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�. Hind III/Eco RI                =. Ligation               �. Nar I�               H. Hind III/Nar I               a. Glycine�����

U. Eco RI 
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PvuI T7
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KpnI
BamHI
Bst XI
EcoRI
EcoRV
Bst XI
Not I
XhoI
XbaI
ApaI
Sp6

CMV promot er

BGH po ly A

f 1 ori

SV40 or i
ColE1 or i
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pCMV

4339 bp
pc)�������3  
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Her2�����HindIII���EcoRI�
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Linker1 (5'- 3'): AAGCTTgcgcgCACGTGgcgcCGTACGGGCGGCGGGGCGCC 

                HindIII        PmlI    BsiWI               NarI 

 

CGTACGAAAAAGATGAATTG  CAGCTG3'):  -Linker2 (5' 

                PvuII                        BsiWI 

������������������  

���������������������  E coRI ��

CCCGGGAATTCGTACG3'):  -Linker3 (5' 

��������������� BsiWI        XmaI 
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�. Pml I                =. BsiWI                �. pTandam-1              H. Pml I/ Not I                a. Eco RV/Not I  

U. PvuII/NotI  

 HindIII......NarI.........................................................��...................EcoRI 

HindIII…�..PmlI….....BsiWI……NarI………………………………EcoRI ��
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Eco RV…..Pml I…………………….….…….Pvu II………… stop codon Not 

Pml I………………………………………..………..….Pvu II…………Bsi WI  
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#D8�.� ������I� BsiWI/Xma I��%��!2-��

��VP>XhoI/Acc I�����'�Her2��%��!2-�
�=>�.A��1) 

HindIII…………………:::.........::::::………………..XhoI…….Eco47 III…:..AccI….…::0000000EcoRI 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
14

 ]
 

                             6 / 12

https://ndea10.khu.ac.ir/jsci/article-1-1438-fa.html


'+�	?�#<�8,�+����*_.��N�*�,��(�89	(=;�,�9v�:v.�&U;:::����������������������������������������������������#�,	-�.��%�/��#���6�(�,��

� � 

��\ 

���l�2g0����
������ ���
��0�W���W���Y������hA��%�1)��A.��A��+���

��8	$-��	�����*�'�-� ���� 9������a��/ZA;���8�(��$N�*� ���,����$�+_L���%�-���	�-�s,��3�� ���/$*�� ��

������/%��	
���������A:�8�(��$N�*����Q
9 .':*'�
'g	(=g�':[�:.';�,�9.':*'�
'g	(=;����*��3�����/$

s,�����I�7�Z'��y��z����)���D	S:���

8�	�����$N�*�#����'*�	�9.':*'�
'g	(=g�':[�:.';��1�]'Z��*�9m(=&��
';�j�2�����9�8:��;=�

���,��a���8,�S�1�@���	*��L��=�'����>���]���t��1���
��S������	(�����+�,��'�Z�	$�'@.��1���*�'�������

���'��� 	(� ��� �	S��'�Z�	$� ,� 1�%����$.	$*�=a�'�����]���9(�kl;������� ��-:�� ���*_.� >�C$��9.':*'�


'g	(=g�':[�:.';�>��*�1��� EN��� ����(��6D�'�.� 3�� ���/$*�� ���V#<��-Y��D	S� ��)��:�����
� ��b@��1��� ���

��Hx�f 1�]�3��>��* 'Z��*�9m(=&��
';�������.��(�8=H��,���-�8�����N�j�2�#A����>�C$���3��EBI����*

.>��*� EN��� ��� ���*_��(��������
:�� ���Q�� #�,7D�� ��� ���*_.� >�C$��� 8,�+H���� ,� ���*_.� �	S����H�

�����)���x(�!�	(�8�	��#<��-�E��Z���$*��p��{���6D�'�.�	$�Z,	6��:��3��k.Hi����Z�
����*�7B*�n��

���3�����/$*������@*���D��@*���D� �6*,	6'*�	����:����

��

mA�+B��

��
1� ���
�����������������������������������!�"�S�"�� ��

�8:#�:�8����,�1%-�,�#<��(�89	(=;��,9�':.'&U;��>,��������-h��	6@�Z�3�����/$*����������$N�*:�

3�� ���/$*�� ��� ��$N�*� 1���� s	������7�A��(� 'Z��
� 1���
� ,� 	J]��,�2�� 8���K
�����:�� 'Z��
� ,�� 1��9	(=;��,

9�':.'&U;��(����EM$��>�6���,���-	+�8��3A�1�W$�� �
� ����������	I�1�%��S� ��@@-��-�'Z��
�����:��1��

x�-�'Z��
�'���@-��>�6���	(��
�	D��@-����.�EN��
�#,���,�8��3A���� �����N:��'��7�A����*9.':��:>��;��#<

9�':.'&U;���%I�,���������8,�%�VH���H��Y����@@-��-H����@6�����%C
��@��A���*�:��E�c%
�|����	���1��

� 8�c$��� #�	-� #��-*'�� #<9�':.'&U;���:�� 1��� ��F(,R.�	6@�Z� 3�� ���/$*�� ��� ��
�N� #,�-��(���� ,� �

9.':*':�A;#<�'Z��
����'Z��$+��	���
����S�	(�3���
����[h+����(�'Z��
�\�C�I��,��������������@@-��-����-h�

���#<�m�����	�S���	I����/$*������:��

\�$��c��#�	-�#��-��(�����$N�*�,����Z�
�|����'Z��$��8�4	��8��$N�*�'Z,�����*_.�9.'�*'��8���#�8��; ��-

���
	
� ��� #A� ��9�':.'&U;�,9	(=;���$D	S� ��	I� �(� 	*���.� E6�� ������:�� 	��8��$N�*�'�,����*_. 

9.':*':�8:#�:�8�;���
	
����#A�����-��9�':.'&U;� 9	(=;�,�9�'�.�[�'; ���	I��(�	*���.�E6����

�$D	S����:���
������Z�
���b@��1�������,����$N�*��I�,������Z�
�������I�>,����$N�*��(��#���1T�
,	.��*�:����

8,�+��-��,����$N�*�9'.�[��'��;�*����I�,���1T�
,	.�����������Z�
1T�
,	.��%!	���@*���D�7B*��,����������

�. DH5�               =. DMEM               �. HEPES 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
14

 ]
 

                             7 / 12

https://ndea10.khu.ac.ir/jsci/article-1-1438-fa.html


'+�	?�#<�8,�+����*_.��N�*�,��(�89	(=;�,�9v�:v.�&U;:::����������������������������������������������������#�,	-�.��%�/��#���6�(�,��

� � 

��� 

� ��(������$N�*�#����3��k.� ���7B*�n���jCD� ��'����@-:����� �-� �����'��7�A� �W(� ������Z�
�8�(��$N�*

3��D,	$6Z��3��SA�><����$N�*��2L���K
����V�E6�a�:Y 

� ��$N�*� '��7�A� �W(.':*'�
'g	(=���7�A� ����(� 89.':��:>��;�V� 'Z��
� ��� �����(9�':.'&U;��,

9��k�:��:,��;�V�'Z��
���������9	(=;��3����������
	
����������*���Z�
����	)@���(�,�+�8�==����,a���

V� E6�aY�3����/� '�����:��� ��$N�*�'��7�A� �W(� �)�$�.':*'�
'g	(=g�':[�:.'���7�A� ����(� 89(��@�;�

V�'Z��
���������9�':.'&U;Y��,9��k�:��:,��;�V�'Z��
���������9	(=;�Y������
	
����������*���Z�
����	)@�

�3������(�,�+�8�==���,��H���3����/��V�E6�aY�'�����:��'Z��
�1���
��)�$�7��������(��$N�*��2L���K
�

�	-: 
������������������������������������                      3          2           1 

 
�#$%\�������1�+��
���A3B&�Hn��'��'1�d&�R��'1!"��+$;���A![0���
��0�W���������
��0�W���W���Y��������

�1�]��	-����V$@�	D3�Y������-��.����]���3���(�����3��x�	(��3���*�����������#����1:���

�1�]=����$N�*��W(.':*'�
'g	(=���7�A�����(�89.':��:>��;��,9��k�:��:,��;:�������(�8==���,�a�����/�

��
	
����3�� ������$*�,��,����$*�x���*�������Q��:��

�1�]�����$N�*��W(.':*'�
'g	(=g�':[�:.'������7�A��(�89(��@�;��,9��k�:��:,��;:��8�(����==����,

�H���3����/����
	
����'{N�x��F�D����'{N�,��,����������#�������:��

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
14

 ]
 

                             8 / 12

https://ndea10.khu.ac.ir/jsci/article-1-1438-fa.html


'+�	?�#<�8,�+����*_.��N�*�,��(�89	(=;�,�9v�:v.�&U;:::����������������������������������������������������#�,	-�.��%�/��#���6�(�,��

� � 

��� 

���� )��������������.=-���������������������hA��%�1)�8'&A��k?���

����3���������Z�
���$N�*�#����'���3�����b@�1�]�'Z��*�9�m(=&��
';�������/$*�:�Hi��>�C$���3��k.����*

�8�(��$N�*.':*'�
'g	(=g�':[�:.'���9.'�*'��8���#�8��;�V'/@��>	$@-Y�,�9.':��'�:�':[�:.'�t#�;��

V�Bu��>	$@-�Y>��*�EN���������@*���D�7B*�n�����Z�
���'*�	��:������-��@*���D�7B*���Z�
�	
���#<�#���

>��*� ����(8�� ��$N�*�8,�+9.':*'�
'g	(=g�':[�:.';���*����� �{C�� ��(� ��� ��V� E6�U:Y�>��*��(�8

��$-,�8,�+�������/$*��'/@��>	$@-�#��@������-�#<�#,�������	6����Z�
�7B*�n��V�����$D	S�k6�Y:��

>��*� �,_�� ���'��(�� �-8,�+� 9.':�� '�:�':[�:.'�t#�;����	-� ��Z�
� 7B*�n��� 7��� �����:�� E6�� ��U�

>��*�	��M
��(�	$��D�3�����/$*��#,����*�����������#����7����@*���D:��

��

��

��

��

��

��

��

��

��

��

��

��

�#$%�����!$
��$�8����B�Eo13 ���B�A�M7G�R!2
���(�%�
$*=B��0�����A'�1)�p��?8����1�+��
�� 6��

(a)���(b)�R!2
��A![0�����(�%�
$*=B��0 � ��1�+��
���
��0�W���W���Y�����
,
1!2"�q!$
��$�8�� ���+2�"�� 

�
,
1!2"(a)�2�"���� ��
,
1!2"��+�(b)���1�+��
���� ��r�+B�1)�34
�sB1���;!0

����

(c)���(d)�R!2
��A![0���(�%�
$*=B��0�� �1�+��
�� �������A����Y����U������+2�"�� �
,
1!2"�q!$
��$�8�� 

�
,
1!2"(c)��
,
1!2"��+2�"���� ��(d)���

>��*�'��(����*_.� ��� �-9.':�*':��8:�#�:��8��;������ >	$@-� #��@��n��� ��Z�
� ������ �����6/%��	
� �'/@�

����	6�V	��M
��*������������#���Y:��

]D ��

�1�����)���3��[�(F(,R.��#<�,��	(����,�'6�$�<���$N�*���Z�
9	(=;��,9�':.'&U;�#<��D�E6�����,���
                                                 
�. pEGFP-N               =. Transfect 

(b)� �(a) 

 

(c)   (d)��
��

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
14

 ]
 

                             9 / 12

https://ndea10.khu.ac.ir/jsci/article-1-1438-fa.html


'+�	?�#<�8,�+����*_.��N�*�,��(�89	(=;�,�9v�:v.�&U;:::����������������������������������������������������#�,	-�.��%�/��#���6�(�,��

� � 

��� 

�#����'*�	��1��� ��@@-� �-�#<�3�� ���/$*�� ��� ���� ��Z�
���$N�*1T�
,	.��@*���D�7B*����:�����1��(���b@�

���.� 	��8��$N�*�.':*':�8:#�:�8�����
	
� ��� #A� ��� �-9�':.'&U;�,9	(=;����	I� �(� 	*���.�E6�� ��

�$D	S���������$N�*:��1�����8�	��	6@�Z�3���(�'Z��
��-�������/$*���(�'6!�-�8�@$%(��#�	-�#��-�E��I�'��*A����,

�@$%(:��3��������3����	���1��9.'�*'��A;��8�	��E2����)����(��7�A�	J��8��('��3����'��	J]��,�2��8�,̂���-��@-\]�

�D	L����'������/$*�������#<�'Z��
��/+�|����\����J�,��*���I,����*�:��

x��'D	���3��EBI �8:#�:�8�1%-�, ���$N�*�#A�#����r��I������������-���K
����:��3��1���	���@����@@-��-�#<

1T�
,	.���� ���/$*���@*���D� 7B*:�����@@-� �-�#<�8,�+� ���*_.�	(� �-� ����>]�$*���*��16���>,�� ���� �

1T�
,	.����Z�
��@*���D�7B*1T�
,	.���@*���D�7B*'���@-:��������Z�
���$N�*�'*�	��������'����D	S��)�$��#��


�#����[	����@*���D�7B*�n�����Z�
��-#<��(�89	(=;��,9�':.'&U;��#<��D�E6�����*�:�#<��(8�9	(=;�

�,9�':.'&U;��1���������/$*������F(,R.���,�+���
	
���=�����,�=a��������>�?�3����/�:��8�c$�����

�,��1����#<9�'�.�[�';���,�+�>�?���i���3����/���*���$D	S���	I:��x���)�$�����#,�-�3��'�]�?�	�%�

�#<����w,	�9�':.'&U;�#<������
�N�#,�-� �
�� ��@@-��-1T�
,	.��@*���D�7B*�V��,�+H�a���3����/��Y

��������,�:����E�Z��1��(#<�,��(	6@�Z�����(3���'+�	?�,�#����!��(�������������/$*��,�'+�	?��I�:���1���	���@�

���'
��L��-�#<��(�\�+_{L��9��	D�1��;������B�����#����7����@*���D�7B*���@@-��-�#<'�����:k.�'���#��


��-��D	S��)�$�	S���	I�E�Z�����#<�,��	(�8�c$�������@*���D�7B*�#<�1$D9	(=;��,9�':.'&U;�n�����Z�
��

3��EL�+�7B*1T�
,	.�#�����@*���D�7B*��#<�,��	(�#����	S9	(=;��,9�':.'&U;�#<��D�E6������*�:����

���@@-��-�#<��-�'
��L1T�
,	.��#<�,��,��	(�8��$�������@*���D�7B*9	(=;��,9�':.'&U;����	I'����D	S

#<�#��������B�������,�>��$+���(�89	(=;��,9�':.'&U;�����'*�	��E��I:���

�3�� ���/$*�����#<�#���s,���('
,�/$��8��,�r_��#	$*,������3�9
��A'�.'�*'��A;����K
�'�����:�s,��

�1���������/$*������F(,R.����@@-��-�#<�3�����/$*����1T�
,	.���@*���D�7B*��*��#�3���,����*�,'�����������


s,��	���,_���#<�#����'*�	��	
����(�8r_��#	$*,��,9
��A't�.'�*'��A;����Z�
��-��	!�����1T�
,	.����

	��M
���� �6*,	6���	�3�����'����-:�����#A��	���-�s,��1���	
���8���7��3����K
�#<�#�����(��x!�-�8

�N����@�����(���� �
�'.���('*,	�,�8���	$-���,'����*���r_��#	$*,�s,�������)���E��I��-�%��:��

#<��!�	S��9	(=;����/$*��������1�����F(,R.�1�����%I� ��@@-��-�'Z��
�8,�+���d�'���*��1���'Z,��

���	
�,���Z�
�E��I���$N�*�*���x������	�3F(,R.���d�1�����%I��-��*�����������#����'���#A�>�M
��|���

�>�6�����	
������,� ��d���9	(=;��%���>�6�����2L�#��*_�3�6��S�,�'Z��*�EN�����%I�[h+��6��� �

�>�6�����	
�|���9	(=;��*�:�'Z��
��{*�,������2L�#��*_�3�6��S��(�1B��,�'Z��*�e��N���%I�1���8

��d�'�����)��'���	�S:��1����,_����1T�
,	.�e��N����>��*��{*�3�������D��>��*�3���'������y�=z:�����
                                                 
�. In-frame 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
14

 ]
 

                            10 / 12

https://ndea10.khu.ac.ir/jsci/article-1-1438-fa.html


'+�	?�#<�8,�+����*_.��N�*�,��(�89	(=;�,�9v�:v.�&U;:::����������������������������������������������������#�,	-�.��%�/��#���6�(�,��

� � 

��� 

����%�8���3��F(,R.��(�����������('
,�/$��8���	�(����9	(=;�����/$*��*�������,��*�@��'@����"*�.��


����
���������8�I��(�1�����@@-�#����8'$�A��#<��)������:�>�6����-��*��1���3��'-�+��������(�����(�G���8

� '
��	+'����� �@���
���/$*�� ����
� '������ '@���� ��� 8�I� ������� #��@�� ���,� ��#A��(��#��@�� �2
� ��

�1��-,	.�!�=�V#,	.�!��1�-�$�*Y���������7�������yfz:����
��Z����B@��1�	
��E����	-9�':.'&U;���#A�FC�

���������B
���'L�M$N��,�'
�O�'@�����$%�*�*��y&z:�#A�3������'��B?�#,	.�!��-9	(=;��>�6��9�':.'&U;�

y��z��8�I��������x��>�6���1���,�*���F�.��'@��'�������
������8�I�'@����"*�.���Z�
���$N�*�1����-����

�����:����� �	D� ��� 1%-�,� 1��� '+�	?� �,_���8:#�:�8�1%-�,��"*�.���MN� ���8�I�'@���� "*�.� �Z��� �-� �

*�%��
�$�m�#<��D��$%�*�1�����@@-����C
�����$�����*��"*�.�����(�����'@����8:�����

��

�B�)1�>����$?0 

	.�3���%D,�Z�,���	$-��,�*�����(��	?�N�������@�
,�Q*��#<��(�89	(=;��,9�':.'&U;��'�����I'�����:���

��

t �,8��

1. T. Ishikawa, Kobayashi M, Mai M, Suzuki T, Ooi A. Amplification of the c-

erbB-2 (Her-2/neu) gene in gastric cancer cells. Amer. J. Pathol. 151 (1997) 

761-8 

2. Disis ML, Calenoff E, McLaughlin G, Murphy AE, Chen W, Groner B, Jeschke 

M, Lydon N, McGlynn E, Livingston RB, et al. Existent T-cell and antibody 

immunity to HER-2/neu protein in patients with breast cancer. Cancer Res. 54 

(1994) 16–20. 

3. Rovero S, Amici A, Carlo ED, Bei R, Nanni P, Quaglino E, et al. DNA 

vaccination against rat Her-2/neu p185 more effectively inhibits carcinogenesis 

than transplantable carcinomas in transgenic BALB/c mice. J. Immunol. 165(9) 

(2000) 5133–42. 

4. Rovero S, Amici A, Carlo ED, Bei R, Nanni P, Quaglino E, et al. DNA 

vaccination against rat Her-2/neu p185 more effectively inhibits carcinogenesis 

than transplantable carcinomas in transgenic BALB/c mice. J. Immunol. 165(9) 

(2000) 5133–42. 

�. Shed               =. Chaperokine                �. Cytokine 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
14

 ]
 

                            11 / 12

https://ndea10.khu.ac.ir/jsci/article-1-1438-fa.html


'+�	?�#<�8,�+����*_.��N�*�,��(�89	(=;�,�9v�:v.�&U;:::����������������������������������������������������#�,	-�.��%�/��#���6�(�,��

� � 

��7 

5. Chang SY, Lee KC, Ko SY, Ko HJ, Kang CY. Enhanced efficacy of DNA 

vaccination against Her-2/neu tumor antigen by genetic adjuvants. Int. J. Cancer. 

111(1) (2004) 86-95. 

6. Kim JH, Majumder N, Lin H, Chen J, Falo LD Jr, You Z. Enhanced immunity 

by NeuEDhsp70  DNA vaccine Is needed to combat an aggressive spontaneous 

metastatic breast cancer. Mol. Ther. 11(6) 2005 941-9. 

7. Spadaro M, Ambrosino E, Iezzi M, Di Carlo E, Sacchetti P, Curcio C, Amici A, 

Wei WZ, Musiani P, Lollini PL, Cavallo F, Forni G. Cure of mammary 

carcinomas in Her-2 transgenic mice through sequential stimulation of innate 

(neoadjuvant interleukin-12) and adaptive ( DNA vaccine electroporation) 

immunity. Clin Cancer Res.11(5) (2005) 1941-52.  

8. Binder RJ. Heat-shock protein-based vaccines for cancer and infectious disease. 

Expert. Rev. Vaccines 7(3) (2008) 383-93. 

9. Nicchitta CV. Re-evaluating the role of heat-shock protein peptide interactions 

in tumour immunity. Nat. Rev. Immunol. 3 (2003) 427–432.  

10. Srivastava P. Interaction of heat shock proteins with peptides and antigen 

presenting cells: chaperoning of the innate and adaptive immune responses. 

Annu. Rev. Immunol. 20 (2002) 395–425.  

11. Baker-LePain JC, Sarzotti M, Nicchitta CV. Glucose-regulated protein 

94/glycoprotein 96 elicits bystander activation of CD4+ T cell Th1 cytokine 

production in vivo. J. Immunol. 172 (2004) 4195–4203.  

12. Sambrook, J., Russell, D.W., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, the 

third edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 

York, 2001.  

13. http://www.patentstorm.us/patents/6333169/fulltext.html 

14. Chavany C, Mimnaugh E, Miller P, Bitton R, Nguyen P, Trepel J, Whitesell L, 

Schnur R, Moyer J, Neckers L. p185erbB2 binds to GRP94 in vivo. Dissociation 

of the p185erbB2/GRP94 heterocomplex by benzoquinone ansamycins precedes 

depletion of p185erbB2. J. Biol. Chem. 271(9) (1996) 4974-7. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
14

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            12 / 12

https://ndea10.khu.ac.ir/jsci/article-1-1438-fa.html
http://www.tcpdf.org

