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  چكيده

 معرفي شده است كه داراي خصوصيات چـسبندگي و          IV از منشأ كلاژن     RGD در اين مطالعه پپتيدي حاوي توالي        :هدف
هاي بنيادي  ژلاتين تثبيت شد و چسبندگي و تكثير سلول / اين پپتيد روي داربست نانوفيبري پلي كاپرولاكتون      . تكثيري است 

 . ي داربست تغيير داده شده توسط پپتيد بررسي شدمزانشيمي مغز استخوان انساني رو
ژلاتين توسط الكتروريسي سنتز و پپتيد مورد نظر توسط روش سـنتز  /  داربست نانوفيبري پلي كاپرولاكتون :ها مواد و روش  

. ژلاتـين تثبيـت شـد     / اين پپتيـد توسـط پيونـد شـيميايي روي داربـست پلـي كـاپرولاكتون               . پپتيد در فاز جامد ساخته شد     
چسبندگي و تكثيـر    . هاي طبيعي و تغيير يافته توسط ميكروسكوپ الكتروني نگاره و طيف مادون قرمز بررسي شد               داربست
 MTTهاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان انساني روي داربست طبيعي و داربـست تغييـر داده شـده توسـط آزمـون                       سلول

  .بررسي شد
شناسـي    شـده داراي ريخـت  ريـسي هاي نانوفيبري الكترو ن داد كه داربست  تصاوير ميكروسكوپ الكتروني نگاره نشا     :نتايج

. شناسي داربست قبل و بعد از تثبيت پپتيد مشاهده نشد          داري در ريخت   تغيير معني .  نانومتر است  190±38يكنواخت با قطر    
 مطالعات سلولي MTTيج براساس نتا. نتايج طيف مادون قرمز نشان داد كه پپتيد با موفقيت روي داربست تثبيت شده است        
. بخـشد  هاي مطالعـه شـده بهبـود مـي     نشان داد كه تثبيت پپتيد روي داربست، چسبندگي سلول به داربست را در تمام زمان             

ها روي داربست فعال شده با پپتيد در مقايسه بـا    همچنين نشان داده شد كه تثبيت پپتيد منجر به افزايش قدرت تكثير سلول            
  . شود  كشت سلولي ميداربست طبيعي و پليت

توانـد در كاربردهـاي مختلفـي كـه نيـاز بـه               ساخته شده و تثبيت شده روي داربـست نـانوفيبري مـي            RGD پپتيد   :گيري نتيجه
تـوان در مهندسـي    چسبندگي سلولي است استفاده شود و همچنين داربست ساخته شده و فعال شده با پپتيد مـورد نظـر را مـي      

  .دبافت مورد استفاده قرار دا
  

  ، نانوفيبر، داربستRGD سلول بنيادي مزانشيمي، پپتيد :كليدواژگان
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 RGDداربست نانوفيبري تغيير داده شده توسط پپتيد 
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  مقدمه
هاي اخير محدوده وسيعي از مواد پليمـري زيـستي           در سال 

)Biomaterials(        با خصوصيات متعدد براي مهندسي زيستي و 
مواد بايـد داراي     -اين زيست . مهندسي بافت استفاده شده است    

 ـ -خصوصيات زيـست   ، )Biodegradability(پـذيري    بتخري
فعــالي  - و زيــست)Biocompatibility(ســازگاري  -زيــست

)Bioactivity(    داربـست مـاتريكس خـارج      . ]1[ مناسبي باشد
ــول  ــلولي از مولك ــد     س ــردي همانن ــاختاري و عملك ــاي س ه

، )Fibronectin (، فيبرونكتين )Collagen (هاي كلاژن  پروتئين
 )Proteoglycan (هــا كــان و پروتئوگلي)Laminin (لامينــين

هـاي موجـود در      اين ماتريكس توسط سلول   . ساخته شده است  
تركيـب مـاتريكس خـارج      . شـود  هر بافتي ساخته و ترشح مـي      

ثير چشمگيري بر رفتار سلولي مانند رشد، تكثير، بقـا،          أسلولي ت 
ين دليــل همــ بــه ؛تمــايز، مهــاجرت و چــسبندگي ســلولي دارد

ــاكرومولكول ــ اســتفاده از م اتريكس خــارج ســلولي در هــاي م
. مـواد بـسيار كـاربرد دارد       -مطالعات سلولي و ساخت زيـست     

مـواد نيـز داراي اهميـت خاصـي بـوده و بـر               -ساختار زيست 
 ـ         ]. 2[ثير دارد   أميانكنش بين سلول و ماتريكس خارج سـلولي ت

كنش بين سلول و مـاتريكس در رفتارهـاي سـلولي ماننـد               ميان
چـسبندگي سـلولي    ]. 3[دارد  چسبندگي، تكثير و تمايز اهميت      

بـسياري  ]. 4[اولين رويداد در پاسخ سلول به زيست ماده است          
پـذيري   تخريـب  -از اين زيست مواد داراي خصوصيات زيست      

يكـي از   ]. 5[مناسب و خصوصيات مكانيكي قابل قبول هستند        
مــواد پليمـري ماننــد پلــي   -زا در مـورد زيــست  مـوارد چــالش 

يــست پزشــكي ايــن اســت كــه كــاپرولاكتون در كاربردهــاي ز
 )Biomimetic (مقلدي -فعالي و زيست   -خصوصيات زيست 

ــدارد     ــده را ن ــشت ش ــلول ك ــا س ــانكنش ب ــراي مي ]. 6[لازم ب
 -ها خصوصيات زيـست    توان با استفاده از آن     كارهايي كه مي   راه

مقلدي چنين زيست موادي را بهبود بخشيد، شـامل تغييـر ايـن             
فعـال يـا تثبيـت       -ركيبات زيست ها با ت   مواد با هيبريد كردن آن    

 زيـست فعـال بـراي افـزايش و كنتـرل            )Motifs (هـاي  موتيف
  ].7 [استمواد صناعي  -ها و زيست ميانكنش بين سلول

 ساده بـا بـازده      روش يك   )Electrospinning (ريسيالكترو
بالا براي توليد نانوفيبرهاي هيبريد با تخلخل بالا و سـطح تمـاس             

وي نـانوي مـاتريكس خـارج سـلولي بـراي           بالا براي تقليد از الگ    
هـاي   هـاي اخيـر كوشـش      در سـال  ]. 2[كنترل رفتار سلولي است     

هاي نانوفيبري پليمري با اسـتفاده از       فراوان منجر به توليد داربست    
  ].9، 8[پزشكي شده است  - براي كاربردهاي زيستريسيالكترو

فعـالي ماننـد     -هيبريد كردن زيست مواد با تركيبات زيست      
ــينژلا ــلاژن ]Gelatin(] 10 ،11 (تـ ــرو]13، 12[، كـ  يني، فيبـ

)Fibroin(] 14 [   ــديل ــراي تعـ ــات بـ ــسياري از مطالعـ در بـ
تقليـدي مـواد پليمـري بـراي بـسياري از            -خصوصيات زيست 

هـاي شناسـاگر سـلول       تثبيت پپتيد . كاربردها استفاده شده است   
 )Amphiphile (هـاي  فيل يا آمفي ] 16،  15[مواد   -روي زيست 

مواد را بهبـود بخـشيده       -شيمي سطح زيست  ] 18،  17[دي  پپتي
مـاتريكس بـه     -سـلول و سـلول     -هـاي سـلول    ميانكنش. است

خـانواده  . شـود  هاي چسبندگي سلولي انجـام مـي       واسطه گيرنده 
هـاي   ها در گيرنده   ترين گروه   در بين وسيع   )Integrin (اينتگرين

لول بلكه در   ها نه تنها در اتصال س      اين گيرنده . سلولي قرار دارد  
 يندهاي ديگـر هماننـد تكثيـر، تمـايز، هوموسـتاز     آبسياري از فر  

)Homeostasis(      الي  تو]. 19[ و غيره دخالت داردRGD يكي  
هاي غالب شناسـاگر سـلولي اسـت كـه در بـسياري از               از توالي 
نـشان  ]. 20[هاي ماتريكس خارج سـلولي وجـود دارد          پروتئين

هـا از طريـق      انواده اينتگرين  نيمي از خ   داده شده است كه تقريباً    
بنـابراين  . شود هاي ماتريكس متصل مي     به پروتئين  RGDتوالي  

ثرترين پپتيدها براي بهبـود چـسبندگي       ؤكي م ي RGDپپتيدهاي  
  .ستامواد  -سلولي به سطح زيست

 كـلاژن نـوع     أ جديد از منش   RGDدر اين مطالعه يك پپتيد      
IV    ــانوفي ــست ن ــطح دارب ــد روي س ــن پپتي ــي و اي بري  معرف

PCL/Gel )Polycaprolactone/Gelatin Nanofibrous 

Scaffold ( ــت ــده اس ــت ش ــاختار و . تثبي ــتس ــي ريخ  شناس
)Morphology(ــي و نانوفيبرهــا توســط ميكروســك پ الكترون

 ارزيـابي  )Scanning Electron Microscope: SEM(نگاره 
داربست تغيير داده شده توسط طيف سنجي مادون قرمز تبـديل     و  

 :Fourier Transform Infrared Spectroscopy(فوريــه  
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  و همكارانعلي مطاع
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FTIR( ــده اســت ــر  .  بررســي ش ــين چــسبندگي و تكثي همچن
هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان روي داربست مطالعه         سلول

  . شده است
  

  ها مواد و روش
 ساخت داربست

 /براي ساخت داربست هيبريد نـانوفيبري پلـي كـاپرولاكتون         
براي ايـن   . تفاده شد  اس ريسيوالكتر روش از   )PCL/Gel(ژلاتين  

 گرانولـه و    PCLحجمـي از     /درصـد وزنـي    10كار ابتدا محلول    
Gel       پودري در حلال تري فلورواتانول )Tetrafluoroethanol:  

TFE(     كـدام از    به اين منظـور هـر     .  به صورت جداگانه تهيه شد
 سـاعت در    24اين مواد بـا حـلال مخلـوط شـده و بـه مـدت                

هـاي همگـن     پس از آن محلول   .  شد حرارت آزمايشگاه مخلوط  
 بـراي  با هم مخلـوط شـده و محلـول حاصـل             1 به   1به نسبت   

  . الكترواسپين تهيه شد
 در درون سـرنگ  PCL/Gel، محلول  ريسيالكتروبه منظور   

 ريخته شد و در دسـتگاه       20سوزن شماره    ليتري با سر    ميلي 10
لـت   كيلوو 25 بـا ولتـاژ      ريسيالكترو.  قرار داده شد   ريسيالكترو

اي چرخان كـه در      نانوفيبرها روي جمع كننده استوانه    . انجام شد 
 از سـر سـوزن قـرار داشـت و روي آن             يمتـر   سانتي 15فاصله  

سـرعت  . آوري شـد   صفحه آلومينيومي كشيده شده بـود، جمـع       
  . دور در دقيقه بود250چرخش جمع كننده 

 بررسي  منظور بهاي از آن     ها نمونه  پس از سنتز اوليه نانوفيبر    
پس از تهيـه    .  تهيه شد  SEMسنتز نانوفيبرها براي تهيه تصاوير      

ها ادامه يافـت تـا ضـخامت         ، سنتز مجدد نانوفيبر   SEMتصاوير  
  .نانوفيبرها به اندازه مورد نظر برسد

  

 RGDسنتز پپتيد حاوي توالي 
 از روش سنتز پپتيد در      RGD سنتز پپتيد حاوي توالي      براي

العـه پپتيـد روي بـستر جامـد         در اين مط  . فاز جامد استفاده شد   
Rink-amide-MBHA    بـــا ظرفيـــت بـــارگيري تئـــوري   

تمـام محاسـبات سـنتز پپتيـد        . مول بر گرم سـنتز شـد        ميلي 55/0

در مرحله سنتز پپتيـد     . براساس ظرفيت بارگيري تئوري انجام شد     
هاي محافظ مناسـب     از اسيدهاي آمينه استانداردي كه داراي گروه      

مـولار ظرفيـت      اكـي  4مرحلـه بـه مقـدار       در هر   . استفاده شد  بود
بـراي برداشـت    . بارگيري از اسيد آمينه مـورد نظـر اسـتفاده شـد           

   )Piperidine (هــاي محــافظ در هــر مرحلــه از پيپريــدين گــروه
  بـراي اتـصال هـر      .  در دي متيل فرماميـد اسـتفاده شـد          درصد 20

ــصالي    ــرف اتـ ــه از معـ ــر مرحلـ ــه در هـ ــيد آمينـ    HBTUاسـ
)O-Benzotriazole-N, N, N', N'-tetramethyl-uronium- 

hexafluoro-phosphate(    بارگيري كـل و      درصد 98 به ميزان 
  :N,N-Diisopropylethylamine(دي ايزوپروپيل اتيل آمـين      

DIEA(    بـراي  . مولار بارگيري كل استفاده شد      اكي 5/2 به ميزان
هـاي   بررسي اتصال اسيد آمينه و همچنين بررسي برداشت گروه        

 بـه كـار   )Kaiser Test ( كـايزر  آزمـون  در هر مرحلهمحافظتي
ور پـس از هـر مرحلـه اتـصال اسـيد آمينـه و               ظبه اين من  . رفت

 مقداري از رزين برداشته شد و بعد از         ،برداشت گروه محافظتي  
شستشو با ايزوپروپانول، چنـد قطـره محلـول كـايزر بـه رزيـن            

 ادگـر   سـانتي   درجـه  95ي   دقيقه در دمـا    2افه شد و به مدت      ضا
پس از سنتز پپتيد در فـاز جامـد روي رزيـن مـورد              . انكوبه شد 

  بـار شستـشو و در خـلأ        2نظر، رزين توسـط متـانول خـالص         
پس از خشك شدن، پپتيد سنتز شـده توسـط تـري            . خشك شد 

، تـري   درصدTrifluoroacetic Acid( 95 (فلورواستيك اسيد
 و آب    درصـد  Triisopropylsilane( 5/2 (ايزوپروپيل سـيلان  

 ساعت از رزين جامد جدا شد و با         2 به مدت     درصد 5/2مقطر  
ــد    ــوب داده ش ــرد رس ــر س ــل ات ــتفاده از دي اتي ــس از . اس پ

گيري و شستشو، پپتيد سنتز شـده در مقـداري آب حـل              رسوب
ميزان خلوص و كيفيـت     .  شد )Lyophilised (شده و ليوفيليزه  

ــاتوگرافي     ــط كروم ــده توس ــنتز ش ــد س -HPLC )Highپپتي

Performance Liquid Chromatography ( آناليزي با ستون
C18  ــتونيتريل ــرك آب و اسـ ــاز متحـ ــان فـ ــط گراديـ   توسـ

)Acetonitrile(  براسـاس   ،سپس پپتيد سنتز شـده    .  بررسي شد 
ــاليزي توســط       ــاتوگرافي آن ــت آمــده از كروم ــه دس روش ب

 بررسـي   بـراي . كروماتوگرافي با مقياس بالا خالص سازي شـد       
 آنـاليزي اسـتفاده     HPLC دوباره از    خلوص پپتيد به دست آمده    
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 سنتز پپتيد، از طيف سنجي      درستيشد و همچنين براي بررسي      
 Liquid(اســـپكترومتري جرمـــي   -كرومـــاتوگرافي مـــايع 

Chromatography– Mass Spectrometry: LC-MS(استفاده  
  .دش

  
ايجاد اتـصالات متقـاطع در داربـست هيبريـد          

 نانوفيبري
ها ايجـاد    ها، اتصال متقاطع بين آن     پايدارسازي نانوفيبر  براي

در اين مطالعه براي ايجاد پيوندهاي متقاطع بين نانوفيبرهـا          . شد
اتيـل   -Nمحلـول در آب     ) Carbodiimide(كربودي ايميد   از  

 -N و )N- Ethylcarbodiimide: EDC( دي كربو دي ايميد
 )N- Hydroxysuccinimide: NHS(هيدروكسي سوكسينيميد 

ين ماده براي ايجاد اتصال متقـاطع مناسـب اسـت           ا. استفاده شد 
كند كـه شـبيه پيونـدهاي موجـود در            نوعي پيوند ايجاد مي    زيرا

  .هاي ژلاتين است ها در رشته پروتئين
مـولار    ميلـي  250براي ايجاد اتصال متقاطع، ابتـدا محلـول         

EDC   مولار    ميلي 100 وNHS  داربست نـانوفيبري   .  ساخته شد
پـس  . عت در اين محلول قرار داده شـد  سا1مورد نظر به مدت  

 )Ninhydrin Test ( نينهيدرينآزموناز اين مدت با استفاده از 
پــس از آن قــسمتي از . واكــنش اتــصال متقــاطع بررســي شــد 

و از آن تـصوير       خـشك شـد    داربست نانوفيبري در محيط خلأ    
SEM        تهيه شد و باقيمانده داربست بدون انجـام هـيچ تيمـاري 

  .تفاده شددر مرحله بعد اس
 

 تثبيت پپتيد روي داربست
براي افزايش خواص اتصال سلول به نانوفيبرها پپتيد سـنتز          

بـه همـين    . ت شـد  ي روي نانوفيبرها تثب   RGDشده داراي توالي    
هـاي كربوكـسيل و    منظور دوباره از تركيبات جفت كننده گـروه     

هـاي بريـده     ابتدا داربست نانوفيبري در اندازه    . آمين استفاده شد  
پـس از شستـشو،     .  قرار گرفت  NHS و   EDCثير  أه تحت ت  شد

ــت     ــا غلظ ــد ب ــاوي پپتي ــول ح ــر در محل ــورد نظ ــست م  دارب

 ساعت 24ليتر قرار داده شد و به مدت    ميكرومول در هر ميلي    1

پس از انجام واكنش اتـصال،      .  شد انكوبهدر حرارت آزمايشگاه    
  .دش خشك داربست در خلأ

  
  ييد تثبيت پپتيد روي داربستأت

 انجـام   FTIR آزمونييد تثبيت پپتيد روي نانوفيبرها      أراي ت ب
به اين منظور طيف مادون قرمز قطعه كوچكي از داربـست           . شد

 گرفته شـده و وجـود   cm-14000 تا 600فعال شده در محدوده     
  . بررسي شد800 كششي در محدوده C-Iپيوندهاي 

  
  )SEM( شناختي ريختهاي  بررسي

 داربـست نـانوفيبري و       براي بررسي سـنتز    SEMتصاوير  
بررسي شكل ظاهري داربست قبل و بعد از تثبيت پپتيد تهيـه            

ها با طـلا پوشـش داده شـد و           به اين منظور اين داربست    . شد
قطر فيبرهـا بـا   .  كيلو ولت تهيه شد   10 با ولتاژ    SEMتصاوير  

 ) آمريكــا،Image J(افــزار پــردازش تــصوير  اســتفاده از نــرم
 .بررسي شد

 
  يمطالعات سلول
ثير تثبيـت پپتيـد روي دابـست بـر چـسبندگي            أبراي بررسي ت  

هاي مزانشيمي مغز استخوان  سلولي و همچنين تكثير سلولي، سلول
 )Human Bone Marrow Stem Cells: hBMSC (انـساني 

به منظور بررسي   . هاي مورد نظر كشت داده شدند      روي داربست 
ل شده با   چسبندگي سلولي، داربست نانوفيبري فعال نشده و فعا       

 خانـه بريـده     96هاي پليت    پپتيد به وسيله پانچ به اندازه چاهك      
 چسبندگي داربست نـانوفيبري توسـط       آزمونقبل از انجام    . شد

 دقيقه اسـتريل شـد و پـس از آن           30 به مدت     درصد 70اتانول  
هـاي پليـت     هاي بريده شـده بـه دقـت داخـل چاهـك            داربست

 دقيقـه ديگـر     15گذاشته شد و توسط نور فـرابنفش بـه مـدت            
هـاي   پـس از تهيـه سوسپانـسيون سـلولي سـلول          . استريل شـد  

 آزمـون .  سلول به هر چاهك اضافه شـد 5000مزانشيمي، تعداد   
MTT      ،ساعت پس  4 و   3،  2،  1 براي بررسي چسبندگي سلولي 

به اين منظور پس از گذشت      . ها انجام شد   ضافه كردن سلول  ااز  
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ج شـد و محـيط      ها خار  زمان مذكور محيط كشت داخل چاهك     
 به هر چاهك اضافه شد و       MTT نمك    درصد 10كشت حاوي   

پـس از آن    .  ساعت در انكوبـاتور انكوبـه شـد        4پليت به مدت    
 DMSO ميكروليتـر    100محيط كشت خارج شده و بـه ميـزان          

)Dimethyl sulfoxide(15پـس از  .  به هر چاهك اضافه شد 
نومتر  نـا  570دقيقه ميزان جذب نوري هر چاهك در طول موج          

  .سنجيده شد
  

   آماريتجزيه و تحليل
 17 نـسخه    SPSSافـزار     آمـاري توسـط نـرم      تجزيه و تحليل  

 كشت سلولي به صورت سه تكراري       هاي تمام آزمايش . انجام شد 
تجزيه مقادير ميانگين و انحراف معيار از ميانگين براي         . دشانجام  

ي بـرا . هاي چسبندگي و تكثير سلولي اسـتفاده شـد          داده و تحليل 
 آنـاليز   آزمـون هـاي مختلـف      مقايسه مقادير ميانگين در داربـست     

 :One- way Analysis of Variance(يـك طرفـه   واريـانس  

ANOVA( مقـادير    . رفـت  كـار  به P     بـا فاصـله     05/0 كمتـر از 
  .دار در نظر گرفته شد  از لحاظ آماري معني درصد95اطمينان 

  

  نتايج
 شـناختي  ريخـت هاي   ساخت داربست و بررسي   

)SEM(  
.  با موفقيت ساخته شـد     PCL/Gelداربست هيبريد نانوفيبري    

اي در   نانوفيبرهاي ساخته شده شكل يكنواختي داشت و هيچ دانـه         
همچنين قطر نانوفيبرها نيز يكنواخت     . طول نانوفيبرها مشاهده نشد   

براي افـزايش   ).  الف 1شكل  ( نانومتر بود    190 ± 38ها   و اندازه آن  
گيـري ژلاتـين در      ين جلـوگيري از آب    مقاومت مكانيكي و همچن ـ   

. داربست نانوفيبري، در اين داربست اتصالات متقـاطع ايجـاد شـد           
 نانوفيبرها پس از ايجاد اتـصالات       شناسي ريختكه   نتايج نشان داد  

 ثابـت   متقاطع تغيير قابل توجهي نداشت و اندازه نانوفيبرها تقريبـاً         
  ). ب1شكل (بود 

  
  

  
  

  
  

 )ب( و  قبـل  )الـف (  نانوفيبرهـا  شناسي ريختوط به    مرب SEM تصاوير   1شكل  
شود، تغييـر    طور كه در شكل مشاهده مي       همان ؛از تثبيت پپتيد روي داربست     بعد

 نانوفييرها پـس از ايجـاد اتـصال متقـاطع و            شناسي ريختمحسوسي در شكل و     
افـزار    توزيع اندازه نانوفيبرها كـه توسـط نـرم         )ج( .شود تثبيت پپتيد مشاهده نمي   

  ميكرومتر10 :خط مقياس. ستا  بررسي شدهImage Jدارش تصوير پر

  
  RGD پپتيد حاوي توالي ساخت

-KKGPRGDPG-F(4 با توالي    RGDپپتيد حاوي توالي    

I)     ًشد ساخته با موفقيت    1183  با جرم مولكولي تئوريك تقريبا  .
 آنـاليزي بررسـي     HPLCپس از سنتز پپتيد خام، خلوص آن با         

 بـراي رزيابي اوليه توسط كروماتوگرافي، پس از ا). 2شكل (شد  
 بـا مقيـاس بـالا       يسازي پپتيـد از كرومـاتوگرافي توليـد        خالص

پـس از  .  اسـتفاده شـد  )Agilent 1260سيستم كروماتوگرافي (
سازي دوباره كروماتوگرافي آناليزي انجام شـد كـه          انجام خالص 

 بـراي ). 2شـكل  ( به دست آمد  درصد95خلوص پپتيد بيش از   
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 )LC-MS( پپتيد نيز اسپكترومتري جرمـي       ساخت رستي د ييدأت
 8/1184 واضح در ناحيه     )Peak(قله   يك   MSنتايج  . انجام شد 

  .)2شكل (كند  ييد ميأ پپتيد را تساخت درستينشان داد كه 
  

  
  

  
  

  
  

.  پپتيـد خـالص شـده      )ب( و  پپتيد خام  )الف( وط به ب كروماتوگرام مر  2شكل  
هـاي موجـود در      اي، ناخالصي  گرافي تهيه سازي توسط كروماتو   پس از خالص  

.  درصد رسـيد   98محصول پپتيد خام برطرف شده و خلوص پپتيد به بيش از            
 مربوط بـه    قله شده كه    ساختهطيف اسپكترومتري جرمي مربوط به پپتيد        )ج(

  . مشخص است1184 در )m/z(جرم پپتيد 
  

ايجاد اتـصالات متقـاطع در داربـست هيبريـد          
 نانوفيبري

 آزمـون  ايجاد اتـصالات متقـاطع در داربـست از          در بررسي 
شـود   طـور كـه مـشاهده مـي        همان. نينهيدرين كيفي استفاده شد   

 نينهيدرين قبل از ايجاد اتصالات متقـاطع مثبـت بـوده و             آزمون
داربست بـه رنـگ بـنفش در آمـده اسـت ولـي پـس از ايجـاد                 

 نينهيــدرين منفــي بــوده و آزمــوناتــصالات متقــاطع داربــست 
  ).3شكل (شود   رنگ سفيد مشاهده ميداربست به

  

  
  

و   قبـل  )الـف (  بررسي ايجاد اتصالات متقاطع    براي نينهيدرين   آزمون 3شكل  
هـاي    قبل از ايجاد اتـصال متقـاطع گـروه         ؛بعد از ايجاد اتصالات متقاطع     )ب(

دهـد كـه ايجـاد       آمين موجود در داربست آزاد بوده و با نينهيدرين واكنش مي          
هـاي آمـين آزاد      تي كه پس از ايجاد اتصال متقاطع گروه       كند در صور   رنگ مي 

  .گيرد نبوده و واكنشي صورت نمي
  

  
  

  
  

 مربوط به استانداردهاي فنيل آلانين و فنيل آلانين FTIR طيف   )الف (4شكل  
 در ناحيـه    C-Iهايي كششي     مربوط به پيوند   قلهيددار كه در فنيل آلانين يددار       

ــاملاcm-1 800ًنزديــك  ــه FTIR طيــف )ب(. ســت مــشخص ا ك ــوط ب  مرب
 مربـوط بـه     قلهكه  . RGD فعال شده با     PCL/Gel و   PCL/Gelهاي   داربست

  . مشهود است كاملاcm-1 800ً در ناحيه نزديك C-Iهاي كششي  پيوند
  

 ييد تثبيت پپتيدأت
ييد تثبيت پپتيد روي داربست در شكل    أ براي ت  FTIRنتايج  
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ت پپتيــد از طيــف ييــد تثبيــأبــراي ت.  نــشان داده شــده اســت4
در طيف  . استاندارد فنيل آلانين و فنيل آلانين يد دار استفاده شد         

 cm-1 812 و   cm-1 798 مـشخص در     قلهفنيل آلانين يد دار دو      
تـوان بـه      را مـي   قلـه به وضوح قابل مشاهده است كـه ايـن دو           

 قلهاين دو   . حضور يد در مولكول فنيل آلانين يد دار نسبت داد         
 وجـود نـدارد     PCL/Gelوط بـه داربـست       مرب FTIRدر طيف   

 اول در   قلـه  ،ولي در طيف مربوط به داربست فعال شده با پپتيد         
 دوم نيـز بـا كمـي        قلـه .  قابـل مـشاهده اسـت      cm-1 798ناحيه  

  . به وضوح قابل مشاهده استcm-1 840جايي در ناحيه  هجاب
  

  
  

  
  

 سلولي   براي بررسي چسبندگي   MTT آزموننمودار مربوط به     )الف( 5شكل  
 PCL/Gel و   PCL/Gelهـاي     روي داربـست   MSCهاي   پس از كشت سلول   

 نمـودار مربـوط بـه       )ب( ، ساعت 4 و   3،  2،  1هاي   فعال شده با پپتيد در زمان     
 روي  MSCهاي    براي بررسي تكثير سلولي پس از كشت سلول        MTT آزمون

 ، سـاعت  72 فعال شده با پپتيد پـس از         PCL/Gel و   PCL/Gelهاي   داربست
ها روي داربست فعـال       سلول )>05/0P( و تكثير    )>05/0P(ان چسبندگي   ميز

  .شده به وضوح بسيار بيشتر از داربست فعال نشده و پليت كشت سلول است
  

  مطالعات سلولي
-MTT )3-(4,5-dimethythiazol-. 2-yl) آزمـون نتايج 

2, 5-diphenyl tetrazolium bromide (  نـشان  5در شـكل 
، شدت رنگ توليد شـده ارتبـاط        آزمونن  در اي . داده شده است  

. هاي زنده اتصال يافته بـه داربـست دارد         مستقيم با تعداد سلول   

هر چه اتصال بيشتر باشد، شدت رنگ ايجـاد شـده نيـز بيـشتر               
 نـشان داده شـده اسـت،        5طور كه در نمودار شكل       همان. است

شدت رنگ ايجاد شده در داربست فعال شده با پپتيـد در تمـام              
اي مورد نظر بيشتر از داربست فعال نشده و پليت كشت            ه زمان

دهد كه چـسبندگي     اين شكل نشان مي   ). P>05/0 (استسلول  
هاي مختلـف تفـاوت      سلولي روي پليت كشت سلولي در زمان      

 PCL/Gelچنداني ندارد ولي چسبندگي سلولي روي داربست        
 فعال شده با پپتيد با گذشت زمان حالت         PCL/Gelو همچنين   

دهـد كـه ميـزان       اين نتايج همچنين نشان مـي     . اي دارد  ندهپيشرو
چسبندگي سلول به داربست فعال شده با پپتيد بـسيار بيـشتر از             

 تكثير سلولي پس    آزموننتايج  ). P>05/0(دو گروه ديگر است     
 ساعت نيـز نـشان داد كـه ميـزان           72ها به مدت     از كشت سلول  

بـسيار بيـشتر از     ها روي داربست فعال شده با پپتيد         تكثير سلول 
  ).P>05/0(پليت كشت سلولي و داربست فعال نشده است 

  

 بحث
 مـشتق از كـلاژن      RGDدر اين مطالعه پپتيد حاوي تـوالي        

IV            ،كه داراري خصوصيات چسبندگي و تكثيـر سـلولي اسـت 
 داربـست    روي آميـزي بـر    اين پپتيد به طور موفقيت    .  شد ساخته

بيت پپتيد با اسـتفاده     تث.  تثبيت شد  PCL\Gelهيبريد نانوفيبري   
از پيوند شيميايي و بدون تيمار شيميايي پس از ايجاد اتـصالات       

 به داربـست افـزايش      hBMSCمتقاطع انجام شد تا چسبندگي      
  . يافته و خاصيت تقليد زيستي داربست بهبود يابد
هــاي مختلفــي  مــاتريكس خــارج ســلولي از مــاكرومولكول

لامينين و فيبرونكتين   هاي كلاژن،    تشكيل شده است كه پروتئين    
ايـن  . شـود  هـا محـسوب مـي      تـرين ايـن پـروتئين      جزو فـراوان  

 يثير مـستقيم  أها نقش ساختاري و عملكردي داشته و ت        پروتئين
بر اكثر رفتارهاي سلولي همانند رشد، تكثير، مهاجرت و تمـايز           

هاي پروتئيني در مطالعات مهندسي      استفاده از اين مولكول   . دارد
با اين حـال بـه دليـل        .  توجه قرار گرفته است    بافت بسيار مورد  

. ها بسيار محدود است     استفاده از آن   ،عدم دسترسي و هزينه بالا    
هـا كـه     هاي موجود در اين پروتئين     به اين دليل استفاده از توالي     
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  .خاصيت چسبندگي دارد، بسيار متداول شده است
هاي مورد استفاده در      و شيمي سطح داربست    شناسي ريخت

ر مهمي بر رفتار سلولي     ثيأكي بازيابي نيز ت   ي بافت و پزش   مهندس
مانند چسبندگي، تكثير، تمايز و ميانكنش سـلول بـا مـاتريكس            

زا در ارتبـاط بـا       يكي از موارد چـالش    ]. 21[خارج سلولي دارد    
، ميـانكنش ناكـافي و غيراختـصاصي        PCLمواد پليمري همانند    
 پليمرهاي صناعي   بسياري از ]. 22[ها است    بين پليمرها و سلول   

هـاي فعـالي هماننـد       گريز بوده و فاقـد گـروه        آب PCLهمانند  
راهبردهـاي  . هيدروكسيل، كربوكسيل، آمـين و سـولفات اسـت        

هاي فعالي در سـطح   تغيير سطح بسياري براي ايجاد چنين گروه     
PCLتوسعه يافته است .  

هاي فعالي ماننـد آمـين        فاقد گروه  PCLكه سطح     از آنجايي 
. تــوان آن را تغييــر داد سيل اســت، بــه راحتــي نمــييــا كربوكــ

هاي مناسـبي بـراي ايجـاد ايـن          هيدروليز بازي و آمينوليز روش    
هـا   بـا ايـن حـال اسـتفاده از ايـن روش           . هاي فعال هستند   گروه

 را  PCL نانوفيبرهـاي    شـناختي  ريختخصوصيات ساختاري و    
 لحـاظ   تواند به تشكيل نانوفيبرهـاي ناپايـدار از        تغيير داده و مي   

ــراي توليــد ]. 23[ منجــر شــود شــناختي ريخــتمكــانيكي و  ب
ــروه ــولاً  گ ــال، معم ــاي فع ــولPCL ه ــا مولك ــاي  ب ــستي ه  زي

)Biomolecules(      ين و  ي ديگري همانند كلاژن، الاستين، فيبـرو
پپتيدهاي فعال كننده سطح مخلوط شـده يـا سـطح آن بـا ايـن                

كـلاژن  ژلاتـين كـه از      . شـود   تغيير داده مي    زيستي يها مولكول
تواند براي حل اين كمبود      شود، بسيار ارزان بوده و مي      مشتق مي 

 به صـورت فيزيكـي      PCLبنابراين در اين مطالعه     . استفاده شود 
 كـه   ندبه اين نتيجه رسـيد    محققان حاضر   . با ژلاتين مخلوط شد   

 هيبريد داراي اتصال متقـاطع خـصوصيات        PCL/Gelداربست  
ايـن بهبـود چـسبندگي      . دداراي   چسبندگي سلولي بهبـود يافتـه     

هاي بسيار فعال و قطبي ژلاتـين بـر سـطح            حاصل حضور گروه  
 هيبريـد بـر     PCL/Gelاثر  . نانوفيبرهاي الكتروريسي شده است   

نـشان داده   . رفتار سلولي در مطالعات قبلي بررسي شـده اسـت         
توانـد تمـايز      مـي  PCL/Gelشده است كه داربست نـانوفيبري       

هاي عصبي را افـزايش      ت سلول هاي بنيادي مخچه به سم     سلول
 و كلاژن براي    PCLهاي هيبريد متشكل از      داربست]. 24[دهد  

ــيلمن.اســت شــدهبازســازي عــروق اســتفاده   و )Tillman(  ت
 داراي قدرت   PCL/Colهاي   اند كه داربست   همكاران نشان داده  

ــي    ــوده و پاســخ ايمن ــدن ب ــالايي در داخــل ب ــارچگي ب و يكپ
اند كـه    اين محققين چنين نتيجه گرفته    . كند طبيعي ايجاد نمي   غير

]. 25[ به كار برده شـود       باليني در موارد تواند   ها مي  اين داربست 
 و همكاران از يك مـاتريكس سـه لايـه           )McClure(كلور   مك

، الاستين و   PCLبراي تقليد از ساختار طبيعي رگ با استفاده از          
 ـ  ها نتيجه گرفته   آن. اند كلاژن استفاده كرده   ن پيونـد سـه   اند كه اي

 اسـت لايه عروقي داراي خـصوصيات كلـي سـرخرگ طبيعـي            
 در بـسياري   كـلاژن ة شدواسرشتشكل ژلاتين به عنوان  ]. 26[

يكـي از   . تخريب پذير استفاده شده است     -هاي زيست  از داربست 
 ،مـواد  -معايب ژلاتين به صورت ساده يا در تركيب با ساير زيست     

توان بـا    ل اين مشكل مي   براي ح . گيري آن در محيط آبي است      آب
ــده  ــصال دهن ــتفاده از ات ــد گلوتار  اس ــيميايي مانن ــاي ش ــديلدآه  ي

)Glutaraldehyde(  يدي و فرمالد) Formaldehyde(    در ژلاتـين 
با اين حال نشان داده شده اسـت كـه          . اتصال متقاطع ايجاد كرد   

و ] 27[هــا در مقــادير بــالا ســمي هــستند  ايــن اتــصال دهنــده
 يـك   EDC]. 23[ريزند   ا نيز به هم مي     داربست ر  شناسي ريخت

كنـد كـه     هـايي را ايجـاد مـي       ثر اسـت و پيونـد     ؤاتصال دهنده م  
محصول جانبي غير سمي داشـته و پيونـد خـارجي در ژلاتـين              

 بـه عنـوان يـك    EDCنشان داده شده است كـه    . كند ايجاد نمي 
توانـد بـراي ايجـاد اتـصال        مـي   كربودي ايميـد محلـول در آب      

ايـن مـاده وقتـي بـه صـورت          . ن استفاده شـود   متقاطع در ژلاتي  
گيـري ژلاتـين حتـي در        آباز  تركيبي با اتـانول اسـتفاده شـود         

  .شود يند ايجاد اتصال متقاطع جلوگيري ميآفر
 مستلزم فعال   EDCايجاد اتصال متقاطع در داربست توسط       

شدن گروه كربوكـسيل انتهـاي كربوكـسيل، گـروه كربوكـسيل            
گلوتامات و تشكيل پيوند آميـدي و       زنجيره جانبي آسپارتات و     

در حقيقـت   . هـا بـا گـروه آمـين ليـزين اسـت            جفت شـدن آن   
EDC/NHS         باعث تشكيل اتصالات متقاطع داخل مولكـولي و 

 و  )Grover(  گـروور  ].23[شـود    بين مولكولي در ژلاتـين مـي      
ــشان داده  ــاران ن ــاطع در     همك ــصالات متق ــاد ات ــه ايج ــد ك ان

اسـتحكام مكـانيكي آن را بهبـود        تواند   هاي ژلاتيني مي   داربست
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بخشيده و مقاومت تخريبي آن را تعديل نمايد كه باعث فـراهم            
  ].29[شود  هايي با يكپارچگي ساختاري بالا مي نمودن داربست

در اين مطالعه پپتيـد مـورد نظـر بلافاصـله پـس از ايجـاد                
هاي فعال شـده     ت شد تا با استفاده از گروه      ياتصالات متقاطع تثب  

 اضافي، پپتيد از انتهاي آمين بر روي داربست تثبيـت           كربوكسيل
نشان داده شده است كه ژلاتـين نـسبت بـه گـروه آمـين               . شود

ــزين( ــاً) لي ــسيل  درصــد12 تقريب ــروه كربوك ــات و ( گ گلوتام
بنابراين زماني كـه در ژلاتـين بـه         ]. 30[اضافي دارد   ) آسپارتات

 منفـي    نينهيـدرين  آزمـون مقداري اتصال متقاطع ايجاد شود كه       
هاي كربوكسيل جفـت     هاي آمين با گروه     تمام گروه  شود، تقريباً 

توان براي تثبيـت     هاي كربوكسيل اضافي را مي      و گروه  ستا شده
براي تثبيـت پپتيـد مـورد       . سازي بيشتر استفاده كرد    پپتيد و فعال  

 ؛شـود  ها راهبردهاي متقاوتي استفاده مـي  نظر يا ساير بيومولكول   
 شده دو گروه ليزين گنجانده شـد        ساختهيد  به اين منظور در پپت    

هـاي   تا پپتيـد از طريـق گـروه آمـين زنجيـره جـانبي بـا گـروه                 
، سـت ا كربوكسيلي كه در مرحله ايجاد اتصال متقاطع فعال شـده         

كه پپتيد تركيب مشابهي با ژلاتـين دارد،         به دليل اين  . جفت شود 
ت پپتيـد   ييـد تثبي ـ  أبايد يك گروه فنيل آلانين تغيير يافته براي ت        

 تثبيـت پپتيـد     FTIRهـاي    يافتـه . شـد  روي داربست استفاده مي   
  .كنند ييد ميأروي داربست را ت

ييد كرد كه تثبيت پپتيد روي داربـست، چـسبندگي و           أنتايج ت 
. دهــد را بــه طــور قابــل تــوجهي افــزايش مــي hBMSCتكثيــر 

هـاي چـسبندگي، شـيمي       مشخص شده است كه تثبيـت موتيـف       
هـاي اخيـر تعـداد       طي سال . بخشد بود مي سطح زيست مواد را به    

هـاي متفـاوت از     با تـوالي RGDزيادي از پپتيدهاي حاوي توالي     
 )ECM )Extracellular Matrix Proteinsهـاي    پروتئيناءمنش

هـاي روي چنـدين پليمـر و         اين پپتيد ]. 22[است    شده ساخته
. ستا هاي فيزيكي و شيميايي مختلف تثبيت شده       توسط روش 

 RGDهاي حاوي تـوالي       كه تثبيت پپتيد    است نشان داده شده  
روي زيست مواد نـانوفيبري چـسبندگي سـلولي و ميـانكنش            

ــلول ــي  - س ــود م ــاتريكس را بهب ــشد  م ــگ].32- 31[بخ   ژان
)Zhang(     و همكاران ميانكنش hBMSC    با داربست منفذدار 

ند ا ها نشان داده   آن. اند  را مطالعه كرده   RGDتغيير داده شده با     
 و hBMSC اتــصال PCL روي داربــست RGDكــه تثبيــت 

هـا همچنـين     آن. بخـشد  توزيع آن روي داربست را بهبود مـي       
ها توسط   اند كه مسيرهاي انتقال پيام با واسطه اينتگرين        دريافته

نـشان  . يابـد   فعال شده و افزايش مـي      RGDتغيير داربست با    
 و رشد ءداده شده است كه فعال شدن اين مسيرها منجر به بقا     

  ]. 33[شود  سلول مي
هاي چسبندگي سلولي نشان داد كـه داربـست          نتايج بررسي 

PCL/Gel   ــدرت ــد طراحــي شــده ق ــا پپتي ــر داده شــده ب  تغيي
 طبيعـي دارد و   PCL/Gelچسبندگي بهتري نسبت به داربـست       

توان آن را بـراي تغييـر سـطح زيـست مـوادي كـه قـدرت                  مي
يت پپتيد همچنين اثر قابـل      تثب. چسبندگي پاييني دارد به كار برد     

هاي كـشت داده شـده داشـت كـه ايـن             توجهي بر تكثير سلول   
توانايي در توليد زيـست مـوادي كـه بـراي پزشـكي بـازتواني               

  .شود، بسيار اهميت دارد استفاده مي
 أ از منـش   RGDدراين مطالعه يك پپتيد جديد حاوي توالي        

ــوع   ــلاژن ن ــده   IVك ــال ش ــست فع ــده و روي دارب ــنتز ش  س
PCL/Gel  يك نشانگر يد براي رديابي تثبيت پپتيـد        .  تثبيت شد

ييــد خــصوصيات چــسبندگي أبــراي ت. در تــوالي اســتفاده شــد
نتايج نشان داد كه تثبيـت      .  استفاده شد  MTT آزمونسلولي، از   

پپتيد بر داربست با موفقيت انجام شده است و پپتيد تثبيت شده            
بـا در نظـر     . هدتواند چسبندگي و تكثير سلولي را افزايش د        مي

 توسـط ايـن     PCL/Gelگرفتن نتايج اين مطالعه، تغيير داربست       
پپتيد جديد سازگاري زيستي و قابليت استفاده از اين داربـست           

هـاي بنيـادي و مهندسـي بافـت را افـزايش             را در كشت سـلول    
  . دهد مي

  

  تشكر و قدرداني
اين مقاله مستخرج از رساله دكتري رشته بيوشـيمي بـاليني           

 دانـشگاه تربيـت     دانشكده علوم پزشكي   هاي مالي   حمايت كه با 
  .انجام شده استمدرس 
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