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$(. DNA D��E��� ������  ��������	
� 3F ��?� A  ������ G������ ��� 1��2 ��PCR �$��� $(. ��&�'� ���� #$%���������	
�A   H���

PCR  ��I*��  ���J�PCR  )K�' ���pET28a $( 3�/� .3�/� 1��2 �� ��PCR�-��� � ���	'> �L� "$'$( ��@-���M ���� . �� N�����' ��4���5

 1��2SDS-PAGE 3���� ���'> �� O%��P����
 ���K $���� ���� �Q���:� ����.  

�������:  R���'PCR 3�+' ���	'> S�� �!'���� #$%����&�'� ���� 3F ���� �������	
� #$%��A ��� .�-��� ��%T�� ���� ������ ����

��&�'� ��� 3��*� �'F ,'�� 8�7P2� �� #$%�� .N�����' ��4���5 3��� ��&�'� �����/�� ,� �U/M �� #$%�� �V��IPTG 3������*'� 3��� 8$� "WX 

 ���� �� �7��YZ ��'�� !?��$( ���;� ���
.  
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? $'���.   

#-�.������: �������	
� �
��������������	
� �
������ �A ������ ���� ������  

Isolation, determination and cloning of translocation domain of  

exotoxin A from Pseudomonas aeruginosa  
 

Bayat E.
1
 MSc, Kamali M.* PhD, Zare’ei Mahmoodabadi A.

2
 PhD, Mortazavi Y.

3
 PhD, Ebrahim Habibi A.

4
 PhD, 

Amini B.
1
 MSc, Javadi H. R.

5
 MSc, Farhadi N.

5
 MSc, Haj Ojagh Faghihi M.

6
 MSc 

  

 Nano-Biotechnology Research Center, Baqiyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran٭
1Department of Biology, Faculty of Basic sciences, Sciences & Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 

2Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Baqiyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
3Department of Genetics & Molecular Medicine, Faculty of Medicine, Zanjan University of Medical Sciences, Zanjan, Iran 

4Endocrinology & Metabolism Research Center, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
5Nano-Biotechnology Research Center, Baqiyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

6Department of Clinical Medicine, Vali-e-Asr Hospital, Zanjan University  of Medical Sciences, Zanjan, Iran 
 

Abstract 

Aims: Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A is an important virulence factor of this bacterium. Exotoxin A is 
made of three domains: binding domain, translocation domain and catalytic domain. Exotoxin A inhibits protein 
synthesis by ADP-ribosylating EF-2 factor in eukaryote cells.  Translocation domain has an important function 
in translocation of toxin into the cell. Purpose of this study was to product recombinant domain of translocation 
for antibody production against it. 

Materials & Methods: Pseudomonas aeruginosa samples were isolated from burnt inpatients of Moosavi 
Hospital in Zanjan and were identified by biochemistry tests. Bacteria genomic DNA was extracted and 
Exotoxin A presence was approved by PCR. Translocation domain of Exotoxin A was reproduced by PCR and 
PCR products were cloned in a pET28a plasmid. Clones were sequenced, screened and enzyme-digested by 
PCR. Recombinant protein was approved by SDS-PAGE and western blotting with its specific antibody. 
Results: PCR and enzyme digestion results approved the cloning of translocation domain of Exotoxin A and 
results of Exotoxin A translocation domain sequencing was the same as the Gene Bank database. Expression of 
recombinant translocation domain protein was determined in IPTG 1mM concentration incubated at 37°C for 12 
hours.   
Conclusion: Expression of recombinant protein is higher than Pseudomonas aeruginosa. The whole toxin is not 
necessary for vaccine production and this recombinant protein can be used instead. 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Cloning, Exotoxin A, Translocation Domain 
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�� �4J �	�A�� ���	7 .�� �
�4�	"8 
"K� +�3 �4"
1	�]/ [ �
���� �� (
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�5��	V�� D��E �� >(�	�"����%�<*�#   ��4"�$"� �2"�34"�� ��Z8
�

��	E �	�%
' ��
�- (eEF-2) >
L'�"\ @�
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 47 cd<� ���
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# 
�

�2���	� 9":� �� ( �4J ���
!"# �� �������
�� �� �
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VP +MR  9":� �� �<% �� F8 ( ��
�
27 �
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�) ��
�� �j5\-S (% �
�� ��

RSQ ���
� �J��4�47 ;�"�q ���*.  

������ ����	:  �"$%	�()*� �h �	J( c"d<� l��#A 

�(�DNA   �"�(� �"r&� l��# ( �!���8 �
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>
X��� ;
��
J 4J�( ���� �!���8 �
J O� +;42�� 
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# �� �	J	� B
�UE� �# �J	�
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# �!���8 �
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 �"$%	�()*�A �� �	# B�
V�:  

PBF: 5´- TGC  TGC  ACT  ACT  CCA  TGG  TC -

3´  

PBR: 5´- ATC  GGT ACC  AGC  CAG  TTC  AG 

-3´ 

o
# �
��!���8��� �"�
8 ( ���>
X��� �"�(� ;42�� �"$%	�()*�A 

 
#��)�3 s�# ;
��
Js�# �
� ��o��(4:� ;42��EcoRI ( 

HindIII �� �	# B�
V�:  

PTF:5´- ATT TC GAATTC  GCG GCA GCC 
TGG CCG -3´  
PTR:5´- ACC AC AAGCTT GCT GGC CGC 

GCC GG -3´ 


��
�����DNA  ������:  ���%
# s	��������	
� �
������� 

�� 9":� LB p�
� �# B4�-=  ��
�47� 47 ;��� . ��(�	�(�% G	�h

 G	�h c"5d� �"% �� ;�

��� 
# ���%
#High Pure PCR 

Template Preparation, Roche)�
!13 u ( ( ;47 v��d���

 �"$%	�()*� �h �	J(A  ��	��
 4"��'�* ���N .  

������ ��
�� ���� ��������!� 
"�#�A: DNA  �^
K

�#  b2%�( O!%PCR+ �"r&� 47.  b2%�(PCR �#�	j2�  �"r&�

DNA  ��K ��CS �'�* G
��� ��"1(�&"�. �
7 b2%�( ��� =/S 

�� �� >	�(�&"� �!���8 +-/S �5"��
�4"�	I5%	� x	5d� �� �o	� 

dATP+ dCTP+ dGTP ( dTTP ( C/- ��)�3 4K�( 

DNA ���!"58PWO +C �'
# ��"1(�&"�  PCR*,S +MgSo4  
#

\5 ��
�� �jC/- "�5�( �o	� CS �� G�*	�
� DNA �"��;47+ �	#.   

;�(� �
�PCR �5K�� ��
7 ��7���(�47   �
�� �� ���4�#�a= 

�J�� ���
� ���*�# B4�= ( �X"N� 0C ;�(� ���5K����
7 �� 

��7���( �
�� �� �47a= ���
� �J���# ���* B4�+�X"N� O�  >
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	�1� ��7� �# �!���8  �
�� ��/S ���
� �J���# ���*�X"N� O� B4� +

 �� �j� ��	� �LMN �"r&�Y- ���
� �J���# ���*( �X"N� O� B4�  ��

�
�
8+  �
�� �� ��
�� �"r&� �5K��Y- ���
� �J���# ���*B4� Y 

�	# �X"N� . >	?:�PCR  �(�
*3 >h �(�-% �#  �%�
� O!%

�'�* ���N 4"�
� ��	� �1	&1	�.  
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 ����PCR:  >	?:� �!�)�3 �z�PCR  
#
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PCR  �!  �
��� 	"# $� 	%&�' �� (� �����������  ���������

��  )+�!  ,��� $� -.�/�0 1���/ �2$� ���� -��� $��3 	
� �$��

 $� 4�
567 ,�8��� �9′�  �′� ��: ��"%�.   

<�� ����� -�� =/�9 >�$�?High Pure PCR Product 

Purification Kit ,Roche)@�A�' B (  (�$��' �C ,�$ � D��E�/�

!%  C���� ��G� ��	�� )+�  ($�������� -.�/+: .  

�������	
�� 
��
:  +�A/HI J��# ,�����(pET28a)  $�

-K� =���LB   L%���� )+�!M / -K� -.�+: >���. +�A/HI  @'

�$�+���/� J�9��I N�/����  D��E�/��  (�$��' �C ,�$�%  C���� ��

��� ��	�� )+� +: ($�������� -.�/ .D��E�/� +�A/HI >+: &��

 ����� +
���PCR  	%&�' �� =/�9<�� >+
��HindIII � 

EcoRI $� �� @�6�% =%��: -.�/ O% )+� ,��� $��0  �2$�

1���/ ������ <+: >��� . <�� ����� N�/��� -�� =/�9

>+�(�/ -��: JAP��$��/� )High Pure PCR Cleanup 

Micro kit, Roche@�A�' B ((�$��' �C ,�$ � D��E�/� �%  C���� ��

��� ��	�� )+� +: ($�������� -.�/.  

�����:  S�TE��:�  �����PCR <�� +�A/HI �>�$�?� ��)+� 

��  ,��� $� �V�3��0 1���/ �2$�����  ������ W% �� �TX��H� �

 JV�
�+:  �! �����	%&�' ����  (�Y��T4 � � ��������� ���� *��  ��

���Z� @'  +:�� � )+��[  ,��� $� -.�/�!\�� 1���/ �2$� ����

$��3 -��� .]���� ����� -%�8� $� -�� =/�9 High pure 

PCR cleanup micro kit, Roche)@�A�' B ( �� -E%$��9 $�^
�

 D��E�/�+:.  

��������:  �� 1�%����� 4�: <�$ �� _���9�� ,��+�A/HI

��T/+P�6� ,��E. coli  �%�/ BL21(DE3) +�+: -E%$��9. 

��T/ �+��� $�� `%� ,��� (� +P�6� ,��G�\ 1���/ �2$� � D$�? ����

�� W% ,�$+�+: a�b 1��$' .��  �� +P�6� ��T/ (� ���������� 

�� � S�TE� �_���9�� +�A/HI ��������� W% ,�$ �V�3� O% )+�

+�+: >��� $��3 .��T/ �� 1�%����� 4�: c%�d (� ef/ ,��E. 

coli BL21(DE3) � +
���% ��V��� =��� @' ,�$SOC   L%��

1��' @�+� O�9��� � +: ���Z��� ,��� $� -.�/ O% )+��0  �2$�

1���/ -K� ����: >���++�. �����, >���+:$ ,��$�� �� M���  $��

 �V�3� $� -K� =��� $� � C�g%����/LB 1��' ,��# +��2 O�9���

 `�6%������)�� ���� �� h������� (�� )+�!M  $� -.�/ ,����0 

1���/ �2$� ������+�+: -K� 1
A7 )$�X.  


�������: @�T��^� �$�� �Pi3 ,��# ,��� ��OA� PCR  �

� 1A%&�' 	
� $� 1���9 �� -%�8�1��%  +�%�9:++�.  �,�Y����j k���

@�T� -K� =��� ,�$ JX�# ,��LB  ̀ �6%������ ,��# L%��)G� 

���� �� h������� (�� )+�!M  ,��� $� -.�/�0 1���/ �2$� �� ����

 $����� +�+: -K� . � D��E�/� 1%��T3 &�� <�$ �� ,����� +�A/HI

 �1T53 <�$ c��i�PCR +: h�"�� . <�$ �� -5l� ,��+�A/HI

	%&�' �� 1A%&�' <�� ,��EcoRI  �HindIII  ����� �PCR  ��

 	%&�'TaqI +
���� $��3 	
� �$�� .-E%$��9 1���9 -%�8� $� >+:

,���A%��I =/�9T7  1#��d ,���A%��I � J3���� >+: ��l�9 $�^
�

��V��� ̀ ����>�YK��� (� m�% O���C )�V�V�9 &��� =/�9 >+
�� k��

1���9 @C�
�/ -��: � @��89 �8: m�:&I h�T.+: 1��%.  

��� ���� !�"�#�� $���: @�T� ���5: -K� (�,(�/�+2 ,�� >+:

 @�&�����  �� ���������� 1T�� =��� ����LB L%��� �VT9n  +: eI �

@+�/$ (� OD  ��[/�  D�� ��d $�[�� �������J�I��I�&%� �B\D \

 +%(�����I���p����9(IPTG)  1%�8� -^Tj ��O% 1T�� �� $p��

�� � >��&�� -K� =��� )+��!  ,��� $� -.�/�0 1���/ �2$� ����

 ������:+. ���A� ef/�V�� (� +P� � J53 ,��� ��T/ ̀ �6�: (� eI ��

��  @��9 �� $�9�����/ OA�0� �� )+��� ����q ��� )+���  $� �V�3�

 ,���M 1���/ �2$� -.�/ �� � �����M���  C�g%����/ �V�3� $� $��

�+:+.  �+2 1%�$ ��T�� ef/+:a�/$ � >  >$�� $�G �� $p�� )+�

�� W% ,�$ �V�3�  J#:+. �� >$���� JX�# ��T�� )+���  $� �V�3�

 ,���M 1���/ �2$� -.�/ �� �����M���  +: C�g%����/ �V�3� $� $��

�� �  �C OA�SDS-PAGE ��% �$�� -��� $��3 &����' . ,���

@��/� (� �^� �$�� ̀ �r9��I +�%�91��' �� s
�9H�1X���?� ,���His-

Tag  +: >��g�/�.  

  

�����  

<�$ �� ,����� 1%�/�
: (� eI �1%��A�:��� ,��DNA  ,�����

 `�6��9�&�� @C ��2� � D��E�/�A  ,����� h�(����� ,�$ <�$ ��

�� ��l�9 OA�PCR  (�$��' �C ,�$ ($�������� �! % tEK�:+ 

 J�: $� ��� 1� >+��K���:.  ef/`���� ��V��� >+
��

 `�6��9�&��A  c%�d (�PCR�  (�$��' �C ,�$ � ��l�9! % �$��

P��i�� -��� $��3. @�A�$� �� $�d J�: ! 1� >+��K���:�  �Pi3

�$�� 1���EA� �� u+� @C �� >(�+�� v��� (� �^� �$�� ) ��+#��[ 

-g2(��(.  (� �c�V�9 ̀ %� $� ��$��DNA ���-g2,(��  >��g�/�+:.  

 ����� ��K�� +�%�9 ,��� ����� $�PCR ���6A� (� J53 (� ,(�/

 	%&�'TaqI +: >��g�/�.  ������ $� @C u���9 ,�9��f��� &����'

DNASIS  �� ��� @�K� �q� $� 1A%&�' 	
�  �����PCR  =/�9

 	%&�'TaqI�  ���� �Pi3 ��d�[0-g2 (��1� ��"%���: . �"���

 H��� ��� `%� �� �%��('  -:�� -V��i� J�: $� ���  >+��K�

1� ��: .  

� eI(  J?�� �� @' -E%$��9 � J3�� $� �^� �$�� �Pi3 ]����

��T/ @��&�� ,��� @�T� (� +�A/HI D��E�/� JA.����j ,�� >+:

@�T� +�%�9 ,��� � -��� )$�X���  �� �� _���9�� ,��+�A/HI �+���

 	%&�'EcoRI  �HindIII  ,��� �����6A� ,(�/ $��3 >��g�/� �$��

��� ������+�  	
�:++�  +�A/HI (� �^� �$�� �Pi3 �� +: >+��K� �

>+: �+2 �� -/�  J�: $�M  ,��+�A/HI 1A%&�' 	
� �"���

 (�$��' �C ,�$ _���9��!% 1� >+��K���:.  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

�

����������� 

 T7  �	 
���

 
� ����� ���

 ����� �
 �

S �!%  ��"�

� .  

 ������ �

 ������ �� 	
 ���

PCR  �����

 ��
	� �����

  HindIII  ���


���!�� $��%�

 ���&'. %  

 )�	*� �
 �

+� .0 ( �	!�


&230 5��!6��

� ����#� #�$ 

 ����#� &� �

 �
 �� 1�'	 

 1�'3� �
 �0	 

 ���� �� 48

   

��
	��� ������ 5�

99 

:;<=>   #�!6��

���������������

������ �� �����

��	� ��� �������

#$ � ���� 
��

 SDS-PAGE

( )
 ����*
���

�	
 � ��
	��� ����

 ��������������	��

DNA �! ( ��"#�R

 $( �� ������ �	


 %���
���EcoRI �

  

� +���� +�,��	� -��

./� �� &��0�	
���

+�,��	� -��
 234� �

� 	5� ���� +�,��	� -

 ���
 0�67� 8�9 $=

2�� 	5� ���� +�  

+, ���0��� 
����

�	��� �1� �� 23

)
 ��� .�1��'�

9*� :	;
 �� 

�� � =�
+> �8

� ��	��
% 98�.

��>�� ?@' 

bp AAB � AC

 

        3  

���������������

Vol. 

�	
�� 
��� ���

��� ���� ."�
 #�

� '() ��*� +� �,�1

�� 
�# �2�1 


 $�� #� �4	��8

 ����� PCR ���

 ������
��� !�"#A

 %��
��)bp+,, (A

 �A ��(�bp  ../0

 A 12��3 (���� 4(#

bp ..,.

 ��SDS-PAGE ��

8(���
$�� ���"2;
�<3

0��7�
�� %�= (���"�

&()� 9��&(�� !�"#$

>2��� &
IPTG0

�7�
�� &(�� E�F !�"#

  

�	"�� #� ��*:;<=

�� ���� �� ��*� +�

�	��A �# �1 �+

 5B9 �!	

#G�

 ������ ��1 ���0

 ��98= 	&� #� #��

1         2   

���������������

. 15, No. 3, Fall 2

����� �����	 
�

�� ��� ���
 ��!


 #$% &'��� 


��*+ ��,-
�	��*

0& � 
 45�6 (��%

���� (���	
��
��

������ ���
� ������

% .! (�� #�
 �$��&�

��������
��� �����

�������
��� �����

���� ( ��	
��
��

 ������
���A �)

(��
��� #�
 �$��&�

IP ���- *!/012�����


�- ��+�
�, #��- 36

#�&���

&���1� 7� #$% ��*

&���� (� �0
 ��*

�;(�� ��<
+ ����

��IPTG  >'? �


 �(�� @AB/D%

(�<����) & ���6


bp 

���� 

��� 

��� 

��� 

��� 

��� 

	�� 


�� 

���

KDa 
 

�� 

�� 

�� 

�� 

 

�� 

 

�� 

���������������

���               2010

�

P 

���

�� 

bp 

��

���

 

�� 

D   

PC 

���

���

�� ��

'(��

�� ��

�!-/

01�2.

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

�

�����

!%

�����

������

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

�

"(

TG

-.


�� ��

�� �.�

� ,3

�����

�4 ,�

67 �

���������������

����� 	 �
���
 ��

  

�������A �
 ���

���  �����PCR

bp  ���( ��� ���

� )����bp  ���( ��

��!"# �� )����p 

�������	
� �A ��

� �( ��� -��.�$%/0�

PW  

-��!
1 �
 ��� �%

Taq . *4!& 5�/6�89

:-� ;0�/0�� DNA

�������  �
�CR

	�! "# ��� � $

+, �-.�. +0�.�	�

bp 190  

bp <<8

bp

���

��

��

��

��

��

	�


�

��

��

��������������

                �������

PC  ����� �����

� DNA bp ����

����! "�� )&'(*

A  ����! "�#��$ �%+

	�
��A "�#��$ �%

�,�(  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

P .�/#�� 	��
%�012%

 �bp DNA ����

 3DNA �����89WO

  

.�:;� <�PCR �

4��%
0;� 3 �011�qI

PC ?7�. A( ������ 


bp���   

����� �	
��
�

����!� "	#$� %�$ &

()' �- &�
	�/

2     3     4

1     2 

p 

�� 

� 

� 

� 

� 

� 

� 

� 

� 

� 

� 
����
� � �����

                          

 ������ ��
��CR

 �
�	
�� ��� ������

������ �A ����# �$

 �'  ����������A

P  %�&�� �'������

 ��
�� �����PCR

 �
�	
�� ��� ������

PCR )*��+ ,-��

�*��+ )/0 �������	

 ��
��PCR ��+ �#

�233�2 ��
�� CR

p

��� �� ����� ���	�

����� �	
�)�*

 "#�� ���+ �- 23

bp

١٠٠

٩٠

٨٠

٧٠

٦٠

٥٠

٤٠

٣٠

٢٠

١٠

1      2  

bp
���

��

��

��

��

��

	�


�

��

bp 456  

bp 775  

���  ���� 	�
����

                       

 ����( ��	
�

 ����
��% .��

���� � ����
�

PCR �����

 �����PCR

 ����( ���	
�

����
� �� �% .�(

  

  

  

  

  

  

  

  

 ���� (	
�

�( � �*�$ &')

+,-/��0 2�#��

  

� ���� ����



��  �
��
����

�% &�'	() *#+,

p 

٠٠ 

٠ 

٠ 

٠ 

٠ 

٠ 

٠ 

٠ 

٠ 

٠ 

p 
�� 

� 

� 

� 

� 

� 

� 

� 

�

p
p

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

���������������������������������������������  � ������	 
����
�� �����������
 ������ ���� ��������!
 ����"�������	
� �
��������   #$% 

                                                                 �&�"#$ �&��	 
% 
����' #%()               Vol. 15, No. 3, Fall 2010 

  
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

��� �( ������ �	
��
������ �
�� ��	�� �
��������A  ���� ��!

��"�#����
�. $( �
%���& '"�)"�� �*� �+��,�- /( ������ �	
��
 �
��

������ ��	�� �
��������A )$1234 ���"�� (5��6 �
 His-Tag  
  

����� ��� 	
 ��
����� ����� �
��� �
���� ������
 �
! "�
�#� 

 $%� �� �& '(
�! ')* �� ��+�,����.  ���� �����	&  
� '!�-! ')

��
� 	
 �/�0 1���� ���) 	��2���%3
 �& ��0  '� 4���! 56
� �!�� 4�

789:; �� ��+�,� ���3
�. �<3
 	
 $=> ���� �� ?���	& @�
 ��0 

�!��� �,! ��+�,�0 ��!& 	
 �+�!�� ��AB �
�� ��C�6 ����His-

Tag $������ �� ������
 1��!& 4� '���� �. ��
�) ��
D� ?�

��!& �E���F
����0 ��) �
��� 
� �G! ���� @
����� ��HI.  

  

���  

 ��� ��79JK @
����� L=�� �A�� @
D)����M
  A  ��������	


���
�������� ���)�� ��F 	
 @
����� N
�O��
 0 .��-+ ����
 ') ��P

 0��
���
����� ��������	 0QE�2 �R���� L��� $��S @
��� � TUP

Q!��SQ�
 �!�����-
� ��+ .�
��-
� V�� WS�� ���)�� @�
 ��C�  

�� ��-�
 1�D
� X<! � ���� �Y�F�����.   

�-� @
����� @���
���
����� ��������	 @
D)����M
 0A Q�
 . @�


@
3�
 @
����� ��)� Z��� ����� 	
 0
���
����� ��������	 � 
�[ �

]79 .[ @
D)����M
 4
�
3���) @
��� $
D)���) ��A�!
A  ��


���
����� ��������	$�	�=�� ���&�2 ���D� 0Q�
 �	
��D!
�� . @�


��
� �
�> ��
�& ��A�!
 �� ������ @
D)����M
 �� @
��� . 1� �� �+

 ���eEF-2 �� �
^���!�
_M . �A!& '�
�&�
�
 � �3& ��+	�� �3
�� �3�

�Y��%� ��  �A�� � Q�
 `�����a;  �!�
� '��,� '�
�&�
�
]a; .[  

'��
�
�2 `#%,� QUS @
D)����M
 1� N
�O��
  A  @
�b-+ �

 ����� �+�	�� ?+�) WS�� ') Q,) Z
�� '� �+	������ 5���

�� ��� �� �
��
 �� 0��7:J;  0�
�A� �%��c�
� ��%,!
� ��

 @
D)����M
A 
���
����� ��������	  ��)� Z�����
��� ��������
 

�� N
�O��
 �
��%-+ � .'���<�!
 @
��� ���	 	�
! QUS ���+�

 @
D)����M
A ��!& �
3�� d
�� 	
 '/3�e� @�
 �� 0�& '
US �� ����

'� �=
)���! ��� �� ������
 �G! ���� @
����� �
3�� ��G��]a7 0aa 0

a: .[  

�C� �
��-
� 	
 ���)�� '/3�e� @�
 ���� ������� � 
�[ �Y�F�� � .

9; %���)�� @
D)����M
 1� �
�
� �+A �!��� . @
��� ����)�) �R

��<�!
 @
D)����M
 ���+�A  �	�� �3
�� @���,
� �
�
�G+C 

)h/*J (%Q�
 . �+�-�
�� ��P 0�-�
�� �I
�P k�Y�+ �� $
3� @�
 '�

����) �+�-�
�� ����
 ���� ?+�) d
��� ') �� l�O�!
 �� `�/3�e� �

 ��� �� ') �Y��79JK  �79J*  �+�-�
�� ��P �
! ��� ��� k�(!


����) ��� ��� l�O�!
 ��]7* 078 .['� @
�b-+ ��Y��[ ��[� k�S QUS

��<�!
 @
��� k�!R ��� ��� 1��!& �� 0���)�� ���+�HindIII  � 

EcoRI ����� � $>�! ��� d
��PCR �!�� l�O�!
 . `�/3�e� ��

 ��� �� �Y��79J8  Z������
�  �
��%-+ � d
�� �
!

'!�D-+  @
D)����M
 �	��A 1��!& 	
 �� ������
 m�2 ��+]K .[  

 0R�����!�� �n�� ��+��� �� ���)�� k�!R QD%� 	
 ��
M�U[ d
��


 	
 �
! �Y�� `�/3�e� �� ') �� ������
 @
��� ��� �� R�����!�� 	
 @�

Q
) 	
 �� ��� ��� ������
 ��� 'UI�� �>�2 ') ��� ��� ������
 ���+

 ��� R�����!��]7J .[  

 ?�)
�PCR  QGUo ����
 ���)�2 �� �

p� ��k���
��  ���� �

�� 1
G�� �Y3
 '��� '� �+�-�
�� ����
 . �
-�#� 	
pET28a  d
��

'!�D-+@
����� ��
� � �	���� ������
 �G! ���� ��+.  ') �3�I ��

 `�/3�e� �����	  ��� �� �
��%-+ �a;;h 	
 0pET32a  ������


�U� ����2
 WS�� ') ��� ��� �� �
�c
�h;  ���� @
����� '� ���3
��U
)

�� �G! �A�� q
<�� @�
 �� ') �3�I �� 0��h*7;  @
����� '� ���3
�

 '2�6
 �G! ���� ��]7: .[  

 �R ?A[ WS�� Z
�� @+& ?�
�2
toxC  @
D)����M
 ��
� ��A� �

A  ���)�� Z���
���
����� ��������	 ����� .QGUo �� 1) ��+

�-! �
3�� 1� �
! @+& ���]a; 0a7 .['��� 	
 �F�� @
�b-+ ��+


���
����� ��������	 1��!& � ���D+ 4
�
3������ 	������ ��+

5���  @
D)����M
 '��(� WS�� Q,) Z
�� '� ���A  ?+�) �

�� 1� N
�O��
 �+�	�� ���]a: .['!�D-+ �� q
<�� @�
 �� �	��

)"�
!�U) (��<�!
 ��Y��[ @
D)����M
 ���+�A  0�& N
�O��
 �

�� ��& q��2 `#%,� @�
 �� �
�� .��<�!
 @
��� �	�� �3
�� ���+�

 @
D)����M
A �3
�� 	
 r� �!R 4!�� �� ��[�� `�S#P
 �� ����

 '/e> ') �� 'D��<� @
��� �� �	�� '��,� @���n�� �
�
� �G! ����

��<�!
 @
D)����M
 ���+�A ��� �!R 4!�� ̀ �S#P
 �� . @
����� ��
�

��<3
 ��IPTG  Q2�� ?�
�2
 � 4���� .��<�!
 @
��� ���+�

 @
D)����M
A  �3�%3�� �	� �
�
�789:;  �-) ') ��� ���3
�

@
Y��Q�
 �& �/>
� �	
�!
 	
 �� .�� �	� @
��� �/>
� �3�%3

��<�!
  X3�F ���+�7a:a;  ') Q�
 ���3
�h*7;  s���� �& ���3
�

 Q�
 $>�! '�]*.[  

@
3�
 	�c
3��D2 �R ��
� ���C @
����� ���� � �3�U� N��F ��+


%���&����� �
"�� 7�
��89:;<=

���"�� 

KDa

��� 

��� 

�� 

 

�� 

 

�� 

 

�� 

 

 

 

�� 

1  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

���  ���� 	�
���� 
�����
 � �������������������������������������������������������������������������������������������������� 

                                                                 ������ ����� �� ������ ����               Vol. 15, No. 3, Fall 2010 

�������	
� �
�������  ��E. coli  ��������  ��
� 	
 ����
 .

 ���������� �� 	���� �	���� ����A  ���� � !�"� #���
 �


�$� %
�� �&��'��( ��)* �� �+"
 ,��
 -$/� ��0��
 �$�1(

��	
�2 .!�30�� ����� �� 	
 �	���� 4�35� �2� �� �	6��

 ����������A �
 !�"� 7�1(�0�� �� -$/� ���
 #8�"+�� 9��:

��	
�2 . 9��;� -<�� ��E. coli  �
 =>���������	
� �
�������  ?	@


�� =�� !�"� A��' �
 7� %]BC.[  

!�30�� ����� D������ 	�E�� ���������� �	6��A  9�3�35� F��


�
 �	G
���� ���2H =�$�� ���� !�30�� ��I6� . J2��*� �
 �&�� �


K�� � �L0'�� ��M� #���$�
 �� =��;@ N��
 �� #� H� �
�� ����

O�0���0�� 	�E�� F��
 ��P���( #��
$�
 ��"@ ���
 ����Q ���

=��.  

  

��������	  

�2�� �0��
 ����������	
� �
������� ���������� ,A  	�E��

�� 	66� .!�30�� ����� ���H�
 �E��� ��2�3� ���������� �	6��A  �


#��� ��8 R��
 9�@1S�=�� �H�
 �
��� �2�0��
 �	6�� . ��6T$�

 #��+2 ��8 R��
 9�@1S� �
 �I� ���� ��P���( #��
 UV�� � =��

�
 ��P���( �� 	
 -$/� ��0��
 7�1(�0�� �� ���
 #8�"+�� 9��:

��	
�2 .  

  

����� 

1- Tredget EE, Shankowsky HA, Rennie R, Burrell RE, 

Logsetty S. Pseudomonas infections in the thermally injured 

patient. J Burns. 2004;30:3-26. 

2- Aziz J, Abdolvahab A, Mehdi K, Jalil N, Masumeh H, 

Shohreh F. Susceptibility patterns and cross-resistance of 

antibiotics against Pseudomonas aeruginosa isolated from burn 

patients in the south of Iran. J Burns. 2006;32:343-7. 

3- Chang JH, Kwon HY. Expression of 14-3-3δ, cdc2 and 

cyclin B proteins related to exotoxin A-induced apoptosis in 

HeLa S3 cells. J Inter Immunopharmacol. 2007;7:185-91. 

4- Doring G, Pier GB. Vaccines and immunotherapy against 

Pseudomonas aeruginosa. J Vaccine. 2008;26:1011-24. 

5- Holder IA. Pseudomonas immunotherapy: A historical. J 

Vaccine. 2004;22:831-9. 

6- Wolf P, Elsasser-Beile U. Pseudomonas exotoxin A: From 

virulence factor to anti-cancer agent. J Med Microbiol. 

2009;299:161-76. 

7- Pastrana DV, FitzGerald DJ. A nonradioactive, cell-free 

method for measuring protein synthesis inhibition by 

Pseudomonas exotoxin. J Analytical Biochem. 2006;353:266-

71. 

8- Wedekind1 JE, Trame1 CB, Dorywalska M. Refined 

crystallographic structure of Pseudomonas aeruginosa exotoxin 

A and its implications for the molecular mechanism of 

toxicity. J Mol Bio. 2001;314:823-37. 

9- Yates SP, Merrill AR. A catalytic loop within Pseudomonas 

aeruginosa exotoxin A modulates its transferase activity. J Bio 

Chem. 2001;276:35029-36. 

10- Hertle R, Mrsny R, Fitzgerald DJ. Dual-function vaccine 

for Pseudomonas aeruginosa: Characterization of chimeric 

exotoxin A-pilin protein. J Infec Immun. 2001;69:6962-9. 

11- Mere J, Morlon-Guyot J, Bonhoure A, Chiche L, 

Beaumelle B. Acid-triggered membrane insertion of 

Pseudomonas exotoxin A involves an original mechanism 

based on pH-regulated tryptophan exposure. Bio Chem. 

2006;280:21194-201. 

12- Challa S, Barrette R, Rood D, Zinckgraf J, French R, 

Silbart L. Non-toxic Pseudomonas aeruginosa exotoxin A 

expressing the FMDV VP1 G-H loop for mucosal vaccination 

of swine against foot and mouth disease virus. J Vaccine. 

2007;25:3328-37. 

13- Song S, Xue J, Fan K, Kou G, Zhou Q, Wang H. 

Preparation and characterization of fusion protein truncated 

Pseudomonas exotoxin A (PE38KDEL) in Escherichia coli. 

Pro Expr and Puri. 2005;44:52-7. 

14- Tramper-Stranders GA, Wolfs TFW, van der Ent CK. 

Detection of Pseudomonas aeruginosa in patients with cystic 

fibrosis. J Cystic Fibrosis. 2005;4:37-43. 

15- Xiao X, Zhang J, Gong J. Rapid detection of Pseudomonas 

aernginosa by the fluorescence quantitative TaqMan PCR 

assay targeting ETA gene. Chin J Biotech. 2008;24:581-5. 

16- Grayt GL, Smitht DH, Baldridget JS, Harkinst RN, Vasilt 

ML, Chent E, et al. Cloning, nucleotide sequence and 

expression in Escherichia coli of the exotoxin A structural 

gene of Pseudomonas aeruginosa. Proc Nati Acad Sci USA. 

1984;81:645-9.  

17- Hedstrom RC, Funk CR, Kaper JB, Pavlovskis R, 

Galloway DR. Cloning of a gene involved in regulation of 

exotoxin A expression in Pseudomonas aeruginosa. J Infec 

Immun. 1986;51:37-42. 

18- Douglas CM, Guidi-Rontani C, John Collier R. exotoxin A 

of Pseudomonas aeruginosa: Active, cloned toxin is secreted 

into the periplasmic space of Escherichia coli. J Bacteriolo. 

1987;169:962-6. 

19- Yates SP, Taylor PL, Jorgensen R, Ferraris D, Zhang J, 

Andersen GR, et al. Structure-function analysis of water-

soluble inhibitors of the catalytic domain of exotoxin A from 

Pseudomonas aeruginosa. J Biochem. 2005;385:667-75. 

20- Armstrong S, Yates SP, Merrill A. Insight into the 

catalytic mechanism of Pseudomonas aeruginosa exotoxin A. J 

Biolo Biochem. 2002;277:669-75. 

21- Bjon MJ, Iglewskl BH, Ives SK, Sadoff JC, Vasll ML. 

Effect of iron on yields of exotoxin A in cultures of 

Pseudomonas aeruginosa PA-103. J Infec Immun. 

1978;19:785-91. 

22- Keyvani Amineh H, Ghasemian Safaei H. Purification of 

exotoxin A from Pseudomonas aeroginosa. J Tehran Vet Med. 

2000;56:33-6. [Persian] 

23- Joshi BH, Puri RK. Optimization of expression and 

purification of two biologically active chimeric fusion proteins 

that consist of human interleukin-13 and Pseudomonas 

exotoxin in Escherichia coli. Pro Expr Puri. 2005;39:189-98. 

 

www.SID.ir


