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Abstract 
Aim and Background: This study investigates the biological properties of cyclic RGD peptides being 
covalently immobilized via click chemistry onto alkyne terminated silicon surfaces.  
Material and methods: At first cyclic RGD peptides were reacted with 4-azidophenyl isothiocyanate 
via a specific reaction. The azidated peptide was then covalently immobilized on an alkyne-terminated 
monolayer on silicon surfaces via the Cu (I)-catalyzed 1, 3-dipolarcycloaddition reaction. The surface 
structures of the attached peptide and control surfaces were characterized using X-ray photoelectron 
spectroscopy (XPS) and Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) Spectroscopy. Then after seeding 
human fibroblast cells on the peptide and control substrates, Scanning electron microscopy (SEM) and 
Laser scanning confocal microscopy (LSCM) was used to examine the morphology of human fibroblast 
cells. Adhesion and proliferation of human fibroblast cells on control and modified surfaces were 
analyzed by cell adhesion and (MTS) assay . 

Results: XPS and ATR-FTIR analysis showed the cyclic RGD peptides were successfully immobilized 
on silicon surfaces. Scanning electron microscopy (SEM) and Laser scanning confocal microscopy 
(LSCM) demonstrated that human fibroblast cells homogenously distributed across the peptide-modified 
substrates and had a uniform appearance. Peptide-modified surfaces exhibited substantially superior 
cellular responses compared to those on control surfaces. 

Conclusion: The research may suggest a procedure for the fabrication of biologically active surfaces in 
biosensor platforms. 

Keywords: Cyclic RGD peptide, silicon, covalent immobilization, click chemistry, Iau Science.  
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 RGD سطح یبر رو طور کوالانسیهب شده تیتثب 

  یمیش کلیک روشهب کونیلیس 
 فهیمه شمسی
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 دانشکده شيمي و مهندسي بيومولکولي، دانشگاه سيدني، استراليا 

 دهیچک
شيمي کليک بر روي از طريق  که RGDپپتيد حلقوي حاوي توالي مطالعه بررسي خواص بيولوژيکي  ناي :هدفسابقه و 

 .  نمايد.بررسي مي تثبيت گرديده است کوالانسيطورهسطح سيليکون ب

از طريق يک واکنش  اناتيوسيزوتيا فنل آزيدو -0به  يطور اختصاصهبدر اين مقاله ابتدا پپتيد حلقوي ها: روشمواد و 
منجر به تثبيت کوالانت  مس زگريبا کاتالپپتيد  آزيدوو  نيآلک يدوقطب -3و6 ييزاواکنش حلقهسپس و  گردديمتصل ماختصاصي 

ي و فتوالکترون اسپکتروسکوپ x-rayوسيله هبساختارهاي سطح پپتيد و سطح کنترل  گردد.پپتيد بر روي سطح سيليکون مي
 ،هاي فيبروبلاست بر روي سطوح پپتيد و کنترلکشت سلولبعد از . گرديد بررسي ATR-FTIR ياسپکتروسکوپ نفرارديا
هاي مورفولوژي سلول جهت بررسي (LSCM)ي زريهم کانون ل يروبش کروسکوپيمو ( SEM) يروبش يالکترون کروسکوپيم

وسيله هها بر روي سطوح پپتيد و کنترل بچسبندگي و تکثير سلولسطح پپتيد و کنترل استفاده گرديد. فيبروبلاست بر روي 
 . مورد بررسي قرار گرفت (MTS)آزمون چسبندگي و 

ييد نمودند. أتميزي آطور موفقيتهبوجود پپتيد را بر روي سطح سيليکون  ATR-FTIRو  XPS هايزمايشآ نتایج:
هاي فيبروبلاست نشان دادند که سلول( LSCM) يزريهم کانون ل يروبش کروسکوپي( و مSEM) يروبش يالکترون کروسکوپيم

يکنواختي بر روي سطح پپتيد توزيع صورت زنده و هبمقدار زياد و بهکشيده و تخت هستند  بر روي سطح پپتيد حلقوي انساني
 دارسطوح عامل يبر رو بروبلاستيف يهاسلول يپاسخ سلولنشان داد که ( MTS)و  چسبندگي سلوليآزمون نتايج اند. گرديده

 .استاز سطوح کنترل  ترشيب يريگطرز چشمهب ديشده با پپت

ي بيولوژيک جهت جهت توليد سطوح بيولوژيکي فعال براي تهيه بستر بيوسنسورها ساده يک روشاين تحقيق  گیری:نتیجه
 . نمايدميپيشنهاد  هابيماري تشخيص

  Iau Science. ، سيليکون، تثبيت کوالانسي، شيمي کليکحلقوي،  RGD ديپپتهای کلیدی: واژه

 
 تثبيت سطوح روي بيومولکول يک دائمي يا موقت تثبيت مقدمه

 براي راه ترينسانآ فيزيکي تثبيت. شودمي ناميده سازي
 روش اين اما است سطوح روي پروتئين و پپتيد تثبيت
 اختصاصي غير اتصالات و تصادفي گيريجهت مثل معايبي

 کافي غلظت چنينهم. گرددمي سطوح روي بيولوژيکي ماده
 اما تثبيت. شودنمي ايجاد سطح روي بر بيولوژيکي ماده از

 در زيادي کاربرد جامد سطح روي هابيومولکول پايدار
 دارد بافت مهندسي و بيوچيپ تشخيصي، بيوسنسورهاي
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 باماده بيولوژيکي  تثبيت زمينه اين در موفقيت کليد .(6،7)
 فعاليت حفظ و مخصوص سايت طريق ، ازبالا غلظت

که طوريهب است شده تعيين بستر از فضايي در بيولوژيکي
 يک. بماند باقي نخورده دست نآ فعال يا هدف قسمت
 بودن دسترس در بيومولکولي تداخلات براي مهم فاکتور

 فضايي شکل تغيير براي کافي زاديآ که است هدف مولکول
 RGD ديتپپ (.6-3) باشد داشته سطوح روي هدف مولکول

ها در اتصال به ماتريکس خارج سلولي سکانس ترينمهم زا
 اسيد اسپارتيک و گلايسين، آرژنين مينواسيدآ سه از و است

هاي غالب ليتوايکي از اين سکانس  .است شده تشکيل
هاي ماتريکس در بسياري از پروتئينو است شناساگر سلولي 

-به روش RGD ديس پپتسکان (.0) خارج سلولي وجود دارد
 دهيگرد تيسطوح تثب يبر رو ييايميو ش يکيزيمتعدد ف يها

و گسترش  ريتکث ،يسلول يچسبندگ شيو باعث افزا (5)است 
 يو حلقو يدو فرم خطه ب RGD ديپپت (5) گردنديم يسلول

است و  دارتريپا يبه خطنسبت يحلقو ديپپت وجود دارد و
 .(1) کنديتداخل م αVβ3 نينتگريبا ا ميمستقطور هب

 اين کههستند  يسلول يهارندهيگ نيمتراز مه هااينتگرين
 متصل سکانس اين به و کندمي شناسايي را RGD سکانس

همانند تکثير، رفتارهاي سلولي دربسياري از  و گرددمي
 از بسياري ميان در سکانس اين. دارد تمايز، دخالت

 فيبرونوژن، فيبرونکتين، شامل سلولي خارج هايينئپروت
بعضي از  درو  گرددمي يافت استرپتوپونتين و ويترونکتين

-هاي غشايي افزايش ميها، ميزان بيان اين پروتئينسرطان
 ساخت درتواند مي چنينهم RGD پپتيدبنابراين . (2) يابد
 مورد را تومور هوشمند طورهب که منظوره چند هوشمند مواد

تثبيت هاي روشاکثر . (8) رودکار هب دهندمي قرار هدف
 باعثاين امر ه دارد که کنندنياز به عامل محافظت سازي 

بنابراين . (0) گرددهزينه و پيجيدگي واکنش ميافزايش 
ها و پپتيدها روي ايجاد يک روش ساده براي تثبيت پروتئين

و گردد ي ماده بيولوژيک سطوح که سبب ايجاد غلظت بالا
 و در عين حال فعاليت قسمت بيولوژيکي ان حفظ شود

داشته  يومولکوليجهت تداخلات ب يکاف يزادآهدف،  ديپپت
که روش نجاييآاز . اي برخوردار استاز اهميت ويژه باشد

تواند ژيکي ميبيولومواد مناسب جهت تثبيت شيميايي 
براي توسعه بيوسنسورهاي تشخيصي براي  مناسب بستري

 از شيميلذا در اين مقاله  ،(64) ها باشدتر بيماريبيش
براي تثبيت شيميايي پپتيد  Click chemistry کليک

 شيميشود. حلقوي بر روي سطح سيليکون استفاده مي
-حلقه واکنش براي انتخابي و ثرؤم بسيار روش يک کليک

 جهت مس، کاتاليزگر با آزيد و آلکين دوقطبي -3و6 زايي
 اين. (66 ،67) است آزول تري حلقوي هايترکيب تهيه
 Sharpless توسط 7446 سال در بار اولين براي روش

پذيري تطبيق ،کارايي علتهب شيمي کليک .(63) شد معرفي
هاي واکنش در را زيادي توجهاتان  يبالاپذيري و انتخاب

 کليک شيمي(. 60) است داده اختصاص خودهبکانژوگاسيون 
 محصول به منجر که است آلکين و آزيد بين واکنش

disubstituted 1،2،3-triazole1،5 اين .(61،65)شودمي 
 CuAAC) (Cu catalyzed عنوانبه چنينهم فرآيند

alkyne azide cycloaddition) )است شده شناخته .
 کاتاليزور اغلب و است مس تجزيه بر کليک شيمي اساس

شيمي  (.68،62) است Cu-TBTA مجموعه واکنش اين
علم پزشکي براي تهيه در کاربرد زيادي  کليک

و در تحويل هدفمند داروهاي  بيوسنسورهاي تشخيصي
کليک براي تثبيت از شيمي (. 66،60) داردنانوذرات 

 RGD مينه وآاسيد  66شيميايي يک پپتيد که شامل 
بر  است RADA16و پپتيد بيولوژيک  استپپتيد خطي 
 و بار کهنجاييآ . از(74،76) استفاده شده استروي سطوح 

 و پپتيد سازي تثبيت مراحلدر  مينهآ اسيدهاي واليت
 قرار طرز نهايت در وسطوح نقش اساسي دارد  روي پروتئين
 بيولوژيک فعاليت شده، تثبيت سطوح روي پپتيد گزفتن
که تاکنون نجاييآو از ، دهدمي قرار ثيرأت تحت را پپتيد

به روش شيمي کليک بر  حلقوي  RGDشيمياييتثبيت 
از  مقاله اين در سيليکون گزارش نشده است،روي سطح 

 مينوآ 1 داريکه ( arg-gly-asp-d-phe-val) حلقوي پپتيد
از طريق شيمي کليک بر  استفاده شده است تااست  اسيد

منظور ابتدا روي سطح سيليکون تثبيت شيميايي شود. بدين
 اختصاصي طورهب نشده محافظتصورت هب پپتيد حلقوي فوق

 محصول. گرددمي متصل ايزوتيوسيانات فنل آزيدو -0 به
 بالايي بازده و ندارد سازيخالص و تصفيه به نياز روش اين
 گروه تا گرديد استفاده نوناديان 8 و 6 ازسپس  (.74) دارد

 رب UV نور توسط و مرحله يک طي در را استيلن عاملي
 پپتيد آزيدودر مرحله بعد  .شود ايجاد سيليکون سطح روي

-هب سيليکون سطح روي بر مس حضور درحلقوي 
تثبيت شده روي  پپتيد لايه. گرددمي تثبيتاختصاصي طور

 مورد FTIR و XPS هايتکنيک توسط سطح سيليکون
 فايبروبلاست هايسلول در مرحله بعدگيرد. ميقراربررسي 
عنوان به نوناديان 8 و 6و  حلقوي سطح پپتيد روي بر انساني

 سلولي، چسبندگي مورفولوژي،تا  شدند داده کشتکنترل 
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 بر انساني فيبروبلاست هايسلول تکثير و ماندن زنده توانايي
 .يردگ قرار بررسي موردبيان شده  سطوح روي

  مواد
تمام مواد شيميايي از شرکت سيگما خريداري گرديدند. 

با  (arg-gly-asp-d-phe-val)سکانس پپتيد حلقوي 
هاي گرديد. سلول% از سيگما خريداري 02خلوص 

چنين از هم (HDF; line GM3348)فيبروبلاست انساني 
 سيگما خريداري گرديد. 

انتهای سطح عامل  یرو دیپپت آزیدو ییایمیش تیتثب
 لنیاستدار شده با 

 بر روی سطح سیلیکون انینانود 8و1تثبیت تک لایه 
سيليکون،  سطح روي بر نانوديان 8 و 6 براي ايجاد تک لايه

دقيقه  5سيليکون ابتدا با استون و سپس متانول سطح 
گردد و سپس سطح سيليکون با محلول پيرانا که سونيکه مي

ليتر اسيد ميلي 2ب اکسيژنه و آليتر ميلي 3شامل 
درجه  04دقيقه در دماي  34مدت سولفوريک است به

طرف کردن لايه  منظور بربهگردد. گراد تميز ميسانتي
دقيقه در مجاورت  74مدت هب سيليکوناکسيدي از سطح 

گيرد و در عين حال از گاز قرار ميدرصد  04مونيوم فلورايد آ
مذکور  هيلا ونيداسيتا از اکسشود ارگون استفاده مي

يک لايه اتم هيدروژن روي که در نهايت گردد  يريجلوگ

 3مدت هگيرد. سيس سيليکون بسطح سيليکون قرار مي
زمان تحت جريان گاز نانوديان هم 8 و 6 ساعت در مجاورت

 نانوديان 8 و 6 لايه تک راييآ که خودگيرد نيتروژن قرار مي
 سطح يک و دهدمي را مولکولي منظم ساختار يک تشکيل

 (.67،76) گرددمي ايجاد استيلني شده دارعامل

 فنل آزیدو-4 لهیسوهب دیپپت RGDاصلاح 
 وناتیوسیزوتیا

RGD از که ايزوتيوسيونات فنل آزيدو-0 با حلقوي پپتيد 
( 6 )شکل شودمي داده واکنش است دسترس در تجاري نظر

 به نيازي تنها نه که شود تشکيل اوره تيو پپتيد آزيدو تا
-گروه پوشاندن به نيازي بلکه ندارد سازي خالص و تصفيه

 فنل آزيدو-0گرم ميلي 2 منظور ابتدابدينندارد.  عاملي هاي
متيل سولفوکسايد حل  داي ليترميلي 3 درايزوتيوسيونات 

 6گرم پپتيد در ميلي 5سپس  .(6)محلول شماره شود مي
مول ميلي 5 و پس از افزودنشود ليتر اتانول حل ميميلي

مخلوط  ،6مول محلول شماره ميلي 7،5تري اتانولامين و 
ساعت بهم  70مدت هگراد بدرجه سانتي 32حاصل در دماي 

ليتر دي ميلي 75 بعد از جدا نمودن حلال،شود و زده مي
شود تا پپتيد رسوب داده شود و اتيل اتر سرد اضافه مي

وسيله فيلتراسيون تحت جريان نيتروژن هسپس رسوب ب
  (.74) گرددوري ميآجمع

 
 .دهدمي نشان را ايزوتياسيانات فنيل آزيدو -0 و( arg-gly-asp-d-phe-val) پپتيد بين واکنش. 6 شکل

تثبیت پپتید حلقوی بر روی سطح سیلیکون عامل دار 
 دیان نانو 8 و 1شده با 

واکنش  وسيلههب سپس قبلتهيه شده در مرحله  پپتيد آزيدو
 سطح سيليکون بر رويايجاد شده  نانو ديان 8 و 6لايه با 

شيميايي بر روي سطح  طورهپپتيد ب آزيدوواکنش داده و 
منظور، سيليکون بدين .(7)شکل  گرددمي تثبيتسيليکون 

پپتيد، مس سولفات  آزيدودار شده در مجاورت محلول عامل
-مول( قرار مي 64مول( و سديم اسکوربات ) 6پنتاهيدرات )

-ساعت طول مي 70مدت هواکنش در دماي اتاق و ب گيرد.
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 شودمي کاتاليز مس وسيلههب که حلقوي واکنش و يک کشد
ترتيب با هگزان، ه. سطح سيليکون سپس بگرددمي تشکيل

-هس بپشود و سب شستشو داده ميآاتيل استات، اتانول و 

قرار  pH 7.4 0/2در  EDTAساعت در مجاورت  70مدت 
ب مقطر شستشو آبا  دوبارهگيرد. سپس سطح سيليکون مي

 . (76) شودداده مي

 
 روش شيمي کليک  هسيليکون ب سطح روي بر RGDو پپتيد حلقوي  نانوديان 8و6 لايه تک روش تثبيت .7شکل

ray X- فتوالکترون اسپکتروسکوپی 
x-ray سطح  زيآنال کيتکن کيي فتوالکترون اسپکتروسکوپ

کند. يسطح را فراهم م يبيو ترک ييايمياست که اطلاعات ش
 زيآنال يبرا يالکترون ينيبفيبه نام ط يروش در موارد نيا

 Electron Spectroscopy for Chemicalييايميش
Analysis يبا نام اختصار ESCA، در  .شوديشناخته م زين

امکان  ميليو ه دروژنيه ءعناصر جز طيف روش تمام نيا
يک منبع ، ESCALAB 220iXLوسيله اسپکترومتر هب
دست هو يک ردياب چند کاناله ب Al KRنوکروماتيک وم
 64-1ز تر ادرجه و در فشار کم 04ها در زاويه . طيفندمدآ

  (.35) مدآدست هپاسکال ب

 ATR-FTIR  اینفرارد اسپکتروسکوپی
ATR-FTIR  يپر قدرت برا يبه عنوان روشاسپکترومتر 

 يوندهايپ ،يآل هايبيترک ييساختار و شناسا نييتع
-هب يو ساختار مولکول يعامل يهاگروه ييو شناسا ييايميش

و  cm-1 0444-144 دامنه طيفي ها در طيف .روديکار م
 (. 75) شدند وريآجمع cm-1 0وضوح طيفي 

 های فیبروبلاستسلول کشت سلولی
استفاده انساني  بروبلاستيف ايهمرحله از سلول نيدر ا

 جنين سرم غني شده با DMEMدر محيط  که گردد يم
 /سيلينپني  6V/V% و  FBSو حجمي  %64 گاو

 کيدر  گراديدرجه سانت 32 ياسترپتومايسين در دما

 .شوند يکشت داده م CO%  5اتمسفر مرطوب با غلظت 
وسيله تريپسين ههاي فايبروبلاست از محيط کشت بسلول

خانه حاوي  1هاي به پليتو جدا شده دقيقه  5مدت هب% 75
سيکليک پپتيد   RGDونانوديان  8 و6سطح سيليکون که با 

  (.5،76) شوداضافه مياند دار شدهعامل

 آزمون چسبندگی سلولی
سلول فايبروبلاست انساني بر  5× 645 در اين آزمايش حدود

دار عاملپپتيد حلقوي RGD روي سطح سيليکون ويفرکه با 
-يماستفاده عنوان سطح کنترل به انينانود 8 و 6و  اندشده
 8،70، 7براي فواصل زماني مختلف )زمون چسبندگي آ. شود

. بعد از فاصله زماني مشخص کشت ( ساعت ادامه دارد08 و
ها، سطح سيليکون با فسفات بافر دو بار شستشو داده سلول

 آزيدوهاي فيبروبلاست از سطح سيليکون شود. سلولمي
وسيله تريپسين جدا شده و تعداد هبپپتيد و سطح کنترل 

توسط ميکروسکوپ نوري و هموسايتومتر شمارش  هاسلول
 .(5) گرددزمون سه بار تکرار ميآگردند. اين مي

 آزمون فعالیت متابولیک سلولی 
 70هاي به پليتسلول  5× 645 کمابيش زمايشآدر اين 

پپتيد  آزيدودار شده با سيليکون عامل که حاوي ويفرخانه 
 .شودمي استفاده عنوان کنترلبهنانوديان  8 و 6و است 
درجه در  32در  FBS %64حاوي ها در محيط کشت سلول

سپس در شوند. کشت داده مي  CO2%5انکوباتور حاوي 
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ها ، ويفر سيليکون( ساعت08 و 70) هاي مشخص شدهزمان
شوند و سپس در محيط سه بار شستشو مي ،PBS با بافر

 گردند.ور مياست غوطه  MTT% 74کشتي که شامل 
شود و سپس جذب در مدت يک ساعت انجام ميهب واکنش

  (.0،76) گرددنانومتر ثبت مي 004

 یروبش یالکترون کروسکوپیم
بررسي براي  SEMي يا روبشي الکترون کروسکوپمي

-هها ب. بعد از کشت سلولاستفاده گرديدها نمونهمورفولوژي 
ر شده با پپتيد ادعاملساعت روي سطح سيليکون  08مدت 

شده روي  چسبيده فايبروبلاست هايسلول نانوديان، 8 و 6 و
 7براي مدت لدئيد آگلوتار  V/V%5/7سطح سيليکون با 

منظور هشوند. سپس بدرجه فيکس مي 32ساعت در دماي 
 ترتيب درهبدقيقه  64مدت هب هاب از نمونهآجدا کردن 

شوند و بعد از خشک ميصد در 644و  04، 84، 24 اتانول
  (.76) شوندها با طلا پوشيده ميکردن کامل نمونهخشک 

 یزریهم کانون ل یروبش کروسکوپیم
براي تعيين   Niconيا  کانون ميکروسکوپ ليزري هم
يک ديود پالس گردد. ها استفاده ميقابليت زتده ماندن نمونه

 limboليزري براي انجام فلورسنت ميکروسکوپي در حالت 
 PBSپروپوديوم يدايد و فلورسين دي استات در بافر  است.

ساعت مورد  08بعد از ها براي ارزيابي زنده بودن سلول
-ههاي فلورسنس شده با قرمز بگيرد. سلولاستفاده قرار مي

هاي عنوان سلولههاي سبز بهاي مرده و سلولسلولعنوان 
  (.0) زنده هستند

 ماریآ هایهمطالعا
هر تست سه بار تکرار شده است. نتايج هر تست بر اساس 

منظور مقايسه بهانحراف معيار بيان شده است.  ± ميانگين
دار معني p <45/4 و استفاده شد t-testزمون آها از ميانگين

 در نظر گرفته شد. 

 نتایج
 آزیدودار شده با عامل کونیلیسطوح سبررسی سطح 

  XPSبا  دیپپت
روش از( ايکس اشعه فوتوالکترون سنجي طيف) XPS آناليز
 آناليز نظر نقطه از مواد سطح بررسي براي سطحي آناليز هاي

. است پيوندي حالت تعيين و شيميايي ترکيب عنصري،
 که شودمي محسوب غيرمخرب هايروش جزء XPS تست

 XPS  طيفنتايج  3شکل  .کندنمي وارد نمونه به آسيبي

 8 و 6دار شده با سيليکون عاملدست امده از سطح هب
وجود دهد که را نشان مي RGD و پپتيد حلقوي ،نوناديان

دار املعدر سطح سيليکون سيليکون، کربن و اکسيژن را 
-که مطابق با گزارشنمايدييد ميأتنوناديان  8 و 6شده با 

 8و  6با دهنده تثبيت و نشان استمقالات ديگر  هاي
مقدار وجود  (.74،77است )بر روي سطح سيليکون  انينوناد
جذب کم اکسيژن توسط سطح سيليکون علت به اکسيژنکم 

  (.77است )

 يميروش شهب RGDحلقوي  ديپپت ييايميش تيبعد از تثب
 کون،يليجود س، و XPSطيف سيليکون، سطح يبر رو کيکل

دهنده که نشان کنديم دييأرا ت تروژنيو ن ژنيکربن، اکس
 کيبار فيط (.73است )وجود پپتيد بر روي سطح سيليکون 

Si2p را در  دياکس کونيليسطح و عدم وجود س تيفيک
 ديپپت آزيدوو  انينوناد 8 و 6 دارشده باعامل کونيليسطح س

 eV نيب کيپ کي صورتنيا ري. در غدهدينشان م بيترتهب
  (.70) شديم دهيد 640و  647

به از اتصال شيميايي پپتيد نسبتنسبت طيف کربن بعد 
-يابد که نشاننوناديان افزايش مي 8 و 6طيف کربن در 

واسطه پپتيد روي سطح هدهنده افزايش مقدار کربن ب
طيف اسکن باريک کربن يک  (.74،75است )سيليکون 

گروه کربني  5علت وجود هدهد که بساختار غني را نشان مي
که مربوط به  eV7/780 . يک پيک دراستن آدر ساختار 

. پيک انرژي در ناحيه استسيليکون  حاتصال کربن به سط
eV  8/780  استکربن در پپتيد  –مربوط به باند کربن .

 (C\N)توان به گروه را مي eV 781پيک انرژي درناحيه 
  (.74) پپتيد نسبت داد

پپتيد سبب ايجاد يک پيک  (O_C\O) يا  (O_C\N) گروه 
يک پيک  eV 780 شود. در ناحيه مي eV 3/788در ناحيه 

اسپارتيک  N C ( O) O که در نتيجه حضور گروه است
  (.76،71،72است )اسيد 

چنين بعد از اتصال شيميايي پپتيد يه سطح سيليکون، هم
دهنده شود که نشاناضافه ميXPS پيک نيتروژن به طيف 

ه . اين پيک درناحياستوجود پپتيد بر روي سطح سيليکون 
eV 044  براي (.78است )زاد گروه آهاي مينآمربوط به 

-اندازه متدها از يکي سطوح، روي بر پپتيد غلظت محاسبه
 اين در که است کربن اتم نسبت به نيتروژن اتم نسبت گيري

چنين بعد از مد. همآدست هب N/C 72/4  نسبت مطالعه
اتصال شيميايي آزيدو پپتيد حلقوي به سطح سيليکون، 
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مربوط به  eV 36/537ايجاد پيک انرژي اکسيژن در ناحيه 
مده وجود آدست هنتايج ب (.70است )پپتيد  O_C\Nگروه 

-به جينتانمايد. ييد ميأپپتيد را بر روي سطح سيليکون ت

 فيمشابه ط ياجزا يگزارش شده برا ريبا مقاد مدهآدست 
 (. 76،71) ت زيادي داردمطابقپپتيدها بر روي سطوح 

 
 دهد.مي نشان را( b)پپتيد و( a)نوناديان 8 و6 سطح روي بر XPS طيف. 3 شکل

 

 
 دهد.کربن، نيتروژن و اکسيژن را نشان مي  XPSطيف اسکن باريک  .0شکل 

 آزیدو با شده دار عامل سیلیکون سطوح سطح بررسی
 ATR-FTIR با پپتید
-ATRنتايج حاصل از اينفرارد اسپکتروسکوپي  5شکل 
FTIR  بعد از شيمي کليک پپتيد حلقوي دهد نشان ميرا
RGD  باند آميد ،I ناحيهبا شدت کم در  cm-16134  يک و

مربوط به باند اميدي که cm-1 3784 يدر حوال گريد کيپ
 بتاصفحه  ساختار فضايي دوم پپتيد به فرمدهنده نشان است

 cm-1 ناحيه با شدت متوسط در II اميد نوعباند . است
ن است که آحاکي از شواهد  (.73،34) شودديده مي 6554

و روماتيک آ، گروه نزحلقه بن ،جذب استيلنباند مربوط به 
 II آميد و I آميد لانين با باندآمينه فنيل آگروه فنيل اسيد 

 کند و قادر نيست پيک مجزا ايجاد نمايدپوشاني ميهم
تثبيت پپتيد روي سطح دهنده نشان هااين پيک (.36)

 (.73است ) سيليکون
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 دهد.سيليکون نشان مي حرا روي سط RGDحاصل از شيمي کليک پپتيد حلقوي  FTIR جنتاي .5 شکل

های فایبروبلاست انسانی به سطوح پاسخ سلول
 RGDدار شده با پپتید حلقوی سلیکون عامل

نوناديان و  8 و 6بر روي ي فايبروبلاست انساني هاسلول
تا  پپتيد در شرايط بدون سرم کشت داده شدند آزيدو

هاي سلول تعداد. ها مورد بررسي قرار گيردنآ عملکرد
پپتيد  آزيدونوناديان و  8 و 6 فايبروبلاست چسبيده به سطح

طور همان( ساعت بررسي گرديدند. 08و 70 ،8 ،7) بعد از
ها چسبندگي و تکثير سلول گرددمشاهده مي 1 که در شکل

در مقايسه با سطوح نوناديان  8 و 6 بر روي سطوح کنترل
. در واقع تعداد استتعبيه شده با پپتيد بسيار محدودتر 

دار شده با پپتيد عاملهاي چسبنده بر روي سطوح سلول
-اندازههاي در تمام زمان کمابيشو  ساعت اول 7در  حلقوي

تر از سطوح کنترل سه برابر بيش يتقريبطور بهگيري شده 
چسبيده بر  هياول يهادر تعداد سلول ريگتفاوت چشم. است

رويدادهاي دهد که نشان مي RGD يحلقو ديپپتروي 
سازد با اتصال اينتگرين که چسبندگي سلول را ممکن مي

دهد. مقدار زياد سلول چسبيده بر روي سطح پپتيد رخ مي
پپتيد خطي که  استقبلي  هاي هتر از مطالعبيشاين نتايج 

RGD است لانسي به سطوح متصل شده بود اصورت کوهب
(0).   

 
تست سه بار هر  دهد.ساعت نشان مي (08و 70، 8، 7)هاي زماني متفاوت نوناديان و پپتيد روي سطح سيليکون در دوره 8و  6چسبندگي سلول به . 1 شکل

طور ههاي چسبيده به سطح پپتيدي در تمام مقطع زماني بتعداد سلولشده است. انيب اريانحراف مع ±نيانگيهر تست بر اساس م جيتکرار شده است. نتا
 .  است***(   > P 446/4) تر از سطح کنترلداري بيشمعني
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ها بر روي سطح پپتيد از عملکرد سلولتر بيش بررسيبراي 
هاي زنده را ثير سلولکتگردد تا استفاده مي MTTزمون آ

 آزيدونوناديان و  8 و 6شده با  دار)عاملروي دو سطح 
زمون آساعت بررسي نمايند. نتايج  08و  70در پپتيد( 
MTT ورده شده است. همانآ 2 سطح در شکل بر روي دو-

در  هاي فايبرو بلاستبينيد سرعت تکثير سلولطور که مي
دار شده با بر روس سطوح عامل هاي بررسي شدهتمام زمان

است سطوح کنترل  تر ازنيم بيش برابر و دوپپتيد حلقوي 
 که است يقبل هايهاز مطالعتر چنين بيشکه اين نتايج هم

صورت کوالانسي به سطوح متصل هب RGDپپتيد خطي 
  (.0است )شده بودند 

هاي مورفولوژي، چسبندگي و گسترش سلولدر مرحله بعد، 
فيبروبلاست انساني بر روي دو سطح پپتيد حلقوي و سطح 

مورد بررسي  يروبش يالکترون کروسکوپيم کنترل توسط
گردد مشاهده مي 8طور که در شکل گرفت. همان قرار

هاي فايبروبلاست انساني چسبيده بر روي سطوح سلول
هاي طولاني و داراي دندريتدار شده با پپتيد حلقوي عامل

ها تماس نزديکي با سطح گسترش يافته هستند و بدن سلول
 هاسلول که بر روي سطح کنترلپپتيد دارند. در صورتي

اي رشد ها اندک و شکل دايرهنآاند و تعداد درست نچسبيده
 نيافته دارند. 

 
 اريانحراف مع ± نيانگيهر تست بر اساس م جياتن دهد.ساعت نشان مي 08و  70را بعد از  ديو پپت انينوناد 8و  6به هاي زنده روي سطح . تعداد سلول2شکل

 . است***(  > P 446/4از سطح کنترل ) ترشيب يداريطور معنهب يدر تمام مقطع زمان يديسطح پپتي زنده روي هاشده است.تعداد سلول انيب

 

 
ساعت  08را بعد از ( b) دي( و پپتa) انينوناد 8 و 6سطح  يرو بر هاي فيبروبلاسترا از سلول SEM يروبش يالکترون کروسکوپيحاصل از م تصاوير. 8 شکل

 .دهدينشان م

بر روي هم کانون  يکروسکوپيکانفوکال متصاوير حاصل از 
مورد  ساعت 08سطوح کنترل بعد از سطح پپتيد حلقوي و 

هاي فايبروبلاست بعد از سلول(. 0)شکل بررسي قرار گرفت
صورت کشيده و طويل هب زنده تعداد زيادي سلولساعت  08

توزيع  بر روي سطح پپتيد حلقوي طور يکنواختيهبشده 
هاي کمي از سلولخيلي تعداد که در صورتياند. گرديده

 خت بر روي سطحطور غير يکنواهو ب زنده فيبروبلاست
-هبا مطالعحاضر مطالعه نتايج مقايسه . شودکنترل ديده مي
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صورت کوالانسي بر روي هب RGDخطي  ديپپت قبلي که هاي
 يهاسلول يپاسخ سلولدهد سطوح متصل شده بود نشان مي

حلقوي  ديدارشده با پپتسطوح عامل يبر رو بروبلاستيف

RGD که با  استاي بهتر از سطوحي طور قابل ملاحظههب
 (.0) انددار شدهعامل RGDپپتيد خطي 

 

 
 .دهديساعت نشان م 08( را بعد از b) دي( و پپتa) انينوناد 8 و 6سطح  يبر رو بروبلاستيف يهارا از سلول يکروسکوپيحاصل از کانفوکال م ري. تصاو0 شکل

 بحث 
بر روي  هاي فايبروبلاست انسانيمنظور بررسي اثر سلولهب

نوناديان بر  6،8ابتدا لايه منومري ، RGD پپتيد حلقوي
پپتيد  آزيدوسپس روي سطح سيليکون ايجاد گرديد و 

 تثبيت کليک شيمي طورهحلقوي بر روي لايه مذکور ب
را وجود پپتيد   FTIRو   XPS هايزمايشآنتايج گرديد. 

مورفولوژي، سپس ييد نمود. أبر روي سطح سيليکون ت
هاي ثير سلولتوانايي زنده ماندن و تک سلولي، چسبندگي

مورد  انينوناد 6،8و  ديسطح پپت يبر روفيبروبلاست انساني 
سلولي اولين رويداد در قدرت چسبندگي  .بررسي قرار گرفت

( 6)زير توسط سه عامل و  پاسخ سلول به زيست ماده است
( در دسترس 7و ليگاند )رسپتور بين براي اتصال ميل ذاتي 

 ازادي عمل سوبسترا و ليگاند (3)ند روي سطح و گادن ليوب
  گردد. کنترل مي يگرهمدبراي اتصال به 

به سطوح  يانسان بروبلاستيفا يهاپاسخ سلول جينتا
نشان داد که پاسخ  يحلقو ديدار شده با پپتعامل کونيسل

شده  دارعامل وحسطبر روي  بروبلاستيف يهاسلول يسلول
از سطوح  ترشيب يريگطرز چشمهبRGD حلقوي ديپپتبا 

 ،هاي تعيين کننده پاسخ سلولييکي از عامل. استکنترل 
 يش. افزااستتراکم و غلظت پپتيد بر روي سطح سوبسترا 

غلظت پپتيد بر جهت تعيين  N/Cنسبت نيتروژن به کربن 
 هايهمطالع جهينت .(37) رودکار ميهب روي سطح پپتيد

سطح و  يرو ديغلظت پپت نيب ميارتباط مستق کي يقبل

را  يسلول ريو تکث يزنده ماندن سلول ،يسلول يچسبندگ
در  N/Cبه کربن  تروژنينسبت ن (.33،30) نشان داده است

 تروژنينسبت ن، يقبل قاتيدر تحق است و 72/4 اين تحقيق
 EDCلينکر  روشهب RGD  پپتيد خطيدر  N/Cبه کربن 

 (74) 71/4 کليکروش شيمي هو ب NHS  (35 )70/4و
 RGDحلقويکه غلظت پپتيدنظر به اين است.گزارش شده 

 هايهدر مطالع RGD يخط ر اين مطالعه و غلظت پپنيدد
، ولي پاسخ استمشابه  کمابيشسيليکون روي سطح قبلي 

 يخطبهتر از پپتيد  RGDسلولي بر روي پپتيد حلقوي 
RGD بهتر در دسترس بودن  دليلتواند بهکه مي است

که سبب ارائه و عرضه بهتر ليگاند  RGD يحلقو ديپپت
RGD و در نهايت  شودها ميهاي اينتگرين سلولبه گيرنده

طور که در همان. شودسبب افزايش پاسخ سلولي مي
قبلي ذکر شده است لينکر نقش مهمي در  هايتحقيق

دسترس قرار دادن سايت هدف به رسپتورهاي اينتگرين 
 پپتيد شدن عرضه بهتر منظورهقبلي ب هايهدر مقال (.5) دارد

 اسيد 0 شامل که مينهآ اسيد 2 از اينتگرين به RGD خطي
 لينکر عنوانبه است گلايسين مينهآ اسيد 3 و لانينآ مينهآ

 اين در حلقوي پپتيد غلظت ، از طرف ديگرشودمي استفاده
 قبلي هايهمطالع درخطي  پپتيد غلظت با کمابيش مقاله
 شامل که تحقيق اين در سلولي پاسخ ولي است مشابه

 زنده هايسلول تعداد و مورفولوژي تکثير، سلولي، چسندگي
 پوشيده RGD خطي پپتيد با که است سطوحي از تربيش
حفظ فعاليت دهنده چنين نشاناين نتايج هم. اندشده
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بر روي سطح  روش شيمي کليکهبپپتيد حلقوي بيولوژيکي 
  .است سيليکون

 يحلقو RGDافزايش پاسخ سلولي بر روي سطوحي که با 
پذيري و در انعطافعلت ممکن است بهاند پوشيده شده

خطي  RGDبه حلقوي نسبت RGDدسترس بودن بهتر 
اسيدهاي  گيريساختاري و جهت هايتغيير (.31است )

را در شناسايي  يمينه در ساختار پپتيد نقش اساسآ
-قبلي نشان داده هايهمطالع(. 32) کندرسپتورها اعمال مي

تري براي اتصال به افينيتي بيش حلقويپپتيد RGD اند که 
که  خطي دارد RGDرسپتورهاي اينتگرين در مقايسه با 

ثرتري به ؤطور مهرسپتورهاي اينتگرين بگردد باعث مي
RGD  از طرف ديگر قابل انعطاف متصل گردند. حلقوي
را غيرپايدار نآ يخط RGDساختار سه بعدي پپتيد بودن 

حلقوي RGD  ساختار سه بعديکه در صورتي، سازدمي
گردد اتصال ميسبب گردد و پپتيد مي ساختار باعث پايداري

 ي گرددخط RGD پپتيد ثرتر ازؤن به اينتگرين مآ
(38،30.)  

 علتهبي ممکن است خط RGD پپتيد کاهش پاسخ سلولي
 رسپتوروسيله هبليگاند قرار نگرفتن مناسب  در دسترس

ثر بين ليگاند و رسپتور ؤم هايکه باعث کاهش اتصالباشد 
ي خط RGDثر در ؤمحدوديت تعداد باندهاي مگردد. مي

اين  کهگردد باعث کاهش چسبندگي سلول به سطوح مي
 دگردهاي چسبيده بر روي سطح ميمانع گسترش سلولامر 

کننده پپتيد  هاي تثبيتدر بعضي تکنيکچنين هم. (04)
تغيير قابل توجه در ساختار فضايي ، طريق شيمياييهب

سبب اي طور قابل ملاحظههدهد که برخ مياينتگرين 
بنابراين  .گرددکاهش افينيتي بين رسپتور و ليگاند مي

قسمت کمي از پپتيد جذب شده روي سطح از نظر ساختار 
 سلولي در دسترس استفضايي براي رسپتورهاي چسبندگي 

بر ها گسترش سلولگردد. که باعث کاهش پاسخ سلولي مي
 اتصال هايسايت توزيع و به تعداددار شده عامل ي سطحرو

 (.07،06) بستگي داردها نآدسترسي بودن  يتقابل و پپتيد
سطوح  يبر رو بروبلاستيفهاي سلولگسترش  بنابراين

روي ليگاندها بر تري از بيش دادتعممکن است  حلقوي ديپپت
که نيروي کششي و متصل شوند  پپتيد با رسپتورهاي سلولي

 را سلوليساختار  گسترشجهت لازم پشتيباني مکانيکي 
اي براي اگر چه اين نتايج روش بهينه (.30) دنکنميفراهم 

اتصال پپتيدهاي بيولوژيک و حلقوي رابا بازده بالا بر روي 
-بيشهاي زمايشآدهد، ولي دار شده نشان ميسطوح عامل

ييد اين کارايي بيولوژيکي اين سطوح ضروري أتري جهت ت
 است. 

 گیرینتیجه
 فنل آزيدو -0با RGD  پپتيد حلوي حاوي سکانس

 آزيدودهد و طور اختصاصي واکنش ميهب اناتيوسيزوتيا
طور اختصاصي با گروه استيلن هکند که بپپتيد ايجاد مي

تثبيت دهد و سبب روي سطح سيليکون واکنش مي
-گردد. آزمايششيميايي پپتيد بر روي سطح سيليکون مي

وجود پپتيد را بر روي سطح  ATR-FTIRو  XPS هاي
کشت سلولي نشان داد  هايآزمايشييد نمودند. أسيليکون ت

افزايش  که پپتيد تثبيت شده بر روي سطح سيليکون باعث
پاسخ سلولي که شامل )مورفولوژي، قابل ملاحظه 

 هاي فيبروبلاست(تکثير و زنده ماندن سلولچسبندگي، 
ييد أت هايگردد. اگرچه آزمايشبه سطح کنترل مينسبت

-زمايشآد که اين سطوح زيست سازگار هستند ولي کننمي
ها در نآکه کارايي منظور اينهبتري نياز است بيش هاي

 ييد گردد. أکاربردهاي پزشکي و تشخيصي ت

  سپاسگزاری
از دانشگاه مهندسي مولکولي دانشگاه سيدني و همکاراني که 

 در اين پروژه مرا کمک کردند بسيار سپاسگزارم. 
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