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ه در ایجاد سرطان دهانه رحـم  کهایی است  ترین ویروس ی از شایعک ی(HPV) لوماي انسانیویروس پاپی: زمینه و هدف 

 ویـروس پاپیلومـا   E7 و E6هاي  ینیه در بیشتر موارد سرطان دهانه رحم، پروت ک نشان داده است     ها  پژوهشنقش دارد و    

هـاي مختلـف     ژنوتیـپ  E7 و   E6 هـاي  توپیـک حـاوي ژن     سازي بیان سازه پلی    بهینهکنونی  هدف از مطالعه    . وجود دارد 

  .دوعنوان کاندیداي واکسن ب ویروس پاپیلوماي انسانی به

شناسی انـستیتوپاستور ایـران انجـام         در بخش ویروس   1393 تا شهریور    1392این مطالعه تجربی از مهر      : روش بررسی 

 (HPV16, 18, 31, 45)وس انـسانی  هاي مختلف پاپیلومـا ویـر   ژنوتیپ در E7 و E6هاي  ینیزاي پروت ابتدا نواحی ایمنی. شد

 اشرشـیاکلی  در E7 و E6هـاي   ینیسـازه بیـانی سـنتتیک کدکننـده پـروت     .  قرار گرفتند بررسی مورد   کصورت بیوانفورماتی  هب

ین نوترکیب مورد نظـر، دانـسیته       یسازي بیان پروت   منظور بهینه  و به  ین مربوطه انجام گرفت   یترانسفورم شده و سپس بیان پروت     

 و isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) هـاي مختلـف   ت زمان انکوباسیون، دمـاي رشـد، غلظـت   سلولی، مد

  .شت مختلف مورد استفاده قرار گرفتکهاي  محیط

 Super Optimal Broth (SOB)شتک ـیب مـورد نظـر در محـیط    کین نوتریسازي بیان، بهترین بیان پروت پس از بهینه :ها یافته

(Merck, Germany)8/0 تـرین میـزان بیـان در    شت، بـیش کدر این محیط . دست آمد ه ب(Optical density) OD600= ،

 ـ اشرشیاکلی BL21 (A1) در میزان بیانی C 37  ساعت در دمايک، زمان انکوباسیون یIPTG از mM 1/0غلظت  دسـت   هب

  .آمد

هاي مختلف ویروس پاپیلوماي     ژنوتیپ E7 و   E6هاي   ینیه بیان پروت  کنتایج حاصل از این مطالعه نشان داد        : گیري  نتیجه

  .سن علیه ویروس استفاده نمودکاندیداي واک کعنوان ی توان از آن به انسانی قابل انجام بوده و در نهایت می

  .اشرشیاکلیتوپیک،  هاي پلی ، واکسنE7 و E6ین یپروتپاپیلوماي انسانی، ویروس  :لیديک لماتک

 

  
در  پستان از سرطان پس عیشا سرطان نیدوم رحم دهانه سرطان

 از %90 از شیب ی، عاملانسان يلومایپاپویروس  1.رود شمار می به زنان

این از  گونه ژنوتیپی 40بیش از  .باشد می رحم دهانه هاي سرطان

 ژنوتیپ، کارسینوژن 15 حدود از بین آنها و بودهزا   عفونت ویروس

  این در 3و2.شوند برده می امخطر ن  پرهاي نوان ژنوتیپه تحت عکهستند 

  

هاي مرتبط با  سرطان% 80 عامل بیش از ،18 و 16 هاي  ژنوتیپمیان،

 ناحیه سه پاپیلوماي انسانی، از  ژنوم ویروس 4.این ویروس هستند

ننده، اولیه و کدکنترلی غیر که شامل نواحی کشده است  یلکمجزا تش

 ،E1، E2، E4ین غیر ساختمانی یاولیه شش پروتناحیه . باشد ثانویه می

E5، E6، E7ین کپسیدي ی و ناحیه ثانویه دو پروتL1 و L2 دهی  دک را

  در،لومای ویروس پاپ پرخطرهاي ژنوتیپ زایی قدرت سرطان. ندک می

م در یطور دا ه بهک ،شود  خلاصه میE7 و E6ین یدو نوع پروت

  مقدمه

 
  

 

  631 تا 624هاي  ، صفحه9 شماره ،73دوره ، 1394آذر ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  22/08/1394:        آنلاین08/06/1394:        پذیرش08/03/1394: دریافت                     چکیده
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 E.Coli        625  در میزبان بیانیE7 HPV و E6توپیک  سازي بیان سازه پلی نهبهی                   

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2015 December;73(9):624-31 

سرطان ناشی از این شده و جهت درمان  هاي سرطانی بیان سلول

، ها پژوهش از ياریبس 5و3. مورد توجه قرار گرفته شده استویروس

 رحم دهانه هاي سرطان بیشتر درپاپیلوما  E7 و E6 هاي ینیپروت انیب

هاي ایمنی   پاسخيها قادر به القا ینیاین پروت . داده است را نشان

 امروزه .هاي ایمونولوژیک قابل ردیابی هستند هستند که در آزمایش

عنوان کاندیداي واکسن علیه پاپیلوما ویروس   بهE7 و E6هاي  ینیپروت

 سیستم ایمنی يبنابراین در القا مورد استفاده قرار گرفته شده است و

   7و6.براي اهداف مختلف مفید خواهند بود

 سلول چرخه  و باعث وقفه در تمایزE7 و E6 هاي ینیبیان پروت

هاي  زومال ویروس در سلول یر اپیثکشوند که در این توقف ت می

  سلولدر. شود یل زگیل میکیابد و منجر به تش  افزایش مییتلیال اپی

هاي پردازشگر  ، سلولیانسان يلومایپاپویروس  آلوده به التلی اپی

 8.شوند می تلیالی حذف ژن درون اپی آنتی

تنهایی براي از بین بردن عفونت  هاي ایمنی هومورال به پاسخ

. افی نبوده و به پاسخ موثر ایمنی سلولی نیز نیاز دارندکویروسی 

 یانسان يلومایپاپفعال نمودن ویروس  ایمنی هومورال مسئول غیر

 نشان ها پژوهش. کند است و از انتشار این ویروس جلوگیري می

 و بهبود ضایعات ناشی HPVهاي آلوده به  دهد که تخریب سلول می

هاي ایمنی سلولی انجام  نشکواوسیله   بههعمدطور  بهاز ویروس 

 پاسخ ایمنی سلولی نسبت به ایمنی هومورال نقش بیشتري 9.گیرد می

 هاي پژوهشداشته و  یانسان يلومایپاپویروس  در پاسخ موثر علیه

هاي حیوانی این مساله را تایید  روي مدل اپیدمیولوژیکی و نیز مطالعه 

 T هاي لنفوسیت مشخص شده مختلفهاي  پژوهشدر . ندک می

 طریق از ویروس، حذف علیه دفاع در را مهمی سایتوتوکسیک نقش

  10و9.کنند می آلوده ایفا هاي سلول مستقیم شتنک

 Virus Like Particle مانندمتفاوتی هاي سنکوا حاضر حال در

(VLPs)، وکتوري، هاي نوترکیب، واکسن ینییپروت هاي واکسن 

هاي  ینیکننده پروت ن بیاDNAهاي  واکسن زیرواحدي، هاي ینیپروت

 هاي ارآزماییکمراحل  ویروس در علیه ساختمانی غیر و ساختمانی

 چند هاي سنکوا میان این  در10.بالینی بر روي انسان قرار دارند

 بر ایمنی پاسخ نمودن  با متمرکز(Polytope vaccine)توپی  اپی

 جهت ویروس پتانسیل خوبی مهم یا و شده محافظت هاي توپ اپی

هاي  سلول به منحصر توپ اپی چندین علیه ایمنی سیستم کتحری

CD4+ و CD8+11.هستند دارا را اختصاصی کامل و همزمان طور  به  

نوترکیب چند  ینیسازي بیان پروت  بهینهکنونیمطالعه  هدف از

 E7 و E6هاي  ینیهاي انتخابی پروت توپ توپی متشکل از اپی اپی

 اساس، وکتور بیانی کدکننده بر این. ویروس پاپیلوماي انسانی بود

هاي مختلف  ژنوتیپشده از  الگو گرفته (E7 و E6هاي  ینیپروت

هاي   پاسخکطراحی شد تا بتواند توانایی تحری) پاپیلوماي انسانی

. ی را داشته باشدانسان يلومایپاپهاي ویروس  توپ ایمنی علیه پلی

سیستم  رد E7 و E6هاي  ینیپروت سازي بیان بهینه براي این منظور

سنی موثر علیه پاپیلوما کبیانی پروکاریوتی جهت دستیابی به وا

  .ویروسی انسانی انجام گرفت

  

  
 در بخش 1393 تا شهریور 1392این مطالعه تجربی از مهر 

  .شناسی انستیتو پاستور ایران انجام شد ویروس

    توپ  بینی اپی  پیشافزارهاي  نرمکمکاین مطالعه، ابتدا به در 

 ,Immune Epitope Database and Analysis Resource, IEDB) مانند

La Jolla Institute, CA, USA) و NetMHC (Center for Biological 

Sequence Analysis, Technical University, Denmark)  و نیز

 ىها توپ اپى ارزیابى و شناسایى. پردازش پروتئازوم استفاده شد

Cytotoxic T lymphocytes (CTL) ین یدو پروتE6 و E7 شش 

 و ششخطر  مک و دو سروتایپ 45 و 31، 16، 18 سروتایپ پرخطر

 HLA-A2.1 براى بالاترى اتصال میل که  ویروس پاپیلوماي انسانی11

 چند ساختارهاى در BALB/c موش در ارزیابى قابل H2-Ddو 

  .شد گرفته نظر در پژوهش این توپى اپى

 هاى توپ اپى کمترین که شد طراحى اى گونه بهشده  بیانساختار 

 پردازش براى شرایط و شود ایجاد آنها فاصل حد در بینابینى

 نحو  به بهترینآنها عرضه نتیجه در و پروتئازوم توسط ها توپ اپى

 ,.pET28a (Biomatik Corpشده در پلاسمید سازه طراحی. باشد

Cambridge, ON, Canada)شده  بیاندر دو انتهاي توالی . شد تز سن

 بینی شده بود  پیشXhoI و BamHIننده کهاي محدود محل اثر آنزیم

. شده از هضم آنزیمی استفاده شد  توالی دریافتدرستی براي تایید هک

 کانامایسین در برابر، ژن مقاومت پلاسمیده در ساختار کجایی  از آن

 پلاسمید در حضور حاوي هاي تريکشت باکوجود داشت، تمامی 

استفاده  (E.coli) اشرشیاکلی بیانی هاي میزبان.  انجام گرفتکانامایسین

  بررسی روش 
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     تهیه و در محیط ایراناز انستیتو پاستور  پژوهششده در این 

 ,Luria-Bertani (LB) Broth, Miller (Merck KGaAشتک

Darmstadt, Germany)در دماي  C 37 شت داده و در نهایت ک

  . استفاده شدLB Agarتک کلونی از پلیت جهت تهیه 

منظور   به گردید وآماده BL21 (DE3) E.coliسویه بیانی ابتدا 

 l 200  توالی موردنظر بهحاوي از پلاسمید ng 50 ،ترانسفورماسیون

 کمک  اضافه شد و عمل ترانسفورماسیون بهشده آماده هاي تريکاز با

هاي ترانسفورم شده  غربالگري باکتري.  حرارتی انجام گرفتكشو

 جهت .صورت گرفت) µg/ml 100 (کانامایسین کبیوتی  آنتیکمک به

، BL21 (DE3) سویه سههاي مختلف بیانی از  بررسی بیان در سویه

BL21 (Plys-S) و BL21 (A1) از تمامی .  استفاده شداشرشیاکلی

 كروش شو ها سلول مستعد تهیه شد و در مرحله بعد به سویه

ین یبراي تایید نهایی پروت. سفورماسیون صورت گرفتحرارتی، تران

کلونال و  بادي پلی بلات و آنتی  وسترنکنیکیب مورد نظر از تکنوتر

  .ضد دنباله هیستیدنی استفاده شد

ترانسفورم شده با  AI اشرشیاکلیشت شبانه سویه بیانی کاز 

 و در حضور LB Brothتوپی مورد نظر در محیط  اپی توالی پلی

 انجام گرفت و پس از تازهشت کچند ) µg/ml 100 (سینکانامای

در تمامی آنها جهت  =OD600 (Optical density) 6/0-8/0 رسیدن به

 IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside)سازي غلظت  بهینه

دام از کبه هر  mM 1  تاmM 1/0 هاي غلظتدر مقادیر متفاوتی از آن 

 C 37  ساعت در دمايچهار تا سهراي ها افزوده شد و ب شتکاین 

  .ادامه یافت

طور جداگانه  ها به دام از ارلنکشت هر کي اپس از آن محتو

 SDS-PAGE کنیک انجام تسانتریفیوژ و رسوب حاصله جهت

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) (

  . شدانجامین یو مقایسه میزان بیان پروت

براي القاي بیان ها  تريک بهینه با(OD) تعیین غلظت منظور به

 LB Brothشت ک در محیط 6/0-1 بین ODهایی در  شتکین، یپروت

، از )µg/ml 100 (کانامایسین و در حضور C 37 استریل، دماي

 شده با توالی چند  ترانسفورمAI E.coliشت شبانه سویه بیانی ک

تري در هر مورد با کت باتعیین غلظ. توپی موردنظر انجام گرفت اپی

 NanoDrop 8000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermoکمک

Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) انجام 

 8/0 ،6/0 هاي جذب از کتري به هر یک باODپس از رسیدن . گرفت

طور جداگانه براي القاي بیان   بهکشت حاصل از هر یک به یکو 

 بیان در هر مورد میزان اضافه شد و IPTG ظت بهینه غلینیپروت

  . ارزیابی شدSDS-PAGE کمک به

 نهیغلظت به منظور تعیین بهترین زمان انکوباسیون پس از القا با به

IPTGین، انکوباسیون یدست آوردن بالاترین میزان بیان پروت  براي به

 C 37 ساعت پس از القا و در دماي شش تا یکهاي مختلف  در زمان

از کشت باکتري  ml 1  پس از سپري شدن هر بازه زمانی.انجام گرفت

  . مورد بررسی قرار گرفتینی بیان پروتو میزانرسوب داده شد 

تري و میزان کمنظور بررسی وضعیت رشد با  بهکنونیدر پژوهش 

 هاي  شامل محیطE.coliشت مرسوم کین، چند محیط یبیان پروت

حاوي  LB Broth، 2x YT ،Super Optimal Broth (SOB)شت ک

سدیم کلرید % 5/0 عصاره مخمر،% 2پپتون، % 2/3 با فرمولیبات کتر

% 4/2  پپتون،%2/1  با فرمولTerrific Broth (TB) شتک محیطو 

 دي پتاسیم فسفات مورد مقایسه قرار گرفتند mM 72 عصاره مخمر،

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany).  

  

  
هاي مختلف شش ژنوتایپ مختلف  میندر این مرحله دHPV با 

زایی  افزارهاي مختلف بیوانفورماتیکی از لحاظ ایمنی استفاده از نرم

زایی انتخاب   قرار گرفت و بهترین مناطق از نظر ایمنیبررسی مورد

 پس E.coli تريکمنظور تایید حضور پلاسمید مورد نظر در با به. شد

نظر حاوي ژن  ه پلاسمید موردکاز ترانسفورماسیون، از آنجایی 

هاي ترانسفورم شده در  تريکمقاومت به کانامایسین بود، غربالگري با

انجام گرفت و ) µg/ml 100( کانامایسین  حاويLB Brothمحیط 

 شده گفتهتري ترانسفورم نشده در محیط کشت باکنترل از کعنوان  به

  .نیز استفاده شد

 رشد در محیط تواناییشده  تري ترانسفورمک صرفا با، انتظاربراساس

، IPTGپس از القاي سلول توسط . را داشتندشت حاوي کانامایسین ک

 کنیک تکمک ین بهیداده شد و میزان بیان پروتتري رسوب کهاي با نمونه

SDS-PAGEولیکنظر با اندازه مول یب موردکین نوتریپروت.  بررسی شد 

-kDa571ل کش(هاي القا شده وجود داشت   در نمونه.(  

  نظر در نوترکیب مورد ینیپروتاي  آمده، باند قهوه دست هبر اساس نتایج ب

  ها یافته
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شده  آمیزي  رنگSDS-PAGEنوترکیب بر روي ژل ین یبررسی بیان پروت: 1شکل 

  بلو با رنگ کوماسی

 ,SM 0671 (Fermentas Molecular Biology Solutionsنشانگر پروتیین : 1ستون 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) 2، ستون :

  نمونه پس از القا: 3نمونه پیش از القا، ستون 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  یبکنوتر یلودالتونیک kDa57- ینیپروت بلات وسترن: 2 شکل

ین، یر پروتکمار: 2ضد دنباله هیستیدینی، ستون  بادي آنتی با بلات وسترن: 1ستون 

  موشی کلونال پلی بادي آنتی بلات با وسترن: 3ستون 

  
 مشاهده شد kDa57- با اندازه Polyvinylidene difluoride (PVDF)اغذ ک

 C 37 در دماي mM IPTG 1هاي القا شده توسط   بیان سلولدر مورد). 2ل کش(

  اشرشیاکلیBL21 (A1)ه سویه بیانی ک نتایج نشان داد LBشت کدر محیط 

، BL21(DE3)سویه  ه میزان بیان در دوکبیشترین بیان را داشته در صورتی 

BL21 (Plys-S) 3ل کش ( تفاوتی وجود نداشتاشرشیاکلی.(  

  

  

  
  

  هاي مختلف بیانی سویه نظر در ین نوترکیب موردی بیان پروتيساز بهینه: 3 شکل

 ینینشانگر پروت: 1ستون ). باشند نظر می ین نوترکیب موردیها بیانگر پروت انکپی(

(SM0671)، القا پیش از نمونه : 2 ستونBL21 (DE3) القا  پس ازنمونه :3، ستون 

BL21 (DE3) القا  پس ازنمونه: 4، ستون BL21 (plys-s)، پیش از نمونه  :5 ستون

  BL21(AI) القا  پس ازنمونه: 6، ستون BL21 (AI)القا 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  BL21 (DE3) E.coli تريکسازي غلظت با بهینه بررسی :4 شکل

القا در  : 3ستون  ،  (SM0671)ین  ینشانگر پروت : 2 القا، ستون    پیش از نمونه  : 1ستون  

6/0OD: 8/0القا در : 4، ستونOD:  1لقا در ا: 5، ستونOD:  

  
 mM 2/1 تا mM 1/0 هاي نظر در غلظت یب موردکین نوتریبیان پروت

IPTG ه بیشترین میزان بیان در غلظت بین ک نیز نشان دادmM 1/0 تا 

mM 1 تري کباهاي مختلف  یب در غلظتکمیزان بیان نوتر). 4ل کش(د وب

 =OD600 (Optical density) 8/0ه بیشترین میزان بیان ک بررسی شد

  ).5ل کش(دست آمد  به
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  IPTGسازي مدت زمان القاي بیان با  بهینه بررسی :5شکل 

نمونـه  : 3 القا، ستون    پیش از نمونه  : 2، ستون   (SM0671)ین  ینشانگر پروت : 1ستون  

 سـاعت،  دو از پـس القـا  پـس از    نمونه  : 4 ساعت، ستون    یک از   پسالقا  پس از   

 از پـس القـا  پـس از  نمونه : 6عت، ستون  سا3 از پسالقا پس از   نمونه  : 5ستون  

 پس ازنمونه : 8 ساعت، ستون 10 از پس القا پس ازنمونه : 7 ساعت، ستون چهار

   ساعت24 از پس القا پس ازنمونه : 9 ساعت، ستون 16 از پسالقا 

  
ین از همان ساعت اول در بالاترین یه بیان پروتکدهد   نشان می6ل کش

هاي مختلف وجود  ین در ساعتیین بیان پروتسطح نشان داده شد و تفاوتی ب

 در C 37  در دمايmM IPTG 1 هاي القا شده توسط بیان سلول .نداشت

شت که در بیشترین بیان در محیط کشت مختلف نشان داد ک محیط چهار

SOB نشان داده شده است6ل که نتایج آنها در شک مشاهده شد .  

  

  
 اشرشیاکلی دار هاي مختلف صلاحیت ، سلولپژوهش کنونیدر 

. ترانسفورم شد) BL21-AIو  BL21 (DE3) ،BL21 (pLysS)هاي  سویه(

یب توسط کین نوتری بیان در شرایط متعارف و بیان پروتيپس از القا

 بررسی شد و شرایط بیان در جهت بالا بردن میزان SDS-PAGEروش 

بیشترین میزان بیان در سویه . ازي شدس یب بهینهکین نوتریبیان پروت

ه تفاوت زیادي در ک مشاهده شد در صورتی اشرشیاکلی AIشده  مهندسی

.  دیده نشدBL21 و BL21(DE3) pLysSمیزان بیان در دو میزبان 

جویی، با  منظور صرفه ین نوترکیب بهی بیان پروتيه القاکترتیب  بدین

شترین میزان بیان در  صورت گرفت و بیmM IPTG 1 شده غلظت بهینه

 هاي در حال رشد باکتري =OD600 6/0-8/0ابتداي فاز لگاریتمی یعنی 

  .ثیر را داردکه سلول در این مرحله بیشترین میزان تکدست آمد چرا به

  

  

  

  

  

  

  

  محیط کشتنوع سازي  بهینه بررسی :6شکل 

محـیط کـشت   : 3، سـتون  LB Brothمحـیط  : 2، سـتون  2xYTمحـیط  : 1ستون 

Terrific Broth (TB)ینینشانگر پروت: 4 ، ستون (SM0671)پیش نمونه : 5 ، ستون

  SOBمحیط : 6:  القا، ستوناز

  
ین نوترکیب ی براي افزایش سطح بیان پروتBL21-AI سوش

ه کبراي این.  مناسب استT7توسط هر وکتور بیانی مستقر بر روي 

 آرابینوز اپرون در araB پلیمراز در داخل لوکوس T7 RNAژن 

(Arabinose operon)بیان .  وارد شده استT7 RNAتواند   پلیمراز می

ز تنظیم ک و گلو(L-arabinose) آرابینوز -وسیله قندهایی مثل ال هب

طور کلی کم  ه بaraBADاي پروموتور  ز، بیان پایهکدر غیاب گلو. شود

 را araBADز اضافی نیز بیان پروموتور ک همچنین گلو13و12.است

ه نتایج ما ک 14دهد میاهش ک c AMP-3,5ش سطح اهکوسیله  هب

 %1/0یب در غلظت کین نوتریه بیان پروتک این مطلب است تاییدکننده

 بر این افزون. آرابینوز بیشتر شده بود- ال%2/0شت و کز محیط کگلو

ها   باکترييآرابینوز و نیز زمان القا-ننده الک تعیین بهترین غلظت القا

 از القا و پسدت زمان انکوباسیون  و م(OD600)در چرخه رشد 

همچنین میزان گلوکز محیط کشت شرایط مناسب بیان را روشن 

  .ساخت

عنوان   را بهE7 و E6ین یه دو پروتک هاي فراوانی پژوهشاز 

ارانش اشاره ک و همYanمطالعه توان به  اند می ردهککاندیدا انتخاب 

 به پپتیدهاي هاي ایمنی سلولی سن، پاسخک واDNAه با طراحی کرد ک

E7 و E6 ه کردند و نشان دادند ک را ارزیابی 16 پاپیلوماویروس تیپ

داري با بهبودي ا ارتباط معنE6 و E7هاي ایمنی سلولی به پپتید  پاسخ

   15.بیماري دارد

  پ ـ ژنوتایکـ تنها از یE7 و E6ین یـ دو پروتنونیـک ژوهشـپدر 

  بحث
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ه در مطالعه کر صورتی  قرار گرفته بود دبررسیویروس پاپیلوما مورد 

هاي مختلف ویروس پاپیلوما   از ژنوتایپE7 و E6هاي  ینیما پروت

اندید، از کسن کمورد مطالعه قرار گرفته است و در صورت تولید وا

هاي  ینی پروت،Liدر مطالعه . باشد بخشی بیشتري برخوردار می حفاظت

E6 و E7کمک  را به IPTG در میزبان بیانی Rossetaپسفته و  بیان گر 

سازي به  ردند و پس از آلودهکتزریق  C57BL/6از تخلیص به موش 

 یا HPV16 E6سیناسیون با که واک نشان دادند TC-1موش با سلول 

را ایجاد مصونیت خاص در برابر رشد تومور توانایی  E7ین یپروت

ننده کدک DNAسن ک واکارانش، یک و همHuang 16.استداشته 

 ویروس E7 و E6هاي  ژن ه با آنتیک 60 حرارتی كین شویپروت

زایی آن را در موش مورد  پاپیلوما جفت شده بود را ساخته و ایمنی

یب کین نوتریه پروتک نشان داد بررسینتایج این . مطالعه قرار دادند

 سیستم ایمنی علیه کنظر داراي توانایی مناسب براي تحری مورد

  17.باشد  میE7 و E6هاي  ینیپروت

 Merckمطالعه  در ه در دست بررسی استکسنی کوا نیتر مهماما 

سن نانووالنت ک واکسن ساخته شده یک واهکارانش است کو هم

، 18، 16، 11، 6هاي HPV نوع از 9هاي VLPه محتوي کباشد  می

 Ш  در حال حاضر در فازپژوهشاین . باشند  می58، 52، 45، 33، 31

 18.گردد نتشر میتدریج م بوده و نتایج آن بهآزمایشات بالینی 

  ات مهم کی از نکیب یکین نوترید بالاي پروتـه تولیکل ـبه این دلی

سازي تولید و تخلیص  باشد، بهینه سن میکاندیداي واکدر تهیه 

 ینیپروت این تولید جهت. باشد ین امري مهم در این زمینه مییپروت

ه در ک وجود دارد زیاديیب وکتورهاي پلاسمیدي کنوتر صورت هب

 ارآمديک نظر از هک استفاده شد pET28aاز سیستم وکتور   مطالعهاین

در این مطالعه . داشت پذیرفتنی بازدهی یبکنوتر ینیپروت و تولید

هاي مختلف،  ین نوترکیب از محیط کشتیسازي بیان پروت براي بهینه

تري در شرایط کهاي باIPTG ،ODهاي مختلف  غلظت میزبان بیانی،

رار گرفت تا بهترین شرایط براي بیان انتخاب مختلف مورد استفاده ق

  .شود

یب حاصله و کین نوتریدنبال تخلیص پروت توان به  میادامهدر 

سن علیه ویروس کاندیداي واک کعنوان ی زایی آن به ارزیابی ایمنی

  .پاپیلوماي انسانی مورد توجه قرار داد

هاي  توپ اپی پلیان ساخت و بیان که امک مطالعه نشان داده شد ایندر 

هاي مختلف ویروس   منشا گرفته از ژنوتایپE7 و E6هاي  ینیپروت

  .پاپیلوماي انسانی وجود دارد

ارشناسی کنامه دانشجویی  از پایان این مطالعه بخشی :سپاسگزاري

اندید یونیورسال علیه کسن کطراحی و ساخت وا"ارشد با عنوان 

 مهر ازه کباشد   می1143853 با شماره "هاي پاپیلوماي انسانی ویروس

پاستور ایران  شناسی انستیتو  در بخش ویروس1393 تا شهریور 1392

  .گردد هاي این انستیتو قدردانی می انجام گردیده است و از حمایت

  

 
  

1. Muñoz N, Bosch FX, de Sanjosé S, Herrero R, Castellsagué X, Shah 

KV, Snijders PJ, Meijer CJ; International Agency for Research on 

Cancer Multicenter Cervical Cancer Study Group. Epidemiologic 

classification of human papillomavirus types associated with cervical 

cancer. N Engl J Med 2003;348(6):518-27. 

2. Schiffman M, Castle PE, Jeronimo J, Rodriguez AC, Wacholder S. Hu-

man papillomavirus and cervical cancer. Lancet 2007;370(9590):890-907. 

3. Bolhassani A, Mohit E, Rafati S. Different spectra of therapeutic vac-

cine development against HPV infections. Hum Vaccin 2009;5(10):671-

89. 

4. Garland SM, Hernandez-Avila M, Wheeler CM, Perez G, Harper DM, 

Leodolter S, et al. Quadrivalent vaccine against human papillomavirus 

to prevent anogenital diseases. N Engl J Med 2007;356(19):1928-43. 

5. Madrid-Marina V, Torres-Poveda K, López-Toledo G, García-

Carrancá A. Advantages and disadvantages of current prophylactic 

vaccines against HPV. Arch Med Res 2009;40(6):471-7. 

6. Boulet G, Horvath C, Vanden Broeck D, Sahebali S, Bogers J. Hu-

man papillomavirus: E6 and E7 oncogenes. Int J Biochem Cell Biol 

2007;39(11):2006-11. 

7. Ganguly N, Parihar SP. Human papillomavirus E6 and E7 oncopro-

teins as risk factors for tumorigenesis. J Biosci 2009;34(1):113-23. 

8. Bellanger S, Blachon S, Mechali F, Bonne-Andrea C, Thierry F. 

High-risk but not low-risk HPV E2 proteins bind to the APC activa-

tors Cdh1 and Cdc20 and cause genomic instability. Cell Cycle 

2005;4(11):1608-15. 

9. Handisurya A, Schellenbacher C, Reininger B, Koszik F, Vyhnanek 

P, Heitger A, et al. A quadrivalent HPV vaccine induces humoral and 

cellular immune responses in WHIM immunodeficiency syndrome. 

Vaccine 2010;28(30):4837-41. 

10. Lin K, Roosinovich E, Ma B, Hung CF, Wu TC. Therapeutic HPV 

DNA vaccines. Immunol Res 2010;47(1-3):86-112. 

11. Tine JA, Firat H, Payne A, Russo G, Davis SW, Tartaglia J, et al. 

Enhanced multiepitope-based vaccines elicit CD8+ cytotoxic T 

cells against both immunodominant and cryptic epitopes. Vaccine 

2005;23(8):1085-91. 

12. Lee N. Molecular aspects of ara regulation. In: Miller JH, Reznikoff 

S, editors. The Operon. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Har-

bor Laboratory; 1980. p. 389-410. 

References

 

  
Rahimi A. et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
4-

11
 ]

 

                               6 / 8

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-7022-en.html


  
630        

 

 
  631 تا 624 ،9، شماره 73ه ، دور1394 آذری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

13. Lee N, Francklyn C, Hamilton EP. Arabinose-induced binding of 

AraC protein to araI2 activates the araBAD operon promoter. Proc 

Natl Acad Sci U S A 1987;84(24):8814-8. 

14. Miyada CG, Stoltzfus L, Wilcox G. Regulation of the araC gene of Es-

cherichia coli: catabolite repression, autoregulation, and effect on ara-

BAD expression. Proc Natl Acad Sci U S A 1984;81(13):4120-4124. 

15. Yan Q, Cheung YK, Cheng SC, Wang XH, Shi M, Hu MH, et al. A 

DNA vaccine constructed with human papillomavirus type 16 

(HPV16) E7 and E6 genes induced specific immune responses. Gy-

necol Oncol 2007;104(1):199-206. 

16. Li YL, Qiu XH, Shen C, Liu JN, Zhang J. Vaccination of full-length 
HPV16 E6 or E7 protein inhibits the growth of HPV16 associated 
tumors. Oncol Rep 2010;24(5):1323-9. 

17. Huang CY, Chen CA, Lee CN, Chang MC, Su YN, Lin YC, et al. 
DNA vaccine encoding heat shock protein 60 co-linked to HPV16 
E6 and E7 tumor antigens generates more potent immunotherapeu-
tic effects than respective E6 or E7 tumor antigens. Gynecol Oncol 
2007;107(3):404-12. 

18. Gattoc L, Nair N, Ault K. Human papillomavirus vaccination: current 
indications and future directions. Obstet Gynecol Clin North Am 
2013;40(2):177-97. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Optimization the expression of HPV E6 and E7 polytopic construct in E. coli expression system 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
4-

11
 ]

 

                               7 / 8

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-7022-en.html


  

                            631 

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2015 December;73(9):624-31 

 

 
Optimization the expression of human papilloma virus E6 and E7          

polytopic construct in E. coli expression system 
 

 

 

 
Arian Rahimi M.Sc.1 

Arash Arashkia Ph.D.2 
Amir Mirzaie Ph.D.3 
Hassan Noorbazargan M.Sc.4 
Seyed Ataollah Sadat Shandiz 
Ph.D.5 
Roghayeh Rahimi Ph.D.6 
Mehdi Mahdavi Ph.D.7

*
 

 
1- Department of Sciences, Islamic 
Azad University of Urmia, Urmia, 
Iran. 
2- Department of Virology, Pasteur 
Institute of Iran, Tehran, Iran. 
3- Young Researchers Club and the 
elite of Tehran East, Islamic Azad 
University, Tehran, Iran. 
4- Department of Biotechnology, 
Shahid Beheshti University of 
Medical Sciences, Tehran, Iran. 
5- Department of Biology, Islamic 
Azad University, Science and Re-
search Branch, Tehran, Iran. 
6- Department of Immunology, Tar-
biat Modares University, Tehran, 
Iran. 
7- Department of Immunology, Pas-
teur Institute of Iran, Tehran, Iran. 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
*
 Corresponding author: 12 Farvardin 

St., Department of Immunology, Pasteur 
Institute of Iran, Tehran, Iran, P.O.Box: 
1316943551 
Tel: +98-21-66968857 
E-mail: mahdavivac@gmail.com 

                                                                         
 

 

 

 

 

 

 

Background: Human papilloma virus is a DNA virus from the papillomavirus family that 

is most prevalent in human cervical cancers and many studies showed the E6 and E7 pro-

teins are present in the majority of cervical cancer cases. Development of universal HPV 

peptide-based vaccine with more serotypes coverage has considerable value. The aim of 

the study was to design a multi-epitope universal vaccine for major HPV based on E6 and 

E7 proteins and optimization the expression of polytopic construct contains E6 and E7 

genes from different genotypes of human papilloma virus as a candid vaccine. 

Methods: In this experimental study that was carried out in Pasteur Institute of Iran, 

Virology Department from October 2013 to November 2014. In order to design the 

polytypic construct, we predicted the most probable immunogenic epitopes of E6 and 

E7 from common high risk HPV16, 18, 31, 45 along with high prevalent type 6 and 11 

using bioinformatics methods. The synthetic pET28a expression vector harboring E6 

and E7 protein was transformed into Escherichia coli hosts and its expression was ana-

lyzed by SDS-PAGE and western blotting. Finally, in order to expression optimization 

of recombinant protein, cell density, induction time, growth temperature, IPTG (Isopro-

pyl β-D-1-thiogalactopyranoside) concentration and cultures media were studied. 

Results: In the present study the recombinant fusion protein was expressed successfully 

and the highest expression of target protein was achieved in super broth medium con-

taining 0.1% glucose and 0.2% L-arabinose. In Super broth medium, the optimum con-

dition for recombinant protein expression was occurred at OD600 of 0.8, 0.1mM IPTG, 

one hour’s incubation time at 37 C and BL21 (A1) host. 

Conclusion: The results of this study show that the optimum expression of E6 and E7 

proteins from different genotypes of human papilloma virus can be performed. More-

over, by purification of recombinant protein and evaluation of its immunogenicity in 

mice, it can be used as a vaccine candidate against the human papilloma virus. 
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