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چکیده

 مختلـف را  مسیرهاي متابولیکیو  هااست که انواع سلولو پویا پیچیده  یندافریک  ،ترمیم زخم یندافر

تشکیل شده  بافتی و بازسازي سلولی ، تکثیریالتهاب شامل فاز اصلی یند از سه فازااین فر .کنددرگیر می

هـاي  تا سـال . بستگی داردآمیز زخم به تنظیم دقیق و هماهنگی بین عوامل درگیر  بهبود موفقیت. است

، کنترل عفونت و هشد سازي زخم، برداشتن بافت نکروزههاي مزمن به آمادهاستراتژي درمان زخم پیشین

استفاده از فاکتورهاي رشد در جهت تسریع روند درمانی و بهبـود زخـم    اکنوناما  بود، التهاب محدود

جهـت   تأییدبه  هاي دیابتیدرمان زخمکه در  نوترکیب رشد هاياز اولین انواع فاکتور. شده است تأیید

 هـاي  به استناد گـزارش  .باشد می PDGF-BBرسیده است، فاکتور رشد نوترکیب انسانی مصرف انسانی 

به کاهش التهاب،  زخم یند ترمیمادر فرمهم  يعنوان یک واسطه به PDGF مختلف، هاي هآمده در مطالع

در  PDGF-Bدر این مطالعه، ژن  کند.میزایی و بازسازي بافت کمک رگ ،تسریع بهبودي، تکثیر سلولی

 از پـس شـد.   کلـون  T7تحت پروموتور  E. coli SHuffleمیزبان  درسنتز و   pET 21(a+) وکتور بیانی

نوترکیـب  پـروتئین  کـه  ییجـا  از آن .گرفـت  با استفاده از ستون نیکل آگـارز انجـام   سازيخالص ،بیان

و  تأییدباند پروتئینی هیستگ آنتی باديآنتیبا روش وسترن بلاتینگ با  ،دارددنباله هیستگ  شده تخلیص

 بررسـی فعالیـت   بـراي بررسی شـد.   SDS-PAGEبا روش المان و سولفیدي صحت تشکیل پیوند دي

 ماتریکس خارج سلولیپروتئین اتصال به  سلولی، مهاجرت و تکثیرهاي آزمایش ،شده پروتئین تخلیص

 ـ PDGFکـه   دهـد  نشان میاین مطالعه  در شده انجام هاي آزمایش نتایج حاصل ازشد. انجام  صـورت   هب

در میزبـان  بیـان ایـن پـروتئین     شود.می تشکیلکامل طور  هبسولفیدي و پیوندهاي ديده شبیان یمر اد

پروتئین شده حفظ ساختار  به منجر ،سولفیدي استکه قادر به تشکیل پیوندهاي دي SHuffle باکتریایی

تکثیـر   یعنـی  ،اصـلی  هر دو فعالیت شده پروتئین تخلیص 1تنی ي برونها  هنتایج مطالعبا توجه به . است

بـودن   بـر فعـال   دلیلـی کـه ایـن   دارد هاي ماتریکس سلولیپروتئین اتصال بههمچنین قابلیت  و سلولی

باشد.می آن پروتئین و تشکیل ساختار صحیح

.ینگزخم، فاکتور رشد مشتق از پلاکت، بیان، کلونترمیم : کلیديهاي  واژه

1 in vitro.
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مقدمه-1

اي از رویـدادهاي پیچیـده و   ترمیم زخـم مجموعـه  یندافر

 بافتی ترمیم ساختارهاي عملکردي در جهتبسیار منسجم 

رفته بـه دلیـل ترومـا، عـوارض پـس از جراحـی،       دستاز

نیازمند  ،یندافریا موارد دیگر است. این  ، بیماريسوختگی

-جمله سلولاز با یکدیگر هاتعامل بسیاري از انواع سلول
هـاي  ها و سـلول ها، کراتینوسیتهاي التهابی، فیبروبلاست

 فاکتورهايها، نواع سایتوکینادخالتاندوتلیال و همچنین 

شـامل   تـرمیم زخـم  .]1[باشـد  هـا مـی  آنزیم انواع رشد و

وسـتاز،  ئموماننـد ه اي  هاي پیچیدهیندافرومتفاوت مراحل 

در یـک  اختلال . ]2[استبازسازي و بلوغ  ،التهاب، تکثیر

تـرمیم   ینـد افردر  شکسـت سلولی منجر به  یندافریا چند 

هـاي   بسیاري از کشـور با توجه به اینکه در شود.زخم می

 هـاي مـزمن  زخمتعداد بیماران با ،آمریکاخصوصبهدنیا 

هـاي  درمـان و  رو به افزایش اسـت دیابتی پايمانند زخم

نیـاز بـه    ،یی و اثربخشی بالایی ندارنداکار،فعلیمختلف 

درمـان  امـروزه  . شوداحساس میي جدید درمانی اهروش

کننـده اسـت   یک روش امیداور ،دشفاکتورهاي رواسطه با 

طــور کلــی هبــ. اســتافــزایشکــه اســتفاده از آن رو بــه

 سـلولی  عملکردهـاي متعـدد  بـر  تـأثیر ا رشد بفاکتورهاي 

هایی ینـد افرمانند تکثیر، مهاجرت، تشکیل عروق و سـایر  

بـه  ،انـد هدشنظمی که در روند ترمیم زخم مزمن دچار بی

در میان فاکتورهاي رشـد،  .کنندروند بهبود زخم کمک می

در  (PDGFs)خانواده فاکتورهاي رشـد مشـتق از پلاکـت   

 ـ نقشبافت ترمیم  هايیندافربسیاري از  دارنـد  سـزایی هب

فـاکتور رشـد نوترکیـب     ،1997سـال  در کـه نحويبه.]3[

PDGF-BB با نام تجاريRegranex®   براي درمـان زخـم

پــاي نوروژنیــک دیــابتی از ســازمان غــذا و دارو آمریکــا

(FDA)رشـد پلاکتـی   فاکتور .ه استیه دریافت کردتأیید

بــا وزن  کـاتیونی و مقــاوم بـه گرمــا   یـک گلیکــوپروتئین 

دو از اسـت. ایـن پـروتئین   کیلودالتون  30ملکولی حدود 

با  این دو زنجیره که است پپتیدي تشکیل شدهپلی زنجیره

.]4[هستندسولفیدي به هم متصل پیوندهاي دي

PDGF ، ــرك ــیاريمح ــدافراز  بس ــکین هاي متابولی

ــاز،   از ــت کلاژن ــلاژن، فعالی ــنتز ک ــه س ــی جمل کموتاکس

. باشـد  مـی هـاي ماهیچـه صـاف    هـا و سـلول  فیبروبلاست

ي هـا از پلاکـت  PDGFنشـان داد کـه   تنی برونمطالعات

بنابراین این فاکتور  شود.میدر محل آسیب ترشح  موجود

واقعدر.داردترمیم زخم  یندافررشد نقش مهمی در شروع 

 مـه رونـد  اها بـراي اد از سایر سلول این پروتئینشدن آزاد

مهـم در   عنوان یک واسطهبه PDGF.]5[ترمیم لازم است

 وسـیله بـه هـا بلکـه   پلاکـت  وسـیله بـه تنها بهبود زخم، نه

هـاي ماهیچـه صـاف شـریان     ماکروفاژهاي فعـال، سـلول  

شده با تـرومبین،  هاي اندوتلیال تحریکدیده، سلولآسیب

شـود ها نیز تولید میهاي فعال و کراتینوسیتفیبروبلاست

و  A،B ،Cپپتیـدي  پلی زنجیرهچهارپروتئین از  این.]6[

D  همـو و  هـاي  ساخته شده است که براي تولید ایزوفـرم

ترکیـب   DDو AA ،AB،BB،CCصـورت به هترودایمر

، همـودایمر  PDGFهـاي  از میان ایزوفرم. ]8؛7[شوندمی

BB  کارگیري و به2بافت گرانولهبا تشکیل در ترمیم زخم

].9[د دارنقش حیاتیبنیاديهاي سلول

 نشان داده است کهبر فاکتورهاي رشد هاهمطالعنتایج 

هاي ماتریکس خـارج  قابلیت اتصال به پروتئینآنهارتبیش

مانند فیبرونکتین، فیبرینوژن، ویتـرونکتین،  (ECM)سلولی

 3به هپـارین  شوندهمتصل ناحیهاز و ...  Cتناسین  لامینین،

در مورفـوژنز و تـرمیم   ECMعملکرد مهم را دارند.  آنها

نهایـت کننـده و در پایـدار  ،کنندهمنبع ذخیرهعنوان بهبافت

هاي ینـد افرکـه  اسـت  فاکتورهـاي رشـد  آهسته رهاسازي

-گونهبه،کنند تکثیر سلولی، تمایز و مورفوژنز را کنترل می
منجر به ECM بافاکتورهاي رشد فعل و انفعالاتکه اي

 جلـوگیري از  دهی، انتشـار و غلظت محلی، سیگنال کنترل

-PDGFنشان داده است که ها آزمایش.شودمیاتلاف آنها 

BB ویتـرونکتین،   ،قابلیت اتصال به فیبرینوژن، فیبرونکتین

کـه  ییجـا از آن. ]10؛ 9[داردرا C استئوپونتین و تناسین

به روش نوترکیب در سیستم باکتریایی یک  تولید پروتئین

2 Granulation tissue
3 Heparin binding domain
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هـا  انـواع پـروتئین  بنـابراین تولیـد    ،اسـت  آورسودروش 

باکتریـایی  بیـانی  فاکتورهاي رشد نیـز در سیسـتم   جمله از

نواع نوترکیب ادر ارتباط با تولید .سنجی شده استامکان

PDGF ،سـیون  یلانشان داده اسـت کـه گلیکوز  ها آزمایش

PDGFاین  و براي فعالیت بیولوژیکی آن ضروري نیست

هـاي  امکان تولید این پـروتئین را در سیسـتم  مهم ویژگی

و در مطالعـه حاضـر بیـان     .]6[کنـد  مـی هماباکتریایی فر

بـــا SHuffleE. coliدر بـــاکتري PDGF-BBتخلـــیص

. بـا  انجـام شـد  لیتـر  میکروگرم بر میلی 350غلظت حدود 

اي ایـن  رشـته سولفیدي درون و بینپیوندهاي دي به توجه

یک گزینه مناسـب  SHuffleبیانی انتخاب سویه ،پروتئین

ماننـد تنیبرونهاي با انجام آزمایشکه توانست باشدمی

اتصــال بــه امکــان و ، مهــاجرت ســلولیتکثیــر آزمــایش

فعالیت این پروتئین نوترکیب در سیسـتم بیـانی    فیبرینوژن

.شد تأییدو ارزیابی  باکتریایی

هامواد و روش-2

مواد 2-1

 (آلمان)4مرك مواد شیمیایی از شرکت در این مطالعه تمام

ــزیمه اســتخریــداري شــد  هــاي برشــگر از شــرکت. آن

ــاینتیفیک ــا)آمری(5ترموفیشرس ــا دي  ،ک ــل بت  1ایزوپروپی

پـــودر  مـــركاز شـــرکت  (IPTG)تیوگالاکتوپیرانوزیـــد 

 بـادي آنتـی ،(فرانسـه) 6هایفن بیومـد فیبرینوژن از شرکت

ترمینـال   Nانتهاي  15-300اولیه خرگوشی  بر علیه ناحیه 

 7سـانتاکروز بیوتکنولـوژي   فیبرینوژن از شرکتبتا زنجیره

خرگوشــی بـادي   آنتـی ثانویــه ضـد  بـادي آنتـی (آمریکـا)، 

دي ان اي از شـرکت   بـلات  کونژوگه و سوبسترا وسـترن 

از شــرکت هیســتگآنتــی  بــاديآنتــی،(ایــران) 8بیوتــک

 9بیـورد وبسـتراي الایـزا از شـرکت   ،سیتومتین ژن (ایران)

4 Merk
5 Thermo Fisher Scientific
6 HYPHEN BioMed
7 Santa Cruz Biotechnology
8 DNA Biotech
9 Bio-Rad

10ژن آلمید از شـرکت  س ـو کیـت سـتخراج پلا  (آمریکا)

خریداري شده است. )کره جنوبی(

نوترکیبPDGF-BBتوالی  طراحیتعیین و2-2

ــوالینخســت  ــی ت ــانی PDGF-BBژن ــک انس از بان

 وسـیله بـه برداشـته شـد و    5155با کـد  NCBIاطلاعات 

شـرکت ژن اسـکریپت   11کـدون یـوزیج   آنلایـن  افـزار نرم

ــک ــ(12بیوت ــاکتري  ا)آمریک ــتفاده در ب ــراي اس  E. coliب

بـین دو   (+) pET21aتوالی ژن در وکتور سازي شد. بهینه

 ه شد. در این طراحیقرار دادXhoIو  NdeIآنزیم برشگر 

تـوالی  نهایـت در .شـد اسـتفاده  دنباله هیسـتیدینی وکتـور  

سـاخته  ژن اسکریپت بیوتـک شرکت وسیلهبهشده حاصل

شد.

نوترکیبPDGF-BBبیان2-3

سـویه E. coliبـاکتري  درسـازه ارسـالی   پلاسمید حاوي 

DH5α  بـاکتري   به استخراج و ،پلاسمیدبا کیت استخراج

E. coli در شـافل   بـاکتري .شـد ترانسفورم 13شافلسویه

، پپتـون  درصد1سدیم کلرید (14محیط کشت لوریا برتانی

بیوتیـک  حاوي آنتـی  )درصد5/0عصاره مخمر ودرصد1

در لیتـر  میکروگرم بر میلی 100با غلظت نهاییسیلین آمپی

بهینـه رشـد    شـرایط .شرایط بیانی مختلف کشت داده شد

در طول موج OD6/0-5/0پس از رسیدن بهباکتري  این

دمـاي  در IPTGمولار میلی1غلظت نهایی با نانومتر600

C◦30 ،شیکر با دورrpm180   ـسـاعت   چهـار به مـدت  ه ب

 مسـتعد تشـکیل  با توجـه بـه اینکـه پـروتئین     . آمد دست

آن گیري از ایجـاد وجلبراياز اوره  ،بود 15وژن باديلاینک

در بافر لیز (سـدیم  رسوب باکتریاییاستفاده شد. بنابراین 

مـولار، اوره  میلی 50مولار، سدیم فسفات میلی500کلرید 

) به مدت یک سـاعت در دمـاي   5/7نهاییpH بامولار 3

C◦4گرفت.قرار توراروي دستگاه روتصورت دورانیهب

10 GeneAll
11 Codon usage
12 GenScript Biotech
13 SHuffle
14 Luria Bertani
15 Inclusion body
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هـر سـیکل    ،سـیکل  10روي یخ (دقیقه  5به مدت سپس

شـد.  سونیکه ثانیه استراحت)  20ثانیه سونیکه و  10شامل 

 15به مدت  g12000با دور آمده دستهبعصاره باکتریایی 

ســوپرناتانت  شــد. ســانتریفیوژ  C◦4دقیقــه در دمــاي  

-SDSها با اسـتفاده از  نمونه ورسوب جدا شده از حاصل

PAGE  برلیانـت  آمیزي کوماسی رنگ و درصد 5/12با ژل

.شدارزیابی 16لاملیبه روشR250بلو

نوترکیب PDGF-BBتخلیص 2-4

بـراي  پروتئین در ساختار به دلیل داشتن دنباله هیستیدینی

تخلیص از روش کروماتوگرافی تمایلی ستون نیکل آگارز 

برابر حجم با بافر لیز بـه   10ستون با نخست استفاده شد.

سـوپرناتانت   ،بـافر تعـادل   تعادل رسـید و پـس از تخلیـه   

 15روي ستون ریختـه و بـه مـدت     از لیز باکتري، حاصل

 20دقیقه در تماس با رزین قرار گرفت. سـپس سـتون بـا    

500بافرهاي شستشو (سدیم کلریـد  لیتر از هریک از میلی

مـولار و   3مـولار، اوره  میلی 50مولار، سدیم فسفات میلی

pH بـا  مـولار ایمیـدازول  میلـی  75و  50، 25غلظت هاي 

نهایـت پـروتئین بـا بـافر     در .شد داده ) شستشو5/7نهایی 

 50مولار، سدیم فسفات میلی500(سدیم کلرید جداکننده 

ــی ــولار، اوره میل ــولار و غلظــت  3م ــی250م ــولار میل م

حـذف اوره   برايخارج شد. ) 5/7نهایی pH با ایمیدازول

برابـر دردر مرحله اول شدهتخلیصو ایمیدازول، پروتئین 

سـپس   ،سـاعت  3به مدت  مولار 2اوره حاوي PBSبافر 

بـه  مولار  1حاوي اوره  PBSمرحله دوم در مقابل بافر در

فاقـد اوره PBSدر مقابل بافر  نهایتدروساعت  3مدت 

شد. ، دیالیزC◦4در دماي  ساعت 5به مدت 

17وسترن بلات2-5

روش وسترن بلات با  و تخلیص پروتئین،بیان  تأییدبراي 

انجام شد. در این روش پس از انجام  هیستگبربادي آنتی

ــورز  ــارج و  SDS-PAGEژل الکتروفـ ــک خـ ، ژل از تانـ

16 Laemmli
17 Western Blot

با غشـاي  18بیورد روش شرکتبراساس ساندویچ وسترن 

PVDFانتقال بـه مـدت سـه سـاعت در     یند افر. بسته شد

آمپـر انجـام گرفـت. سـپس     میلی 200با شدت C◦4دماي 

 BSA5(از دستگاه خارج و با بـافر بـلاك   PVDFغشاي 

C◦4 روز در دمـاي به مدت یـک شـبانه   )PBSدر  درصد

 05/0حاوي غشا با بافر شستشو  ،بعد بلاك شد. در مرحله

هاي حذف اینترکشن براي)PBS-20(توئین درصد توئین 

هیسـتگ بـر بـادي  در مقابل آنتی سپس و ناخواسته شسته

ساعت در  2به مدت )بود هرقیق شد 1:1000که با رقت (

غشا بـا   ،انکوبه شد. پس از گذشت این زمانC◦37دماي 

دقیقه شسته و سپس 5بار به مدت بار هر سهبافر شستشو 

قرار گرفـت. پـس از ظهـور     DABدر مجاورت سوبسترا 

غشا با آب مقطر شسته و نگهداري شد. ،باند

سولفیديبررسی تشکیل پیوند دي2-6

19روش المان2-6-1

المـان  آزمـایش سـولفیدي  بررسی تشکیل پیونـد دي  براي

ــن  .شــدانجــام  ــایشدر ای ــر50آزم ــه از میکرولیت نمون

100از بافر سدیم فسـفات  میکرولیتر500شده، بهخالص

اضـافه  EDTAمـولار  میلی 100حاوي  )8pH(مولارمیلی

هاي مختلـف  غلظت ،رسم منحنی استاندارد نیز براي.دش

ــتئین  ــول سیس ــد محل 25،50،75،100و 150(هیدروکلری

 )8pH(مـولار  میلی100فسفات بافر سدیمدر مولار)میکرو

سـاخته و سـپس بـه تمـام     EDTAمولار میلی 100حاوي 

ــه ــا نمون ــر10ه -DTNB(5,5المــان معــرفازمیکرولیت

Dithiobis(2-nitrobenzoic acid))  اضــافه شــد و پــس از

دقیقه انکوباسیون در دماي اتاق، جذب نمونه در طول  15

 1المـان،  تهیه معـرف براي نانومتر خوانده شد.  412موج 

بـافر سـدیم فسـفات    وسـیله بـه DTNBترکیب گرم میلی

بـه  EDTAمـولار  میلی 100حاوي  )8pH(مولار میلی100

رسانده شد. میکرولیتر250حجم

18 Bio-Rad
19 Ellman
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روش الکتروفورز2-6-2

سـولفیدي بـین مونومرهـاي    با توجه بـه اینکـه پیونـد دي   

PDGF-BB بر تست المان تشـکیل  شود، علاوهتشکیل می

بــا بــافر نمونــه  SDS-PAGEبــا ژل  يســولفیدپیونــد دي

حالـت نمونـه   ایـن در ی نیز بررسی شد.یی و غیراحیایاحیا

یک بار با بافر احیایی حاوي بتامرکاپتواتانل و یک بار بـا  

درصد آکریل آمید برده شد. 5/12احیایی روي ژل بافر غیر

MTT assay)سلولی ( تکثیر سیربر2-7

مانی و تکثیـر  شده بر زندهبیانPDGF-BBاثر فاکتور رشد 

استاندارد  براساسL929 (NCTC clone 929)سلولی  رده

ــزو  ــد. ISO) 10993-5: 2009(ای ــام ش ــدد  1×104انج ع

 96ت کشت سلولی یهاي پلچاهک هریک از سلول داخل

(دمـاي  سـاعت   24و سپس پلیـت بـه مـدت     تلقیحخانه 

C◦37 غلظت ،CO25 انکوبـه  درصد) 90رطوبت  ،درصد

-100هاي مختلف پروتئین ( میکرولیتر از غلظت 100شد.

از یـک لیتر) در سـه تکـرار بـه هـر     میلیمیکروگرم بر  10

ساعت با همان شرایط  24اضافه شد و به مدت  هاچاهک

ــد.  ــه شـ ــرف 10انکوبـ ــر معـ MTT(3-(4,5میکرولیتـ

Dimethylthiazol-2yl)-2,5-Diphenyltetrazolium)  ــا بــ

د.ش ـلیتر به هر چاهک اضافه میکروگرم بر میلی 5غلظت 

، غلظـت  C◦37(دمـاي  سـاعت  4-2به مـدت   پلیت نمونه

CO25 محلـول .انکوبـه شـد  درصد) 90رطوبت  ،درصد

MTTدررنگ حاصل حذف و رسوب بنفش DMSO حل

روي شـیکر قـرار   دقیقـه   30خانه به مـدت   96ت یپل.شد

.نانومتر خوانده شد 570و جذب در طول موج گرفت 

مهاجرت سلولیبررسی 2-8

 12یک روز قبل از شروع آزمایش، پلیـت کشـت سـلولی    

سـاعت   24بـه مـدت    L929هـاي  سـلول ردهچاهکی بـا  

درصـد)   90رطوبت  ،درصد CO25غلظت ، C◦37دماي (

فاکتور پروتئین حاوي تیمار (کشت هاي  کشت شد. محیط

) و شـاهد  کشت پایهمحیط در  PDGF-BBرشد نوترکیب 

به هر چاهک اضافه شدند. با نوك صورت سه بار تکرار به

 در مرکـز هـر چـاه    خراشـی میکرولیتري،  5/0-10سمپلر

شد. سپس مهاجرت روي هر نمونه با میکروسکوپ  ایجاد

شدند.ها بسته زخمکه زمانیبررسی شد تا 

 بـه  PDGF-BBفـاکتور رشـد   بررسی اتصال بـه 2-9

فیبرینوژن با روش الایزا

با تثبیت نمونه، برايچاهکی  96استایرن پلیت پلی نخست

ــر  100 ــروتئینمیکرولیتـ ــب  پـ  PDGF-BB)10نوترکیـ

دمـاي  لیتر) به مدت یک شـبانه روز در  میکروگرم بر میلی

C◦4 ، پلیت سه بار بـا بـافر   ، تثبیت نمونهپس از  وانکوبه

PBS  شستشو شد. پلیـت بـاBSA5  در  درصـدPBS   بـه

بـار   3پس از  د.شبلاك C◦37دماي ساعت در  سهمدت 

، پروتئین فیبرینـوژن بـا سـري    PBS-20تویینشستشو با 

هـا  به چاهک لیتر)میکروگرم بر میلی 0،1،2،3،4،5غلظت (

شـد.   نکوبـه ا، C◦37دماي ساعت در  دوبه مدت اضافه و 

فیبرینـوژن  شسته شد. آنتـی  PBS-20تویینبار با  5پلیت 

، C◦37دماي ساعت در  دوبادي اولیه به مدت عنوان آنتیبه

-ثانویه که همان آنتـی  باديآنتیپلیت با  در آخروانکوبه 
شـده   کونژوگه HRPکه با است یخرگوشIgGضد بادي

انکوبـه شـد.   C◦37دمـاي  سـاعت در   دوبـه مـدت   است

و بـه   آمـاده بیـورد  شرکت  روشبراساسTMBسوبسترا 

واکـنش بـا اسـید    در آخـر . دشها اضافه یک از چاهکهر

 هاچاهک مهنرمال متوقف و میزان جذب ه 1سولفوریک 

 Epochمـدل   بـا پلیـت ریـدر   نـانومتر   450در طول موج 

شد. خوانده(آمریکا) 20شرکت بیوتک

جنتای-3

.Eبیـانی  به سـویه حاوي ژن پلاسمیدترانسفورم 3-1

coli SHuffle
نشــان داده شــده اســت،  1طــور کــه در شــکل همــان

اسـتخراج و   E. coli DH5αحاوي ژن از میزبـان   پلاسمید

 تـوالی  صـحت  شـد.  شافل منتقـل E. coliبه باکتري بیانی

بهینه شد.بیان شرایط  سپسبررسی و یابی توالی وسیلهبه

20 Bio Tek Epoch Plate Reader
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قرار دارد و دنباله هیستیدینی در  XhoIو  NdeI بین دو آنزیم برشگر PDGF-BBژن  :پلاسمیدنقشه  - الف 1شکل 

به سویه  کلون براي E. coli DH5αاز میزبان  پلاسمیداستخراج  درصد: یکژل آگارز  - ب ؛باشدترمینال می  Cبخش

.شده کلونژن  : توالیتعیین توالی -؛ جShuffleبیانی 

PDGF-BBبیان و تخلیص پروتئین  3-2

دهد که این پـروتئین در  نتیجه ژل الکتروفوز نشان داده می

-میلـی  1درجه به مدت چهار ساعت با غلظـت   30دماي 

در بیشـترین غلظــت   rpm180شــیکر و دور  IPTGمـولار  

پروتئین نوترکیب تولید شده . الف) -2(شکل  شودبیان می

ستون نیکل  وسیله بهپس از استخراج از باکتري با بافر لیز 

 وتخلـیص   لیتـر میکروگـرم بـر میلـی   350با غلظت  آگارز

 تخلیص تأیید براي هیستگ بادي آنتیوسترن بلات با آنتی

 گذاشـته شـد (شـکل    شده پروتئین نوترکیب تخلیصروي 

).ب -2

a

b

c
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 30بیان پروتئین در عصاره خام محلول حاصل از  L1). الف( PDGF-BBپروتئین نوترکیب  SDS-PAGE ژل 2شکل 

دهد بخش زیادي از که نشان می از ستوناولین خروجی  L2ساعت.  به مدت چهار IPTGدرجه با غلظت یک مولار 

با  با بافر شستشو از شستشو بعدهاي خروجی نمونه L4,5,6،7.مارکر پروتئینی L3، شده است پروتئین به ستون متصل

-میلی 250شده با بافر حاوي ایمیدازول  خروج پروتئین تخلیص L8 .مولار ایمیدازولمیلی 25،50،75،100هاي غلظت

نمونه تخلیص شده و  L9). ببیان ( تأیید برايوسترن بلات نمونه  باشد.می لیتر میکروگرم بر میلی 350با غلظت  مولار

L10 باشد.مارکرپروتئینی می

سولفیديتشکیل پیوند دي تأیید 3-3

روش المان-1-3-3

ســولفیدي پیونــد دي دو PDGF-BB پــروتئین نوترکیــب 

. دارداي رشـته سـولفیدي درون پیوند دي سهاي و رشتهبین

ــان ــرف   در روش الم ــتفاده از مع ــا اس ــکیل  DTNBب تش

. در صــورت شــود مــیســولفیدي بررســی پیونــدهاي دي

سـولفیدي گـروه سـولفیدریل آزاد وجـود     تشکیل باند دي

ــرف ــدارد و مع ــی  ،ن ــگ نم ــر رن ــدتغیی ــورت  .ده در ص

هـاي  معـرف بـا گـروه    ،سـولفیدي بانـد دي  نشـدن  تشکیل

و تغییـر   شـده هـا وارد واکـنش   سولفیدریل آزاد سیستئین

 هـاي . در ایـن آزمـایش از غلظـت   شـود  مشاهده میرنگ 

 اسـت) که همان آمینواسید سیستئین (کنترل  مختلف نمونه

هـا رسـم   و منحنی اسـتاندارد بـراي ایـن غلظـت     استفاده

جـذب نمونـه حـاوي پـروتئین      ر ادامـه . د)3شـکل  (د.ش

PDGF-BB  کــه  و در منحنــی قــرار گرفــت خوانـده شــد

موضـوع  کـه ایـن    برابر با صفر بـود  تقریباًها جذب نمونه

.است سولفیدي پیوند ديتشکیل  ندهده نشان

a b
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در قسمت جدول نیز جذب  .هاي مختلف در حضور معرف استنمودار منحنی استاندارد سیستئین در غلظت  3شکل 

سولفیدي تشکیل شده بود پیوند دي PDGFبا توجه به اینکه در  آورده شده است کهشده  تخلیص PDGF-BBهاي نمونه

ها در حد صفر بود.، جذب نمونهاردو سیستئین آزادي وجود ند

nm412جذب در نام نمونه

blank(082/0شاهد (نمونه 

081/0نمونه 1تکرار 

093/0نمونه 2تکرار 

088/0نمونه 3تکرار 

روش الکتروفورز-3-3-2

ــاء پیونــدهاي دي-2 ســولفیدي مرکاپتواتــانول جهــت احی

و منجـر  آمید کاربرد  پروتئین در الکتروفورز ژل پلی آکریل

سولفیدي بین مولکولی بین زیـر  شکستن پیوندهاي دي به

به زیر واحدهاي یـک پـروتئین اجـازه     می شود وواحدها

از هـم جـدا    PAGE -SDSطـور مسـتقل در   تا بـه  ،دهد می

همـو دایمـر   BB-PDGFکه زیرواحـدهاي . از آنجائیشوند

سولفیدي در بـافر غیـر   در صورت تشکیل پیوند دي است

) وزن ملکــولی دو برابــر مرکاپتواتــانول-2احیــائی (فاقــد 

) خواهد بود مرکاپتواتانول-2نمونه در بافر احیائی (حاوي 

).4(شکل 

ون
نم

ب 
جذ

) 
ه

41
2

 
تر
وم
نان

(

)مولار(میکروهاي مختلف سیستئین تظغل
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نمونه در  L1ینی، ئمارکر پروت  M یی:احیا با بافر نمونه احیایی و غیر PDGF-BBبراي نمونه  SDS-PAGEژل  4شکل 

بین دو  يسولفیددي با تشکیل پیوند ،طور که مشخص است ی است. همانینمونه در بافر احیا  L2احیایی و  بافر غیر

دارد. ییبه نسبت نمونه در بافر احیا برابر وزنی حدود دو یینمونه در بافر غیراحیا ،رشته

MTTبه روش سلولی  تکثیر سیربر 3-4

نشـان داد   L929سلولی بر رده سلولی  تکثیرتایج بررسی ن

 هـا ، سلولشده تخلیص PDGF-BBپروتئین در حضور که 

میکروگـرم   025/0-1هاي بین در غلظتمانی  قابلیت زنده

هاي بالاتر اثر مهـاري بـر   و در غلظترا دارند لیتر بر میلی

). درواقـع بررسـی نتـایج    5 شکل( سلولی دارند مانی زنده

پـروتئین   در حضـور  ساعت 24طول که در  دهدنشان می

ــین  هــايغلظــتدر  PDGF-BBنوترکیــب   0/0-1/025ب

تکثیـر شـده و درصـد    ا ه ـسـلول لیتـر،   یمیکروگرم بر میل

کـه همـان محـیط کشـت      نمونه کنترل مثبـت مانی از  زنده

 ـدرصد  10کامل حاوي  بیشـتر   (FBS) ي گـاو  نیسرم جن

شده است.

. غلظـت MTTسلولی با روش  تکثیربررسی   5 شکل

در  PDGF-BBلیتـر  میکروگرم بـر میلـی   20تا  01/0هاي 

 بررسـی گلوتامین) -Lبعلاوه  DMEMپایه (کشت  محیط

گلوتـامین و   -DMEM ،Lکامـل (  کشـت  . از محـیط شد

FBS 10(عنوان کنترل مثبت و  به درصدDMSO  عنـوان   بـه

طور که مشخص اسـت، در   همان کنترل منفی استفاده شد.

-لیتر بالاترین درصد زنـده میکروگرم بر میلی 05/0غلظت 

افـزار   از نرم يآمار لیتحل و هیتجز يبراشود (مانی دیده می

مـانی  . در این بررسی میانگین زندهاستفاده شد 21گراف پد

نظــر گرفتــه شــد و  درصــد در 100نمونــه کنتــرل مثبــت 

ها با کنترل مثبت مقایسه شـد  اختلاف میانگین رشد نمونه

**  p<0.05   * ،p<0.01ها در داده نیاختلاف ب نیانگیم(

).دار در نظر گرفته شدا*** معن p<0.001و 

21 GraphPad
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بررسی مهاجرت سلولی 3-5

در مهـاجرت رده سـلولی    بررسی اثـر فـاکتور رشـد    براي

L929 ،با روش ایجاد خراش PDGF-BB بـا   شده تخلیص

 کشـت در محـیط لیتر میکرگرم بر میلی 05/0غلظت نهایی 

 کامل کشت از محیط آماده و گلوتامین)– DMEM،L( پایه

) DMEM،L -ــامین و ــد) FBS 10 گلوت ــه درص ــوان  ب عن

عنـوان کنتــرل منفــی در   بــه PBSکنتـرل مثبــت و از بـافر   

 هـا شده در ته چاهک ایجاد خراشاز آزمایش استفاده شد. 

 برداري انجام شدعکس )0،3،6،12،24در ساعت مختلف (

شـده   تخلـیص  PDGF-BBفاکتور رشد  نتایج نشان داد که

 درصـد  10کشت کامل حاوي محیطمشابه با  تقریباً اثري

FBS قـدر    هچ ـ هرواقع  . دردارد خراشالقاي ترمیم  را در

آن  ،ها در مهـاجرت و تهـاجم بـالاتر باشـد    توانایی سلول

 .)6(شکل  شودتر پر میشده سریع ناحیه خراش داده

ده
زن

د 
ص
در

(%
ی(

ول
سل

ی 
مان

لیتر)(میکروگرم/میلی PDGF-bbهاي مختلف غلظت
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در  زخـم: بررسی مهاجرت سلولی بـا روش    6 شکل

در حضـور نمونـه    L929هـاي  مهاجرت سلول اول ردیف

میکروگرم در محـیط   05/0با غلظت  PDGF-BBتخلیص 

-هاي مختلف دیـده مـی  در ساعت FBSبدون کشت پایه 

سـاعت   12مهاجرت شـروع شـده و در    6شود. از ساعت 

 24بسـته شـده و بعـد از گذشـت      شده تقریبـاً  زخم ایجاد

. در ردیـف  شـود  داده نمـی ساعت مرز زخم نیز تشخیص 

در حضور محیط کشـت   L929هاي مهاجرت سلول وسط

 آخـر  عنوان کنترل مثبت و در ردیـف  به FBSکامل حاوي 

بدون محیط کشـت   PBSمهاجرت سلولی در حضور بافر 

طور که نشان داده  همان شود.دیده میعنوان کنترل منفی  به

شـروع بـه تـرمیم     3در کنترل مثبت از ساعت  ،شده است

سـاعت اثـري از خـراش     24خراش شده است و پس از 

مواد مغـذي   بدوندر کنترل منفی که نمونه  .شوددیده نمی

مانده و تغییري در خراش ایجاد  ها ثابت باقیسلول ،است

نشده است.

بررسی عملکرد اتصال به فیبرینوژن به روش الایزا 3-6

شده به فیبرینوژن  تخلیص PDGF-BB بررسی اتصال براي

کـه   طـور  همـان  استفاده شـد.  غیرمستقیم ياز روش الایزا

بـا افـزایش غلظـت    ، 7(شـکل )  دهدمینتایج الایزا نشان 

موضـوع  که این  است پیدا کرده جذب افزایش ،فیبرینوژن

در  زیرا ،است PDGF-BBاتصال فیبرینوژن به  دهنده نشان

 استبر علیه فیبرینوژن  شده بادي استفادهآنتی آزمایشاین 

تثبیـت  هـا  در کف چاهک PDGF-BBبا توجه به اینکه  و

، PDGF-BBدر صورت اتصـال فیبرینـوژن بـه    است ه شد

.انجام می شودبادي اتصال آنتی

محیط کشت 

پایه+پروتئین 

PDGF-BB

محیط کشت 

 FBSپایه+

درصد10

PBSبافر 
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 450بررسی اتصال با روش الایزا: نتایج آزمایش نشان داد که با افزایش غلظت فیبرینوژن، جذب در طول موج   7شکل 

زمانی ادامه دارد تا  البته افزایش جذب .کند پیدا میافزایش  )است PDGF-BBکه ناشی از اتصال فیبرینوژن به (نانومتر 

ثابت است که با افزایش  ي تقریباًعدد ،جذبمقدار از این نقطه به بعد  .به اشباع برسد PDGF-BB هايکه جایگاه

غلظت تغییري نخواهد کرد.

گیري بحث و نتیجه -4

 ـ هاي مزمنامروزه زخم در حـال   صـورت چشـمگیري  ه ب

به یکی از موضـوعات مهـم    این مسئله .باشندمی افزایش

هـاي موجـود بـراي    درمان زیرا ،است  پزشکی تبدیل شده

 ـمـزمن بـه دل   يهـا زخـم  .ندثر نیستؤهاي مزمن مزخم  لی

 ـبـالا،   يهـا نـه یبودن مدت زمان و هز یطولان مشـکل   کی

در مطالعـات  کنـد.  یم ـ جادیا جوامع يبزرگ برا ياقتصاد

 ینـد افرتسـریع   برايبه استفاده از فاکتورهاي رشد  گذشته

ترمیم زخم اشاره شده است و فاکتورهـاي رشـدي ماننـد    

BMP-2  وPDGF-BB اند از سازمان غـذا و دارو   توانسته

 ایالات متحده آمریکا مجوز مصرف انسانی دریافت کننـد 

]11.[  

 یخوب به واست  یو تعامل ایپو ندیافر کیزخم  میترم

-مطلوب و رگ طیحم نیازمندالبته  که شودمی یده سازمان

-PDGFمشتق از پلاکت ( . فاکتور رشداست مناسب ییزا

BB( به یکـی از   ،بهبود زخم داردروند در  ینقش مهم که

شکی بازساختی بـراي درمـان تـرمیم    زاهداف جذاب در پ

یـک میتـوژن     PDGF-BB .]12[ زخم تبدیل شـده اسـت  

هـا و  جملـه استئوبلاسـت   هـاي مزانشـیمی از  براي سـلول 

 هـاي در ودنتـال اسـت. پلاکـت   یهاي لثه و پرفیبروبلاست

هـاي ماهیچـه   هـا، فیبروبلاسـت  حال تجزیه، استئوبلاست

هـا  هاي اندوتلیال، ماکروفاژها و کراتینوسیتاف، سلولص

روند  براياین پروتئین  دارند.فاکتور را  توانایی تولید این

 میتنظ ـ ،یـی زاها ماننـد رگ از جنبه ياریبهبود زخم در بس

رسوب کـلاژن   ،یو مهاجرت سلول ریتکث کیالتهاب، تحر

-مـی  PDGF-BBمثـال   براي، ]13[ گذاردیمتأثیر  رهیو غ

هـاي بنیـادي مزانشـیمی را    تواند تمایز اسـتخوانی سـلول  

هـاي انـدوتلیال عروقـی را    تقویت کند و مهاجرت سـلول 

لیتر) غلظت فیبرینوژن (میکروگرم/میلی

ج 
مو

ل 
طو

ر 
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د کـه دنمنگ و همکاران نیز گزارش دا .]14[تحریک کند

PDGFبنیادي عروقی چند توان هاي تواند تمایز سلولمی

 PDFG-BB. ]15[هاي ماهیچه صاف القا کنـد را به سلول

پپتیـدي اسـت کـه از    پلییک گیلکوپروتئین با دو زنجیره

انـد.  سـولفیدي بـه هـم متصـل شـده     طریق دو پیونـد دي 

در مقایسـه بـا    PDGFهـا بـر پـروتئین نوترکیـب     بررسی

گلیکوزیلاســیون کــه نشــان داده اســت  پــروتئین طبیعــی

PDGF-BB  در.]16[به گیرنده نداردنقشی در اتصال آن-

یوکـاریوتی  پرهزینه هاي نتیجه این پروتئین نیاز به سیستم

بنـابراین   .و اصلاحات پس از ترجمـه نـدارد  مانند مخمر 

هـاي  کـه یکـی از راه  (هاي باکتریـایی  تواند در سیستممی

د. در شـو تولیـد   )سـت ا هـا صرفه پـروتئین بهتولید مقرون

در سیسـتم   PDGF-BBپروتئین نوترکیـب   ،حاضرهمطالع

بیان و بـا سـتون نیکـل    SHuffleسویه  E. coliباکتریایی 

تولیـد   بـراي E. coliسیسـتم بـاکتري   آگارز تخلیص شد. 

صنعتی چندین نوع پروتئین نوترکیب از سوي سازمان غذا 

بـا . را دریافـت کـرده اسـت    GRASو دارو آمریکا مجوز 

 ،سـولفیدي در ایـن پـروتئین   توجه به وجود پیوندهاي دي

تشکیل پیوندهاي  براياستفاده از میزبانی که امکانات لازم 

سـت و سـویه  ا ضـروري  ،سولفیدي را داشـته باشـد  دي

SHuffle)هـاي  شده بـراي پـروتئین  مهندسی که یک سویه

این امکان را بـراي   )سولفیدي استنوترکیب با پیوند دي

سیستم ستون نیکل آگـارز  همچنین این مطالعه فراهم کرد. 

هـاي نوترکیـب   هاي تخلیص صنعتی پـروتئین یکی از راه

تکثیـر  آزمـایش ،بررسی فعالیـت سـلولی   براي. ]7[است

انجـام   MTTشـده بـا روش   براي پروتئین تخلیص سلولی

ــر  2021در بررســی فنــگ و همکــاران در ســال   .شــد اث

PDGF-BB مـانی سـلولی   بر زندهHBVSMC   و افـزایش

در این بررسی دیده شد که  .شدنشان داده miR-552بیان 

PDGF-BB اثـر  ،لیتـر میلـی میکروگرم بر  05/0در غلظت

. نتایج ]17[مانی سلولی و تکثیر سلولی داردبالایی بر زنده

-PDGFبررسی حاضر نیز نشان داد که پروتئین نوترکیـب  

BB لیتر میکروگرم بر میلی 025/0-1/0هاي بیندر غلظت

کـه  (رشد سلولی بـه نسـبت کنتـرل مثبـت      اثر بیشتري بر

دارد. بررسـی  ) درصـد اسـت  FBS10حاوي کاملمحیط

 بـراي نیـز   scratchخـراش یـا   مهاجرت سلولی بـا روش 

شده گذاشته اطمینان از عملکرد فاکتور رشد نوترکیب بیان

هاي فاکتور رشد مشتق از پلاکت ویژگییکی از زیرا ،شد

ســنجش خــراش در شــرایط .تکثیــر ســلولی اســتالقــا 

ــم  ــان، ک ــراي  آزمایشــگاهی روشــی آس ــه ب ــه و بهین هزین

مراحـل اولیـه شـامل    . گیري مهاجرت سلولی اسـت اندازه

در تک لایه سلول، گرفتن تصاویر در  »خراش«ایجاد یک 

 تـا منظم در طـول مهـاجرت سـلول     هايفاصلهو در  آغاز

بستن خراش و مقایسه تصاویر براي تعیـین کمیـت نـرخ    

چـن و همکـاران در سـال     .]18[ها اسـت  مهاجرت سلول

ــه 2021 ــد ک ــروتئین  نشــان دادن ــب PDGF-BBپ نوترکی

آزمـایش قابلیت تـرمیم زخـم در   )rhPDGF-BBانسانی (

حاصـل از ایـن    نتـایج سـاعت دارد.   24را پس از  خراش

رشـد نوترکیـب   کـه فـاکتور    دهـد پژوهش نیز نشـان مـی  

 24شده قابلیت ترمیم کامل زخـم را پـس از گذشـت    بیان

FBSساعت همانند کنترل مثبت که حاوي محیط کامـل و  

 ـ) FBS(يگـاو  نیسرم جن ـ.]19[دارد،است  طیمح ـ کی

شود. این ی استفاده میسلول يهااست که در کشت یعیطب

فاکتورهاي رشد  و يمغذمواد يادیز ریمقاد يحاو محیط

واقـع شـرایط بهینـه    و در رشد سلول است يبرا نیازمورد

اتصال .]20[کندرشد فراهم می برايها را نیاز سلولمورد

آنهـا در   شـده به حضور کنتـرل  ECMفاکتورهاي رشد به 

بـروز آسـیب و ایجـاد     زمـان در کند. محل زخم کمک می

فیبرینی یکـی از ارکـان مهـم در تـرمیم زخـم       لختهزخم، 

و همکاران مشاهده کردنـد   موگفورد 2009سال در.است

هـا و ترومبین همراه با فیبروبلاسـت -فرمول فیبرینوژن که

PDGF-BB21[شــودباعــث بهبــود زخــم پوســتی مــی[. 

فاکتور رشد پلاکتی با افزایش گرانولاسیون بافتی به ترمیم 

مـارتینو و همکـارانش    2014در سال کند. زخم کمک می
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از محل دمین نشان دادند که فاکتور رشد مشتق از پلاکت 

قابلیت اتصال به فیبـرین/ فیبرینـوژن را   اتصالی به هپارین 

از فیبرینوژن قسمتاین مطالعه نشان داد که این . ]9[دارد

برش  بتا فیبرین/ فیبرینوژن پس ناحیه زنجیره آغازکه در (

قابلیت اتصال به انواع فاکتورهاي رشد )ترومبین قرار دارد

اتصال فاکتور رشـد نوترکیـب    ،در بررسی حاضر .را دارد

نتـایج  . شـد شده به فیبرینوژن با روش الایزا ارزیـابی  بیان

 مشخص کردالایزا  روش آمده از بررسی اتصال بادستهب

ایـن  در شـده تخلـیص  PDGF-BBکه پروتئین نوترکیـب  

.رندقابلیت اتصال به فیبرینوژن را دا مطالعه

طور کلی نتایج این بررسی نشـان داد کـه پـروتئین    هب

PDGF-BB شـده در بـاکتري   بیانE. coli تکثیـر   فعالیـت

. نتـایج آزمـایش   را دارد ساعت اول کشت 24در  سلولی

در مقابل پـروتئین فیبرینـوژن نشـان داد کـه نمونـه       الایزا

بـر  شـده در سـویه بـاکتري عـلاوه    بیـان  PDGFنوترکیـب  

حفـظ  بـه دلیـل   در سطح سلولی بودن فعالیت تکثیريدارا

قابلیت اتصال به پروتئین فیبرینوژن را ساختار اصلی خود، 
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Abstract
The wound healing process is a complex and dynamic process that involves
different types of cells and metabolic pathways. This process consists of
three main phases, including the inflammatory phase, cell proliferation, and
tissue regeneration. Successful wound healing depends on careful regulation
and coordination between the factors involved.
Until recent years, the strategy of treating chronic wounds was limited to
wound preparation, removal of necrotic tissue, and control of infection and
inflammation, but recently the use of growth factors has been approved to
accelerate the healing process and heal the wound. Human recombinant
growth factor PDGF-BB is one of the first types of recombinant growth
factors that have been approved in the treatment of diabetic wounds. Various
studies have reported that PDGF as an important mediator in the wound
healing process helps to accelerate healing and reduce inflammation, cell
proliferation, angiogenesis, and tissue regeneration.  In this study, the
PDGF-B gene was synthesized in the pET 21(a+) expression vector and
cloned in the E. coli SHuffle host under the control of the T7 promoter. After
expression, purification was done using a nickel agarose column. Since the
purified recombinant protein has a His-tag sequence, the protein band was
confirmed by western blotting with an anti-His-tag antibody, and the
correctness of disulfide bond formation was checked by the Ellman method
and SDS-PAGE.  To investigate the activity of the purified protein, cell
proliferation, migration, and binding to extracellular matrix protein,
experiments were performed.  The results of this study showed that PDGF is
expressed as a dimer with complete disulfide bonds. The expression of this
protein in the SHuffle bacterial host, which is capable of forming disulfide
bonds, probably led to the maintenance of the protein structure. The results
of in vitro studies showed that the purified protein has both main activities,
i.e., cell proliferation and the ability to bind to cell matrix proteins.

Key Words:  Wound healing, platelet-derived growth factor, expression, 
cloning.


