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� &'()&  ���(* ��+�,�- .(� ��#/ 0�#� ��  .*���� 	��1$�� .
 ��2 .

.45 
� 65� ��+�,�- ����� !�78
 6��,�-�9:� A ;�*�
���� .
 &2�� .<&  
� 65� !�����
 .���� ���� � =�#%- � .��5
�� >�) 	�-�, 	&2 �� 
� 65� 

6��,�- �� ?$��� .*��� .-�5��,��@ ���.  

��� :�� �� �&$�� .���- >�) 	�-�, 	&2 � 6��,�- )38PE (�� 	��1$�� 
� �� �(5��@ ����� 	�D5�E F�� .(59*G HindIII � NdeI 
� ��� ��$,�   

57-pUC ���J 65� �K ��L4- &2 .&�� 
� F�� !.(59*G MN�� ��$,� b26-pET .�N 	&2 �� 65� ?59*G ��  .2�� ��#, &5��: ..��5
�� � &�5P- 

��$N�� ��$,� Q�,�-�* �� �#��� � ?R  .(59*G � 6���- !.���- ���
 .���� ���S T)�: .��$,� Q�,�-�* �� MN�� ��$,�� ��  )3DE(21BL! 

plysS)3DE(21BL � Rosetta >��1�*��- &2 � &�� 
� ���� � =�#%- !6��,�- .��5
�� ��4#(/ �G �� 0�#� ��  .-�5��,�5 HUVEC � 

KDR293 >�U*� &2. 

����� :�� .���- �K 6��,�- �� T�V)�
 ��L4- &5��: � �� ?R  .(59*G � 6���- .���- TWX Y'�*�#, ��+7� &5��: .��$,� Q�,�-�* �� E. coli 

)Escherichia coli( ���� � �� �#��� � .���- .'5&�$��  �� T�V)�
 =�#%- &5��: .�� !T5�Z* .$����,�- 6��,�- =�#%- 	&2 [��- \5�

G 

MTT )bromide diphenyltetrazolium -5!2-)yl -2-Dimethylthiazol-5!4(-3( �� ��� �� 	�� � 0�#� .-�5��,�5 KDR293 � 

HUVEC ���
 .���� ���S T)�:. 

����� :���� �� �E�- �� TN�� T�V)�
 9�
G ��$,� Q�,�-�* 38PE -b26-pET � >��1�*��- �G �� MN�� 0�#� ��  !.-�5��,��@ ��9�
 ���� �� 

0�#� ��  "#$%
 E. coli ���1$
 ]��� �� �*�: �� �, ��9�
 ���� �G �� )3DE(21BL �$^�� ��� .
� �G .5�E �, T(�S .��_-� 6��,�- �� >�) 

	�-�, 	&2 ��E� !���&* 65����'� �� .��5
�� .��#� �� ;��� �����
 � !.#+S 
�� .:&'^, �G \�� 
� ��9  ����� �$^�� 
� `�* &'()&  	&2 � �G �� M
�/ 

&2� .S��/ 121VEGF .
 &2��.  

:����� ������ 6��,�-�9:� A ;�*�
���� !�
�'5K��aG 38PE! !Y'�*�#, ����  

  

: �!�� M: !��D*�ZE ��D'� !&�U
 ��, ��N .(5�, !6��J &(J� �b� 6Z, ��D' G !��R
� ���9Z� !��S� &'
�
�G !.R-�
 ��@.  � ���" #$%��&��

 '�(�&
�)�� ��*�+� ,"��-��A �-&%����./ 0��&���&1 2���
&� . ��Z1X� .429@ 	&4^*�� �#U
1393 ]32 )294 :(1118-1110  
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�����  

 �������	
�A   ) �
��������� ����������PE  ��� (

�����
 �� ����� ��! ��"���#  $KDa 66 ��  &� '(�!

)�*�     ��! �+ ����+����� $��,ADP-   .���� &�*�
�/�+

 0����12 ) ����+������2-EF ���� +���3� ( ) '����1 .(

&*��� &! �6��
�7� ���� 8�97�:�   &�� ;<=�� &9(� $

     ����� >?�@� ������� ���� $��! $+� A�� �����

�� :C�� ���I    0���( &�� �'���
 &! �7�D�� ����� ��

 &������ $�,'�����  $252-1  �404-365 ����  ;'��(�!

 �����II  &����� $�,'��� 0��( &� �7�I �� ����� ��  $

364-253 ��  ����� � '(�!III   &�� �J�	�� ����� ��

&���� $�,'��� 0��(  $613-405 �� ) '(�!4-1.(  

 �� ��������	
� � �������� �� C�7�96   &�! K��!

 ��� .� �J�	�� �����      
� �+ ��"����# 	 ��� &�� '�(�!

 L��MADP- .��� &*�
�/�+2-EF  ��� +�3�    ��! .'���

   $�+ ��=� �� 8�����N� �����PE  ���    &�! .� 
� .����

 .�IIO� .��J� ���P �� ���M�� 'Q R���� �� .���1

� �� �! �+ ������ �7�D�� ����� $��!   ��S�D A� $�,

 T* ?� $�,����� &�*1�� ��	U��V   ����U�, .'���J�

� �� &� �'���
 &! $��! )�*� $�,   0�D � ���M�� $�,

�� �� )�*� �+�� ������ ;��( .� � ��(  ��! 
� �+ �,

�����  .�����!KDEL38PE �'���( �������� X����6  
� $�

�� �������	
�  ����� &� '(�!Ia  &����� $�,'���)  $

252-1 ����� 
� � J�Y � .� (Ib  &����� $�,'���)  $

380-365   ���+��� $���! ���ZJ, .C�� �'( [\] (

   )�*��� )�
� ���� 0��A�� +� �������� ��� 3!  $���,

 &������ $�,'����� ;����+������   ������!�� $���3 �� $

&���� $�,'���)  $613-609�7��� &� ( REDLK   X���

�+��; �	� 7��� �!� KDEL �V��	U� �'( .C��  

    �������� &��� '��( ���� .���@� &��97�:� ����� +�

KDEL38PE  +� � 6�
 +��Y �! �*���(�(� $� ��! +�

 +� ��b26- pET  +������# CO�7T    .���! 
���J�*#

��         8+��S &�! R�������  ��"����# ���� .���! .���(

&*��� &! � ��! $��! .��*=��  � ���6� �6��
������� $

'���
 >�*?� 0=��.  

  

��� 	
  

������� 	�
��
 ����  

  R������� +� �� 
�38PE -VEGF -57pUC    .����1 &�!

 X���� C3V �U7�PCR )Polymerase chain reaction( 

 `���� .'���
 ���P ��PCR   $��,�J���# 
� ���P �� �!

�'( �]��M  ����� 0=���# �! ��
 $C˚95    8'�� &�!  

5  .� )���/�� &��! � &��I�Y�35  0=����C˚95  8'��� &��!  

30  ;&���aC˚70  8'� &!30  ;&���aC˚72  �� 8'� &!

 ���3� 0=�� �� � &I�Y�C˚72    8'�� &�!10   &�I�Y�

:'( X����  

Primer PE٣٨ forward )49 (
�! : 

GAGACATATGCATCATCATCATCATCAT
GGTGGAAGCCTGGCCGCGCTG 

Primer PE38 reverse ):34 (
�!  

GAGAAAGCTTTCATTATAACTCGTCCTT
CGGCGG 

 
&9:Y $ ��b=� �'( &!  &*���� $  C���  c�? ��� 
� 

)� )Thermo scientific>7���A (   .'�����
 $
����

  +��� �� .� ���! .����	J,b26-pET  d�	���� ���!  $���,

)Thermo scientific (NdeI  �HindIII    .'�( ��:A

&9:Y ;C��3� +�    ��:A +�� �� 0A�� &! �'( ��b=� $

 d�	�� e��� �'(4T     &�! <f�� .'����
 0D � 
�U�7

) ��������
 g����( �+�'�� ����� h�+5 0���A�� &���! (

)�*�  $�,10TOP  ���*� .'���
 X+�P�����    &�! $��,
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 h�+ &! �'�� C��Colony PCR  +� .'( $�U7�!�i

��*� 
� ;C��3�     X����� '�J��j# c��? ��� ;C/b� $�,

 �J�	�� dk, h�+ &! 0S�] R������ '�J�j# .'(

d�	�� �!  $�,NdeI  �HindIII    �7���� ����9� �DNA 

.'���
 '��l�  

 ������ �� ������ ����E.coli 

 ����! R������ +� ��38PE -b26pET   $� ���! &�!   $��,

)3DE(21BL ;plysS)3DE(21BL  �Rosetta  h�+ �!

)�*� .'���
 X�P����� '���*� d��*�   �'�( X�P����� $�,

C�*# $�+ �! ���������� $�,    <f�� � '����
 `?# +��

C�*# ���        +����!�=�� +� R�( ��� 8'�� &�! ��,Cº 37 

 &! ��*� �� ;C�*# �, 
� <f� .'���
 &!�=��ml 4 LB 

)Lysogeny broth� �� $��] (     ��! ����������� ������!

 C����m*iµg/ml 25   +� � '�������
 &6�����Q�600OD   

)Optical density  +�nm 600  
� �� J� (5/0   ��!IPTG 

)thiogalactopyranoside -1 -D -Isopropyl β �����! (

 ���3� Cm*imM 3/0 ��
 �I7� &��/�( � '�  +�Cº 37   ��!

 +��rpm 120    C�*# <f�� .'( &!�=��ml 1  &���J�)  $

C@� X�J� 
� (�I7� '9!   &���J� ;&����� +� .'( &�3� �,   $��,

    )� $�+ �����! �����I7� '����9! � 0����/YSDS-PAGE   

)Sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel 

electrophoresis (12  'S+�
+�6�� =7�   .'(  

�� ����� ����� �	  ���� ��!�"�
 ���� �������  

 .��! )�*O��� �� )�*O� >�?@� $��!38PE  C�*# ;

 
� 0S�]ml 1 &��/( C@�  +� $� ��! $µl 100  �6�!

PBS )Phosphate buffered saline  &=����� � 0] (

  8'��� &��! <f��� .'�����
5  +� &��I�Y�rpm 12000 

    '����
 �'�V d�, 
� .� C*# � o�� .'( ���P�� ���

   
� '��9! .'��( K���*?� p������7 �6���! ���!�5  &��I�Y�

&��J� ���J, &! .'��(�V   &���J� � ��I7� 0/Y $   '�9! $

 )� $�+ ;�I7�SDS-PAGE 12 .'���
 )�J1� 'S+�  

������ ���� �#��$�% &% �'(���� )*+  

 �' !�3  C*#ml 1 &��/( C@� 
� � ��! $ � '( &�3� $

 ������! +������! ��lµ 500 ) �6������!mM 10 Tris-Cl ;  

mM 4 EDTA  ��Ethylenediaminetetraacetic acid; 

5  =pH    +� ����3� C�*# .'�( ���� �@ �( (lµ 300 

) �6�������!mM 10 Tris-Cl ;mM 30 NaCl ;mM 4 

EDTA ;5  =pH    � &=������ <f��� � '��( 0��] (

C*# <f� .'���
 ���P�� ���  +� 0S�] $�,lµ 300 

 $����] �6���!100-Triton X  C��m*i ���!3  '��S+�  

)3  'S+�100-Triton X ;mM 4 EDTA ;mM 10 

Tris-Cl   8'�� &�! � '( .�����f��� (20   +� &�I�Y�

    +� ���P�� ����� 
� '��9! .'��( K���*?� r����� $�����  

rpm 12000  8'� &!20   & �(���! ���+ o�� ;&I�Y�

  C�*# <f�� .'(     +� �'���� �Y��! $��,lµ 300   �6��!

�+�� $�������] )M 2 Urea ;mM 30 NaCl ;mM 4 

EDTA ;mM 10 Tris-Cl   8'��� &��! � '��( 0��] (  

20   .'����
 ���P�� ��� � K�*?� r��� $��� +� &I�Y�

 C���*# ;&������� +�   +� �+����!�� ����,lµ 1000  �6����!  

)mM 10 Tris-Cl  �mM 4 EDTA � 0���������] (

 X�J� <f� .'( & (���! ���+ o�� � '( ���P�� ���

�J�&����  )� $�+ ����! ����,SDS-PAGE 12  '���S+�  

.'���
 )�J1�  

���� �#��$�% ,��-�  

&*]�� +� �'( ���� �@ �( $��! .��*=��   +� ;0�/Y $

) p��'��������! �6������!M 8 Urea ;mM 500 NaCl ;  

mM 50 Tris-Cl ;mM 5 Imidazole ;mM 5 ME -2; 

2/7  =pH 8'� &! � 0] (3-2  r��� $��� +� C1��

   8'��� &��! <f��� .'��( K���*?�20  +�� +� &��I�Y�  

rpm 12000    &�! ����+ )�*O� <f� .'( ���P�� ���
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) 0=�� .� � $�+Qiagen����� 0/Y 
� (    �'�( $
���

  $���,�6�! ���! .� ��� .'��( ���� +���/1 .� 
� � 0��I ��

 $�@ �(1 )M 4 Urea ;mM 500 NaCl ;mM 50 

Tris-Cl ;mM 10 Imidazole ;100-X Triton 1 

 ;'��S+�mM 5 ME-2 ;2/7  =pH $���@ �( � (2 

)M 2 Urea ;mM 500 NaCl ;mM 50 Tris-Cl ;

mM 15 Imidazole ; ;mM 5 ME-2 ;2/7  =pH (

 $��������@ �(  �3 )M 2 Urea ;mM 500 NaCl ;  

mM 50 Tris-Cl ;mM 20 Imidazole ;mM 5 

ME-2 ;2/7  =pH  &*���� &�! � '( ���� �@ �( (  $

 �6�!Elution   

)M 5/0 Urea ;mM 500 NaCl ;mM 50 Tris-

Cl ;mM 500 Imidazole ;mM 5 ME-2 ;  

2/7  =pH( .'���
 >�*?�  

 ����&�%In vitro   

`���
� &*JV 
�     8��/���� ��a� �!���
+� $��! &� ���,

)�*� $�+ �!   ��� +���Y ���P �� �+�� �,   ;����
h�+ 

MTT )-5;2-)yl-2-Dimethylthiazol-5;4(-3(   

)bromide diphenyltetrazolium  ���   ����� +� .'�(�!

    ;)�*�� &�! ��m� �+�� R���� .��	6� 
� '9! ;`���
�

�� �'���� �7�*� C@� 8��] .�	��  ���(.   ����!���!

 �!����
+� $����! `�����
� ����� 
� 	���� &��97�:� ����� +�

 '�����( ���P ������� �����������. ;h�+ �������� +�   

8000  )�*��������)USA /293-021SBT (KDR � 

10000  )�*�� )1730-CRL.ATCC No (HUVEC 

&! 0A�� �,�s �, &6�Q� '���
 � �! e�O�  C�@�  &�! 

 d���]lµ 200 �'�����+ '��( . 
� '��9!24  C1����

 +���!�=�� +� .����!�=��Cº 37  $�+��2CO ������ ;

  C���m*i +� �'���( >����*?�   
� 8�����P � $����,  

nM 10000-01/0 ���,�s &��! +� .'�����
 &6���Q� ���, 

� ;&����C�*#��=� 96 &��A �$    +����!�=�� &�!  � 0�I ��

 
� '����9!72  ;C1������lµ 30  )�����*O� 
�MTT   

)mg/ml 5�,�s 
� �� �, &! (     � '����
 &6��Q� ��,

  8'�� &!4      +� .'�( ���� +���Y +����!�=�� +� C1���

&*]��       +�'�I� � '����
 �7��A ����+ )��*O� ;'9! $  

lµ 100  )���*O� 
�DMSO )Dimethyl sulfoxide (

�,�s 
� �� �, &!       0�] 
� '�9! .'����
 &6��Q� ��,

)� ���� .���       t\�V ;�'�( 0�=�@� .�
���+�6 $��,

 c�� )�M +� &��J�nm 570 '( �'���A.  

  

���
	 	
  

�&�� ����  �38PE-b26pET 

PCR  .�38PE    ���P ��� ��! .� $��] +� �� $�+ �!

.�J, � C6�
 X���� �m� �+�� $�,�J���# 
�    &�� +��M

     ��'�] +� �7��DO� ;C��� �'�( >?@� 0=( +�

1100  0=() C�� �'( ��b=� $
�! CPV1.(  

  

 
 6$ 1.  ��'�� &"��9: �# &��;"��$(%PCR   

)Polymerase chain reaction ( �#38E .  

 ����1 :=��>� �Kb 1  ��� Fermentas /  

 ����2 ��'�� 	��� :PCR  

  

 )�DO�PCR  .�38PE d�	�� �! �'( dk,   $��,

 ����! +� �� 0A�� &! K�!��b26-pET  '����
 .�*� 

١          ٢ 

١�٠٠ 

١٠٠٠ 
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)�*� 0A�� &! �  $�,10TOP    ��! .'����
 X+�P�����

 ���*� ;�'( �]��M $�,�J���# 
� ���P ��    C�/b� $��,

 0=() '�'( t�? ��2.(  

  

  
 6$ 2 ��'�� &��;"��$(% �# .PCR �?��  &% 6@�+ ��A

 �# �"�+ ������� ����" ��������B��%��38PE   

 ����1 :=��>� �Kb 1  ��� Fermentas /  

���� 6-2 ��'�� :PCR �?�� ��������B��%�� &% 6@�+ ��A  

  

��*� 
�   ���V� � '( c��? �� '�J�j# C/b� $�,

 .�38PE  &*���� &!     ��! ��J�	�� d�k, $HindIII  �

NdeI '��l�  0=() '���
3.(  

  

 
 6$ 3 ���� :������� ����" �
�C�: DEA .1 :=��>� �Kb 1 

 ��� Fermentas ���� /2 D�C�: �� �	  ��%� F�� ��'�� :

HindIII  "NdeI��
A . �� �	A�>� G� ��H �"	+ 	��� ��    

bp 1100 ��% �	  J��� ����" &% �
�C�: DEA &% 	K�  

 ��!�"�
 ����38PE 

 R��������� +���� ��38PE-b26-pET  0���A�� &���!

)�*� ) $�,3DE(21BL    .� .���! .�	��� � X+�P�����

 0=() '( �!��
+�4.(  

  

  
 6$ 4.  ������� ��!�"�
 ����38PE  ���C�� ��)3DE(21L .

 ����1 :=��>� ���� /��!�"�
 �2G��
� : �  /�M(% 6NO  

 ����3G��
� : � ��
A .�M(% 	K� ��% ,->� 6$  �� G� ��H/ 

G��P�� 	��� G��
� �� �% � �� �	�� �M(% 	K� ��   

  

      �6��! +� �'��� C��� &�! $���! .��*=�� ;&���� +�

�+��  $M 8     .� ��� 
� ���P ���� ���! � '�����
 0��]

 '���
 >�*?� 0=�� �6��
������� 0=()5(.  

  

  
 6$ 5 ������� ��!�"�
 ,��-� .38PE  ���� &% ���B��% ��

 ���� :6$�� �@�'��% �;%�9����"��1 :=��>� ���� /��!�"�
 �2 :

G��
� � Flow through���� /  ��A3 /4 " 5G��
� : �  /�>�� 

 ����6G��
� : � ��
A .,��-� �� �	A�>� G� ��H �� / 	��� 

KDa 38 G��
� �� �  J��� ���� &% ,��-���% �	   
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� ��
��� ������� � ���� ��������A  ����� ����	
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 ��!�"�
 ����&�%38PE  

Cm*i     ��"����# 
� �����P � $��,38PE   �� $�+ ��!

��+  �7�*� $HUVEC  �KDR293   &�� '( ���� �a�

  �+���� �� ���, +�50IC    
� ��u���! �'���� C���� &��!  

nM 1000  0=() ��!6(.  

  

���  

   ������� �6��
�7� ����� 8�97�:�PE    &�� ��� .��@�

      �'�( 0�=�@� $+� A��� ������ &�� 
� ������ ���

) C��1 ������ 
� �� �, &� (     �����P � ���=*J1 ��,

) '���+��2 ������� .(Ia  &������ $�,'�����)  $252-1 (

 &*���� &! ������ &� C�� )�*� &! �7�D�� �����  $

�'�����
 &��! .�  $2α   v:��� +� &��� ��7�!�*
�������

)�*� 
� $+���! � �9�/M $�,    ;�+�� ���V� ���M���

 ���� 0��D �   ������� .����(II  &������ $�,'�����)  $  

364-253�� �7�I �� ����� (    )��I �� �������� &� '(�!

   &������ $�,'�����) �������� �*������!�� $���3 ��  $

613-280) �+�� �+ )�
� �� 0A�� &! (2.(  

 �����III   &����� $�,'����)  $613-396  ������ (

ADP )Adenosine diphosphate ( �'����� &��*�
�/�+

��  �! &� '(�!ADP  .��� &*�
�/�+2-EF  +�3� w1�!

    ��� �7�*�� x��� ;C���3� +� � ��"���# 	 ��   .���(

 �����Ib   ��� � & �(�'� �S�A ��=*J1    .�'�! '�����

  [\�] ;'(�! & (�� ������ C�7�96 +� $��al� &� ���

) '���
2.(  

     +� A��� K��/�+� �+��� +� �'�( X����� 8�97�:�- 

��=*J1   �������PE    X��6 ������ w�1�!    ������ $��,

�'( �� ������ 
� $�    CA��� $���! �
���� &� ���


��������J�� �� ���P �� �,  .��(38PE �� ���s X�6 

����� �'( �� ������ 
� $�   ������ .� +� &� '(�!Ia 

&������ $�,'�����)  $252-1 ������� 
� � J���Y � (Ib 

)380-365     &��� ����V .� 
� .C��� �'����
 [\�] (

 �����Ia       )��=7�� ;C��� �'�( [\�] ������� +�

�J� .��( 0D � )�*� &! '����  

  

  
 6$ 6. �R�S �(��� ��
� �T%  ��!�"�
 &% U"�B�� ��A38PE ��� "� �"� ��  �(��� �HUVEC  "KDR293  F"� G�  
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0

20

40

60

80

100

0 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

HUVEC

293KDR

Te#f(nM)

 �
&*

�

 	

&*



)
&X

��
(



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���32  
���
 /294 ���  /�!"#�
 $!� 1393 1116 

 �������	
� ��
��� ������� � ���� ��������A ����� ����	
� ��
� ���	3�0 ' 

 +�KDEL38PE &���� $�,'���   ����3 �� $38PE 

)613-609&���� $�,'��� �! �*����!�� $�3 �� +� (  $

KDEL       )��I �� w�1�! ���� &�� C��� �'( ��	U��V

.��� ��������J�� ��    ���+��� � )�
� ��� 0A�� &! �,

.� � 3!  ��� �,  ) ����
4 &�97�:� +� .(    .���! ;��Q�] $

 ������KDEL38PE  +� �� 
� ���P �� �!b26-pET 

   ��"����# ���� .'( &��3!  +�� �� ���� +�    8+��S &�!

��! .��*=�� &� '���
 .��! $��! .��*=��$    
� '�9! ��,

&*��� &! �@ �(     0�=�� ��S�D A� �6��
�������� $

  +� ������� � �������� �� ���ZJ, .'�'( >�*?�

)�*�  $�,HUVEC  �KDR293    `����
� ��!MTT 

    &�� ��� .��@� y��� � .C6�
 +��Y �!��
+� �+��38PE 

Cm*i +�     
� ��u��! +����! $��,nM 1000  ���   '�����

)�*� ��� $��! � .'(�! �J� �,�7�] + X�6 +� &�   $�,

  �� �� � �,'���U�7 �! �'( '�J6',  $���!    T�* ?� $��,

�� Cm*i +� '����   )�*�� $���! � J� +���! $�,   $��,

     [j �A� ���� ���V� .'�(�! & (�� �J� �a� ���M��

   &�
�z��� 0=�( � ���3�� &! ������ 0=( +� Cm*i

�� .�@� �� &� ',�      .����1 &�! �+ ������� ���� .���

�� $�'�'�����������J�� '�7�� C3V �/��  &�*1 �! �,

)�*� .��J� ���P �� ���M�� $�,  

&���I� Cm*i $  &97�:� ��� +� �'�� C�� &! $�,

 ��! 0=��(  0����1 &��! 0�D �  '�(+ )��*��'����  ���Y��1

)VEGF  ��Vascular endothelial growth factor(; 

8��P� `�! 
� 100 $�!��! �+  .��@� ��� .   ��a� 8���P�

�� �+ �'( �',�@�     C�J�� C��S�A � �(�'� &! .���

    )�*�� &��*1 ��! ������� ��� �S�D A�    �+��� $��,

��J� T�S�� &97�:�.  

��������J�� $�+ �! �P* ?� 8�97�:�   ��U�� $�,

�� ��"���# ��� &� C�� ���� .�@� 	��    0����� # '�����

       &�! {'�(�! & �(�� �����+� [�'�,� $� ���+ +� �!�A

&��
 $�       ���������J�� ��'��s ;��Q�] )��] +� &��

 $��]PE ����
�+�� +�   0�]��� +� ���7��! $�, III-I 

) '�+�� +��Y10-6��������J�� ��� ��� X�J� & /7� .(  �,

�� �I7� �+ �Y��1 C@� X+'��      X+'��� ���� &�� '����

��������J�� ���+��    ��� +���Y ��al�� CO� �+ �,   '�,�

)12-11.(  

 �� .��@� 8�97�:� �k9!��      �7���� ���V� &�� '���

Y)D(X  C���� �a|��� �'���'# ����� 
����! +� ��������  

)14-13     ������� ���� +� �+��� ���� +� &� &s .� .(

�� �'��      �7���� &�� ���V� ;���(Y)D(X   �� 0���(

 �7���GDL  �7��� �� �GDV �� .� +� ) '(�!15 .(

.������� ����� ;&���
 ��� +� $'9! X�
 ����!��!   $��,

 �7���� ��� +� T* ?�      �� ] � `,��� C�3V +� ��,

   ̀ ��# 
� ���P ��� ��! �Y��1 C@� X+'�� [\]   ����!

C�7�96-   8+��S &! +� A��In silico    ��� ������ �

�� ���a|� � ��'�J���� ������ '(�!.  

  

������� � ����  

:� �����C����J] ���! &��97� �+��� �7���� $���,  h
����� $

.���#) &���     `�?! +� (��DD?� $��� �� ����@��� $

C�� �'( X���� .���� +� ��# � � ��� �7�=7�� �=(	#. 
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Cloning, Expression and Evaluation of Pseudomonas Aeruginosa Exotoxin A 
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Reza Ahangari-Cohan PhD7 

 
Abstract 
Background: Nowadays, in many studies related to the treatment of various cancers, toxic 
compounds are targeted against cancer cells. One of the most effective compounds is Pseudomonas 
exotoxin A. The purpose of this study was to investigate the expression, purification, and in-vitro 
evaluation of a short form of the toxin in a prokaryotic expression system.  

Methods: The short form of the toxin (PE38) was amplified via polymerase chain reaction (PCR) 
using primers containing HindIII and NdeI restriction enzyme sites from pUC57-PE38. The 
polymerase chain reaction product was digested and subcloned in the pET-26b expression vector. The 
expression vector was separately transformed into the BL21(DE3), BL21(DE3) plys S and Rosetta 
Escherichia coli strains. Recombinant bacteria were cultured and induced and the resulted PE38 
protein purified using metal affinity column chromatography. The toxicity effect of PE38 protein was 
assessed on HUVEC and 293KDR eukaryotic cells. 

Findings: The gene was successfully cloned into the expression vector and the accuracy of construct 
was confirmed via restriction map analysis and sequencing. The expression was found more in 
BL21(DE3) than the other strains. The toxicity effect was observed at the same level for both HUVEC 
and 293KDR cells. 

Conclusion: The lethal dose of truncated toxin is more than the previous study (1000-fold), where the 
targeted vascular endothelial growth factor (VEGF121) was fused to the truncated toxin. 
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