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Abstract 
Background: Vascular endothelial growth factor (VEGF) plays an important role in development of new blood vessel and 

angiogenesis. Human VEGF121 is smallest member of VEGF family. Production of active and correct form of VEGF is the most 

challenging issue.  
Methods: Here we described a method for optimization of refolding of VEGF121 which was expressed in bacterial host. 

Enzyme linked immunosorbent assay and proliferation assay of human endothelial cells was performed to monitor refolding and 

functional assay of VEGF121. 

Results: Using described method; VEGF was in correct fold and detected by antibody in ELISA. Furthermore, VEGF 

stimulated proliferation of human endothelial cells in dose-dependent manner. 
Conclusion: Refolded VEGF has potential for stem cell differentiation. 

 

Keywords: Vascular Endothelial Growth Factor, Angiogenesis, Refolding 

 

How to cite this article: Kazemi-Lomedasht F, Behdani M, Pooshang Bagheri K, Shahbazzadeh D, Habibi-Anbouhi M. 

[Optimization of refolding of human vascular endothelial growth factor-A121]. Med J Tabriz Uni Med Sciences Health Services. 

2018 April-May;40(1):59-65. Persian. 

 
 
 
 
 
 
 
 



                                                             1317 فريردیه ي اردیبُشت  1شمارٌ   46مجلٍ پسشکی داوشگاٌ علًم پسشکی ي خدمات بُداشتی ـ درماوی تبریس ديرٌ /  66

 

 
 
 
 
 
 
 

 مقالٍ پژيَشی
 

 :VEGF-A121فاکتًر رشد سلًلُای اوديتلیال عريق اوسان  فعالبُیىٍ سازی بازآرایی فرم 
 

ٍ دشت  2مُدی حبیبیاوبًَی ،1دلاير شُباززادٌ، 1کامران پًشىگ باقری، 1*، مُدی بُداوی1فاطمٍ کاظمی لمع

 

صی پشضکی، آسمایطگاٌ ي1 ً پاستًر ایزان، تُزان، ایزان بخص بیًتکىًلً  وًم ي بیًمًلکًل َای  داريیی، اوستیت
ً پاستًر ایزان، تُزان، ایزان2 لًی، اوستیت  باوک سل
یسىذٌ  *  Behdani@pasteur.ac.ir؛ ایمیل: مسؤيلوً
 

 16/11/1396اوتطار بزخط:      19/2/1395پذیزش:      18/12/1394دریافت: 
 ـدرماوی تبزیش.  ٍ پشضکی داوطگاٌ علًم پشضکی ي خذمات بُذاضتی   65-59(:1)40؛ 1397 اردیبُطتي  فزيردیهمجل

 

 چکیدٌ
سبٖ ) زمینه: ذٚتّیبَ فشٚق ا٘ ِٟٛبی ا٘ ٛ٘ی خذیذ ٚ سي صایی ایفب ٔی وٙذ. ایضٚفشْ VEGFفبوتٛس سضذ سّ ٝ 121( ٘مص ٟٕٔی دس تطىیُ فشٚق خ  اسیذآٔیٙ

سبٖ ) تّٚیبَ فشٚق ا٘ ذ ِٟٛبی ا٘ ادٜ  VEGF 121ای فبوتٛس سضذ سّ یِذ فشْ صحیح ٚ فقبَ  VEGF-A( وٛچىتشیٗ فضٛ خبٛ٘ اص چبِص ثش  VEGFٔی ثبضذ. تٛ
ِٛٝ ٞب ٔی ثبضذ.  یٍضتشیٗ ٔم  ا٘

یٟٙٝ سبصی ثبصآسایی پشٚتئیٗ  :کارروش  یِذ ضذٜ دس ٔیضثبٖ ثبوتشیبیی اسایٝ ٌشدیذ. سپس اص سٚش الایضا ٚ تىثیش  VEGFدس ایٗ ٔغبِقٝ سٚضی خٟت ث تٛ
طبٖ  ٔٙؾٛس٘  یّبَ ثٝ  ذٚت بی ا٘ ِٟٛ دٖ ٚ سّ  ٚتئیٗ استفبدٜ ضذ. صحیح پش فشْدادٖ فّٕىشدی ثٛ

طبٖ داد وٝ ثب استفبدٜ اص سٚش اسایٝ ضذٜ دس ایٗ ٔغبِقٝ، پشٚتئیٗ  یافته ها: سظ آ٘تی ثبدی  صحیح شْداسای ف VEGF٘تبیح ٔغبِقٝ٘  ثٛدٜ ٚ دس الایضا تٛ
سبٖ تٛیِذ ضذٜ  VEGF فلاٜٚ ثش ایٗ ٌشدیذ.ضٙبسبیی  تّٚیبَ ا٘ ذ ِٟٛبی ا٘ اٚثستٝ ثٝ دٚص سّ دلبدس ثٝ تحشیه تىثیش   . ثٛ

اٖٛ  نتیجه گیری: اٖ ٌفت وٝ اص سٚش اسایٝ ضذٜ دس ایٗ ٔغبِقٝ ٔی ت یِذ  خٟتدس ٔدٕٛؿ ٔی تٛ ٔٙؾٛس استفبدٜ دس تٕبیض  VEGFتٛ یبدی ٚ ثٝ  ِٟٛبی ثٙ سّ
 سبیش ٔغبِقبت ٔشتجظ استفبدٜ وشد.

 
ٖ، سي صایی، ثبصآسایی پشٚتئیٗ :واژه هاکلید سب یّبَ فشٚق ا٘ ذٚت بی ا٘ ِٟٛ  فبوتٛس سضذ سّ

 
یف وبؽٕی ِٕقٝ دضت: نحوه استناد به این مقاله ذا٘ ضًٙ ثبلشیْ ، ثٟ جٟبصصادٜن ، پٛ تّٚیبَ ْ.  ا٘جٛٞی ، حجیجید ، ض بی ا٘ذ ِٟٛ یٝٙ سبصی ثبصآسایی فشْ فقبَ فبوتٛس سضذ سّ ثٟ

سبٖ  ذاضتی ـ دسٔب٘ی تجشیض. . :VEGF-A121فشٚق ا٘ طٍبٜ فّْٛ پضضىیٚ  خذٔبت ثٟ   65-59(:1)40؛ 1397ٔدّٝ پضضىی دا٘
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 مقدمٍ 

ذٚتّیبَ فبوتٛس سضذ  ( ٘مص ٟٕٔی دس  VEGFفشٚق ) ا٘
سي صایی  پیطشفت ثیٕبسیٟبی ٚاثستٝ ثٝ سي صایی ایفب ٔی وٙذ.

ط ثٝ ضىُ ٌیشی فشٚق خٛ٘ی خذیذ اص فشٚق لجّی ٔی ثبضذ  ٔشثٛ
دٜ ٚ ثٝ خض دس ٔٛاسدی  وٝ دس ضشایظ عجیقی ثذٖ ثسیبس پبیذاس ثٛ

ذ : دٚساٖ لبفذٌی ،ثبسداسی ٚ تشٔیٓ صخٓ ذست دس افشاد ثبِغ ، ٔبٙ٘ ثٙ
. فلاٜٚ ثش ضشایظ عجیقی ثذٖ، سي صایی ٘مص (1) سخ ٔی دٞذ

ئیذ آستشیت، دط٘شاسیٖٛ  ذ : سٚٔبتٛ طیه ٔبٙ٘ ٟٕٔی دس ضشایظ پبتِٛٛ
. (2) ٔبوٛلاس ٚاثستٝ ثٝ سٗ، ستیٙٛپبتی دیبثت ٚ سشعبٖ ایفب ٔی وٙذ

ذٚتّیبَ فشٚق یه تشویت وّیذی دس تٛسقٝ سیستٓ  فبوتٛس سضذ ا٘
فبٚی ٔی ثبضذ وٝ ثٝ صٛست اختصبصی ٚ تٟٙب ثش سٚی  فشٚلی ٚ ِٙ

س سضذ  ادٜ فبوتٛ سَّٛ ٞبی آ٘ذٚتّیبَ فشٚق اثش ٔی ٌزاسد. خبٛ٘
ذٚتّیبَ فشٚق ٔتطىُ اص ٞفت ٌّیىٛپشٚتئیٗ تشضحی ) -VEGFا٘

A،  VEGF-B ،VEGF-C ،VEGF-D  ،VEGF-E  ،PLGF7  ٚ
VEGF-F س  5. دس ا٘سبٖ حذالُ (3)( ٔی ثبضذ ٘ٛؿ اص ایٗ فبوتٛ

 VEGF-A،  VEGF-B ،VEGF-C ،VEGF-Dضٙبختٝ ضذٜ است)
 ٚPLGF7 وٝ ٟٕٔتشیٗ آٟ٘ب )VEGF-A  ٖٔی ثبضذ. دس ا٘سبٖ ط

VEGF-A  ضٖٚ تطىیُ ضذٜ است وٝ ثش اثش فشآیٙذ  8اص اٌ
Alternative Splicing  ْ183، 165، 145،148، 121ٞفت ایضٚفش ،

خٛد ٔی آٚسد. ٕٞچٙیٗ یه فشْ  206ٚ  189  110اسیذ آٔیٙٝ ای ثٛ
ِیتیه ایدبد ٔی ٌشدد  اسیذ آٔیٙٝ ای ٞٓ دس ٘تیدٝ ی ثشش پشٚتئٛ

 VEGF 121  ٚ165دس اغّت سشعبٖ ٞب افضایص ثیبٖ  . (4)
ضٖٚ  121VEGFاسیذآٔیٙٝ ای ٔطبٞذٜ ضذٜ است.  اص طٖ  7فبلذ اٌ

VEGF  ٖٚض س  165VEGFدس  7ٔی ثبضذ. اٌ ٚخٛد داسد ٚ ایٗ فبوتٛ
) وٝ ٔسَٛٚ سضذ خٙیٗ است(  NP-1سا لبدس ٔی وٙذ وٝ ثٝ ٌیش٘ذٜ 

ثبفث ٔی ضٛد  121VEGF. ٚصٖ ِٔٛىِٛی وٛچه (5) ٔتصُ ضٛد
دٜ ٚ ثٝ  وٝ ایٗ فبوتٛس ٘سجت ثٝ ثمیٝ داسای حلاِیت ثبلاتشی ثٛ

ذ (6) ساحتی لبثُ ا٘تطبس ثبضذ . ٔغبِقبت ٔختّفی ٔطخص وشدٜ ا٘
طیىی وبُٔ ٔی ثبضذ 121VEGFوٝ  ِٛ پشٚتئیٗ . [6] داسای فقبِیت ثیٛ

اٛدٜ  ذ وٝ  VEGFٞبی خب٘ ٔش یىسبٖ تطىیُ ضذٜ ا٘ اص دٚ ٔٛٙ
ِٛفیذی ثٝ یىذیٍش ٔتصُ ضذٜ ٚ فشْ فقبَ  تٛسظ ثب٘ذٞبی دی س

خٛد ٔی آٚس٘ذ ذٜ است وٝ سَّٛ ٞبی . ٔطبٞذٜ ض(7) دایٕش سا ثٛ
ٔختّفی اص لجیُ سَّٛ ٞبی فضلات صبف، ٔبوشٚفبطٞب ٚ سَّٛ 

ی ثبضٙذ VEGF-Aٞبی تٛٔٛسی لبدس ثٝ ثیبٖ   VEGF .[7]دس ثذٖٔ 
طیىی خٛد سا اص عشیك ثشٕٞىٙص ثب ٌیش٘ذٜ ٞبی  ِٛٛ فّٕىشد ثی

(VEGFRخٛد افٕبَ ٔی وٙذ )[8] ٌیش٘ذٜ ٞبی .VEGF  اص ٘ٛؿ
ٌیش٘ذٜ ٞبی تیشٚصیٗ ویٙبصی ٌزس٘ذٜ اص غطب ٔی ثبضٙذ وٝ ٍٕٞی 

 VEGF-Aاص ٘ؾش سبختبسی ثٝ ٞٓ ضجیٝ ٔی ثبضٙذ. ٌیش٘ذٜ ٞبی 
 ،(VEGFR-1)( Flt-1 );: 1ضبُٔ 

(Kinase insert domain containing receptor/Flk-1, 
VEGFR-2);  

(KDR/Flk-1 ٚ )VEGFR-3 (Flt-4)  ٔی ثبضذ وٝ ثٝ صٛست
ٛ٘ذ ٚ  : 2ا٘تخبثی تٟٙب دس سغح سَّٛ ٞبی آ٘ذٚتّیبَ ثیبٖ ٔی ض

سٚپیّیٗ وٝ دس سغح فشٚق  NP-1   ٚNP-2ٌیش٘ذٜ ٞبی ٛ٘
سٖٚ ٞب ثیبٖ ٔی ضٛد ٘ٛ ٚ ْ ذٚتّیٛ ثٝ  VEGF-A. دس پی اتصبَ [9]ا٘

ٞب، آثطبس سیٍٙبِیًٙ ثٝ ساٜ ٔی افتذ  لسٕت خبسج سِّٛی ٌیش٘ذٜ
 ٌشددوٝ دس ٟ٘بیت ٔٙدش ثٝ دایٕشیضٜ ضذٖ ٚ فقبَ ضذٖ ٌیش٘ذٜ ٔی 

ِٛی دس پبیب٘ٝ ٞبی تیشٚصیٗ  ٖ داخُ سّ وٝ دس پی آٖ اتٛفسفشیلاسیٛ
  VEGFR-2ویٙبصی ٌیش٘ذٜ سخ ٔی دٞذ. ٌضاسش ضذٜ است وٝ

ط٘ض  دس ضشایظ  VEGF-Aٟٕٔتشیٗ ٌیش٘ذٜ ٔسَٛ اثشات آ٘ظیٛ
طیه ٔی ثبضذپ ذٚتّیبَ فشٚق . (10) بتِٛٛ بی ا٘ فبوتٛس سضذ سِّٟٛ

دٜ  ِٛفیذی دسٖٚ  3داسای  ٚثٝ صٛست ٕٞٛدایٕش ثٛ ثب٘ذ دی س
ِٛىِٛی ٚ  ِٛی ٔی ثبضذ. دس ٔیضثبٖ  2ٔ ِٛى ِٛفیذی ثیٗ ٔ ثب٘ذ دی س

ذٚتّیبَ فشٚق ثٝ صٛست ٔٙٛٔش  بی ا٘ س سضذ سِّٟٛ ثبوتشیبیی فبوتٛ
ی ثبضذ. ف قبِیت ٔی ثبضذ ٚ ثبوتشی لبدس ثٝ دایٕش وشدٖ صحیح ٕ٘

طیىی پشٚتئیٗ ٘یبصٔٙذ  دٖ صحیص آٖ ٔی ثبضذ. ثب ثیِٛٛ دایٕش ثٛ
دٖ استفبدٜ اص سیستٓ ثیب٘ی تٛخٝ ثٝ  ٔمشٖٚ ثٝ صشفٝ التصبدی ثٛ

تشویت ٚ ٘یبص پظٚٞط ِیذ پشٚتئیٗ ٞبی ٛ٘ ٍشاٖ  ثبوتشیبیی  دس صٔیٙٝ تٛ
س سضذ خٟت ٔغبِقبت  بی ثٙیبدیثٝ فبوتٛ ،  تشٔیٓ صخٓ تٕبیض سِّٟٛ

دبْ ایٗ ٔغبِقٝ ثٟیٙٝ سبصی ثبصآسایی ٚ ٟٔٙذسی ثبف ت، ٞذف اص ا٘
ذٚتّیبَ فشٚق  فشْ فقبَ بی ا٘ س سضذ سِّٟٛ  ٔی ثبضذ.ا٘سبٖ فبوتٛ

 
  کارريش 

قٝ دضت ٚ ٕٞىبساٖ،  دس ٔغبِقٝ صٛست ٌشفتٝ تٛسظ وبؽٕی ِٕ
-E. coli BLثٝ دسٖٚ ٔیضثبٖ    pET-26b-VEGF121سبصٜ ط٘ی 

21(DE3)  بی (11) تشا٘سفٛسْ ضذ س سضذ سِّٟٛ . ثیبٖ فبوتٛ
ذٚتّیبَ فشٚق  ثب استفبدٜ اص  یه ٔیّی ٔٛلاس ٚ  IPTGا٘

ٖ سٝ سبفتٝ دس ضیىش ا٘ىٛثبتٛس دس دٔبی  ىٛثبسیٛ دسخٝ  37ا٘
مب ٌشدیذ. ثٝ ٔٙؾٛس ثیبٖ اص ٔحیظ  250سب٘تی ٌشاد ٚ دٚس  ثٛٝ اِ ا٘ى

بی  TBوطت  س سضذ سِّٟٛ استفبدٜ ٌشدیذ. تخّیص فبوتٛ
ذٚتّیبَ فشٚق ث )  Ni-NTAب استفبدٜ اص ستٖٛ وشٚٔبتٌٛشافی ا٘

دبْ ٌشفت. ثٝ اصای ٞش یه ٌشْ سسٛة ثبوتشی  ضشوت ویبطٖ( ا٘
سٜ  7   ٔیّی ٔٛلاس،   10ٔٛلاس، ایٕیذاصَٚ  8ٔیّی ِیتش اص ثبفش ِیض )اٚ

NaH2Po4 50 ٔیّی ٔٛلاس ٚNaCl  500 لاس (   PH=8دس  ٔیّی ٛٔ
ِٛی غطبی وشدٖ پبسٜ اضبفٝ ٌشدیذ. ثٝ ٔٙؾٛس اص  سّ

(ٖ شاد استفبدٜ  دسخٝ 4 ثب٘یٝ ای( دس 20پبِس  20سٛ٘یىبسیٛ ت٘یٍ سب
ثٛٝدسخٝ سب٘تیٍشاد  4سبفت دس دٔبی  2ضذ. سپس ثٝ ٔذت   ا٘ى

 rpm دس دٚس سب٘تشیفٛط ثب ٌشدیذ. دس ٟ٘بیت ثبلی ٔب٘ذٜ سِّٛی 
یٚی ثٝ  سپس .ضذ دادٜ دلیمٝ سسٛة 10ثٝ ٔذت   8000 سٛح س

ٖ وشٚٔبتٌٛشافی ی دسٖٚ ستٛ بٖ( ( Q IAGEN٘یىُ  تٕبیّ ، إِٓ
ٖ ا٘دبْ  د٘بتٛسٜتخّیص ثٝ سٚش ٚ ٌشدیذ اضبفٝ  ثب  ٌشفت. ستٛ

ٔیّی  30ٔٛلاس، ایٕیذاصَٚ  4ٚسٜ احدٓ ثبفش ضستطٛ) 4استفبدٜ اص 
لاس NaH2Po4 50  ٔٛلاس،   ی ٛٔ دس  یّٔی ٔٛلاس NaCl  500ٚ ٔیّ
PH=8   ) ٜتب پشٚتئیٗ ٞبی اتصبَ ٘یبفتٝ خبسج   ضذضستطٛ داد



                                                             1317 فريردیه ي اردیبُشت  1شمارٌ   46مجلٍ پسشکی داوشگاٌ علًم پسشکی ي خدمات بُداشتی ـ درماوی تبریس ديرٌ /  62

 

ضٗ  ٌشد٘ذ. سپس پشٚتئیٗ ٞبی ٔتصُ ضذٜ ثب استفبدٜ اص ثبفش اِٛ
سٜ  لاس،   250ٔٛلاس، ایٕیذاصَٚ  4)اٚ یّٔی  NaH2Po4 50  ٔیّی ٛٔ
. یذخبسج ٌشد (  PH=8دس  ٔیّی ٔٛلاس NaCl  500ٚ ٔٛلاس

َ ثب غّؾت ٟ٘بیی پشٚتئیٗ  حّٛ ضذ.  سٙدیذٜثشادفٛسد  استفبدٜ اصٔ 
ذ  ٚ ٚستشٖ ثلاتیًٙ تبییذ ضذ SDS-PAGEثب  تخّیص ٚ فشایٙ

(11).  
س ٔیىشٌٚشْ دس ٔیّی ِیتش اص  300غّؾت یه ٔیّی ِیتش اص  فبوتٛ

ذٚتّیبَ فشٚق تخّیص ضذٜ  بی ا٘ ِٟٛ ثٝ صٛست لغشٜ سضذ سّ
ٖ احیب  ثبفشثبصآسایی )ٔیّی ِیتش اص  9دس لغشٜ  ٔیّی ٔٛلاس ، 3ٌّٛتبتیٛ

ٖ او -Trisٔٛلاس،  16/0ٔیّی ٔٛلاس، اَ اسطیٙیٗ 9/0سیذ ٌّٛتبتیٛ

Hcl  50  ٜس شدیذ ٚ  ( PH=8ٔٛلاس دس  1ٔیّی ٔٛلاس ٚ اٚ اضبفٌٝ 
سپس ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ. سب٘تیٍشاد دسخٝ  4سبفت دس  30ثٝ ٔذت 

VEGF  ِٜٛذ ضذ ٖ  PBS 1Xدس ثبفش )تغّیؼ ٚ ف تبتیٛ ٕشاٜ ٌّٛ  ٞ ثٝ
ذ ایٗ  پبیبٖ، دسٔیّی ٔٛلاس( دیبِیض ٌشدیذ.  3احیب  -SDSثب  فشایٙ

PAGE 15  ثب آ٘تی ثبدی ٚ ٚستشٖ ثلاتیًٙ دسصذBevacizumab 
َ ٚ  2دس ثبفش فسفبت( دس دٚ حبِت احیب ثب  4000: 1) ٔشوبپتٛ اتبٛ٘

 ٔٛسد ثشسسی لشاس ٌشفت.غیش احیب 
تشویت ثبصآسایی ضذٜ داسای  ثٝ ٔٙؾٛس ثشسسی ایٙىٝ آیب پشٚتئیٗ ٛ٘

دٜ ٚتٛسظ آ٘ ِٛذ صحیح ثٛ تی ثبدی ٔٛسد ضٙبسبیی لشاس ٔی ٌیشد، ف
یٚذیٗ سب٘ذٚیچ الایضا سٚش  ثیٛتیٗ -ثب استفبدٜ اص وٕپّىس آ

اثتذا دس وف پّیت ٔمذاس یه ٔیىشٌٚشْ دس ٔیّی عشاحی ٌشدیذ. 
 4یه ضت دس ٔذت ثٝ   Bevacizumabِیتشاص آ٘تی ثبدی تدبسی 

ٍشاد ثب استفبدٜ اص ثبفش ثیىشثٙبت وٛت ٌشدیذ. سٚص ثقذ دسخٝ سب٘تی
ئیٗ  PBSTثبس ثب استفبدٜ اص ثبفش  4چبٞه ٞب  دسصذ ثٝ  05/0)تٛ

 , BSAضستطٛ دادٜ ضذ ٚ سپس ثب استفبدٜ اص    (،  PBS ٕٞشاٜ

ثٛٝ ضذ.  ثلان ٌشدیذ 2% ى ٚ ثٝ ٔذت یه سبفت دس دٔبی اتبق ا٘
استب٘ذاسد )  VEGFثیبٖ ضذٜ ٚ  VEGFغّؾت ٞبی ٔختّف اص  

٘بٌ٘ٛشْ دس  R&D ) (0 ،16 ،32 ،64 ،125 ،250  ٚ500ضشوت 
ٔیّی ِیتش( ثٝ ٞش یه اص چبٞه ٞب اضبفٝ ٌشدیذ ٚ ثٝ ٔذت یه 

دسخٝ سب٘تیٍشاد ا٘ىٛثٝ ضذ. ثقذ اص ضستطٛ ثب  37سبفت دس 
ی وّٛ٘بَ  PBSTاستفبدٜ اص ثبفش   Anti-VEGF، آ٘تی ثبدی پّ

 37( اضبفٝ ٌشدیذ ٚ ثٝ ٔذت یه سبفت دس 1:100ثیٛتیٙٝ )سلت 
ىٛثٝ ضذ. سپس  یٚذیٗ آ٘تی دسخٝ سب٘تیٍشاد ا٘  ثبدی استشپتٛآ

HRP ٛ٘ظٌٚٝ )سلت ( اضبفٝ ٌشدیذ ٚ ثٝ ٔذت یه 1:5000و
سٛثستشای  دسخٝ سب٘تیٍشاد ا٘ىٛثٝ ضذ. دس ٟ٘بیت  37سبفت دس 

TMB  ثٛٝ ضذ  دلیمٝ دس دٔبی 15اضبفٝ ٌشدیذ ٚ ثٝ ٔذت اتبق ا٘ى
ِٛفٛسیه  50ٚ ٚاوٙص ثب استفبدٜ اص ِٚیتش اسیذ س ٘شٔبَ  2ٔیىش

سی دس  . ٔتٛلف ٌشدیذ  ٘ب٘ٛٔتش لشائت ٌشدیذ. 450ٔیضاٖ خزة ٛ٘
ذ ٘بف  ذٚتّیبَ اص سیبٞشي ثٙ بی ا٘ ٔغبثك پشٚتىُ سِّٟٛ

ذ ٘بف ا٘سب٘ی اص ثیٕبسستبٖ خذاسبصی ٌشدیذ. اثتذا ٕ٘ٛ٘ٝ[11] ی ثٙ
سیّیٗ دسصذ، پٙی 2ثبثه تٟیٝ ٚ دس ٔحَّٛ استشیُ  حبٚی ٌّٛوض

ْ ثشای PBSٚ استشپتٛٔبیسیٗ ٔحَّٛ دس  ، ثٝ آصٔبیطٍبٜ ٚٛ٘

ذ ٘بف ثٝ [11]خذاسبصی سَّٛ ٔٙتمُ ضذ . سپس سیبٞشي  ثٙ
% استشیُ 2/0ضستطٛ دادٜ ضذ ٚ ثب ٔحَّٛ ولاط٘بص  PBSٚسیّٝ 

ذ ٘بف داخُ ثطش  ذ ٘بف ثب ٌیشٜ ثستٝ ضذ. ثٙ پش ضذ ٚ دٚ سش ثٙ
دلیمٝ دس  15ٚ ثٝ ٔذت  لشاس دادٜ ضذحبٚی آة ٔمغش استشیُ 

ىٛثبتٛس  ثٛٝ ٌ 37ا٘ ى . دس ٔشحّٝ ثقذ ثب شدیذدسخٝ سب٘تیٍشاد ا٘
ذ ٘بف ٚ ثبص ٕ٘ٛدٖ ٌیشٜ ٞب، سیبٞشي ثب استفبدٜ اص  ٔبِص دادٖ ثٙ

PBS َّٛذ ٘بف خذا ضستطٛ دادٜ ضذ تب س ذٚتّیبَ اص ثٙ ٞبی ا٘
ِٛی دس یه فبِىٗ ٛ٘ذ. سٛسپب٘سیٖٛ سّ خٕـٚ  ثب دٚس  mL 15ض

900g   دلیمٝ سب٘تشیفیٛط ضذ. سسٛة  سِّٛی حبصُ  10ثٝ ٔذت
-%پٙیسیّیFBS ،1ٗ% 10حبٚی  EBM-2دس ٔحیظ وطت 

ٔبیسیٗ،  %ٌّٛتبٔیٗ، حُ ٌشدیذ ٚ ثٝ یه فلاسه وطت 1استشپتٛ
ب فلاسه سا 4سَّٛ ٔٙتمُ ٌشدیذ. ثقذ اص ٌزضت  پش  سٚص سِّٟٛ

ب ثب تشیپسیٕٗ٘ٛد٘ذ.  دبْ ٌشدیذ. ٞٛیت  EDTA -پبسبط سِّٟٛ ا٘
بی خذا ضذٜ ثب سً٘ آٔیضی ٔبسوش اختصبصی  ثب  CD31سِّٟٛ

 تقییٗ ٌشدیذ. FITCوٛ٘ظٌٚٝ ثب  CD31ص آ٘تی ثبدی فّیٝ استفبدٜ ا
دس  ای خب٘ٝ 96دس چبٞه پّیت  HUVECسَّٛ  104حذٚد 

س سضذ ثٝ  EBM-2 ،FBS 2 ٔحیظ وطت دس صذ ٚ ثذٖٚ فبوتٛ
ثٛٝ  % CO2 5دسخٝ سب٘تی ٌشاد ٚ  37ٔذت یه ضت دس  ا٘ى

٘بٌ٘ٛشْ دس ٔیّی ِیتش(  100-0ٌشدیذ. سٚص ثقذ ٔمبدیش ٔختّف )
VEGF121   ٚثیبٖ ضذٜ ٚ استب٘ذاسد PBS)ثٝ  ) وٙتشَ ٔٙفی

سبفت دس ٕٞبٖ ضشایظ  72ٚ ثٝ ٔذت چبٞه ٞب اضبفٝ ٌشدیذ 
ىٛثٝ ٌشدیذ. ب خبِی ٌشدیذ  72ثقذ اص  ا٘ سبفت ٔحیظ وطت سِّٟٛ

ب دٚ ثبس ثب   50سپس ٔمذاس  ضستطٛ دادٜ ضذ٘ذ. PBSٚ سِّٟٛ
-MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)ٔیىشِٚیتش اص ٔحَّٛ 

2,5-diphenyltetrazolium bromide) (5 )یّٔی ِیتش ٔیّی ٌشْ دس 
دسخٝ  37سبفت دس  4ثٝ چبٞه ٞب اضبفٝ ٌشدیذ ٚ ثٝ ٔذت 

اص چبٞه ٞب  MTTسب٘تی ٌشاد دس تبسیىی ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ. ٔحَّٛ 
ِٚیتش  100خبسج ٌشدیذ ٚ   DMSO ( Dimethylsulfoxide) ٔیىش

 37دلیمٝ دس  30ٞب اضبفٝ ٌشدیذ ٚ ثٝ ٔذت  ثٝ ٞش یه اص چبٞه
ثٛٝ ٌشدیذ.سپس ثلافبصّٝ ٔیضاٖ خزة ٘ٛسی دس عَٛ  ى دسخٝ ا٘

ٔتش لشائت ٌشدیذ.)عَٛ ٔٛج  570ٔٛج  ٘ب٘ٛٔتش ٘یض ثٝ  630٘بٛ٘
اٖٛ عَٛ ٔٛج سفش٘س لشائت ٌشدیذ(.ف ٙ 
 
 افتٍ َای

دس حدٓ یه ِیتش ثیبٖ ٌشدیذ  VEGF121ثقذ اص تبییذ ثیبٖ، پشٚتئیٗ 
ٚ  د٘بتٛسٜٚ ثب استفبدٜ اص وشٚٔبتٌٛشافی تٕبیّی ٘یىُ تحت ضشایظ 

ٔغبثك ثب پشٚتىُ ضشوت سبص٘ذٜ تخّیص ٌشدیذ. پشٚتئیٗ ٔٛسد 
٘ؾش ثٝ صٛست ایٙىّٛطٖ ثبدی دس ثبوتشی ٔی ثبضذ ِزا تخّیص آٖ 

سٜ صٛست پزیشفت. ٔیضاٖ ثٝ  ٔحصَٛ ثب استفبدٜ اص سٚش د٘بتٛ
شْ دس ِیتش ٔحبسجٝ  5ثشادفٛسد حذٚد  سٚش ثب آٔذٜ دست یٌ  ٔیّ

ِٛفیذی دسٖٚ  3داسای  VEGF121 ٌشدیذ. پشٚتئیٗ ثب٘ذ دی س
ِٛىِٛی ٚ  ِٛىِٛی )دایٕش ( ٔی ثبضذ 2ٔ ِٛفیذی ثیٗ ٔ  ٚ ثب٘ذ دی س
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ی ثبضذ ،   VEGF121ٔیضثبٖ ثبوتشی لبدس ثٝ دایٕش ٕ٘ٛدٖ پشٚتئیٗ  ٕ٘
ذ دایٕش وشدٖ ثقذ اص تخّیص صٛست پزیش  پبیبٖ، دس .فتِزا فشایٙ

ذ ثبصاسایی ٚ ٚستشٖ ثلاتیًٙ ٔٛسد ثشسسی  SDS-PAGEثب   فشایٙ
تٛسظ   VEGFٕ٘ٛداس خزة ٚ ضٙبسبیی   .(1) ضىُ  لشاس ٌشفت
ثب سٚش الایضا سسٓ ٌشدیذ. ٕٞب٘غٛس وٝ  Bevacizumabآ٘تی ثبدی 
افضایص  VEGF٘طبٖ دادٜ ضذٜ است ثب افضایص غّؾت  2دس ضىُ 

اٛ٘بیی  خزة آٖ تٛسظ آ٘تی ثبدی سخ ٔی دٞذ وٝ ٘طبٖ دٞٙذٜ ت
ذ  Bevacizumabضٙبسبیی آ٘تی ثبدی  ا٘ٛ ٔی ثبضذ. ایٗ ٘تبیح ٔی ت

ِٛذ صحیح  ثبضذ وٝ تٛسظ آ٘تی ثبدی ٔٛسد  VEGFداَ ثش ف
ثیبٖ ضذٜ تمشیجب  VEGFسبیی لشاس ٔی ٌیشد. ٕ٘ٛداس خزة ضٙب

تدبسی ٔی ثبضذ وٝ ایٗ ٘تبیح ٘یض  VEGFٔطبثٝ ثب ٕ٘ٛداس خزة 
ِٛذ صحیح  ذ ٘طبٖ دٞٙذٜ ی ف ا٘ٛ ثیبٖ  ضذٜ ٔطبثٝ  VEGFٔی ت

VEGF .ذٚتّیبَ ثقذ اص پبسبط دْٚ  تدبسی ثبضذ بی ا٘ ٞٛیت سِّٟٛ
طی صحیح ِٛی ٚ اعٕیٙبٖ یبفتٗ اص ٔٛسفِٛٛ آٟ٘ب ثب استفبدٜ اص  سّ

٘تبیح  3تبییذ ضذ. ضىُ  CD31سً٘ آٔیضی ٔبسوش اختصبصی 
ٔتشی سا ٘طبٖ ٔی دٞذ. ٘تبیح ٘طبٖ داد حذٚد  خٕقیت  99فّٛسبیتٛ

ِٛی داسای ٔبسوش اختصبصی ٔی ثبضٙذ. ثشای ثشسسی فّٕىشد  سّ
VEGF  یبَ ثیٗ پبسبطٞبی ذٚتّ  استفبدٜ ٌشدیذ. 4تب  2اص سَّٛ ا٘

بی  دس ٔغبِقبت ٔختّف ٘طبٖ دادٜ ضذٜ است وٝ تىثیش سِّٟٛ
س ٞبی سضذ ٔختّفی ٔی ثبضذ وٝ  ذٚتّیبَ ٚاثستٝ ثٝ فبوتٛ ا٘
بی  س ٞب وٝ ثیطتشیٗ تبثیش سا ٞٓ دس سضذ سِّٟٛ ٟٕٔتشیٗ ایٗ فبوتٛ

ذٚتّیبَ داسد،  ٔی ثبضذ. ٘تبیح ٔغبِقٝ حبضش ٘طبٖ داد اثش  VEGFا٘
VEGF ٚذ بی ا٘ اٚثستٝ ثٝ دٚص ٔی ثبضذ ثش سٚی تىثیش سِّٟٛ تّیبَ 

بی  VEGFٚ ثب افضایص غّؾت  دس ٔحیظ وطت ، تىثیش سِّٟٛ
ذٚتّیبَ ٘یض افضایص ٔی یبثذ. اثش تىثیشی  ثیبٖ ضذٜ ٔطبثٝ  VEGFا٘

VEGF  ٘بٌ٘ٛشْ ثیطتشیٗ اثش  50تدبسی ٔی ثبضذ ٚ دس غّؾت
دس حبِی وٝ دس ٌشٜٚ وٙتشَ ٔٙفی  (.4دیذٜ ٔی ضٛد ) ضىُ 

(PBSبی ذٚتّیبَ سضذ ٔقٙی داسی ٘ذاس٘ذ. ( سِّٟٛ  ا٘
 

 )ة(        )اِف( 

 
ت٘بیح ثبصاسایی ) :1ضىُ ثش سٚی طَ  VEGF121( پشٚتئیٗ  Refolding)اِف(: 

SDS-PAGE 15  ت٘بیح دس  VEGF121پشٚتئیٗ  Refoldingدسصذ. )ة(: 
  . : 2دس حبِت غیش احیب.  SDS-PAGE: 1: ٔبسوش پشٚتئیٗ ، Mٚستشٖ ثلاتیًٙ

 حبِت احیب. SDS-PAGEدس 
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ت٘ی ثبدی  VEGFت٘بیح  ضٙبسبیی  :2ضىُ ثیبٖ ضذٜ ٚ استب٘ذاسد تٛسظ آ

Bevacizumab ٛداس خزة ٕ٘ .VEGF  ٜاستب٘ذاسد ثٝ سٚش الایضاٚ  ثب استفبد
یذیٗ ىس سسٓ ٌشدیذٜ است. -ثیٛتیٗ -اص سٚش آٚ  وٕپّ

 
 

 
 

تّٚیبَ (.  CD31٘تبیح فّٛسبیتٛٔتشی  :3ضىُ  بی ا٘ذ ِٟٛ )ٔبسوش اختصبصی سّ
بسوش اختصبصی  ب داسایٔ  ِٟٛ ی سّ ِٛی تمشیجب تٕبٔ  CD31ثقذ اص دٚٔیٗ پبسبط سّ

 ٔی ثبضٙذ.
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بی  VEGF٘تبیح اثش تىثیشی  :4ضىُ  ِٟٛ تّٚیبَثش سٚی سّ ثش  VEGF. اثش ا٘ذ

ب ثب استفبدٜ اص سٚش  ِٟٛ ثشسسی ضذٜ است. دس چبٞىی وٝ  MTTسٚی تىثیش سّ
VEGF  ی تّٚیبَ تىثیش لبثُ ٔلاحؾٝ ای ٘طبٖ ٕ٘ بی ا٘ذ ِٟٛ اضبفٝ ٘طذٜ است سّ
ب سضذ لبثُ  VEGF. دس حبِی وٝ دس حضٛس وٙتشَ ٔٙفی(  PBSدٞٙذ ) ِٟٛ سّ

 ٔلاحؾٝ ای داس٘ذ.
 



                                                             1317 فريردیه ي اردیبُشت  1شمارٌ   46مجلٍ پسشکی داوشگاٌ علًم پسشکی ي خدمات بُداشتی ـ درماوی تبریس ديرٌ /  64

 

 بحث 
تشویت  ِیذ پشٚتئیٗ ٞبی ٛ٘ أشٚصٜ ٔحممیٗ ٔختّفی سقی دس تٛ
ذ وٝ اص پبیذاسی ٚ فّٕىشد ٔٙبست ثشخٛسداس ثبضذ. یىی اص  ٕ٘ٛدٜ ا٘
فٛأّی وٝ فّٕىشد ٚ فقبِیت پشٚتئیٗ ٞب سا تحت تبثیش لشاس ٔی 
ذ  ا٘ ِٛذ صحیح  ٔی ثبضذ.  ا٘تخبة سیستٓ ثیب٘ی وٝ ثتٛ دٞذ داضتٗ ف

ِیذ پشٚ٘ئیٗ ٞبی  ثب وٕتشیٗ ٞضیٙٝ ٔٙدش ثٝ ثیطتشیٗ ٔیضاٖ دس تٛ
اٚ٘ی  ٕیت فشا طی ٘ٛتشویت ضٛد اص اٞ ِٛ ثشخٛسداس ٔی دس ثیٛتىٛٙ

. اص ایٗ سٚ سیستٓ ثیب٘ی ثبوتشیبیی ٔٛسد تٛخٝ (12) ثبضذ
اص سایح  E. coliپظٚٞطٍشاٖ ثسیبسی لشاس ٌشفتٝ است. ٔیضثبٖ ثیب٘ی 

تشویت  ِیذ پشٚتئیٗ ٞبی ٛ٘ تشیٗ سیستٓ ٞبی ٔٛسد استفبدٜ ثشای تٛ
اٛ٘بیی سضذ  دس  ذ: سضذ سشیـ، ت ٔی ثبضذ وٝ داسای ٔضایبیی ٔبٙ٘

ٝ ٚ ٔیضاٖ ثیبٖ ثبلا ٔی ثبضذ دس ایٗ   .(13) ٔحیظ ٞبی وٓ ٞضیٙ
استفبدٜ ضذٜ است وٝ    BL-21 (DE3)  E. coli ٔغبِقٝ اص ٔیضثبٖ

شفتٝ   E. coliفشٔی اص  ٔی ثبضذ وٝ ٔٛسد دستىبسی ط٘تیىی لشاسٌ 
است ٚ ٌفتٝ ٔی ضٛد لبدس ثٝ  تبخٛسدٌی صحیح پشٚتئیٗ ٞبی 

ایٗ ٔغبِقٝ ٚ سبیش ٔغبِقبت ٘طبٖ داد وٝ ٘تبیح  ٘ٛتشویت ٔی ثبضذ.
ی ثبضذ. ِزا ثبوتشی  لبدس ثٝ دایٕش ٕ٘ٛدٖ پشٚتئیٗ ٞب ی ٘ٛتشویت ٕ٘

ذ ثبصآسایی ) ( ثش سٚی پشٚتئیٗ تخّیص ضذٜ ا٘دبْ Refoldingفشایٙ
ٌشدیذ. سٚش ٞبی ٔختّفی خٟت ثبصآسایی پشٚتئیٗ ٞب ٔخصٛصب 

ادٜ  ٌضاسش ضذٜ است. ٔطخص ضذٜ  VEGFافضبی ٔختّف خبٛ٘
دس ثبفش ثبصآسایی  دایٕش ثٝ ٕ٘ه ٞبی ٔٛخٛد VEGFاست وٝ ٔیضاٖ 

ٔٛلاس ٚ  4/0ثستٍی داسد. دس ثشخی ٔغبِقبت اص وّشیذ سذیٓ 
ْ ٞیذسٚوّشایذ  اٛ٘یذیٛ ٔٛلاس دس ثبفش ثبصآسایی استفبدٜ ضذٜ  5/0ٌ

آسطیٙیٗ یه ٔٛلاس دس ثبفش ثبصآسایی -. دس ثشخی ٘یض اص اَ(14) است
اص سٚش ٔتفبٚتی استفبدٜ  حبضش. دس ٔغبِقٝ (15) استفبدٜ ضذٜ است

استفبدٜ روش ضذٜ ٚ دس ثبفش ثبصآسایی اص تشویجی اص دٚ سٚش  ٌشدیذ
تٕبٔی پشٚتئیٗ تمشیجب سبفت  30٘تبیح ٘طبٖ داد وٝ ثقذ اص  .ضذ

VEGF  ٗثصٛست دایٕش ٔی ثبضذ. صٔبٖ ٘یض اص ٔقیبسٞبی ٟٔٓ دس ای
ِٛٝ ٔی ثبضذ ثٝ عٛسی وٝ دس ٔذت صٔبٖ وٕتش اص  سبفت  30ٔم

ثٝ ضىُ دایٕش ٕ٘ی ثبضذ ٚ ثخطی اص آٖ ثصٛست  VEGFتٕبٔی 
ٔٙٛٔش ثبلی ٔی ٔب٘ذ.  ثبفش دیبِیض اص ٔقیبسٞبی دیٍش ٍٟ٘ذاسی 

ٝ ثقذ اص ٌزضت پشٚتئیٗ دایٕش ٔی ثبضذ. ٔطبٞذٜ ضذٜ است و
ِیٍٛٔشیضاسیٖٛ داسد ٚ  VEGFٔذت صٔبٖ پشٚتئیٗ  تٕبیُ ثٝ اٚ

فلاٜٚ ثش ضىُ دایٕش، اضىبَ دیٍشی چٖٛ تتشأش، ٍٞضأش ٚ .... 
خٛد آٔذٖ ایٗ حبِت   دیذٜ ٔی ضٛد. ِزا ثٝ ٔٙؾٛس خٌّٛیشی اص ثٛ

ٖ احیب  ٔیّی ٔٛلاس اضبفٝ  3دس ایٗ ٔغبِقٝ ثٝ ثبفش دیبِیض ٌّٛتبتیٛ
ٔش  دس ٌشدیذ. ذ وٝ فشْ ٔٛٙ دس غّؾت  VEGFٔغبِقبت ٘طبٖ دادٜ ا٘

ظ آ٘تی ثبدی  ٔی ثبضذ  سٞبی ثبلاتشی لبدس ثٝ اضجبؿ ٚ ضٙبسبیی تٛ
٘تی آدس غّؾت ٞبی پبییٗ تش تٛسظ  VEGFدس حبِی وٝ فشْ دایٕش 
٘تبیح الایضای ٔغبِقٝ حبضش ٘طبٖ داد . (9) ثبدی ضٙبسبیی ٔی ضٛد

تدبسی  VEGFثیبٖ ضذٜ دس غّؾت ٞبی ٔطبثٝ ثب  VEGFوٝ 
تٛسظ آ٘تی ثبدی ضٙبسبیی ٔی ضٛد. ثٝ ٔٙؾٛس ثشسسی فّٕىشد 

VEGF  یبَ ثیٗ پبسبطٞبی ذٚتّ استفبدٜ ٌشدیذ.  4تب  2اص سّٛٞبی ا٘
ِٛی ثسیبس ٟٔٓ ٔی ثبضذ صیشا سَّٛ دس پبسبطٞبی  تقذاد پبسبط سّ

ِٚیٝ خٛد داسای ثیطتشیٗ ٔیضاٖ ثیبٖ ٌیش٘ذٜ ٞبی  ذ   VEGFا ٔبٙ٘
VEGFR2 افضایص تقذاد پبسبط سِّٛی، ٔیضاٖ ثیبٖ  ٔی ثبضذ. ٚ ثب

ٌیش٘ذٜ  VEGFR2. پشٚتئیٗ (16) ایٗ ٌیش٘ذٜ ٞب  وبٞص ٔی یبثذ
یبَ فشٚق خٛ٘ی  سقٝ سَّٛ ٞبی آ٘ذٚتّ اصّی خٟت سضذ ٚ تٛ
فبتیه ثیبٖ ٔی  دٜ ٚ دس سَّٛ ٞبی آ٘ذٚتّیبَ فشٚق ٚ ثبفت ِٙ ثٛ

طیه  ِٛ  ایفب ٔیضٛد ٚ ٟٕٔتشیٗ ٘مص سا دس سي صایی ضشایظ پبتٛ
یبَ. سَّٛ (17) وٙذ ذٚتّ بی سشعب٘ی داسای  ا٘ ذ سِّٟٛ ٘یض ٔبٙ٘

دس پبسبطٞبی اثتذایی ٔی ثبضذ ٚ  VEGFR2ثیطتشیٗ ٔیضاٖ ثیبٖ 
ذ ثٝ ٘حٛ ٔٙبسجی اثشات  ا٘ٛ ٟٔبس وٙٙذٜ ٞبی سي صایی تحشیه ٚ ٔیت

ثش سٚی تىثیش  VEGFسا ٔٛسد ثشسسی لشاس دٞذ. ٘تبیح فّٕىشد 
ذٚتّیبَ ٘طبٖ داد وٝ  بی ا٘ ذ  VEGFسِّٟٛ  VEGFثیبٖ ضذٜ ٔبٙ٘

بی ا٘ذٚتّیبَ ٌشدیذ .  تدبسی ٔٙدش ثٝ تىثیش ٚاثستٝ ثٝ دٚص سِّٟٛ
ٔطبٞذٜ  VEGF٘بٌ٘ٛشْ دس ٔیّی ِیتش  50ثیطتشیٗ اثش دس غّؾت 

دٖ  ٌشدیذ.  ِٛذ صحیح آٖ  VEGFفّٕىشدی ثٛ ٘طبٖ دٞٙذٜ ی ف
 ٔی ثبضذ.

 
 وتیجٍ گیری

 VEGFدس ایٗ پظٚٞص پشٚتىّی ثٝ ٔٙؾٛس ثبصآسایی صحیح  
دٜ ٚ  VEGF٘تبیح ٘طبٖ داد وٝ  ٌشدیذ.  اسایٝ ِٛذ صحیح ثٛ داسای ف

سظ آ٘تی ثبدی  ٔی ثبضذ  Bevacizumabلبدس ثٝ ضٙبسبیی تٛ
ٕچٙیٗ  .ٞVEGF  ٜثش سٚی  ٚاثستٝ ثٝ دٚص یتىثیش اثشثیبٖ ضذ

ذٚتّیبَ ا٘سبٖ  بی ا٘ ذ ٔمذٔٝ ای ٘طبٖ دادسِّٟٛ ا٘ٛ . ایٗ ٔغبِقٝ ٔی ت
ِٛیذ  ثٝ ٔٙؾٛس استفبدٜ دس ٔغبِقبت دس ٔیضثبٖ ثبوتشیبیی  VEGFثش ت

یبدی، تشٔیٓ صخٓ ٚ ٟٔٙذسی ثبفت ثبضذ. بی ثٙ  تٕبیض سِّٟٛ
 

 قدرداوی
شاٖ، ایشاٖ ایٗ  س ایشاٖ ، تٟ پظٚٞص ثب حٕبیت ٔبِی ا٘ستیتٛ پبستٛ

دبْ ضذٜ است. ٔحممیٗ وٕبَ تطىش سا اص ا٘ستیتٛ پبستٛس ایشاٖ ثٝ  ا٘
دخٝ ایٗ پظٚٞص داس٘ذ.   خبعش تبٔیٗ ثٛ
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