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Abstract
Abnormal angiogenesis is associated with various diseases such as solid tumors
and metastasis, retinopathies, and rheumatoid arthritis. VEGF-A is the most
important mediator of angiogenesis among all growth factors. The bioactivity of
VEGF is mediated by two tyrosine kinase receptors VEGFR-1 and VEGFR-2
present on endothelial cells. VEGF signaling through VEGFR-2 is the major
angiogenic pathway that leads to stimulation of endothelial cell ingrowths into
the tumor. It comprised of an extracellular portion, a cytoplasmic portion, and a
short transmembrane domain. The extracellular portion consists of seven Ig-
like domains (D1-D7), of which the 1st to 3rd domains function as ligand-binding
sites. In the present study, a soluble recombinant extracellular domain 1-3 of
VEGFR-2 (KDR) was expressed in Pichia pastoris. The 975bp DNA fragment
containing extracellular 1st to 3rd domains, was designed according to the
nucleotide sequence at GenBank and protein sequence at Swiss-Prot. The
recombinant secretory expression vector (pPinkαHC/KDR1-3) was constructed
and transferred into yeast by electroporation. The high expression
transformants were identified through complementation of adenine
auxotrophy and cultured. KDR1-3 was expressed under the induction of 1%
methanol and confirmed by using SDS-PAGE and western blot techniques. After
being purified by affinity chromatography using Ni-NTA resins, binding of
expressed product to hVEGF165 was proved by two direct ELISA and ELISA
receptor binding assays. The results showed that human VEGFR-2 extracellular
domain 1-3 with eukaryotic protein structure, that there is no reported paper
about, has successfully expressed.
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  چکيده
 ن،متاستاز آ و نظیر سرطان مختلف هایبیماری با غیرطبیعی زایی (آنژیوژنز)رگ

 آنژیوژنز واسطه مهمترین VEGF‐A .است در ارتباط روماتوئید آرتریت و رتینوپاتی
 گیرنده دو توسط VEGF فعالیت زیستی .است رشد فاکتورهای تمام میان در

 .شودوساطت می اندوتلیال هایسلول VEGFR‐2 و VEGFR‐1 کینازیتیروزین
 به منجر که است آنژیوژنز اصلی مسیر VEGFR‐2 طریق از VEGF سیگنالینگ
 زرسپتور ا این .شودمی تومور به داخل اندوتلیال هایسلول سریع رشد تحریک

 انممبر ترانس دومین یک و سیتوپلاسمی یک بخش سلولی، خارج بخشیک 
 دومین شبه هفت از متشکل سلولی خارج بخش .است شده تشکیل

 جایگاه عنوانبه های اول تا سومدومین که است (D1‐D7) ایمونوگلوبولین
 گیرنده ١-٣ سلولی های خارجحاضر دومین مطالعه کنند. درلیگاند عمل می اتصال

(KDR1‐3) صورت نوترکیب دربه Pichia	pastoris یک قطعه  .شدند بیانDNA 
 GenBank در نوکلئوتیدی توالی براساس ١-٣های جفت بازی حاوی دومین٩٧٥
 نوترکیب ترشحی بیانی شد. وکتور طراحی Swiss‐Prot در پروتئین توالی و

(pPinkαHC/KDR1‐3) منتقل داخل مخمر به الکتروپوریشن به روش و ساخته 
 و ناساییآدنین ش اگزوتروفی تکمیل طریق از بالا بیان های نوترکیب باسلول .شد

 تکنیک و SDS‐PAGE با و بیان ٪١ متانول القا با تحت KDR1‐3شدند.  کشت
 ،Ni‐NTA رزین با تمایلی کروماتوگرافی با از تخلیص پس .شد بلات تاییدوسترن
الایزای مبتنی بر  و مستقیم الایزای با hVEGF165 به شدهبیان محصول اتصال
‐VEGFR گیرنده ١-٣ سلولی خارج دومین که داد نشان نتایج .شد اثبات گیرنده

 ندارد، وجود آن مورد در گزارشی هیچ که پروتئین یوکاریوتی، ساختار با انسانی 2
  .شده است بیان موفقیت با

 ٢ -فاکتور رشد اندوتلیال رگی، گیرنده فاکتور رشد اندوتلیال رگیزایی، رگ :هاکلیدواژه
(VEGFR‐2)، پاستوریس پیکیا  
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  مقدمه
که  است پیشین عروق از جدید هایمویرگ تشکیل، فرآیند آنژیوژنز

 رتریتآ تومور و متاستاز و رشد از قبیل پاتولوژیک مختلف حالات در
زایی از . ترشح فاکتورهای رگ[1]دارد مهمی نقش روماتوئید

های های خونی جدید توسط سلولتومورهای توپر باعث ایجاد رگ
های سرطانی را با اکسیژن و مواد شود که سلولاندوتلیال مجاور می
عنوان مسیری برای . در نهایت این عروق به[2]کنندمغذی تغذیه می

 درمان . بنابراین[3]گسترش متاستاز استفاده خواهند شد
. [4]است سرطان برای کارآمد و موثر هایدرمان از ضدآنژیوژنیک یکی

 صلیا واسطه و مستقیم با عملکرد آنژیوژنیک پروتئین موثرترین
است که  A (VEGF‐A)رگی  اندوتليال رشد تومور فاکتور آنژیوژنز
ترین غالب VEGFA165. [5]شودمی شناخته VEGF با نام معمولاً 

 وپرت تومورهای از بسیاری در است که معمولاً  پروآنژیوژنیکایزوفرم 
 هایگیرنده و به ترشح VEGF165شود. می بیان حد از بیش

 روقع فعال اندوتلیال هایسلول توسط شدهبیان کینازیتیروزین
ها با عنوان . این گیرنده[6]شودگرفته متصل میشکلتازه خونی

VEGFR‐2  که همچنینKDR  (در انسان) وFlk‐1  (در موش) نیز
 KDR. [7]اندشناخته شده Flt‐1یا  VEGFR‐1شود و نامیده می

، در حالی [8]است ضروری اندوتلیال هایسلول میتوژنز و تمایز برای
 نیاز مورد عروقی اندوتلیال هایکانال تشکیل برای Flt‐1که 
عنوان گیرنده اصلی به VEGFR‐2. گزارش شده است که [9]است

. [11	,10]کنددر مسیر آنژیوژنز عمل می VEGF/VEGFRسیگنالینگ 
VEGFR‐2 بیان اندوتلیال هایسلول روی طور اختصاصیبه 

 مانند تکثیر VEGF با مرتبط شود و زنجیره کامل اثراتمی
 عروقی و نفوذپذیری اندوتلیال، مهاجرت، تمایز، افزایش هایسلول
عضوی از خانواده  KDR. [12]کندنئوواسکوالر را وساطت می بقای
اسید آمینه  ۱۳۵۶و متشکل از  IIIکیناز نوع های تیروزینگیرنده

و همکاران ایزوله  ترمانتوسط  ۱۹۹۱بار در سال است که اولین
. این گیرنده از یک بخش خارج سلولی، یک بخش [13]شد

 کیناز و یک ناحیه تراغشاییک دومین تیروزینسیتوپلاسمی با ی
دومین  ۷. بخش خارج سلولی شامل [14]منفرد تشکیل شده است

عنوان به ١-٣های دومیناست که  (D1‐D7)ایمونوگلوبولین شبه 
برای  ٤-٧های کنند و دومیننواحی اتصال لیگاند عمل می

 KDR . چون[16	,15]واسطه گیرنده نیاز هستند -دایمریزاسیون لیگاند
 در و دارد VEGF بیولوژیکی اثرات وساطت در عمده را نقش
 دح از بیش تومور آنژیوژنز طی درحال تکثیر اندوتلیال هایسلول
 طریق سیستم از سلولی سیگنالینگ ویژه شود، مهارمی بیان

VEGFگیرنده/ VEGF سرطان درمان برای عمده رویکرد یک 
 شده واند که یک فرم کوتاهداده نشان قبلی . مطالعات[18	,17]است

را با یک مکانیزم منفی  VEGF فعالیت Flt‐1با میل ترکیبی بالای 
ین دوم سه نوترکیب همجوشی با مهارکننده کند. اینمی غالب مهار

 سنگین زنجیره Fc ناحیه به VEGFR‐1 اول ایمونوگلوبولین شبه
IgG1 ,19]شد تولید انسان	دلیلنده بهاین مهارکن حال این . با[20 
 یدکاند سمی یک جانبی ضعیف و عوارض فارماکوکینتیک خواص

 (Aflibercept). افلیبرسپت [21]نبود کلینیک در محتمل دارویی
گیرنده طعمه  یک شود،می نیز شناخته VEGF‐Trap عنوان با که

مربوط  VEGF شونده بههای متصلقسمت از که است محلول موفق
 نوترکیب است. پروتئین شده ساخته hVEGFR به گیرنده
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 VEGFR1 شبه ایمونوگلوبولین دومین شامل کیلودالتونی فوق۱۱۵
 صورتاست و به VEGFR‐2 شبه ایمونوگلوبولین دومین سومین و

خارج  . دومین[22]شودانسانی بیان می Fc	IgG1 دومین فیوژن با
از  عضو جدیدترین KDR (rKDR1‐3)گیرنده  ۱-۳ نوترکیب سلولی
 .است VEGF به ویژه اتصال توانایی با VEGF های محلولگیرنده

در بیان و تخلیص شد، در شرایط  coli	E.این قطعه که قبلاً در 
بار . در این مطالعه برای اولین[23]تومور داردفعالیت آنتیمحیط زنده 

انجام  pastoris	Pichiaانسانی در سیستم  KDR1‐3بیان ترشحی 
با دو  hVEGF165به  rKDR1‐3اتصال  و آنالیز کیفی تمایل

	اثبات شد. یزای مستقیم و الایزای مبتنی بر گیرندهآزمون الا
  

	هاروش و مواد
	هاوسلول شیمیایی مواد
 انجام رای؛ انگلستان) بDH5α )Novagenسویه  coli	E.باکتری  از

و  ۴سویه  TMPichiaPinkمخمر  شد. مراحل کلونینگ استفاده
خریداری (اینویتروژن؛ ایالات متحده)  pPinkα‐HCوکتور بیانی 

 علیه بادی، آنتیVEGFیه نوکلونال علوم بادیآنتیشدند. 
 HRP	GAM‐polyو  HRPه ب کونژوگهانسانی  Gایمونوگلوبولین 

از  conjugate	His‐HRP	Antiب (ایران) و ط یشتازاز شرکت پ
 از PCRه شدند. مسترمیکس (ایالات متحده) تهی Sigmaشرکت 
محدودکننده و  هایآنزیم (دانمارک)، تمامی Ampliqonشرکت 
DNA لیگازT4 وزن  از شرکت فرمنتاز (ایالات متحده)، مارکرهای
	Thermoپروتئین از شرکت  و DNAکولی مول Scientific 

های (ایالات متحده)، کیت Invitrogenشرکت  از (لیتوانی)، آگارز
	DNA (Cleanوشوی استخراج پلاسمید و شست up)  از

ت شرکاز ژل آگارز از  DNA(کره) و کیت استخراج  All	Geneشرکت
 استفاده توسط مورد تهیه شدند. پرایمرهای )مالزی(ویوانتیس 

از شرکت سیگما  IPTGو  BSA. شدند سنتزن (کره) شرکت ماکروژ 
	soy(ایالات متحده)،  peptone پپتون و تریپتون از شرکت ،
Micromedia )عصاره مخمر، )مجارستان ،D- گلوکز مونوهیدرات و

 از الایزا ایخانه96 پلیت(کانادا)،  Basic	Bioلاکتوز از شرکت 
شرکت مرک  از مواد شیمیایی و سایر(ایالات متحده)  Nuncشرکت 

در  LBدر محیط کشت  coli	E.باکتری  .شدند (آلمان) خریداری
حاوی  YPD محیط درپاستوریس  پیکیا هایو سلول C٣٧°دمای 

 داده کشت C۳۰°مونوهیدرات در گلوکز  -Dو  مخمر پپتون، عصاره
 زا به ترتیب نوترکیب پروتئین بیان و رشد مخمر برای .شدند
انتخابی  کشت محیط .شد استفاده BMMYو  BMGYهای محیط
PAD  نیز خریداری شد () آدنین فاقد(محیطTeknova ؛ ایالات

	متحده).
  KDR1‐3نوترکیب  طراحی و سنتز سازه

شامل  KDRگیرنده  ١-٣های خارج سلولی توالی نوکلئوتیدی دومین
 GenBankهای اطلاعاتی از پایگاه ١-٩٧٨نوکلئوتیدهای 
(GI2655411)  وSwiss‐Prot (P35968)  انتخاب شد و

  تغییرات زیر روی آن اعمال شد:

ای، اسیدآمینه ١٩) حذف توالی نوکلئوتیدی مربوط به پپتید نشانه ١
برش  یگاهو جا C یبه انتها KpnI یمبرش آنز یگاهافزودن جا) ٢
 آمینهافزودن توالی کدکننده دو اسید) ٣، N یبه انتها XhoI یمآنز

‐KDR1به ابتدای ژن  pPinkα‐HCوکتور  ینشانه ترشح یدآخر پپت

کردن توالی نوکلئوتیدی لینکر ) اضافه٤، XhoIبرش  یگاهبعد از جا 3
G4S  به انتهایC  ،6) افزودن توالی نوکلئوتیدی ٥توالی ژنیHis‐

tag  به انتهایC  افزودن کدون پایان.٦و (  
	Geneافزار نرم(آلمان) با  MWGاین سازه ژنی توسط شرکت 

Optimizer  ط بهینه و توس پیکیا پاستوریسبرای بیان در مخمر
 تحویل pUC19پلاسمید  (چین) ساخته و در Gene	Shineشرکت 
  شد. گرفته
  pPinkα‐HCنوترکیب در وکتور بیانی  سازی سازهکلون
 براساس مرجع شدهاشاره موارد از غیر به سازی ژنکلون مراحل تمام

KDR1‐3‐. وکتور [24]انجام شد سمبروک مولکولی کلونینگ

pUC19  به باکتریE.	coli  سویهDH5‐α شیمیایی منتقل  با روش
 LBمحیط  روی پلاسمید دارای هایباکتری غربالگری از شد. پس
 میداستخراج پلاس کیت توسط وکتور استخراج سیلین،آمپی حاوی

با  از طریق برش دوتایی KDR1‐3ژنی  سازه سپس .انجام شد
‐KDR1‐3از وکتور  XhoIو  KpnIهای محدودکننده آنزیم

pUC19  .رغم دسترسی به وکتور بیانی علیجداسازی شد
HC‐pPinkαهای برشی پلاسمید دلیل اطمینان از جایگاه، به
SXA‐αHC‐pPink[25]  3برای کلونینگ ژن‐KDR1  از آن استفاده

های با آنزیم pPinkα‐HC‐SXAبرش دوتایی وکتور شد. 
 KDR1‐3سازه  الحاق انجام شد. برای XhoIو  KpnIمحدودکننده 

در  آنها دوی هر آنزیمی هضم محصول ابتدا pPinkα‐HCوکتور  به
جفت باز ٩٦٣طول  با KDR1‐3 باند و شدالکتروفورز  %٥/٠آگارز ژل 
 اشد. ب سازیو خالص برش وکتورباز مربوط به جفت ٧٩٠٠باند  و

 باً تقری قطعه نوکلئوتیدی مورد نظر اندازهتوجه به این نکته که 
نانوگرم ٣٨ با استفاده از است، فرآیند الحاق وکتور اندازه هشتمیک

در  T4 لیگازDNA آنزیمبا  نانوگرم پلاسمید۲۱و  DNAاز قطعه 
 ظرمورد ن ژن میکرولیتر انجام شد. در وکتور نوترکیب٢٠حجم نهایی 

 پروموتور تاثیر و تحت α‐matingترشحی  سیگنال دستپایین در
 coli	E.های مستعد سپس سلولگرفت.  قرار (AOX1) اکسیدازکللا

 روش با pPinkα‐HC‐KDR1‐3با وکتور نوترکیب  DH5‐αسویه 
 آگار LBی رو شدههای ترانسفورمنوترکیب و باکتری حرارتی شوک
. برای اطمینان از حضور سازه ندشد غربالگری سیلینآمپی یحاو

KDR1‐3 های نوترکیب، ابتدا کلنیدر کلنیPCR  در حجم نهایی
از هر یک از پرایمرهای رفت و  میکرولیتر۵/۰حاوی  میکرولیتر۱۵

میکرولیتر از مخلوط ۳پیکومول و ۱۰برگشت عمومی وکتور با غلظت 
‐'5 صورتهب رفتتوالی پرایمر شده در آب انجام شد. های حلکلنی

ACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCC‐3' پرایمر  و در مورد
‐'5 صورتبرگشت به

GGCGTGAATGTAAGCGTGACATAAC‐3' رفت  بود. پرایمر
 اتمام منطقه برگشت برای پرایمر و فاکتور -α سیگنال توالی برای
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 PCR. برنامه دمایی کلنی[25]است شده طراحی CYC1 رونویسی
سیکل  ۳۰دقیقه،  ۷برای  C°۹۴صورت دمای دناتوراسیون اولیه به

 C۵۹°ثانیه، اتصال در  ۴۵ برای C۹۴°دمایی شامل دناتوراسیون در 
ثانیه  ۴۰برای  C۷۲°شدن رشته الگو در دمای برای یک دقیقه، طویل

 تنظیم دقیقه ۱۰برای  C°۷۲دمای  در نهایت گسترش نهایی در و
 XhoI آنزیم دو با آنزیمی هضم روش به تاییدی تست شد. سپس

شده انجام روی دو نمونه از وکتورهای نوترکیب استخراج KpnI و
 به شرکت ماکروژن توالی تعیین برای وکتورهااین  نهایت در و شد

با پرایمرهای رفت  DNAیابی واکنش توالی .شدند کره جنوبی ارسال
	BigDyeیابی و برگشت عمومی وکتور، با استفاده از کیت توالی

v3.1 )Applied	Biosystems ؛ ایالات متحده) و توسط دستگاه
3730xl	 DNA	 analyzer )Applied	 Biosystemsلات ؛ ایا

	متحده) با روش سانگر انجام شد.
 پیکیا پاستوریسبه مخمر  pPinkα‐HC‐KDR1‐3انتقال وکتور 
  و غربالگری

 پیکیا مخمر درون به pPinkα‐HC‐KDR1‐3 وکتور انتقال برای
 طی خطی شد تا SpeIاین وکتور با آنزیم محدودکننده  ،پاستوریس

ناحیه  اب همولوگ را نوترکیبی فرآیند مخمر بتواند به انتقال فرآیند
TRP2 زنی حین جلوگیری از جرقه یبرا دهد. سپس انجام پیکیا

خالص  up‐PCR	Cleanکیت  شده با، پلاسمید خطیالکتروپوریشن
شده خطی میکروگرم وکتور١زدایی شد. ترانسفورماسیون و یون

pPinkα‐HC‐KDR1‐3 مستعد هایاز سلول میکرولیتر١٠٠ به 
یشن و با استفاده از پروتکل شرکت مخمر با روش الکتروپور

، V: v١٨٠٠ایالات متحده؛  ؛Bio‐Radاینویتروژن با الکتروپوریتور (
Ω٢٠٠ :R ،μF٢٥ :Cشده تراریخت هایسلول ) انجام شد. در نهایت
محیط  روی هاکلنی غربالگری شدند. رشد PADپلیت انتخابی  روی

 مخمر ژنوم درون KDR1‐3سازه  وجود دهندهنشان PADانتخابی 
نانوگرم ژنوم مخمر ٥٠-١٠٠با  PCRکلنیاز  امر این تایید برای که است

 PCRشد. شرایط واکنش  پرایمرهای عمومی وکتور استفادهو 
، C٩٣°ثانیه  ٤٥سیکل با شرایط  ٣٠، C٩٥°دقیقه بادمای  ٣صورت به
و در نهایت یک  C٧٢°دقیقه با دمای  ١، C٥٩°ثانیه با دمای  ٣٠

	تنظیم شد. C٧٢°دقیقه و دمای  ١٠سیکل 
	آن جداسازیو  نوترکیب گیرنده بیان
 رکتش پروتکل درشده ارایه روش براساس نوترکیب پروتئین بیان

 های نوترکیبکلنی اساس از . بر همین[26]شد انجام اینویتروژن
لیتر محیط میلی۱۰۰تلقیح  برای آگار YPDشده روی محیط کشت

BMGY سلول این مطالعه لیتری استفاده شد. درارلن یک درون 
ط در محی .شد منفی انتخاب کنترل عنوانغیرنوترکیب به مخمری
BMGY  در دمای°Cمخمر هایدور بر دقیقه سلول۲۵۰سرعت  و ٣٠ 
ها برای بعد، کلنی ساعت ۲۴-۴۸ .کنندسپری می را رشد مراحل
 و C٢٨°در دمای  BMMYلیتر محیط میلی۲۰ به بیانی فاز شروع

شب  یک گذشت از پس .شدند دور بر دقیقه منتقل۲۵۰سرعت 
شدند.  القا %۱بار با متانول یک ساعت ۲۴ هر روز ۵ها به مدت کلنی
 اب گیرنده نوترکیب دارای رویی بیان، سوپ مرحله پایان از پس

 دست ) بهC°۴دمای  و دقیقه ۱۰به مدت  g۱۵۰۰دور  (با سانتریفیوژ
ولفات سآمونیوم با رسوب از استفاده با های سوپ روییآمد. پروتئین

 بافر لیترمیلی۵/۰در  شدند. رسوب غلیظ برابر ۱۰ میزان به ۸۵%
 کردن میزانکم منظوربه و شد حل ۶/۷برابر  pHبا  سالین -تریس

از  پس .شد دیالیز بافر همان از استفاده با سولفاتنمک آمونیوم
تاندارد از اس استفاده برادفورد با روش اتمام دیالیز غلظت پروتئین با

BSA با  ین نوترکیبصحت حضور پروتئ وآمد  به دستSDS‐

PAGE ۵/۱۲% بادی مونوکلنال ینگ با آنتیبلاتو وسترنanti	His‐

tag )۴۰۰۰ شد ییدتاشده) بار رقیق.	
  نوترکیب پروتئین تخلیص
 استفاده اب تمایلی با کروماتوگرافیسازی پروتئین نوترکیب خالص

 پروتئینی نمونه .انجام شد ؛ آلمان)Qiagenآگارز ( -ستون نیکل از
مولار میلی٥٠، pH=٨وشو (بافر شست توسط قبلاً  که ستونی روی

4PO2NaH+مولار ایمیدازول) بهمیلی٢٠+کلریدمولار سدیممیلی٣٠٠ 
 رایب بافر، همان با وشوشست از و پس شد برده بود رسیده تعادل

ه بافر جداکنند از ستون، به متصل نوترکیب پروتئین جداسازی
)٨=pH ،4مولار میلی٥٠PO2NaH+مولار میلی٣٠٠

 به توجه شد. با استفاده مولار ایمیدازول)میلی٢٥٠+کلریدسدیم
 room	Cold در تخلیص مراحل تمامی دما، به پروتئین حساسیت
 گلیسرول در %١٠دارای  ستوناز  خروجی هایشد و نمونه انجام
‐KDR1کیلودالتونی ٥٠پروتئین  بودند. سپس تخلیص نهایی حجم

مورد تایید قرار  ینگوسترن بلاتو  SDS‐PAGEطریق از نوترکیب  3
  گرفت.

با تکنیک الایزای  hVEGF165 گیرنده نوترکیب به بررسی اتصال
  مستقیم

 hVEGF165شده به لیگاند میزان اتصال گیرنده نوترکیب تخلیص
 ها باتکرار چاهک ٣در بررسی شد. الایزای مستقیم با انجام تست 

(سیگما؛ ایالات متحده) با وزن مولکولی  hVEGF165نانوگرم ۵۰
از پروتئین  .شدند انکوبه C۴°در  ساعت ۱۶ و پوشیدهکیلودالتون ۴۵

BSA و وشوشست مرحلهعنوان کنترل منفی استفاده شد. به 
 خالی هایمحل شد. تکرار الایزا تست مرحله هر از بعد کردنخشک

میکرولیتر از گیرنده نوترکیب ۱۰۰بلوکه و  هاچاهک کف در گیرنده از
 از شد. بعد چاهک اضافههر  به ۲/۰شده با جذب تخلیص
	antiبادی آنتی میکرولیتر١٠٠ چاهک هر به ها،چاهک وشویشست

His‐tag‐HRP	 conjugate از پس. شد اضافه ١:٨٠٠٠رقت  با 
اسید، با هیدروکلریک واکنش توقف و TMBافزودن سوبسترای 

  .شد بررسی نانومتر۴۵۰جذب در  میزان
 یرندهگشونده به متصلدومین  بهنوترکیب  گیرندهاتصال  یبررس

hVEGF165 غیرمستقیم یزایالا یکبا تکن  
به  شوندهمتصلشده به دومین اتصال گیرنده نوترکیب تخلیص

که صحت عملکرد آن از قبل اثبات شده  hVEGF165گیرنده 
 نای روندشد. الایزای غیرمستقیم بررسی ، با انجام تست [27]بود

ون این آزم در که تفاوت این آزمون مشابه الایزای مستقیم است، با
در  ۲/۰شده با جذب نوری میکرولیتر از گیرنده نوترکیب تخلیص۱۰۰
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پس از  .شد انکوبه C۴°در  ساعت ۱۶ هر چاهک کوت شد و
پروتئین  میکرولیتر۱۰۰گیرنده،  از خالی هایمحل کردنبلوکه

غلظت  با hVEGF165 یرندهبه گشونده دومین اتصالهمودایمر 
 وشو،شست از شد. بعد اضافه هاچاهک بهلیتر میکروگرم بر میلی۵/۰
میکروگرم ۵ رقت با Avastinبادی آنتی میکرولیتر١٠٠ چاهک هر به

گرفت. سپس  دمای محیط قرار دقیقه در ٩٠و  شد اضافه لیتربر میلی
علیه  HRP بادی ثانویه کونژوگه بهآنتی از ١:٨٠٠٠ رقت

 اضافه چاهک هر به آن از میکرولیتر١٠٠و  تهیه Gایمونوگلوبولین 
ال سیگن ردیابی و واکنش توقف سوبسترا، شد. در نهایت افزودن

	انجام شد.
  

  بحث و هایافته
 هگزین پیکیا پاستوریس کندکه ثابت میچند دلیل وجود دارد 

. [28]است های نوترکیب داروییپروتئین تولید برای مناسبی
 مانند اینکه بر علاوه این مخمر که است این دلیل مهمترین
 ینا شود،می دستکاری آسانیبه و کندمی رشد خوبیبه هاباکتری
 از سپ اصلاحات از تواند بسیاریمی که دارد آنها به نسبت را برتری

 هایپیوند از جمله تاخوردگی مناسب، تشکیل ترجمه مشابه انسان
 هایدهد و پروتئین انجام گلیکوزیلاسیون را و سولفیدیدی

 ها. در حالی که باکتری[29]هستند محلول صورتبه نوترکیب
بسیاری از  و دهند انجام را هاییپردازش چنین توانندنمی

 ریهای ساختاتاخوردگی آنها در ولیدشدهت یوکاریوتی هایپروتئین
. گلیکوزیلاسیون [30]هستند غیرفعال یا نامحلول و دارند نادرست

های تاثیر قابل توجهی بر خصوصیات فیزیکی و عملکردی پروتئین
ننده کنوترکیب دارد و یکی از مهمترین ویژگی های کیفی تعیین

. مخمر متیلوتروف [31]برای کارآیی مطلوب و ایمنی بیوداروها است
آمده دستالگوی گلیکوزیلاسیون مشابه الگوی به پیکیا پاستوریس

دارای  rKDR1‐3 . با توجه به اینکه[32]های بالاتر را دارددر ارگانیزم
، [33]گلیکوزیلاسیون است -Nجایگاه  ۷سولفیدی و پیوند دی ۳

کیا پیرود پروتئین نوترکیب تولیدشده در بنابراین انتظار می
دلیل داشتن مسیر اصلاحات پس از ترجمه مشابه به پاستوریس

های انسانی عملکرد بالاتری نسبت به نسخه قبلی گیرنده سلول
	.[34]تولیدشده در باکتری داشته باشد

  KDR1‐3طراحی و سنتز سازه نوترکیب 
 ،VEGF/VEGFRضد  یدرمان یاستراتژ  یک یجادمنظور ابه

(توالی کدکننده  KDR یرندهگ یگانداتصال به ل هایدومین
گیرنده  ۱-۱۹های اسیدآمینه انتخاب شد.) ۲۰-۳۲۶های اسیدآمینه

KDR  هستند. چون توالی نشانه نقش  نشانهید پپتمربوط به
رای ب ژن این توالی حذف شد.بنابراین در طراحی توپولوژیک ندارد 
استفاده شد که در آن ژن تحت  pPinkα‐HCبیان از وکتور 

از سیگنال  این وکتوردر . [35]گیردمیقرار  AOX1ر القایی وپروموت
	Saccharomycesمربوط به مخمر  factor	α‐matingترشحی 

cerevisiae  استفاده شده است و پروتئین  ژن نوترکیبدر بالادست
رشح سیگنال به محیط کشت تاین شدن توسط نوترکیب پس از بیان

ایستی بمنتقل شود  به درون پلاسمید یژنسازه برای اینکه شود. می
 کربوکسیلی سازه،همین اساس در انتهای  بر د.نبرش داده شوهر دو 
آنزیم برشی در نقطه  و طراحی شد KpnI برشی آنزیم جایگاهتوالی 

که در صورتی انتخاب شد.  XhoI آنزیم جایگاه، مقابل در پلاسمید
 سیگنال ترشحی آمینه آخراسید دو گیرد برش در این ناحیه صورت

ه ب توالی کدکننده این دو اسید آمینهبنابراین ، شوندنمیسنتز 
. برای تخلیص اضافه شد XhoI برشی جایگاهبعد از ی ژنسازه ابتدای 

سازه ژنی اضافه  Cبه انتهای  His‐tagپروتئین نوترکیب موتیف 
قرار گرفت.  His‐tag یفموتبین توالی ژن و  G4Sشد. سپس لینکر 

 ایهدومین بین که هستند کوتاهی پپتیدی هایتوالی لینکرها
 آمینواسیدهای از اغلب هاتوالی این. شوندمی واقع پروتئینی
 که طوریبه اند،شده تشکیل سرین و گلیسین مثل پذیرانعطاف
 ادآز  یکدیگر به نسبت حرکت برای مجاور پروتئینی هایدومین
 دیگریک با مجاور دومین فضایی دو تداخل از جلوگیری برای. هستند

. در نهایت کدون خاتمه [36]شودمی استفاده بلندتر لینکرهای از
TAA  ۱به انتهای سازه ژنی اضافه شد (شکل.(  

  

  
  و توالی نوکلئوتیدی آن KDR1‐3 ژنی سازه تصویر )١ شکل

	
	pPinkα‐HC یانیدر وکتور ب KDR1‐3 سازه کلونینگساب

روش شیمیایی  با، این وکتور KDR1‐3‐pUC19برای تکثیر وکتور 
وکتور  چونانتقال یافت.  DH5αسویه  coli	E. به داخل باکتری

pUC19 به کمک ینبنابرا است سیلینآمپیبه  تژن مقاوم دارای 
 یبنوترک هایبیوتیک باکتریآگار حاوی این آنتی LBکشت  یطمح

‐KDR1وکتور شد.  استخراج با روش لیز قلیاییی و وکتور غربالگر 

3‐pUC19 های محدودکننده با آنزیمKpnI  وXhoI  برش داده
برای کلونینگ  الف). -۲جداسازی شد (شکل  KDR1‐3شدند و ژن 

شد. این استفاده  pPink‐αHC‐SXA از وکتور KDR1‐3سازه ژنی 
ب). سپس  -۲(شکل  برش یافت XhoIو  KpnI هایوکتور با آنزیم

شده یخط وکتورو جفت باز ۹۲۱طول  با KDR1‐3 یژن سازه
pPinkα‐HC جفت باز با روش استخراج از ژل از ۷۹۰۰طول  با

ت با نسب وکتوربین ژن و فرآیند الحاق قطعات دیگر جدا شدند و 
ج).  -۲شد (شکل انجام  ۲/۳:(وکتور)  ۸/۴) یمولی (سازه ژن

 توسط pPinkα‐HCدر وکتور  KDR1‐3سازه ژنی  کلونینگ
برای  د). -۲با پرایمرهای عمومی وکتور تایید شد (شکل  PCRکلنی

با دو  pPink‐αHC‐KDR1‐3برش دوتایی پلاسمید تایید بیشتر 
و  KDR1‐3و باند قطعه کدکننده  انجام شد XhoIو  KpnI یمآنز



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  یزهرا فتح ۹۸
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ه). همچنین  -۲مشاهده شدند (شکل  %۱خطی روی ژل آگارز وکتور 
 به شرکتوکتور  یعموم یمرهایبا پرا یتوال یینتع یبرا وکتور

قطعه  درج یابیتوالیحاصل از  یجنتا ارسال شد. کره ماکروژن
  را تایید کرد. یحدر وکتور به شکل صح KDR1‐3کدکننده 

	به مخمر pPinkα‐HC‐KDR1‐3انتقال وکتور 
 یراحط پاستوریس یکیاپبه داخل ژنوم  الحاق یکه برا ییوکتورها
آنها  ونیترانسفورماس آییکار  یول ،هستند یدارپا یانقادر به ب اندشده
 پیکیا پاستوریس مخمرها، یربرخلاف سا یرااست. زیین پا یاربس
ستی یبا وکتورو  تواند پلاسمید خارج کروموزومی داشته باشدنمی

مخصوص در  هایلوکوسبه داخل  از طریق نوترکیبی همولوگوس
‐pPink نوترکیب وکتوربرای انتقال  .شود الحاق یزبانکروموزوم م

αHC‐KDR1‐3 آنزیم  وکتور با ،ه درون مخمربSpeI ناحیه  از
TRP2 ١ آگارز ژل روی بر هضم آنزیمی محصول شد. خطی% 

موجود در انتهای وکتور  DNAتوالی  .الف) -٣شد (شکل  الکتروفورز
نوترکیب را به جایگاه ژنومی مخمر تحریک  DNAشده ورود خطی
عنوان به سنتازآدنیناز ژن  HC‐pPinkαدر وکتور بیانی . [37]کندمی

 سویه داخل ژنوماین ژن از  .انتخابی استفاده شده است نشانگر
و مخمر شود میحذف  TM(PichiaPink(شده ی استفادهمخمر 

فاقد  PAD یمحیط انتخاب. [35]نسبت به آدنین اگزوتروف است
روی این محیط رشد کنند که  توانندمی هاییکلنیو  استآدنین 
وترکیب ن وکتور انتقال برای کرده باشند. دریافترا  یبنوترک وکتور

 هایکلنیخطی به مخمر از الکتروپوریشن استفاده شد. ظهور 
تاییدکننده ورود توالی  PADروز روی محیط  ۷تا  ۴تراریخت پس از 

 ژن حضور تایید برایب).  -۳(شکل  استبه درون ژنوم مخمر  وکتور
KDR1‐3 تراریخت از تست  یدر داخل ژنوم مخمرهاPCR  استفاده

  ج). -۳د (شکل ش
  
  

  

  
  

  
 -۱وکتور ( آنزیمی هضم محصولات و باكتری از شدهاستخراج KDR1‐3‐pUC19 وکتور) الف ؛pPinkα‐HC بیانی وکتور در KDR1‐3 سازه کلونینگساب مراحل )۲ شكل
 وکتور آنزیمی هضم) ب )؛KpnI و XhoI آنزیم دو با یافتهبرش KDR1‐3‐pUC19 وکتور -۴ و حلقوی KDR1‐3‐pUC19 وکتور -۳ و -DNA ،۲ مولکولی وزن مارکر

pPinkα‐HC و pPinkα‐HC‐SXA هایآنزیم با KpnI و XhoI )۱- مولکولی وزن مارکر DNA ،۲- وکتور pPinkα‐HC ۱ کلنی( حلقوی(، وکتور -۳ pPinkα‐HC )۱ کلنی (
 هایآنزیم با یافتهبرش) ۲ کلنی( pPinkα‐HC وکتور -۵ حلقوی،) ۲ کلنی( pPinkα‐HC وکتور -۴ جفت باز،۷۹۰۰طول  با XhoI و KpnI محدودكننده هایآنزیم با یافتهبرش

 XhoI و KpnI محدودكننده هایآنزیم با یافتهبرش pPinkα‐HC‐SXA وکتور -۷ حلقوی، pPinkα‐HC‐SXA وکتور -۶ جفت باز،۷۹۰۰طول  با XhoI و KpnI محدودكننده
 مولکولی وزن مارکر ‐۱( لیگاسیون برای KDR1‐3 ژنی سازه و pPinkα‐HC وکتور ریكاوری محصول) ج جفت باز))؛۷۹۰۰طول  با خطی وکتور و جفت باز۱۶۰۰طول  با SXA ژن(

DNA، ۲- ژنی سازه KDR1‐3 هایآنزیم با شدهبریده KpnI و XhoI وکتور -۳ ایزولاسیون، از پس pPinkα‐HC های آنزیم با شدهبریدهKpnI و XhoI جداسازی)؛ از پس 
 ژنی سازه -۳-۵ ،)نوترکیب باکتری بدون نمونه( منفی کنترل -DNA، ۲ مولکولی وزن مارکر -۱( كلنی چندین روی pPinkα‐HC‐KDR1‐3 وکتور PCRکلنی محصول) د

KDR1‐3 ه )؛۳ تا ۱ هایكلنی از حاصل (نوترکیب پلاسمید تاییدی آنزیمی هضم pPinkα‐HC‐KDR1‐3 )۱- مولکولی وزن مارکر DNA، ۲- خطی سازه KDR1‐3 عنوانبه 
  )۳ تا ۱ هایکلنی نوترکیب وکتور دوتایی هضم -۴ کنترل، عنوانبه pPinkα‐HC خطی وکتور -۳ کنترل،

  

)الف( )ب(   

)ج( )د(  )ه(   
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 مولکولی وزن مارکر -۱( SpeIمحدودکننده  آنزیم با شدهخطی pPinkα‐HC‐KDR1‐3 وکتور تصویر) الف مخمر؛ به pPinkα‐HC‐KDR1‐3 وکتور انتقال مراحل )۳ شکل
DNA، ۲- وکتور pPinkα‐HC‐KDR1‐3 وکتور -۳ کنترل، عنوانبه حلقوی شدهاستخراج pPinkα‐HC‐KDR1‐3 آنزیم با شدهخطی SpeIنوترکیب هایكلنی مشاهده) ب )؛ 
 مولکولی وزن مارکر -۱( PCR روش با مخمر داخل در pPinkα‐HC‐KDR1‐3 نوتركیب وکتور حضور تایید) ج ؛PAD انتخابی محیط روی KDR1‐3 ژنی سازه حاوی مخمری
DNA، ۲- پلاسمید( مثبت کنترل -۳ منفی، کنترل pPinkα‐HC‐KDR1‐3 (نوترکیب) مخمری هایكلنی -۴-۸ و  

  
  نوترکیب در مخمر پروتئینبیان 

چندین نسخه های سفیدرنگ کلنی نوترکیب، هایکلنیاز میان 
بیان ا ر  اند و بنابراین پروتئین نوترکیبوکتور نوترکیب دریافت کرده

رنگ چون تنها یک نسخه وکتور های صورتیولی کلنی کنند،می
اند دچار استرس آدنین هستند و برای بیان نوترکیب دریافت کرده

ر واز پروموت HC‐pPinkαدر وکتور بیانی . [38]شونده نمیاستفاد
 کیبین نوتر پروتئ یانب یاکسیداز) برا(الکل AOX1 ژن قوی و القایی

نول متا بار در حضور گلوکز مهار و وین پروموتا .شده استاستفاده 
حیط م برای بیان پروتئین نوترکیب، ابتدا مخمرها به شود.میالقا 

BMGY آن از هابرای رشد سلول این محیط که شدند. منتقل 
شود. یم تبدیل گلوکز به که است گلیسرول حاوی شودمی استفاده

 هاسلول و [40	,39]استاموش خ AOX1ر وپروموت BMGY محیط در
 قابل رشد به تا دهندادامه می خود رشد به نظر مورد ژن بیان بدون

 رشد BMGYمحیط  در که هاییسلولدر فاز بیان . [35]قبول برسند
یافتند.  انتقال BMMYمحیط  به شدند و داده اند را رسوبکرده

 متانول بار بایک ساعت ٢٤ هر روز ۵به مدت  AOX1سپس پروموتور 
حضور پروتئین سلولی،  خارج دوره بیان پایان از پس القا شد. %١

 -۴الف و  -۴های (شکل SDS‐PAGEشده با آنالیز نوترکیب بیان
 حتص تایید ج) بررسی و تایید شد. برای -۴بلات (شکل ب) و وسترن

کیلودالتون ۴۵ مولکولی وزن با پروتئین یک از SDS‐PAGE انجام
غلظت متانول چون  .شد آزمایش استفاده مثبت کنترل عنوانبه
یان ، میزان بمستقیم بر تولید پروتئین نوترکیب اثر دارد طوربه

rKDR1‐3  کاهش  %۱نسبت به متانول  %۵/۰در القا با متانول
شان نشده نبلات پروتئین تخلیصیافت. همچنین تصویر وسترن

دلیل درجات مختلف گلیکوزیلاسیون، پروتئین دهد که بهمی
 استوریسپ پیکیا بیانی سیستم در نوترکیب دارای چندین باند است.

 نیز لولس طبیعی هایتئینپرو محلول، نوترکیب پروتئین بر علاوه
 بیان اگرچه مطالعه این . در[41]شوندمی ترشح کشت محیط به

 آنالیز با نوترکیب مخمرهای توسط KDR1‐3 نوترکیب پروتئین
 محیط رد اکسیژن استرس شرایط دلیلبه ولی شد تایید بلاتوسترن

 و یانب بالایی سطح در سلول طبیعی هایپروتئین بیانی، کشت
 باندهای ،SDS‐PAGE تصویر در که طوریبه است، شده ترشح

 ترلکن نوترکیب و در نمونه مخمرهای بسیاری مشترک پروتئینی
 هایینپروتئ و نوترکیب پروتئین باندهای و شوندمی مشاهده منفی
 ئینپروت بیان سازیبهینه رو این از و اندگرفته قرار هم روی طبیعی
 که است در حال بررسی پیکیا پاستوریس توسط KDR1‐3 نوترکیب

 وجبم سازیبهینه رودمی انتظار مشابه مطالعات نتایج به توجه با
 مولکولی و الگوی وزن با نوترکیب هایپروتئین تولید

 طورهب سلول طبیعی هایپروتئین و شود یکسان گلیکوزیلاسیون
  .[25]شوند بیان ناچیزی

	تخلیص پروتئین نوترکیب
 دهش مهندسی ایگونه مطالعه به این در استفاده مورد مخمری سویه

 هب سلولی خارج صورت محلول وبه را نوترکیب پروتئین است که
 ترسانآ پروتئین تخلیص دلیل همین کند. بهمی ترشحکشت  محیط
دنباله یلی دارای کربوکس یدر انتها KDR1‐3 ژنشود. می
ز ا یص پروتئین نوترکیبتخلیستیدینی است، بنابراین برای ه

س از پاستفاده شد.  آگارز -یکلستون نبا  یلیتما یکروماتوگراف
 کیفیت، نانومتر۲۸۰شده در پروتئین تخلیص جذب نوری تعیین
حالت احیایی (حضور  در %٥/١٢ SDS‐PAGEاز  استفاده با پروتئین

 یستیدنیهیضدپل بادیبا آنتیبلاتینگ و وسترن مرکاپتواتانل) -بتا
-٦٠وده در محدمولکولی  وزن با پروتئینی بیانگر شد. نتایج بررسی
و لینکر  His‐tagاحتساب تغییرات پس از ترجمه،  با یلودالتونک٥٥

G4S پروتئین با مقایسه در ب). -٥الف و  -٥های است (شکل 
 در تولیدشده KDR1‐3 پروتئین ،پیکیا پاستوریس در تولیدشده
مولکولی  وزن بلاتوسترن و SDS‐PAGE آنالیزهای در باکتری
  .[23]داد نشان کیلودالتون را۳۳

با تکنیک  hVEGF165شده به گیرنده نوترکیب تخلیص اتصال
  الایزای مستقیم

 hVEGF165به  rKDR1‐3در این تست اتصال اختصاصی گیرنده 
اتصال به  یهدارای دو ناحیمر همودا hVEGF165بررسی شد. 

)الف( )ب(  )ج(   
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است.  rKDR1‐3یرنده گ یکقادر به اتصال به هر ناحیه  و یرندهگ
مربوط  یجذب هایالف ارایه شده است. سیگنال -۱نتایج در نمودار 

بودن موفق برابر جذب کنترل بیشتر است که بیانگر ۱۰نمونه تا به 
است.  یصتخل ینحفعالیت پروتئین  حفظ اتصال لیگاند به گیرنده و

 در حالی که در بود، ۳۹/۰ متوسط جذب میزان تست این شرایط در

 نانومولار گیرنده۹/۳-۵/۶۲مقادیر  که با مشابه الایزا یک آزمون
KDR1‐3 نانومولار۱۰۰۰و  باکتری در تولیدشده hVEGF  انجام شد
 گیرنده دهدمی نشان که بود ۲/۰ متوسط جذب میزان حداکثر

  .[23]دارد بالاتری کارآیی مخمر در تولیدشده

  
  

  
  

  
 -٣-٥کلنی غیرنوترکیب،  -٢ماركر پروتئینی،  -١( SDS‐PAGEروی ژل  %١با متانول  KDR1‐3؛ الف) نتایج بیان گیرنده نوتركیب در مخمر پروتئینبیان بررسی  )٤ شکل
کنترل مثبت (یک پروتئین با وزن  -٢ماركر پروتئینی،  -١( SDS‐PAGEروی ژل  %٥/٠با متانول  KDR1‐3)؛ ب) نتایج بیان گیرنده ٤و  ٣، ١های نوترکیب سفیدرنگ کلنی

بلات مربوط به گیرنده نوترکیب)؛ ج) تصویر وسترن ٤و  ٣، ١های کلنی -٥-٧قبل از القا،  ١کلنی  -٤کنترل منفی (بیان کلنی غیرنوترکیب)،  -٣، کیلودالتون)۴۵مولکولی 
  ٤و  ٣، ١ی نوترکیب هانشده کلنیتخلیص

  
  

	
 بلاتینگوسترن نتیجه) ب خالص)؛ گیرنده -۲ پروتئینی، ماركر -۱( تخلیص از پس KDR1‐3گیرنده  آمیداكریلپلی ژل نتیجه) الف نوتركیب؛ پروتئین تخلیص بررسی )۵ شکل
	نوترکیب) ۴ و ۳ ،۱ هایکلنی شدهتخلیص هایپروتئین -۱-۳( تخلیص از پس rKDR1‐3 گیرنده

)ب( (الف)  

)ج(  

)ب( (الف)  
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 دومین اتصال نوری جذب میانگین در آزمون الایزای مستقیم؛ ب) نمودار شدهیصتخل یببه رسپتور نوترک hVEGF165اتصال ی جذب نور الف) نمودار میانگین  )۱نمودار 
 تهگرف نظر در خطا عنوانبه معیار انحراف در هر دو آزمون مقادیر گیرنده؛ بر مبتنی الایزای آزمون در شدهتخلیص نوترکیب رسپتور به hVEGF165 گیرنده به شوندهمتصل
  .است شده

  
شونده شده به دومین متصلیصتخلنوترکیب  گیرندهاتصال  یبررس
  غیرمستقیم یزایالا یکبا تکن hVEGF165 یرندهبه گ

به  hVEGF165اتصال اختصاصی دومین اتصال به گیرنده 
rKDR1‐3 یچ الایزا نیز بررسی شد. ابتدا گیرندهروش ساندو با 

 از طریق یک در کف پلیت کوت شد. سپس لیگاندشده یصتخل
جایگاه اتصالی به گیرنده و از طریق جایگاه اتصالی دومی به 

ه کونژوگ یهثانو بادیمتصل شد. در انتها آنتی Avastin بادیآنتی
ب  -۱اضافه شد. نتایج در نمودار  G ایمونوگلوبولینعلیه  HRPبه 

های جذبی شود سیگنالمشاهده میگونه که همانارایه شده است. 
برابر بیشتر از میزان جذب نمونه کنترل است  ۱۰مربوط به نمونه تا 

  دهد.که اتصال لیگاند به گیرنده را نشان می
  

	گیرینتیجه
 هایدومین تولید برای روشی کلی در مطالعه حاضر، طوربه

 توسعه هدف با محلول شکل به KDR گیرنده لیگاند به شوندهمتصل
 و طراحی از پس. شد ایجاد زاییرگ علیه محلول گیرنده یک
 پیکیا یبیان سیستم در نوترکیب قطعه نوترکیب، سازه سازیبهینه

 و SDS‐PAGE با آن تولید صحت و بیان پاستوریس
 این به انسان VEGF اتصال نهایت در. شد تایید بلاتینگوسترن
 هایآزمایش آینده در. شد اثبات الایزا هایآزمون با نوترکیب گیرنده

 یتفعال مقایسه برای توانندمی بسیاریدر محیط زنده  و در شیشه
 لحاص نتایج و شوند انجام قبلی نسخه با نسخه این زاییضدرگ
 هایبیماری درمان برای محصول این بیشتر استفاده برای ایمقدمه
  .کند فراهم خونی عروق تشکیل با مرتبط

  

 درسم دانشگاه تربیت پژوهشی معاونت از نویسندگانتشکر و قدردانی: 
 و حمایت آزمایشگاهی امکانات کردنفراهم دلیلبه خوارزمی و دانشگاه

  .دارند را تشکر کمال مالی
  گزارش نشده است. سندگانینو یاز سو یمورداخلاقی: تاییدیه

 یتعارض منافع گونهچیهکنند که یاعلام م سندگانینوتعارض منافع: 
  ندارد. وجود

(نویسنده اول)، نگارنده  فتحی زهرا سهم نویسندگان:
 مسعود )؛%٤٠نگارنده بحث (/شناس/پژوهشگر اصلیمقدمه/روش

دهنوی  احسان )؛%١٠(نویسنده دوم)، پژوهشگر کمکی ( اکبربوجارمشهدی
(نویسنده ساجدی حسن رضا )؛%١٠(نویسنده سوم)، پژوهشگر کمکی (

  )%٤٠نگارنده بحث (/شناس/پژوهشگر اصلی)، نگارنده مقدمه/روشچهارم
 ارشد و با ینامه کارشناسانیحاضر مستخرج از پا مطالعهمنابع مالی: 

مدرس و دانشگاه  تیدانشگاه ترب یمعاونت پژوهش یمال یبانیپشت
  .است انجام شده یخوارزم
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