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Evolution of M13 Bacteriophage and RGD Peptide Effects 
on Induction of Angiogenesis and Regenerative Potential of 
Mouse Primary Lymph Node Fibroblasts

[1] Chemisorbed poly (propylene sulphide)-based copolymers resist biomolecular ... [2] 
Surface engineering approaches to micropattern surfaces for cell-based ... [3] The 
extracellular matrix as a cell survival ... [4] The extracellular matrix guides the orientation 
of the cell division ... [5] Regional fibronectin and collagen fibril co-assembly directs cell 
proliferation and microtissue ... [6] Extracellular matrix revisited: Roles in tissue ... [7] 
Extracellular-matrix-based and Arg-Gly-Asp–modified photopolymerizing hydrogels for 
cartilage tissue ... [8] Decoration of RGD-mimetic porous scaffolds with engineered and 
devitalized extracellular matrix for adipose tissue ... [9] Engineering of M13 bacteriophage 
for development of tissue engineering ... [10] Enhanced cartilage tissue engineering by 
sequential exposure of chondrocytes to FGF‐2 during 2D expansion and BMP‐2 during 3D ... 
[11] Biological response to a synthetic ... [12] Transforming growth factor-β in stem cells 
and tissue ... [13] Angiogenic growth factor synergism in a murine tissue engineering model 
of angiogenesis and ... [14] Delivery of basic fibroblast growth factor (bFGF) from 
photoresponsive hydrogel ... [15] Reproducible isolation of lymph node stromal cells 
reveals site-dependent differences in fibroblastic reticular ... [16] RGD-peptides for tissue 
engineering of articular ... [17] Genetically engineered nanofiber-like viruses for tissue 
regenerating ... [18] Engineered phage nanofibers induce ... [19] Fabrication of engineered 
M13 bacteriophages into liquid crystalline films and fibers for directional growth and 
encapsulation of ... [20] Wound healing: An ... [21] Melanoma-stroma interactions: Structural 
and functional ... [22] Modulation of proliferation and differentiation of human bone 
marrow stromal cells by fibroblast growth factor 2: Potential implications for tissue 
engineering of tendons and ... [23] Bone marrow mesenchymal stem cells and TGF-β 
signaling in bone ... [24] TGF-β-induced epithelial to mesenchymal ... 

Aims One of the most important regenerative medical purposes is the production of alternative 
tissues with proper function. Fibroblast cells are one of the most important types of cells in the 
repair process that also play a role in the formation of blood vessels. Stimulation of fibroblastic 
cells requires the appearance of external signals to begin the proliferation and recall of other 
cells, as well as angiogenesis. The aim of this study was to investigate the effects of M13 in 
combination with RGD peptide on fibroblastic cells.
Materials and Methods For this study, M13 bacteriophage was first amplified and isolated. 
Then RGD peptide was synthesized and purified. Then, isolated mouse fibroblastic cells were 
culture on surfaces coated with M13 bacteriophage, bacteriophage M13 and RGD, gelatin, 
and surfaces without coated as a control for 48 hours. MTT assay was used to measure the 
proliferation and survival of cells, and then the expression of FGF-2, TGF-β1 and VEGF-A genes 
was measured by real-time PCR.
Findings The results of this study showed that the M13 and RGD bacteriophage increased cell 
proliferation and the fibroblast cell survival rate. In addition, expression of FGF-2, TGF-β1 and 
VEGF-A genes in cultured fibroblasts on the M13 and RGD bacteriophages surface increased 
significantly.
Conclusion Our research showed that scaffolds of M13 bacteriophage and RGD peptide are 
nontoxic and bio-compatible so they can be a suitable candidate for induction of repair and 
angiogenesis in tissue engineering.
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  چکيده
ا های جایگزین بترین اهداف پزشکی بازساختی، تولید بافتیکی از مهم اهداف:

ها در ترین انواع سلولهای فیبروبلاستی یکی از مهمعملکرد صحیح است. سلول
های فرآیند ترمیم هستند که در تشکیل عروق خونی نیز نقش دارند. تحریک سلول

نیاز  ها و همچنین آنژیوژنزکثیر و فراخوان دیگر سلولفیبروبلاستی برای شروع ت
های بیرونی مناسب دارد. هدف از مطالعه حاضر بررسی اثرات به سیگنال
  .استهای فیبروبلاستی روی سلول RGDدر ترکیب با پپتید  M13باکتریوفاژ 
تکثیر و جداسازی شد.  M13دا باکتریوفاژ تبرای این مطالعات، اب ها:مواد و روش

های فیبروبلاستی سلول در ادامهشد سازی سنتز و خالص RGDسپس پپتید 
، M13شده با باکتریوفاژ روی سطوح پوشش داده، شده از موشجداسازی
ساعت کشت داده ٤٨مدت ، ژلاتین و سطوح کنترل بهRGDو  M13 باکتریوفاژ

 صورت MTTها تست گیری میزان تکثیر و بقای سلولشد. سپس برای اندازه
 وسیلهبه VEGF‐A و FGF‐2، TGF‐β1های گرفت و پس از آن میزان بیان ژن

  گیری شد.اندازه (PCR	Real‐Time)ای پلیمراز در زمان واقعی واکنش زنجیره
 موجب RGDو  M13 نتایج مطالعه حاضر نشان داد که سطح باکتریوفاژ ها:یافته

. روبلاست گشته استهای فیبماندن سلولافزایش تکثیر سلولی و میزان زنده
های در سلول VEGF‐A و FGF‐2، TGF‐β1های نعلاوه بر این، بیان ژ 
دار طور معنیبه RGDو  M13 باکتریوفاژ حشده روی سطفیبروبلاست کشت داده

  افزایش یافت.
 M13هایی از جنس باکتریوفاژ نشان داد که داربست حاضر تحقیق گیری:نتیجه

 توانند کاندید مناسبیمیسازگاربودن یت و زیستدلیل عدم سمبه RGDو پپتید 
  ترمیم و آنژیوژنز در مهندسی بافت باشند. یبرای القا
  و مهندسی بافت RGDپپتید  ،M13باکتریوفاژ  ،فیبروبلاست ها:کلیدواژه
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  مقدمه
از  یفناور  یهانهیاز زم یار یدر بس یستیمواد ز یخت و طراحسا

 تیبافت از اهم یهای مهندسوسنسورها و داربستیجمله داروها، ب
اس یشده تا به امروز در مقفیتعر یهابرخوردار است. مدل یادیز
دها، یتپپ مانند یستیمواد ز گیتاز افته است. بهینانو توسعه  ورو یکم

ها مورد ساخت داربست یس برایکهای ماترنیروتئپا یمرها یلپ
  .[2	,1]رفته استگاستفاده قرار 
رشد  (ECM) یس خارج سلولیکماتر یها روثر سلولکدر بدن، ا

و  یبر یف یهانیروتئپاین ماتریکس شامل  نند.کیم
ن ماندزنده یبرا یط ضرور یمح یکها است و انیکلگنویوآمیکلگ

مانند  یسلول یتارهارف یرو ECM کند.ها فراهم میسلول
 ییایمیوشیهای بنالیگق سیز از طریر و تمایثک، تیسلول گیسبندچ
راهم را ف یبعدسه یکروتیکط میذارد و محگیر میتاث یکیزیا فی
  .3]‐[5شودیم یرشد سلولموجب ه کند کیم

 یبرا یمصنوع ECM یکجاد یا یبرا یادیز یهاتلاش اخیراً 
مرها و مواد یلپن امر از یا یبرابافت در حال انجام است.  یمهندس

 و یکیزیخواص ف، یعال یار گر با ساز یذپبیتخرستیز یستیز
سبنده مانند چ یهانیروتئپ .[6]مناسب استفاده شده است ییایمیش
 یر سلولیثکو ت گیسبندچدر  ین نقش مهمینین و لامیتکبرونیف
له یوسهب پستانداران یهااز سلول یار ی، بسیلکطور نند. بهکیفا میا

موجود  یهانیروتئپن خود با یروتئپرنده گین یم بیارتباط مستق
ن یتکبرونیف یاصلتور کفاشوند. یمتصل م ECMداربست به  یرو
 یکارتپآسدیاس -نیلاسگ -نینژ آر دیتپپاتصال سه  یس برایکماتر

(RGD) یدهایتپپ یدارا یهاسیکن ماتریرود. بنابراکار میه ب 
RGD ندنک کمکها ح سلولیو رشد صح گیسبندچتوانند به یم، 
د ر کعمل یمتصل به آنها دارا یهاه سلولکشوند ین باعث مینچهم
  .[8	,7]ح باشندیصح

 ها به سمتبافت و ساخت داربست ینه مهندسیر در زمیمطالعات اخ
 لیدلهرا بیش رفته است زپیهای زیستی استفاده از داربست

ار یها بسنآبه  ایمنی بدن سیستماسخ پها، ن داربستیبودن ایعیطب
ل کبا ش ییایترکروس بایو یک ،M13 ژوفایترککمتر است. با

ان ستاندار پ یهاسلول هیچ ضرری براین رو یاست و از ا یبر ینانوف
تواند یم M13 ژوفایترکه باکنشان داده است  یندارد. مطالعات قبل

 ییامیا شی یکینتژ صورت مورد نظر ما را به یهانیروتئپاز  یار یبس
 M13 یهاژ وفایترکن، بایا بر سطح خود داشته باشد. علاوه یرو
بر در یعنوان نانوفبه یراحتتوانند بهیخود م یساختار  یژگیعلت وبه
مورد استفاده قرار  یبعدا سهیصورت دو رند و بهگی هم شکلنار ک
 ژوفایترک، بایاتینانومواد عمل ییر در شناسایاخ یهاشرفتپیرند. گی
رده ک یمعرف کیزشپ ینه مهندسید در زمیفرصت جد یکوان عنرا به
  .[9]است
 تور رشدکو فا TGF‐β1 اختصاره به ک١ -ردهنده بتاییتور رشد تغکفا
ر یثکشود، در تیده مینام FGF‐2ه به اختصار ک ۲ -بروبلاستیف
ن یتکبرونین و سنتز فین، الاستژ لاکد یتول یکها، تحربروبلاستیف

  .[10]دارند ینقش اساس
 FGF‐2و  TGF‐β1ه کذشته نشان داده شده است گدر مطالعات 

ه و ان داشتیش بیافزا محیط زنده""شرایط  ب بافتی، دریس از آسپ
ب یه در آن آسکضعی ن عوامل رشد در استرومای موین اینچهم

 شوند. بررسییها مش مهاجرت سلولیافزا موجباتفاق افتاده است، 
ه آنها در ک [12	,11]است نشان داده محیط زنده""ن عوامل رشد در یا
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ه یمراحل اول یس نقش دارند و برایکماتر یهاولکم سنتز مولیتنظ
  .[14	,13]هستند یاتیو بهبود زخم ح

 یبا هدف طراح ی بافتنه مهندسیزمقات در یاز تحق گیبخش بزر 
 یهابافت یکنژ وژیل آنیتانسپبهبود  یبرا ییهاژیاسترات
های زیستی، انجام شده است. با استفاده از داربست شدهیمهندس
 یال عروقیتور رشد اندوتلکفا ییزاگمهم ر  یتورهاکاز فا یکی

(VEGF_A) تور کن فایان ایش بیه باعث افزاک ییهااست. داربست
 ییزاگد ر تواننیشوند م یالیو اندوتل یبروبلاستیف یهاسط سلولتو

ن امر منجر به یه اکش دهند یشده را افزایبه سمت بافت مهندس
  بافت مورد نظر در بدن خواهد شد. یدار یاپ

هایی مانند عدم سمیت قابلیت M13که باکتریوفاژ  با توجه به این
افزایش  موجب RGDو خودتجمعی دارد و همچنین وجود پپتید 

برای افزایش رشد و تحریک آنژیوژنز  .شودها به سطح میاتصال سلول
های فیبروبلاستی این ماده زیستی ترمیم سلولافزایش قابلیت و 

  .شدانتخاب 
  

  هامواد و روش
با توجه  M13وفاژهای یترکبا: M13 ژوفایترکبا یر و جداساز یثکت

	.TG1 E یتر کد. باشدن یر و جداساز یثکت ،ل استانداردکروتپبه 

coli  ٢شت کط یتر محیلیلیم۵۰۰درytx یکشت داده شد و زمان 
(فاز  دندیرشد خود رس یورود یانیها به مرحله میتر که باک

 ژوفایرتکتر بایلیلیمیکس با پو سوباتور خارج کاز ان لگاریتمی)
M13 ١٢١٠( یوحشPFU/m	 ساعت در ٦مدت ها بهشتک. شد) آلوده
دقیقه ٣٠مدت س بهپدور) انكوبه و س ۲۵۰دادن ناک(ت C٣٧° دمای

های باكتریایی حذف شدند تا سلول ژسانتریفیو g۸۰۰۰به میزان 
 g۲۰۰۰۰با دور  ژفویله سانتریوسها بهژ وفایترکت، بای. درنهاشدند
در محلول  رسوب فاژ حاصل. شدند یآور قه جمعیدق۱۵۰مدت به

 ژاوفیترکو غلظت با حل ؛ گیبکو، ایالات متحده)PBS( فسفات بافر
با استفاده از طول موج  یتروفتومتر پکجداشده به روش اس

  .شدن یینانومتر تع٢٦٩
: (TEM)وسیله میکروسکوپ الکترونی به M13تایید باکتریوفاژ 

 M13 ژوفایترکتر از محلول بایلیلیم٢٠، TEMل یه و تحلیتجز یبرا
 قرار (AGS160‐3)مش ٣٠٠ربن که مس مجهز به کشب یک یرو
س از پ. شد یز یآمگاستات رنلیاوران ٪٢ه با کس شبپرفت و سگ
 شو داده شد.ول شستیه با آب مقطر استرک، شبیز یآمگرن
ل مد گذاره یترونکال پوکروسیکتوسط مها نمونهاز  یبردار سکع

EM10C  شرکت)Zeiss(صورت گرفت.کیلوولت ٨٠ ژبا ولتا ؛ آلمان  
 با دنباله (RGD) دپپتی: RGDپپتید  تایید ساختارسنتز و 

(GGGRGDS) صورت دستی روی فاز جامد با استفاده از رزین به
-٩عنوان ماده جامد، با توجه به استاندارد کلرید بهکلروتری۲

(Fmoc) شیمی سنتز شده است. ترکیب کربونیل فلورومتوکسی
عنوان ، بهDIEAو  HATUاسیدهای آمینه با استفاده از 

برای فرآیند محافظت از ضایعات  دینپیپری های اتصال وواکنش
اکسیدکربن با . واشرهای بین اتصال و حفاظت از دیشدتهیه 

 (NMP)پیرولیدون متیل -Nو  (DMF) فرمالیدمتیلاستفاده از دی
یی کوپلینگ با استفاده از آزمون کینز نین هیدرین آگرفت. کار  صورت

ساعت ۲دت مبررسی شد. جداسازی پپتید سنتزی نهایی از رزین به
فلوئور اسیدهای اسید با استفاده از کوکتیل شکسته حاوی تری

(TFA) ،ایزوپروپیل سالین تری و آب(TIPS)  و حذف رزین توسط
شده در آماده RGD. برای خلوص پپتید، گرفت صورتفیلتراسیون 

ساعت رسوب داده شد. وزن ۲۴مدت اتیل سرد و یخ خشک بهدی
	LC‐MSمدل  متریمولکولی پپتید توسط اسپکترو (Agilent	

Technology	Series)   شد.تایید  
 بالب/سی سر موش ۵: یبروبلاستیف یهاشت سلولکو  یجداساز 

و در  خریداری )رانیا؛ استورپموسسه ( هفتگی٨تا  ٦ماده در سن 
 یون اخلاقیسیمک یهاوانات مطابق با دستورالعملیاه حگشیآزما
 بروبلاستیف یجداساز  یا. بر شد یهدار گمدرس، نتیاه تربگدانش

دد س غپس ،شتهکلروفرم کله یوسهها را بابتدا موش یغدد لنفاو
ناز ژ لاک یمینها خارج و با روش آنزآربغل یشاله و زکر یز یلنفاو
 طیشت در محک کو در فلاسشدند جدا  یبروبلاستیف یهاسلول

DMEM‐F12 (گیبکو؛ ایالات متحده) یاوگن یسرم جن ٪١٠، با 
)FBSن یسیتوماپن/استر یلیسینپ ٪١و  )متحده ایالات ؛؛ گیبکو
  .شدض یط آن تعویبار محیکروز  و هر دوشت کروز  ۲۱مدت به

 یهالولس پیل فنوتییه و تحلیتجز: های فیبروبلاستتایید سلول
 ،CD45+ یرهاگنشان یبرا یجداشده با استفاده از روش فلوسیتومتر 

+CD80  و+CD31 یسطح یرهاکان مار عنوبه یه در مطالعات قبلک 
مورد استفاده قرار  ،[15]اندشناخته شده یهای لنفاوبروبلاستیف
شد نه یسپتر  ،شدهشت دادهک یهان تست ابتدا سلولیا یرفت. براگ
 گیه همک CD31و  CD45، CD80 ی علیههایبادینتآس با پس
دقیقه انکوبه ۲۰مدت بههستند  FITCه به رنگ فلورسنت گوژنوک

ها با دستگاه نمونه، PBSشو با ود از دوبار شستسپس بعشدند، 
	Canto	FACS	BDمدل  فلوسایتومتری II )BD	Bioscience ؛

نانومتر ٥٢٥با طول موج  FL‐1در محدوده  ایالات متحده)
	software	Flowing  افزارها توسط نرمگیری شد و دادهاندازه

  آنالیز شدند. 2.4.1
 یبررس یبرا: MTTه تست وسیلها بهسنجش تکثیر و بقا سلول

 RGDد یتپپو  )M13 )pfu/ml١٢١٠ ژوفایترکبا ژیکیولویب یار گساز 
-ئیل)-۲-تیازولمتیلدی-۵و۴(-۳ کاز نم (استفاده MTTاز تست 

س پ ن تستیا یبرا شد.استفاده  فنیل تترازولیوم بروماید)دی-۵و۲
 ۵×۱۰۳( یاخانه۹۶ت یلپ یکبروبلاست در یف یهاشت سلولکاز 

رم بر گیلیم۵(با غلظت  MTTدر هر خانه)، از محلول سلول 
هر خانه اضافه و  یشت سلولکط یتر به محیمیکرول۲۰تر)، یلیلیم
ط رویی دور یساعت، مح٤س از پوبه شد. کان C۳۷° یت در دمایلپ

 سیگماآلدریچ؛د (یسکسولفولیمتیتر دیمیکرول۲۰۰ریخته شد و 
  فورمازان  یلورهاشدن بحل یبرا کاهچالات متحده) به هر یا

ش اه خوانگله دستیوسهحل شده ب یبلورها گزان رنیم وشد اضافه 
 یر گی) اندازههلات متحدایا؛ Biotekنانومتر (۵۴۰زا در طول موج یالا
  .شد
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بیان : هانظور بررسی بیان ژنمبه cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
امل ه شها کزایی فیبروبلاستفاکتورهای مهم در تکثیر، ترمیم و رگ

FGF‐2، TGF‐β1 ،VEGF‐A  وGAPDH عنوان کنترل داخلی) ه(ب
های فیبروبلاستی پس از کشت روی در سلول mRNAدر سطح 

، ژلاتین و RGDبا پپتید  M13باکتریوفاژ ، M13سطوح باکتریوفاژ 
روز مورد بررسی قرار گرفت، برای این منظور  دوکنترل، بعد از گذشت 

RNA ده با استفاده از محلول شهای کشت دادهسلول تامRiboX 
شده توسط دستگاه استخراج RNAغلظت و خلوص  شد،استخراج 
، همچنین برای اطمینان از صحت مورد بررسی قرار گرفتنانودراپ 
RNA ظورمنبهشده الکتروفورز نمونه در ژل آگارز انجام شد. استخراج 
 تحت تیمار با آنزیم RNAمیکروگرم از یکمقدار  cDNAسنتز 

) قرار گرفت. برای اطمینان از ؛ تاکاراRTترانسکریپتاز معکوس (
cDNA های شده، با نمونهساختهcDNA شده واکنشساخته 
 GAPDHدار هاز طریق پرایمرهای ژن خان (PCR) ای پلیمراززنجیره

  انجام شد.
با استفاده از  VEGF‐Aو  FGF‐2 ،TGF‐β1 هایبررسی بیان ژن

	StepOneکمی از طریق دستگاه  RT‐PCR: کمی RT‐PCRروش 

Real‐Time	PCR شده برای این با استفاده از پرایمرهای طراحی
نمایش  ١ها و سایبرگرین انجام شد. توالی پرایمرها در جدول ژن

(باکتریوفاژ  های مورد آزمایشداده شده است. هر کدام از نمونه
M13 ، باکتریوفاژM13  با پپتیدRGD ر زیستی تکرا سه، ژلاتین) در

مدت به C۹۵° صورتهمورد بررسی قرار گرفت. برنامه چرخش دمایی ب
مدت به C۶۲° ثانیه،٣٠مدت به C۹۵°سیکل  ٤٠دقیقه، سپس ١٠
دقیقه ١٠مدت به C۷۲°ثانیه، درنهایت ٣٠مدت به C۷۲° ثانیه و٣٠

  است.
  

  شدهپرایمرهای طراحی) ۱ جدول
	پرایمر معکوس	رفتپرایمر 	ژن

VEGF‐A	GGAGATCCTTCGAGGAGC
ACTT	

GGCGATTTAGCAGCAGAT
ATAAGAA	

TGF‐β1	CGCAACAACGCCATCTAT
GAG	

CACATGTTGCTCCACACT
TGA	

FGF‐2	ATGGCAGCCGGGAGCATC
ACCCACG	

TCAGCTCTTCGCAGACAT
TGGAAG  

GAPDH	CCTGGAGAAACCTGCCAA
GTA	

GGCATCGAAGGTGGAAGA
GT	

  

ر توسط های آماری در مطالعه حاضتجزیه و تحلیل: آماری آنالیز
	Prismافزار نرم GraphPad	 عنوان ها بهانجام شد و داده 6

ه شده است. اختلاف یها اراخطای استاندارد معنی±میانگین
کمتر از طرفه و آنالیز واریانس یک CTدلتا  -داری با روش دلتامعنی
  در نظر گرفته شد. ٠٥/٠
  

  هایافته
اصل از نتایج ح :M13نانوساختارهای فاژ  و سایز خصوصیات

مورفولوژی  ،نشان داد که فاژهای جداشده TEMتصویربرداری 
نانومتر را از خود به نمایش ٦/٦با ابعاد  M13معمول فاژ وحشی 

  .)۱اند (شکل گذاشته

  
  M13باکتریوفاژ  )۱ شکل

  
با استفاده از مواد  RGDپپتید : RGDپپتید  تایید ساختار و جرم

سنتزشده توسط  RGDفاز جامد تهیه شد. پپتید  Fmocشیمیایی 
ساختار  ۲. شکل شدیید ابا تعیین جرم دقیق پپتید ت LC‐MS تجزیه

 دهد. توزیع دقیق جرمرا نشان می RGDو طیف جرمی پپتید 
(m/z) که جرم دقیق این  بود، در حالی ٢٨/٦٠٤ برای پپتید برابر با

  ).۲(شکل است  ۶۰۵ماده 
های فیبروبلاست سلول :هاشناسایی جمعیت فیبروبلاست

وسیله ههای ماده پس از کشت بشده از موشجداسازی
‐antiو  anti‐CD45‐FITC ،anti‐CD31‐FITCهای بادیآنتی

CD80‐FITC و با استفاده از فلوسایتومتری مورد شد آمیزی رنگ
تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. نتایج این مطالعه نشان داد که 

 CD31، ۳/۹۵٪شاخص  ٪۶/۹۵شده به میزان های جداسازیسلول
های ویژه از شاخص CD45 شاخص ۳/۹۸و  CD80شاخص 
ند کنهای فیبروبلاست غدد لنفاوی را در سطح خود بیان میسلول

  ).١نمودار (
، ژلاتین بر RGDبا پپتید  M13کتریوفاژ ، باM13اثر باکتریوفاژ 

روی  های فیبروبلاستسلول: های فیبروبلاستسلولبقای تکثیر و 
، باکتریوفاژ M13شده با باکتریوفاژ خانه پوشش داده۹۶سطوح پلیت 

M13  با پپتیدRGDدر  ۵×۳۱۰های ، ژلاتین و کنترل با تراکم سلول
ساعت از کشت ۷۲و  ۴۸، ۲۴، ۱۲هر خانه کشت داده شد. پس از 

ی ها در هر گروه آزمایشها، فعالیت میتوکندریایی فیبروبلاستسلول
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از  MTTبا استفاده از آزمون 

های های فیبروبلاست در گروهنشان داد که سلول MTTآزمون 
ساعت ۷۲و  ۴۸در  RGDبا پپتید  M13، باکتریوفاژ M13باکتریوفاژ 

دار اند ولی گروه ژلاتین با کنترل تفاوت معنیتکثیر داشتهافزایش 
ها نشان نداد. البته فعالیت میتوکندریایی در هیچ یک از زمان

بیشترین  RGDبا پپتید  M13ها در سطح باکتریوفاژ فیبروبلاست
  .)۲نمودار ( های دیگر نشان دادافزایش را نسبت به گروه
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  LC‐MSبا تجزیه و تحلیل  RGDپپتید  (m/z) ساختار و توزیع جرم) ٢شکل 

  

	
  CD31و  CD80 ،CD45های جداشده با استفاده از جريان فلوسايتومتری برای نشانگرهای، تجزیه و تحلیل فنوتيپی سلول) ۱نمودار 

  

  
ح شده روی سطوهای فیبروبلاست کشت دادهلتغییرات سطح بقا سلو) ٢نمودار 

 ، ژلاتین و گروه کنترلRGDبا پپتید  M13، باکتریوفاژ M13باکتریوفاژ 
٠٠٠١/٠<p*** ٠١/٠؛<p**  

و ژلاتین بر  RGDبا پپتید  M13، باکتریوفاژ M13اثر باکتریوفاژ 
های در سلول VEGF‐A و FGF‐2 ،TGF‐β1های بیان ژن

 M13، باکتریوفاژ M13اثرات باکتریوفاژ  برای بررسی :فیبروبلاست
، ژلاتین و سطوح کنترل بر بیان و ترشح عوامل رشد RGDبا پپتید 

، بیان ساعت۴۸در  های فیبروبلاستو تکثیر و آنژیوژنیک در سلول
mRNA های ژنFGF‐2، TGF‐β1  وVEGF‐Aتوسط روش ، RT‐

PCR ه کشد آمده مشخص دستهگیری شدند. در نتایج بکمی اندازه
طور قابل توجهی بیان هر به RGDبا پپتید  M13سطح باکتریوفاژ 

 M13سه ژن را نسبت کنترل افزایش داده است. گروه باکتریوفاژ 
دار نسبت به کنترل افزایش داده صورت معنیهرا ب TGF‐β1ژن 

CD80	CD45	 CD31	
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ها را به نسبت کنترل کدام از ژناست و اما گروه کنترل بیان هیچ
  نشان داده شده است. ٣نمودار تایج در تغییر نداده است. ن

  

	
وح شده روی سطهای فیبروبلاست کشت دادهسلول تغییرات بیان ژن در) ٣نمودار 

؛ *p>٠٥/٠ ژلاتین و گروه کنترل، RGDبا پپتید  M13، باکتریوفاژ M13باکتریوفاژ 
۰۱/۰<p**  

  شکل
  

  بحث
د دارای پپتی M13باکتریوفاژ احتمالاً مطالعه حاضر نشان داد که 

RGD هایتواند توانایی ترمیم، تکثیر و آنژیوژنز را در سلولمی 
فیبروبلاست افزایش دهد. در مطالعات گذشته نشان داده شده است 

های سلولی از جمله توانایی افزایش فعالیت RGDکه پپتید 
ای ستردهگطور نتیجه به در دارد، تکثیر و تمایز را چسبندگی سلولی

 .[16]ی برای مهندسی بافت استفاده شده استبرای طراحی مواد زیست
های دارای ویژگی M13فاژ همچنین نشان داده شده است که 

از این  یکیفرد در مقایسه با سایر انواع نانوساختارها است، منحصربه
توان با توجه به آن می است که خودتجمعی ها داشتن تواناییویژگی
اخت نانوساختارهای ویژه عنوان یک بلوک ساختمانی برای سبهاز آن 

فاژ در مطالعات گذشته که روی تحریک آنژیوژنز  .[17]استفاده کرد
M13  صورت گرفته، نشان داده است که این ماده زیستی توانایی

درون و هم در شرایط "" محیط زندهزایی را هم در شرایط "تحریک رگ
های ستاند که داربمطالعات نشان داده دیگر در .[18]" را داردشیشه
بعدی و دوبعدی مبتنی بر فاژ دارای سازگاری مناسبی برای سه

ی های شیمیایها ویژگیهای یوکاریوتی هستند. این داربستسلول
ها را نشان و فیزیکی مناسب منطبق بر الگوهای رشد سلول

و  RGD در مطالعه حاضر، مشخص شد که پپتید .[19]دهندمی
ای ترشح فاکتورهای دخیل در در القتوانند می M13باکتریوفاژ 

ین، در ا ها موثر باشند. علاوه بریند ترمیم بافت از فیبروبلاستآفر 
 RGDدر ترکیب با پپتید  M13این مطالعه مشخص شد که فاکتور 

و  M13تکثیر، ترمیم و آنژیوژنز را بیشتر از فاژ  تواند احتمالاً می
  ژلاتین افزایش دهد.

 RGDو  M13ست که سطوح فاژ نتایج تحقیق حاضر نشان داده ا
، ژلاتین و سطوح کنترل تکثیر سلولی را M13های فاژ بیش از گروه

توان تحت تاثیر قرار داده است. با استفاده از این مشاهدات، می
قادر به افزایش  RGDدر ترکیب با موتیف  M13فرض کرد که فاژ 
کثیر تهای فیبروبلاستی از طریق افزایش و القای قدرت ترمیم سلول

اند که تکثیر نشان دادهگذشته مطالعات در . استسلولی آنها 
یندی کلیدی در ترمیم و گسترش بافت آهای فیبروبلاست، فر سلول

  .[20]آیندشمار میه ب
در گروه  mRNAدر سطح  VEGF‐Aدر این پژوهش، افزایش بیان 

نشان داده شده است. در  RGDو  M13و ترکیب فاژ  M13 فاژ
ز ها یک منبع غنی ااند که فیبروبلاستته نشان دادهمطالعات گذش

کردن انواع دیگر عوامل رشد برای تحریک خود و نیز برای فعال
های فعال دارای عوامل رشد آنژیوژنیک ها هستند. فیبروبلاستسلول

 در مطالعه حاضر نشان داده شد که .[21]هستند VEGFمانند 
اژ شده با فپوشش دادهشده روی سطح های کشت دادهفیبروبلاست

M13  وRGD  دارای ترشح فاکتور رشد عروق بالاتری نسب به دیگر
‐TGFو  FGF‐2های ها هستند. همچنین بیان قابل توجه ژنگروه

β1 شده روی سطح فاژ های فیبروبلاست کشت دادهدر سلولM13 
طور که در در این پژوهش نشان داده شده است. همان RGDو 

 (FGF) بیان شده است، فاکتور رشد فیبروبلاستتحقیقات پیشین 
ها یک عامل رشد است که اثرات بالقوه بر ترمیم و بازسازی بافت

مشخص شده  β1‐TGFهای متعددی برای فاکتور نقش .[22]دارد
های بنیادی ویژه های اصلی آن فراخواندن سلولاست، یکی از نقش

یار ند ترمیم بافت بسدر رو بنابراینها است، ترمیم و بازسازی بافت
آمده از این دستهبا توجه به نتایج ب .[24	,23]آیدشمار میه مهم ب

و  M13های حاوی باکتریوفاژ توان گفت که داربستمیپژوهش، 
‐TGFو  FGF‐2توانند با افزایش بیان فاکتورهای می RGD پپتید

β1 افزایش قدرت ترمیم و موجب های فیبروبلاستی از سلول
باعث افزایش آنژیوژنز  VEGF‐Aبافت و از طریق افزایش بازسازی 
ه ها فاکتور بسیار مهمی ب. آنژیوژنز در تشکیل و ترمیم بافتشوند

ها در مهندسی استفاده از این نوع داربستآید. بنابراین شمار می
  مد باشد.آتواند بسیار کار بافت می

  

  گیرینتیجه
ن در توجهی با قرارگرفت طور قابلهای فیبروبلاستی بهعملکرد سلول

ها تغییر کرده به نسبت دیگر گروه RGDو  M13معرض گروه فاژ 
موجب افزایش  RGDو  M13دهد که فاژ است. نتایج ما نشان می

های پتانسیل تکثیر، مهاجرت و افزایش پتانسیل آنژیوژنیک سلول
طور خلاصه، این مطالعه مواد زیستی شود. بهفیبروبلاستی می

 کندهای مهندسی بافت معرفی میبرای ساخت داربست جدیدی را
  توانند در زمینه ترمیم و بازسازی بافت بسیار مفید باشند.که می
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