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Abstract 
 

Background and purpose: Type 1 diabetes (T1D) is an insulin-dependent disease, that results 

from the destruction of pancreatic islets beta cells. The main objective of this study was to determine the 

effects of decellularized gastric matrix (DSM) on the function of Min6 cells (a beta cell line).  

Materials and methods: In this experimental study, the stomachs of Wistar rats were 

decellularized with sodium dodecyl sulfate (SDS) and Triton X-100. The DSM was characterized by 

scanning electron microscopy, determination of residual DNA and histological examinations. After 

seeding the Min6 cells on the DSM scaffold, the glucose challenge test and mRNA expression of insulin-

related genes were examined to evaluate the function of the cells.  

Results: The main components of the DSM, such as collagens and glycosaminoglycans, remained 

intact after decellularization. In addition, the very low DNA residues and the suitable mechanical 

behavior of the DSM provided an ideal extracellular microenvironment for the Min6 cells. The glucose 

challenge test showed that the seeded cells secreted more insulin and C-peptide in the DSM than in the 

2D culture. The expression of specific insulin-related genes such as Pdx-1, INS, MAF-A, and Glut-2 was 

significantly higher in the recellularized scaffold than in the traditional 2D cells.  
Conclusion: These results show that DSM is a suitable scaffold for the stabilization of artificial 

pancreatic islets. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پـــلـــشـــگاه عــه دانــــلــمج
  )1- 10(    1402سال   آبان    1سی و سوم   شماره ویژه نامه دوره 

  1402آبان  ، 1شماره ویژه نامه  ،دوره سی و سوم                            شگاه علوم پزشکی مازندران                                             مجله دان            2

 پژوهشـی
 

ي رت بر ي معدهشده زداییبعدي حاصل از بافت سلولاثر داربست سه
   MIN6ساز هاي انسولینعملکرد سلول

  
 2و1لعیاسادات خرسندي
 3عباس حیدري مقدم

 4و1داریوش بیژن نژاد
 2و1محمود اوراضی زاده
 4و1فرشته نژاددهباشی
  5و1یوسف اسدي فرد

  چکیده
 يبتــا يهــاســلول بیــتخر جــهیاست که در نت نیوابسته به انسول يماریب ) نوعیT1D( یکنوع  ابتید و هدف: سابقه

بــر عملکــرد  )DSM( معــده شده ییزداسلول ماتریکس اتاثر نییمطالعه تع نیا ی. هدف اصلشودیم جادیپانکراس ا ریجزا
  بتا) بود. یسلول يرده ک(ی MIN6 يهاسلول

 لیدودســ میبــا ســد Wistar ي بزرگ آزمایشگاهی نژادهاموش يمعده ،آزمایشگاهی قیحقت نیدر ا ها:مواد و روش
ــولفات ( ــلول )Triton X-100و  SDSس ــدند. ییزداس ــت ش ــلولداربس ــط تکنیکهاي س ــده توس ــافتی و زدایی ش ــاي ب ه

، DSM يرو MIN6 يهاپــس از کشــت ســلول) ارزیابی شدند. SEMو میکروسکوپ روبشی ( H&E ،DAPIآمیزي رنگ
  . اجرا شدها عملکرد سلول یابیارز يبرا نیمرتبط با انسول يهاژن mRNA انیگلوکز و بترشح چالش  تست

 ن،یــماندند. عــلاوه بــر ا یباق ییزداپس از سلول هاکانینوگلیکوزآمیها و گلمانند کلاژن DSM یاصل ياجزا ها:یافته
DNA بود و کم  اریبس ماندهیباقDSM يهاسلول يل برااه دیا یخارج سلول طیزمحیر MIN6  .چــالش  تســتفــراهم کــرد
. کننــدیترشح م يترشیب نیانسول ي،شت دوبعدنسبت به ک DSMدر  کشت داده شده يهاگلوکز نشان داد که سلولترشح 

 قابــلطــور بــه شــده ریــزيلدر داربست ســلو Glut-2و  Pdx-1 ،INS ،MAF-Aمانند  ،نیخاص مرتبط با انسول يهاژن انیب
  بود. دوبعدي در شرایط شدهکشت يهااز سلول ترشیب ی،توجه

  پانکراس است. یمصنوع ریجزا تیتثب يبرا یست مناسبدارب DSMدر مجموع نشان داده است که  جینتا نیا استنتاج:
  

  نی، انسولMIN6 یمعده، رده سلول زدایی شدهسلول کسیماتر واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 یمنیخـــودا بیـــدر اثـــر تخر یـــکنـــوع  ابـــتید
 جــادیا نیانســول کننــدهدیپــانکراس تول يبتــا يهــاســلول

ــ ــج)1(شــودیم ــان رای ــتید . درم ــولاســتفاده از  اب  نیانس
.سطح گلــوکز خــون اســت شیاگزوژن در پاسخ به افزا

  
 E-mail: usef.fard@yahoo.com                    پزشکی شاپور اهواز، دانشکدهاهواز: دانشگاه علوم پزشکی جندي –یوسف اسدي فردنام:  مولف مسئول:

 شاپور اهواز، اهواز، ایرانشگاه علوم پزشکی جنديي پزشکی، داني علوم پایه. مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی خلیج فارس، پژوهشکده1
  شاپور اهواز، اهواز، ایراني پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی جنديگروه علوم تشریحی، دانشکدهاستاد، . 2
  ي پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی دزفول، دزفول، ایرانگروه علوم تشریحی، دانشکدهاستادیار . 3
  شاپور اهواز، اهواز، ایراني پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی جنديی، دانشکدهگروه علوم تشریحاستادیار، . 4
  شاپور اهواز، اهواز، ایراني پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی جنديعلوم تشریحی، دانشکده دانشجوي دکتراي. 5
 : 13/8/1402 ویب :تاریخ تص         6/8/1402 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :           27/9/1401 تاریخ دریافت  
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  انو همکار لعیا سادات خرسندي     

  3            1402آبان  ، 1شماره ویژه نامه  ،سومدوره سی و              مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                          

 پژوهشـی
 

را  ي دیابــتمــاریب ناشــی ازعــوارض  روش نیــحال، انیابا 
 ینیگزیجــا ایــلانگرهــانس  ریــجزا وندیپ. )2(کندیدرمان نم

. )3(اســت ابــتید يثر بــراؤدرمــان مــ یگانــهبتــا  يهــاســلول
بــه ســرکوب  ازیــبــه نباتوجــه ریــجزا وندیحال، کاربرد پنیباا

ــیا ســتمیمــدت سیطــولان ــود اهد یمن ــا اکننــدگانو کمب ، ب
ــدودیت روبــه ــده اســتمح ــتول. )4(رو ش  يهــاســلول دی

توانــد مشــکلات ذکرشــده یم) ISCs( نیانسول يشدهترشح
 نیترشــح انســول یجیحال، کاهش تدرنیرا برطرف کند. باا

 ).5(را محــدود کــرده اســت ابــتیدرمان د يبرا ISCs وندیپ
از  دیــها با هــدف تقلبافت، داربست یظهور مهندس نهیدر زم
 ،هــاســلول يبــرا نــهیبه یطیمح ارائه منظوربه یبوم يهابافت

 دیــشوند. تولیم) ECM( یخارج سلول کسیماتر نیگزیجا
ــموفق ــت زیآمتی ــاتر يهاداربس ــلول کسیم ــارج س در  یخ
غــدد  ،یماننــد کبــد، عصــب، دســتگاه تنفســ ،بافــت نیچند

ـــتان ـــت ،یپس ـــده اس ـــزارش ش ـــه گ ـــدون و مثان  .)9- 6(تان
ــاداربســت ــ ECM يه ــا روشیرا م ــوان ب ــات ــف  يه مختل

ــیو آنز یکــیزیف یــیزداســلول ــتول یم حــذف  ).10(کــرد دی
پاســخ  نیکمتــر ياز بافت بــه القــا گانهیآلوژن و ب يهاسلول

. عــلاوه بــر ودشــیممنجر  ECM يهاتوسط داربست یمنیا
 يل بــرائادیــاو  يبعدسه يها ساختاربردن سلول نیاز ب ن،یا

بــه دلایــل . باتوجه)11(کنــدیبافــت فــراهم مــ يبازســاز
ــه از  ــن مطالع ــه ECMذکرشــده، در ای ــده ب ــت مع عنوان باف

ــده داراداربســت اســتفاده شــد.  ــف  يســاختارها يمع مختل
 یهمبند غنــ يهاها و بافتچهیماه ،یمانند عروق خون ی،بافت

اســت. وجــود  کــانینوگلیمآکوزیو گل نیاز کــلاژن، الاســت
ECM بافــت  یســمهند يبــرا یدر معــده مــدل مناســب ددمتع

پــانکراس مــوش  يبتــا هايســلول يرده .)12(کندیفراهم م
MIN6 ترشــح شیآزمــا ســمیمطالعه مکان يبرا یمدل مناسب 

  .)13(گلوکز است
نــرم قــرار  يهــادر داربســت یوقتــ MIN6ي هــاســلول

 شیگلــوکز را افــزابه  تیو حساس نیترشح انسول رند،یگیم
ــ ــدیم ــه ).14(دهن ــأمطالع ــی ت ــدف بررس ــا ه ــر ب ثیر ي حاض

ــلول ــت س ــدهداربس ــرد زدایی ش ــر عملک ــده ب ــت مع ي باف
  .شدانجام  MIN6ي انسوین هاي تولیدکنندهسلول

  هامواد و روش
  معدهبافت  ییزداسلول

هــاي بــزرگ ي موشدر این مطالعه، از بافــت معــده
 واناتیاز مرکز حها آزمایشگاهی استفاده شد. این موش

و  شــدند هیــتهشاپور اهــواز يجند یدانشگاه علوم پزشک
گــراد نگهــداري و بــا ســانتی درجــه 21در شرایط دمایی 

 دأییــبــه تآب و غذاي معمولی تغذیه شدند. ایــن مطالعــه 
 دانشــگاهکار با حیوانــات آزمایشــگاهی اخلاق  يتهیکم

: اخـــلاق (کـــد شـــاپور اهـــوازيجنـــد علـــوم پزشـــکی
IR.AJUMS.ABHC.REC.1400.012 (ه اســت. دیرســ

شد و بــه مــدت  اشتهبرد ،قیعم یهوشیتحت ب معده بافت
 يگراد نگهــداریسانت يدرجه -70 يدر دما ،ساعت 24

زدایی، ابتدا بافت از حالت انجماد خارج براي سلول شد.
. تقســیم شــدمترمربع) یسانت 1به قطعات کوچک (شد و 

ــس از شست محلــول ســدیم در  مقطــر،وشــو بــا آبپ
ســاعت  72درصد، به مدت  SDS( 1دودوسیل سولفات (

 وشــومقطــر شستســاعت، بــا آب 1مدت و به قرار داده شد
ــه مــدت   محلــول در دقیقــه 30داده شــد و پــس از آن، ب

قرار  SDSحذف کامل  يبرا درصد X-100 (1( ترایتون
شدند و پــس از شسته  PBSبا  قطعات ت،یگرفت. در نها

ــاي  ي درجــه 4خشــک شــدن در دمــاي اتــاق، در دم
ــا زمــان کشــتســانتی مجــدد ســلول،  گــراد (یخچــال) ت

  ).12(نگهداري شدند
  

ــین  ــتفاده از روش  DNAتعی ــا اس ــت ب ــود در داربس موج
  )Salting Outدهی نمک (رسوب

ها بــا اســتفاده از دســتگاه فریزدرایــر ابتدا، داربســت
  بــهخشــک شــدند (خشــک شــدن انجمــادي). ســپس، 

ــک  ــات کوچ ــدندقطع ــیم ش ــافر  تقس ــتخراج و در ب  اس

)1 M tris, 5 M NaCl; 0.5 M EDTA, pH = 8 (
 SDS و K نازیپروتئ ي(بافر استخراج حاو و بافر لیزکننده

 يانکوبــه شــدند. محتــوا ،شــب کی درصد) به مدت 10
DNA دهـشــک اشباعـنم سطـده توـشهضم ياـهتـباف 

داده  رســوب يهــانیرســوب داده شــد. پروتئ )مــولار 5(
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  MIN6 سازنیانسول يهابر عملکرد سلول يبعداثر داربست سه
 

  1402آبان  ، 1شماره ویژه نامه  ،دوره سی و سوم                                                       مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                              4

 قیــمقطر رقآب تریکرولیم 100در DNA شده حذف شدند و
توســط دســتگاه اســپکتروفتومتر  DNAدار کــل شــد. مقــ

  .)15(شد نییتع نانودراپ
  

  زدایی شدههاي سلولارزیابی داربست
زدایی، بخشی از بلافاصله پس از انجام فرایند سلول

درصــد فــیکس  10بافت مدنظر در بــافر طبیعــی فرمــالین 
هاي بــافتی در پــارافین، شد. ســپس، بــا قــرار دادن نمونــه

ــافتی تهقالب ــاي ب ــعه ــس از مقط ــدند. پ ــه ش ــا ی گیري ب
، تــري کــروم و آلشــین بلــو، H&E ،DAPIآمیزي رنگ
  زدایی کامل بافت معده بررسی شد.سلول

 
روي داربست  MIN6ساز هاي رده انسولینکشت سلول

  زدایی شدهسلول
 رانیــا ذخایر ژنتیکــیاز مرکز  MIN6 یسلول يرده

ــران، ا ــ(ته ــ) خررانی ــد يداری ــلولش در  MIN6هاي . س
میکرومــول  50درصــد،  FBS 10حاوي  DMEMمحیط 

beta-ME ،100 سیلین/استرپتومایسینلیتر پنیواحد درمیلی 
 5اکســید کــربن گــراد و ديي ســانتیدرجه 37در دماي 

ــردن،  ــینه ک ــس از تریپس ــدند. پ ــت داده ش ــد کش درص
لیتر محــیط میلی 1در  3×610با غلظت  MIN6هاي سلول

ــه ــدند. ب ــیون ش ــردن مکشــت، سوسپانس ــتریل ک نظور اس
داربست بــراي کشــت ســلول، ابتــدا داربســت از یخچــال 

درصــد  70ســاعت، در اتــانول  24خارج شد و بــه مــدت 
گرفت. سپس، اتانول خارج شد و داربست به مــدت قرار 

ساعت، در محیط کشت کامل قــرار گرفــت. ســپس،  24
سوسپانسیون سلولی روي داربست ریخته و محیط کشت 

  شد.هر دو روز، تعویض 
  

  SEM یروبش یالکترون کروسکوپیم
ــرا ــ يب ــاختاری بررس ــه س ــدس ــس از  يبع ــت، پ باف

هــا در نمونــه سلول،ي و بعد از کشت دوباره ییزداسلول
ی الکترونــ کروســکوپیبــا اســتفاده از م ،دو مرحلــه نیــا

قبـــل از  يســـازآمـــاده يشـــدند. بـــرا یبررســـ روبشــی
درصد  5/2 دیها در گلوتارآلدئبافت ابتدا ،يربرداریتصو

بــه مــدت دو ، PBS در شووشست و بعد از ندشد کسیف
گرفتند. پــس  قرار درصد 1 ومیداسمیاکس ساعت در تترا

 یپوششــ با نمونه اتانول، يصعود يهابا درجه يریاز آبگ
 ویــی زداســلول از و ساختار بافت بعد شد پوشاندهلا ط از

الکترونی  کروسکوپیبا م ،آن يپس از کشت سلول رو
  شد. یرسبرروبشی 

  

 Glucose challengeتست 

ها هدف از این تست ارزیابی میزان حساسیت سلول
بــه ایــن . هــاي مختلــف گلــوکز اســتدر پاسخ به غلظت
هاي ســلولی طــی دو مرحلــه، ابتــدا در منظــور، فلاســک

ــا  ــا DMEM-LG مجــاورت ب ــاورت ب ــپس، در مج و س
 37 قــرار داده شــدند و در شــرایط DMEM-HG محــیط
درصد به مــدت  5اکسید کربن گراد و ديي سانتیدرجه

شــد.  يآورجمــع یــیرو عیو مــاساعت، انکوبه شــدند  1
 -80 يدر دمــا، نیانسول لیوتحلهیقبل از تجز ییمواد رو

  شد. رهیذخ گرادیسانت درجه
  

  Real-time PCRروش 
هــاي کشــت ســلولاز یــک هفتــه گذشــت پــس از  

MIN6، RNA داده شده روي  هاي کشتسلولDSM و 
 ,Qiagenکشت دوبعدي با استفاده از محلول ترایــزول (

Germany اســتخراج شــد. از (RNA ــا اســتخراج شــده ب
و بــر اســاس دســتورالعمل  cDNAاستفاده از کیت ســنتز 

ســاخته شــد.  Takara, Japan ،(cDNAشرکت ســازنده (
و کیــت  Real time PCRبــا اســتفاده از دســتگاه  ،سپس

SYBR Premix Ex Taq Kitهــاي ژن ، بیــانMAF-A، 
Pdx-1 ،Glut-2  وINS  .بررسی شد  
  

 يآمار لیتحل

 ،ارـانحــراف معیــ ±صورت میانگین ها بهتمامی داده
ا با استفاده ـه. دادهدـندـاز سه بار آزمایش مستقل ارائه ش

 one-wayانس ـواریآنالیز مانند  ،هاي مختلفاز تکنیک
)ANOVA ــــــس از ــــــا) و پ ــــــون  آن، ب    Tukeyآزم
)Tukey’s testوتحلیــل ، تجزیــه) براي هر بــار آزمــایش
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ـــدند. ـــاي نانداده ش ـــه ــــپارامتری ــــک توس ون ـط آزم
Kruskal-Wallis  ســطح بررســی شــد. ها آزمون تمامدر

  در نظر گرفته شد. >01/0Pو  >05/0Pداري معنی
  

  هایافته
زدایــی شــده و مانده در داربســت ســلولباقی DNAتعیین 
 DAPIآمیزي رنگ

 در بافــت طبیعــی DAPIآمیزي از رنگ تصویر حاصل
 1 تصــویر شــمارهي معده به ترتیــب، در زدایی شده و سلول

طور کــه تصــاویر حاصــل از همــان .نشان داده شده است
 رنــگدهد، نقاط درخشان آبینشان می DAPIآمیزي رنگ

شــود کــه ایــن در بافت طبیعی، به میزان زیادي دیده مــی
 طــور معنــاداري،یی شده بهزدا مقدار در تصاویر بافت سلول

هــاي حاصــل از چنــین، دادهکاهش پیدا کرده اســت. هم
مانده تفاوت معنــاداري در باقی DNAگیري مقدار اندازه
زدایی شده و طبیعی  موجود در بافت سلول DNAمیزان 

  ).1 شماره دهد (نمودار نشان می
  

  
  

تصاویر میکروســکوپ فلورســنت حاصــل از  :1شماره  تصویر شماره
  زدایی شدهدر حالت طبیعی و سلولمعده از بافت  DAPIآمیزي رنگ

  
 H&Eآمیزي نوري پس از رنگ میکروسکوپ نماي

ــتتصــاویر به ــا دس ــوري ب ــکوپ ن آمده از میکروس
جز مــاتریکس نشان می دهــد کــه بــه H&Eآمیزي رنگ

گونه ســلولی در بافــت معــده پــس از خارج سلولی، هیچ
د. تصاویر بالایی در شکل فرایند سلول زدایی وجود ندار

گیري بافت معده را بلافاصله پس از جداسازي و مقطع 2
عنوان کنتــرل نشان می دهد کــه بــه H&Eآمیزي و رنگ

مثبت و با ساختار طبیعی (همراه با هسته هــاي مشــخص) 

پــایین معــده را پــس از فراینــد تهیه شده اســت. تصــاویر 
  ند.نشان می ده H&Eآمیزي با سلول زدایی و رنگ

  

  
  

گرم از بافت مانده در هر میلیباقی DNAمقدار  :1نمودار شماره 
صورت میانگین زدایی شده، نتایج بهمعده در حالت طبیعی و سلول

  ˂P*  001/0انحراف معیار بیان شده است.  ±
  

  
  

میکروسکوپ نــوري از  تصاویر ماکروسکوپیک و :2شماره  تصویر
ــت  ــده باف ــیمع ــت طبیع ــالا)( در حال ــلول ب ــیو س ــایین)،( زدای  پ

  H&Eآمیزي شده با رنگ

  
ــوري پــس از رنــگ آمیزي تــري نمــاي میکروســکوپ ن

  کروم و آلشین بلو
میـــزان کـــلاژن و گلیکوزآمینوگلیکـــان در بافـــت 

آمیزي تــري زدایی شده و طبیعــی بــا رنــگي سلولمعده
کـــروم ماســـون و آلشـــین بلـــو بررســـی شـــد. تصـــاویر 

آمیزي تــري ي با رنگآمده از میکروسکوپ نوردستبه
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کروم ماسون و آلشــین بلــو نشــان داد کــه تغییــر درخــور 
ـــلاژن و هم ـــات ک ـــدار ترکیب ـــوجهی در مق ـــین، ت چن

زدایــی بافــت ها پس از فرایند سلولگلیکوزآمینوگلیکان
هاي کمی حاصل از تصاویر معده، ایجاد نشد. آنالیز داده

ي آمیزاز رنــگ Image Jافزار آمده به کمک نرمدستبه
داري را نــی زدایی شده و طبیعی کاهش معي سلولمعده

ــزان کــلاژن و گلیکوزآمینوگلیکان ــداد در می هــا نشــان ن
  ).2 شماره ) (نمودار3 تصویر شماره(

  

پــس از  SEMبررســی داربســت معــده بــا میکروســکوپ 
  سلول زدایی و کشت سلول

سطح داربســت معــده  4در تصویر شماره  Aتصویر 
پــس از دهــد. اي عضــو نشــان مــیهرا بدون وجود سلول

 روي داربســت MIN6هــاي کشت ســلولروز از  5گذشت 
موقعیـــت  و مورفولـــوژي ،SEMبـــا اســـتفاده از معـــده، 

تصاویر بررسی شد. شده روي داربست هاي فیکسسلول
 هــا روي داربســتسلول تکثیررشد و آمده حاکی از دستهب

ــابــود. تصــاویر نشــان داد کــه ســلول ــا یکــدیگر و ب  هــا ب
  ).4اند (تصویر شماره داربست زیرین اتصال برقرار کرده

  

  
  

آمیزي تصاویر میکروسکوپ نوري حاصل از رنگ :3شماره  تصویر
زدایی در حالت طبیعی و سلولمعده از بافت تري کروم و آلشی بلو 

آمیزي شــده ي رنگزدایی شدهي طبیعی و سلول، بافت معدهشده
  )200μm(خط مقیاس:  .B&Dلو (و آلشین ب )A, Cتري کروم (با 

  

  
آنالیز کمی مقدار کلاژن و گلیکوزآمینوگلیکان در  :2نموادرشماره 

 ±صورت میانگین زدایی شده، نتایج بهي طبیعی و سلولبافت معده
  انحراف معیار بیان شده است.

  

  

  
  

زدایی، پس از فرایند سلولاز معده  SEM تصویر. A :4 تصویر شماره
B تصویر . SEMهاي سلولMIN6 شــده روي داربســت  دادهکشت

  روز پس از کشت 5معده 
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 GSISنتایج تست 

 با استفاده GSIS ن،یترشح انسول بررسی میزان يبرا
 مراحــل کیــتحر يگلوکز بــرا يو بالا نییپا يهااز غلظت

 5بــه مــدت  MIN6 يهــاسلول انجام شد. نیترشح انسول
کشــت داده  معــده شــده زداییسلول داربست يرو ،روز

 ،ســتایا ونیســاعت انکوباســ 2پس از  نیو ترشح انسول شدند
 يهــاســلول شــد. نیــیگلــوکز تع هاي مختلــفغلظتدر 

MIN6  کشت داده شده روي داربســتDSM  در ترشــح
 نســبت بــه کشــت دوبعــدي،پاسخ به گلــوکز  در نیانسول

 بــا تحریــکنشــان داد کــه  GSIS جینتا کارآمدتر بودند.
 کشــت MIN6 يهاسلول ن،ییپا ایبالا در غلظت گلوکز 

 درخــورطــور توانند بهیم DSMداربست روي شده  داده
 يهــاســلولبــا  ســهیرا در مقا يتــرشیب نیانسول ی،توجه

کــه ایــن اخــتلاف از لحــاظ  ترشح کننــد يکشت دوبعد
  ).3(نمودار شماره  )˂P* 05/0دار بود (آماري، معنی

  

  
کشت داده  MIN-6هاي ولمیزان ترشح انسولین سل  :3نمودار شماره 

ي معده در مقایســه بــا کشــت زدایی شدهشده روي داربست سلول
هاي مختلف گلــوکز پــنج روز پــس از دوبعدي در پاسخ به غلظت

انحراف معیار بیــان شــده  ±صورت میانگین نتایج بهکشت سلولی، 
  ˂P** 001/0و  ˂P* 05/0است و 
  
 Real time PCRنتایج 

نشان داد  RT- PCRمده از آدستهاي کمی بهداده
هــاي مــرتبط بــا تولیــد انســولین، شــامل ژن کــه بیــان ژن

ـــولین،  ـــلول ،Glut-2و  PDX-1 ،MafAانس ـــاي در س ه

معــده  زدایــی شــدهکشت داده شده روي داربست ســلول
تــر بــود کــه ایــن هاي کشت دوبعدي بیشنسبت به سلول

. دار بودیها از لحاظ آماري، معناختلاف براي تمامی ژن
ــبي معــده زدایــی شــدهداربســت ســلول  ژن mRNA انی

PDX-1 )2  ،(ژن برابــرMafA )9/1  ــر)، ژن انســولین براب
هـــاي برابـــر) را در ســـلول 8/2( Glut-2برابـــر) و ژن  2(

MIN6 .نسبت به کشت دوبعدي افزایش داد  
  

  بحث
 داربســت يارائــه يآســان بــرا یحاضر روش مطالعه
 و بســتري بــراي ECM کــم بیبــا آســ معده بدون سلول
نتایج این مطالعــه نشــان داد  .است يبعدسه یکشت سلول

را بــا  بتــا يهاعملکــرد ســلول تواندیم معده داربست که
ترشح  شیو افزا نیانسول یاختصاص يهاژن انیب شیافزا

ــه تحر نیانســول ــدر پاســخ ب ــود بخشــد. کی ــوکز بهب  گل
تواند درمان قطعی بیماري جاکه تزریق انسولین نمیازآن

دیابت باشد، باید از طریق مهندسی بافت، بافت پانکراس 
عنوان زیســتی مناســب بــه را جایگزین کرد. انتخاب ماده

ماتریکس خارج سلولی به نوع و خصویات بافت مــدنظر 
هــا در مهندســی هایی که از آنداربست ).16(بستگی دارد

 هــایی برخــورداربایست از ویژگیشود، میبافت استفاده می
 که براي بازسازي سلولی حیاتی اســت و خصوصــیاتباشند 

مطالعـــات  ).17(کنـــدمکـــانیکی لازم را نیـــز فـــراهم می
منظور درمــان ي مهندسی بافت بــهگرفته در زمینهصورت

ســاز روي هــاي انسولینبیماري دیابت شامل کشت سلول
هاي مصنوعی، طبیعی یا ترکیبی از این دو است. داربست

ــیش ــات انجامب ــر تحقیق ــت ــارهش ــت ده درب هــاي داربس
ســاز هــاي انسولینزدایی شده شــامل کشــت ســلولسلول

زدایــی ســلول روي داربست پانکراس، کبد، ریــه و کلیــه
کوچــک، درم،  يروده ECM ،به طور مثــالشده است. 

در آمنیــون و  يهاي قلبــی، غشــامثانه، پریکارد و دریچه
ــت، ــه نهای ــیا نمون ــله و فاس ــتعض ــایی از داربس ــاي ه ه

ترمیم بافــت نــرم  برايکه  هستند FDA شده توسطییدأت
ــ ــه شــدهه ب ــدکــار گرفت  يســاختارها يمعــده دارا ).18(ان
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 يهاها و بافتچهیماه ،یمانند عروق خون ی،مختلف بافت
 کــانینوگلیمآکوزیو گل نیاز کــلاژن، الاســت یهمبند غن

 يبــرا یدر معــده مــدل مناســب ددمتع ECMاست. وجود 
غنــی از  بافــت معــده. کنــدیبافــت فــراهم مــ یمهندســ

هــاي هاي کلاژن، الاســتین و گلیکوزآمینوگلیکــانرشته
ــان ــولفاته در ســولفاته اســت. گلیکوزآمینوگلیک ــاي س ه

هــاي هاي سلولی مــؤثر هســتند. رشــتهکنشتمایز و برهم
کلاژن و الاستین حمایت ساختاري و مکانیکی را بــراي 

اي لازم هها ویژگیکنند. این پروتئینداربست فراهم می
ــراهم  ــت ف ــی باف ــتفاده در مهندس ــراي اس ــت را ب داربس

زدایــی شــده عــلاوه بــر حفــظ کنند. ماتریکس سلولمی
ــه ــاختار س ــاوي س ــلولی، ح ــارج س ــاتریکس خ ــدي م بع

  هـــایی نظیـــر لامینـــین و فـــاکتور رشـــد مـــاکرومولکول
ــه ــد مجموع ــدوتلیال و فاق ــافتی ان ــازگاري ب ــلی س ي اص

)Major histocompatibility complex antigen و (
؛ بنابراین، در این مطالعــه، تــأثیر )19(ژن استعرضه آنتی

ي رت بــر عملکــرد زدایی معدهداربست حاصل از سلول
ارزیابی شد. نتایج حاصــل  MIN6ساز هاي انسولینسلول

ــلول ــه س ــن مطالع ــل از ای ــا پروتک ــده ب ــت مع زدایی باف
ـــرد. استفاده ـــد ک ـــت تأیی ـــا موفقی ـــده را ب ـــل ش پروتک

عناصــر  ،ثرؤطور مــبه در این مطالعه توانست ییزداسلول
را حــذف کنــد و ســاختار  DNA يمانــدهیو بــاق یسلول

 ي. اجــزابگــذارد یبــاق معــده را ماتریکس خارج سلولی
داربســت در  زیــن GAGsکــلاژن و  ، یعنــیECM یاصــل
نشــان داد  H&Eو  DAPIآمیزي . رنگماندند یباق معده

اضــر بــه طــور مــؤثر، زدایــی مطالعــه حکه پروتکل سلول
هــاي طحــال و معــده را از داربســت بافــت DNAبقایــاي 

ــی ــد (حــذف م . حــذف )5-3و  4-3 تصــویر شــمارهکن
DNA بهتــر  يریــقرارگبــه  یســلول يایــو بقا مانــدهیبــاق
 ،نیچنــو هــم یمنــیها در داربست، کاهش پاســخ اسلول

شــود. یمــمنجر شده  کشت داده يهاسلول يبقا شیافزا
در  یســلول ریــتکث يبرا طبیعی ECM يهانیحفظ پروتئ

ECM اتصــال و  لیتســه ،نیچنــشــده و هــم ییزداسلول
  .است يسلول ضرور یدهگنالیس

  

  

  
  

  هاي مرتبط با تولید انسولین میزان بیان ژن :4نمودار شماره 
)PDX-1 ،Glut-2 ،Maf-A (هاي در سلول و انسولینMIN-6 

ي معده در مقایسه دهزدایی شکشت داده شده روي داربست سلول
صورت نتایج بهبا کشت دو بعدي پنج روز پس از کشت سلولی، 

  ˂P* 05/0انحراف معیار بیان شده است و  ±میانگین 
  

 و همکــاران، Webberگرفته توســط صورت در مطالعه
روي  MIN6هاي مشخص شد کــه کپســوله شــدن ســلول

حاوي کلاژن نــوع یــک و دو و لامینــین،  PEGداربست 
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 پژوهشـی
 

ها، ترشــح انســولین پذیري سلوله بر افزایش زیستعلاو
ي حاضــر نیــز نتــایج مطالعــه ).20(دهــدرا نیز افــزایش می

هاي کشــت افزایش تولید انسولین و بیان ژن را در ســلول
 ايچنــین، در مطالعــهداده شده روي داربست تأیید کرد. هم
ســاز بــا هاي انسولیندیگر، پس از کپسوله کــردن ســلول

چهــار، حمایــت مکــانیکی و فیزیولــوژیکی کلاژن نــوع 
ساز گزارش شد که مطــابق هاي انسولینداربست از سلول

و همکــاران  Davis ).21(ي مــا اســتهاي مطالعــهبا یافتــه
هاي ماتریکس خارج سلولی، شــامل نقش مثبت پروتئین

کــلاژن نـــوع چهـــار و لامینــین را در بهبـــود عملکـــرد 
ي مطالعه ).22( دهاي جزایر پانکراس گزارش کردنسلول

ي زدایی شــدهحاضر نیــز مناســب بــودن داربســت ســلول
  و  MIN6ســاز هاي انسولینمعده بــراي حمایــت از ســلول

  

  تنی را تأیید کرد.ها در شرایط برونبهبود عملکرد آن
داربست معده بــا توان نتیجه گرفت که در پایان، می

هــاي بتــاي پــانکراس و بــا داشــتن تقلید ریزمحیط ســلول
هاي مختلف ماتریکس خارج سلولی و برقراري روتئینپ

ارتباط بین سلول و ماتریکس باعث بهبــود عملکردهــاي 
  شود.سلولی می

  

  سپاسگزاري
 ينامــهانیــاز پا یمقالــه بخشــ نیشده در اارائه جینتا
 و دانشــگاه تشریحی است دکتري تخصصی علومیی دانشجو

) CMRC-0007 (کــد: شاپور اهــوازيجند یعلوم پزشک
 يافــراد ياز همــه ،مانهیاســت. صــم کرده تیحمااز آن 

  یم.کنیتشکر مکردند،  يمطالعه همکار نیا درکه 
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