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 چكيده
 فـاكتور رشـد . اسـت ضروري ن آ متاستاز و در رشد تومور در هاي خوني جديد تشكيل رگ يا ي ي زا رگ : هدف

 دارند و مطالعات اخيـر " تومور ي وابسته به ي زا رگ " ن نقش مهمي در آ هاي و گيرنده (VEGF) اندوتليال عروقي
 و VEGF كنش ور كليدي براي برهم يك فاكت ، VEGF (VEGFR­1) از گيرنده يك دوم اند كه دومن نشان داده

VEGFR­1 است . 
 VEGFR­1 (VEGFR­1­II) دوم دومن ، cDNA و ساخت RNA در اين تحقيق بعد از تخليص : ها مواد و روش

 در منظـور افـزايش بيـان پـروتئين نوتركيـب، ژن آن در مرحله بعد بـه . كلون شد T/A ناقل در تكثير و PCR با
pET22b (+) ناقل به سوش باكتري مناسب بيان ايان شده و در پ كلون ساب (Rosetta­gami 2) پس از . د منتقل ش 

 سـپس . د شـ د تأييـ وسـترن بلاتينـگ و SDS­PAGE وسيله به و بيان شد نوتركيب پروتئين IPTG وسيله به القا
 هـاي انـدوتليال رشد و تكثير سـلول با كمك ستون نيكل تخليص شده و مهار VEGFR­1­II پروتئين نوتركيب

 . د بررسي ش VEGFR­1­II پروتئين نوتركيب در حضور (HUVEC) ناف انساني هرگ بند ا سي
 ميـزان . كننده موفقيت در تخليص پروتئين نوتركيـب اسـت ييد تأ بلاتينگ و SDS­PAGE نتايج حاصل از : نتايج

 هاي ول مهار رشد سل . ميكروگرم محاسبه شد ۳۰۰ پروتئين خالص شده از هر ليتر كشت، با آزمون برادفورد حدود
HUVEC عملكرد رقابتي آن با دهنده با اين پروتئين نوتركيب، نشان VEGFR­1 در اتصال به VEGF است . 

 ؛ هاي اندوتليالي را دارد چون اين پروتئين نوتركيب در شرايط آزمايشگاهي خاصيت مهار رشد سلول : گيري نتيجه
 . ود زايي در نظر گرفته ش عنوان يك عامل مهاركننده رگ تواند به مي

HUVEC هاي اندوتليال، زايي، سلول ، مهار رگ VEGFR­1 دوم دومن : واژگان كليد
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 و همكاران داود احمدوند بيان گيرنده فاكتور رشد اندوتليال عروقي در اشرشياكلي
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۲ 

 مقدمه - ۱
 شـامل كـه اي اسـت مرحلـه چنـد فراينـد ي يك ي زا رگ

 يــابي هـاي انــدوتليال و ســازمان مهـاجرت و تكثيــر ســلول
ــوده ــه ت ــه شــكل ســاختارهاي لول ــصال هــاي ســلولي ب  ، ات

 تـشكيل و بلـوغ نهايت در و همديگر اي به ساختارهاي لوله
 فاكتور رشـد انـدوتليال عروقـي . ] ۲ ، ۱ [ است عروق پايدار

(Vascular  Endothelial  Growth  Factor:  VEGF) 
 . زايي است هاي اختصاصي رگ كننده ترين تنظيم يكي از مهم

 خانوادة فاكتورهاي رشـد انـدوتليال عروقـي شـامل هفـت
 ، VEGF­A ، VEGF­B هـاي گليكوپروتئين ترشحي به نام

VEGF­C ، VEGF­D ، VEGF­E ، VEGF­F ــاكتور و  فـ
 اسـت (Placenta Growth Factor: PlGF) رشـد جفتـي

 وتليال عروقي عمل زيستي اين فاكتورهاي رشد اند ]. ۶ - ۳ [
 كــنش بــا هــاي هــدف از طريــق ميــان روي ســلول خــود را
 هاي تيروزين كينازي موجـود در غـشاي پلاسـمايي گيرنده

 ها پـس از اتـصال بـه اين گيرنده . رسانند سلول به انجام مي
 شوند صورت ديمر در آمده و اتوفسفريله مي ليگاند خود به

 كه در نهايت اين موارد خود منجر به ايجاد وقايع آبـشاري
 هاي تيروزين كينازي كه در تاكنون گيرنده . شود درون سلولي مي

 VEGFR­1 اند شامل ارتباط با فاكتورهاي رشد مذكور شناخته شده

(Vascular  Endothelial  Growth  Factor  Receptor­1) ، 
VEGFR­2 ، VEGFR­3 ها و نوروپيلين (Neuropilins: NRPs) 

(NRP­1,  NRP­2) ۷ ، ۱ [ هــستند .[ VEGF­A فــاكتور 
 زايي است و اثر خود را از طريق فعـال اصلي در فرايند رگ

ــدة ــه گيرنــ ــردن ســ  (KDR) و VEGFR­1 (Flt­1) كــ

VEGFR­2 تمايـل ]. ۸ [ د رسـان به انجـام مـي VEGFR­1 
 هـا بـسيار نسبت به ساير گيرنده VEGF­A براي اتصال به
 فعاليت تيـروزين كينـازي آن بـسيار كمتـر و بيشتر است و

 داراي فعاليـت VEGFR­2 كـه حـال آن . اهميـت اسـت بي
 ايـن دو گيرنـده از طريـق . تيروزين كينـازي زيـادي اسـت

 را در فرايند هاي متفاوتي هاي مولكولي مجزا، نقش مكانيسم

 ۱۳۳۸ در انـسان از VEGFR­1 ]. ۹ [ كننـد زايي ايفا مي رگ
 هـا را اسيدآمينه تشكيل شده است و ساختمان پروتئينـي آن

 تــوان بــه چهــار بخــش يعنــي، دومــن خــارج ســلولي مــي
 ، دومــن ه بـه ليگانـد، دومـن گذرنـده از غـشا شـوند متـصل

 د تيروزين كينازي، و ناحية انتهاي كربوكـسيلي تقـسيم نمـو
 VEGFR­3 و VEGFR­1 ، VEGFR­2 سه گيرندة ]. ۱۰ [

 ]. ۱۱ [ از نظر ساختار كلي بسيار شـبيه بـه يكـديگر هـستند
 دومن خارج سلولي هر سه گيرنـدة مـذكور خـود از هفـت

 . تـشكيل شـده اسـت (Ig­like) دومن شبه ايمنوگلوبوليني
 در دومـن شـبه VEGF­A بـه VEGFR­1 جايگاه اتصال

 با توجه به اهميت ]. ۱۲ [ شده است ايمنوگلوبوليني آن واقع
 هـا از جملـه سـرطان، زايي در پيشرفت برخي بيمـاري رگ

ــابتي  Diabetic) رتينوپــاتي دي retinopathy) و آرتريــت 
 Rheumatoid) روماتوئيد arthritis) توليد فـاكتوري كـه ، 

 شـناختي زايي در ايـن شـرايط آسـيب بتواند باعث مهار رگ
 جايي كه از آن ]. ۱۴ ، ۱۳ [ رسد نظر مي شود، امري ضروري به

 هـاي كننده ترين تنظيم فاكتورهاي رشد اندوتليال عروقي از مهم
 اين به بايد زايي هستند، بنابراين براي رسيدن به هدف فوق رگ

 دهنـد كـه فـرم هاي اخير نشان مي بررسي . نمود توجه فاكتورها
 VEGFR­1 (soluble محلــول VEGFR­1:  sVEGFR­1) 

 شود زايي محسوب مي ان مهاركنندة طبيعي رگ عنو احتمالاً به
 تـا بتـوان در هـايي اسـت زايي نيازمند مـدل بررسي رگ . ] ۱۵ [

ــشگاهي  In) محــيط آزماي vitro) ــده و ــات القاكنن ــر تركيب  اث
 آثـار در اين تحقيق با هدف بررسـي . د مهاركننده را ارزيابي كر

 در VEGRF­1 هاي مختلـف مولكـول ي و مهاري دومين لقاي ا
 انجـام شـده ي، كلونينگ، بيان و تخليص قطعات مذكور زاي رگ

ــم . اســت ــزارش مه ــن گ ــلولي در اي ــارج س ــن خ ــرين دوم  ت
VEGFR­1 يعني دومن دوم آن در ناقل بياني pET­22b (+) كلون 

 د و شـ و بيان شده و سپس پروتئين نوتركيب توليد شده تخلـيص
ناف د هاي اندوتليال سياهرگ بنـ اين پروتئين به محيط كشت سلول

(Human Umbilical Vein Endothelial Cells: HUVEC) .
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ شماره ، ۱۲ دوره مدرس پزشكي علوم مجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۳ 

 هـا اضافه شد تا اثر مهـاري آن بـر رشـد و تكثيـر ايـن سـلول
 . د بررسي شو

 ها و روش مواد - ۲
 تام RNA و استخراج HUVEC كشت سلول - ۱ - ۲

 و DMEM كشت سلولي در محيط HUVEC رده سلولي
Hams­F12 ) غلظت و ) بودند با هم مخلوط شده ۱:۱ به نسبت 

 FBS (Fetal Bovine درصد از ۲۰ Serum) ) عصارة جنينـي 
 درصد ۵ گراد در حضور درجه سانتي ۳۷ هفته در ۲ مدت به ) گاو
CO2 بعد از كندن از كف بـا كمـك ها سلول . ند كشت داده شد 

 وسيله به ن آ تام RNA سپس ند و وري شد آ جمع پاروي سلولي،
 . تخليص شد ) ، آلمان Nucleo Trap RNA ) MN كيت

 كلونينگ و PCR و تكثير با cDNA سنتز - ۲ - ۲
ــام RNA بعــد از تخلــيص  رهــاي آغازگ بــا اســتفاده از ، ت

(Primers) اليگو dT نس كريپتـاز معكـوس ا تر و M­MuLV 
) MBI­Fermentas آلمان ، ( ، cDNA سـپس بـا . سـاخته شـد 

 شـبه دوم كدكننـده دومـن قطعه ژن cDNA استفاده از الگوي
 ) ۳۲۸ - ۲۱۵ مينه آ اسيد ( VEGFR­1 لي خارج سلو ايمنوگلوبوليني

ــتفاده از ــا اســ ــاي آغازگ بــ ــويي V1 رهــ  (Forward) جلــ

(5′­GAATGTGCAATCTATATATTTATTAG­3′) و V1 برگشتي 
(Reverse) (5′­TATGATTGTATTGGTTTGTCG­3′) تكثير 

 درجـه ۹۵ مرحلـه اول : زيـر بـود ح شرايط واكنش به شر . شد
 ۹۵ ( چرخـه ۳۰ امل مرحله دوم شـ ، دقيقه ۵ مدت به گراد سانتي

 مدت گراد به درجه سانتي ۵۱ ثانيه، ۲۰ مدت گراد به درجه سانتي
 مرحله سوم و ) ثانيه ۵۰ مدت گراد به درجه سانتي ۷۲ و ثانيه ۳۰

 . دقيقه ۱۰ مدت گراد به درجه سانتي ۷۲ بسط نهايي يا مرحله
 وســيله بــه ، قطعــه ژنــي PCR ل بعــد از تخلــيص محــصو

T4  DNA  Ligase ) MBI­Fermentas ، ــان ــه ) آلم ــل ب  ناق
 . د شـــ متــصل ) ، آلمــان T/A ) MBI­Fermentas كلونينــگ
.E) اشرشياكلي به داخل باكتري واكنش اتصال محصولات coli) 

(TG1) كـــشت سفورم شـــد و در محــيط ترانــ LB  Agar 

(Luria­Bertani) از طريـق . غربـال شـدند سيلين آمپي حاوي 
 ســازه و تعيــين تــوالي ژنــي Colony­PCR نزيمــي و آ هـضم

 . نوتركيب شناسايي شد

 (+) pET22b كلونينگ در ناقل بياني ساب - ۳ - ۲

 به T/A كلونينگ قطعه ژني مورد نظر از ناقل منظور ساب به
 و با توجه به وجود كـدون آغـاز (+) pET22b داخل ناقل بياني

 در آغازگر فرادست، دو آنزيم برشي محـدودالاثر در دو طـرف
 آنزيم آغازگر فرودسـت . شد انتخاب T/A منطقه درج در ناقل

 در اين . وارد نمايد His­tag بايد قطعه درجي را در چارچوب
ــازه ــق س ــب تحقي ــز T/A­VEGFR­1­II نوتركي ــل و ني  ناق
pET22b (+) هاي برشي محـدودالاثر آنزيم با BamHI و SacI 
 pET22b (+) ­VEGFR­1­II بياني پروكاريوتي سازه و هضم شدند

 (+) pET22b بيـاني ناقل به VEGFR­1­II ژني ا اتصال قطعه ب

 انجام اتصال با استفاده از محصول انتقال به باكتري . ساخته شد
 در محـيط نـسفورم ا هاي تر كشت سلول وسيله به انتخاب و شد

 LB كشت Agar بـا سـپس . انجـام گرفـت سيلين آمپي حاوي 
Colony­PCR شـد انتخـاب قطعه مطلـوب حاوي هاي كلون . 

 و ورود قطعه به داخل پلاسـميد يص ها تخل اين كلون پلاسميد
 شد ييد أ ت SacI و BamHI هاي نزيم با آ نزيمي آ هضم وسيله به
 پلاسميد تخليص شده . نوتركيب تعيين شد سازه توالي سپس و

 اشرشـــياكلي بـــه داخـــل بـــاكتري هـــاي انتخـــابي ازكلـــون
(Rosetta­gami 2) شد نسفورم ا تر . 

 تأييد بيان پروتئين نوتركيب - ۴ - ۲
يـاكلي نوتركيب در VEGFR­1­II بيان  (Rosetta­gami 2) اشرش

 IPTG (Isopropyl β­D­1 thiogalactopyranoside) هاي متفاوت با غلظت

ــا ــد القــــ ــه . شــــ ــان بــــ ــيله بيــــ  SDS­PAGE وســــ

(Sodium Dodecyl Sulphate­Polyacryamide Gel Electrophoresis) . 
 Western) و وســترن بلاتينــگ Blotting) ۱۶ [ شــد ييــد أ ت [ .
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۴ 

SDS­PAGE سـاعت ۲ مـدت درصد به ۱۲ با ژل آكريل آميد 
 منظور آزمون بلاتينگ، باندهاي پروتئيني بـر سپس به . انجام شد

 در مرحلــه بعــد بــا . روي كاغــذ نيتروســلولز انتقــال داده شــد
 و متصل به His­tag بادي عليه انكوباسيون كاغذ درمحلول آنتي

HRP (Horseradish  Peroxidase) ــه  و ســاعت ۱ مــدت ، ب
 DAB زودن سوبـستراي افـ در نهايت سپس شستشوي كامل و

(3  3′­Diaminobenzidine) ئين نوتركيـب مـورد نظـر ، پروت 
 . د رديابي ش

 VEGFR­1­II تخليص پروتئين نوتركيب - ۵ - ۲

 نيكل تمايلي با ستون كروماتوگرافي
ــا امــواج فراصــوت از پــاره كــردن غــشاي بعــد  ســلولي ب

(Sonication) و در حـضور ) سليـسيوس درجـه ۴ ( در سرما 
 پروتئــــاز فنيــــل متيــــل ســــولفونيل كلرايــــد آنتــــي

(Phenylmethylsulphonyl fluoride: PMSF) مانـده بـاقي 
 و ۱۲۰۰۰ با دور ) دماي يخچالي ( سلولي با سانتريفوژ در سرما

 سـپس تخلـيص از عـصاره . دقيقه رسـوب داده شـد ۲۰ مدت
 نيكــــل تمــــايلي ســــلولي بــــا ســــتون كرومــــاتوگرافي

) QIAGEN ــشنهادي شــركت ) ، آلمــان ــار پي ــق روش ك  و طب
 در اين فرايند باند پروتئين مورد نظـر، . توليدكننده انجام گرفت

 ، از ستون ) مولار ميلي ۴۰۰ - ۲۵۰ با غلظت ( وسيله ايميدازول به
 و وسترن SDS­PAGE در پايان، فرايند تخليص با . خارج شد
 رادفـورد دست آمده با روش ب به و ميزان محصول ييد بلاتينگ تأ

(Bradford) سنجيده شد . 

ــر - ۶ - ۲ ــد ب ــار رش ــر مه ــي اث ــون بررس  آزم
 HUVEC هاي سلول

ــلول ــاي س ــب و در HUVEC ه ــشت مناس ــيط ك  در مح
 كـشت CO2 گراد و در حـضور درجه سانتي ۳۷ شرايط دمايي

 ميــزان زنــده بــودن ( در مرحلــه رشــد لگــاريتمي . ند داده شــد
 EDTA هـــا را بـــا كمـــك ســلول ) درصـــد ۹۹ هـــا ســلول

(Ethylenediamineteraacetic acid) ، ۱۵ مول از كـف ميلي 
 PBS (Phosphate جدا كرده و دو بار با Buffered  Saline) 

 ها محـيط در مرحله بعدي به اين سلول . سرد شستشو داده شد
 سـلول در هريـك ۵۰۰۰ از اين سوسپانسيون . كشت اضافه شد

 ك چاهـ ۱۲ تعـداد . خانه توزيـع شـد ۹۶ هاي پليت از چاهك
 VEGFR­1­II پروتئين نوتركيـب براي هريك از موارد شامل

 عنـوان كنتـرل منفـي ثير بـه تـأ و يك مورد پروتئين نوتركيب بي
 در نظر گرفتـه شـد كـه ) MUC1 يك مولكول نانوبادي عليه (

 هـاي صـفر چاهك براي هركـدام از غلظـت ۳ در هر دو مورد،
 م در ميكروگـر ۰ / ۱ و ۰ / ۰۵۰ ، ۰ / ۰۲ ، ) عنوان چاهـك كنتـرل به (

 كشت در شرايط فوق تا وقتـي كـه . ليتر در نظر گرفته شد ميلي
 ، هـا را پـر كننـد درصد كف چاهك ۶۰ تا ۵۰ ها به ميزان سلول

 هــاي در روز صــفر مقــادير فــوق از پــروتئين . ادامــه داده شــد
 و پروتئين كنتـرل منفـي، بـه VEGFR­1­II پروتئين نوتركيب

 . ها اضافه شد چاهك
ــه ــصا ب ــد اخت ــور تأيي ــرد منظ  VEGFR­1­II صيت عملك

 ) ، آمريكا .VEGF ) Miltenyi biotec Inc نوتركيب، از محلول
ــد ــتفاده شـ ــردن . اسـ ــافه كـ ــل از اضـ ــون قبـ ــن آزمـ  در ايـ
VEGFR­1­II ــك ــه چاه ــب ب ــشت، نوتركي ــاي ك  ۰ / ۰۷۵ ه

 ليتر ميكروگرم در ميلي ۰ / ۰۵ با VEGF ليتر ميكروگرم در ميلي
VEGFR­1­II ــرم د ۰ / ۰۷۵ نوتركيــب و ــر ر ميلــي ميكروگ  ليت

VEGF ليتر ميكروگرم در ميلي ۰ / ۱ با VEGFR­1­II نوتركيب 
 و مخلوط حاصل دقيقه انكوبه ۳۰ مجزا مخلوط و هاي در لوله

 بار ساعت يك ۲۴ هر . روزانه به محيط كشت سلولي اضافه شد
 انجـام پروتئين نوتركيب تعويض محيط كشت با محيط حاوي

 طـور به در هر چاهك هاي موجود ساعت سلول ۷۲ بعد از . د ش
 آميزي حياتي به كمـك تريپـان بلـو و با رنگ كامل از كف جدا
(Trypan  blue) فرمـول و با اسـتفاده از ، شمارش آميزي رنگ 

 ]: ۱۷ [ د زير درصد مهار محاسبه ش
 درصد = ۱۰۰ – ] ) ها در چاهك تيمار افزايش تعداد سلول /
 تيمـار هـا در چاهـك بـدون افزايش تعداد سـلول ( × ۱۰۰ [

. ون فوق سه بار تكرار شد آزم
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ شماره ، ۱۲ دوره مدرس پزشكي علوم مجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۵ 

 نتايج - ۳
 كلونينگ نتايج كلونينگ و ساب - ۱ - ۳

 غلظـت HUVEC از رده سـلولي RNA بعد از اسـتخراج
 cDNA اسپكتروفتومتر تعيين مقـدار شـد و سـپس وسيله به ن آ

 RT­PCR نتيجــه . ســاخته شــد M­MuLV نــزيم آ وســيله بــه
 ده شـده ا نـشان د ۱ رهاي اختـصاصي در شـكل آغازگ وسيله به

 بـاز جفـت ۳۳۰ تكثير شده در حـدود قطعه وجود بر است كه
ــت دارد ــصول درج . دلال ــل ژ مح ــه T/A ن در ناق ــل را ب  داخ

 وسـيله بـه كلـوني كـه ۳۰ از كـه شـد نسفورم ا تر TG1 باكتري
Colony­PCR را ها قطعـه مـورد نظـر ن آ مورد ۲۷ ، چك شد 

 تخلـيص شـده از يكـي از ييد بيشتر پلاسميد أ براي ت داشتند و
 و SacI و BamHI هـاي آنـزيم بـا بـا هـضم هاي مثبـت كلون

 شد و تعيـين تأييد خارج شدن مجدد قطعه درج شده از سازه،
 BamHI بـا سپس محصول هضم . را تأييد كرد توالي نيز نتايج

 كـه بـا (+) pET22b بـه داخـل بعد از تخلـيص از ژل SacI و
BamHI و SacI تعيين توالي سـازه . شد كلون ، هضم شده بود 

 . را تأييد كرد ركيب نوت

 حاوي بانـد PCR محصول ) ۲ ستون كنترل منفي؛ ) ۱ ستون ، PCR نتايج ۱ شكل
DNA سـتون باز؛ جفت ۳۳۰ در منطقه حدود M ( DNA انـدازه نـشانگر ) ۱۰۰ - 
 . كه محدوده مورد نظر است مشخص شده است ۴۰۰ و ۳۰۰ باندهاي ) ۳۰۰۰

 VEGFR­1 يان و تخليص ب - ۲ - ۳
ــه ــاي منظــور ب ــ الق ــه كــشت VEGFR­1 ان بي ــاكتري ، ب  ب

Rosetta­gami2 هاي متفاوت غلظت نسفورم ا تر IPTG اضافه 

 درجـه ۳۷ دمـاي و مـولار ميلـي ۱ بهترين بيان در غلظـت . شد
 SDS­PAGE وسيله به بيان . دست آمد ساعت به ۸ تا ۶ مدت به

 دار پروتئين و تعيين مق ) ۳ و ۲ هاي شكل ( و بلاتينگ تأييد شد
 دهـد كـه بعـد از تخلـيص حـدود د نشان مـي با آزمون برادفور

 . ميكروگرم در ليتر پروتئين نوتركيب توليد شده است ۳۰۰

 آميزي با كوماسي درصد و رنگ ۱۲ در ژل SDS­PAGE نتايج ۲ شكل
 عـصارة سـلول ) ۱ سـتون ، (Coomassie brilliant blue) بريليانت بلو

 لي حاوي سازه عصارة سلول اشرشياك ) ۲ ستون اشرشياكلي بدون سازه؛
 پروتئين تخليص ) ۳ ستون كيلودالتون دارد؛ ۱۵ كه بعد بيان باند حدود

 در آن ۲۵ و ۱۵ اندازه نشانگر پروتئينـي كـه بانـدهاي ) M ستون شده؛
 . مشخص شده است

 رديـابي شـده C­myc بـادي عليـه نتايج وسترن بلاتينگ كه با آنتـي ۳ شكل
 عصارة سلول ) ۲ ستون ون سازه؛ بد اشرشياكلي عصارة سلول ) ۱ ستون است،

 پروتئين ) ۳ ستون كيلودالتون دارد؛ ۱۵ حاوي سازه كه باند حدود اشرشياكلي
 پروتئين اندازه نشانگر ) M ستون تخليص شده؛

ــر - ۳ - ۳ ــد ب ــار رش ــر مه ــي اث ــون بررس  آزم
 HUVEC هاي سلول

ــزودن ــا اف ــه محــيط كــشت VEGFR­1­II ب  نوتركيــب ب
 موجــود در VEGF علـت اتـصال ، بـه HUVEC هـاي سـلول

 ها VEGF ها مانع اتصال اين مولكول VEGFR­1­II محيط به
موجود در سطح سلول شده و در نتيجـه مـانع از VEGFR به
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۶ 

 و در نتيجـه VEGF/VEGFR­1 فعال شدن مسير سيگنالينگ
ــي ــار م ــلولي مه ــر س ــود تكثي ــكل . ش ــاي ۴ ش ــاري اثره  مه

VEGFR­1­II كـه بـا دهـد نتايج نشان مـي . دهند را نشان مي 
ــت ــزايش غلظ ــي VEGFR­1­II اف ــزايش م ــار اف ــد و مه  ياب

 ميكروگـرم ۰ / ۱ بالاترين مهار مربوط به بيشترين غلظت يعنـي
ــي ــر در ميل ــت ليت ــيون . اس ــايج انكوباس  و VEGFR­1­II نت
VEGF دهـد كـه ها نشان مـي با هم و قبل از افزودن به سلول 

 برابـر انتخـاب VEGF و VEGFR­1­II وقتي غلظـت مـولي
 انجـام VEGFR­1­II وسـيله بـه هـا مهـار رشـد سـلول شود،
 نـسبت بـه VEGFR­1­II شود و در غلظـت دو برابـر از نمي

VEGF درصد مهـار رشـد سـلولي مـشهود اسـت ۱۳ حدود . 
 شـود اختـصاصيت عمـل ديـده مـي ۴ طور كه در شـكل همان

 مولكول نوتركيب در اتصال به ليگاند خود و نيـز در عملكـرد
 . سلولي تأييد شده است اختصاصي در مهار رشد

 ؛ HUVEC هـاي بـر رشـد سـلول VEGFR­1­II نتايج بررسي اثر ) الف ۴ شكل
 در تيمار با مخلوط انكوبـه HUVEC هاي نتايج ميزان درصد مهار رشد سلول ) ب

 ) ۱۰۰۰۰ × تعداد سلول * ( VEGF و VEGFR­1­II شدة

 بحث - ۴
 ا هـاي پيـشين يـ گيري عروق خوني جديد از مويرگ شكل

ــ زا رگ ــيعي از فر ، ي ي ــف وس ــدي در طي ــت كلي ــدهاي ا اهمي  ين
 طبيعي، در هنگام رشد بافت . و فيزيولوژيك دارد شناسي آسيب

 التيام زخـم وجـود ن و تكامل جني حالتي كه در تكوين و انند م
 مين اكسيژن و مواد مغذي أ منظور ت تشكيل عروق جديد به ، دارد

 بنـابراين ]. ۱۸ [ شـود طور حذف مواد زائـد انجـام مـي و همين
 شناختي مهم در شرايط زايي نه تنها يك روند زيست فرايند رگ

 هــا از جملــه فيزيولوژيـك اســت، بلكـه در انــواعي از بيمـاري
 ي شـديد ي زا رگ سرطان، رتينوپاتي ديابتي و آرتريت روماتوئيد

 ]. ۱۹ ، ۱۳ [ اسـت حـائز اهميـت و بوده شناسي آسيب جزئي از
 ور رشد انـدوتليال عروقـي بيش از يك دهه است كه نقش فاكت

(VEGF) تنظـيم دقيـق . اسـت شده مطالعه زايي در تنظيم رگ 
 زايي از طريق برقراري تعادل صحيح بين فاكتورهاي محرك رگ
 بـا توجـه بـه . گيـرد هاي آن صـورت مـي زايي و مهاركننده رگ

 خـاطر بـه VEGFR­1 هاي اخير، تحقيقات انجام شده در سال
 با تمايـل بـالا بـه فـاكتور رشـد داشتن ناحية خارج سلولي كه

 ۱۰ - ۲ آن تقريباً برابر بـا Kd ( شود اندوتليال عروقي متصل مي
 كننـدة منفـي عنوان يك تنظـيم ، ممكن است به ) است پيكومولار

 بـه علـت بنابراين . زايي در مراحل اولية جنيني عمل نمايد رگ
 خاصيت تيروزين كينازي ضعيفي كه دارد، نقش اندكي در بروز

 VEGF­A شناختي فاكتور رشـد انـدوتليال عروقـي يست اثر ز
 ]. ۳ ، ۲ [ نمايد ايفا مي

 اين اسـت كـه ژن VEGFR­1 يك خصوصيت مهم ديگر
 كنـد، بلكـه كامل را كـد مـي mRNA كنندة آن نه تنها يك بيان

 تري است كه شـكل كوتاه mRNA همان ژن مسئول توليد يك
 لـول شـكل مح . كنـد را توليد مـي VEGFR­1 محلول پروتئين

 هـاي خـارج سـلولي اسـت و ممكـن اسـت فقط داراي دومن
ــدة طبيعــي  ايــن ويژگــي ]. ۲۱ ، ۲۰ [ باشــد VEGF­A مهاركنن

 كنـد كـه اين مسئله را پيشنهاد مي ، VEGFR­1 منحصر به فرد
 شـونده بـه هـاي متـصل ممكن است اين گيرنده از طريق دومن

زايـي عمـل كنندة منفـي در رگ عنوان يك تنظيم ليگاند خود به
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۷ 

 اش، نمايد و در عين حال از طريق خاصـيت تيـروزين كينـازي
 ]. ۹ [ زايي نيز باشد كنندة مثبت در رگ عنوان يك تنظيم به

 گزارش دادند ۱۹۹۵ و همكارانش در سال (Fong) فونگ
 در يكي از مراحل VEGFR­1 هاي جهش يافتة فاقد كه موش

ــيش از حــد عــروق و عــدم ــه علــت رشــد ب  جنينــي خــود ب
 تـوان مـي اين يافته براساس . ميرند ها مي مناسب آن دهي سازمان

 كننـدة عنوان يك تنظيم به VEGFR­1 گفت كه به احتمال زياد
 همچنـين ]. ۲۲ [ كنـد زايي در دوران جنيني عمل مـي منفي رگ
 نـشان ۱۹۹۸ و همكـارانش در سـال (Hiratsuka) هيراتسوكا

 هـايي كـه دومـن تيـروزين كينـازي مربـوط بـه دادند كه موش
VEGFR­1 ها عمداً حذف شده اسـت، داراي سـلامت در آن 

 ]. ۲۳ [ كامل بوده و غالباً داراي سيستم عروقـي طبيعـي هـستند
 دهنـد كـه دومـن خـارج سـلولي نتايج فوق آشكارا نـشان مـي

 همـراه بخـش داخـل ، بـه VEGFR­1 شونده بـه ليگانـد متصل
 ي آن، به تنهايي براي اعمال اثر ايـن گيرنـده در عملكـرد غشاي
 اخيـراً چنـدين . انـد مولكول در مراحل اولية جنينـي كـافي اين

 زايي غيرطبيعي را در گروه تحقيقاتي مجزا احتمال دخالت رگ
 از . انـد شـرح داده (Atherosclerosis) پيشرفت آتروسـكلروز

 ­VEGF ويـژه ه بـ ( VEGF زايـي، از ميان اين فاكتورهـاي رگ

A ( ده اسـت، عنوان فاكتور اصلي دخيل در اين مورد يـاد شـ به 
 هاي آزمايشگاهي مبتلا به آترواسكلروز بـا چرا كه درمان موش

 منجــر بــه مهــار پيــشرفت بيمــاري VEGFR­1 فــرم محلــول
 . ] ۲۶ - ۲۴ [ شود مي

 در اين تحقيق كلونينگ در ناقـل بيـاني و سـپس توليـد و
 گرچـه . انجام شد VEGFR­1­II تخليص دومن دوم مولكول

 بيـاني مـورد اسـتفاده اندازه اين مولكول كوچك است و ناقـل
 آزمـوده IPTG هاي متفاوت غلظت قابليت توليد بالايي دارد و

 (Rosetta­gami2) استفاده از ميزبان اشرشياكلي با وجود و شد

 هــاي يوكــاريوتي كــه در كــدون ( هــاي نــادر كــه داراي كــدون
 وجـود tRNA هـا چـون بـراي آن ، شـود ها استفاده نمي باكتري

 ، ولي مقدار توليد خالص نهـايي است ) ندارد يا بسيار كم است
 حل اين مشكل تنها راه از پروتئين نوتركيب كم بود كه احتمالاً

 هاي نادر سنتز توالي به شكل مصنوعي و جايگزين كردن كدون
 امـا در بررسـي عملكـرد . هاي متداول باكتريايي باشـد با كدون

 پروتئين نوتركيب خوشبختانه مولكول تخليص شدة ما قابليـت
 هـاي عروقـي و در نتيجـه قابليـت سبي در مهار رشد سلول منا

 . زايي داشت بالقوه در مهار رگ
 Pubmed هاي اطلاعاتي با توجه به نتايج جستجو در بانك

 براي اولـين بـار قابليـت حاضر تحقيق ، در Sciencedirect و
 هاي عروقي و نيـز در مهار رشد سلول VEGFR­1 دومن دوم

 زاد در محيط كشت و ممانعت در آ VEGF رقابت در اتصال به
 محـصول . هاي عروقي مطالعه و گزارش شده است رشد سلول

 عنـوان يـك عامـل مهـار توانـد بـه مي نهايي اين كار تحقيقاتي
 هـاي زايـي هايي كه بـه علـت رگ زايي و در درمان بيماري رگ

 شوند مورد استفاده باشد و شناختي ايجاد مي ناخواسته و آسيب
 مولكول بادي عليه نتي آ اي مثل كننده وامل بلوكه توليد ع از طرفي
 اي جايگاه ويژه زايي تحقيقات رگ در VEGFR­1­II نوتركيب

 قابـل اسـتفاده تحقيق حاضـر دارد كه در آن مورد نيز محصول
 . خواهد بود

 تشكر و قدرداني - ۵
 دانشگاه علـوم ( اين تحقيق طرح مصوب مركز تحقيقات پيوند

 باشد و با حمايت مالي آن مركـز مي ۱۳۸۷ در سال ) پزشكي شيراز
 دانند كه از حمايت مـالي نويسندگان لازم مي . به انجام رسيده است

 . مركز تحقيقات پيوند شيراز، تشكر و قدرداني نمايند
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