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Abstract 
 

Background and purpose: Human papillomavirus (HPV) is one of the infectious agents that 

causes genital and non-genital warts and skin cancers in humans. The E7 protein of this virus is one of the 

small oncoproteins that may be the main target in therapeutic vaccines. E7 protein with HIV-1 Tat peptide 

(49-59), plays a protective role that cause immune Th1 and CTLs response. The aim of this study was to 

design a recombinant HIV-1 Tat 49-59 / HPV16, 18, 6, 11 E7 protein in vitro and the function of this 

antigen for MHC-1 expression. 

Materials and methods: In this study, macrophage cell line J774 was used to evaluate the 

expression of MHC-1 and the function of Tat peptide in delivery of recombinant protein to the surface of 

MHC-1. J744 mouse macrophage cell line was treated by10, 50, and 100 μg of each of the proteins with 

and without Tat peptide. After 24 hours, the cells were collected and then analyzed by flow cytometry. 

Results: In this study, J774 cells were treated and analyzed by E7-Tat and E7 proteins at 

different concentrations. The study showed that 10 μg of E7-Tat protein increased the expression of 

MHC-1, while at higher concentrations of this protein, the expression of MHC-1 molecule decreased 

considerably compared to the group without Tat peptide. 

Conclusion: E7-Tat protein at lower concentrations can act as a stimulant for increasing the 

MHC-1 expression and could be used in therapeutic vaccines. 
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  درانــــازنـــی مـکــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )40- 47(    1400سال    تیر    198شماره    سی و یکم دوره 

  41        1400، تیر  198م، شماره دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                      دوره سی و یک مجله              

 پژوهشی

  تریت شده  J774توسط سلول ماکروفاژ  MHC1بررسی بیان 
   HIV-1 Tat 49-59/HPV16, 18, 6, 11 E7با پروتئین نوترکیب 

 یدر محیط آزمایشگاه
 

         1طهورا موسوي
         2رضا ولدان

        3علیرضا رفیعی
  4محمدرضا حق شناس

  چکیده
از جمله عوامل عفونی است که در انسان منجر به زگیل و بدخیمی هاي  (HPV)پاپیلوما ویروس انسانی و هدف: سابقه

ی است که هدف اصلی در واکســن هــاي این ویروس، انکوپروتئین کوچکE7 پوستی ژنیتال و غیرژنیتالی می شود. پروتئین
نقش حفاظتی ایفا نموده که منجر به پاسخ ایمنی Tat(49-59) پپتید  HIV-1به همراه  E7درمانی محسوب می شود. پروتئین 

Th1  وCTLs  نوترکیــب  نیپــروتئها می شود. هدف از این مطالعه طراحیHIV-1 Tat 49-59/HPV16, 18, 6, 11 E7  در
  مورد بررسی قرار داد. MHC1بود تا بتوان عملکرد این آنتی ژن را در بیان محیط آزمایشگاهی 

نوترکیب به  نیپروتئدر عرضه  Tatو همچنین عملکرد پپتید  MHC1در این مطالعه جهت بررسی بیان  ها:مواد و روش
 100و  50، 10هــاي بــا غلظــت J744استفاده شد. رده سلولی ماکروفــاژ موشــی  J774از رده سلولی ماکروفاژ  MHC1سطح 

ساعت سلول ها جمــع آوري  24شدند. پس از  تیمار  Tatو فاقد پپتید  Tatهاي داراي پپتیدپروتئین میکروگرم از هر یک از
  و سپس توسط دستگاه فلوسایتومتري خوانش شد.

مــورد ارزیــابی قــرار هاي مختلــف تریــت و در غلظت E7و  E7-Tatبا پروتئین هاي  J774در این بررسی سلول هاي  ها:یافته
شده است، در حالی که  MHC1منجر به افزایش بیان   E7-Tatمیکروگرم از پروتئین  10گرفتند. این مطالعه نشان می دهد که غلظت 

  کاهش چشمگیري داشته است. Tatنسبت به گروه فاقد  MHC1در غلظت هاي بالاتر از این پروتئین، بیان مولکول 
تواند به عنــوان محرکــی در جهــت تر میهاي پاییندر غلظت E7-Tatدهد که پروتئین نشان می بررسی این مطالعه استنتاج:

  هاي تراپئوتیک مورد استفاده قرار گیرد.رسد که می تواند در واکسنعمل کند و به نظر می MHC1افزایش بیان 
  

، HPV16, 18, 6, 11 E7 نوترکیب ، پروتئینHIV-1 Tat 49-59، پپتید J774، سلول هاي MHC1بیان  واژه هاي کلیدي:
  واکسن درمانی

  

  مقدمه
 هــاياز جمله ویــروس (HPV) پاپیلوما ویروس انسانی

کیلــو  8فاقد انولــوپ بــوده کــه بــا ژنــوم حلقــوي حــدود 
تعلــق دارد؛ کــه  (PV)دالتون به خــانواده پاپیلوماویریــده 

  و شش پروتئین  L1و  L2این ژنوم دو پروتئین ساختاري 
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  J774توسط سلول ماکروفاژ  MHC1 انیب
 

  1400، تیر  198دوره سی و یکم، شماره                                    مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                            42

ناحیــه  E6,E5,E4,E2,E1(E,7( کننــده غیرســاختاريتنظیم
نمایــد کــه از میــان ایــن اولیه و ناحیه تاخیري را کد مــی

نقش بسزایی در اختلال چرخه سلولی  E7E,6ها، پروتئین
نــوع  200تا کنون بــیش از  ).1(کنندو تومورزایی ایفا می

تایــپ مختلــف از ایــن ویــروس شناســایی شــده کــه در 
ـــر  ـــان منج ـــه انس ـــره داران از جمل ـــیاري از مه ـــه بس   ب

ــدخیمی ــل و ب ــالی زگی ــر ژنیت ــال و غی ــاي پوســتی ژنیت ه
، 16( این ویــروس شــامل هاي پر خطرتایپ ).2(شوندمی

هاي و ..) و تایپ 59و  58، 18،31،35،39،45،51،52،56
 .)3،4(باشــدو..) می 54و 6،11،40،42،43،44کم خطر شامل(

درصد با سرطان سرویکس  70تقریبا  18و  16هاي تایپ
و  6هاي کم خطــر می باشد در حالی که تایپدر ارتباط 

ــدود  11 ــل 96-100ح ــا زگی ــد ب ــلی در درص ــاي تناس ه
طور کلــی ســرطان ســرویکس دومــین به .)5(ارتباط است

نفــر  493000باشــد. ســالانه ر میان زنان میسرطان شایع د
نفر جان خــود  273000به این بیماري مبتلا شده و حدود 

درصــد  80دهند که این میزان در بیش از را از دست می
هــاي انجــام شــده دهد. بررسیکشورهاي پیشرفته رخ می

هــا از در بسیاري از سرطان HPV DNAدهد که نشان می
تنفسی، پستان، مقعد، مــري  جمله سرطان دهان و مجاري
ــی ــه ســال. )6،7(شــودو ســرویکس مشــاهده م هاســت ک

صــورت  هاي مختلف پروتئینیها بر روي واکسنبررسی
  هــا بــا اتصــال بــه طوري که ایــن پــروتئینگرفته است، به

عنــوان واکســنی مــوثر در درمــان بتوانند به MHC1شیار 
ــه  ــتلا ب  کــاربرد داشــته باشــد. یکــی از HPVبیمــاران مب

 سیســتم پپتیــدها بــه بــه دسترســی براي که هاییاستراتژي
هــا و پاسخ ایمنی اختصاصی علیه این پروتئین بدن ایمنی

 CPP 1شود استفاده از پپتید نافذ سلول یا ر گرفته میکابه
باشد کــه می HIV-1 Tatیکی از این پپتیدها  ).8(باشدمی

برروي آن انجام گرفته اســت.  متعددي هايبررسی اخیرا
ــروتئین  86- 101 کوچــک حــاوي محلــول و بســیار ایــن پ

  کــه قــادر اســت آنتــی ژن را از طریــق  باشــدمی اسیدآمینه
  

                                                
1. cell-penetrating peptide 

هدایت کنــد  MHC1ها مستقیما در سطح  APCورود به 
 اختصاصــی +CD8 هــايو منجر به افزایش تولید ســلول

ــود ــم ).9(ش ــه مه ــریناز جمل ــی APC ت ــا م ــه ه ــوان ب ت
، )MDDC(هامونوسیت از گرفته نشات هايسل دندریتیک

 لنفوبلاســتوئید B هاي سلول و )TCB(بلاست T هايسلول
)BLCL (ایمنــی ســخپا در مهمــی نقــش اشاره نمود کــه 

 T هــايلنفوســیت سازي ویروسی، فعال هايعفونت علیه
، ترشــح MHC1 بالاي بیان به وابستهβ 2 هايکموکاین و

 تولیــد همچنین و CD86و CD40 ، CD80 هايمولکول
ایفــا ) IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-15( هــايســایتوکاین

هــاي پروتئینــی و یکی از مشکلات واکســن .)10(کندمی
پپتیدي این است که ممکن است پپتیدها تغییر شکل پیدا 
کنند و نتوانند پاســخ ایمنــی قــوي را تحریــک کننــد. از 

 MHC2ها داخل اندوزم رفته و مســیر طرفی این پروتئین
ـــی ـــال م ـــتند پاســـخ را فع ـــد و قـــادر نیس  T-Cellکنن

کــه را القاء کنند. بنابراین براي ایــن سایتوتوکسیک قوي
را طی کنــد  MHC1پروتئین وارد سیتوزول شده و مسیر 

نیاز به استفاده از یک پپتیــد نافــذ ســلول از جملــه تــوالی 
است کــه ورود پــروتئین را بــه  Tatپپتیدي و یا پروتئینی 
  .)11(این مسیر افزایش دهد

  هايینپروتئ عنوانبه E7 هايتوالی از مطالعه این در
از جملــه  E7هــاي شــد. پــروتئین استفاده واکسن کاندید
هاي غیر ساختاري ویروس بــوده کــه در قســمت پروتئین

سلولی حائز  ایمنی در پاسخ و دارند قرار درونی ویروس
اهمیت هستند. هــدف از ایــن مطالعــه طراحــی آنتــی ژن 

ــلول ــه س ــدي علی ــوري جدی ــاي توم ــیط  HPVه در مح
ــا  ــه ب ــت ک ــگاهی اس ــکآزمایش ــد کاتیونی ــال پپتی    اتص

HIV-1 Tat 49-59  ــه قســمت ــروتئین  Nب ــال پ ترمین
و  MHCIبتوان بیــان  HPV16, 18, 6, 11 E7نوترکیب 

همچنین عملکرد این پپتید را در ارائه پروتین نوترکیــب 
  مورد بررسی قرار داد. MHC1به 

  
  

                                                
1. macrophage-inflammatory protein (MIP)-1α,MIP-1β RANTES 
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  و همکاراني طهورا موسو     

  43       1400، تیر  198م، شماره دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                      دوره سی و یک مجله              

 پژوهشی

  مواد و روش ها
ــاي  ــاوي ژن ه ــد ح ــی پلازمی -HIV-1 Tat 49طراح

59/HPV16, 18, 6, 11 E7  وHPV16, 18, 6, 11 E7  
 E7هــاي واکسن طراحــی شــده شــامل تــوالی از ژن

 pET22بود که در پلازمید  HPV16,18,6,11هاي تایپ
ســرین) از  -ملحق شده و توسط لینکر مناسب (گلایسین

 C و ازقسمت HIV-1 Tat(49-59)ترمینال به پپتید  N قسمت
ار توســط متصــل شــد. ایــن ســاخت His tagترمینــال بــه 

دســت آوردن هشرکت بیومتیک کانادا سنتزشد. جهت بــ
 pET22، هضم آنزیمی پلازمید Tatتوالی ژنی فاقد پپتید 

انجــام شــد و  Xho1 و Nco1هاي موردنظر توسط آنزیم
تولیــد  کلون شد. pET28در پلازمید  Tatژن فاقد توالی 

 ,HIV-1 Tat 49-59/HPV16هــاي نوترکیــب پــروتئین

18, 6, 11 E7  وHPV16, 18, 6, 11 E7  جهــت بیــان
 ,HIV-1 Tat 49-59/HPV16, 18 نوترکیــب هــايپروتئین

6,11 E7 و HPV16,18,6, 11 E7  از سویهEcoli (BL21) 
ـــی ـــکدر محـــیط حـــاوي آنت ـــی بیوتی ـــاي اختصاص ه

ــی ــاي (آمپ ــد و در دم ــتفاده ش ــین) اس ــیلین و کانامایس   س
ـــانتی 37 ـــه س ـــا دور درج ـــراد ب ـــتگاه  rpm 170گ در دس

ــــس از رســــیدن  ــــت. پ ــــرار گرف    ODانکوباســــیون ق
ــاکتري بــه  ــیط6/0-8/0ب ــط، مح ــاکتري توس ــت ب  کش

(Isopropyl-D-thiogalactoside) IPTG  ـــــزان ـــــه می   ب
ــی 5/0-1/0 ــان میل ــت بی ــپس جه ــد و س ــا ش ــولار الق   م

ــدت  ــه م ــروتئین ب ــاي  16پ ــاعت در دم ــه در  37س درج
 انکوباسیون قرار گرفــت. پــس از آن ســانتریفیوژ بــا دور

ــدت  6000 ــه م ــاي  15ب ــه در دم ــورت  4دقیق ــه ص درج
  کننــده حــاوي حــلگرفت و سپس پلت بــاکتري بــا بــافر 

  

[50mM Tris-HCL PH=7.5, 1.5M NaCl, 20mM   
  

Imidazol, Urea 8M, Guanidine 6M, 5mM 2ME,   
  

and 2% Triton100x ]  لیز شد. سپس تخلیص پــروتئین
  و ســتون مــولار میلــی 500حــل شــده توســط ایمیــدازول 

Ni-NTA  و کرومــاتوگرافی تمــایلی صــورت گرفــت و
جهــت کــار در  SDS PAGEپــس از دیــالیز و تاییــد بــا 

   ).1(تصویر شماره  )12(کشت سلول آماده شد

  
  

 ,HIV-1 Tat 49-59/HPV16بیان و تخلیص پروتئین  :1تصویر شماره 

18, 6, 11 E7  .  
A،لدر : B :از دستگاه کروماتوگرافی  تخلیص پروتئین نوترکیب با استفاده

  : پروتئین بیان شده نوترکیبCکیلودالتون)،  57/48(سایز 
  

  کشت سلول
ــت بیــان  ــن مطالعــه جه و همچنــین  MHC1در ای

 MHC1در ارائه پروتئین نوترکیب به  Tatعملکرد پپتید 
ت استفاده شد. محیط کشــ J774از رده سلولی ماکروفاژ 

جهت رشد و تکثیــر ایــن رده ســلولی حــاوي مورد استفاده 
بــه  Roswell Park Memorial Institute (RPMI)محــیط 
 fetal bovine serum درصــد ســرم جنــین گــاو 10همــراه 

(FBS)  بیوتیک در انکوباسیون با شرایط آنتی 1:100و رقت
5% C02 باشد.و رطوبت مناسب می  

  

 MHC1ژن بر سطح  بررسی بیان و عرضه کنندگی آنتی

در محیط کشــت  J744رده سلولی ماکروفاژ موشی 
RPMI بیوتیک کشت داده شد. سپس توســطبه همراه آنتی 

خانه به تعداد  24هاي آوري شد و در پلیتاسکراپر جمع
میکرولیتــر از  500-700کاشته شدند و بــه مقــدار  5×510

 24محیط کشت فاقد سرم به آن اضافه شد. پــس از طــی 
هــا بــه صــورت داپلیکیــت بــا هر یک از چاهــکساعت 
ــت ــاي غلظ ــک از 100و  50، 10ه ــر ی ــرم از ه  میکروگ
 تریــت شــدند.  Tatو فاقد پپتید  Tatهاي داراي پپتیدپروتئین

همچنین گروه کنترل (فاقد تریت) نیز در نظر گرفته شد. 
آوري شــده جمعها ساعت از تریت، سلول 24پس از طی 

شــد. جهــت  دقیقــه ســانتریفیوژ 5بــه مــدت  3000و بــا دور 
 خوانش توسط دستگاه فلوسایتومتري، نمونه و ایزوتایــپ
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MHC1 بــاديبه عنوان کنتــرل و نمونــه بــه همــراه آنتــی 
MHC1 د.به عنوان نمونه اصلی توسط دستگاه خوانش ش  

  

  یافته ها
هــاي دهد که تریت ســلولنشان می 1نمودار شماره 

J774  با پروتئینE7  کروگرم منجر به بیان می 10به میزان
MHC1  گردد، ایــن در حــالی درصد می 32/28به میزان

به میــزان  E7-Tatها با پروتئین است که تریت این سلول
 67/61بــه میــزان  MHC1میکروگــرم منجــر بــه بیــان  10

درخصــوص  2نمــودار شــماره شود. از طرفــی می درصد
 E7-Tatو پروتئین  E7با پروتئین  J774هاي لتریت سلو

هــاي در ســلول MHC1نشان دهنده این اســت کــه بیــان 
J774  درصــد62/27و  درصــد 38/21میــزان به ترتیب به 

دهدکــه در نشان مــی 3نمودار شماره  خواهد بود. همچنین
تریــت شــده بــا  E7-Tatپــروتئین از  میکروگرم 100غلظت 
ــلول ــاي س ــانJ774ه ــزان بی ــا  MHC ، می ــه ب  100در مقایس

 درصــد81/11یابــد (مــی کاهش E7میکروگرم از پروتئین 
کلــی نتــایج ایــن مطالعــه طــور ). بهدرصد 41/45در مقابل 

با غلظت بالاي  J774 هايگر آن است که تریت سلولبیان
شود کــه می MHC1به کاهش بیان منجر  E7-Tatپروتئین 

 72/7کنترل(گروههمچنینمختلف و  هاياین نتایج با غلظت
بنــابراین پــروتئین  اند.ه شدهمقایس )4نمودار شماره ( )درصد

E7-Tat تواند به عنوان محرکی تر میپایین هايدر غلظت
  عمل کند. MHC1در جهت افزایش بیان 

  

  
  

  
میکروگــرم از  10با غلظــت  J774 هايسلولتریت  :1نمودار شماره 

  E7-Tatو  E7هاي پروتئین

  

  
گــرم از میکرو 50با غلظــت  J774هاي تریت سلول :2نمودار شماره 

  E7-Tatو  E7هاي پروتئین
  

  
میکروگــرم از 100با غلظت  J774هاي تریت سلول :3نمودار شماره 

  E7-Tatو  E7هاي پروتئین
  

  
  تریت نشده (کنترل) J774سلول هاي  :4نمودار شماره 

  

  بحث
ــروتئین مطالعــه حاضــر نشــان مــی ــوژن پ   دهدکــه فی

HIV-1 Tat 49-59/HPV16, 18, 6, 11 E7 بــا غلظــت 
ــان  ــه افــزایش بی ــابراین  MHC1مناســب منجــر ب شــده بن

از طریــق مســیر  MHC1ژن بــه تواند در عرضــه آنتــیمی
امروزه مطالعات بسیاري در رابطه بــا  سیتوزول موثر باشد.
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 پژوهشی

ســاخت یــک واکســن درمــانی و همگــانی بــراي درمــان 
شناســایی . صورت گرفته است HPVهاي ناشی ازسرطان

ویــروس کــه در اتصــال بــه هــاي هایی از آنتــی ژنتوالی
 ها نقش دارند، در برخی کاربردهاي بیومدیکالباديآنتی

کــه در مانند طراحی واکسن مفید است. با توجــه بــه ایــن
 هــاي ســرطانی ســرویکس،مطالعات مختلفی که روي نمونه

هــاي غالــب پــر واژینال و حفره دهانی انجام شــد، تایــپ
مل هــاي کــم خطــر غالــب شــاو تایــپ16،18خطر شامل 

بنــابراین در ایــن ) 14،13(گزارش شده است 11و 6شامل 
ــروتئین  ــاوي پ ــب ح ــاختمان منتخ ــک س ــه ی  E7مطالع

اي اسید آمینــه 11به همراه توالی  )16،18،6،11( هايتایپ
Tat عنــوان انــد بــهکه توسط لینکــر بــه هــم متصــل شــده

واکسن پپتید نسل جدید همگانی در نظــر گرفتــه شــد تــا 
  ند.بتواند به عنوان یک واکسن درمانی عمل ک

از جملــه  HIV-1 Tatدهنــد کــه ها نشان مــیبررسی
 هــايپپتیدهاي کاتیونیک است که قادر است ماکرومولکول

 کیلودالتون 20-200پروتئینی، پپتیدي و لیپوزومی تا وزن 
سیتوزول بــه درون ســلول وارد کــرده و را از طریق مسیر 

 هــايعرضه نماید و باعث افزایش سلول MHC1ها را به آن
CD8+ گردد. در بررسی انجام شده نشــان دادنــد کــه می

بــه دلیــل ایمــن بــودن و  Tatفیوژن پروتئین همــراه پپتیــد 
تواند در القا ایمنی ســلولی همچنین تاثیراتی که دارد می

در مطالعه انجــام شــده  ).15(ع شودو ایمونوتراپی موثر واق
ــوالی  WOOتوســط  ــه از ت ــت  Tatو همکــارانش ک جه

به همــراه  carcinoembryonic (CEAفیوژن به پروتئین (
استفاده کردند؛ پس از ارزیابی در  CPG-ODNادجونت 

موش آزمایشگاهی مشاهده کردند که این ترکیب منجر 
و  Th1، اینترفرون گامــا، افــزایش CTLبه افزایش پاسخ 

ــزایش  ــین اف ــا  IgG2aهمچن ــه ب ، CPG-ODNدر مقایس
CEA-CPG-ODN  و یـــاCEA-Tat  بـــه تنهـــایی شـــده  

 هــايسلول ها و Cell CD8 + T که رسدنظر میاست. به
NK  به عنــوان افکتورهــاي اصــلی هســتند کــه بــه همــراه

CEA-Tat ــرات ضــدتوموري مــی . در )16(باشــدداراي اث
و همکــارانش از نــانوذره  Tangدیگري که توسط  مطالعه

E749-57/49-57 Tat  و ادجونتmGM-CSF عنوان (به
 HPV16علیــه  ادجونت ضد توموري) جهت واکسیناســیون

استفاده کردند، مشاهده شد که این واکسیناســیون منجــر 
و پاســخ  شــده HPV16 E7به افزایش پاسخ ایمنی علیــه 

در  .)17(کنــدایفا مــی TC-1هاي ضد توموري علیه سلول
و همکــارانش کــه  Zhaoدیگر مطالعه انجام شده توســط 

ـــروتئین از  در واکسیناســـیون اســـتفاده  Tat-gp96فیـــوژن پ
 gp96منجر به دریافت  Tatه پپتید مشخص شد ک کردند،
و نیــز  MHC1تــر ها شده و باعث القــا بــیشAPCتوسط 
همچنــین مطالعــات نشــان  .)18(شــودهــا مــی CTLپاســخ 

در شرایط آزمایشــگاهی بــا اتصــال  Tatدهد که پپتید می
به عنــوان  مستقیم به سطح سلول و القاي ماکروپینوسیتوز

هــاي محــیط کشــت ئین به ســلولیک سیستم انتقال پروت
وان ـعنــد بــهـتوانــده مــیـود و در بافــت زنـــشــمــیاده ـاستف

اده ـورد استفـــک مـاي تراپئوتیـهدر واکسن رطانـدرمان س
 هــايواکســن امــروزه کــه دلایلــی از یکی ).19(قرار گیرد
 در واکسیناســیون عمــومی برنامــه جــزو کننــدهپیشگیري

 هزینــه شــوندنمی بمحسو ایران جمله از کشورها اغلب
 در کــهایــن بــه توجــه با. باشدمی واکسیناسیون جهت بالا

 کــه شــده استفاده L1 پروتئین از تنها هاي موجودواکسن
 تنهــا هاواکسن این لذا باشد،می همورال ایمنی القاکننده

ــه ــگیري جنب ــد پیش ــا. دارن ــه ب ــه توج ــت ب ــرطان اهمی  س
 لــذا ،جامعه در آن افزون روز رشد همچنین و سرویکس
 و درمــانی مختلــف هايواکسن روي بر زیادي تحقیقات
اســت. بــا  شــده متمرکــز ســرطان نوع این علیه پیشگیري

رود در این مطالعه انتظــار مــی Tatتوجه به عملکرد پپتید 
هــاي درمــانی ژن در واکســنکه بتوان از ایــن نــوع آنتــی

  استفاده نمود.
  

  سپاسگزاري
با کد مصــوب  این طرح حاصل قسمتی از پایان نامه

IR.MAZUMS.REC.96.3049 باشد. لذا از معاونت می
محترم تحقیقات فناوري دانشگاه علوم پزشکی مازندران 

  گردد.هایشان تشکر و قدردانی میبه دلیل حمایت
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