط به  آزمون انجام شد. های خطی توپ اپی

B cell های  ژن مدنظر قرار داده شد. آنتیHPV  در مورد
 MHC-IIو  MHC-Iو محدود به  E7و  L1های  پروتئین

زبان انسانی و برای هر نوع بررسی شدند. این جستجو در می
توپی در نهایت توالی پپتیدی اپی شد. بیماری درنظر گرفته 

 EMBOSSافزار آنلاین توسط نرم L1E7فیوژن 
Backtranseq صورت توالی بهDNA  .ترجمه گردید 

 pUC57-L1E7طراحی وکتور کلونینگ 

-براساس سویه E7 و L1های از پروتئین توپی اپی 05سازه 
و  MHC-Iبه نظر گرفته شدن اتصال ابی و درهای انتخ
MHC-II  .جایگاه برش آنزیمی طراحی شدBamHI  در

سازه  3′ در سمت HindIII و جایگاه برش آنزیمی 2 ′سمت 
در توالی  یوکاریوتی یوکتور بیانبه  نساب کلون کردجهت 

وکتور کلونینگ  طراحی شده در نظر گرفته شد.
pUC57L1E7 و پروموتر  سیلین پیبه آمبا ژن مقاومتlac 

 .شدتوسط شرکت بیومتیک کانادا سنتز 
 

 pcDNA  3.1در وکتور L1E7کلون کردن فیوژن 
 یدر وکتور بیان L1E7 ژنی قطعه برای کلون کردن

های  ابتدا قطعه توسط آنزیم ،(-)pcDNA3.1یوکاریوتی 
BamHI/HindIII  شرکت(Thermo Scientific) روش  به

خارج شد و به روش ساب  pUC57-L1E7از  هضم آنزیمی
گردید. وکتور  (-)pcDNA3.1کلون وارد وکتور 

pcDNA3.1(-) ،دارای پروموتر  یک وکتور بیانی یوکاریوتی
چنین این وکتور هم. استتوالی افزاینده سایتومگالوویروس و 

از  سیلین است. بیوتیک آمپی به آنتیدارای ژن مقاومت
رای جایگاه برش دا (-)pcDNA3.1که وکتور  آنجایی

-است، وکتور مورد نظر با آنزیم BamHI/HindIIIآنزیمی 
گذاری . پس از نمونهبرش داده شد ی محدود کنندهها

هضم شده  pUC57-L1E7و  pcDNA3.1پلاسمیدهای 
، پلاسمید خطی شده در داخل چاهک ژل آگارز

pcDNA3.1  یوژن فوL1E7  به روش استخراج از ژل
 GEL/PCR Purification Mini Kitتوسط 

(FAVORGEN) .با استفاده از آنزیم  خالص سازی شدT4 
DNA Ligase (Fermentas ،) قطعهL1E7  وکتور وارد

 گردید. (-)pcDNA3.1تخلیص شده 
  

در باکتری  pcDNA-L1E7ترنسفورماسیون  ،پس از الحاق
E.coli  سویهDH5α نوترکیب انجام  وکتورمنظور تکثیر به
   گرفت.

 
در  L1E7 یوژنفکلون کردن  ساب ییدتأ

pcDNA3.1(-) 
کیت استخراج  توسط pcDNA-L1E7پس از استخراج 

DNA (FAVORGEN) پلاسمید نوترکیب یید أجهت ت
pcDNA-L1E7 وکتور، ابتدا pcDNA-L1E7  تحت هضم

قرار گرفت. سپس  BamHI/HindIIIآنزیمی دوگانه توسط 
نجام الکتروفورز آگارز یک درصد برای نمونه هضم شده ا
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ناشی از هضم  هایهبرای ارزیابی اندازه مولکولی قط گرفت.
بعلاوه  استفاده شد. Kb01 آنزیمی از شاخص اندازه مولکولی

روش سنگر توسط شرکت پیشگام انجام تعیین توالی ژن به
 شد.

 
فاقد اندوتوکسین در  pcDNA-L1E7 استخراج

 مقیاس زیاد
 د باکتری،ساکاریفاقد لیپوپلی pcDNA-L1E7جهت تهیه 

حاوی  LB Broth لیترمیلی 211 باکتری ابتدا یک کشت
از  میکرولیتر 211میزان تهیه شد.  سیلین بیوتیک آمپی آنتی

تحت شرایط استریل به محیط کشت  باکتری کشت اولیه
با دور  ºC34 ساعت در انکوباتور  09اضافه شد. برای مدت 

-ری بهگی در مرحله بعد رسوبقرار گرفت. در دقیقه  311
دقیقه و  01، برای مدت  g 2111وسیلۀ سانتریفیوژ با دور 

سپس با استفاده از انجام شد.  گراددرجه سانتی 0در دمای 
 Macherey) عاری از اندوتوکسین استخراج پلازمید کیت

Nagel, Germany) مید شد. غلظتاقدام به استخراج پلاس 
درنهایت توسط  پلاسمید نوترکیب و خلوص

شد. در پایان جهت  تعییننانودراپ تومتری اسپکتروف
استخراج شده، الکتروفورز در ژل پلاسمید اطمینان از صحت 

  % انجام گرفت.  0آگارز 
 

 نتایج
 L1-E7ی توپ اپی ی پل ژنی ساختار تهیه طراحی و

با  هایی توپ ، اپی(03-00)قبلی ما  هایهبراساس مطالع
های  توپ عنوان اپیای به ترین پوشش آللی و سویهبیش

ه نشان داده شدانتخاب شدند.  MHC-IIو  MHC-Iمناسب 
پاسخ  یتشده قابل یاز قطعه طراح نواحی زیادی است که

-یشب L1از  یانتخاب های توپ یرا دارند. اپ B cell یمنیا
در  یتی. پوشش جمعدهند یرا پوشش م ها یهتعداد سو ترین

 یجشد و نتا یدر جهان بررس یطور کلقاط مختلف و بهن
 ر% و حداکث09حداقل  یانتخاب های توپ ینشان داد که اپ

 بینی یشپ یج. نتادهند یجهان را پوشش م یت% جمع66
القاء  ییتوانا ها توپ ینشان داد که تمام اپ ها یتوکاینسا یدتول

IFN- γ  القاء کننده  توپ یاپ 00را دارند وIL-4 ند. هست
نبودند.  یسم یاو  زا یآلرژ یانتخاب های یتوال ینچنهم

 یمونوژنا سبیمنا یزانمبه ها توپ یاپ که ها نشان دادند داده
 یتیکهمول یانتخاب یدهاینشان داد که پپت یجهستند. نتا

واکنش  یچ( و هhemolytic probability<1نبوده )
 با پروتئوم انسان ندارند. یمتقاطع

    
 توپاپی 05 شامل توپیاپیپلی ساختار نهاییلعه، در این مطا

 نهایتدر  (0)جدول   L1 ، E7ایمنوژنیک و حفاظت شده 
 .(0)شکل  داده شد سفارشطراحی و برای سنتز 

 
 از سویه باکتری  pUC57-L1E7تهیه و تأیید 

طول  bp 5401سیلین  با ژن مقاومت به آمپی pUC57وکتور 
سنتز،  از در وکتور پس L1E7دارد. با اضافه شدن فیوژن 

  (.5شود )شکل  میایجاد  bp 3303وکتوری با اندازه حدود 
 

 E.coliدر باکتری  pUC57-L1E7بعد از طی مراحل تکثیر 
، استخراج پلاسمید و هضم آنزیمی دوگانه بر DH5αسویه 

انجام شد. برش آنزیمی  BamHI/HindIIIروی وکتور توسط  
جفت باز  5940ه طول منجر به آشکارسازی دو قطعه ب

جفت باز مربوط به قطعه  936مربوط به وکتور خطی شده و 
  (.3)شکل  درصد شد 0بر روی ژل آگارز  L1E7الحاقی 

 
 و (-)pcDNA3.1در وکتور  L1E7کلون کردن فیوژن 

فاقد  pcDNA-L1E7تخلیص پلاسمید نوترکیب 
 اندوتوکسین:

 2054ن سیلی با ژن مقاومت به آمپی (-)pcDNA3.1وکتور 
با  pUC57جفت باز دارد. پس از برش قطعه ژنی از 

به  L1E7و الحاق قطعه ژنی  BamHI/HindIIIهای  آنزیم
 9102، وکتوری با اندازه (-)pcDNA3.1درون وکتور بیانی 

تکثیر و استخراج وکتور  (.0شد )شکل جفت باز ایجاد 
pcDNA-L1E7  از باکتریE.coli  سویهDH5α  به میزان

اندوتوکسین انجام شد. غلظت فاقد ه صورت زیاد و ب
pcDNA-L1E7  0040استخراج شده توسط نانودراپ حدود 

 یید وجود قطعه درأدست آمد. جهت تهنانوگرم/ میکرولیتر ب
 BamHI/HindIIIوکتور، برش آنزیمی وکتور حامل توسط 

جفت باز مربوط به وکتور  2054انجام شد. دو قطعه به طول 
 L1E7جفت باز مربوط به قطعه الحاقی  936خطی شده و 
 (.2ارز مشخص شد )شکل بر روی ژل آگ

  بحث
طور به HPVاکنون برای مقابله با هایی که هم واکسن

، (02و 09) Gardasilشوند شامل  گسترده استفاده می
Cervarix (9، 00 ،09  02و)   وGardasil-9 (9 ،00 ،09 ، 
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 E7و  L1های انتخابی مربوط به پروتئین هایتوپ. اپی0جدول 

 
 
 

-یگاههمراه جابه L1E7 یژن ی( توالHis-tag 6× 5یبا انتها L1E7 یدی( سازه پپت0مربوط به آن:  DNA یو توال L1E7 یتوپیاپیپل یدیسازه پپت .0شکل 
 محدود کننده هاییمآنز های

 
 

 متصل شونده  MHC نوع توالی پروتئین ویروسی

L1 
DLDQFPLGRKFLLQ 

NQLFVTVVDTTRSTN 

MHC-I 

MHC-II 

E7 

AEPDRAHYNIVTF (HPV16) 

HGPKATVQDIVLHL (HPV18) 

KPDTSNYNIVTF (HPV31) 

RPDGQAQPATADYYI (HPV33) 

RTLQQLFLSFV (HPV45) 

TLHEYMLDLQPETTD (HPV16) 

LRAFQQLFLNTLSFV (HPV18) 

PTLQDYVLDLQPEAT (HPV31) 

LKEYVLDLYPEPTDL (HPV33) 

LQQLFLSTLSFVCPW (HPV45) 

MHC-I 

MHC-I 

MHC-I 

MHC-I 

MHC-I 

MHC-II 

MHC-II 

MHC-II 

MHC-II 

MHC-II 
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 و سنتز شد. یجفت باز طراح 3303ا  اندازه ب L1E7 یوژنحامل ف pUC57وکتور : pUC57-L1E7 یوژنوکتور حامل ف یطراح .5شکل
 
 

 
 kb 01 یشاخص اندازه مولکول -0ستون : BamHI/HindIII یمهضم شده با آنز pUC57-L1E7     وکتور به مربوط ٪0ژل آگارز  الکتروفورز .3شکل 

ژل  یرو L1E7 یوژنمربوط به ف یجفت باز 936: باند حدود BamHI/HindIII با یمیتوسط هضم آنز pUC57-L1E7وکتور  ییدتأ -5)فرمنتاز(، ستون 
 .pUC57-L1E7شده  یصوکتور تخل -3شد، ستون  دهآگارز مشاه
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 جفت باز 9102با اندازه  pcDNA-L1E7وکتور  کیتمدل شما .0شکل 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  kb یشاخص اندازه مولکول -0: ستونBamHI/HindIII یمهضم شده با آنز pcDNA-L1E7 وکتور به مربوط ٪0الکتروفورز ژل آگارز  .2شکل 
: باند حدود BamHI/HindIIIبا  یمیتوسط هضم آنز pcDNA-L1E7وکتور  ییدتأ -3، ستون pcDNA-L1E7شده  یصوکتور تخل -5)فرمنتاز(، ستون 01

 ژل آگارز مشاهده شد. یرو L1E7 یوژنبه ف ربوطم یجفت باز 936
ها با  ند. این واکسنهست( 22و  25، 02، 33، 30، 02

 (L1)کپی از پروتئین اصلی کپسید  391استفاده از ترکیب 
شوند.  ایجاد می (VLP)صورت ذرات شبه ویروسی به

های موجود در بازار پروفیلاکتیک هستند و با تزریق  واکسن
خنثی کننده ویروس در بدن  هایبادیها آنتیاین واکسن
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هایی که در حال حاضر  . واکسن(00،02) شوند تولید می
 های پیشین نیستند شوند قادر به مقابله با عفونت استفاده می

بر کنند. علاوه های آلوده را نیز حذف نمی چنین سلولو هم
مین هبر است و به ها هزینه تولید و انتقال این واکسن ، این

ای  دلیل در کشورهایی با درآمد کم و یا فقیر کاربرد گسترده
بر در دسترس بودن برای عموم رو علاوهاز این. (09) ندارند

مردم، نیاز به واکسنی که درمانی باشد و قادر به ایجاد پاسخ 
 شود. باشد همواره احساس می +CD4و  +T CD8های  سلول

های ویروسی هستند که در  اغلب تنها ژن E7و  E6های  ژن
رو شوند، از این پیوسته بیان میطور هبهای سرطانی  سلول

برای ایمونوتراپی سرطان دهانه رحم  داف درمانی مناسبیاه
یک سازه بر  در این مطالعه اقدام به طراحی .(04) هستند

 نواحیکه حاوی  شد (-)pcDNA3.1پایه وکتور 
و یک  HPV (L1)ایمونوژنیک پروتئین اصلی ساختاری 

دست است. براساس نتایج به HPV (E7)پروتئین انکوژنیک 
های بیوانفورماتیک، این ساختار توانایی تولید   آمده از بررسی

B cell ،CTL  وHTL  .سازه  ابتدا ،در مطالعه حاضررا دارد
طراحی و  pUC57در وکتور  L1E7توپی فیوژن اپیژنی پلی

 یدر وکتور بیان L1E7سنتز شد. سپس ساب کلون کردن 
سازه نهایت درانجام شد.  (-)pcDNA3.1 یوکاریوتی

pcDNA-L1E7 صورت فاقد اندوتوکسین باکتری تهیههب 
نتایج هضم آنزیمی وکتور نوترکیب با  .شد

BamHI/HindIII جفت بازی را  936د حدود حضور بان
 نشان داد.

 
برای تولید واکسن مورد توجه قرار  E7و  L1از آنجایی که 

گرفتند، ابتدا اقدام به تولید ذرات شبه ویروسی با ترکیب 
و همکاران در سال  Schafer این دو پروتئین صورت گرفت.

 CVLP (Chimericبه تولید  اقدام 0666
Papilomavirus-like particles)  .از کردندL1ΔCE71-

استفاده کردند و نتایج نشان داد که  L1ΔCE71-60 و   55
و  CTLقابلیت تولید  VLPصورت به E7و  L1ترکیب 

 5110ال . در س(02) های توموری را دارد حذف سلول
Kaufmann  و همکاران ازCVLP  طراحی شده برای

HPV16 برون تنی  ایمنی در شرایط ی پاسخالقا ه منظورب
(in vitro ) .نشان داده شد ها در مطالعه آناستفاده کردند

 HLAتوانایی القاء پاسخ  HPV16 L1ΔCE7 CVLPsکه 
. با (06) دارند برون تنیرا در شرایط  CTLمحدود به 

ها برای  ها، طراحی این واکسن واکسن DNAگسترش بحث 
HPV  .مورد توجه قرار گرفت 

 
ها در مقابله  واکسن DNAقبلی که به طراحی  هایهمطالع

و یا  L1 ،L2های ساختاری ) اند، از پروتئین پرداخته HPVبا 
و  E5 ،E6 ،E7های انکوژن ) ها( یا پروتئین آنکیبی از تر

اند. در این  ها( در طراحی سازه استفاده کرده یاترکیبی از آن
و  L1مطالعه برای نخستین بار از ترکیب دو پروتئین اصلی 

E7 ساختار  زمان در طراحیطور همبهDNAاستفاده  یی
 بهاقدام 5106و همکاران در سال  Panahiشده است. 

، E5+E6 ،E6+E7صورت به DNAهای  طراحی سازه
E5+E7  وE5+E6+E7 09های  ها از سویه کردند. توالی ،

ها نشان داد انتخاب شدند. نتایج مطالعه آن 02و  30، 02
چنین ترکیب و هم E5+E6+E7پپتید با توالی  که پلی

 polypeptide E5+E6+E7 صورتبه DNAپپتید و  پلی
DNA/E5+E6+E7 ن میزان ایمنی را در موشتریبیش-

. (05)کردند ایجاد  TC-1حامل تومور  C57BL/6 های
Namvar های  از پروتئین 5106در سال نیز مکاران و ه

برای طراحی پپتید واکسن استفاده  L2و  L1ساختاری 
ها نشان داد که ترکیب  آن هایهکردند. نتایج مطالع

-میزان ایمنی بیش L2 (L1+L2)و  L1پپتیدهای انتخابی 
خیر أکاهش و به تتری در تری ایجاد کرده و توانایی بیش

در مطالعه حاضر، . (03) موری داردهای تو رشد سلولتادن فا
-هب E7و  L1های ایمنوژنیک و حفاظت شده توپهر دو اپی

یوکاریوتی بکار  یصورت فیوژن در ساختار یک وکتور بیان
عنوان برده شدند. وکتور تخلیص شده حاصل در آینده به

یی تحت شرایط درون تنی مورد استفاده قرار DNAواکسن 
 خواهد گرفت. 

 
 گیری نتیجه

-L1ایمونوژنیک، سازه  نواحیدر این مطالعه پس از انتخاب 
E7 کلون شد. ساب نی یوکاریوتی طراحی و در وکتور بیا

 عنوان واکسن طراحی گردید.سازه مذکور با هدف کاربرد به
نانودراپ اسپکتروفتومتری با  و خلوص نتایج تعیین غلظت

 صورت فاقدمید بهنشان داد که پس از خالص سازی پلاس
مناسبی و خلوص غلظت  pcDNA-L1E7اندوتوکسین، 

 DNAعنوان بهاختار از این سآینده،  هایهمطالع دارد. در
 .درون تنی استفاده خواهد شد هایهمطالعواکسن برای 
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