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Background and Aim The most important problem in the production of recombinant proteins in prokary-
otic cells is the disruption of the function of these proteins due to their altered natural structure. The aim 
of present study is to identify the best chemicals dialysis buffer additives in order to improve the protein 
structure of recombinant Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Methods & Materials In this experimental study, different chemicals additives were selected using rel-
evant software. After adding these additives to the recombinant VEGF dialysis buffer, their effect on the 
refolding of recombinant proteins and the differentiation of mesenchymal stem cells into endothelial cells 
was assessed by flow cytometry method.
Ethical Considerations This study obtained its ethical approval from the Research Ethics Committee of Arak 
University of Medical Sciences (Code: ARAKMU. REC.1394.199).
Results : The results showed that the addition of arginine, cysteine and dithiothreitol (DTT) to dialysis buf-
fer increases the differentiation of mesenchymal stem cells into endothelial cells. With the presence of 
sodium chloride (NaCl), cysteine, arginine and DTT in treated cells, the rate of specific Cluster Differentia-
tion (CD) markers of endothelial cell (CD31/144) was at the highest level. 
Conclusion Adding cysteine, arginine, DTT and NaCl to the dialysis buffer of recombinant VEGF had the 
greatest effect on the mesenchymal cell differentiation into endothelial cells.

Key words: 
Cell differentiation, 
Vascular Endothe-
lial Growth Factor, 
Chemical additives, 
Cluster Differentia-
tion marker

Article Info:
Received: 14 Dec 2019

Accepted: 24 Dec 2019

Available Online: 01 Feb 2020

Research Paper
The Effect of Chemical Additives in Refolding of Recombinant Vascular Endo-
thelial Growth Factor

A B S T R A C T

Extended Abstract

Introduction

ascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
is a glycoprotein that is produced in vari-
ous cells including macrophages, platelets, 
keratinocytes, renal mesangial cells as well 
as a variety of cancer cells. VEGF has an-

giogenic and mitogenic roles, differentiating cells, enhanc-
ing angiogenesis and repairing tissues. The most common 

V
and most important subset of this protein is VEGF-A-165 
[3]. Production of recombinant proteins including VEGF 
in prokaryotic cells, impair their function due to disruption 
of protein structure. Since the process of modifying the 
protein structure by conventional methods such as chemi-
cal dialysis is time consuming and expensive, in the pres-
ent study, appropriate additives were selected for structural 
modification and restoration of the activity of VEGF, and 
then these additives were used for chemical dialysis of the 
recombinant VEGF in vitro.
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Methods and Materials 

In this experimental in vitro study, the gene encoding 
VEGF-A165 (Acc: NM_001287044), was extracted from 
NCBI database. By adding the sequence of BamHI and 
XhoI restriction enzymes to the gene, the fragment was 
synthesized by the Biomatics Company. After transforma-
tion of the gene into E. coli DH5α proliferative cells and 
E. coli BL21 (DE3) expression cells, protein expression in-
duction was performed with IPTG [7-9]. Recombinant pro-
tein was extracted by affinity chromatography and Ni-NTA 
kit. The presence of protein was confirmed by SDS-PAGE 
method. To simulate the structural modification process of 
proteinase, ExPASy server, aggrescan server, PDB, Chi-
mera Photo, PubChem, Hyperchem, AutoDock and Lig-
Plot software were used. The selected additives used were 
used in these nine dialysis programs and the product of each 
program was evaluated by flow cytometry for treatment of 
Mesenchymal Stem Cell (MSc) and its differentiation into 
endothelial cell (EC). Commercial protein (ab9571, Abcam 
Co.) was used as positive control. Data were analyzed by 
independent T-test and Mann-Whitney U test in SPSS soft-
ware considering a significance level of less than 0.05.

Results

The results of the LigPlot software showed that weaker 
hydrogen bonds were formed between cysteine and VEGF 
compared to other amino acids. The aggrescan server data 
showed sensitive areas of protein aggregation. Based on 
flow cytometry results, the rate of specific cluster differen-
tiation markers (CD31/CD144) in the recombinant VEGF-
treated group was 27%; in the commercial protein-treated 
group, 17%; and in the control group, 15%.

Discussion

The greater impact of recombinant VEGF than commer-
cial protein on cell differentiation reported in this study 
may be due to the protein structure modification by us-
ing software and using appropriate chemical additives for 
chemical dialysis of this protein. According to the results 
of this study, cysteine had the most effect on the structural 
modification of recombinant VEGF. This result was con-
sistent with the software results because the level of bond-
ing energy between this amino acid and VEGF was lower 
and the hydrogen bonds between them were higher than the 
others. Cysteine can facilitate cross-linking of the disulfide 
bonds in the structure of recombinant VEGF. The effect of 
cysteine along with dithiothreitol (DTT) on modifying the 
structure of the recombinant VEGF is remarkable because 
DDT acts as a redox compound of the common disulfide 
bonds, which occurs more frequently under alkaline buffer 

conditions. Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA), argi-
nine and triton X-100 also had a reinforcing role in modify-
ing the structure of recombinant VEGF. EDTA is a chela-
tor and inhibitor of metalloprotease enzymes and reduces 
oxidation reactions and enhances protein solubility. Triton 
X-100 is a non-ionic surfactant and a lubricant detergent; 
it stops protein aggregation and by inducing the solubility 
of the oligomeric proteins, supports the refolding process.
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زمینه و هدف مهم ترین مشکل تولید پروتئین های نوترکیب در سلول های پروکاریوتیک، اختلال در عملکرد این پروتئین ها به دلیل تغییر 
ساختار طبیعی آن هاست. هدف این مطالعه انتخاب بهترین مواد شیمیایی به عنوان ترکیبات مکمل بافر دیالیز، جهت اصلاح ساختار 

فضایی فاکتور رشد اندوتلیال عروقی )VEGF( نوترکیب است.

مواد و روش ها در این مطالعه تجربی، با بهره گیری از نرم افزارها، مواد شیمیایی مکمل مختلف انتخاب شدند. با افزودن این ترکیبات به بافر 
دیالیز VEGF نوترکیب، عملکرد این مواد در تاخوردگی مجدد پروتئین نوترکیب و ایجاد تمایز در سلول های پایه مزانشیمال به سلول های 

اندوتلیال، با روش فلوسایتومتری، ارزیابی شد. 

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با شناسه ARAKMU. REC.1394.199، در کمیته پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراک، به ثبت رسیده 
است.

یافته ها نتایج نشان داد که اضافه کردن آرژنین، سیستئین و DDT، باعث افزایش تمایز سلول های مزانشیمال به اندوتلیال می شود. 
با حضور آرژنین، سیستئین، DDT و NaCl، در بافر دیالیز، میزان شاخص های تمایزی اختصاصی )CD( مربوط به سلول های 

اندوتلیال )CD31/144(، در بالاترین میزان بود. 

نتیجه گیری حضورآرژنین، سیستئین، DDT و NaCl در بافر دیالیز VEGF نوترکیب، بیشترین تأثیر را در تمایز سلول مزانشیمال به 
اندوتلیال دارد.

کلیدواژه ها: 
تمایز سلولی، فاکتور 

رشد اندوتلیال عروقی، 
افزودنی های شیمیایی، 

شاخص های تمایزی 
سلولی 

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 23 آذر 1398
تاریخ پذیرش: 03 دی 1398
تاریخ انتشار: 12 بهمن 1398

مقدمه

 Growth Factor Vascular فاکتور رشد اندوتلیال عروقی 
وزن  با  هومودایمر  گلیکوپروتئین  یک   Endothelial )VEGF(
مولکولی 45-34 کیلو دالتون است که در سلول های مختلف از 
جمله ماکروفاژ، پلاکت، کراتینوسایت، سلول های مزانجیال کلیوی 
و نیز انواعی از سلول های سرطانی تولید می شود. VEGF خاصیت 
آنژیوژنیک و میتوژنیک دارد. این پروتئین به عنوان عامل رشد و 
تمایز سلول های استخوانی، هموستاز بعد از دوره نوزادی، بقای 
 ،VEGF می کند.  عمل  بافتی  ترمیم  و  کندروسیت ها، رگ زایی 
پروتئین مؤثر در تمایز سلول های پایه مزانشیمال به سلول های 
اندوتلیال است که این ویژگی به عنوان نقطه عطف فعالیت این 

پروتئین در پدیده رگ زایی منظور می شود ]1[. 

ژن کد کننده VEGF، شامل 8 اگزون است که روی باند 12 
بازوی کوتاه کروموزوم شماره 6 انسان، قرار دارند. از بیان این 
ژن، ایزومرهایVEGF-A, B, C, D, E, F و نیز عامل رشد جفتی 

 .]2[ می شود  تولید   ،Placental growth factor )PLGF(
 ،VEGF-A-121 از  است  عبارت  انسانی   VEGF-A زیر گونه های 
این  مهم ترین  و  فراوان ترین  و 189.   183 ،167 ،165 ،145

زیر گونه ها، VEGF-A-165 است ]3[. 

سهولت  خاطر  به  باکتری ها  به ویژه  پروکاریوتی  سلول های 
دستیابی، کشت ارزان و توان تولید انبوه پروتئین های نوترکیب، 
از بهترین سیستم های بیانی برای تولید پروتئین های نوترکیب 
هستند. به رغم مزایای فراوان این سلول ها برای تولید فراورده های 
بیولوژیک نوترکیب، پروتئین ساخته شده به دلیل تغییر ساختار 
فضایی و خارج شدن از وضعیت طبیعی، عملکرد مناسب را نداشته 
و برای بازگرداندن ساختار طبیعی پروتئین نوترکیب و فعال کردن 
آن بایستی فرایند تاخوردگی مجدد1، روی محصول تولید شده 
اعمال شود. از معمول ترین روش ها برای اصلاح ساختار پروتئین 
نوترکیب، دیالیز شیمیایی این محصولات با استفاده از بافرهای 

1. Refolding

1. مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی اراک، اراک، ایران.

ارزیابی تأثیر مواد افزودنی شیمیایی در تاخوردگی مجدد فاکتور رشد اندوتلیال عروقی نوترکیب
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اختصاصی است. انتخاب ترکیب این بافرها، با توجه به ویژگی های 
ساختاری پروتئین نوترکیب مربوطه، مستلزم بهره گیری از مواد 
افزودنی2 مختلف و صرف هزینه و زمان بسیار است. استفاده از 
نرم افزارهای شبیه ساز، با فراهم کردن امکان واکنش مواد شیمیایی 
مختلف با پروتئین نوترکیب مورد نظر در محیط مجازی، ساختار 
محصول نوترکیب را اصلاح می کند و با انتخاب بهترین مواد برای 
اصلاح  برای  مواد  این  از  نوترکیب،  محصول  مجدد  تاخوردگی 
ساختار پروتئین در شرایط آزمایشگاهی، با صرف هزینه کمتر و 

زمان کوتاه تر استفاده می  شود ]4[.

  با عنایت به این نکته که برای واردات VEGF نوترکیب، جهت 
اهداف پژوهشی، درمانی و غیره سالانه هزینه های فراوانی به کشور 
تحمیل می شود، تولید پروتئین نوترکیب مذکور، می تواند بخش 

کوچکی از مشکلات حوزه سلامت را برطرف کند.

روش  به  پروتئین  این  نوترکیب  تولید  حاضر،  پژوهش  در   
این  فعالیت  بازگرداندن  و  کلونینگ و سپس اصلاح ساختاری 
محصول با روش های مبتنی بر نرم افزار و دیالیز شیمیایی، با تأکید 
بر استفاده هدفمند از افزودنی ها در بافر دیالیز، اجرا شد. جهت 
ارزیابی کارایی فرایند تولید و بازآرایی پروتئین، عملکرد بیولوژیک 

آن در ایجاد تمایز سلولی، مورد بررسی قرار گرفت ]6 ،5[.

مواد و روش ها

مرحله تکثیر و انتقال ژن هدف

VEGF- در این پژوهش تجربی آزمایشگاهی3، ژن کد کننده 
پایگاه  از   ،Acc: NM_001287044 شناسایی  رمز  با   ،A165
NCBI 4 استخراج شد. با اضافه کردن توالی مربوط به آنزیم های 
توسط  مذکور  ژن  آن،  سر  دو  در   XhoI و   BamHI محدودگر 
شرکت بیوماتیک )Biomatic.Co. Canada( ساخته شد. فرایند 
ترانسفورمیشن )انتقال ژن هدف به سلول پروکاریوتیک تکثیری 
 plysS و E. coli BL21 "DE3" و سلول های بیانی E. coli DH5α
"Novagen, USA"( به طریق شوک حرارتی و روش کوهن5، 
از IPTG 6 شرکت  بیان پروتئین  القای  انجام شد. برای فرایند 

Thermo Scientific, Italy، استفاده شد ]7-9[.

مرحله استخراج پروتئین نوترکیب

 با توجه به استفاده از پلاسمید pET 32a و الصاق دنباله شش 
اسید آمینه هیستیدین7 به محصول، جهت تخلیص پروتئین، از 

2. Additives
3. Experimental laboratory study
4. National Center for Biotechnology Information
5. Cohen transforming method
6. Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside
7. His-tag

فناوری کروماتوگرافی تمایلی و کیت Ni-NTA )ستون رزین نیکل 
نیتروتری استیک اسید(، استفاده شد. برای تأیید حضور پروتئین 
 8 SDS- PAGE روش  از  نهایی،  محصول  نظردر  مورد  نوترکیب 
SDS- استفاده شد. با توجه به اینکه بر اساس نتایج به دست آمده از

PAGE، میزان پروتئین تولید شده در سلول DE3، به مراتب بیشتر 
از pLysS بود، در ادامه این طرح، کلیه مراحل مربوط به تولید 
پروتئین، روی سلول DE3، اجرا شد. غلظت پروتئین تخلیص شده، 
با روش اسپکتروفتومتری و با استفاده از فرمول شماره 1 بر حسب 

mg/ml محاسبه شد ]10[: 

OD260 (1/55 × OD280( .1 × 0/76) –= مقدار پروتئین 

مرحله باز آرایی پروتئین

خصوص  در  مقدمه،  درقسمت  ذکر شده  مطالب  به  عطف   
چالش های فناوری تولید و بازآرایی پروتئین نوترکیب ]11[، در 
اجرای این طرح، برای صرفه جویی در وقت و هزینه ها، ابتدا با 
بهره گیری از نرم افزارها، الگوی اصلاح ساختار پروتئین نوترکیب با 
حضورمکمل های شیمیایی مختلف در بافر دیالیز، شبیه سازی شد. 
ابتدا با ExPASy server، مقدار pH پروتئین هدف، تعیین شد. 
سپس با برنامه Aggre scan server، نواحی حساس اگریگیشن 
پروتئینی پیش بینی شد. با استفاده از بانک اطلاعات پروتئین9، 

ساختار کریستالوگرافی VEGF، مشخص شد. 

Chi-  برای همسان سازی ساختار پروتئین از نرم افزار ویرایشگر
mera Photo، استفاده شد. ساختار سه بعدی اسید امینه های 
سایت  از  آرژنین(،  و  گلایسین  پرولین،  )سیستئین،  مورد نظر 
Hyper- برنامه  از  بهره گیری  با  شد.  استخراج   10،PubChem

مختلف،  مکمل  مواد  با  پروتئین  همسان سازی  انرژی   ،chem
مشخص شد ]12[. جهت پیش بینی فرایند باراندازی اسیدهای 
امینه و مکمل های شیمیایی با نواحی حساس VEGF )داکینگ(، 
نرم افزار  از  انتها  در   .]13[ استفاده شد   AutoDock نرم افزار از 
LigPlot، جهت پیشگویی واکنش های لیگاند های هیدروژنیک 
هیدروژنی  باندهای  طول  ارزیابی  و   VEGF-A هیدروفوبیک  و 
پروتئین، استفاده شد ]14[. برای دیالیز شیمیایی پروتئین، ابتدا 
بافر پایه PBS تهیه شد و سپس طبق جدول شماره 1 با انتخاب 
مکمل  شیمیایی مختلف، 9 برنامه دیالیز روی محصول پروتئین 

تولید شده، اجرا شد.

برای ارزیابی اثربخشی فرایند بازآرایی محصول به دست آمده، از 
9 برنامه دیالیز، جهت تیمار سلول پایه مزانشیمال11 و تمایز آن 
به سلول اندوتلیال )EC(، استفاده شد. ابتدا در یک پلیت کشت 
سلولی 24 خانه ای با گوده های تخت، در هر گوده، 5000 سلول 

8. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
9. Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org)
10. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
11. Mesenchymal Stem Cells (MSc) 

محسن خاکی و همکاران. ارزیابی تأثیر مواد افزودنی شیمیایی در تاخوردگی مجدد فاکتور رشد اندوتلیال عروقی نوترکیب
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جدول  درصد، طبق  سلولی12 50  تراکم  در  ریخته شد.   MSc
شماره 2، تیمار سلول ها به مدت 10 روز انجام شد. برای افزایش 
دقت آزمایش، در مورد گوده های تیمارشده با VEGF دست ساز، 
به صورت دو گوده )دوپلیکیت( و در مورد کنترل ها، تیمار در سه 
 abcam گوده )تریپلیکیت( انجام شد. از پروتئین تجارتی شرکت

(ab9571)، به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. 

برای ارزیابی میزان تمایز MSC به EC به روش فلوسایتومتری، 
شاخص های اختصاصی )CD Markers ( سلول های مورد نظر، 

مورد ارزیابی قرار گرفت )جدول شماره 3(. 

تجزیه و تحلیل داده ها با آزمون تی مستقل13 و من  ویتنی یو14، 
انجام شد. میانگین و انحراف معیار داده ها، با نسخه 16 برنامه 
حد  شد.  محاسبه   )IBMB corporation, NY, USA(  SSPS

معنی داری با P value کمتر از 0/05، مشخص شد.

12. Confluency
13. Indipendent sample t-test
14. Mann-Whitney U-test

یافته ها

 به استناد داده های پایگاه Expasi، میزان pH ایزو الکتریک 
)VEGF-A )pI، 9/2 تعیین شد و بر اساس آن میزان pH بافر پایه 
دیالیز، هشت در نظر گرفته شد. نتایج نرم افزار LigPlot، نشان 
داد که بین سیستئین و VEGF، باندهای هیدروژنی ضعیف تری 
نسبت به سایر اسیدهای امینه، ایجاد می شود. داده ها از سرور 
aggre scan، نواحی حساس تجمع پروتئین15 برای VEGF را 
مشخص کرد. این مکان ها در تصویر شماره 1 با حروف درشت، 
نمایش داده شده است. بر اساس نتایج فلوسایتومتری، درصد 
سلول های پایه و تمایزیافته بر اساس میزان شاخص های مولکولی 

با روش فلو سایتومتری، مشخص شد )جدول شماره 4(.

بحث

در ارزیابی عملکرد VEGF نوترکیب در ایجاد تمایز در سلول های 

15. Protein aggregation prone area

MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHEVVKMDVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKP-
SCVPLMRCGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRARQEKKSVRGKGKGQ-

KRKRKKSRYKSWSVCDKPRR

VEGF-A تصویر 1. نواحی حساس اگریگیشن پروتئینی در

جدول 1. برنامه های دیالیز بر اساس مواد مکمل متفاوت 

Triمواد مکمل
 0/5
درصد

Glu
1 میلی 

مولار

DDT
 1 میلی 

مولار

Pro
150 میلی 

مولار

Gly
150 میلی 

مولار

Cys
150 میلی 

مولار

Arg
150 میلی 

مولار

EDTA
1 میلی 

مولار

NaCl
200 میلی 

مولار برنامه ها

1____+_+++

2_____+_++
3___+___++
4+_+__++++
5__+__+_++

6_+___+_-+

7__+__++-+

8__+__+_-+

9__+__++++

DTT: Diamine Tetraacetic Acid; Cys: Cysteine; Pro: Proline; Arg: Arginine,

  Gly: Glycine; GLU: Glucose; Tri: TritonX-100; EDTA: Ethylene Dithiothreitol;
+ حضور ادیتیو

- عدم حضور ادیتیو
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VEGF جدول2. الگوی تیمار سلول های مزانشیمال استم سل با پروتئین

 الگوی تیمار سلول ها
MSc و VEGF برنامه MSc1 و VEGF برنامه MSc2 و VEGF برنامه MSc3 و VEGF برنامه 4

MSc و VEGF برنامه MSc1 و VEGF برنامه MSc2 و VEGF برنامه MSc3 و VEGF برنامه 4

MSc و VEGF برنامه MSc5 و VEGF برنامه MSc6 و VEGF برنامه MSc7 و VEGF برنامه 8

MSc و VEGF برنامه MSc5 و VEGF برنامه MSc6 و VEGF برنامه MSc7 و VEGF برنامه 8

PBS و MSc:برنامه 9کنترل منفیکنترل منفیکنترل منفی VEGF و MSc

کنترل مثبت: 
MSc و VEGF برنامه 9کنترل مثبتکنترل مثبت MSc و VEGF تجارتی 

جدول 3. شاخص های مولکولی تعیین کننده رده های مختلف سلولی

شاخص سلولیسلول اختصاصی

Blast cellCD 34

MScCD 34,CD73, CD44

ECCD 31, CD144

جدول 4. درصد سلول های پایه و تمایزیافته بر اساس میزان شاخص های مولکولی

نوع سلولنوع شاخص
درصد

در تیمارشده با VEGF ساخته شدهدر کنترل منفیدر کنترل مثبت 

CD 105796976مزانشیمال

CD 34 17178سلول بلاست

 CD 34 / CD 10516/5168سلول بلاست

CD 90858550مزانشیمال

CD 73657142مزانشیمال

CD90 / CD73637040مزانشیمال

CD 44858859مزانشیمال

CD44 / CD73627140مزانشیمال

CD90 / CD44757846مزانشیمال

CD 31201429اندوتلیال

CD 144625668اندوتلیال

CD 31 / CD 144171527اندوتلیال
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داد  نشان  مطالعه  این  داده های  اندوتلیال،  سلول  به  مزانشیمال 
در  مزانشیمال،  سلول های  شاخص های  درصد  کاهش  شیب  که 
سلول های  به  نسبت  نوترکیب،  پروتئین  با  تیمار شده  سلول های 
تأثیر  مؤید  نتیحه  این  بود.  تندتر  تجارتی،   VEGF با  تیمار شده 
این  بود.  تجارتی  پروتئین  به  نسبت  ساخته شده   VEGF بیشتر 
مطلب می تواند مؤید مناسب بودن روش اصلاح ساختار پروتئین، 
در این مطالعه باشد؛ زیرا با بهره گیری از روش شبیه سازی پروتئین 
نوترکیب،  پروتئین  مجدد  تاخوردگی  فرایند  مجازی،  محیط  در 
اینکه ممکن  بیان دیگر  قابل  نکته  اجرا شد.  انتخابی  و  هدفمند 
است پروتئین تجارتی خریداری شده و وارداتی، در پروسه نگهداری 
این  کنترل  از  که خارج  داخلی  توسط شرکت های  و حمل و نقل 

مطالعه هستند، تا حدی فعالیتش را از دست داده باشد. 

قدر مسلم، پروتئین تجارتی در ایجاد تمایز در سلول مزانشیمال به 
سمت اندوتلیال، عملکرد مثبت داشت، ولی توان پروتئین نوترکیب 
تولید شده، بهتر از VEGF تجارتی بود. نتایج کلی اغلب مطالعات در 
این موضوع، با این مطالعه همخوانی داشت. در اغلب این مطالعات 
تأثیر  و  بود  شده  استفاده   ،VEGF بیولوژیک  عملکرد  از  نوعی  به 
یا  تزایدی  اثربخشی  به صورت  پروتئین در کنار عوامل دیگر  این 
مهارکنندگی در مداخلات بالینی و آزمایشگاهی، ارزیابی شده بود. 
تفاوت عمده اغلب این مطالعات با مطالعه حاضر، این است که در این 

پژوهش ها، از VEGF بافتی به جای نوع تجارتی، استفاده شده بود.

پروتئین  دیالیز  روش  بهینه سازی  حاضر،  مطالعه  عطف  نقطه 
نوترکیب با بهره گیری از الگوهای نرم افزاری و استفاده از بافرهای 
دیالیز حاوی مواد افزودنی متفاوت است. با توجه به اینکه قبل از 
نرم افزار های  از  شیمیایی،  روش  به  پروتئین  دیالیز  فرایند  اجرای 
شبیه ساز بازآرایی پروتئین استفاده شد، ضمن صرفه جویی در زمان، 

هزینه فرایند دیالیز پروتئین به حداقل رسید. 

یافته های حاصل از نرم افزارهای شبیه ساز، با نتایج بخش تجربی 
آزمایشگاهی، همخوان بود و نشان داد پیش داوری های نرم افزاری، 
مناسب بوده است. با توجه به ویژگی های ساختاری VEGF، از جمله 
وجود باندهای دی سولفید متعدد، به عنوان یک پروتئین غنی از 
سیستئین16 ]15[، در انتخاب روش تاخوردگی مجدد پروتئین، به این 
مشخصه های ساختاری پروتئین، توجه شد. در برنامه های شبیه سازی 
کامپیوتری، داشتن حداقل سطح انرژی پیوند بین پروتئین و مواد 
افزودنی همچنین وجود باند هیدروژنی طولانی تر و تعداد پیوندهای 
هیدروژنی کمتر با لیگاند مربوطه، به عنوان فاکتورهای انتخاب ماده 

شیمیایی مناسب، در نظر گرفته شد. 

بعد از تلفیق داده های برنامه های شبیه سازی کامپیوتری و اجرای 
روش های آزمایشگاهی اصلاح ساختاری پروتئین، محصول نهایی، 
از نظر توان ایجاد تمایز روی سلول مزانشیمال به اندوتلیال، ارزیابی 
شد. بر اساس نتایج به دست آمده، بهترین ترکیباتی که در بافر دیالیز 

16. Cysteine-rich protein

 DDT نوترکیب، استفاده شد، سیستئین و VEGF برای اصلاح ساختار
بود. علاوه بر این دو ترکیب، نقش عواملی چون EDTA، آرژنین و 
تریتون X100، مورد تأیید قرار گرفت. با توجه به وجود باندهای دی 
سولفید متعدد در بخش های مختلف ساختار VEGF، بهره برداری از 
اسید امینه سیستئین در ترکیب بافر دیالیز، کاملًا توجیه منطقی و 
بیوشیمیایی داشت. سیستئین می تواند در پروتئین نوترکیب با صرف 
انرژی پایین، باعث اصلاح ساختار پروتئین و تبدیل فرم غیرفعال آن 

به فرم فعال شود ]16[. 

نقش دیگر سیستئین می تواند تسهیل فرایند در هم آمیختن 
باندهای دی سولفید باشد؛ زیرا این اسید امینه می تواند در پروتئین 
تغییر شکل یافته ، به جای باندهای دی سولفید ضعیف با برقراری 
را  پروتئین  ساختار  مکانیسم  این  با  و  شده  وارد  قوی تر  اتصالات 
تثبیت کند ]17[. نتایج برنامه نرم افزار LigPlot، نیز نشان داد که 
این اسید امینه به عنوان یک تثبیت کننده پروتئین، نسبت به سایر 
اسیدهای امینه، در مدل نرم افزاری، پیوند ضعیف تری با VEGF دارد. 
ارزیابی های اعمال جهش خاص17، نشان داد که باندهای دی سولفید 
متعدد، در هر زنجیره پلی پپتیدی VEGF، وجود دارد و رشته های 
ثابت سیستئین در داخل لیگاندهای دیمر VEGF، از اختصاصی ترین 

ویژگی های ساختار VEGF هستند ]17[.

آرژنین، به عنوان یکی دیگر از مواد مکمل در بافر دیالیز، ممکن 
است باعث افزایش حلالیت پروتئین، از طریق گروه گوانیدین شود. به 
عبارت دیگر، گروه های آمین و کربوکسیل این اسید امینه، می تواند با 
پروتئین غیر فعال شده و آب، پیوند هیدروژنی ضعیف ایجاد کند، در 
حالی که گروه گوانیدین آرژنین با برقراری پیوندهای قوی تر کاتیونی 
امینه هیدروفوب سطحی پروتئین،  با اسیدهای  الکترواستاتیک  و 
مهار کننده  یک  عنوان  به  می تواند  ترکیب  این  می دهد.  واکنش 

اگریگیشن پروتئین نوترکیب عمل کند ]18-20[. 

با مطالعه حاضر  نتایج بعضی مطالعات  اثر آرژنین،  در مورد 
بافر  در  آرژنین  که  داد  نشان  یافته ها  این  داشت.  همخوانی 
ریفولدینگ به عنوان یک ترکیب مفید در بازاصلاح پروتئین عمل 
می کند. از جمله در زمینه تولید چند پروتئین نوترکیب مثل بخش 
Fab آنتی بادی، آنزیم کازئین کیناز و زنجیره تکی ایمنوتوکسین 
]22 ،21[، نقش مثبت مواد شیمیایی مختلف از جمله آرژنین در 
اصلاح ساختاری پروتئین نوترکیب ارزیابی و تأیید شده است. اما 
نتایج چندین مطالعه نشان داد که آرژنین ممکن است به عنوان 
یک دناتوره کننده پروتئین عمل کند. از جمله ژیا 18و همکاران 
نشان دادند که آرژنین ممکن است ساختار آمینو اسیلاز را منهدم 
کند. در مطالعه یانسی19 و همکاران، نتیجه گیری شده که آرژنین، 
می تواند ساختار و پایداری پروتئین را متزلزل کند و درنتیجه به 

عنوان یک عامل ضد ثبات پروتئین عمل کند ]24 ،23[.

17. Site-directed mutagenesis investigations
18. Xia
19. Yancey
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مفید  مکمل  مواد  مطالعه،  این  از  حاصل  نتایج  اساس  بر   
 DDT شامل سیستئین و ،VEGF در فرایند تاخوردگی مجدد
بود وEDTA نقش کمتری داشت. EDTA به عنوان یک ماده 
متالوپروتئاز،  آنزیم  مهار کننده  نیز  و  شلات کننده  شیمیایی 
دلیل  این  به  و  شده  اکسیداسیون  واکنش های  کاهش  باعث 
توأم  استفاده  در  می دهد.  افزایش  را  هدف  پروتئین  حلالیت 
پروتئین،  دیالیز  برنامه  یک  در   ،DDT و  سیستئین   ،EDTA
سلول های  شاخص  عنوان  به   CD44 میزان  که  شد  مشاهده 
بلاست و هماتوپوئتیک، کاهش می یابد. به عبارت دیگر استفاده 
ترکیبی این سه ماده در راستای تقویت تمایز سلول مزانشیمال 
به سمت سلول اندوتلیال است که مؤید افزایش طبیعی شدن 

ساختار پروتئین نوترکیب است. 

DDT، همچنین به عنوان یک ترکیب ردوکس )اکسیداسیون و 
احیا کننده(، عمل می کند. به این صورت که باندهای دی سولفید 
معمول، از طریق واکنش های تعویض تیول  دی سولفید به جلو 
حرکت می کنند و تیول های دیگر موجود در DDT، حلقه مربوطه 
را بسته و با ایجاد DDT اکسید شده، از سمت پشت حلقه، باند 
دی سولفید احیا شده را ترک کرده و واکنش را متوقف می کند. 
این عملکرد DDT در شرایط قلیایی )همان گونه که در بافر مورد 
استفاده در این مطالعه وجود داشت(، بیشتر رخ می دهد ]25[. 
در این مطالعه، عملکرد آرژنین، کمتر از سیستئین و DDT بود، 
اما به طور کلی، حضور آرژنین برای بازگرداندن ساختار و فعال 
کردن VEGF سننتتیک، مفید بود. نتایج این مطالعه نشان داد 
که پرولین، گلوکز و گلایسین، به عنوان عوامل بازدارنده در فرایند 
اصلاح ساختار VEGF نوترکیب عمل می کنند. دلیل این نقش 
منفی، ممکن است این باشد که گلایسین و گلوکز می توانند 
باعث  پروتئین ،  ساختار  و کلاپس کردن  فشرده کردن  طریق  از 

بدشکلی پروتئین شود ]22[. 

گلوکز به عنوان یک مکمل با وزن مولکولی پایین، در مورد بعضی 
پروتئین ها، می تواند ساختار پروتئین نوترکیب را از شکل انکلوژن 
بادی به حالت طبیعی برگرداند ]27 ،26[. پرولین نیز ممکن است 
از طریق اتصال به بخش های بینابینی پیچ خورده بعضی پروتئین های 
نوترکیب، باعث مهار اگریگیشن پروتئین شود. همچنین این ترکیب 
ممکن است از طریق پوشاندن مکان های هیدروفوب پروتئین هدف، 
مانع اگریگیشن شود. نکته مهم تر در خصوص نتایج متفاوت این 
مطالعه با چندین مطالعه مرتبط، ممکن است به دلیل ساختار ویژه 
VEGF، از جمله وجود باندهای دی سولفید متعدد و واکنش های 

هیدروفوب درون مولکولی این پروتئین باشد. 

سیستئین  از  غنی  پروتئین  که  دریافتند  همکاران  و  مقدم 
تریتون  سوکروز،  حاوی  دیالیز  بافر  توسط  می تواند  چیتیناز، 
X100 DDT، گوانیدین کلراید و گلیسرول، اصلاح شود ]28[. 
 ،VEGF حضور باندهای دی سولفید متعدد در ساختار چیتیناز و
بهره گیری از تریتون X100 و DDT را به عنوان ترکیبات مشترک 

 ،X100 در بافر دیالیز، با مطالعه حاضر، توجیه می کند. تریتون
یک سورفکتانت غیریونی است و به عنوان یک دترجنت لیزکننده 
عمل می کند. این ترکیب، اگریگیشن پروتئین را متوقف می کند 
و نتیجه حضور آن در بافر دیالیز، موجب افزایش میزان اصلاح 

ساختار پروتئین، می شود ]29[. 

در راستای همخوانی مطالعات مرتبط با نتایج مطالعه حاضر و 
استفاده از این مواد، مطالعه لی و همکاران، قابل توجه است. در 
 ،X100 پژوهش مذکور، این گونه نتیجه گیری شده که تریتون
با القای حلالیت پروتئین های الیگومر، فرایند ریفولدینگ این 
گروه های پروتئینی را بیش از پروتئین های منومر، حمایت و 
جهت دهی می کند ]27[. این مطلب با ساختار VEGF، به عنوان 
یک پروتئین دایمر همخوانی دارد و نتایج مطالعه حاضر نشان 
داد که پروتئین نوترکیب تولیدشده، توسط تریتون X100، به 

ساختار طبیعی برمی گردد.

نتایج نشان داد که به کمک نرم افزارهای شبیه ساز پروتئین و 
انتخاب مواد شیمیایی هدفمند، VEGF-A نوترکیب ساخته شده 
دارد.  را  اندوتلیال  به  مزانشیمال  در سلول  تمایز  ایجاد  توانایی 
یکی از کاستی ها و کمبودهای این مطالعه، در دسترس نبودن 
پروتئین های نوترکیب با ساختار متفاوت بود. در صورت فراهم شدن 
این شرایط، می توان طیف وسیعی از پروتئین های نوترکیب را با 
این روش دیالیز، به فرم طبیعی تبدیل کرد. با تحلیل داده های 
وسیع تر در این مورد می توان دستور کارهای عملیاتی برای اصلاح 

ساختار پروتئین های نوترکیب با ساختار متنوع، پیشنهاد کرد. 

نتیجه گیری

 NaCl و DDT ،حضور مواد مکمل شامل آرژنین، سیستئین 
این  ساختار  اصلاح  باعث  نوترکیب،   VEGF دیالیز  بافر  در 
پروتئین و برگشت عملکرد آن از نظر ایجاد تمایز سلول های 

پایه مزانشیمال به اندوتلیال می شود. 

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

تمام آزمایش های این پژوهش روی سلول های زنده در شرایط 
استاندارد آزمایشگاه کشت سلول، با رعایت اصول ایمنی زیستی 
و بر اساس تأیید کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه علوم پزشکی 

اراک، با شناسه ARAKMU. REC.1394.199 انجام شد.

حامی مالی

شورای  مصوب  تحقیقاتی  طرح  نتایج  از  حاصل  مقاله  این 
پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراک با شماره 2356 و تأمین مالی 

معاونت محترم تحقیقات و فناوری این دانشگاه، است.
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مشارکت نویسندگان

ــی و  ــی؛ طراح ــد ابطح ــی: حمی ــت علم ــی و مدیری طراح
اجــرای فلوســایتومتری: دکتــر قاســم مســیبی؛ اجــرای فرآینــد 

ــه: محســن خاکــی. ــگارش مقال عملــی تحقیــق و ن

تعارض منافع

تضاد  هیچگونه  می کنندکه  تصریح  مقاله  این  نویسندگان 
منافعی در پژوهش حاضر وجود ندارد. 

تشکر و قدردانی

بدین وسیله از پشتیبانی مسئولین محترم پژوهشی دانشگاه 
علوم پزشکی اراک، قدردانی می شود.
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