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Abstract 
 

Background and purpose: In 2019, the world has witnessed the emergence of a virus that 

caused acute respiratory distress syndrome in human with high mortality rates (approximately 3.7%). So 

far, no effective treatment has been proven against COVID-19. This study aimed at designing a multi-

epitope vaccine combining several T-cell and B-cell epitopes of the SARS-CoV-2. 

Materials and methods: Based on immunoinformatics strategies, B-cell and T-cell epitopes 

were predicted using immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB). Then, the appropriate 

predicted epitopes were joined to each other by suitable linkers, and the multi-epitope vaccine constructed 

was suggested as a vaccine candidate against SARS-CoV-2. 

Results: In this study, 28 B-cell epitopes and 33 T-cell epitopes were predicted. Then, to design 

the multi epitope vaccine, 5 epitopes were used from the virion surface of spike protein and one epitope 

was used from intravirion region of the Envelope, Membrane, and Nucleocapsid proteins that later on 

were joined with flexible glycine linker. 

Conclusion: Based on the immunoinformatics results obtained, it seems that different epitopes 

from SARS-CoV-2 structural proteins have high ability to stimulate humoral and cellular immune 

responses, so the multi-epitope vaccine designed with these epitopes, can help to accelerate the 

production of effective vaccines against COVID-19. 
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  ـدرانــازنـــی مـکـــزشـــوم پــلــشــگاه عــه دانــلــمج
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 گزارش کوتاه

  SARS-CoV-2طراحی واکسن پپتیدي مولتی اپی توپ علیه 
 مبتنی بر داده هاي ایمنوانفورماتیک

  
        1سید علیرضا حبیبی

        1امین عزیزان
        1یحیی احتشامی نیا

        2ي نیارقدیفرهاد جد
  3سید احسان اندرامی

        4اسماعیل اکبري
        5سعید عابدیان کناري

  3حسن نیا هادي
  چکیده

، جهان شاهد ظهور ویروسی تنفسی در انسان بود که سبب بروز ســندرم حــاد تنفســی بــا 2019در سال  و هدف: سابقه
نشــده اســت.  دایآن پ يبرا يو تاکنون درمان موثر منتشر شدسرعت در جهان هب SARS-CoV-2. بالا شد ریو م گمر زانیم

 COVID-19 روسیو B و سلول T توپ سلولیاپ نیچند بیتوپ با ترکیاپ یواکسن مولت کی میمطالعه، ما قصد دار نیادر 
  .میکن یطراح

 IEDBبــا اســتفاده از ســرور  Tو ســلول  Bهــاي ســلول توپاپی ،هاي ایمنوانفورماتیکیجهت بررسی ها:مواد و روش
تــوپ حاصــل بــه ی مولتی اپیهاي برتر به وسیله لینکر مناسب به یکدیگر متصل شدند و توالتوپبینی شدند. سپس اپیپیش

  پیشنهاد شد. SARS-CoV-2عنوان کاندید ساخت واکسن علیه 
بینــی شــدند، ســپس بــراي طراحــی واکســن پــیش Tتوپ سلول اپی 33و  Bتوپ سلول اپی 28در این مطالعه،  ها:یافته
 توپ از هرو یک اپی Spikeروتئین ترین میزان ایمنوژنیسیتی در ناحیه خارج ویریونی پتوپ با بیشاپی 5توپ از مولتی اپی

که در ناحیه داخل ویریونی قرار داشتند، انتخاب شده و بــا   Envelope ،Membrane ،Nucleocapsidهاي کدام از پروتئین
  استفاده از لینکرهاي انعطاف پذیر گلایسینی به هم متصل شدند.

 هاي ساختاريپروتئین هاي مختلفی ازتوپرسد اپییدست آمده به نظر مiبراساس نتایج ایمنوانفورماتیک ب استنتاج:
SARS-CoV-2 تــوپ اپــیهاي ایمنی هومورال و سلولی داشــته باشــند، لــذا واکســن مــولتیتوانایی بالایی در تحریک پاسخ

  داشته باشد. COVID-19تواند کمک شایانی در تسریع تولید واکسن موثر علیه ها میتوپطراحی شده با این اپی
  

  ، واکسن، اپی توپ، ایمنوانفورماتیکSARS-CoV-2 ،COVID-19 هاي کلیدي: واژه
  

  مقدمه
هــاي ظهور قرن بیســتم همــراه بــا پیــدایش ویــروس
هــاي جدید بوده است، آخرین مــورد از ظهــور ویــروس

در شهر ووهــان  SARS-CoV-2نوپدید، اپیدمی ویروس 
  چین و انتقال سریع آن به سراسر جهان بود که منجر شد 

  
  :Hadi3977@yahoo.com  E-mail                          آمل یراپزشکیمازندران، دانشکده پ یبخش، دانشگاه علوم پزشک اضیف ابانیآمل: خ :هادي حسن نیا مولف مسئول:

  دانشجوي کارشناسی علوم آزمایشگاهی، کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران .1
  . استادیار، مرکز تحقیقات ایمنی شناسی، دانشگاه علوم پزشکی تبریز، تبریز، ایران2
  . استادیار، مرکز تحقیقات ایمنوژنتیک، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران3
  ، مرکز تحقیقات ژنتیک ایمنی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایراندانشیار. 4
 ، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایرانات ایمنوژنتیک، مرکز تحقیقاستاد. 5
 : 1/7/1399تاریخ تصویب :                 31/2/1399تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            28/2/1399 تاریخ دریافت  
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ــت ( ــازمان جهــانی بهداش ، 2019) در دســامبر WHOس
  .)1،2(شرایط اضطراري جهانی را اعلام کند

که تا کنون درمان موثري براي ویــروس جاییاز آن
COVID-19 ها انســان در یافت نشده است تاکنون ملیون

انــد و متاســفانه سرتاسر جهان به این بیمــاري مبــتلا شــده
انــد درصد افراد مبتلا جان خود را از دست داده 4حدود 

ــا رو  ــن آماره ــت.و ای ــزایش اس ــه اف ، SARS-CoV-2 ب
اي مثبــت و تک رشته RNAویروسی پوشش دار داراي 

ژنــوم ویــروس  .)2،3(متعلق به خانواده کروناویریده است
SARS-CoV-2  قالــب  14کیلوبــاز داراي  8/29بــه طــول
پــروتئین را کــد  27باشــد کــه ) مــیORFخوانــدن بــاز (

ژنــوم، چهــار پــروتئین ســاختمانی  3' کند. در انتهــايمی
ــطحی  ــروتئین س ، Spike (S) ،Envelope (E)شــامل پ

Membrane (M)  وNucleocapsid (N) 4(شــودکــد مــی(. 
در اتصــال و ورود ویــروس بــه ســلول میزبــان  Sپروتئین 

ـــــش دارد، پـــــروتئین  ژنـــــوم ویـــــروس را در  Nنق
کنــد، پــروتئین بندي مــیریبونوکلئوکپسید مارپیچی بسته

M و  دهــی و مونتــاژ ویــروس داردنقش اساسی در شکل
هــا و ایجــاد نیز با ایجــاد منفــذ در انتقــال یــون Eپروتئین 

در حال حاضر هیچ واکسن یا  .)2،5،6(ویریون نقش دارد
 WHOاي توسط درمان ضد ویروسی اختصاصی تایید شده

 ییکه شناسايطوروجود ندارد، به SARS-CoV-2براي 
 وعیپاســخ بــه شــ يدر اسرع وقت بــرا ییدارو يهانهیگز

لذا هدف از این مطالعــه  .)7(مهم است اریبس روسیو نیا
هــاي توپهاي ایمنوانفورماتیک براي یافتن اپیبررسی داده

  .)8(باشدموثر و ایمنوژن جهت طراحی واکسن می
  

  هامواد و روش
ـــوالی  ـــاتیکی ت ـــدا جهـــت بررســـی ایمنوانفورم ابت

ــروتئین ــاي ســاختاري آمینواســیدي پ از  Nو  S ،E ،Mه
 استخراج شد. سپس، موقعیت NCBIپایگاه اطلاعات ژنی 

نواحی خارج ویریونی، درون غشایی و داخــل ویریــونی 
   دست آمد.هب UniProtتوسط ابزار 

ــ ــودومین پ ــه اکت ــه ناحی ــن مطالع ــاي روتئیندر ای ه
هــاي توپبینی اپی، براي پیشSARS-CoV-2ساختاري 

انتخاب شدند و بــراي غربــالگري، پارامترهــایی  Bسلول 
ژنیسیته، هیدروفیلی، در دسترس بــودن و نظیر میزان آنتی

پــذیري و قطبیــت در نظــر ها، انعطــافسطحی بودن پپتید
  هــاي خطــی تــوپبینــی اپــیگرفته شد. ابتدا بــراي پــیش

ــلول ــوریتم  B س کــه در ســرور  BepiPred 2.0از الگ
IEDB هــاي توپباشد، استفاده شد و اپیدر دسترس می

، مشــخص 55/0بینی شده با اســتفاده از حــد آســتانه پیش
آمینواســید، انتخــاب  7تــر از هــایی بــیششــدند و تــوالی

هاي مورد نظر توپژنیسیته اپیشدند. در آخر امتیاز آنتی
هایی با توپبازیابی شدند و اپی VaxiJen v2.0از سرور 

هــاي تــوپ، به عنوان اپــی4/0تر از حد آستانه امتیاز بیش
بینـــی بــراي پـــیشانتخــاب شـــدند.  Bمناســب ســـلول 

یــاریگر بــه  Tکشــنده و  Tهــاي هــاي لنفوســیتتوپاپی
 IEDBسرور  IIو کلاس  Iکلاس  MHCترتیب از ابزار 

ــ Tهــاي کــه ســلول جــاییاســتفاده شــد. از آن رخلاف ب
محــدود بــه ناحیــه اکتــودومین نیســتند کــل  Bهاي سلول
بررسی شدند و بــراي  E و M ،N ،Sهاي پروتئینی توالی

ــن منطــور از الگــوریتم  بــراي ، NetMHCPan 4.0ای
آمینواســید بــراي  9طــول هــایی بــهتــوپبینــی اپــیپــیش

 (HLA-A, B, C)انســانی  Iکلاس  MHCهاي رایج آلل
ـــراي  IEDB recommended 2.22 و از الگـــوریتم ب

آمینواســید بــراي  15هــایی بــه طــول تــوپاپــی بینیپیش
ــل ــج آل ــاي رای  (HLA-DR)انســانی  IIکــلاس  MHCه

، یــاریگر Tاپــی تــوپ ســلول بینی. براي پیششداستفاده 
و از درصــد  20 ≤ 1پپتیدهایی با صــدك اجمــاع متوســط

 کشنده، Tسلول هاي توپاپی بینیسوي دیگر براي پیش
 بــرايهمچنــین  انتخــاب شــد. ≤ 5/0 ایی بــا امتیــازپپتیده
 AllergenFP v.1.0 سروراز  پپتیدها هبینی آلرژنیسیتپیش

کــه  ToxinPredســرور از  پپتیدها سمیتبراي بررسی و 
براي مشخص کردن پپتیدهاي کوتاه ســمی یــا غیرســمی 

   باشد، استفاده شد.می
                                                
1- Median consensus percentile 
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 گزارش کوتاه

 تــرینپس از انتخاب پپتیدهاي مناسب که داراي بــیش
(کشــنده  Tو  Bهاي هاي سلولتوپیزان همپوشانی اپیم

و یـــاریگر) بودنـــد، پپتیـــدهاي مـــذکور توســـط انـــواع 
هــاي هــاي اتصــالدهنده پپتیــد (لینکــر) بــا موقعیــتتوالی

ژنیســیته بــر متفاوت در کنار هم قرار گرفته و میزان آنتی
هــاي ارزیابی گردید. توالی VaxiJen v2.0اساس سرور 

ژنیســیته را در میــان کــه حــداکثر آنتــیتــوپی مولتی اپــی
هاي متفاوت قــرار گیــري پپتیــدها در کنــار هــم موقعیت

داشتند، انتخاب شدند. همچنین میزان ضریب پایداري و 
با استفاده از ابزار in vitro و in vivoنیمه عمر در شرایط 

ProtParam از سرورExPASy  .محاسبه شد  
  

  یافته ها و بحث
ـــاختار ـــی س ـــایج بررس ـــروتئین نت ـــوالی پ ـــاي ت   ه

SARS-CoV-2 ــ ــرور هب ــده از س ــت آم در  UniProtدس
  نشان داده شده است. 1جدول شماره 

از  ،Bجهت انتخاب اپی توپ سلول بر همین اساس 
تــوپ کــه در اپــی 28بینــی شــده، توپ پیشاپی 37میان 

همچنین  ناحیه خارج ویریونی قرار داشتند انتخاب شدند.
تــوپ اپــی 72تعداد  Eو  S ،M ،Nهاي از توالی پروتئین

 یاریگر Tسلول  توپ موثراپی 43کشنده و  Tسلول  موثر
  ).2 شماره (جدول شناسایی شد

هــاي ســطحی بــادي بــا پــروتئینمحــل اتصــال آنتــی
ویروس بر توانایی بدن در مقاومت در برابر بیماري بسیار 
 موثر است لذا با در نظر گرفتن معیارهــاي مختلفــی همچــون

ــزان همپوشــانی ژآنتــی نیســیته، آلرژنیســیته، ســمیت و می
توپ اپی 5در نهایت  Tهاي سلول ها با اپی توپتوپاپی

، یــک NTDتــوپ از ناحیــه اپی S، 2مناسب از پروتئین 
) جهــت S1 cleavageو  RBD ،HR( توپ از نواحیاپی

  توپ انتخاب شدند.واکسن مولتی اپی راستفاده د
سلول  شناساییر نقش مهمی د RBDو  NTDناحیه 

که اتصال آنتی بــادي طوريههدف براي ویروس دارند ب
موجــب  اسپایکپروتئین  S1زیرواحد از  RBDبه ناحیه 

 )ACE2مسدود کردن میانکنش ویروس با گیرنده میزبــان (
ز میان دو اپی تــوپ انتخــاب شــده از ناحیــه ا .)9(شودمی

NTDژنیسیته سلول ترین آنتیتوپ بیش، یک اپیB و یک 
را  Bو ســلول  Tتوپ حداکثر همپوشانی بــین ســلول اپی

ــی ــت. اپ ــه داش ــده از ناحی ــاب ش ــوپ انتخ ــرژن  RBDت آل
دلیل اهمیت بالاي این ناحیه، با استفاده هشد اما ب شناسایی
  .شدیسیته توالی مذکور خنثی آلرژن "KK"از لینکر 

  
  تقسیم بندي نواحی پروتئین هاي ساختاري و تعداد اپی توپ هاي هر ناحیه : 1 شماره جدول

  

 T سلول تعداد اپی توپ هاي Bتعداد اپی توپ هاي خطی سلول   جایگاه  نواحی پروتئینی  تعداد کل آمینو اسید  پروتئین
MHC I MHC II  

Spike glycoprotein 1273 19 48 28 13-1213 خارج ویریونی 

 1  1 1 1214-1234 درون غشایی
  داخل ویریونی

 
1273-1235  

 
0 0 0 

Membrane glycoprotein 222 2- 19 خارج ویریونی  
79 -72  

 

0 2 0 

  20- 40 درون غشایی
71 -51  

100 -80  
 

0 1 2 

  41- 50 داخل ویریونی
222 -101  

 

3 9 6 

Envelope protein 75 1 0 0  16-1 ج ویریونیخار 

 4 0 0 17- 37 درون غشایی

  38- 75 داخل ویریونی
 

1 2  3 

Nucleocapsid phosphoprotein 418 0 0 0 0 خارج ویریونی 

 0 0 0 0 درون غشایی
 7 9 4 1- 418 داخل ویریونی

  

  وپ موثر می باشد.ناحیه تنطیمی می باشد که فاقد اپی ت spike glycoproteinاز توالی  1-12جایگاه 
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  SARS-CoV-2آنالیز ایمنوانفورماتیکی پروتئین هاي ساختاري  : 2شماره جدول 
 

 MHC1 جایگاه توالی پروتئین
(Score of CD8) 

MHC2 
(Median consensus percentile of CD4) 

Ab 
(Antigenicity score) 

 سمیت آلرژنیسیته

S  ***NLTTRTQL 
*SQCVNLTTRT 

SQCVNLTTRTQL 
 

24-13  Yes (0.58) No Yes (1.36) 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

**TQDLFLPFFSNVTWFHAIHV 
***LPFFSNVTW 
*FHAIHVSGTNG 

TQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNG 
 

75-51 Yes (0.80) Yes (19) Yes (0.88) 
 

 غیر آلرژن

 غیر سمی

**SLLIVNNATNVVIKV 
***TLDSKTQSL 

*TLDSKTQSLLIVNNATNV 
TLDSKTQSLLIVNNATNVVIKV 

 

130 -109 Yes 
(0.55) Yes (14) Yes (0.72) 

 غیر آلرژن

 غیر سمی

**EFVFKNIDGYFKIYS 
***..FVFKNIDGY 

EFVFKNIDGYFKIYS 
 

205 -191 Yes (0.78) Yes (13) No 
 آلرژن

 غیر سمی

**IGINITRFQTLLALH 
***INITRFQTL 

IGINITRFQTLLALH 
 

245 -231 Yes (0.70) Yes (18) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

**TRFQTLLALHRSYLT 
***LLALHRSYL 

TRFQTLLALHRSYLT 
 

250 -236 Yes (0.55) Yes (9.2) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

**VFNATRFASVYAWNR 
***NATRFASVY 

VFNATRFASVYAWNR 
 

355 -341 Yes (0.75) Yes (9.3) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

*IAWNSNNLDSK 
IAWNSNNLDSK 

444 -434 No No Yes (1.24) 
 آلرژن

 غیر سمی

***VASQSIIAY 
*SYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIA 

SYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIA 
 

713 -673 Yes (0.96) No Yes (0.41) غیر آلرژن 

 غیر سمی

***TEILPVSMTK 
*TISVTTEILPVSMTKTSVDCT 

TISVTTEILPVSMTKTSVDCT 
 

739 -719 Yes (0.79) No Yes (1.34) یر آلرژنغ 

 غیر سمی

**IPFAMQMAYRFNGIG 
***IPFAMQMAY 

IPFAMQMAYRFNGIG 
 

910 -896 Yes (0.98) Yes (6.5) No 
 آلرژن

 غیر سمی

**AEIRASANLAATKMS 
*RASANLAATKMSECVLGQ 

AEIRASANLAATKMSECVLGQ 
 

1036 -1016 No Yes (13) Yes (0.40) 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

*GINASVVNIQ 
GINASVVNIQ 

 

1180 -1171 No No Yes (1.04) 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

**IWLGFIAGLIAIVMV 
***FIAGLIAIV 

IWLGFIAGLIAIVMV 
 

1230 -1216 Yes (0.82) Yes (18) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

E **LVKPSFYVYSRVKNL 
***YVYSRVKNL 

LVKPSFYVYSRVKNL 
 

65-51 Yes (0.86) Yes (17) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

**FYVYSRVKNLNSSRV 
***YVYSRVKNL 

FYVYSRVKNLNSSRV 
 

70-56 Yes (0.86) Yes (15) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

M  **WICLLQFAYANRNRF 
***FAYANRNRF 

WICLLQFAYANRNRF 
 

45-31 Yes (0.86) Yes (11) No 
 غیر آلرژن

 سمی

**FIASFRLFARTRSMW 
***RLFARTRSM 

FIASFRLFARTRSMW 
 

110 -96 Yes (0.79) Yes (13) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

**SELVIGAVILRGHLR 
***SELVIGAVIL 

SELVIGAVILRGHLR 
 

150 -136 Yes (0.91) Yes (20) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

**KEITVATSRTLSYYK 
***KEITVATSRTL 

KEITVATSRTLSYYK 
 

180 -166 Yes (0.79) Yes (11) No 
 غیر آلرژن

 غیر سمی

N  **QFAPSASAFFGMSRI 
***ASAFFGMSRI 

QFAPSASAFFGMSRI 
320 -306 Yes (0.84) Yes (17) No 

 غیر آلرژن

 غیر سمی

  

  مشخص شده است. )MHC I : ***و  MHC II:  **( Tو اپی توپ هاي سلول  )*( Bسلول اپی توپ هاي 
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 گزارش کوتاه

 S2زیرواحــد از  HRناحیــه انــد مطالعات نشــان داده
و نقش مــوثري در  استشدیداً محافظت شده  Sپروتئین 

در  فلــذا. )11(دســلول میزبــان دار بــایروس ادغام غشاي و
ــی ــک اپ ــر ی ــه حاض ــه مطالع ــوپ از ناحی ــاب  HRت   انتخ

  ســزایی هنیــز تــاثیر بــ cleavage1 Sشــد. همچنــین ناحیــه 
در ورود ویروس به انــدوزوم ســلول میزبــان دارد و جــزء 

کننــده هــاي خنثــیبــاديتولیــد آنتــینقاط حساس بــراي 
  توپ نیز از ایــن ناحیــه لذا یک اپی ،)12(باشدیروس موی

ــا نتــایج ســایر  انتخــاب شــد. عــلاوه بــر ایــن هــم راســتا ب
 عــدم محــدودیت فضــاییتوجــه بــه با  )2،13،14(مطالعات

مشــتق از ویــروس، از  يهاتوپدر شناسایی اپی Tسلول 
توپ داراي یک اپی Nو  E ،Mهاي هر کدام از پروتئین

کــه  کشنده و یاریگر انتخاب شد Tهمپوشانی بین سلول 
ـــه ـــرار گرفت ـــونی ق ـــل ویری ـــه داخ ـــد در ناحی   . از بودن

به عنوان لینکر مناســب جهــت اتصــال  "GPGPG"لینکر 
ها مورد استفاده قــرار گرفــت. در نهایــت تــوالی توپاپی

  .)1شماره  تصویراصل (ح
در  5477/0آمینو اسید، با آنتی ژنیسیته  176طول  هب

دالتون،  49/18275وزن مولکولی  ،Vaxijen v2.0سرور 
دقیقــه در  30و  in vitroســاعت در شــرایط  20نیمه عمر 

به عنوان کاندید ساخت واکســن مــولتی  in vivoشرایط 
پ در تــوتوپ پیشنهاد شــد. بررســی ایــن مــولتی اپــیاپی

و  AllergenFP v.1.0 ،AllerTOP v. 2.0ســرورهاي 
ToxinPred  ــمی و ــوالی غیرس ــن ت ــز نشــان داد کــه ای نی

   غیرآلرژن است.
ـــه ـــک یافت ـــالیز ایمنوانفورماتی   هـــاي حاصـــل از آن

SARS-CoV-2  در ایــــن مطالعــــه حــــاکی از وجــــود
هاي ساختاري با توانــایی هاي متعدد در پروتئینتوپاپی

هاي ایمنی هومورال و سلولی بوده اسخبالا در تحریک پ
ها به عنوان کاندیــد است و این قابلیت را دارند که از آن

استفاده شود. در نهایت اگر واکسن  COVID-19واکسن 
شده بتواند در مراحل پیش بالینی عملکرد مــورد  طراحی

انتظار را داشته باشد، انتظار می رود که بتوان از آن براي 
  استفاده کرد. COVID-19مقابله با 

  

  سپاسگزاري
از معاونــت تحقیقــات و فنــاوري دانشــگاه علــوم 
ــن تحقیــق در  ــت از ای ــراي حمای ــدران ب ــکی مازن   پزش

 و کـــد اخـــلاق 7995قالــب طـــرح تحقیقـــاتی شــماره 
IR.MAZUMS.REC.1399.7995 شود.تشکر می  

 

  
  

  توالی مولتی اپی توپ مناسب جهت سنتز واکسن :1تصویر شماره 
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