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  مدل در E7-HPV16 کننده کد پلاسمید تزریق از حاصل طحالی هایلنفوسیت تکثیری پاسخ بررسی

 ماویروسپاپیلو توموری موش

 
 *4قائمی امیر  ،3علیزاده لیلا ،1زاده ابراهیم سعید میر ،1محبی علیرضا ،2جاهی سلیمان حوریه ،1رحیمی باغبان ساناز

 

 ، گرگان، ایران.گلستان پزشکی علوم دانشگاه ،پزشکی دانشکده ارشد، کارشناسی دانشجوی. 1

 ایران. تهران، مدرس، تربیت دانشگاه زشکی،پ شناسی ویروس گروه پزشکی، شناسی ویروس دکترای دانشیار،. 2

 تهران، ایران. انبیا، خاتم بیمارستان شفا، اعصاب علوم تحقیقات مرکز، بیوشیمی کارشناس ارشد. 3

 گلستان، گرگان، ایران. پزشکی علوم دانشگاه پزشکی، دانشکده شناسی، میکروب گروه عفونی، هایبیماری تحقیقات مرکز استادیار،. 4

 چکیده

 بیان سرویکس سرطان هایسلول در معمول طوربه E6 و E7 شامل ویروس، پاپیلوما هایانکوپروتئین :هدف و مینهز

 هاویروس پاپیلوما به وابسته هایبدخیمی علیه درمانی هایواکسن طراحی برای مناسبی اهداف هاپروتئین این. شوندمی

 کننده کد پلاسمید تزریق از حاصل طحالی های لنفوسیت تکثیری خپاس میزان سنجش مطالعه این انجام از هدف. باشدمی

E7-HPV16 بود ویروس پاپیلوما توموری موش مدل روی بر. 

 به TC-1 هایسلول تزریق با C57BL/6 هایموش ،E7-HPV16 واکسن DNA استخراج و تکثیر از پس :بررسی روش

 به ایهفته دو زمانی فواصل با و نوبت 3 در E7-HPV16 واکسن DNA با سپس و شدند توموری سلول، 101×2 تعداد

 بیان میزان همچنین. شد ارزیابی MTT روش به طحالی هایسلول تکثیری پاسخ و شدند واکسینه پوستی زیر روش

 .شد بررسی هفته 6 مدت به کولیس توسط تومور رشد میزان و تعیین الایزا کمك به تومور بافت در 12-اینترلوکین

طحالی تحریك شده و  هایلنفوسیتهای تکثیری پاسخ، E7درمانی  واکسن واجد ژن DNAگیری  ه دنبال بکارب :ها یافته

 12-اینترلوکین بررسی همچنین(. >01/0P) به طور معنی داری نسبت به تحریك ایجاد شده در گروه کنترل بیشتر بود

(. >01/0Pه شده، به طور معنی داری افزایش یافت )در بافت تومور موش واکسین این سایتوکاین ترشح مقدار که داد نشان

، کاهش معنی pcDNA3و PBSهای در مقایسه با گروهHPV16- E7واکسن  DNAرشد تومور در گروه واکسینه شده با 

 ( داشت.>01/0Pداری )

 به دتوان می توموری موش مدل در E7 ژن حاوی واکسن DNA گیری بکار که دهدمی نشان پژوهش این :گیری نتیجه

 .باشدمی تومور ضد سلولی ایمنی پاسخ القای برای راهکاری عنوان

 پاپیلوماویروس ،CD4 هایلنفوسیت تکثیری پاسخ پاپیلوماویروس، توموری موش مدل واکسن، DNA :کلیدی کلمات

 قائمی امیرنویسنده مسئول:  

 مرکز تحقیقات بیماری های عفونی، گرگانایران، آدرس: 

Ghaem_amir@yahoo.comایمیل:
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 مقدمه

( Human Papilloma Virusپاپیلوما ویروس انسانی )

که دومین  (1)عنوان عامل مسبب سرطان گردن رحم  به

باشد، مطرح می بدخیمی متداول در میان زنان سراسر دنیا

ارتباط  HPV18و  HPV16های پر خطر . سویه(2)باشد می

و در بین این دو سویه،  (3) قوی با سرطان گردن رحم دارند

HPV16 ترین شایعHPV ها پر خطر در همه جمعیت

موارد سرطان گردن رحم یافت  درصد 10باشد که در می

 در تمامی مراحل سرطان گردن رحم، .(4) شده است

های پاپیلوماویروس در سلول E7و  E6های انکوپروتئین

مسئول القای  و (1) شوندبیان می HPVسرطانی مرتبط با 

باشند. اعتقاد بر این ها میبدخیمی و ترانسفورم کردن سلول

های سرطانی با بر هم یمی و ایجاد سلولاست که القای بدخ

و رتینوبلاستوما اتفاق  P53های زدن چرخه سلولی پروتئین

به HPV-16 E7 . اتصال اختصاصی پروتئین(6) افتدمی

ثباتی آن شده و از ورود به لاستوما موجب بیپروتئین رتینوب

. در واقع پروتئین (7) کندسیکل سلولی جلوگیری می Sفاز 

E7 های سیکل سلولی موجب با از کار انداختن تنظیم کننده

های کروموزومی و مهار آپوپتوز و همچنین القاء ناهنجاری

. چندین (8) شودها مینامیرا شدن و ترنسفورماسیون سلول

کند که ایمنی سلولی در کنترل مطالعه پیشنهاد می

 باشدمهم می HPVنئوپلاسم مرتبط با  و HPVهای عفونت

اهداف آنتی ژنی  E7و  E6های . بنابراین انکوپروتئین(9)

ها و تومورهای القا شده توسط ایده آلی برای درمان آسیب

HPV سرطان گسترده شیوع که جایی . از آن(10) باشدمی 

 واکسن مطرح است، تولید جهان سراسر در رحم گردن

 شودمی محسوب جهان در بهداشتی هایاولویت از مناسب

 DNAهای واکسیناسیون، در میان انواع روش. (11)

ها با حداقل ساختار آنتی ژنیك لازم برای القای واکسن

و با  اندهای ایمنی حفاظت بخش مورد توجه قرار گرفتهپاسخ

متناوب پروتئین در داخل بدن میزبان از عملکرد یك  تولید

های ژنی . لذا توسعه واکسن(12) کندواکسن زنده تقلید می

باشد که بدین منظور در مطالعه حاضر از پلاسمید مطرح می

 16ویروس پاپیلومای تیپ  E7بیان کننده آنتی ژن 

(HPV16 برای مصون )های سازی موشC57BL/6 

 CD4های استفاده شد. سپس پاسخ تکثیری لنفوسیت

های واکسینه نشده مثبت حاصل از تزریق در مقایسه با موش

 سنجیده شد.

 

 روش بررسی

دپارتمان میکروبیولوژی این مطالعه تجربی در آزمایشگاه 

دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی گلستان  و ایمونولوژی

از  BALB/Cای نژاد هفته 10-8موش ماده  30 انجام شد.

انستیتو پاستور آمل )پس از یك هفته سازگاری با شرایط 

خانه دانشگاه علوم پزشکی گلستان( تهیه شد.  حیوان

گراد و رژیم غذایی درجه سانتی 22حیوانات در شرایط دمای 

، نگه داری شدند. در تمام مراحل کار، اصول اخلاقی مناسب

طور تصادفی وانات رعایت گردید. حیوانات بهپژوهش روی حی

( و گروه B) (، آزمایش دومA) به سه گروه آزمایش اول

 عدد بود. 10ها در هر گروه کنترل تقسیم شدند، تعداد موش

 E7تهیه وکتور بیان کننده آنتی ژن 

، E7حاوی ژن  pcDNA3در مطالعه حاضر پلاسمید 

 قرار گرفتده مورد استفا Ghaemiطراحی شده در مطالعه 

 مقایسه و بیان از نظر بیانی وکتور در E7که قبلاً  (13)

 یید قرار گرفته استتأمورد  اصلی پروتئین با آن دهی واکنش

(13).  

 E7تکثیر وکتور بیان کننده آنتی ژن 

سلول  pcDNA3-E7منظور تکثیر وکتور بیانی  به

بدین استفاده شد و  DH5α سویه کلی اشرشیا باکتری

منظور از روش تیمار با کلرید کلسیم و شوک حرارتی بر 

استفاده شد. مقدار  (14)و همکارانش  Cohenاساس روش 
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با غلظت  E7حاوی ژن  pcDNA3پلاسمید گرم  مایکرو 2

برای ترنسفورماسیون سلولی به کار برده شد و  نانوگرم 100

( کشت داده شد. در انتها Luria Bertani) LBدر محیط 

 LB agarشده بر روی پلیت  باکتری ترانسفورم

(mg/ml100 )برای  کشت داده شد. سیلین مثبتآمپی

 ستخراج پلاسمید روش لیز قلیایی مورد استفاده قرار گرفت.ا

 اندازه گیری غلظت پلاسمید استخراج شده

برای اندازه گیری غلظت پلاسمید استخراج شده، جذب 

های نوری محصول با استفاده از اسپکتوفتومتر در طول موج

ی نانومتر خوانده شد و با استفاده از رابطه 230، 280، 260

 نمونه محاسبه شد.زیر غلظت 

 ×C(µg/ml)=50×(A260-A280)رقتضریب 

غلظت نمونه بر حسب میکروگرم در میلی  Cدر این فرمول 

باشد. اندازه می DNAلیتر، و ضریب رقت میزان رقیق شدن 

نانومتر، تعیین کننده میزان  260جذب نوری در طول موج 

 باشد.( میDNA, RNA) اسیدهای نوکلئیك

 سرطان گردن رحم در موشایجاد مدل توموری 

 انستیتو )سلول اپتلیال ریه موش( از TC-1 هایسلول

برای ایجاد مدل توموری سرطان گردن  و شد تهیه پاستور

مورد استفاده قرار گرفت.  C57BL/6 موشرحم در 

ترکیب شده با سرم  RPMI 1640با TC-1 های سلول

سیلین و پنی mg/ml 10 و درصد 10 جنین گاو

 Mm 1، سدیم پیرووات 2Mmیسین، گلوتامین استرپتوما

 1گراد با درجه سانتی 37کشت داده شد و در انکوباتور 

ها . پس از رنگ آمیزی سلول(11) قرار گرفت CO2درصد 

 سلول 110×2 ها، تعدادبه روش تریپان بلو و شمارش آن

TC-1  لیتر  میکرو 100حل شده درPBS چپ فلانك به 

 .(9) شد تزریق زیرپوستی صورت به موش هر

 

 هاموشایمونیزاسیون 

نوبت و با فواصل زمانی  3تزریق به روش زیر پوستی، در 

 تزریق مؤثر دوز و پلاسمیدها میزان ای انجام شد.دو هفته

 یکروم 100از پلاسمید استخراج شده در  گرم یکروما 100

در هر تزریق در نظر گرفته شده بود. فرمولاسیون  PBSیتر ل

 دیگروه اول پلاسمت بود که به های تزریقی به این صورگروه

کامل  یکد کننده توال دیپلاسم قیتزرنیز  دوم گروه فاقد ژن

با موش سالم  10صورت گرفت و در گروه کنترل  E7ژن 

PBS بار در هر هفته  2ها واکسینه شدند. اندازه تومور موش

هفته سنجیده شد که برای این منظور از خط  6به مدت 

 کش کولیس استفاده شد.

 های طحالیاسخ تکثیری لنفوسیتپ

ها نخاعی یك هفته بعد از آخرین ایمونوزیزاسیون موش

ی با بافر لیز طحال هایشد و سلولطحال خارج گردید و 

دقیقه برای جدا سازی  یكبه مدت  پتاسیم -کلرید آمونیم 

خانه ته صاف )به  96اریتروسیت ها تیمار شد. در فلاسك 

 RPMI 1640 ،10ه همراه در هر چاهك( ب 110×2مقدار 

 یك هپس و درصد یكتامین، گلو درصد 1سرم،  درصد

دار  Co2سیلین و استرپتومایسین در انکوباتور پنی درصد

چاهك در نظر گرفته شده بود  9برای هر موش  نکوبه شدند.ا

یا  T عنوان کنترل مثبت، میتوژن سلول چاهك به 3که در 

 چاهك دیگر به 3 ، دراضافه شدیتوهماگلوتینین همان ف

 3و برای انجام تست در  افزودیم RPMIعنوان کنترل منفی 

 Tچاهك یك میکروگرم بر میلی لیتر اپی توپ لنفوسیت 

 3بعد از  .افزوده شد E7اختصاصی H-2Db  سایتوتوکسیك

به هر  MTTمحلول  لیتر از میکرو 10ساعت(  72روز )

 Co2 باتوردر انکوساعت انکوبه  4 و پس از چاهك اضافه شد

های فورمازان رؤیت شد و برای حل کردن دار کریستال

لیتر  مایکرو 100های فورمازان به هر چاهك کریستال

DMSO  .در طول موج  ی رامحلول رنگ نیجذب اافزوده شد

 را  Stimulation index (SI)ضریبو قرائت نانومتر  140
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های سلول ODمیزان  Cs. در رابطه زیر (9)محاسبه نمودیم 

های سلول ODمیزان  Cu تحریك شده )گروه تست( و

 .تحریك نشده )گروه کنترل منفی( است

SI= (Cs – Cu)/Cu 

)سیتوکین درون  12-سنجش میزان اینترلوکین

 توموری(

ساعت بعد از تزریق آخرین واکسن، تومور القا شده  24

 و خارج شدند و بعد ازجراحی  TC1حاصل از تزریق سلول 

 قطعه کرده و با بافر لیز کنندهاندازه گیری وزن تومور، قطعه

(PBS با تریتون-X فنیل از  یك میلی مولارو  درصد یك

برای هر  ml 1 به مقدار ([PMSF]متان سولفونیل فلوراید 

mg 100 ثانیه سونیفیکاسیون  30های توموری، از سلول

ها هموژن و سپس نمونهها لیز شدند و نموده و سلول

های توموری سپس در سوپرناتانت سلول شدند. سانتریوفیوژ

 فاده از کیت ساندویچ الایزا شرکتبا است IL-12سطح 

(eBioscience, Inc. San Diego, CA) .اندازه گیری شد 

{ در هر پیکوگرم بر میلی لیترصورت })تعداد سایتوکاین به

 (9) میلیون سلول توموری سنجش شد( 20

 آنالیز آماری

 16نسخه   SPSSصورت دستی به نرم افزارها بهداده

با سطح  ANOVAدر تمامی مراحل از آزمون  داده شد.

برای بررسی سطوح معنی داری  01/0معنی داری کمتر از 

 استفاده شد. 

 یافته ها

 E7تکثیر وکتور بیان کننده آنتی ژن 

یمار انتقال پلاسمید پس از ت از حاصل بررسی نتایج در

باکتری با کلرید کلسیم و تهیه سلول مستعد، شوک حرارتی 

 با میکرو لیتر یك) پلاسمیدی DNA منظور انتقال به

 LBالقا شد، در انتها بر روی پلیت  نانوگرم( 1/0 غلظت

agar (mg/ml100آمپی )،سیلین مثبت کشت داده شد 

 6 قطر با کشت های پلیت روی کلنی 20 میانگین طوربه

 .بودند مشاهده قابل متر سانتی

 استخراج شده DNAغلظت 

استخراج شده با دستگاه  DNAنتیجه سنجش غلظت 

برابر  DNA فتومتر نشان داد که میانگین غلظتاسپکتو

بود که غلظت مناسب برای تزریقات آماده  µg/ml  1000با

 گردید.

 ایجاد مدل توموری سرطان گردن رحم در موش

 تعداد داد که با تزریقها نشان بررسی روزانه موش

 به PBSلیتر  میکرو 100حل شده در  TC-1 سلول 110×2

 متوسط زیرپوستی صورتبه C57BL/6موش  چپ فلانك

 (.1)شکل بود روز 14-16 ها،موش این در تومور ایجاد زمان

 
 ایجاد شده با. مدل موش توموری پاپیلوماویروس 1شکل

 TC-1 هایسلول

با ای ا فواصل زمانی دو هفتهنوبت و ب 3در ها سپس موش

DNA  واکسنHPV16-E7 مایکرو گرم بر  100 به مقدار

 در هر تزریق واکسینه شدند. PBSمولار  1/0میلی لیتر در 

سنجش میزان رشد تومور به کمك اندازه گیری حجم تومور 

های حاصل از اندازه داده 1با کولیس صورت گرفت. نمودار
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 6بار در هفته به مدت  2ی تومور می باشد که اندازه گیر

های تحت که موش  هفته ادامه یافت و حاکی از آن است

نسبت به دو گروه  HPV16-E7واکسن  DNAدرمان با 

کاهش معنی داری در  ،pcDAN3 و PBS کننده دریافت

 .(>01/0P) رشد تومور داشت

 

 

 

 

 

 

 

و  HPV16-E7 ،pcDNA3واکسن  DNAبعد از ایمونیزاسیون با  های توموری شدهمنحنی مقایسه روند رشد تومور در موش .1نمودار

PBS 
 

  CD4های پاسخ تکثیری لنفوسیت

 پاسخ افزایش باعث HPV16-E7 واکسن DNA تزریق

 DNA آیا اینکه تعیین برای. شودمی هالنفوسیت تکثیری

 تأثیر تحت را سلولی ایمنی پاسخ HPV16-E7 واکسن

های طحالی سلول Tای هداده است، تحریك لنفوسیتقرار

یشگاهی داخل هر موش با آنتی ژن اختصاصی در شرایط آزما

چاهك در  9برای هر موش گرفت و  خانه انجام 96فلاسك 

عنوان کنترل مثبت،  چاهك به 3نظر گرفته شده بود که در 

عنوان کنترل  چاهك به 3، در اضافه شدیتوهماگلوتینین ف

عنوان تست یك  به چاهك دیگر 3و  افزودیم RPMIمنفی 

 .افزوده شد E7میکروگرم بر میلی لیتر آنتی ژن اختصاصی 

 میزان تکثیر لنفوسیت ارزیابی شد. 

 دهد که تکثیر اختصاصی لنفوسیت درنشان می 2نمودار

، در HPV16 E7واکسن  DNAهای مصون شده با موش

، سطوح pcDAN3و  PBSمقایسه با گروه دریافت کننده 

های و پاسخ تکثیری لنفوسیت (>01/0P)بالاتری داشت 
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CD4  مثبت در گروه تحت درمان به طور معنی داری

 .افزایش یافته است

 

 

های مثبت در گروه CD4 هایلنفوسیت تکثیری . پاسخ2نمودار

و  HPV16-E7 ،pcDNA3واکسن  DNAواکسینه شده با 

PBS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

انومتر به ن 045در طول موج  نوریجذب میزان  .1جدول

 منظور محاسبه ضریب تحریک سلول های طحال

 E7ی مربوط به گروه دریافت کننده پلاسمید کد کننده هاداده

تگروه کنترل مثب گروه کنترل منفی گروه تست   

94/6  09/2  03/6  1 

29/7  22/2  41/6  2 

21/7  16/2  96/1  3 

97/6  1/2  87/1  4 

94/6  9/1  89/1  1 

78/6  96/1  93/1  6 

74/6  86/1  9/1  7 

32/7  47/2  16/6  8 

81/6  87/1  88/1  9 

71/6  88/1  97/1  10 

ی مربوط به گروه دریافت کننده پلاسمید هاداده
pcDNA3 

 

تگروه کنترل مثب گروه کنترل منفی گروه تست   

99/3  09/2  8/1  1 

9/3  84/1  74/1  2 

76/3  96/1  78/1  3 

98/3  16/2  73/1  4 

81/3  88/1  71/1  1 

93/3  46/2  79/1  6 

8/3  78/1  82/1  7 

78/3  9/1  7/1  8 

97/3  83/1  71/1  9 

83/3  06/2  83/1  10 

  PBSی مربوط به گروه دریافت کننده هاداده

تگروه کنترل مثب گروه کنترل منفی گروه تست   

86/3  84/1  72/1  1 

81/3  9/1  74/1  2 

83/3  07/2  77/1  3 

98/3  71/1  71/1  4 

78/3  1/2  80/1  1 

9/3  41/1  68/1  6 

82/3  87/1  72/1  7 

89/3  03/2  76/1  8 

8/3  1/2  80/1  9 

81/3  08/2  78/1  10 
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 درون توموری 12-اینترلوکین میزان سنجش

 هایسلول واکسن، آخرین تزریق از بعد ساعت 24

 لیز و شمارش توموری سلول میلیون 20 شد، خارج توموری

 آوری جمع را هالسلو سوپرناتانت و گرفت انجام سلولی

 الایزا ساندویچ کیت از استفاده با IL-12 سطح و کرده

 اندازه( eBioscience, Inc. San Diego, CA) شرکت

 سطح دار معنی افزایش نشانگر 3شماره  نمودار. شد گیری

 واکسن DNA با شده ایمن هایموش در 12-اینترلوکین

HPV16-E7 با که هاییموش به نسبت PBS و pcDNA3 

 (. >01/0P) باشدمی اندشده ایمونیزه

 
های در گروه محیط تومور ریز 12-. میزان اینترلوکین3نمودار 

و  HPV16-E7 ،pcDNA3واکسن  DNAواکسینه شده با 

PBS 

 IL-12داده های مربوط به سنجش  .2 جدول

 محیط تومور ریز 12-میزان اینترلوکین

واکسینه  گروه

پلاسمید شده با 

 E7کد کننده 

واکسینه  گروه

شده با 
pcDNA3 

واکسینه  گروه

 PBSشده با 
 

43/111  81/214  11/197  1 

32/498  70/201  41/181  2 

94/103  06/203  32/208  3 

26/114  98/219  39/193  4 

91/499  96/181  00/182  1 

98/494  47/209  86/178  6 

38/107  36/180  93/203  7 

68/492  29/221  14/218  8 

44/111  24/176  73/199  9 

83/109  48/200  83/207  10 

 بحث و نتیجه گیری

و از عوامل مهم  یعسرطان شا یندوم سرطان گردن رحم

مطالعات مختلف باشد.  میر در زنان سراسر جهان می و مرگ

دهد که ن رحم نشان میبه سرطان گرد روی بیماران مبتلا

 HPVداری بین سرطان گردن رحم و عفونت ارتباط معنی 

 هایهای سرطان ترین تیپ در نمونهوجود دارد و شایع

این ویروس  .(16) باشدمی  HPV16تیپ سرویکس تهاجمی

طور سیستمیك  به خاطر داشتن سیکل غیر لیتیك، به

تواند مانده و میشود و در همان محل ورود باقیپخش نمی

های باعث ایجاد عفونت مزمن و پایدار شود. تشکیل ویریون

یافته خارجی )کراتینوسیت ها(  های تمایزبالغ در سلول

ژن و آنتی افتد و بنابراین کمترین برخورد بیناتفاق می

های آلوده حتی در دهد. سلولسیستم ایمنی روی می

ژن به سیستم ایمنی اکتسابی به خاطر صورت عرضه آنتی

توانند مانند نمیco-stimulatory های نداشتن مولکول

APC های ایمنی را القا کنند و حالتی از تحمل ها پاسخ

های که ویریونصورتی دهد. بنابراین تنها درمحیطی رخ می

های سطحی اپیتلیوم به طریقی مانند شده در سلول ایجاد

 خراش در معرض سیستم ایمنی قرار بگیرند، تولید آنتی

شود. علاوه بر این بادی علیه ذره ویروسی القا می

امکان فرار فعال از سیستم ایمنی را  HPVهای انکوپروتئین

های مولکولی از قبیل مداخله با مسیر با مکانیسم

 باو مداخله  HLA Iنالینگ اینترفرون، کاهش بیان سیگ

واکسیناسیون علیه  .(17) کنندفراهم میTLR9  بیان

تواند ابتلا و مرگ ی میریشگیپمنظور  به HPVعفونت 

. (18) ناشی از سرطان را تا حد زیادی کاهش دهد

ل که در تمامی مراحبه دلیل این E7و  E6های انکوپروتئین

نقش مهمی در ایجاد  شوند وسرطان گردن رحم بیان می

 های سرطانی دارند، اهداف مناسبی جهت تولیدسلول

. مطالعات (10) شوندهای درمانی محسوب میواکسن

ویژه  به HPVهایی علیه عفونت متعددی برای تولید واکسن
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هدف  )به خاطر نقش مؤثر آن در ایجاد سرطان( با 16تیپ 

شده و همچنان ادامه دارد.  پیشگیری و درمان تاکنون انجام

 به E7الی در این مطالعه استفاده از پلاسمید کد کننده تو

واکسیناسیون مدل موش توموری پاپیلوما ویروس  منظور

های ی لنفوسیتریتکثپاسخ  در سطحداری افزایش معنی

CD4+ و میزان  (2)نمودارIL-12  نشان داد درون توموری

کننده (، همچنین رشد تومور نیز در گروه دریافت3)نمودار

ررسی در ب ترشیپ(. 1)نمودار واکسن ژنی کاهش نشان داد

 E7 قابلیت تحریك ایمنی حامل باکتریوفاژی کد کننده ژن

در مدل موش توموری نیز رشد تومور مهارشده و آزاد شدن 

لاکتات دهیدروژناز و اینترفرون گاما و گرانزیم بتا از 

یافته و  ها افزایشهای طحال موش و تکثیر لنفوسیتسلول

ید ورد تأیلی، اثر ضد توموری واکسن مبا افزایش ایمنی سلو

 و بررسی میزان ایمونوژنیسیته. همچنین (13) قرار گرفت

 در که HPV16-E7 واکسن DNA توموری ضد فعالیت

نشان  بود شده جهش دچار رتینوبلاستوما به اتصال موتیف

توجهی  طور قابل به E7که پلاسمید حاوی ژن موتانت  داد

الاتری از حفاظت تر و سطح بهای ایمنی سلولی قویپاسخ

واکسن کد کننده ژن  DNAدر برابر تومور را در مقایسه با 

E7 هایو سلول کندنوع وحشی ایجاد می T، اختصاصی E7 

گردد و می تومور پیشرفت و توموری هایسلول رشد مانع

عنوان سلول  مثبت به T CD4 هایلنفوسیت افزایش تعداد

T ه القا ترشح سایتوکاین های آلوده قادر بافکتور و لیز سلول

 ایجاد باشد که درمی 12-اینترلوکین های مهم ازجمله

با  12-اینترلوکین. (9) کندیم ایفا نقش تومور هیعل ایمنی

 سمت به Naive مثبت T CDهایلنفوسیت تمایز القا

 TH1 منجر به تکثیر و بقا پاسخ لنفوسیت TH1 لنفوسیت

 Tعنوان فاکتور تحریکی به 12-اینترلوکین .(19) گرددمی

قادر به تحریك رشد و عملکرد  شود کهها شناخته میسل

فعالیت  12-اینترلوکین. (20) باشدها میاین سلول

 Tهای های کشنده طبیعی و لنفوسیتسیتوتوکسیتی سلول

مثبت را واسطه گری کرده و افزایش  CD8سیتوتوکسیك 

ها و در دفاع علیه ویروس کشنده T هایسلولدهد. می

اهمیت دارند. درواقع ها شده توسط ویروس تومورهای القا

های ژن، پپتیدهای مشتق شده از پردازش آنتیهااین سلول

های آندوژن عرضه شده در شکاف اتصال پپتید مولکول

MHC-I که جایی آن از. (20) کنندرا شناسایی می 

 به افزایش فعالیت سیتوتوکسیتی و قادر 12-اینترلوکین

 ،(21) باشدایمنی ضد تومور و مهار رگ زایی می پاسخ یالقا

 تعیین و هاآزمایش انجام برای ایعلاقه مورد فاکتور عنوان به

ها این یافته شود.در نظر گرفته می سرطانی ضد خاصیت

تواند راهکار مفیدی را در مبارزه نتایج مطالعات پیشین می

 های ایمونولوژیکی مرتبط بابا سرطان سرویکس و مکانیسم

 آن ارائه دهد.

 درمانی واکسن DNA که دهدمی نشان حاضر مطالعه

 میزان به است قادر E7 HPV16 ژن آنتی کننده کد

 در را مثبت CD4 هایلنفوسیت تکثیری پاسخ چشمگیری

نماید و باعث القای  القاء شده، واکسینه توموری موش مدل

در محیط توموری شده و موجب تمایز  12-تولید اینترلوکین

ضد توموری  و القای پاسخ ایمنی TH1های پاسخ لنفوسیت

 .و کاهش رشد تومور گردد

 تقدیر و تشکر

 اخلاق کد با دانشجویی نامه پایان از قسمتی مقاله این

 مسئولان از وسیله بدین. باشدمی 31078693122427

 .نمایممی قدردانی و تشکر گلستان پزشکی علوم دانشگاه

 

 

 

 



 مقاله پژوهشی                                                                                  69بهار و تابستان : 1: شماره 5مجله حکیم سید اسماعیل جرجانی: سال 

00 
 

References 
 
1. Broomall EM, Reynolds SM, Jacobson RM. 

Epidemiology, clinical manifestations, and 

recent advances in vaccination against human 

papillomavirus. Postgraduate medicine. 

2010;122(2):121-9. 

2. WHO/ICO. HPV Information Centre Human 

papillomavirus and related cancers in world. 

Summary Report WHO. (2010)  

3. Munoz N, Bosch FX, de Sanjose S, Herrero 

R, Castellsagué X, Shah KV, et al. 

Epidemiologic classification of human 

papillomavirus types associated with cervical 

cancer. New England Journal of Medicine. 

2003;348(6):518-27. 

4. Cho H, Lee H-J, Heo Y-K, Cho Y, Gwon Y-

D, Kim M-G, et al. Immunogenicity of a 

trivalent human papillomavirus L1 DNA-

encapsidated, non-replicable baculovirus 

nanovaccine. PloS one. 2014;9(4):e95961. 

5. McLaughlin-Drubin ME, Münger K. The 

human papillomavirus E7 oncoprotein. 

Virology. 2009;384(2):335-44. 

6. Zur Hausen H. Papillomavirus infections—a 

major cause of human cancers. Biochimica et 

Biophysica Acta (BBA)-Reviews on Cancer. 

1996;1288(2):F55-F78. 

7. Ghittoni R, Accardi R, Hasan U, Gheit T, 

Sylla B, Tommasino M. The biological 

properties of E6 and E7 oncoproteins from 

human papillomaviruses. Virus genes. 

2010;40(1):1-13. 

8. Tahamtan A, Tabarraei A, Moradi A, 

Dinarvand M, Kelishadi M, Ghaemi A, et al. 

Chitosan nanoparticles as a potential nonviral 

gene delivery for HPV-16 E7 into mammalian 

cells. Artificial cells, nanomedicine, and 

biotechnology. 2014(0):1-7. 

9. Sajadian A, Tabarraei A, Soleimanjahi H, 

Fotouhi F, Gorji A, Ghaemi A. Comparing the 

effect of Toll-like receptor agonist adjuvants on 

the efficiency of a DNA vaccine. Archives of 

virology. 2014;159(8):1951-60. 

10. Bosch FX, Manos MM, Muñoz N, Sherman 

M, Jansen AM, Peto J, et al. Prevalence of 

human papillomavirus in cervical cancer: a 

worldwide perspective. Journal of the National 

Cancer Institute. 1995;87(11):796-802. 

11. McIntosh J, Sturpe DA, Khanna N. Human 

papillomavirus vaccine and cervical cancer 

prevention: Practice and policy implications for 

pharmacists. Journal of the American 

Pharmacists Association. 2008;48(1):e1-e17. 

12. Syrjänen KJ, Syrjänen SM. Papillomavirus 

infections in human pathology: Wiley; 2000. 

13. Ghaemi A, Soleimanjahi H, Gill P, Hassan 

Z, Jahromi SRM, Roohvand F. Research 

Recombinant λ-phage nanobioparticles for 

tumor therapy in mice models. 2010. 

14. Cohen SN, Chang AC, Boyer HW, Helling 

RB. Construction of biologically functional 

bacterial plasmids in vitro. Proceedings of the 

National Academy of Sciences. 

1973;70(11):3240-4. 

15. Ghaemi A, Soleimanjahi H, Gill P, Hassan 

ZM, Razeghi S, Fazeli M, et al. Protection of 

mice by a λ-based therapeutic vaccine against 

cancer associated with human papillomavirus 

type 16. Intervirology. 2010;54(3):105-12. 

16. Gableh F, Saeidi M, Hemati S, Hamdi K, 

Soleimanjahi H, Gorji A, et al. Combination of 

the toll like receptor agonist and α-

Galactosylceramide as an efficient adjuvant for 

cancer vaccine. Journal of biomedical science. 

2016;23(1):1. 

17. Howley PM. Fields virology: Lippincott, 

Williams & Wilkins; 2013. 



 مقاله پژوهشی                                                                                  69بهار و تابستان : 1: شماره 5مجله حکیم سید اسماعیل جرجانی: سال 

02 
 

18. Palmer KE, Jenson AB, Kouokam JC, 

Lasnik AB, Ghim S-j. Recombinant vaccines for 

the prevention of human papillomavirus 

infection and cervical cancer. Experimental and 

molecular pathology. 2009;86(3):224-33. 

19. Hsieh C-S, Macatonia SE, Tripp CS, Wolf 

SF, O'Garra A, Murphy KM. Development of 

TH1 CD4+ T cells through IL-12 produced by 

Listeria-induced macrophages. Science. 

1993;260(5107):547-9. 

20. Kaliński P, Hilkens C, Snijders A, 

Snijdewint F, Kapsenberg ML. IL-12-deficient 

dendritic cells, generated in the presence of 

prostaglandin E2, promote type 2 cytokine 

production in maturing human naive T helper 

cells. The Journal of Immunology. 

1997;159(1):28-35. 

21. Wang KS, Frank DA, Ritz J. Interleukin-2 

enhances the response of natural killer cells to 

interleukin-12 through up-regulation of the 

interleukin-12 receptor and STAT4. Blood. 

2000;95(10):3183-90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 مقاله پژوهشی                                                                                  69بهار و تابستان : 1: شماره 5مجله حکیم سید اسماعیل جرجانی: سال 

01 
 

 

Evaluation of DNA vaccine encoding HPV-16 E7 on Lymphocyte proliferation 

induction in Human Papilloma Virus-associated tumor animal models 

Sanaz BaghbanRahimi1, Hoorieh Soleimanjahi2, Alireza Mohebbi1, Mir Saeid Ebrahimzadeh1,  

Leyla Alizade3, Amir Ghaemi4* 

 

 

1. Department of Microbiology, Golestan University of Medical Sciences, Gorgan, Iran. 

2. Department of Virology, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran. 

3. Shefa Neuroscience Research Center, Khatam Al-Anbiya Hospital, Tehran, Iran. 

4. Department of Microbiology, Golestan University of Medical Sciences, Gorgan, Iran. 

 

 

Abstract 

Background & Objective: Human papillomavirus (HPV) oncoproteins, including E6 and E7 are 

constitutively expressed in cervical cancer cells. These proteins are ideal targets to be used for 

developing therapeutic vaccines against existing HPV-associated carcinomas. The aim of this 

study was to measure the proliferation response rate of splenic lymphocytes derived from E7-

HPV16 encoding plasmid injection on the tumor mouse model of papillomavirus. 

Method: C57BL/6 mice were inoculated subcutaneous with 5× 10⁵ TC-1 cells in three times 

with two weeks intervals and then immunized with HPV-16 E7 DNA vaccine. The proliferation 

response of splenic cells was measured by MTT assay. IL12 cytokine was measured by ELISA 

assay and the mass of tumor was calculated with caliper for six weeks. 

Results: Following the application of DNA vaccines containing E7 therapeutic gene, the 

proliferative response of splenic cells was provoked significanltly higher than the stimulation in 

control group (P<0.05). Moreover, the secretion of IL12 was significantly increased in 

vaccinated mice tumor tissue (P<0.05). The growth of tumor in vaccinated group was markedly 

decreased in comparison to PBS and pcDNA3 groups (P<0.05). 

Conclusion: Our findings revealed that the application of DNA vaccine containing E7 gene in a 

tumor mouse model may induce anti-tumor cellular immune responses. 

Key words: DNA vaccine, Papillomavirus tumor model, Lymphocyte proliferation assay, HPV 
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