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  چکیده

 بیان سرویکس سرطان هاي سلول در معمول طور به E6 و E7 شامل ویروس، پاپیلوما هاي انکوپروتئین :هدف و مینهز

 ها ویروس پاپیلوما به وابسته هاي بدخیمی علیه درمانی هاي واکسن طراحی براي مناسبی اهداف ها پروتئین این. شوند می

 کننده کد پلاسمید تزریق از حاصل طحالی هاي لنفوسیت تکثیري خپاس میزان سنجش مطالعه این انجام از هدف. باشد می

E7-HPV16 بود ویروس پاپیلوما توموري موش مدل روي بر.  

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

 به اي هفته دو زمانی فواصل با و نوبت 3 در E7-HPV16 واکسن DNA با سپس و شدند توموري سلول، 105×2 تعداد

 بیان میزان همچنین. شد ارزیابی MTT روش به طحالی هاي سلول تکثیري پاسخ و شدند واکسینه پوستی زیر روش

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

طحالی تحریک شده و  هاي لنفوسیتهاي تکثیري  پاسخ، E7درمانی  واکسن واجد ژن DNAگیري  ه دنبال بکارب :ها یافته

 12- اینترلوکین بررسی همچنین). >05/0P( به طور معنی داري نسبت به تحریک ایجاد شده در گروه کنترل بیشتر بود

). >05/0P(ه شده، به طور معنی داري افزایش یافت در بافت تومور موش واکسین این سایتوکاین ترشح مقدار که داد نشان

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

  .داشت) >05/0P(داري 

 به دتوان می توموري موش مدل در E7 ژن حاوي واکسن DNA گیري بکار که دهد می نشان پژوهش این :گیري نتیجه

  .باشد می تومور ضد سلولی ایمنی پاسخ القاي براي راهکاري عنوان

  پاپیلوماویروس ،CD4 هاي لنفوسیت تکثیري پاسخ پاپیلوماویروس، توموري موش مدل واکسن، DNA :کلیدي کلمات

  قائمی امیر: نویسنده مسئول 

  مرکز تحقیقات بیماري هاي عفونی، گرگانایران، : آدرس
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  مقدمه

) Human Papilloma Virus(پاپیلوما ویروس انسانی 

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

باشد، مطرح  می بدخیمی متداول در میان زنان سراسر دنیا

ارتباط  HPV18و  HPV16هاي پر خطر  سویه. )2(باشد  می

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

HPV16 ترین  شایعHPV ها  پر خطر در همه جمعیت

موارد سرطان گردن رحم یافت  درصد 50باشد که در  می

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

هاي  پاپیلوماویروس در سلول E7و  E6هاي  انکوپروتئین

مسئول القاي  و )5( شوند بیان می HPVسرطانی مرتبط با 

اعتقاد بر این . باشند ها می بدخیمی و ترانسفورم کردن سلول

هاي سرطانی با بر هم  یمی و ایجاد سلولاست که القاي بدخ

و رتینوبلاستوما اتفاق  P53هاي  زدن چرخه سلولی پروتئین

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

ثباتی آن شده و از ورود به  لاستوما موجب بیپروتئین رتینوب

در واقع پروتئین . )7( کند سیکل سلولی جلوگیري می Sفاز 

E7 هاي سیکل سلولی موجب  با از کار انداختن تنظیم کننده

هاي کروموزومی و مهار آپوپتوز و همچنین  القاء ناهنجاري

چندین . )8( شود ها می نامیرا شدن و ترنسفورماسیون سلول

کند که ایمنی سلولی در کنترل  مطالعه پیشنهاد می

 باشد مهم می HPVنئوپلاسم مرتبط با  و HPVهاي  عفونت

اهداف آنتی ژنی  E7و  E6هاي  بنابراین انکوپروتئین. )9(

ها و تومورهاي القا شده توسط  ایده آلی براي درمان آسیب

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

 واکسن مطرح است، تولید جهان سراسر در رحم گردن

 شود می محسوب جهان در بهداشتی هاي اولویت از مناسب

 DNAهاي واکسیناسیون،  در میان انواع روش. )11(

ها با حداقل ساختار آنتی ژنیک لازم براي القاي  واکسن

و با  اند هاي ایمنی حفاظت بخش مورد توجه قرار گرفته پاسخ

متناوب پروتئین در داخل بدن میزبان از عملکرد یک  تولید

هاي ژنی  لذا توسعه واکسن. )12( کند واکسن زنده تقلید می

باشد که بدین منظور در مطالعه حاضر از پلاسمید  مطرح می

 16ویروس پاپیلوماي تیپ  E7بیان کننده آنتی ژن 

)HPV16 ( هاي  سازي موشبراي مصونC57BL/6 

 CD4هاي  سپس پاسخ تکثیري لنفوسیت. استفاده شد

هاي واکسینه نشده  مثبت حاصل از تزریق در مقایسه با موش

  .سنجیده شد

  

  روش بررسی

دپارتمان میکروبیولوژي این مطالعه تجربی در آزمایشگاه 

دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی گلستان  و ایمونولوژي

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

پس از یک هفته سازگاري با شرایط (انستیتو پاستور آمل 

. تهیه شد) خانه دانشگاه علوم پزشکی گلستان حیوان

گراد و رژیم غذایی  درجه سانتی 22حیوانات در شرایط دماي 

در تمام مراحل کار، اصول اخلاقی . ، نگه داري شدندمناسب

طور تصادفی  حیوانات به. وانات رعایت گردیدپژوهش روي حی

و گروه ) B( ، آزمایش دوم)A( به سه گروه آزمایش اول

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

 E7تهیه وکتور بیان کننده آنتی ژن 

، E7حاوي 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 باکتري

منظور از روش تیمار با کلرید کلسیم و شوك حرارتی بر 

مقدار . استفاده شد )14(و همکارانش  Cohenاساس روش 
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با غلظت  E7حاوي ژن  pcDNA3پلاسمید گرم  مایکرو 2

براي ترنسفورماسیون سلولی به کار برده شد و  نانوگرم 500

در انتها . کشت داده شد) LB )Luria Bertaniدر محیط 

 LB agarشده بر روي پلیت  باکتري ترانسفورم

)mg/ml100 (براي  .کشت داده شد سیلین مثبت آمپی

  .ستخراج پلاسمید روش لیز قلیایی مورد استفاده قرار گرفتا

 اندازه گیري غلظت پلاسمید استخراج شده

براي اندازه گیري غلظت پلاسمید استخراج شده، جذب 

هاي  نوري محصول با استفاده از اسپکتوفتومتر در طول موج

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

  .نمونه محاسبه شدزیر غلظت 

  ×C(µg/ml)=50×(A260-A280)رقتضریب 

غلظت نمونه بر حسب میکروگرم در میلی  Cدر این فرمول 

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

نانومتر، تعیین کننده میزان  260جذب نوري در طول موج 

  .باشد می) DNA, RNA( اسیدهاي نوکلئیک

  سرطان گردن رحم در موشایجاد مدل توموري 

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

براي ایجاد مدل توموري سرطان گردن  و شد تهیه پاستور

. مورد استفاده قرار گرفت C57BL/6 موشرحم در 

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

سیلین و  پنی mg/ml 50 و درصد 10 جنین گاو

 Mm 1، سدیم پیرووات 2Mmیسین، گلوتامین استرپتوما

 5گراد با  درجه سانتی 37کشت داده شد و در انکوباتور 

ها  پس از رنگ آمیزي سلول. )15( قرار گرفت CO2درصد 

 سلول 105×2 ها، تعداد به روش تریپان بلو و شمارش آن

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

  .)9( شد تزریق زیرپوستی صورت  به موش هر

  

  ها موشایمونیزاسیون 

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

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

 یکروم 100از پلاسمید استخراج شده در  گرم یکروما 100

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

 دیگروه اول پلاسمت بود که به هاي تزریقی به این صور گروه

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  اندازه تومور موش. واکسینه شدند

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

  .کش کولیس استفاده شد

  هاي طحالی اسخ تکثیري لنفوسیتپ

ها نخاعی  یک هفته بعد از آخرین ایمونوزیزاسیون موش

ی با بافر لیز طحال هاي شد و سلولطحال خارج گردید و 

دقیقه براي جدا سازي  یکبه مدت  پتاسیم -کلرید آمونیم 

به (خانه ته صاف  96در فلاسک . اریتروسیت ها تیمار شد

 RPMI 1640 ،10ه همراه ب) در هر چاهک 105×2مقدار 

 یک هپس و درصد یکتامین، گلو درصد 1سرم،  درصد

دار  Co2سیلین و استرپتومایسین در انکوباتور  پنی درصد

چاهک در نظر گرفته شده بود  9براي هر موش  .نکوبه شدندا

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

 چاهک دیگر به 3 ، دراضافه شدیتوهماگلوتینین همان ف

 3و براي انجام تست در  افزودیم RPMIعنوان کنترل منفی  

 Tچاهک یک میکروگرم بر میلی لیتر اپی توپ لنفوسیت 

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

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

 Co2 باتوردر انکوساعت انکوبه  4 و پس از چاهک اضافه شد

هاي فورمازان رؤیت شد و براي حل کردن  دار کریستال

لیتر  مایکرو 100هاي فورمازان به هر چاهک  کریستال

DMSO در طول موج  ی رامحلول رنگ نیجذب ا. افزوده شد

 را  Stimulation index (SI)ضریبو قرائت نانومتر  540
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هاي  سلول ODمیزان  Csدر رابطه زیر . )9(محاسبه نمودیم 

هاي  سلول ODمیزان  Cu و) گروه تست(تحریک شده 

  .است) گروه کنترل منفی(تحریک نشده 

SI= (Cs – Cu)/Cu 

سیتوکین درون ( 12-سنجش میزان اینترلوکین

  )توموري

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 کننده اندازه گیري وزن تومور، قطعه

)PBS با تریتون-X فنیل از  یک میلی مولارو  درصد یک

براي هر  ml 1 به مقدار )[PMSF]متان سولفونیل فلوراید 

mg 100 ثانیه سونیفیکاسیون  30هاي توموري،  از سلول

ها هموژن و  سپس نمونهها لیز شدند و  نموده و سلول

هاي توموري  سپس در سوپرناتانت سلول .شدند سانتریوفیوژ

 فاده از کیت ساندویچ الایزا شرکتبا است IL-12سطح 

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

در هر } پیکوگرم بر میلی لیتر{صورت  تعداد سایتوکاین به(

 )9( )میلیون سلول توموري سنجش شد 20

  آنالیز آماري

 16نسخه   SPSSصورت دستی به نرم افزار ها به داده

با سطح  ANOVAدر تمامی مراحل از آزمون  .داده شد

براي بررسی سطوح معنی داري  05/0معنی داري کمتر از 

  . استفاده شد

  یافته ها

  E7تکثیر وکتور بیان کننده آنتی ژن 

یمار انتقال پلاسمید پس از ت از حاصل بررسی نتایج در

باکتري با کلرید کلسیم و تهیه سلول مستعد، شوك حرارتی 

 با میکرو لیتر یک( پلاسمیدي DNA منظور انتقال  به

 LBالقا شد، در انتها بر روي پلیت  )نانوگرم 1/0 غلظت

agar )mg/ml100 (سیلین مثبت کشت داده شد، آمپی 

 6 قطر با کشت هاي پلیت روي کلنی 20 میانگین طور به

 .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 براي تزریقات آماده  µg/ml  5000با

  .گردید

  ایجاد مدل توموري سرطان گردن رحم در موش

 تعداد داد که با تزریقها نشان  بررسی روزانه موش

 به PBSلیتر  میکرو 100حل شده در  TC-1 سلول 105×2

 متوسط زیرپوستی صورت به C57BL/6موش  چپ فلانک

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

  
 ایجاد شده بامدل موش توموري پاپیلوماویروس . 1شکل

  TC-1 هاي سلول

با اي  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 کمک اندازه گیري حجم تومور 

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

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

نسبت به دو گروه  HPV16-E7واکسن  DNAدرمان با 

کاهش معنی داري در  ،pcDAN3 و PBS کننده دریافت

  .)>05/0P( رشد تومور داشت

  

  

  

  

  

  

  

و  HPV16-E7 ،pcDNA3واکسن  DNAبعد از ایمونیزاسیون با  هاي توموري شده منحنی مقایسه روند رشد تومور در موش .1نمودار

PBS  

  

   CD4هاي  پاسخ تکثیري لنفوسیت

 پاسخ افزایش باعث HPV16-E7 واکسن DNA تزریق

 DNA آیا اینکه تعیین براي. شود می ها لنفوسیت تکثیري

 تأثیر تحت را سلولی ایمنی پاسخ HPV16-E7 واکسن

هاي طحالی  سلول Tاي ه داده است، تحریک لنفوسیتقرار

یشگاهی داخل هر موش با آنتی ژن اختصاصی در شرایط آزما

چاهک در  9براي هر موش گرفت و  خانه انجام 96فلاسک 

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

عنوان کنترل   چاهک به 3، در اضافه شدیتوهماگلوتینین ف

عنوان تست یک   به چاهک دیگر 3و  افزودیم RPMIمنفی 

 .افزوده شد E7میکروگرم بر میلی لیتر آنتی ژن اختصاصی 

  . میزان تکثیر لنفوسیت ارزیابی شد

 دهد که تکثیر اختصاصی لنفوسیت در نشان می 2نمودار

، در HPV16 E7واکسن  DNAهاي مصون شده با  موش

، سطوح pcDAN3و  PBSمقایسه با گروه دریافت کننده 

هاي  و پاسخ تکثیري لنفوسیت )>05/0P(بالاتري داشت 
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CD4  مثبت در گروه تحت درمان به طور معنی داري

  .افزایش یافته است

  

  

هاي  مثبت در گروه CD4 هاي لنفوسیت تکثیري پاسخ. 2نمودار

و  HPV16-E7 ،pcDNA3واکسن  DNAواکسینه شده با 

PBS 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

انومتر به ن 540در طول موج  نوريجذب میزان  .1جدول

  منظور محاسبه ضریب تحریک سلول هاي طحال

  E7ي مربوط به گروه دریافت کننده پلاسمید کد کننده ها داده

  گروه کنترل مثبت گروه کنترل منفی گروه تست

94/6  09/2  03/6  1 

29/7  22/2  45/6  2 

21/7  16/2  96/5  3 

97/6  1/2  87/5  4 

94/6  9/1  89/5  5 

78/6  96/1  93/5  6 

74/6  86/1  9/5  7 

32/7  47/2  16/6  8 

85/6  87/1  88/5  9 

75/6  88/1  97/5  10 

ي مربوط به گروه دریافت کننده پلاسمید ها داده

pcDNA3 
  

  گروه کنترل مثبت گروه کنترل منفی گروه تست

99/3  09/2  8/5  1 

9/3  84/1  74/5  2 

76/3  96/1  78/5  3 

98/3  16/2  73/5  4 

85/3  88/1  75/5  5 

93/3  46/2  79/5  6 

8/3  78/1  82/5  7 

78/3  9/1  7/5  8 

97/3  83/1  75/5  9 

83/3  06/2  83/5  10 

   PBSي مربوط به گروه دریافت کننده ها داده

  گروه کنترل مثبت گروه کنترل منفی گروه تست

86/3  84/1  72/5  1 

81/3  9/1  74/5  2 

83/3  07/2  77/5  3 

98/3  75/1  71/5  4 

78/3  1/2  80/5  5 

9/3  45/1  68/5  6 

82/3  87/1  72/5  7 

89/3  03/2  76/5  8 

8/3  1/2  80/5  9 

81/3  08/2  78/5  10 
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  درون توموري 12-اینترلوکین میزان سنجش

 هاي سلول واکسن، آخرین تزریق از بعد ساعت 24

 لیز و شمارش توموري سلول میلیون 20 شد، خارج توموري

 آوري جمع را ها لسلو 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 گیري

 واکسن DNA با شده ایمن هاي موش در 12-اینترلوکین

HPV16-E7 با که هایی موش به نسبت PBS و pcDNA3 

  ). >05/0P( باشد می اند شده ایمونیزه

  
هاي  در گروه محیط تومور ریز 12-میزان اینترلوکین. 3نمودار 

و  HPV16-E7 ،pcDNA3واکسن  DNAواکسینه شده با 

PBS  

  IL-12داده هاي 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 
  

43/511  81/214  51/197  1 

32/498  70/201  45/185  2 

94/503  06/203  32/208  3 

26/514  98/219  39/193  4 

95/499  96/181  00/182  5 

98/494  47/209  86/178  6 

38/507  36/180  93/203  7 

68/492  29/225  14/218  8 

44/515  42/176  73/199  9 

83/509  48/200  83/207  10 

  بحث و نتیجه گیري

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 روي بیماران مبتلا

 HPVداري بین سرطان گردن رحم و عفونت ارتباط معنی 

 هاي هاي سرطان  ترین تیپ در نمونه وجود دارد و شایع

این ویروس  .)16( باشد می  HPV16تیپ سرویکس تهاجمی

طور سیستمیک   به خاطر داشتن سیکل غیر لیتیک، به

تواند  مانده و می شود و در همان محل ورود باقی پخش نمی

هاي  تشکیل ویریون. باعث ایجاد عفونت مزمن و پایدار شود

) کراتینوسیت ها(یافته خارجی  هاي تمایز بالغ در سلول

ژن و  آنتی افتد و بنابراین کمترین برخورد بین اتفاق می

هاي آلوده حتی در  سلول. دهد سیستم ایمنی روي می

ژن به سیستم ایمنی اکتسابی به خاطر  صورت عرضه آنتی

توانند مانند  نمیco-stimulatory هاي  نداشتن مولکول

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

هاي  که ویریون صورتی بنابراین تنها در. دهد محیطی رخ می

هاي سطحی اپیتلیوم به طریقی مانند  شده در سلول ایجاد

 خراش در معرض سیستم ایمنی قرار بگیرند، تولید آنتی

علاوه بر این . شود بادي علیه ذره ویروسی القا می 

امکان فرار فعال از سیستم ایمنی را  HPVهاي  انکوپروتئین

هاي مولکولی از قبیل مداخله با مسیر  با مکانیسم

 باو مداخله  HLA Iنالینگ اینترفرون، کاهش بیان سیگ

واکسیناسیون علیه  .)17( کنند فراهم میTLR9  بیان

تواند ابتلا و مرگ  ي میریشگیپمنظور   به HPVعفونت 

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

ل که در تمامی مراح به دلیل این E7و  E6هاي  انکوپروتئین

نقش مهمی در ایجاد  شوند و سرطان گردن رحم بیان می

 هاي سرطانی دارند، اهداف مناسبی جهت تولید سلول

مطالعات . )10( شوند هاي درمانی محسوب می واکسن

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

. شده و همچنان ادامه دارد  پیشگیري و درمان تاکنون انجام

 به E7الی در این مطالعه استفاده از پلاسمید کد کننده تو

واکسیناسیون مدل موش توموري پاپیلوما ویروس  منظور 

هاي  ي لنفوسیتریتکثپاسخ  در سطحداري  افزایش معنی

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

کننده  ، همچنین رشد تومور نیز در گروه دریافت)3نمودار(

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

 E7 قابلیت تحریک ایمنی حامل باکتریوفاژي کد کننده ژن

در مدل موش توموري نیز رشد تومور مهارشده و آزاد شدن 

لاکتات دهیدروژناز و اینترفرون گاما و گرانزیم بتا از 

یافته و   ها افزایش هاي طحال موش و تکثیر لنفوسیت سلول

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

 و بررسی میزان ایمونوژنیسیتههمچنین . )13( قرار گرفت

 در که HPV16-E7 واکسن DNA توموري ضد فعالیت

نشان  بود شده جهش دچار رتینوبلاستوما به اتصال موتیف

توجهی   طور قابل  به E7که پلاسمید حاوي ژن موتانت  داد

الاتري از حفاظت تر و سطح ب هاي ایمنی سلولی قوي پاسخ

واکسن کد کننده ژن  DNAدر برابر تومور را در مقایسه با 

E7 هاي و سلول کند نوع وحشی ایجاد می T، اختصاصی E7 

گردد و  می تومور پیشرفت و توموري هاي سلول رشد مانع

عنوان سلول   مثبت به T CD4 هاي لنفوسیت افزایش تعداد

T ه القا ترشح سایتوکاین هاي آلوده قادر ب افکتور و لیز سلول

 ایجاد باشد که در می 12-اینترلوکین هاي مهم ازجمله

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

 سمت به Naive مثبت T CDهاي لنفوسیت تمایز القا

 TH1 منجر به تکثیر و بقا پاسخ لنفوسیت TH1 لنفوسیت

 Tعنوان فاکتور تحریکی  به 12-اینترلوکین .)19( گردد می

قادر به تحریک رشد و عملکرد  شود که ها شناخته می سل

فعالیت  12- اینترلوکین. )20( باشد ها می این سلول

 Tهاي  هاي کشنده طبیعی و لنفوسیت سیتوتوکسیتی سلول

مثبت را واسطه گري کرده و افزایش  CD8سیتوتوکسیک 

ها و  در دفاع علیه ویروس کشنده T هاي سلول. دهد می

درواقع . اهمیت دارندها  شده توسط ویروس تومورهاي القا

هاي  ژن ، پپتیدهاي مشتق شده از پردازش آنتیها این سلول

هاي  آندوژن عرضه شده در شکاف اتصال پپتید مولکول

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

 به افزایش فعالیت سیتوتوکسیتی و قادر 12-اینترلوکین

 ،)21( باشد ایمنی ضد تومور و مهار رگ زایی می پاسخ يالقا

 تعیین و ها آزمایش انجام براي اي علاقه مورد فاکتور عنوان  به

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

تواند راهکار مفیدي را در مبارزه  نتایج مطالعات پیشین می

 هاي ایمونولوژیکی مرتبط با با سرطان سرویکس و مکانیسم

 .آن ارائه دهد

 درمانی واکسن DNA که دهد می نشان حاضر مطالعه

 میزان به است قادر E7 HPV16 ژن آنتی کننده کد

 در را مثبت CD4 هاي لنفوسیت تکثیري پاسخ چشمگیري

نماید و باعث القاي  القاء شده، واکسینه توموري موش مدل

در محیط توموري شده و موجب تمایز  12-تولید اینترلوکین

ضد توموري  و القاي پاسخ ایمنی TH1هاي  پاسخ لنفوسیت

  .و کاهش رشد تومور گردد

  تقدیر و تشکر

 اخلاق کد با دانشجویی نامه پایان از قسمتی مقاله این

 مسئولان از وسیله بدین. باشد می 31078693122427

  .نمایم می قدردانی و تشکر گلستان پزشکی علوم دانشگاه
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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× 10  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. 
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