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 چكيده

  سهولت   هدف   با   ها واکسن   DNA  راستا   اين   در   اند. ه داشت   عفوني   های بيماری   از   ناشي   ومير   مرگ   ميزان   کاهش   و   مهار   در   ای ويژه   نقش   ها واکسن   : زمينه 

  رحم   دهانه   سرطان   کننده   ايجاد   عامل   عنوان   ه ب   ( HPV)   انساني   مای و پاپيل   ويروس   اند. شده   ايجاد   سنتي   های واکسن   از   ناشي   خطرات   کاهش   و   توليد 

  گرفته   قرار   استفاده   مورد   واکسن   DNA  نيز   و   واحدی   زير   های واکسن   ايجاد   منظور   به   ( L1)   ويروس   کپسيد   پروتئين   راستا   اين   در   است.   شده   معرفي 

   باشد. مي   يوکاريوتي   های سلول   در   آن   بيان   بررسي   و   HPV 18  ويروس   L1  ژن   بياني   سازواره   ساخت   و   طراحي   تجربي   پژوهش   اين   از   هدف   است. 

  کلون   ساب hygro 3.1 pcDNA  بياني  وکتور  در  ،سنتز   و  سازیبهينه  از  پس   HPV 18  ويروس   L1  ژن  تجربي،  مطالعه  اين  در  ها:روش  و   مواد

  استفاده  با  HEK293  هایسلول  به  بياني   وکتور   انتقال  شد.  انجام   آنزيمي   هضم  واکنش  و  colony PCR  آزمون  از   استفاده   با   گين کلون  ئيد أت  .گرديد

 ساخته   cDNA  و  شده  استخراج  کنترل  هایسلول  و  شده  ترانسفكت  هایسلول  از  کل  RNA  ساعت،  72  از  پس  شد.  انجام  Turbofect  واکنشگر  از

 شد. انجام cDNA روی  بر PCR انجام با هاسلول در mRNA سطح در ژن بيان بررسي شد.

HPV 18-  شده   بهينه   ژن   کلونينگ   . يافت   افزايش   آل ايده   سطح   در   Fop  و   CAI  های شاخص   ، L1  ژن   توالي   سازی بهينه   بدنبال   که   داد   نشان   نتايج   ها: افته ي 

L1   بياني   وکتور   در  pcDNA3   کلوني   آزمون   از   استفاده   با  PCR   نوترکيب   پلاسميد   تشكيل   بيانگر   نتايج   و   گرديد   ييد أ ت   موفقيت   با   آنزيمي   هضم   واکنش   و  

pCDNA3.1-L1   .ژن   بيان   بررسي   متعاقبا    است  L1   سطح   در  mRNA   ژن   آميز موفقيت   بيان   دهنده   نشان  L1   باشد. مي   يوکاريوتي   سيستم   در 

  وکتور  اين  دهد.مي  نشان  را  vitro in  شرايط  در  L1  ژن  ثرؤ م  بيان   در   شده  ايجاد  بياني  وکتور   کارايي  تحقيق،  اين  از   حاصل  نتايج  :گيرینتيجه

 .باشدمي  دارا را in vivo شرايط در آينده  مطالعات  در واکسن DNA عنوان هب استفاده قابليت بياني

 رحم دهانه سرطان کدون،  سازیبهينه  ژني، واکسن ، L1 ژن انساني،  پاپيلومای ويروس کليدی:  واژگان
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 مقدمه
   انسانی  پاپیلوما   ویروس

(Human papillomavirus-HPV)  کپسید   دارای 

  با  باز،  جفت   8000  دارای  پوشش،  بدون  وجهی،  بیست

  باشد.می  نانومتر 55 اندازه با و ایرشته  دو DNA ژنوم

 است.   شده   شناسایی  HPV  ژنوتایپ  200  حدود  تاکنون

 طریق   از  را  سنگفرشی  اپیتلیوم  ،HPV  ویروس

 و  کندمی   آلوده  میکروسکوپی  هایزخم  و  هایخراش

  بافت  تمایز  وضعیت  به   وابسته  ویروس،  تکثیر  چرخه

 ژنوم  بقای   و  استقرار  .(1)  باشدمی  میزبان  اپیتلیال

 که   باشدمی  اولیه  هایپروتئین  بیان  با  ارتباط  در  ویروس،

 میزبان  سلول  در  ،DNA  رونویسی  و  همانندسازی  در

  بیان  آلوده،  هایسلول  تمایز  با  همزمان  هستند.  دخیل

  L2  و  L1  کپسید  هایپروتئین   تولید  و  خیریأت   هایژن

 تشکیل   ویریون  فوقانی  هایلایه  در  و  افتدمی  اتفاق

 . (2و  1) شودمی

 زایی سرطان   پتانسیل  هاویروس  پاپیلوما   از  برخی   اینکه  با

  در  هاویروس  پاپیلوما  هایژنوتیپ  از  برخی   اما  ندارند،

 دارند.  دخالت  حیوانات  و  انسان  در  بدخیمی  توسعه

  شامل  انسان،  در  ویروس  پاپیلوما  با  مرتبط  بدخیمی

  دهانه  مثل   تناسلی  ناحیه  مخاطی  تلیالاپی  سرطان   چندین

  و  دهان  هایسرطان  و  مقعد  تناسلی،  آلت  فرج،  رحم،

 مین چهار  سرویکس  سرطان  .(4و    3)  باشدمی  حنجره

 از   بیش  سالانه  که  باشد،می   جهان  زنان  در  شایع  سرطان

 از   بیش  مرگ  عامل  و  کند می  گرفتار  را  خانم  600000

  نشان  قرن  ربع  یک   شواهد   باشد،می  خانم  342000

  هایسرطان  درصد  100  به  نزدیک  علت  HPV  دهند،می

 HPV-18 و HPV-16 هایژنوتیپ و  است سرویکس

 هستند   دنیا  سراسر  در  رحم  دهانه  سرطان  اکثریت  عامل

  و  E6  هایانکوپروتئین  بواسطه  HPV  ویروس   . (6و    5)

E7  و   تومور  کننده  سرکوب  هایپروتئین  مهار  باعث  

  اکثر   در   شوند.می  سرطان  ایجاد  و  سلول  شکل  تغییر

 صورت  به  ویروسی  ژنوم  ،HPV  به  وابسته  هایسرطان 

  میزبان  سلول  ژنوم  داخل  در  و  شده  شکسته   تصادفی

  DNA  داخل  به  ویروسی  DNA  ورود  .شودمی  ادغام

 سرویکس  سرطان   گسترش  در  مهم  رویداد  یک  میزبان،

  ژنوم  شدن  شکسته  طریق  از  اغلب  امر،  این  که  باشدمی

  دست  از  سبب  شدن  ادغام  افتد.می  اتفاق  E2  ناحیه  از

 بیان   افزایش  و  E2  ژن  تنظیمی   خاصیت  رفتن

 .(8و  7) شود می ویروسی  هایانکوپروتئین

 و   HPV  عفونت  از  پیشگیری   در  ثرؤم  هایواکسن

 پیشرفت  اخیر  دهه  در  HPV  با  مرتبط  هایبیماری

 قطعات   از   که  ها واکسن  این  تولید  است.  داشته  عظیمی

  شامل  که  (viral like particle-VLPs)  ویروسی  شبه

  بالا  هزینه  با  است  ( HPV-L1)  کپسید  بزرگ  پروتئین

  های واکسن  سوم  نسل  هایواکسن   .(9)   باشدمی  همراه

  واقع  در   ها واکسن  این  هستند.  واکسن  DNA  یا  ژنی

 مورد   ژن  بیان  قدرت  که  است  پلاسمیدی  مستقیم  تزریق

  باعث  تواندمی  و   دارد  را   بدن  هایسلول  داخل   در  نظر

  هایپاتوژن  از  ناشی  های بیماری  برابر  در  زاییایمنی

 عوامل   قراردادن  هدف  حتی  و  هاویروس  مانند  مختلف

  و   سرطان  همچون  غیرعفونی  هایبیماری  مسبب

  تواندمی   نیز  ژنتیکی  أ منش  با  هایبیماری  و  روماتیسم

  مشاهده   حیوانی  هایمدل  در  .(10)  باشند  داشته  کاربرد

  ایمنی   ایجاد  سبب  DNA  وسیله  به  واکسیناسیون  که  شده

 . (11)  است   شده  عفونی  عوامل  از  بسیاری  علیه

 دارای   هاواکسن   سایر  با  مقایسه  در  ژنی   هایواکسن 

 محصول،  بودن  ترخالص  تر،ساده  تولید  چون:  مزایایی

  DNA واکسن باشند.می  آسان نگهداری  و سازیذخیره

  به   توانمی  و   داشته  ورزیدست   قابلیت  ژنتیکی،  لحاظ  به

 انواع   از  اختصاصی،  ژنآنتی  چند  یا  یک  آن  کمک

  میزبان   سلول  در   را  هاپاتوژن  و  عفونی  عوامل  مختلف
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 از   ناشی  مشکلات  به  توجه  با  .(12- 14)  نمود   بیان

  جهت  واکسیناسیون   اهمیت  و  ویروس  پاپیلوما  عفونت

  ،DNA  هایواکسن  مزایای  به  توجه  با  و  پیشگیری

  ژنی  سازواره   ساخت  و  طراحی  مطالعه  این  از  ما  هدف

 عنوان   به  HPV-18  ویروس  L1  ژن   بیان  جهت

 باشد. می ژنی واکسن  کاندیدای
 

 ها روش و  مواد
 جانوری   سلول و  وکتورها باکتريايي، هایسويه 

 سویه  E.coli  باکتری  از  تجربی  مطالعه   این  در

DH5-Alpha  (شرکت  Novagen،  )جهت  آمریکا 

  استفاده  L1  ژن  حاوی  پلاسمید  تکثیر  و  سازیکلون

  ژن   بیان  بررسی  منظور  به  تحقیق  این  در  همچنین  .گردید

L1  انسان   جنین  کلیه  سلولی  رده  از  جانوری،  سلول  در  

(Human Embryonic Kidney 293)HEK 293  

 بهینه   نوکلئوتیدی  توالی  شد.  استفاده   (ایران  سلولی  بانک)

 شرکت   توسط  HPV-18  ویروس  L1  ژن  شده

 در   و   سنتز  (Canada  ،Biomatik)کانادا    بایومتیک

 )+(   بیانی  وکتور  از  گردید.  کلون  pUC  پایه  وکتور

cDNA 3.1 hygro  شرکت  )ساخت  Invitrogen، 

  سیستم   در  شونده  بیان   وکتور  عنوان  به  آمریکا(

 مقاومت  شد.  استفاده  کلونینگ  ساب  جهت  یوکاریوتی

 آمریکا(   سیگما،  )شرکت  سیلینآمپی  به  بیوتیکیآنتی

 از  شده،  هترانسفورم  باکتریایی  هایسلول  انتخاب  برای

 pcDNA)+(   وکتور  اندازه   است.  وکتور  این  هایویژگی

3.1 hygro ،  5427  پلاسمید   اندازه  باشد.می  باز  جفت 

 3  بین  معمول  طوره ب  و  داشته  اهمیت  بالینی  اهداف  برای

 گیرد. قرار توجه مورد باید  و باشدمی کیلوباز 12 الی
 

  در  PUC-HPV-L1  وکتور  رماسيون وترانسف

 E.coli هایسلول 

 سویه  E. coli  باکتری  در   HPV 18-L1 pUC  پلاسمید

DH5-Alpha  کلرید   از  استفاده  با  شیمیایی  روش  به  که 

 ه ترانسفورم  بودند،  شده  مستعد  مولار(  1/0)  کلسیم

 پلیت  روی  شده  هرموترانسف   هایباکتری  سپس  گردید.

LB-Agar  ،بیوتیک آنتی   حاوی  هند(  )هایمدیا  

 37  در  لیتر(میلی  هر  در  میکروگرم  100)  سیلینآمپی

  یک   سپس   شدند.  داده  شبانه  کشت  گراد سانتی  درجه

  دارای )  شده  هرموترانسف  E.coli  باکتری  از  کلون

  کشت  محیطلیتر  میلی  5  در  ( HPV 18-L1  پلاسمید

LB  بیوتیک آنتیلیتر  میکروگرم در میلی  100  حاوی  مایع 

  و   شیکردار  انکوباتور  در   شبانه   صورت  به  سیلینآمپی

 یافته   رشد  هایباکتری  از  شد.  داده  کشت  C  37  دمای

 پلاسمید   تخلیص  کیت  از   استفاده  با  مرحله،  این  در

 جهت   گرفت.  صورت  جنوبی(  کره  ،Bioneer  )شرکت

 از   میکرولیتر  2  شده،  تخلیص   پلاسمید  کیفیت  بررسی

 غلظت   گردید.  الکتروفورز  آگارز  درصد  1  ژل  توسط  آن

 280و   260  موج  طول  در  نوری  جذب  تعیین  با  پلاسمید

 دستگاه   از  مطالعه  این  در  گردید.  گیریاندازه  نانومتر

 و   پلاسمید  خلوص  و  غلظت  تعیین  جهت   نانودراپ

 گردید. استفاده DNA قطعات

 

 pcDNA 3.1 Hygroبياني   وکتور   در   ژن   سازی کلون 

  pUC-HPV 18 L1پلاسمیدهای دوگانه آنزیمی هضم

 NheI  و  XhoI  هایآنزیم  با  pcDNA 3.1 Hygro  و

  پلاسمید   از  L1  ژن   نمودن  خارج   جهت

pUC-HPV 18 L1 ناحیه  در  آن   نمودن  کلون  ساب  و 

 شد.   انجام   pcDNA 3.1 Hygro  پلاسمید  لینکرپلی

 درصد  1  آگاروز   ژل  در  آنزیمی  هضم   محصول

  و  بیانی  وکتور   قطعه  تخلیص  منظور  به  شد.  الکتروفورز

  DNA  تخلیص  کیت  با  ،آگاروز   ژل  از  شده  دایجست  ژن

 استفاده   کره  کشور  ساخت  BIONEER  شرکت  ژل  از

 بیانی  حامل   و  L1  ژن  بین  اتصال  ایجاد  منظور  به  شد.
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pcDNA 3.1 Hygro  آنزیم  شده  خالص از   ،DNA  

  به  اتصال  مرحله  واکنشگرهایاستفاده گردید.    T4لیگاز  

 pcDNAحامل  از  نانوگرم(  100)  میکرولیتر  2  صورت،

3.1 Hygro،  5/4   ژن  از  نانوگرم(  95)  میکرولیتر  L1،  2 

غلظت    10  لیگاز  بافر  از  میکرولیتر   2  و(  X10)برابر 

 ،NEB  )شرکت  T4  لیگاز   DNA  آنزیم  از  میکرولیتر

 آب   افزودن   با  میکرولیتر  30  نهایی  حجم  در  آمریکا(

 انتقال   مراحل  سپس  شدند.  مخلوط  یکدیگر  با  مقطر،

به نوترکیب  باکتری   کشت  و  E.coli  باکتری  پلاسمید 

  مطابق   ،بیوتیکآنتی  حاوی  پلیت  روی  بررمه  ونسفاتر

  های کلون  شناسایی  منظور  به  شد.  انجام  قبل  مرحله

 روی  بر  PCR  کلونی  واکنش  نوترکیب  پلاسمید  حاوی

 جامد   محیط  روی  بر  کرده  رشد  هایکلون  تک  از  تعدادی

 صورت  به  سیلینآمپی  بیوتیکآنتی  حاوی  جدید

  آگارز   ژل   روی  بر  PCR  محصول  شد.  انجام  ماتریکس

 واکنش   با  هاکلون  از  یکی   گردید.  الکتروفورز  درصد  1

PCR  پلاسمید   تخلیص  جهت  و  گردید  انتخاب  مثبت  

 نهایی  سازواره  درستی  ییدأت  شد.  داده  شبانه  کشت

pcDNA 3.1 Hygro-HPV18 L1  آنزیمی،  هضم  با  

 آمریکا(  ،NEB  )شرکت  XhoI  و  NheI  هایآنزیم  با

  بازجفت 1710  تقریبی وزن با قطعه خروج ییدأت جهت

 1  زوآگار  ژل  روی  بر  واکنش  محصول  و  شد  انجام

 .(15) گردید الکتروفورز درصد

 
 HPV 18 L pcDNA 3.1-نهايي  سازواره  انتقال

Hygro جانوری هایسلول به 

  pcDNA 3.1 Hygro-HPV18 L1نوترکیب  پلاسمید

 گردید.   استخراج  پلاسمید  تخلیص  تجاری  کیت  با  ابتدا

  فرم  که  هاییروش  از  استفاده  پلاسمید،  تخلیص   روند  در

  را  سوپرکویل  یا  فراپیچیده  یعنی  پلاسمید  اصلی

 فرم   از  استفاده  که  چرا  دارند.  اولویت  نماید،  جداسازی

 آن  تصادفی  شدن  وارد  احتمال  تواندمی  پلاسمید  خطی

 نوترکیب   پلاسمید  انتقال  دهد.   افزایش  را   میزبان  ژنوم  به

 واکنشگر  از  استفاده  با  HEK293  هایسلول  به

Turbofect  پلیمر   یک  که  آمریکا(  ترموفیشر،  )شرکت 

 از   قبل  ساعت  24  د. ش  انجام   باشدمی  کاتیونی

  لیتر میلی  5/0  حجم  در  سلول  105  تعداد  سفکشن نترا

  شد   ریخته  خانه  24  پلیت  چاهک  هر  در   کشت  محیط

  لگاریتمی   رشد  فاز  در  هاسلول  بعد  روز   در   بنابراین

 2  سرم،  فاقد  کشت  محیط  میکرولیتر  100  حجم  بودند.

  DNA  میکروگرم  1  و  Turbofect  واکنشگر  میکرولیتر

 پیپت   بخوبی شده  اضافه  میکروتیوب  یک  به  پلاسمیدی

 شد.  داده  قرار  اتاق  دمای  در  دقیقه  20  الی  15  و  شده

 پلیت   و  شده  اضافه  هاسلول   به  قطره  قطره  فوق  محلول

 ،C  37  انکوباتور  به  هاسلول  شد.  داده  تکان  آرامی  به

 مورد  هایگروه  شدند.  منتقل  2CO  درصد   5  حاوی

 ،(کنترل)  شدهن  ترانسفکت  هایسلول  شامل  مطالعه

 pcDNA 3.1  پلاسمید  با   شده  ترانسفکت  هایسلول

Hygro  )با   شده  ترانسفکت  های سلول  و  )کنترل  

 pcDNA 3.1 Hygro-HPV18  نوترکیب  پلاسمید

L1  پلیت  از  چاهک  2  تعداد  گروه  هر  برای  که  باشد می 

  شد. گرفته نظر  درخانه  6
 

  واکنش   از  استفاده  با  RNA  سطح  در  ژن   بيان  بررسي

RT-PCR 
  چاهک   هر   ی ها سلول   ترانسفکشن،  از   پس   ساعت   72

  و   شده   آوری جمع   و   شسته   استریل   PBS  بافر   با 

  تخلیص   شد.   انجام   cDNA  ساخت   و   استخراج 

RNA   های سلول   از  HEK293   کیت   از   استفاده   با  

  شد.   انجام   آلمان(   )کیاژن،  Qiagen RNeasy  تجاری 

  نانودراپ   از   استفاده   با   شده   تخلیص   RNA  غلظت 

  از   منظور   به   شد.   تعیین   آمریکا(   ترموفیشر،  )شرکت 

  سلولی،  DNA  با   RNA  آلودگی   احتمال   بردن   بین 
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  گرفت.   صورت   RNase Free DNase  آنزیم   با   تیمار 

  )شرکت   تجاری   کیت   از   استفاده   با   cDNA  ساخت 

  حجم   به   منظور   این   به   شد   انجام   آمریکا(   ترموفیشر،

  1  قبل،  مرحله   از   حاصل   RNA  از   میکرولیتر   10

  واکنش   شد.   افزوده   Oligo dT  پرایمر   میکرولیتر 

  بلافاصله   و   شده   داده   قرار   C  70  در   دقیقه   5  بمدت 

  5با    RTبافر    از   میکرولیتر   4  سپس   شد.   منتقل   یخ   به 

با غلظت     dNTPاز   میکرولیتر   2  و   ( 5x)   برابر غلظت 

  RNase  مهارکننده   از   میکرولیتر   0/ 5  و مولار  میلی   10

  از   میکرولیتر   1/ 5  و واحد در میکرولیتر    40با غلظت  

  و   افزوده   ترتیب   به   RNase  از   عاری   استریل   آب 

  شد.   انکوبه   C  37  دمای   در   دقیقه   5  بمدت   واکنش 

  کننده   رونویسی   آنزیم   میکرولیتر(   1)   واحد   200  سپس 

  به   ( MMLV Reverse Transcriptase)   معکوس 

  C  42  در   یکساعت   بمدت   و   شده   اضافه   واکنش 

  C  در   دقیقه   15  بمدت   واکنش   نهایت   در   شد.   انکوبه 

  cDNA  روی   بر   PCR  واکنش   شد.   غیرفعال   65

  های سلول   نیز   و   شده   ترانسفکت   های سلول   از   حاصل 

 ی پرایمرها   از   استفاده   با   کنترل 
 

AAGGAGCACAAATCTGACCATCTG Forward 
TCTCCTTCAGGTCCACATTCCAG Reverse 

 

  شرکت   از   PCR  آزمون   جهت   نیاز   مورد   مواد   . شد   انجام 

  PCR  بافر   شامل   PCR  اجزاء   گردید.   تهیه   سیناکلون 

1   ( غلظت    1/ 5  برابر   2MgCl  میزان   با   ( X1برابر 

  واحد   1  و   dNTP  هر   از   میکرومولار   200  مولار،میلی 

  پرایمر   هر   از   میکرومولار   0/ 4  پلیمراز،  DNA  آنزیم 

  به   الگو   بعنوان   cDNA  میکرولیتر   1  و   برگشت   و   رفت 

  شرایط   بود.   خواهد   میکرولیتر   25  واکنش   هر   ازای 

PCR   دقیقه   5  شامل  C  95،   دما   سیکل:   35  سپس  

  دما   ثانیه،  30  بمدت   C  94  ( denaturation)   تقلیب 

  دما   و   ثانیه   30  بمدت   C  60  ( annealing)   اتصال 

  مرحله   و   ثانیه   30  بمدت   C  72  ( extension)   بسط 

  بود.   خواهد  دقیقه   5  ( final elongation)   بسط  نهایی 

  بروی   مرحله   این   محصولات   ،RT-PCR  انجام   از   بعد 

  طول   . ( 16)   گردد می   الکتروفورز   درصد   2  آگارز   ژل 

 باشد. می جفت باز    353  برابر   PCR  محصول 

 

 ها يافته 
 L1  ژن   سازی بهينه 

  که   داد   نشان  L1 ژن   اولیه   نوکلئوتیدی   توالی   بررسی 

 نادر   های کدون   دارای   نظر   مورد   توالی 

 (Rare or low-Usage Codon )  هم   سر   پشت  

  یا   دهد   کاهش   را   ترجمه   اثربخشی   تواند می   که   باشد می 

  سازی پروتئین   ماشین   از  mRNA شدن   جدا   سبب   حتی 

 L1 ژن   توالی   در   ها کدون   سازی بهینه   با   که   ،گردد 

  نادر   های کدون   انسان،  کاربردی   های کدون   براساس 

  کدون   سازگاری   شاخص   آنالیز   شدند.   داده   تغییر 

 (Codon Adaptation Index-CAI )   قدرت   که  

  قبل   دهد می   نشان   را   ژن   یک   در   انتخابی   بایاس   کدون 

 HPV-18 ویروس  L1 ژن  توالی   سازی بهینه  از   بعد  و 

  0/ 94  و   0/ 67  ترتیب به  GenScript افزار نرم   کمک   با 

  در  CAI مقدار   توالی   سازی بهینه   از   بعد   بعبارتی   بود 

 . ( 1  )شکل   یافت   افزایش   آل ایده   سطح 
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  94/0به  67/0از  CAIمیزان  L1ژن  سازی. بعد از بهینه( Codon Adaptation Index ( CAI)) توزیع فراوانی کدون کاربردی در طول توالی ژن ( 1شکل 
 . افزایش یافت

Fig 1) Distribution of codon usage frequency in the gene sequence (Codon Adaptation Index-CAI). After 
optimizing L1 gene, CAI increased from 0.67 to 0.94.

 

   کاربردی   کدون   های شاخص   از   دیگر   یکی 

 (Codon Usage Index )   توسط   که Ikemura  معرفی  

   بهینه   های کدون   فراوانی   . گردید 

 (frequency of optimal codon usage-Fop )   است  

  17)   شود می   استفاده   نیز   ژن   بیان   سطح   پیشگویی   برای   که 

  کل   تعداد   مجموع   به   بهینه   های کدون   عداد ت   نسبت   . ( 18و  

  100  عدد   یک   باشد. می  Fop بیانگر   مترادف   های کدون 

  یک   برای   فعال   کدون   فراوانی   بالاترین   دهنده نشان 

  فرآیند   از   قبل   است.   اختصاصی   میزبان   یک   در   آمینه اسید 

  ها کدون   از   درصد   28  میزان  L1 ژن   توالی   سازی بهینه 

  در   بودند.   100  تا   91  از   ای دامنه   با  FOP value دارای 

  از   درصد   73  فوق،  توالی   سازی بهینه   از   بعد   که   صورتی 

  100  تا   91  از   ای دامنه   با  FOP value دارای   ها کدون 

 . ( 2  )شکل   داشتند 
 

 
 

 ، مقادیر)نمودار سبز(  L1ژن  سازی توالی . بعد از بهینه( Frequency of Optimal Codons( FOP))های بهینه درصد توزیع کدون ( 2شکل 
FOP value کدون بهینه افزایش یافت.   %73کدون بهینه به  %28از  100تا   91ای از با دامنه 

Fig 2) Percentage distribution of optimal codons (Frequency of Optimal Codons-FOP). After the optimization of the 
L1 gene (green diagram), the FOP value with a range of 91 to 100 increased from 28% of the optimal codon to 73% of 

the optimal codon. 
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  عمر   نیمه   شدن   طولانی   و   پایداری   جهت   همچنین 

mRNA،   در   ای ناحیه   تجمعات   و   نامطلوب   های پیک  

  ساقه   های ساختمان   و   گردید   بهینه  AT یا  GC محتویات 

  اثر  mRNA پایداری   و   ریبوزوم   اتصال   برروی   که   حلقه 

  فرآیند   طی   در   براین علاوه   شدند.   شکسته   گذارد،می 

 شامل  CIS-Acting Elements عناصر   سازی بهینه 

 (GGTGAT )Splice ،   (AATAAA )PolyA، 

 (ATTAAA )PolyA،   (ATTTA ) Destabilizing و 

 (TTTTTT )PolyT    و Antiviral Motifs  بهینه   توالی   از  

  هایی موتیف   ،فوق   عناصر   شد.   داده   تغییر  L1 ژن   نشده 

  بطور   را   ترجمه   و   رونویسی   سطح   در   ژن   بیان   که   هستند 

 . ( 3  )شکل   کنند می   تنظیم   منفی 
 

 
 

تا   % 30میان   GC. دامنه درصد مطلوب محتوی L1ژن  سازی توالی از بهینه)نمودار سبز( و بعد  )نمودار آبی( قبل  GCنتایج بررسی پیک محتویات  ( 3شکل 

 شود. شناسایی و حذف می bp60در یک پنجره  GCهای محتوی باشد و پیکمی 70%

Fig 3) Evaluation results of the GC content peak before (blue graph) and after (green graph) L1 gene sequence  

optimization. The optimal percentage range of GC content is between 30% and 70%, and GC content peaks are  

identified and removed in a bp60 window. 

 

 ژن   کلونینگ   جهت :  L1  ژن   کلونينگ   ساب 

HPV 18-L1   بیانی   وکتور   ر د  pcDNA 3.1 hygr،   هضم  

 pcDNA و pUC-HPV 18-L1   پلاسمیدهای   آنزیمی 

3.1 hygro   های آنزیم   از   استفاده   با XhoI  و  NheI   با  

  1  ژل   روی   بر   شده   هضم   وکتورهای   و   شده   انجام   موفقیت 

  و  L1 ژن   قطعات   . ( 4  )شکل   شدند   الکتروفورز   درصد 

  آگازر   ژل   از   شده   هضم   pcDNA 3.1 hygro  بیانی   وکتور 

  از   اطمینان   منظور   به   . گردید   تخلیص   ژل   از   و   شده   بریده 

  درصد   1  ژل   بر   تخلیص   هر   از   میکرولیتر   3  تخلیص   صحت 

  هضم   پلاسمید   غلظت   همچنین   . ( 5  )شکل   شد   الکتروفورز 

  50  قطعه  غلظت  و   میکرولیتر  هر  ازای   به  نانوگرم  70  شده 

 . بود   میکرولیتر   هر   ازای   به   نانوگرم 

 

 

http://bpums.ac.ir/


 415/ 18ويروس پاپيلوما انساني تيپ   L1طراحي و ساخت سازواره ژني جهت بيان ژن           پور و همكاران                      رحيم

http://bpums.ac.ir 

 
 

  3وکتور هضم شده و ستون  2وکتور هضم نشده، ستون  1ستون   .pUC-HPV 18-L1هضم آنزیمی وکتور . A.  وکتورها نتیجه انجام هضم آنزیمی ( 4 شکل
 وکتور هضم شده.  3وکتور هضم نشده و ستون  2، ستون DNAمارکر  1ستون   . pcDNA 3.1 hygro هضم آنزیمی وکتور .DNA. Bمارکر 

 

Fig 4) Result of restriction enzyme digestion of vectors. A. Enzymatic digestion of pUC-HPV 18-L1 vector. Column 1 
undigested vector, column 2 digested vector, and column 3 DNA ladder. B. Enzymatic digestion of pcDNA 3.1 Hygro 

vector. Column 1 DNA ladder, column 2 undigested vector, and column 3 digested vector. 

 

 
 

از   L1قطعه ژن    4و    3تخليص شده، ستون    pcDNA 3.1 hygroوکتور    2و     1تخليص شده. ستون  ژني  وکتور و قطعه    الكتروفورزنتيجه    (5  شكل
pUC-HPV 18L1   مارکر    5تخليص شده، ستونDNA . 

Fig 5) The electrophoresis result of purified vector and gene fragment. Columns 1 and 2 purified pcDNA 3.1 Hygro 
vector, columns 3 and 4 purified L1 gene fragment from pUC-HPV 18L1, and column 5 DNA ladder. 

 

  واکنش   لیگاسیون،  محصول   رماسیون و ترانسف   از   پس 

  در   باند   وجود   شد.   انجام   ها کلونی   روی   بر    PCRکلونی 

  نشان   5  و   4  شماره   های کلون   در   باز   جفت   350  ناحیه 

  این   در   باکتری   به   نوترکیب   پلاسمید   شدن   وارد   دهنده 

   . ( 6  )شکل   باشد می   نوترکیب   های کلون 

 
 

  350. باند اختصاصی با اندازه  PCRنتیجه انجام واکنش کلونی  ( 6 شکل
 DNAمارکر   1قابل مشاهده است. ستون   5و   4های جفت باز در ستون

 دهد. کنترل منفی را نشان می 6و ستون 
 

Fig 6) The result of PCR colony reaction. The specific 
band of 350 bp can be seen in columns 4 and 5. Column 

1; DNA ladder and column 6; the negative control. 
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  4  کلون   از   ترکیب   نو   پلاسمید   کلونینگ،  یید أ ت   منظور   به 

 NheI و XhoI   آنزیم   دو   با   آنزیمی   هضم   و   شده   تخلیص 

  است   شده   داده   نشان   7  شکل   در   که   همانطور   شد.   انجام 

  پلاسمید   از   باز   جفت   1710  طول   به   قطعه   شدن   خارج 

 باشد. می   کلونینگ   انجام   کننده   یید أ ت   شده   تخلیص 
 

 
 

وکتور    1هضم آنزیمی. ستون  واکنش ئید کلونیگ با استفاده از أت ( 7 شکل
 .DNAمارکر  3و ستون  وکتور هضم شده 2، ستون  هضم شده

 

Fig 7) Confirmation of cloning using restriction  
enzyme digestion method. Column 1; digested vector, 
column 2; digested vector and column 3; DNA ladder. 

 

  HEK293  های سلول  : L1  ژن   بيان  بررسي  و  ترانسفكشن 

  70  حدود   تراکم   که   زمانی   و   ساعت   24  از   پس   شده   کشت 

   pcDNA 3-L1نوترکیب   پلاسمید   با   داشتند،  درصد 

  های سلول   ترانسفکشن،  از   پس   ساعت   72  شدند.   ترانسفکت 
  نشده   ترانسفکت   کنترل   های سلول   و   شده   ترانسفکت 

 غلظت   شد.   انجام    RNAص تخلی   و   شده   آوری جمع 

RNA   کنترل   و   شده   ترانسفکت   های سلول   از   شده   استخراج  

  450  و   میکرولیتر   هر   ازای   به   نانوگرم   800  حدود   ترتیب به 
  از   پس   شد.   گیری اندازه   میکرولیتر   هر   ازای   به   نانوگرم 

  درصد،  1  الکتروفورز   ژل   در   شده   استخراج   RNA  الکتروفورز 

  ئید أ ت  28S rRNA و  18S rRNA مشخص   باند   دو   مشاهده 
   . ( 8  )شکل   باشد می  RNA تخلیص   صحت   کننده 

 

 
 

  RNA  1. ستون  تخلیص شده   RNA  توتال   نتیجه الکتروفورز   ( . 8  شکل 
  2و ستون  با پلاسمید نوترکیب  های ترانسفکت شده  استخراج شده از سلول 

RNA   های کنترل استخراج شده از سلول 
 

Fig 8) The electrophoresis result of isolated total RNA. 
Column 1; extracted RNA from transfected cells with re-

combinant plasmid and column 2; 
extracted RNA from control cells. 

 

  . است   شده   داده   نشان   9  شکل   در   RT-PCR  واکنش   نتیجه 
  نمونه   در   ی باز   جفت   350  ناحیه   در   اختصاصی   باند   جود و 

  سطح   در   ژن   بیان   دهنده   نشان   شده   سفکت ن ترا   های سلول 
mRNA   باشد. می 

 

 
 

های سلول  1. ستون  RT-PCRالكتروفورز محصولات   نتايج  (9  شكل
های سلول  3، ستون  DNAمارکر    2، ستون  (کنترل)  شدهنترانسفكت  

 4و ستون    )کنترل(   pcDNA 3.1با پلاسميد  ترانسفكت شده
 pcDNA 3.1با پلاسميد نوترکيب  های ترانسفكت شدهسلول

Hygro-HPV18 L1. 

Fig 9) The electrophoresis results of RT-PCR  
products. Column 1; non-transfected cells (control), 
column 2; DNA ladder, column 3; transfected cells 
with pcDNA 3.1 plasmid (control) and column 4; 

transfected cells with pcDNA 3.1 Hygro-HPV18 L1 
recombinant plasmid. 
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 بحث 
  بیانی   سازواره   ساخت   و   طراحی   تجربی   پژوهش   این   در 

  های سلول   در   آن   بیان   بررسی   و  HPV 18 ویروس  L1 ژن 

  افزایش   جهت   تدابیر   از   یکی   . گردید   انجام   یوکاریوتی 

  های کدون   سازی بهینه   ،DNA  پایه   بر   هایی واکسن   قدرت 

  سیمابوکا   همچنین   . ( 20و    19)   باشد می   هدف   ژن 

 (Simabuco )   از   استفاده   زمان   دادند   نشان   ،همکاران   و  

  با   مقایسه   در   شده   بهینه   های ژن   حامل  DNA های واکسن 

  تر قوی   سلولی   و   هومورال   ایمنی   پاسخ   غیربهینه،  های ژن 

  سازی بهینه   بدنبال   حاضر   پژوهش   در   . ( 21)   گردد می   ایجاد 

  کمک   با HPV-18 ویروس  L1 ژن   کامل   توالی 

  افزایش   آل ایده   سطح   در  CAI مقدار    GenScriptافزار نرم 

  ا ب FOP value   دارای   ها کدون   از   درصد   73  و   یافت 

  عناصری   و   ا ه موتیف   همچنین   . د شدن   100  تا   91  از   ای دامنه 

  منفی   طور ه ب   را   ترجمه   و   رونویسی   سطح   در   ژن   بیان   که 

  شدند.   حذف   شده   بهینه   ژن   توالی   از   ،کنند می   تنظیم 

  بیان   سطح   افزایش   سبب   تواند می   عوامل   این   سازی بهینه 

  در   . ( 18و    17)   شود  in vivo و    in vitro در  L1 ژن 

  در HPV 18-L1   ژن   کلونینگ   ساب   یید أ ت   حاضر   پژوهش 

 PCR کلونی   تکنیک   با   ، pcDNA 3.1 hygr  بیانی   وکتور 

 و  XhoI های آنزیم   از   استفاده   با   آنزیمی   هضم   واکنش   و 

NheI  انتقال   و   ترانسفکشن   از   پس   . د گردی   انجام   موفقیت   با  

 های سلول   ه ب    pcDNA3-L1نوترکیب   پلاسمید 

HEK293  روش   از RT-PCR  ژن   بیان   بررسی   منظور   به  

  باند   مشاهده   که   گردید   استفاده    mRNA سطح   در 

  در  L1 ژن   موفق   بیان   کننده   ئید أ ت   آزمون   این   در   اختصاصی 

 بود.   شده   ترانسفکت   های سلول 

 ( HPV)   انسانی   پاپیلومای   های ویروس   با   آلودگی 

  . باشد می   جهان   در   جنسی   شونده   منتقل   بیماری   ترین شایع 

  آلودگی   و   سرویکس   سرطان   به   ابتلا   بین   ارتباط   همچنین 

  ایجاد   . است   شده   اثبات   خوبی   به   نیز  HPV شدید 

  از  HPV پرخطر   انواع   علیه   کننده   پیشگیری   های واکسن 

  عفونت   نوع   این   به   ابتلا   خطر   تواند می   18  و   16  انواع   جمله 

  اغلب   سنتی   صورت   به   . دهد   کاهش   زیادی   حد   تا   را 

  ضعیف   زنده   های ویروس   از   کننده   پیشگیری   های واکسن 

  وجود   این   با   . اند شده   تشکیل   شده   غیرفعال   یا   شده 

  ویروس   از   کافی   مقادیر   تهیه   زمینه   در   که   هایی دشواری 

  در   و   دارد   وجود   آزمایشگاه   در   سلولی   کشت   در   پاپیلوما 

  شدن   وارد   از   پس   تواند می   که   احتمالی   خطرات   کنار 

  تا   شده   باعث   شود،  ایجاد   بدن   به   ویروسی   های انکوژن 

  قرار   توجه   مورد  HPV برای   زیرواحدی   های واکسن   ایجاد 

  . ( 22)   گیرد 

  اصلی   پروتئین  HPV در   موجود   های ژن آنتی   انواع   بین   از 

  های واکسن   تهیه   در   را   استفاده   بیشترین  L1 کپسید 

  نیز  قبلی   مطالعات   در   . است   داشته  HPV علیه  زیرواحدی 

  ویروس   به   مربوط  L1 ژن   حامل  DNA های واکسن   نقش 

  هم   و   پیشگیرانه   واکسن   کاندیدای   بعنوان   هم   گاوی   پاپیلوما 

  قرار   بررسی   مورد   نیز   درمانی   واکسن   کاندیدای   بعنوان 

  است   شده   حاصل   بخشی رضایت   نتایج   و   است   گرفته 

  های میزبان   در  L1 ثر ؤ م   بیان   صورت   در   همچنین   . ( 23) 

  ذرات   گیری شکل   و   پروتئین   این   گردهمایی   امکان   بیانی،

  شبه   ذرات   دارد.   وجود  VLP به   موسوم   ویروس   شبه 

  عنوان   به   و   باشند می   برخوردار   بالایی   زایی ایمنی   از   ویروس 

  زمینه   این   در   . ( 24)   اند گرفته   قرار   استفاده   مورد   واکسن 

  از   کافی   مقادیر   بیان   برای   ثر ؤ م   بیانی   های سیستم   شناسایی 

  بیان   . است   برخوردار   زیادی   اهمیت   از  L1 پروتئین 

  از   غالبا    پروکاریوتی   های میزبان   در   نوترکیب   های پروتئین 

  برخوردار   یوکاریوتی   های میزبان   به   نسبت   بالاتری   بازده 

  پستانداران   سلولی   های رده   امروزه   . باشد می   ارزانتر   و   بوده 

  تولید   جهت   بیانی   سیستم   ترین مهم   و   ترین اصلی   عنوان   به 

  و   اصلی   مزیت   . اند شده   شناخته   نوترکیب   محصولات 

  ایجاد   قابلیت   پستانداران   بیانی   های سیستم   مشترك 
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  محصول   بندی بسته   ها،پروتئین   در   صحیح   تاخوردگی 

  جمله   از   مناسب   ترجمه   از   پس   تغییرات   انجام   و   پروتئینی 

  این   که   باشد می   ها آن   در   فسفریلاسیون   و   گلیکوزیلاسیون 

  فعالیت   کامل   فرم   آوردن   دست   به   جهت   تغییرات 

  بیان   . ( 25)   هستند   برخوردار   فراوانی   اهمیت   از   بیولوژیکی 

  پایدار   و   گذرا   صورت   دو   به   پستانداران   های سلول   در   ژن 

  بررسی   برای   مناسبی   روش   گذرا   بیان   . است   پذیر امکان 

  . ( 26)   باشد می   کوتاه   زمانی   فاصله   در   بیانی   سازه   یک   کارایی 

  آن،  از   حاصل   نوترکیب   پروتئین   یا  L1 ژن   اینکه   به   باتوجه 

  را   واکسن   تحقیقات   زمینه   در   کاربرد   برای   لازم   های ویژگی 

  وکتور   ساخت   و   طراحی   از   پس   حاضر   مطالعه   در   دارد،

  کارایی   بررسی   ،HPV 18  ویروس   از   L1  ژن   حاوی   بیانی 

  انجام   HEK293  های سلول   در   موقتی   بیان   طریق   از   آن   بیان 

  بیان   برای   مناسبی   میزبان  HEK293 سلولی   رده   گردید. 

  بالا   کارایی   با   ژن   انتقال   امکان   زیرا   باشد. می  L1 ژن   موقتی 

  وجود   سلولی   رده   این   به   معمول   های روش   از   استفاده   با 

  . ( 27)   دارد 

 های ژن   از   توپی   اپی   مولتی   ژنی   سازه   ،همکاران   و   نامور 

L1   و L2  بیانی   وکتور   در   را pcDNA3  کردن   کلون   ساب  

  انجام  C57BL های موش   در   را   ایمنولوژیک   ارزیابی   و 

  نشان   را   ثر ؤ م   ایمنی   پاسخ   ایجاد   ها آن   مطالعه   نتایج   دادند،

  mRNA  سطح   در   حتی   ژن   بیان   بررسی   وجود   این   با   داد،

  توسط   pcDNA3  بیانی   وکتور   در   کردن   کلون   ساب   از   بعد 

  از   بعد   ما   مطالعه   در   (. 28)   است   نشده   انجام   محققان   این 

  بیانی   وکتور   در  L1 شده   بهینه   ژن   کردن   کلون   ساب 

pcDNA3،   شده   انجام   رونویسی   سطح   در   تنها   بیان   بررسی  

  وجود   این   با   گردید،  حاصل   بخشی رضایت   نتایج   که   است 

  در   ژن   بیان   بررسی   عدم   ما   مطالعه   های محدودیت   از   یکی 

  آینده   مطالعات   در   بایستی   که   باشد می   پروتئین   سنتز   سطح 

  تکنیک   با   ،in vivo  در   ایمنولوژیک   های بررسی   از   قبل 

 گیرد.   قرار   یید أ ت   مورد   بلات   وسترن   یا   ایمنوفلورسانت 

 

 گيری نتيجه 

  حاوی   pcDNA3-L1بیانی   وکتور  ساخت  حاضر   مطالعه 

  بیان   در   وکتور   کارایی   همچنین   و  L1 ژن   شده   بهینه   توالی 

  بیان   دهد. می   نشان   را  in vitro شرایط   در  L1 ژن   ثر ؤ م 

  pcDNA3 وکتور   در  L1 شده   کلون   و   شده   بهینه   ژن   موفق 

 یوکاریوتی   سیستم   در   آن   بیان   متعاقبا   و 

 (in vitro )،   جانوری   های بافت   در   آن   بیان   موفقیت   نوید  

 (in vivo )   مطالعات   در   استفاده   قابلیت   و DNA  واکسن  

  استفاده   مورد   واکسن   ارزیابی   جهت   تا   دهد می   را   آینده   در 

  وجود  HPV-18 علیه   پروتئینی   واکسن   چند   هر   گیرد.   قرار 

  همچنان   ها،واکسن   این   واردات   بالای   هزینه   بدلیل   ولی   دارد 

  کم   و   ثر ؤ م   واکسنی   به   دستیابی   تا   بیشتر   تحقیقات   به   نیاز 

 باشد. می   بومی   و   هزینه 
 

 قدرداني   و   سپاس 

  ژنتیک   ارشد  کارشناسی  مقطع  نامة  پایان  حاصل  مقاله  این

 ای موسسه  یا   سازمانی  مالی   حمایت  تحت  که   باشدمی

  وسیله بدین  مقاله  این  نویسندگان  و  محققان   .ستنی

 صمیمانه   همکاری  از  را   خود  تشکر  و  تقدیر  مراتب

  عفونی   و گرمسیری طب تحقیقات مرکز محترم ریاست

 نمایند. می اعلام فارسخلیج
 

 منافع   تضاد 

   بیان   نویسندگان   توسط   منافع   تعارض   گونه هیچ 
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Background: Vaccines have played a special role in controlling and reducing mortality from infectious 

diseases. In this regard, DNA vaccines were developed to ease the production and reduce the risks of 

traditional vaccines. Human papillomavirus (HPV) has been introduced as the causing agent of cervical 

cancer. The capsid protein (L1) of HPV has been used to produce subunit and DNA vaccines. The aim of 

this experimental research is to design and construct the L1 expression system of HPV 18 and to investigate 

its expression in eukaryotic cells. 

Method and Materials: In this experimental study, the L1 gene of HPV 18 was subcloned in the expression 

vector pcDNA 3.1 Hygro after optimization and synthesis. Cloning was confirmed through colony PCR test 

and enzyme digestion reaction. The expression vector was transfected into HEK293 cells using the Turbofect 

reagent. After 72 hours, total RNA was extracted from transfected cells and control cells and cDNA was 

synthesized. Gene expression was examined at the mRNA level in cells by performing PCR on cDNA. 

Results: The results showed that following the optimization of the L1 gene sequence, the CAI and Fop indices 

increased to an ideal level. The cloning of the optimized HPV 18-L1 gene in the pcDNA3 expression vector was 

successfully confirmed by colony PCR test and enzyme digestion reaction, and the results indicate the production 

of recombinant plasmid pCDNA3.1-L1. Finally, the evaluation of the L1 gene at the mRNA expression level 

showed the successful expression of the L1 gene in the eukaryotic system. 

Conclusion: The results of this research show the effectiveness of the constructed expression vector in the 

effective expression of the L1 gene in vitro. This expression vector can be used as a DNA vaccine in future studies. 
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