
  NCMBJ, volume & issue, 15/57, December 2024-1403 زمستان، 57/15مولکولی، دوره و شماره  -های بیوتکنولوژی سلولی فصلنامه تازه 

 Research Article-مقاله پژوهشی

 

57 

Dual application of hydroxyapatite tag in engineered PDGF peptide: 

purification and drug delivery 
Maryam Sadeghi-Ardebili 1, Sadegh Hasannia 2*, Bahareh Dabirmanesh 2, Ramazan Ali 

Khavari-Nejad 1 
1. Department of Cognitive Sciences, Faculty of Converging Sciences and Technologies, Science and Research 

Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 

2. Department of Biochemistry, Faculty of Biological Science, Tarbiat Modares University, Tehran,Iran 

 

Abstract 

Aim and Background: The use of affinity tags is a conventional method for purifying recombinant proteins. 

However, their removal in later stages is mandatory for therapeutic peptides or proteins, which not only prolongs 

the purification process but also imposes significant costs on the producer. A peptide sequence with an affinity 

for hydroxyapatite allows for the purification of recombinant peptides or proteins while enabling their binding to 

hydroxyapatite-containing structures such as teeth, bones, and even bone grafts. This can play a significant role 

in biomaterials, tissue engineering, surgery, and dental implants. The goal of this study is to utilize affinity 

sequences that eliminate the need for removal after purifying the desired protein using affinity chromatography 

columns, which is a priority in biotechnology and therapeutics. 

Material and Methods: In this study, a fusion peptide derived from platelet-derived growth factor (PDGF-BB) 

was designed, containing a hydroxyapatite-binding sequence and His6x tag. To remove the histidine tag, the 

sequence was designed with primers containing XhoI and NdeI restriction sites and was subsequently cloned into 

the pET21a (+) vector. Polymerase chain reaction (PCR) and double enzymatic digestion were performed. The 

designed fusion peptide was expressed in Escherichia coli, confirmed through SDS-PAGE electrophoresis, and 

verified using Western blotting. The recombinant fusion peptide was purified using hydroxyapatite resin. To 

evaluate peptide binding to the scaffold, a release test was conducted, which was assessed using the Bradford 

protein assay and curve analysis. Cellular viability, proliferation, and growth were examined via the MTT assay. 

Results: Expression of the designed fusion peptide in Escherichia coli was optimized. Cloning in the pET21a(+) 

vector was confirmed after PCR and double enzymatic digestion through gene sequencing. The expression was 

validated by SDS-PAGE and Western blotting, showing a peptide band at approximately 17 kDa. The peptide 

release assay demonstrated that the PDGF-BB fusion peptide binds stably to the hydroxyapatite scaffold, 

preventing complete peptide release on the first day in SBF (Simulated Body Fluid). On the second day, 

approximately 40% of the peptide was released, followed by stabilization (plateau). The MTT assay revealed cell 

viability and proliferation over 24 hours, with maximum growth observed at a concentration of 2.9 µg/mL 

compared to the control group. 

Conclusion: In this study, a novel peptide derived from PDGF-BB with stable performance was designed, 

expressed, and purified using hydroxyapatite resin. The dual-purpose use of the hydroxyapatite-binding affinity 

tag not only enhances its efficiency in purification processes using hydroxyapatite-based ceramic affinity columns 

but also serves as an affinity factor for bone scaffolds in tissue engineering. 

Keywords: Hydroxyl apatite, Protein purification, PDGF-BB, Platelet- derived growth factor, Tissue engineering, 

Wound healing 
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 :PDGFاستفاده دومنظوره از دنباله هیدروکسی آپاتیت در پپتید کایمریک 

 برای تخلیص و رهایش پپتید
 1، رمضانعلی خاوری نژاد2، بهاره دبیرمنش *2نیاصادق حسن ،  1مریم صادقی اردبیلی 

 .رانیتهران، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام قات،یعلوم و تحق واحد همگرا، یها یفناور و علوم دانشکده ،یشناخت علوم گروه .1

 .رانیمدرس، تهران، ا تیدانشگاه ترب ،یستیدانشکده علوم ز ،یمیوشیگروه ب. 2

 

 دهیچک

 نیا با. دیآیم شمار به بینوترک یهانیپروتئ صیتخل یمرسوم برا یهاروش از یلیتما یهااستفاده از دنباله سابقه و هدف:

 ریکردن مس یامر علاوه بر طولان نیاست که ا ییدارو یهانیپروتئ ایها دیپپت الزامات از یبعد مراحل در هاآن حذف حال

علاوه بر  ت،یآپات یدروکسیبه ه اتصال لیتما یدارا یدیپپت یکند. توالیم لیتحم دکنندهیتول به را یادیز یهانهیهز ص،یتخل

مانند  تیآپات یدروکسیه یحاو یها به ساختارهانیپروتئ ای دیموجب اتصال پپت ب،ینوترک نیپروتئ ای دیپپت صیامکان تخل

 تواندیدندان م یهامپلنتیها و ایجراح،بافت یمهندس ،الیومتریدر با کهشود یم یاستخوان یهاگرافت یاستخوان و حت ،دندان

هایی است که علاوه بر تخلیص پروتئین مورد نظر  استفاده مناسب از دنباله قیتحق نیا انجام از هدف .دینما فایا یینقش بسزا

های بیوتکنولوژی و درمان خواهد کروماتوگرافی تمایلی، نیازی به حذف دنباله وجود نداشته باشد که از اولویتهای توسط ستون

 بود.

 یتوال کی یشد که دارا یطراح PDGF-BBیپلاکت رشد فاکتور از شده مشتق دیپپت وژنیف کی پروژه، نیدر ا ها:مواد و روش

 مریمورد نظر توسط دو پرا یتوال ،ینیدیستیه یباشد. به منظور حذف توالیم His6xو  تیآپات یدروکسیمتصل شونده به ه

و  یمرازیپل رهیزنج واکنش سپس،کلون شد.  (+)pET21aدر وکتور  انیو در پا یطراح NdeIو  XhoI یبرش یهایتوال یحاو

 SDS-PAGE الکتروفورز روش به و شد انیب یکل ایشیاشر یباکتر در نظر مورد دیپپت وژنیصورت گرفت. ف یمیآنز ییهضم دوتا

 تیآپات یدروکسیه نیاز رز بینوترک دیپپت وژنیف صیتخل ی. برادیبا وسترن بلات اثبات گرد تیملاحظه و در نها دیباند پپت

به روش  نیزمون سنجش پروتئآاستفاده شد که با استفاده از  شیبه داربست از تست رها دیاتصال پپت یبررس جهتاستفاده شد. 

انجام   (MTT ASSAY)یسلول تیتست سم یو رشد سلول ریتکث ،یزنده مان یبررس یبرا .دیگرد یابیارز یبرادفورد و رسم منحن

 شد.

در وکتور  یکل ایشیاشر یباکتر نگیکلون. شد یساز نهیبه یکل ایشیاشر یباکترمورد نظر در  دیپپت وژنیف انیب :هاافتهی
pET21a(+)  بعد ازPCR توسط  انیب دییواقع شد. تا دییتا نظر مورد ،یژن یابییبا انجام توال یمیآنز ییو هضم دوتاSDS-PAGE 

مشاهده  دیپپت شیرها آزمون در.  شد مشاهده دالتون لویک 17 حدود یوزن محدوده در دیپپت باند. دیو وسترن بلات اثبات گرد

 دیکامل پپت یرا دارد که مانع از آزادساز تیآپات یدروکسیبه داربست ه داریاتصال پا تیقابل PDGF-BB دیپپت وژنیشد که ف

 یرسد . بررسیدارد و سپس به پلاتو م شیرها دیدرصد پپت 40شود. در ادامه در روز دوم حدود یم  SBFطیدر روز اول در مح

 یرا ط یرشد سلول نیشتریکرده و ب دایپ ریساعت تکث 24ها در طول سلولنشان داد که  MTTست با انجام ت یسلول یزنده مان

 . داشتندنسبت به گروه کنترل  تریل یلیبر م کروگرمیم9/2ساعت در غلظت 24

 نیو با کمک رز انیب ،یطراح داریبا عملکرد پا  PDGF-BBمشتق شده از  دیجد دیپپت کیپژوهش  نیدر ا :یریگجهینت

آن در روند  ییکاراتواند علاوه بر یم تیآپات یدروکسیبه ه یلیخالص شد. استفاده دو منظوره از دنباله تما تیآپات یدروکسیه

 ت،یآپات یدروکسیه هیبر پا یکیسرام یتینیاف یهاستون با صیتخل

 یدر مهندس یاستخوان یهاداربست به یلیتما فاکتور کیبه عنوان 

 .ردیبافت مورد استفاده قرار گ

فاکتور رشد  ن،یپروتئ صیتخل ت،یآپات یدروکسیه :یدیکل گانواژ

 .زخم می، ترم بافت یمهندس ،یپلاکت
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 مقدمه

های سازی پروتئینهای تمایلی به منظور خالصدنباله

های گذشته، نوترکیب بسیار مورد توجه هستند. در طی سال

ها های تمایلی زیادی توسعه یافته است که از جمله آندنباله

های تاخورده ها، پپتیدهای کوتاه، دمینتوان به اپی توپمی

های چندعملکردی ترکیبی با توانایی بهینه پروتئینی و دنباله

 x6His. دنباله تمایلی پلی هیستیدین یا (1)سازی اشاره کرد 

سازی های مورد استفاده در خالصترین دنبالهاز مرسوم

باشد، با این وجود طول آن از دو تا های نوترکیب میپروتئین

 هیستیدین متغیر است. اندازه کوچک و بار پلی هیستیدین 10

به ندرت بر عملکرد پروتئین فیوژ شده به آن موثر است. این 

های نوترکیب خصوصا در دنباله عمدتا برای تخلیص پروتئین

های گیرد زیرا پروتئینمورد استفاده قرار میایشریشیا کلی

های های پستانداران و حشرات دارای توالیموجود در سلول

دیگر  1انسفرازتر-S. گلوتاتیون (2)هیستیدینی زیادی است 

پروتئین تمایلی است که امکان تخلیص را توسط ستون 

کند. با این حال از آنجا که کروماتوگرافی گلوتاتیون فراهم می

تخلیص به واسطه فیوژن پروتئین سلولی وابسته به تاخوردگی 

ای باشد، تخلیص از حالت اجسام تودهمی GSTصحیح 

. پروتئین متصل (2)شود پروتئین با محدودیت مواجه می

( علاوه بر افزایش بیان و حلالیت MBPشونده به مالتوز )

سازی فیوژن پروتئین را با رزین آمیلوز پروتئین، امکان خالص

کند، با این حال با ترکیبات احیا کننده یا مواد فراهم می

ها شده ترین دنبالهازشناخته دناتوره کننده سازگار نیست.

متصل شونده به  ایهنیآم دیاس 26 دیپپتتوان به می

 یدارا pET یهاروکتو ی( موجود در برخCBP) نیکالمودول

 بینوترک دیپپت وژنیامکان اتصال ف نام برد که T7 hcپروموتر 

 نیکالمودول نیبه پروتئ میکلس کیولوژیزیرا در حضور غلظت ف

-دنبالههای فیوژنی که با پروتئین یا پپتید .(2)کند یفراهم م

اند، های تمایلی، به منظور تولید پروتئین خالص طراحی شده

در مرحله نهایی با کمک یک پروتئاز مانند انتروکیناز، 

شوندکه علاوه بر هزینه بالا، و غیره جدا می Tevسوموپروتئاز، 

کند. یک مرحله به تخلیص پروتئین یا پپتید هدف اضافه می

های دارویی بدین تیدبه منظور حذف آلودگی در تخلیص پپ

رو چنانچه روش، به مراحل تخلیص بیشتری نیاز است. از این

هایی استفاده کرد که علاوه بر تخلیص پروتئین بتوان از دنباله

های کروماتوگرافی تمایلی، نیازی به مورد نظر توسط ستون

های بیوتکنولوژی و حذف دنباله وجود نداشته باشد، از اولویت

 
GST  1 

-بود. تاکنون، چندین مطالعه در خصوص پپتیددرمانی خواهد 

های متصل شونده به هیدروکسی آپاتیت انجام شده است. این 

اسیدآمینه هستند که یا به روش  3-12ها معمولا حاوی پپتید

های شوند و یا از پروتئینتکنیک کتابخانه فاژی تولید می

تمایلی برای هیدروکسی آپاتیت مانند استئوکلسین مشتق 

اند. هپتا پپتید برای بیوژنز مینای دندان به روش تکنیک شده

 بیان فاژی، شناسایی توالی پپتیدی به کمک روش بیان فاژی،

 دیتپپجهت بازسازی استخوان و  یانهیدآمیاس 12 دیسه پپت

هایی در این ، مثالSVSVGMKPSPRPGGGKبا توالی 

-ستون در تیآپات یدروکسیاستفاده از ه. (7-3)راستا هستند 

 هاینیپروتئ یسازخالص یبرا ینیپروتئ یکروماتوگراف یها

 2009 تا 1991 یهاسال نیب یتوجهبه طور قابل بینوترک

با این حال، امروزه استفاده از هیدروکسی  است. افتهی شیافزا

های کروماتوگرافی به واسطه امکان اتصال آن آپاتیت در ستون

ها، بادی، دایمر، تجمعات آنتیAها، پروتئین به انواع پروتئین

های ها رو به افزایش است. پیشرفتهای نوکلئیک ویروساسید

های هیدروکسی آپاتیت، منجر به اخیر در شناسایی ویژگی

 .(9, 8)های تخلیص بر این اساس شده است توسعه روش

مطالعات بر روی بررسی مکانسیم اتصال پپتید به هیدروکسی 

 یهابرهمکنش قیاز طر دیپپتحاکی از این است که  آپاتیت

 یهاو گروه دیپپت یونیکات یهابخش نیب یکیالکترواستات

. علاوه بر شودیمتصل م ستالیسطح کر یرو یبار منف یدارا

در  ینقش مهم یونیکات یهاماندهیباقمشخص شد که  نیا

 ،یمولکول کینامید یهایسازهیشبهای بررسیاتصال دارند. 

 سمیکننده به مکانعامل کمک کی دیکه ساختار پپت دادنشان 

 راتییتغ یدهد که حتینشان م جینتا نیاست. ا یچسبندگ

 یبر چسبندگ یقابل توجه ریتواند تأثیکوچک م یساختار

به آن اجازه  دیپپت دهیساختار خم ظاهراداشته باشد.  دیپپت

شود متصل  تیآپات یدروکسیه ا تمایل بالا بهدهد تا بیم

در  مورد نظر، خاص در محل یهانیپروتئ یغلظت بالا. (10)

، بدین منظور مهم است اریبس زیستی یهاندیاز فرآ یاریبس

Tang  و همکاران از یک حامل پپتید برای اتصال به

 BMP2هیدروکسی آپاتیت جهت افزایش تجمع فاکتور رشد 

و  Bang. (11)در محل ترمیم استخوان استفاده کردند 

همکاران پپتیدی با اختصاصیت بالا نسبت به هیدروکسی 

تواند در تصویربرداری آپاتیت شناسایی کردند که می

دارورسانی مورد استفاده قرار گیرد اختصاصی از استخوان و 
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(12) .Huang  و همکاران یک فیوژن پپتید آنتی میکروبی

همراه با هپتا پپتید متصل شونده به هیدروکسی آپاتیت تولید 

کردند که بعلت تمایل بالا برای اتصال به مینای دندان و 

خاصیت آنتی میکروبی، از تشکیل بیوفیلم بر روی دندان 

مانند  یدر اصلاح مواد دندان هادیپپت. (13) کندجلوگیری می

کاربرد  یدندان مصنوع هیپا یهانیو رز یدندان یهاچسب

دندان -تیکامپوزیکی از نقاط ضعف محل اتصال . دارند

 دندان-تیکامپوز محل اتصال. (14) باشدپوسیدگی مکرر می

-یکم پوشش داده م تهیسکوزیچسب با و ستمیس کیتوسط 

مهر و موم شکننده توسط  کیکه  یحال، هنگام نیشود. با ا

ر عاج د 1وتانسزا مانند استرپتوکوک میدگیپوس یهایباکتر

 یدهان عاتیو ما هادیها، اسمیآنز ،وجود بیاید بهدندان )دنتین( 

حضور پپتید . (18-15) توانند باعث پوسیدگی دندان شوندمی

پپتید متصل شونده ضد میکروبی برای مهار حمله باکتریایی و 

های به هیدروکسی آپاتیت برای معدنی سازی مجدد ساختار

ضد  دیپپت شود،دندان در چسب موجب بهبود ترمیم دندان می

از مهار کننده  نیسیشده با نا بیترک یبا چسب دندان یکروبیم

داشته  استرپتوکوک موتانسبر رشد  یقابل توجه یاثر مهار

از طرف دیگر، بخش ترمیمی متصل به دنباله  .(21-19) است

 یپماد موضع تواند یک فاکتور رشد باشد. در این خصوص،می

Becaplermin (Regranex®) یسازمان غذا و دارو طکه توس 

اولین فاکتور رشد شد،  دییتا 1997متحده در سال  الاتیا

است و  2ی فاکتور رشد پلاکتیحاونوترکیب انسانی است که 

ی و سایر ابتید مارانیمزمن در ب یابتید یان زخم پادرم یبرا

بر . (22)شود یاستفاده م های مزمن مثل زخم بسترزخم

تواند روند یم PDGFرسد که یبه نظر م ،یاساس مطالعات قبل

تعداد  شیعروق را بهبود بخشد. افزا یبهبود زخم و بازساز

استفاده از  همچنین  حاد و مزمن و یهامبتلا به زخم مارانیب

PDGF بینوترک دیدندان، تول یهایجراح یسازدر استخوان 

 نهیهز لیدل بهحال،  نیکند. با ایم عیفاکتور رشد را تسر نیا

 یهاکردیگروه از رو نی، چندPDGFعمر کم  مهیبالا و ن

آن استفاده  یداریپا شیکاهش دوز موثر و افزا یبرا یمتفاوت

 PDGF-B رهیمشتق شده از زنج بینوترک یهادیاند. پپتکرده

 یطراح PDGF ستیآنتاگون ای ستیعمل به عنوان آگون یبرا

 13 ستیاگونآنت پپتید کیو همکاران  Angstrom اند. شده

دنباله از  ( راANFLVWEIVRKKP) اینهیآم دیاس

 PDGF-B رهیزنج 163تا  157و  121تا  116 اسیدآمینه

 دیپپت کیو همکاران هم چنین  Lin X. (23) ندکرد یمعرف

-153 ی اسیدآمینهایدادن بقا وندیرا با پ PDGF ستیآگون

 یتوال کیبه  PDGF-B (VRKIEIVRKK) رهیدر زنج 162
 

1 S. mutans 

. (24) ند( گزارش کردRKRKLERIAR) نیاتصال به هپار

را بر اساس  دیو همکارانش سه پپت Deptuła ن،یعلاوه بر ا

کردند که در مدل  یطراح PDGFدر  L3و  L1 یهارهیزنج

 یمنیاپاسخ پوست انسان،  یهابر سلول یریموش، اثرات تکث

 .(25)زخم را نشان داد  عیکم، و بهبود سر یسلول تی، سمکم

در مطالعه حاضر، یک توالی جدید مهندسی شده مشتق شده 

همراه با توالی متصل  PDGF-BBاز فاکتور رشد پلاکتی 

و توالی هیستیدینی برای بیان  شونده به هیدروکسی آپاتیت

بهینه سازی و سنتز شد. به منظور  اشریشیا کلیدر باکتری 

حذف توالی هیستیدینی، توالی مورد نظر توسط دو پرایمر 

ساب کلون شد. فیوژن پپتید  (+)pET21aتکثیر و در وکتور 

بیان و توسط رزین هیدروکسی  اشریشیا کلیدر سویه شافل 

آپاتیت خالص شد. با بررسی تست رهایش و پایداری آن قابلیت 

طراحی و تولید برای مصارف دارویی و درمانی و مهندس بافت 

 مد نظر قرار گرفت.

 هاوروش مواد

 استفاده مورد یهاهیسو و مواد

 ا،یفرنیکال ،pET21a(+) (Invitrogen وکتورحاضر از  درمطالعه

 تیک ،یکره جنوب ؛GenAll) دیپلاسم استخراج تیک(، کایآمر

 کسی(، مستر میکره جنوب ؛GenAllاز ژل ) DNAاستخراج 

(Ampliconدانمارک ؛ ،)محدودکننده یهامیآنز NdeI و XhoI 

(Thermo scientific، و آنزکایآمر )می T4 DNA گازیل 

(Thermo scientific، کایآمر )نظر مورد ژن نگیکلون منظور به 

 ایشیاشر یهاهیسو .گرفت قرار استفاده مورد یانیب وکتور در
، آلمان( به Novagen) یکل ایشیاشر SHuffle®و   α5DHیکل

مورد نظر استفاده شد.  نیپروتئ انیکلون و ب یبرا بیترت

(، پپتون، IPTG) دیرانوزیوگالاکتوپیت-1-ید-بتا-لیزوپروپیا

. دیگرد یداری)کانادا( خر Biobasicآگار و عصاره مخمر از 

 از HRPو  III PDGF-Bلوپ  هیعل یاختصاص یهایبادیآنت

 نی. رزندشد هیته( ایفرنی)کال Santa Cruz یوتکنولوژیشرکت ب

 یمتحده( برا الاتی)ا BioRadشرکت  تیآپات یدروکسیه

 استفاده شد.  نیپروتئ صیتخل

 بینوترک سازه یطراح

 DNA یدو تکرار از توال یحاو دیپپت کیمطالعه،  نیدر ا

 PDGF-BBفاکتور رشد IIIکدکننده حلقه 

(ACQVRKIEIVRKKPIFKKATC) که توسط  شد یطراح

2  PDGF-B  
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توسط در انتها و  اندبه یکدیگر متصل شده 2S)4(G لینکر یتوال

 تیآپات یدروکسیهیک توالی متصل شونده به 

(SVSVGMKPSPRP) (6) توالی کدکننده و x6His انیبه پا 

 درGenScript شرکت توسطسازه ژنی مورد نظر رسد. یم

بر  NdeIو  XhoI یبرش یهایتوال نیب (+)pET21-a وکتور

به . شد سنتز اشریشیا کلیاساس ارجحیت کدونی باکتری 

 منظور حذف توالی هیستیدینی انتهای پپتید، پرایمر رفت:

('3AAAAAAACATATGAGCGTGAGCGTTGGTA

TGAAACCG'5) 

 برگشت: و

 ('3AAACTCGAGTTACGGACGCGGGCTC'5 به )

طراحی و  XhoIو  NdeIهای برش آنزیم ترتیب حاوی جایگاه

 انیپا کدون ،x6Hisسنتز شد. به منظور حذف توالی کدکننده 

شد.  لحاظ XhoI میآنز یبرگشت قبل از سکانس برش مریدر پرا

 3 سلسیوسدرجه  95 طیبا شرا مرازیپل یارهیواکنش زنج

درجه  67 ،ثانیه 30 سلسیوس درجه 95 کل،یس 33و  قه،یدق

ی و سپس برا ثانیه 15سلسیوس درجه 72، هیثان 30 سلسیوس

سلسیوس به منظور تولید قطعه مورد درجه  72در  قهیدق10

پس از  (+)pET21aو وکتور  PCRنظر انجام شد. محصول 

و خالص  XhoIو  NdeIهای محدودکننده برش توسط آنزیم

از ژل، مرحله لیگیشن  DNAسازی توسط کیت استخراج 

لیگاز صورت گرفت. پلاسمید نوترکیب به  T4 DNAتوسط 

به روش شیمیایی با شوک DH5α اشریشیا کلیسلول مستعد 

شده استخراج  تایید هایسپس از کلونیحرارتی منتقل شد. 

، PCRبه منظور تایید کلونینگ از کلونی  گرفت.پلاسمید انجام 

های هضم پلاسمید نوترکیب به صورت همزمان با آنزیم

)کره  MacroGeneیابی توسط شرکت محدودکننده و توالی

 جنوبی( استفاده شد. 

 بینوترک دیپپت وژنیف انیب

اشریشیا  شافلپلاسمید نوترکیب به منظور بیان ژن وارد سویه 
 LBشد. پس از کشت یک تک کلونی در محیط کشت  کلی

 37گرم بر میلی لیتر آمپی سیلین در دمای میلی 100حاوی 

 18دور بر دقیقه به مدت  180سلسیوس با سرعت درجه 

های پیش کشت شبانه ساعت کشت داده شد. سپس از محیط

درصد تریپتون، یک درصد عصاره  6/1حاوی  2xyTدر محیط 

و مقدار مناسب آنتی بیوتیک  درصد سدیم کلرید 5/0مخمر و 

 یوقتدرجه سلسیوس کشت داده شد.  37تلقیح و در دمای 

بیان  د،یرس5/0 نانومتر به 600طول موج  در اهیکدورت باکتر

درجه سلسیوس  23در دمای  IPTGتوسط یک میلی مولار ژن 

 ساعت القا شد.  6به مدت 

 از کشت پس از گذشت زمان مناسب از القا با تریل 5/1تا  1

rpm 4000 سلسیوسدرجه  4 یدما در قهیدق 15مدت  یبرا 

 بافر افزودن با آمده دست به یباکتر رسوب رسوب داده شد.

4HPO2(Na  ,فسفات  میسد مولار یلیم 5 کنندهزیل

)4PO2NaH  حالت به رسوب حجم برابر مین و کی زانیمبه 

 تحت حاصل ونیسوسپانس آن، از پس. درآمد ونیسوسپانس

 و 5/0، سیکل Amplitudeدرصد  50 طیشرا در ونیکاسیسون

 استراحت یزمان فواصل با یاهیثان 10 مرحله 12 تا 8 صورت به

 شده زیل یهالسلو .(26) شدند شکسته هاسلول ،یاهیثان 30

 10 مدت به وسیسلس درجه 4 یدما در و rpm 14000 در

و  زیبافر ل تریکرولیم 500پلت در  .شدند وژیفیسانتر قهیدق

 دیآم لیآکر ژل یرو بر نیپروتئ انیب زیآنال یبرا ییرو عیما

 .شد برده

 SDS-PAGE زیآنال

 درصد 5/12پلی آکریل آمید  ژل ازژن  انیب دییمنظور تا به

نهایت توسط رنگ  درشد که  استفاده احیایی شرایط در

 گردید.آمیزی  رنگ R‐250بلو  کوماسی

 تیآپات یدروکسیه ستون با دیپپت وژنیف یخالص ساز

 ستون به اتصال برای پپتید توانایی بررسی منظور به

 ستون از این استفاده با نوترکیب پروتئین آپاتیت،هیدروکسی 

 یدروکسیه ستون حاوی رزین .(27)شد  تخلیص

میلی مولار  5سدیم فسفات  توسط بافر  BIORADپاتیتآ

به رویی لیز باکتری  سوپرسید. سپس  بدون نمک به تعادل

 5شو  و شست لیتر بافرمیلی 15 با ستون اضافه گردید. ستون

میلی مولار سدیم  150مولار سدیم فسفات حاوی میلی  20و 

هایی با اتصال غیر اختصاصی از کلراید شسته شد تا پروتئین

 جدا بافر توسط نظر مورد پپتید سپس ستون خارج شوند.

میلی مولار  200 و 100، 80، 60، 40های سازی با غلظت

مولار کلسیم کلرید از ستون میلی  150سدیم فسفات حاوی 

های جدا شده از ستون فرآیند دیالیز برای پروتئین .شد خارج

کیلو  5/3اسپکترا با منافذ  در مرحله آخر توسط کیسه دیالیز

درجه سلسیوس انجام  4ساعت در  4و  2دالتون طی دومرحله 

شد. پس از انجام دیالیز، کیسه و محتویات آن در پلی اتیلن 

قرار گرفت تا بدین ترتیب غلظت  Grade 6000با  گلیکول

مناسبی از پپتید بدست آید. از روش برادفورد به منظور تعیین 

 غلظت پروتئین استفاده شد. 
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 بلات وسترن روش

های تخلیص پپتید مورد نظر از روش به جهت تایید باند

. (28)ده شد وسترن بلات براساس لومینسانس شیمیایی استفا

در این روش پس از جداسازی مخلوط پروتئینی براساس اندازه 

به ساعت 2 یط ینیپروتئ یهاباند ،SDS-PAGE ژل در

 س،یتر گرم 3 شاملبافر انتقال  منتقل شد که  PVDFکاغذ

 در شده میتنظ اتانول تریلیلیم 150 و نیسیگلا گرم 4/14

3/8pH   بود. برای جلوگیری از اتصال غیر اختصاصی، کاغذ در

درصد توئین  05/0)بافر فسفات و سالین حاوی  PBSTبافر 

دقیقه در دمای اتاق  30پنج درصد به مدت  BSA( حاوی 20

از  قرار گرفت.همراه با شیک درجه سلسیوس  4ساعت در 3 و

تا  154های بادی اولیه موشی اختصاصی علیه آمینواسیدآنتی

( محصول III)ناحیه لوپ  PDGF-BBترمینال  Cناحیه  190

استفاده شد که  Santa Cruz (Cat. #: sc-365805)شرکت 

بادی با گیرد. این آنتیتوالی پپتید مورد نظر ما نیز در بر می

حل و به کاغذ اضافه شد و به مدت  PBSTدرون  1:2000رقت 

با شیک قرار داده شد.  درجه همراه 4یک شبانه روز در دمای 

علیه  HRP1بادی ثانویه کانژوگه با پس از شستشو، آنتی

جهت واکنش  ECL2بادی اولیه اضافه شد. سپس معرف آنتی

بادی ثانویه و تولید آنتی HRPاکسیداسیون با پراکسیداز 

لومینانس اضافه شد. در فضای تاریک، کاغذ فیلم برداری بر 

های پروتئینی قرار داده شد نددر تماس با با PVDFروی غشا 

 ها بر روی کاغذ عکس برداری ظاهر شود. تا تصاویر باند

 داربست از پپتید شیرها تست

به  دیپپت وژنیفپایداری  وقدرت اتصال  یمنظور بررس به

انجام  دیپپت شیتست رهایت، آپاتی دروکسیه-کلاژنداربست 

داربست در حضور و عدم  دو نمونه شیآزما نیا انجامی شد. برا

-کلاژنداربست  یسازآماده شد. آماده PDGF دیحضور پپت

 10با غلظت  دیشده با پپتفرموله  تیآپاتی دروکسیه

 توسط شرکت نواطب انجام دیو بدون پپت تریلیلیم/کروگرمیم

د و جهت انجام تست رهایش دراختیار این پژوهش ش

ی دروکسیه-نکلاژ، ابتدا داربست بدین ترتیب .قرارگرفت

 5/  5به  NaOH  ،pHو سپس با استفاده ازشد  سنتز تیآپات

-کلاژن داربست بهکم کم پپتید،  سپس رسانده شد.

در این  د،یقطره اضافه گرد صورت قطرههیدروکسی آپاتیت به 

-داربست کلاژن pH ،با استفاده از بافر فسفات مرحله،

 
 
 
1 Horseradish Peroxidase 

 ظیرسانده شد که سبب غل 7 محدودهبه  هیدروکسی آپاتیت

-کلاژن. گرددیم هیدروکسی آپاتیت-کلاژنشدن  سکوزیو و

و سطح آن با  ختهیر لیاستر تیپل کهیدروکسی آپاتیت ی

 تیو در نها پوشانیده شد صاف لیکاردک استر کیاستفاده از 

به  ،تینها در قرار گرفت. FREEZE-DRY ندیتحت فرآ

منطبق با استاندارد بین المللی ; 3SBFباف لیترمیلی 5ها نمونه

 درجه 37 یدر دما .(29)گردید  اضافه 23317-2014 4با ایزو

روز  8 به مدتمختلف  یزمان انکوبه شد و در فواصل سلسیوس

 هیدروکسی آپاتیت-میزان رهایش پپتید از داربست کلاژن

آزادشده در فاز  دیپپت یهانمونهگیری شد. درنهایت، اندازه

 شدند. یابیارز دفوردامحلول با روش بر

 (MTT Assay)یسلول ریتکث یبررس

 L929 یهابر بقا و رشد سلول PDGF-BBفاکتور رشد  ریتاث

 یشد. سلول ها یابیارز ISO 2009: 5-10993طبق استاندارد 

L929  خانه کشت داده  96 یکشت سلول تیپلهای چاهکدر

 5، سلسیوسدرجه  37 یساعت )در دما 24شدند و به مدت 

 100درصد رطوبت( انکوبه شدند. پس از آن،  CO2 ،90درصد 

 ،36/0 ،18/0) نیمختلف پروتئ یاز غلظت ها تریکرولیم

( در سه تکرار به هر تریلیلیدر م کروگرمیم 9/2و 45/1 ،72/0

مشابه  طیدر شرا گریساعت د 24چاهک اضافه شد و به مدت 

)با غلظت  MTTمعرف  تریکرولیم 10نبال آن انکوبه شد. به د

-4( به هر چاهک اضافه و به مدت تریلیلیدر م کروگرمیم 5

حذف شد و رسوب  MTTشد. سپس محلول  نکوبهساعت ا 2

 30در نهایت، به مدت  حل شد. DMSOبنفش فرمازان در 

جذب در طول موج  زانیهم زده شد و م خانه 96 پلیت دقیقه

 شد. یریگنانومتر اندازه 570

 هایافته 

ای پلیمراز تکثیر و به پپتید طراحی شده، توسط واکنش زنجیره

های طراحی شده توالی هیستیدینی انتهای ژن کمک پرایمر

در دو طرف ژن به منظور  XhoIو  NdeIهای برش حذف و جایگاه

انتقال به وکتور جدید ایجاد شد. بعد از برش آنزیم دوتایی وکتور 

pET21a(+)  و محصولPCR توالی تکثیر شده در وکتور ،

منتقل گردید  DH5α یکل ایشیاشرموردنظر درج شد و به سویه 

و بدین ترتیب ژن مورد نظر کلون شد. پس از استخراج پلاسمید، 

به منظور تایید کلونینگ از واکنش هضم آنزیمی دوتایی استفاده 

2 Enhanced Chemiluminescence 
3 Simulated Body Fluid 
4 ISO 2014-23317 
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نتایج حضور دو الف( در سمت راست تصویر ژل، -1گردید شکل 

باند شامل وکتور برش خورده در ناحیه بالای ژل و ژن کد کننده 

مشاهده می  bp366 تقریبی  محدودهدر  PDGF-BBپپتید 

را به  x6Hisبدون  فیوژن پپتیدشودکه صحت انتقال وکتور حاوی 

کند .در همان شکل در سمت چپ تصویر ژل، ها تایید میباکتری

ب(  تصویر  -1ران شده در ژل مشخص می باشد. شکل DNA لدر

یابی ارسال شد و .وکتور برای توالی DNAبروشور تجاری لدر 

 صحت توالی تایید گردید.

 

 

( حضور قطعه ،راستژل آگارز. الف یبر رو نگیکلون جینتا یبررس -1 شکل

bp 366  یکلونپس از PCR  توسط یمیمحصول هضم آنزو NdeI و 

XhoI .یبدون توال یقطعه ژن x6His هیناح درbp  366  21-و وکتورpET

a(+) نگیژن که نشان دهنده ساب کلون یبالا هیبرش خورده در ناح 

 ژن مورد نظر است. حیصح

 SDS-PAGE زینال

 (+)pET21aهای نوترکیب پس از تایید کلونینگ ژن، پلاسمید

سویه شافل به روش شیمیایی با شوک  اشریشیا کلیدر 

های ترانسفرم شده، سه حرارتی ترانسفرم شدند. از میان کلونی

کلونی جداسازی شد و پس از بررسی بیان ژن، بهترین کلونی 

در  IPTGانتخاب گردید. در نهایت بیان ژن با یک میلی مولار 

 6دور بر دقیقه طی  180درجه سلسیوس و سرعت  23دمای 

رسوب  ان،یالقا ب حاصل از یهاسلول زیل ازبعد ساعت القا شد. 

 باند. شد یبررس SDS-PAGEژل  یبر رو دیپپت وژنیف یسلول

 مشاهده قابل سوپ در دالتون لویک 17 هیناح در دیپپت وژنیف

(.2)شکل  است

 

رسوب  نمونه( 3و2 ،یمنف کنترل( 1 دیپپت وژنیف انیب یبررس -2شکل 

 ینی( مارکر پروتئ6 دیپپت وژنیف سوپ نمونه( 5و4 دیپپت وژنیف

 یدروکسیه  ستون با بینوترک دیپپت وژنیف صیتخل

 تیآپات

رزین هیدروکسی آپاتیت، یک رزین ترکیبی با فرمول 

Ca10(PO4)6(OH)2 های فعال با بار باشد که حاوی گروهمی

-های فسفات میهای کلسیم و بار منفی اکسیژنمثبت یون

های پروتئین در برهمکنشهای آمین سطح باشد. گروه

-شوند و توسط یونهای فسفات میالکتروستاتیک جذب گروه

های عاملی کربوکسیل گردند. برای گروههای کلسیم دفع می

محاسبه شده برای فیوژن  pI دهد.به صورت معکوس رخ می

 pHباشد. افزایش بار مثبت در می 89/10پپتید نوترکیب 

برای تخلیص فیوژن  pH 4/7تر از آن، موجب شد تا پایین

پپتید نوترکیب مورد استفاده قرار گیرد. در مراحل اولیه 

تخلیص از بافر سدیم فسفات با مولاریته کم برای کاهش دافعه 

های کلسیم و بهبود راندمان اتصال فیوژن حاصل از حضور یون

پپتید به رزین هیدروکسی آپاتیت استفاده شد و در مراحل 

میلی مولار به  200ت سدیم فسفات تا پایانی افزایش غلظ

کند. با وجود اینکه جداسازی فیوژن پپتید از ستون کمک می

اختصاصی به حضور نمک کلسیم کلرید به کاهش اتصال غیر

ها از ستون کند، پپتید همراه با برخی ناخالصیستون کمک می

 (. 3جدا شد )شکل 
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 یدروکسیبا ستون ه دیپپت وژنیف صیتخل SDS-PAGE جهینت -3شکل 

بافر شست و  :2فسفات،  میمولار سد یلیم 5بافر شست و شو  :1. تیآپات

 میمولار سد یلیم 40 یجداساز بافر: 3فسفات،  میمولار سد یلیم 20شو 

بافر  :6فلو،  :5فسفات،  میمولار سد یلیم 60 یبافر جداساز :4فسفات، 

مولار  یلیم 100 یبافر جداساز :7فسفات،  میمولار سد یلیم 80 یجداساز

 بافر: 9فسفات،  میمولار سد یلیم 200 یجداساز بافر: 8فسفات،  میسد

 یلیم 150 یحاو هابافر ی)همه فسفات میسد مولار یلیم 250 یجداساز

 .ینیئ( و مارکر پروتباشدیم دیکلرا میسد مولار

 بلات وسترن

، SDS-PAGEهای تخلیص شده به روش علاوه بر بررسی باند

های وسترن بلات روشی مکمل برای شناسایی و تایید باند

های پپتید به کمک این روش باندباشد. پروتئینی مورد نظر م

به کاغذ  SDS-PAGEمورد نظر قبل و بعد از تخلیص بعد از 

PVDF ها بر منتقل شدند و با سوبسترای کموفلورسانس باند

بادی روی کاغذ عکاسی پدیدار شدند. در این بررسی از آنتی

استفاده شد  PDGF-BBاختصاصی شناسایی کننده لوپ سوم 

ند قبل و بعد از تا دقت انجام تست افزایش یابد. بررسی با

دهد، تخلیص انجام شد. همانطور که نتایج وسترن نشان می

قابل مشاهده است که تاییدی کیلودالتون  17ها در ناحیه باند

 (.4باشد )شکل بر وجود پپتید در بیان و تخلیص می

 
 انیب (1. دیپپت وژنیف صیوسترن بلات قبل و بعد از تخل جهینت -4شکل 

 مارکر( 3 تیآپات یدروکسیه نیشده با رز صیتخل دیپپت (2 د،یپپت وژنیف

 ینیپروتئ

 داربست از پپتید شیرها

 
1 Plateau 

به داربست  دیتپپ وژنیقدرت اتصال ف یمنظور بررس به

 تکراره به صورت س دیپپت شیآزمون رها ت،یآپاتی دروکسیه

شده است.  داده نشان 5در شکل  زینمودار مربوطه ن. انجام شد

 دیمقدار جذب مرتبط با پپت انگریب 2و  1اختلاف دو نمونه 

 دیدرصد پپت 40از  شتریبداد که نشان  جی. نتاباشدیرهاشده م

. رسدمی 1پلاتواز روز سوم به  باَیرها شده و تقر اول در روز

0,05< P باشد. در نتیجه پایداری اتصال پپتید و معنی دار می

  (.5داد )شکل  آپاتیت را نشانبه هیدروکسی 

 

 

 

 

 

 دیقدرت اتصال پپت یبه منظور بررس دیپپت شینمودار آزمون رها -5شکل 

با سه تکرار از نمونه داربست  نمونه ی. دو سرتیآپات یدروکسیبه داربست ه

درجه  37 یدر دما SBF طیآماده و در مح دیو داربست با پپت دیبدون پپت

انجام شد و جذب  یمختلف نمونه بردار یفواصل زمان درانکوبه شدند.

 بهدفورد خوانش شد. اختلاف جذب دو نمونه مربوط اها با روش برنمونه

محاسبه و به عنوان غلظت مربوط  دیو داربست با پپت دیداربست بدون پپت

 P <0,05. دیرهاشده اعلام گرد دیبه پپت

 (MTT Assay)یسلول تیسم یبررس

نشان  L929تایج بررسی سمیت سلولی بر روی رده سلولی ن

 ها، سلولتخلیص شده PDGF-BBپروتئین در حضور داد که 

بیشتری را  ساعت تکثیر پیدا کرده و رشد سلولی 24در طول 

 نسبت به گروه کنترل لیتر رامیکروگرم بر میلی9/2در غلظت

  (.6نشان دادند )شکل 
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تا  18/0 یها. غلظت MTTبا روش  یسلول یمان زنده یبررس -6شکل 

جهت تست مورد استفاده قرار  PDGF-BB تریلیلیبر م کروگرمیم 9/2

به عنوان کنترل مثبت و  FBSدرصد  10 یکشت حاو طیگرفت. از مح

DMSO استفاده شده است. یبه عنوان کنترل منف 

 بحث 

طراحی شود تا  حاضر تلاش شد تا سیستمی جامع مطالعهدر 

موردنیاز باشد  PDGF-BBپپتید مشتق شده از  کمترین مقدار

که با کمک رزین هیدروکسی آپاتیت خالص سازی شود ودر 

زخم در مهندسی بافت ترمیم اهداف درمانی و برای نهایت 

 یستالوگرافیکر یمطالعات ساختار مورد استفاده قرار گیرد.

در  رهینشان داد که دو گ PDGF-BB/PDGFR-ββکمپلکس 

 یارشته نیوجود دارد که از سه حلقه ب PDGF-BB یانتها

، 25-38 نهیآم دیاس یایمتشکل از بقا L1مشتق شده است )

L3 و  78-81 دیاس نویآم یهامانده یمتشکل از باقL2 

که  یی(. از آنجا53-58 نهید آمیاس یهامانده یمتشکل از باق

 PDGFR-β رندهیمولکول گ کی در برهمکنش با رهیهر گ

ایفا   نقش گاندیدر برهمکنش با ل رندهیهر دو مونومر گاست، 

توسط  گاندیل/رندهیدرصد از سطح تماس گ 67. حدود کنندمی

)حلقه  رهیکوتاه گ ی( و بازوL3و  L1 یبلند )حلقه ها یبازو

L1  پوشاند. یده را ممان یتماس باق هی( ناحانتهای کربوکسیلو

سطح تماس با  جادیدر ا زین گاندیل انتهای آمیناز  ییهابخش

-یباق ناشی از زیآبگرهای برهمکنشنقش دارند.  رندهیگ

 Phe138و  Tyr205 ،Tyr207 ،Phe136 نهیآم دیاس یهامانده

از  Pro82، و Tyr40 ،leu38 ،Ile75 ،Ile77و  PDGFR-βاز 

PDGF-B رندهی/ گ گاندیل یهاتماس جادیدر ا ینقش مهم 

متصل  HA-6-1از پپتید  در این تحقیق(. 39دارند ) یسطح

شونده به هیدروکسی آپاتیت در توالی پپتیدی خودمان که 

 PDGFدارای دو نسخه توالی متصل شونده به رسپتور 

های ایمپلنت دراتصال پپتید به دندان جهت کاربرد  ،باشدمی

. هم چنین از دو لینکر شداستفاده  ،دندانی و القا ترمیم بافت

S4G  برای اتصال توالی پپتیدی مشتق ازPDGF  به توالی

-پپتیدی متصل شونده به هیدروکسی آپاتیت برای انعطاف

چهار باقیمانده  این،علاوه بر  شد.پذیری بیشتر پپتید استفاده 

که بر اساس یک مطالعه  حضور دارند سیستئین در پپتید

دایمر شدن موجب تسهیل در  در توالی هاآنحضور پیشین، 

-ال میتوژنیک میو در نتیجه القا بیشتر سیگن PDGFگیرنده 

 نهیآم دیاس 18دو تکرار از  ،مطالعه حاضردر  .(6) گردد

(Gln71-Thr88 از حلقه سوم )PDGF-BB وژنیف یطراح در 

 PDGF-BB. دنباله مشتق شده از مورد توجه قرار گرفت دیپپت

به ) Gln71-Ile77 ،Pro82-Thr88سه بخش است:  یدارا

 ی، براIIIحلقه  کربوکسیلانتهای و  ترتیب انتهای آمین

محل اتصال ) IIIحلقه  Val78-Lys81ساختار حلقه( و  پایداری

فیوژن پپتید مورد نظر دارای سه تکرار از توالی (.به گیرنده

ای متمایل به هیدروکسی آپاتیت اسیدآمینه

(SVSVGNKPSPRP .است ) این پپتید کهHA-6-1  نام دارد

آپاتیت بلورین متصل با خاصیت اتصالی بالا به هیدروکسی 

-شود که این هیدروکسی آپاتیت ترکیب اصلی دندان میمی

به طور  توان از ساختار طراحی شدهمیباشد و در نتیجه 

های های مهندسی بافت به عنوان ساختارای در کاربردفزاینده

های حمایتی برای هدایت تمایز سلول بنیادی به سمت رده

هم چنین در طراحی توالی فیوژن پپتید  سلولی استفاده نمود.

مورد نظر علاوه بر توجه به اتصال صحیح فیوژن پپتید مشتق 

به گیرنده با قدرت اتصال بالا، تمرکز اصلی بر  PDGF-BBاز 

مشابه یک مطالعه  پایدارسازی پپتید مورد نظراست. مسئله

ی بیترک لیبرچسب مجهت  His-6باله پیشین که از دن

در مطالعه حاضر  .(30)داربست برای خالص سازی استفاده شد 

در  HA-6-1 تیآپات یدروکسیه یبیترک لیاز برچسب م نیز

ن به منظور خالص سازی استفاده شد. از وژیف دیساختار پپت

 یو القا یدندان یهامپلنتیبه دندان در ا دیاتصال پپتطرفی 

 Hasanniaدر مطالعه  در آینده مد نظر قرار داشت .بافت  میترم

-SDSها روشهمکاران، بیان فیوژن پپتید نوترکیب با  و

PAGE و تخلیص آن با رزین هیدروکسی  بلات و وسترن

ژل در  یرو باندمهاجرت آپاتیت تایید شد. در این بررسی 

در مطالعه حاضر  .(31)گزارش شد  لودالتونیک12 هحدودم

در محدوده  بینوترک وژنیف دیپپت یاگرچه وزن مولکول نیز،

-SDSژل  یرو دیپپت وژنیباند فاما  ست،دالتون ا لویک 12

PAGE  لیکه احتمالاً به دل مشاهده شددالتون  لویک 17حدود 

-دیاز اس یاریدر ساختار آن است. بس نیزیدرصد ل 10وجود 

 نیکل پروتئ یبا بار مثبت باعث کاهش بار منف نهیآم یها

-SDSژل  یآن رو یکندتر از وزن واقع تیاشوند و در نهیم
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PAGE در مطالعات گذشته، اهمیت  .کنندیحرکت مPDGF 

در تسریع ترمیم زخم به اثبات رسیده است، اما به دلیل 

ساعت( حتی در  15ناپایداری ذاتی این پروتئین )نیمه عمر 

یب آن، انواع مطالعات جهت افزایش شکل پایداری شکل نوترک

از این پپتید انجام گرفت. به همین دلیل بسیاری از تحقیقات 

. هم (32, 24)متمرکز شد  PDGFهای مشتق از روی پپتید

 یداریپا شیبه منظور افزاچنین مطالعات مختلف دیگری 

صورت گرفته و زخم  میترم ندیفرآ یرشد در ط یهافاکتور

-کولیاستفاده شده است. استفاده از وز یمتعدد یهاراهکار

بعدی از جنس  3های داربست رشد، یهافاکتور یهای حاو

های ستمیاستفاده از س مواد سازگار با سیستم بیولوژیک بدن،

های به جهت ایجاد پوشش و تولید فاکتور و نانوذرات کرویم

به اطراف  قیتزررشد نوترکیب انسانی به صورت موضعی یا 

 یداریپا شیشده به جهت افزا ابداعهای زخم از جمله روش

وجود نواحی اضافی در  .(33،34) باشدرشد می یفاکتورها

ها، جهت عبور از بافت موجب کاهش نفوذ آنهای رشد فاکتور

-سخت و محکم اسکار شده و ممانعتی برای، نفوذ به زخم می

همکاران در  و Ghasemiای که . در مطالعه(33)باشد 

در  یانسان PDGF-BBژن  یخالص ساز، بر روی 2020سال

 بینوترک نیروتئی انجام دادند مشاهده شد که پکل ایشیاشر

 یبر روباند واضح  کدارای ی، PDGF-BBخالص شده  یانسان

 12 هحدودم ی در( با وزن مولکولSDS-PAGEالکتروفورز )ژل 

پروتئین نوترکیب عملکرد بیولوژیکی  است و ایندالتون  لویک

. نتیجه این (35)مناسبی جهت کاربرد های درمانی دارد 

 مطالعهدر باشد. هم چنین مطالعه همسو با مطالعه حاضر می

به عنوان  PDGF-BBاز  3 حلقه یسکانس توال یبررس حاضر،

ی، برای اتصال به نواح ریتر نسبت به سایقو یاتصال هیناح

آن بر  ریتاث ،ییایباکتر هیدر سو انیتا با ب شدانتخاب  گیرنده

مورد بررسی قرار زخم  میترم یوانیها و سپس فاز حسلول

تنها  PDGF نگیگنالیس ریمس یاقدام القا نی. هدف از اگیرد

تر صورت علاوه بر کوچک نیباشد تا بدآن می یالاتص نیبا دم

 مهیآن، ن یرینفوذ پذ شیو افزا فاکتور رشد نیکردن اندازه ا

ای با مطالعه .ابدی شیآن افزا یاثرگذار جهیعمر و در نت

و همکاران بر روی تهیه پروتئین محلول و خالص   Dysonکه

 نیپروتئ یکه وزن مولکول شدمشخص سازی آن انجام دادند، 

در  ینقش مهم ،انیب طیو شرا زبانیشده علاوه بر م انیب

 لویک 22متوسط  یبا وزن مولکول یهادارد. پروتئین تیحلال

از  شیای بکه اندازه یتوانند محلول باشند، در حالیدالتون م

 یهانکریل یدارا دیبا تیحلال شیافزا یدالتون برا لویک 40

 
1 Shuffle 

 به دست آمده از جی. نتا(36) باشند تیکننده حلال تیوتق

SDS-PAGE  فیوژن پپتید مورد  نشان داد کهدر تحقیق حاضر

کیلو دالتون به صورت محلول در فاز  17نظر با وزن ملکولی 

و همکاران در  Hasanniaباشد. سوپ بعد از لیز باکتری می

 یحاو بینوترک دیپپت، یک پپتید پایدار بر پایه 2019سال 

 با کمک ستون تیآپاتی دروکسیهرزین به  یلیدنباله تما

 1شافل اشریشیاکلی  هیدر سو که تخلیص کردند یکروماتوگراف

  Razazpourهم چنین در مطالعه ای مشابه،  .31) شد انیب

همکاران با بررسی رهایش فیوژن پپتید با رزین هیدروکسی  و

آپاتیت، گزارش دادند که پایداری و عملکرد مناسب این ترکیب 

 .(37)گردد رهایش پپتید میمنجر به پایین آمدن درصد 

سلولی برای پروتئین تخلیص شده زنده مانی بررسی فعالیت 

 یهاغلظت ریتأث ،یانجام شد. در مطالعات قبل MTTبا روش 

از  کی( هر تریلیلیدر م کروگرمیم 10تا  1/0مختلف )

 یدرمی، فاکتور رشد اپPDGF (38)رشد، از جمله  یفاکتورها

(EGF) (39)کننده ، فاکتور رشد اصلاحβ (40)  و فاکتور رشد

انواع مختلف سلول نشان  ریتکث شیبر افزا (IGF) نیشبه انسول

 PDGF-BBشد که  مشاهدهاست. در این بررسی  شدهداده 

و رشد اثر بالایی بر روی لیتر میلیمیکروگرم بر 9/2در غلظت 

به نسبت کنترل مثبت که  ،L929های سلولتکثیر سلولی 

نتایج این  . داردرا  ،ده درصد است FBSحیط کامل حاوی م

مطالعه با پژوهش حاضر کاملا همسو است، پژوهش حاضر 

با رزین هیدروکسی  PDGF-BBنشان داد که که فیوژن پپتید 

آپاتیت دارای عملکرد و پایداری مناسبی جهت کاربرد در 

 باشد.اهداف درمانی مهندسی بافت می

 یریگجهینت 

در انتها با در نظر گرفتن تمامی نتایج بدست آمده از پژوهش 

توان عنوان ها گذشته میحاضر و مقایسه این نتایج با بررسی

 پلاکتی فاکتور رشد ازنمود که فیوژن پپتید مشتق شده 

PDGF-BB  با داربست رزینی هیدروکسی آپاتیت، با موفقیت

طراحی و تخلیص شده است. در پایان به منظور حذف توالی 

 کلون و سپس در سویه (+)pET21aهیستیدینی در وکتور 

بیان آن بهینه سازی شد و در نهایت، بیان  اشریشیا کلیشافل 

و وسترن بلات اثبات گردید. برای  SDS-PAGEآن توسط 

تخلیص فیوژن پپتید نوترکیب از رزین هیدروکسی آپاتیت 

 وژنیف که اثبات کرد دیپپت شیتست رها ادامه، در استفاده شد.

طراحی شده حاوی دنباله تمایلی به  PDGF-BB، دیپپت

به داربست پایدار  اتصال تیقابل ت،هیدروکسی آپاتی
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-PDGFهای زنده مانی را دارد. بررسی تیآپاتی دروکسیه

BBهای طراحی شده بر سلولL929 اثر رشد و تکثیر سلولی ،

میکروگرم بر میلی لیتر نشان دادند.  9/2بیشتری در غلظت 

های قبلی همسو بوده و پپتید نتایج این پژوهش با پژوهش

تواند طراحی شده میفیوژن شده در رزین هیدروکسی آپاتیت 

جهت کاربرد در مهندسی بافت و اهداف درمانی مورد استفاده 

 قرار گیرد.

 یملاحظات اخلاق 

 ندارد.

 منافع عارضت

 .دارند تعارض منافع وجود نداردنویسندگان اعلام می

 سپاسگزاری

مستخرج از پایان نامه دکتری مصوب دانشگاه آزاد این مقاله 

باشد. از تمام کسانی که در این اسلامی واحدعلوم تحقیقات می

 آید.مطالعه ما را یاری نمودند تقدیر و تشکر به عمل می
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