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Background: There is an urgent need for reliable in vitro liver models to assess the mechanisms of 
human diseases, and impact of newly developed drugs or toxins. It was previously shown that co-culture 
of hepatocytes with non-parenchymal cells and presence of extracellular matrix (ECM) improve the in 
vitro functionality of hepatocytes. The aim of the present study was to develop a reproducible method for 
scalable generation of liver microtissues. 
Materials and Methods: In the current experimental study, liver microtissues with 500 um diameter were 
generated through co-culturing of Huh-7, human mesenchymal stem cells, and human umbilical vein 
endothelial cells in a composite hydrogel of liver-ECM and alginate. Cell viability, capability for glycogen 
storage, and cytochrome P450 enzyme activity were evaluated on day 28. Hepatic-specific genes (ALB and 
SULT1A1) on days 1 and 14, and albumin and urea secretion on days 1 ,7 ,14 ,21, and 28 were assessed. 
Furthermore, the microtissue sensitivity to acute toxicity of Metformin, Diclofenac, and ethanol were 
investigated. Two-dimensional cultured Huh-7 was considered as control group.
Results: Most cells in the microtissues were alive up to day 28 and along with accumulation of glycogen, 
had cytochrome inducibility 7-fold more than the basic activity. In comparison to controls, ALB and 
SULT1A1 genes upregulated (p<0.05) on day 14. Also, albumin and urea secretion increased (p<0.05) 
in all sampling time in microtissues. Furthermore, microtissues had more sensitivity (p<0.05) to some 
concentrations of the drugs and ethanol, compared to the controls.
Conclusion: It seems that the liver microtissues may be considered as an appropriate and functional in 
vitro model for liver.
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مقاله پژوهشی

سابقه  و هدف: امروزه نیاز روزافزونی به مدل های آزمایشگاهی کبد برای بررسی مکانیسم بیماری های انسان، اثربخشی داروهای جدید و سم شناسی وجود دارد. 
مطالعه های پیشین نشان داده اند که هم کشتی هپاتوسیت ها با سلول های غیرپارانشیمی و حضور ماتریکس برون سلولی، به ویژه در شرایط کشت سه بعدی، می تواند 
در شرایط  ریزبافت های کبدی  انبوه  تولید  برای  مقرون به صرفه  و  تکرارپذیر  ایجاد یک روش  مطالعه،  این  بنابراین هدف  هپاتوسیت ها شود.  بهبود عملکرد  سبب 

آزمایشگاهی بود. 
مواد و روش ها: در این مطالعه تجربی، ریزبافت های کبدی )با قطر 500 میکرومتر( با هم کشتی سلول های بنیادی مزانشیمی انسان، سلول های اندوتلیالی ورید 
بندناف انسان و سلول های رده  کبدیHuh-7، در یک بستر هیدروژلیِ حاصل از ماتریکس برون سلولی کبد و آلژینات، تولید شدند. سپس زنده مانی سلول ها، قابلیت 
ذخیره گلیکوژن و فعالیت آنزیم سیتوکروم P450 آن ها در روز 28 ارزیابی شد. بیان ژن های اختصاصی کبدی )ALB, SULT1A1( در روز های 1 و 14 و میزان ترشح 
آلبومین و اوره در روزهای 1، 7، 14، 21 و 28 بررسی شد. علاوه برآن، حساسیت ریزبافت ها به سمّیت حاد دارویی ناشی از متفورمین و دیکلوفناک و همچنین اتانول 

ارزیابی شد. کشت دوبعدی سلول های Huh-7 نیز به عنوان گروه کنترل لحاظ شد.
یافته ها: اکثر سلول های ریزبافت ها تا روز 28 زنده بوده و ضمن ذخیره سازی گلیکوژن، قابلیت القاء پذیری سیتوکروم را تا هفت برابر فعالیت پایه داشتند. بیان 
نیز در همه زمان های  اوره  آلبومین و  ترشح  بود.  یافته   (p<0.05) معنا داری  افزایش  به گروه کنترل  ریزبافت ها، در روز 14 نسبت  SULT1A1 در  و   ALB ژن های 
نمونه برداری، در ریزبافت های کبدی به طور معنا داری (p<0.05) بالاتر از گروه کنترل بود. علاوه برآن، ریزبافت های کبدی نسبت به گروه کنترل، به سمّیت دارویی 

و الکل )در برخی غلظت ها( حساسیت بیشتری (p<0.05) را نشان می دادند. 
نتیجه گیری: به نظر می رسد ریزبافت های کبدی حاصله می توانند به عنوان مدل آزمایشگاهی مناسب و دارای عملکرد برای کبد درنظر گرفته شود. 

واژگان کلیدی: مدل برون تنی کبد، سمّیت دارویی، ماتریکس برون سلولی، مهندسی بافت، سلول بنیادی مزانشیمی
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مقدمه:
باتوجه به اهمیت کبد در متابولیسم داروها و سموم وارد شده به بدن، نیاز مبرمی به 
ایجاد مدل های آزمایشگاهی مناسب برای این اندام وجود دارد. در واقع دستیابی به 

چنین مدل مناسبی می تواند در مسیر تولید و توسعه  داروهای جدید و معرفی آن ها به 
بازار مصرف، بسیار مفید باشد(1, 2). زیرا مدل های موجود کنونی (شامل کشت های 
ترکیب های  سمیّت  بررسی  برای  که  آزمایشگاهی)  حیوان های  و  سلولی  دوبعُدی 

بررسی عملکرد برون تنی ریزبافت های کبدی تولید شده با روش هم کشتی 
سلول های بنیادی مزانشیمی، اندوتلیالی و رده کبدی
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دارویی استفاده می شوند با نقایص و مشکلاتی همراه است(3). ازجمله آنکه نتایج 
حاصل از بررسی داروها روی حیوان های آزمایشگاهی را نمی توان به انسان تعمیم 
نمونه های  برپایه  سیستم هایی  در  مربوطه  مطالعه های  که  است  لازم  لذا  داد(4)، 

انسانی ارزیابی شود(5). 
منابع سلولی انسانی رایج که برای چنین مطالعه هایی استفاده می شوند، شامل کشت 
ابتدایی هپاتوسیت ها، سلول های شبه هپاتوسیتی و رده های سلولی کبدی هستند(6). 
عنوان  به  ساندویچ)،  یا  لایه  تك  صورت  انسانی (به  هپاتوسیت های  ابتدایی  کشت 
اما  می رود(7).  شمار  به  دارویی  مطالعه های  برای  کبدی  سلول های  استاندارد  منبع 
متاسفانه دسترسی به این سلول ها بسیار محدود است. ضمن آنکه این سلول ها در 
آزمایشگاه قابلیت تکثیر نداشته و به سرعت  عملکردهای اختصاصی خود را از دست 
به  می توانند  بنیادی،  سلول  های  از  مشتق  شبه هپاتوسیتی  سلول های  می دهند (8). 
تولید  روند  وجود،  این  با  شوند.  مطرح  انسانی  هپاتوسیت  نامحدود  منبع  یك  عنوان 
این سلول ها بسیار هزینه بر و چالش انگیز است و سلول های به دست آمده نیز نابالغ 
بوده و ویژگی های هپاتوسیت های جنینی را بروز می دهند(8). رده های سلولی کبدی 
با داشتن ویژگی هایی همچون شرایط نگه داری آسان، کشت مناسب و پایدار و در 
دارویی  تحقیق های  در  مناسب  گزینه ای  به عنوان  می توانند  بودن،  ارزان  و  دسترس 
کشت  به  نسبت  کاهش یافته ای  متابولیسم  و  پایین  عملکرد  سلول ها  این  اما  باشند. 
ریزمحیط  باید  سلول ها  این  عملکرد  بهبود  برای  دارند(7).  هپاتوسیت ها  ابتدایی 
دربرگیرنده  آن ها را تا حد ممکن به شرایط درون تنی نزدیك کرد؛ زیرا سلول ها در 
بدن در محیطی به مراتب پیچیده تر از شرایط کشت ساده آزمایشگاهی قرار گرفته اند. 
یکی از راهکارهای مورد استفاده، تغییر حالت کشت از دوبعدی به سه بعدی است. 
انواع کشت های سه بعدی شامل توده های سلولی (اسفرویید)، شبه اندام (ارگانویید) 
یا ریزبافت است. این ساختارها که اجتماع های سه بعدی سلولی هستند، با روش های 
گوناگون و همراه با داربست یا بدون داربست ایجاد می شوند(8-11). تاکنون نتایج 
پیش تر  است.  شده  حاصل  حالت ها،  این  به  هپاتوسیت ها  کشت  از  بخشی  رضایت 
نشان داده شد، هنگامی که هپاتوسیت های ابتدایی به صورت اسفرویید کشت داده 
ترشح  و  متابولیسمی  آنزیم های  بیان  و  مانده  باقی  فعال  روز   28 مدت  به  می شوند، 
که  داده  نشان  مطالعه ها  سایر  نتایج  همچنین  می شود(11).  حفظ  آن ها  در  آلبومین 
سه بعدی  صورت  به   Huh-7 و   ،HepG2/C3A مانند  کبدی  سلولی  رده های  کشت 
سبب بهبود عملکرد این سلول ها درمقایسه با حالت دوبعدی می شود(8, 10, 12, 13). 
از سوی دیگر ثابت شده که حضور سلول های حمایت کننده  غیرپارانشیمی در کنار 
هپاتوسیت ها، سبب شباهت بیشتر مدل ها به بافت کبد و بهبود عملکرد هپاتوسیت ها 
می شود (11, 14, 15). محققین نشان دادند هنگامی که هپاتوسیت ها با سلول های 
 35 دوره   یك  برای  می شوند،  هم کشت  اسفرویید  شکل  به  اندوتلیالی  و  کوپفر 
حضور  بر  علاوه  می دهند(16).  پاسخ  خوبی  به  کبدی  سموم  به  و  مانده  فعال  روزه 
سلول های غیرپارانشیمی، وجود یك ماتریکس یا داربست نیز می تواند به شبیه شدن 
هرچه بیشتر ریزمحیطِ دربرگیرنده  سلول ها به شرایط طبیعی کمك کند. همچنین 
سبب بهبود بقا، تکثیر، تمایز و قطبیت سلولی شود(17). نتایج حاصل از یك تحقیق 
نشان داد که کلاژن نوع I و فیبرونکتین به شکل داربست سه بعدی (هر کدام با تاثیر 
متفاوتی) سبب افزایش ترشح آلبومین و بیان ژن های دخیل در عملکرد سلول های 

رده کبدی Huh-7.5 می شوند(18). 
در مطالعه   پیشین گروه ما، از هم کشتی سلول های رده کبدی Huh-7 با سلول های 
 (MSC) و سلول های بنیادی مزانشیمی (HUVEC) اندوتلیال ورید بند ناف انسان
کبدی  اندام های  شبه  کبدی،  برون سلولی  ماتریکس  از  حاصل  هیدروژل  در  انسان، 
ساخته شدند. نتایج این تحقیق نشان داد که این مدل آزمایشگاهی کبدی نسبت به 
کشت دو بعدی سلول های Huh-7 عملکرد بهتری دارد(20). از آنجا که فرآیند تولید 
شبه اندام های مذکور (که اندازه ای حدود 1500 میکرومتر داشتند) به صورت دستی 
و محدود انجام می شد، بنابراین هدف این مطالعه توسعه  یك روش آسان، تکرارپذیر 
و کم هزینه (نسبت به مطالعه های مشابه) برای تولید انبوه ریزبافت های کبدی بود، 
تا بتوان آن ها را به طور موثرتری در آزمایش های برون تن استفاده کرد. این مطالعه 
پژوهشگاه  و  بهشتی  شهید  پزشکی  علوم  دانشگاه  تشریح  علوم  و  بیولوژی  درگروه 

رویان طراحی و انجام شد. 

مواد و روش ها:
نوع مطالعه:

این مطالعه از نوع تجربی بوده و با انجام تست های آزمایشگاهی مرتبط، طراحی و 
اجرا شد. جمعیت مورد مطالعه شامل کشت دوبعدی سلول های Huh-7 و همچنین 
مستقل  متغیر  می شدند.  بررسی  زیستی  تکرار  سه  در  که  بود  حاصله  ریزبافت های 
اصلی تحقیق نیز ریزبافت های کبدی تولید شده بود که با کشت دوبعدی سلول های 
نسبت  حاصله،  ریزبافت های  که  بود  آن  تحقیق  اصلی  فرضیه  شد.  مقایسه   Huh-7
به کشت دوبعدی سلول های Huh-7، مدل آزمایشگاهی مناسب تری برای بافت کبد 
دانشگاهی  جهاد  اخلاق  کمیته  مصوبه  انسانی،  سلول های  از  استفاده  برای  هستند. 

(IR.ACECR.ROYAN.REC.1396.250) اخذ شده و بر اساس آن عمل شد.

کشت و نگه داری سلول ها:
رده سلولی Huh-7 از بانك سلول پژوهشگاه رویان تهیه و در محیط DMEM کشت 
انسان  جنینی  بنیادی  سلول های  از  حاصل  مزانشیمی  بنیادی  سلول های  شد.  داده 
(ES-MSC) نیز از بانك سلول پژوهشگاه رویان تهیه و در محیط α-MEM کشت 
بودند(19).  شده  داده  تمایز   RH5 انسانی  سلولی  رده  از  سلول ها  (این  شدند  داده 
متولد  تازه  نوزادان  بندناف  از   (HUVEC) انسان  بندناف  ورید  اندوتلیال  سلول های 
بندناف ها  والدین،  از  رضایتنامه  اخذ  از  پس  منظور،  این  برای  شد.  استخراج  شده، 
از بانك خون بندناف رویان تهیه شد. جداسازی سلول های اندوتلیالی از بندناف با 
اختصاصی  کشت  محیط  از  ها  آن  کشت  برای  و  انجام  درصد  یك  کلاژناز  محلول 
درصد   10 با  شده،  یاد  کشت  محیط  نوع  سه  هر  شد.  استفاده   (EGM) اندوتلیالی 
سرم جنین گاوی (FBS)، یك درصد پنی سیلین استرپتومایسین، و یك درصد ال-
انکوباتور  در  گراد  سانتی  درجه   37 دمای  شامل  کشت  شرایط  شد.  غنی  گلوتامین  
مرطوب و غلضت 5 درصد CO2 بود. لازم به ذکر است که ریزبافت های تولیدشده 
نیز در محیط کشت ترکیبی شامل محیط های ذکرشده در بالا با نسبت 3:2:1 (3 

برای DMEM، 2 برای EGM، و 1 برای α-MEM) کشت داده  شدند(20).  
تهیه هیدروژل ماتریکس کبد:

برای سلول زدایی و تهیه ماتریکس کبد، ابتدا 200 گرم کبد تازه گوسفند به صورت 
قطعه های دو میلی متری بریده شد و پس از چندین بار شست وشو با آب مقطر، از 
 Triton-X100 (به مدت 36 ساعت) و محلول یك درصد SDS محلول یك درصد
(به مدت دو ساعت) برای حذف سلول ها استفاده شد. سپس ماتریکس سلول زدایی 
شده به مدت 48 ساعت لیوفیلیزه شده و به صورت پودر درآمد. پودر لیوفیلیزه شده 
به  مولار   0/5 استیك  اسید  و  میلی لیتر  بر  میلی گرم  یك  غلظت  با  پپسین  آنزیم  با 
مدت 72 ساعت، محلول شد. سرانجام ترکیب حاصله توسط محلول 5 نرمال سود 
(NaOH) خنثی شده و پیش ژل ماتریکس کبدی با غلظت 6 میلی گرم بر میلی لیتر 

به دست آمد (شکل 1) (20).

شکل 1- مراحل تهیه هیدروژل ماتریکس برون سلولی کبد. 

بررسی کیفیت ماتریکس کبد:
از روش  بافت شناسی استاندارد و رنگ آمیزی هماتوکسیلین-ائوزین (H&E) و آزمون 
بهره  بافت  در  باقی مانده  سلول های  میزان  بررسی  برای   DNA محتوای  سنجش 
گرفته شد. سنجش محتوای DNA با روش فنل کلروفرم انجام شد. به طور خلاصه، 
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بافت کبد طبیعی و بافت سلول زدایی شده در معرض پروتئینازK قرار گرفتند. پس از 
هضم سلولی، فنل-کلروفرم اضافه شده و سپس سانتریفیوژ انجام شد. رسوب به دست 
آمده با اتانول سرد شست وشو داده و خشك شد. سپس به این رسوب آب مقطر اضافه 
شده و میزان جذب آن در طول موج 260 نانومتر خوانده شد. از رنگ آمیزی تری کروم 
ماسون برای بررسی کلاژن باقی مانده، و از رنگ آمیزی آلسیان بلو برای بررسی حفظ 

گلیکوزآمینوگلیکان ها در ماتریکس کبدی حاصله استفاده شد(18, 20).
تهیه هیدروژل آلژینات:

 Alginic acid sodium salt, medium viscosity,) آلژینات  پودر  گرم  یك 
Sigma) پس از استریل شدن با پرتوی فرابنفش، در 50 میلی لیتر آب مقطر حل شد 

تا محلول 2 درصد آلژینات به دست آید(21). 
آماده سازی هیدروژل کامپوزیت و بررسی فراساختار آن:

ماتریکس  هیدروژل  بافت ها،  ریز  تولید  برای  کامپوزیت  هیدروژل  تهیه  منظور  به 
کبد (با غلظت شش میلی گرم بر میلی لیتر) و آلژینات (دو درصد) با نسبت مساوی 
از   ترکیبی  حاصله  کامپوزیت  هیدروژل  بنابراین  شد.  هموژن  و  مخلوط  یکدیگر  با 
سه میلی گرم بر میلی لیتر ماتریکس کبد و یك درصد آلژینات بود. ساختار سه بعدی 
و تخلخل هیدروژل کامپوزیت توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی (SEM) بررسی 
شد. برای این منظور، یك نمونه هیدروژل کامپوزیت پس از ژل شدن، با گلوتارآلدهید 
4درصد به مدت دو ساعت فیکس شد، و پس از لیوفیلیزه شدن به مدت 48 ساعت، 
توسط ذرات طلا پوشش دهی شده و با استفاده از میکروسکوپ الکترونی مشاهده و 

عکسبرداری شد(22،23).
تولید ریزبافت های کبدی:

 (Air-driven ریزبافت ها با استفاده از سیستم تولیدکننده  قطره با کمك جریان هوا
(droplet generator system که در آزمایشگاه ساخته و راه اندازی شد، ایجاد شدند 
(شکل 3 الف). این سیستم براساس دو جریان کار می کند: یکی جریان هوا و دیگری 
 Huh-7، جریان سیال. به منظور ایجاد هیدروژل حاوی سلول  (سیال)، سلول های
هیدروژل  در   1:2:3 مشخص  نسبت  با  شدن،  تریپسینه  از  پس   MSC و   HUVEC
کامپوزیت به صورت سوسپانسیون درآمده، و سوسپانسیون به دست آمده به یك سرنگ 
 (Harvard apparatus, PHD Ultra) منتقل شد. این مخلوط تحت فشار پمپ سرنگی
قرار گرفت تا جریان سیال برقرار شود. از سوی دیگر جریان هوا توسط یك کپسول 
هوا و مانومتر برقرار شد، تا جریان هیدروژل حاوی سلول ها را در فواصل منظم قطع 
قطره ها  این  کند.  ایجاد  مشخص  قطر  با  را  (ریزبافت ها)  سیال  قطره های  و  کرده 
بلافاصله به درون حمام کلرید کلسیم (با غلظت 100 میلی مولار و دمای 37 درجه 
در  منسجم  ساختارهای  صورت  به  کامپوزیت،  شدن  ژل  با  و  شده  وارد  سانتی گراد) 
کشت  محیط  در  روز   28 مدت  به  شست وشو،  از  پس  حاصله  ریزبافت ها  می آمدند. 
ترکیبی کشت داده می شدند و محیط کشت هر دو روز یك بار تعویض می شد(20). 

بررسی اندازه و ساختار بافت شناختی ریزبافت:
 100 تعداد  تولید،  از  پس  ساعت   24 ریزبافت ها،  اندازه  یك نواختی  بررسی  برای 
آن ها  قطر  و  شده  عکسبرداری  فازکنتراست  میکروسکوپ  توسط  آن ها  از  عدد 
روز  در  ریزبافت ها  از  تعدادی  بافت شناختی،  ساختار  بررسی  برای  شد.   اندازه گیری 
پارافین  در  مرسوم،  آماده سازی  و  ثبوت  از  پس  شدند.  نمونه ها   نمونه برداری   28
قالب گیری شده و برش هایی با ضخامت شش میکرومتر تهیه شد. سرانجام برش ها 
با روش هماتوکسیلین-ائوزین و همچنین پریودیك اسید شیف (PAS) رنگ آمیزی 
شده و با میکروسکوپ نوری مطالعه شد. علاوه برآن، برای بررسی زنده مانی سلول ها 
در ریزبافت ها پس از گذشت 28 روز، تعدادی از آن ها با رنگ آمیزی Live/Dead طبق 
 ،(LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit, Invitrogen) کیت  دستورالعمل 

ارزیابی شد(20). 
:CYP1A2 بررسی فعالیت و القاپذیری آنزیم  سیتوکروم

 ،P450-Glo™ Assay (Promega)  برای این منظور از آزمون نورسنجی و از کیت
طبق دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد. در ابتدا میزان فعالیت پایه این آنزیم 
اندازه گیری شد. سپس برای القای فعالیت آنزیم، ریز بافت ها به مدت 48 ساعت در 
 (3-Methylcholanthrene, 3-MC) معرض غلظت 500 میکرومولار 3-متیل کولانترِن
قرار گرفته و دوباره فعالیت آنزیم سنجیده شد تا قابلیت القا  پذیری آنزیم ارزیابی شود. 

میزان شدت نور ناشی از متابولیت حاصل از فعالیت آنزیم توسط دستگاه لومینومتر 
(HTX Multi-Mode Microplate Reader, BioTek) اندازه گیری شد(23). 

بررسی بیان ژن های اختصاصی کبد:
RNAی سلولی با کیت RNeasy Mini Kit (QIAGEN) و طبق پروتکل مربوطه 
 PrimeScriptTM RT reagent Kit کیت  با   RNA میکروگرم  دو  شد.  استخراج 
صورت  به  پلی مراز  زنجیره ای  واکنش  شد.  معکوس  رونویسی   ،(TAKARA)
دستگاه  با  و   SYBR® Premix Ex Taq™ II (TAKARA) از  استفاده  با  کمی 
شد.  انجام   StepOnePlus Real-Time PCR system (Applied Biosystems)
 F: cgctattagttcgttacacca با توالی پرایمر (ALB) برای دو ژن آلبومین PCR واکنش
و R: tttacaacatttgctgccca؛ و سولفورونیل ترانسفراز (SULT1A1) با تولی پرایمر 
بیان  میزان  شد.  انجام   R: tccgtaggacacttctccga و   F: gcaacgcaaaggatgtggca
ژن های هدف نسبت به ژن گلیسرآلدهید 3-فسفات دهیدروژناز (GAPDH) نرمال 
شد. کشت دوبعدی سلول های Huh-7 و بافت کبد انسانی بالغ به عنوان گروه های 

کنترل درنظر گرفته شدند(20). 
سنجش میزان ترشح آلبومین و تولید اوره:

برای بررسی میزان ترشح آلبومین و تولید اوره، محیط کشت ریزبافت ها در روزهای 
زمان انجام  انکوباسیون) جمع آوری و تا  1، 7، 14، 21 و 28 (به دنبال 24 ساعت 
آزمون در دمای منفی 20 درجه سانتی گراد نگه داری شدند. برای سنجش آلبومین 
سنجش  برای  و   (Bethyl Laboratories, Inc. E80-129) انسانی  الایزای  کیت  از 
میزان اوره  تولیدشده، از کیت رنگ سنجی پارس آزمون طبق دستورالعمل شرکت 
سازنده استفاده شد. کشت دوبعدی سلول های Huh-7 به عنوان گروه کنترل انتخاب 

شد(23).
بررسی های دارویی و سم شناسی:

برای بررسی امکان کاربرد ریزبافت ها برای آزمون های دارویی، آزمون سمیّت حاد 
و سمیّت وابسته به دوز و زمان اتانول انجام شد. برای بررسی سمیّت دارویی حاد، 
به مدت 48 ساعت با غلظت های متفاوت دو داروی دیکلوفناك و  ریزبافت ها  ابتدا 
متفورمین (به عنوان داروهای مسموم کننده کبد) تیمار شدند. برای بررسی سمیّت 
وابسته به دوز و زمان نیز ابتدا ریزبافت ها برای دوره های زمانی 24، 48 و 72 ساعت 
با غلظت های متفاوت اتانول تیمار شدند. پس از سپری شدن زمان تیمار دارویی و 

اتانول، از آزمون MTS  برای بررسی میزان زنده مانی سلولی استفاده شد(9, 10).
محاسبات آماری:

برای تحلیل داده های کمی، ابتدا توزیع نرمال آن ها بررسی شد. داده هایی که توزیع 
نرمال داشتند با آزمون های پارامتریك One way ANOVA (برای مقایسه چند گروه) 
یا Student t-test (برای مقایسه دوگروه) بررسی شدند. داده هایی که توزیع نرمال 
نداشتند نیز با آزمون های ناپارامتریك Kruskal–Wallis (برای مقایسه چند گروه) یا 
Mann–Whitney (برای مقایسه دوگروه) آنالیز شدند. تمامی آزمایش ها حدقل با سه 
تکرار زیستی انجام شد، و نتایج به دست آمده به صورت میانگین ± انحراف معیار 

گزارش شد. تفاوت های بین گروه ها در سطح p ≤ 0 /05 معنادار درنظر گرفته شد.
یافته ها: 

کیفیت ماتریکس کبد و فراساختار هیدروژل کامپوزیت:
نتایج به دست آمده از رنگ آمیزی H&E نشان داد که پس از پروسه سلول زدایی، 
تنها ماتریکس ائوزینوفیل کبد باقی مانده و همه سلول ها و بخصوص هسته ها به طور 
نشان  نیز   DNA محتوای  سنجش  آزمایش  الف).   2 (شکل  شده اند  حذف  کامل 
از  ج).   2 (شکل  است  مانده  باقی  ماتریکس  در   DNA اندکی  بسیار  مقدار  که  داد 
سوی دیگر، بررسی برش های بافتی ماتریکس حاصله با رنگ آمیزی های تریکروم 
محتوای  همچنین  کلاژنی و  که ترکیب های  بود  آن  از  حاکی  بلو  آلسیان  ماسون و 
گلیکوزآمینوگلیکان های ماتریکس حاصله (پس از سلول زدایی) به خوبی حفظ شده 
است (شکل 2 الف). این نتایج نشان داد که روش سلول زدایی استفاده شده در این 

مطالعه برای تولید ماتریکس کبد مناسب بوده است. 
روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  از  استفاده  با  کامپوزیت  هیدروژل  فراساختار  بررسی 
نشان داد که این هیدروژل دارای تخلخل مناسب برای حضور سلول ها است. ضمن 
تبادلات  و  کشت  محیط  نفوذ  امکان  متصل  هم  به  منافذ  این  می رود  انتظار  آنکه 
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متابولیت ها و گازهای تنفسی را برای سلول ها فراهم کند(شکل 2 ب). 

الف)  کامپوزیت.  هیدروژل  و  کبد  سلولی  برون  ماتریکس  کیفیت  بررسی   -2 شکل 
ائوزین،  و  هماتوکسیلین  رنگ آمیزی های  با  کبد  سلولی  برون  ماتریکس  بررسی 
حضور  نظر  از  حاصله  ماتریکس  کیفیت  بررسی  برای  آلسیان بلو  و  ماسون  تریکروم 
میکروسکوپ  تصویر  ب)  گلیکوزآمینوگلیکان  ها.  و  کلاژن  ترکیب های  سلول ها، 
الکترونی روبشی از ساختار هیدروژل کامپوزیت که تخلخل های آن را نشان می دهد. 
که  کبد  سلولی  برون  ماتریکس  در  باقی مانده   DNA محتوای سنجش  نمودار  ج) 
نشان دهنده فرآیند سلول زدایی مناسب بافت کبد است (داده های کمّی حاصل از سه 

تکرار زیستی بوده و به صورت میانگین ± انحراف معیار ارائه شده است). 

مشخصات ریزبافت های کبدی:
ایجاد ریزبافت ها با استفاده از سیستم تولیدکننده ی قطره، این امکان را فراهم می نمود 
تا تعداد انبوهی ریزبافت  در زمانی اندك و با اندازه دلخواه تولید شود. بنابراین تنظیمات 
سیستم به گونه ای انجام شد تا ریزبافت ها با قطر 500 میکرومتر ایجاد شوند (شکل 3 
الف). بررسی ریخت شناختی ریزبافت های تولیدشده در روزهای 1، 14 و 28 حاکی از 
آن بود که سلول ها در ابتدا به صورت منفرد و پراکنده درون هیدروژل توزیع می شوند؛ 
اما با گذشت زمان، در اثر تکثیر سلولی و همچنین مهاجرت آن ها، توده های منسجم 
سلولی درون هر ریزبافت شکل می گیرد. ضمن آنکه اندازه ریزبافت ها در مدت زمان 
کشت 28 روزه تقریبا ثابت بود. نتایج بررسی اندازه ریزبافت ها حاکی از آن بود که بیش 
از 75 درصد آن ها قطری بین 485 تا 515 میکرومتر داشته و تعداد ریزبافت هایی که 
قطری کمتر یا بیشتر از این بازه داشتند، اندك بود. نمودار توزیع اندازه ریزبافت ها این 

همگنی را به خوبی نشان می دهد(شکل 3 ب). 
نتایج حاصل از رنگ آمیزی Live/Dead در روز 28  نشان داد که اکثر سلول های 
موجود در ریزبافت-ها زنده هستند و میزان بسیار اندکی سلول مرده در ساختار آن ها 
وجود دارد (شکل 4 الف). بررسی ساختار بافت شناختی نیز حاکی از آن بود که درون هر 
ریزبافت چندین اجتماع سلولی تشکیل شده است (شکل 4 ب). از طرفی رنگ آمیزی 
ذخیره سازی  و  سنتز  قابلیت  ریزبافت ها  درون  هپاتوسیت های  که  داد  نشان   PAS

نتایج  ج).   4 (شکل  دارند  را  گلیکوژن 
القاء پذیری  و  عملکرد  بررسی  از  حاصل 
که  بود  آن  از  حاکی  نیز   CYP1A2 آنزیم 
نه تنها این آنزیم در ریزبافت ها فعال است، 
بلکه فعالیت آن تحت تیمار با القاکننده ی 
3MC به طور معناداری (حدود هفت برابر) 

افزایش می یابد(شکل 4 د).

با  کبدی  ریزبافت های  مقایسه 
:Huh-7 کشت دوبعدی سلول

 SULT1A1 و ALB بررسی بیان ژن های
با  آن ها  مقایسه  و   14 و  یك  روزهای  در 
کشت دوبعدی Huh-7  نشان داد که بیان 
هر دو ژن  در ریز بافت ها در روز 14 نسبت 
به کشت دوبعدی به طور معناداری افزایش 
الف).  یك  (نمودار   (p ≤  0/05) می یابد 
علاوه برآن، نتایج حاصل از بررسی میزان 
آن  از  حاکی  اوره  تولید  و  آلبومین  ترشح 
بود که ریزبافت ها با گذشت زمان مقادیر 
ترشح  و  تولید  را  اوره  و  آلبومین  بیشتری 
می کنند. ضمن آنکه میزان این افزایش در 
مقایسه با کشت دوبعدی Huh-7 به طور 

معناداری تفاوت داشت (نمودار 1 ب). 
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شکل 3- تهیه  ریزبافت های کبدی و بررسی های آن. الف) شکل شماتیکی که روش 
فازکنتراست  میکروسکوپ  تصویر  ب)  دهد.  می  نشان  را  کبدی  ریزبافت های  تولید 
ریزبافت ها  اندازه  توزیع  نمودار  و  تولید  از  پس   28 و   14  ،1 روزهای  در  ریزبافت ها 
در زمان تولید، که همگنی بالای آن ها را نشان می دهد (داده های کمّی حاصل از 

شمارش 100 ریزبافت است).
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   دور 44، شماره 4، 1399، صفحات 532 تا 539

537 /  عبّاس پیریایی و همکاران

نمودار 1.  بررسی بیان ژن ها و عملکردهای اختصاصی کبدی در ریزبافت ها. الف) 
نمودارهای بیان ژن های آلبومین (ALB) و سولفورونیل ترانسفراز (SULT1A1) در 
ریزبافت ها، در مقایسه با کشت دوبعدی سلول های Huh-7 به عنوان گروه کنترل. 

ب) نمودارهای میزان ترشح آلبومین و تولید اوره در ریزبافت ها، در مقایسه با کشت 
دوبعدی سلول های Huh-7 به عنوان گروه کنترل. نتایج کمی حاصل از سه تکرار 

زیستی بوده و به صورت میانگین± انحراف معیار نشان داده شده اند.
.(*p ≤0/05 ،**p ≤0/001 ،***p ≤0/001 ،****p ≤0/0001) 

میزان  ارزیابی  و  اتانول  سمیّت  آزمون  و  دارویی  حاد  سمیّت  بررسی  آزمون   نتایج 
حساسیت سلول ها به این سموم در شکل پنج نشان داده شده است. بررسی سمیّت 
حاد دارویی نشان داد که ریزبافت ها در غلظت 500 میکرومولار متفورمین و همچنین 
 Huh-7 در غلظت های 10 و 100 میکرومولار دیکلوفناك، نسبت به کشت دوبعدی
حساسیت بیشتری داشته و به همین خاطر میزان زنده مانی سلول های آن ها به طور 
زمان  و  دوز  به  وابسته  سمّیت  آزمون  در  الف).   2 می یابد (نمودار  کاهش  معناداری 
اتانول نیز مشخص شد هنگامی که ریزبافت ها به مدت 24 ساعت در معرض غلظت 
حساسیت   Huh-7 دوبعدی  کشت  به  نسبت  می گیرند،  قرار  اتانول  مولار  میلی   40
بیشتری به سمیّت آن بروز می دهند. همچنین تیمار ریزبافت ها به مدت 48 ساعت با 
دوزهای 10 و 40 میلی مولار اتانول، موجب شد که حساسیت آن ها نسبت به کشت 
دوبعدی Huh-7 به طور معناداری افزایش یابد. به نحوی که  در دوز 40 میلی مولار 
اتانول، پس از گذشت 24، 48 و 72 ساعت، زنده مانی سلول های ریزبافت ها به ترتیب 
به 68، 23، و 4 درصد کاهش پیدا کرد. از سوی دیگر، میزان زنده مانی ریزبافت ها 
پس از 72 ساعت قرار گرفتن در معرض غلظت های 4، 10 و 40 میلی مولار اتانول 
به ترتیب به 61، 41 و 4 درصد کاهش  یافت. از این داده ها می توان نتیجه گرفت که 
تاثیر سمّیت کبدی اتانول وابسته به زمان تیمار و میزان غلظت آن بوده و ریزبافت 
در مقایسه با کشت دوبعدی Huh-7 پاسخ بهتری به این فرآیند بروز می دهند (نمودار 
2 ب). بنابراین با وجود ساختار سه بعدی ریزبافت ها می توان ازآن ها در مطالعه های 

سم شناسی به عنوان مدل آزمایشگاهی مناسب تر استفاده کرد.

نمودار 2. بررسی های دارویی و سمیّت ریزبافت های کبدی. الف) بررسی پاسخ به 
سمیّت حاد دو داروی متفورمین و دیکلوفناك در دوزهای متفاوت به دنبال تیمار 48 
ساعته با آن ها. ب) بررسی پاسخ ریزبافت ها به سمیّت وابسته به دوز و زمان اتانول. 
در همه این بررسی ها (الف و ب)، کشت دوبعدی سلول های Huh-7 به عنوان گروه 
نشان دهنده  ریزبافت ها  سلول های  کمتر  زنده مانی  میزان  شد.  گرفته  درنظر  کنترل 
حساسیت بیشتر آن ها به سمیت دارویی است. نتایج کمی حاصل از سه تکرار زیستی 

بوده و به صورت میانگین± انحراف معیار نشان داده شده اند. 
.(*p ≤0/05 ،**p ≤0/001 ،***p ≤0/001 ،****p ≤0/0001) 

تصویر  الف)  تولید.  از  پس   28 روز  در  کبدی  ریزبافت های  بررسی   -4 شکل 
رنگ آمیزی Live/Dead برای ارزیابی میزان زنده مانی سلول ها که نشان  دهنده زنده 
بودن اکثر سلول ها (سبز) و مرگ (قرمز) تعداد بسیار اندکی از آن هاست. ب) برش 
بافتی ریزبافت با رنگ آمیزی هماتوکسیلین و ائوزین که ساختار دورنی آن را نشان 
سنتز  توانایی  بررسی  برای   PAS رنگ آمیزی  با  ریزبافت  بافتی  برش  ج)  می دهد. 
ذخیره  از  حاکی  سیتوپلاسم  ارغوانی  رنگ  ریزبافت ها.  در  گلیکوژن  ذخیره سازی  و 
گلیکوژن در سلول هاست. د) نمودار بررسی آنزیم سیتوکروم CYP1A2، که حاکی 
کمی  نتایج  است.   3MC ماده  با  آن  القا پذیری  قابلیت  همچنین  و  پایه  فعالیت  از 
حاصل از سه تکرار زیستی بوده و به صورت میانگین± انحراف معیار نشان داده 

***p ≤0/001 .شده است
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بحث:
برای  مناسب  آزمایشگاهی  مدل های  ایجاد  باره  در  متعددی  مطالعه های  تاکنون 
بافت های مختلف بدن انجام شده و نتایج حاکی از آن است که کشت سه بعدی و 
استفاده از داربست  مطلوب سبب شباهت هرچه بیشتر این مدل ها به بافت طبیعی 
می شود(11، 19، 120). بنابراین در مطالعه حاضر برای تولید ریزبافت های کبدی از 
آلژینات بود،  کامپوزیت که ترکیبی از ماتریکس برون سلولی کبد و  یك هیدروژل 
استفاده شد. یکی از اجزای مهم ماتریکس برون سلولی کبد گلیکوزآمینوگلیکان ها 
بافتی  اختصاصی  سیتوکاین های  و  رشد  فاکتورهای  ذخیره سازی  با  که  هستند 
ساختاری  سازماندهی  سبب  پیام رسانی  مسیرهای  بعضی  برقراری  با  همچنین  و 
سبب  کلاژن ها  حضور  دیگر،  سوی  از  می شوند(22).  کبد  بافت  بهتر  عملکرد  و 
سلولی  اتصالات  بافتی،  انسجام  بهبود  علاوه بر  و  شده،  کبد  بافت  ریزمحیط  حفظ 
افزایش  را  هپاتوسیت ها  عملکرد  و  زنده مانی  میزان  مکانیکی،  پارامترهای  تنظیم  و 
سلول های  که  دریافتند   2014 سال  در  همکارانش  و   Ramaiahgari می دهد(18). 
می-شوند، ساختارهای  سه بعدی کشت داده  شکل  به  ماتریژل  با  زمانی که   HepG2
شبیه کانالیکول های صفراوی تشکیل می دهند و بسیاری از ویژگی های هپاتوسیتیِ 
از دست رفته را بازمی یابند(10). در مطالعه Yamada و همکارانش در سال 2016 
نیز نشان داده شد که کشت هپاتوسیت ها به شکل اسفرویید و در حضور گوی های 
ترشح  بهبود  و  زنده مانی  افزایش  سبب  بودند)  سلول  اندازه  هم  (که   I نوع  کلاژن 
آلبومین می شود (23). در یك مدل کبد-روی-چیپ که توسط Bhise و همکارانش 
ژلاتین  با  که   HepG2/C3A سلول های  اسفروییدهای  شد،  تولید   2016 سال  در 
متآکریلویل انکپسوله شدند، به مدت 30 روز عملکردشان را به خوبی حفظ کردند(8).
شد)  استفاده  مطالعه  این  در  که  کامپوزیت  هیدروژل  دیگر  جزء  عنوان  (به  آلژینات 
یك پلی ساکارید طبیعی است، که به دلیل ویژگی های آب دوستی، زیست سازگاری، 
عدم ایجاد واکنش های ایمنی، و مهم تر از همه ژل شدن سریع با یون های کلسیم، 
می تواند گزینه  مناسبی برای انکپسوله کردن سلول ها باشد. پیش تر در سال 2003، 
انکپسوله  موشی  هپاتوسیت های  که  دادند  نشان  همکارانش  و   Dvir-Ginzberg
سنتز  جمله  (از  عملکردشان  و  داشته  بهتری  زنده مانی   آلژینات،  هیدروژل   در  شده 
فیبرونکتین) افزایش می یابد(21). در واقع، آلژینات پس از ژل شدن، یك شبکه  به 
هم متصل با منافذ فراوان ایجاد می کند که اجازه  زنده ماندن هپاتوسیت ها و حفظ 
شکل،  که  دهد  می  نشان  پیشین  یافته های  این  می دهد(21).  آن ها  به  را  عملکرد 
ساختار و نوع ترکیب ریزمحیط اطراف، تاثیر مهمی بر عملکرد و رفتارهای سلولی 
دارد(24). در مطالعه حاضر، بررسی ساختار داربست کامپوزیت تایید کرد که ساختار 
سه بعدی و متخلخل آن می تواند زمینه تغذیه، تحرك، مهاجرت و تکثیر مناسب را 
برای سلول های ریزبافت حاصله مهیا کند. علاوه برآن، چنین داربستی سبب شد که 
ریزبافت ها به طور انبوه و با یك روش آسان، کنترل شده و تکرارپذیر در آزمایشگاه 
ایجاد شوند. مهم تر ازآن، نتایج به دست آمده از مطالعه حاضر تایید کرد که این شیوه  
 Huh-7 سلول های  عملکرد  تا  می شود  سبب  ریزبافت  صورت  به  بعدی  سه  کشت 
(ازجمله، میزان ترشح آلبومین و تولید اوره، به عنوان دو شاخص مهم کبدی) افزایش 
سلول های  دادند،  نشان   2009 سال  در  همکارانش  و   Sainz که  همان طور  یابد. 
اتصالات  و  سلولی  قطبیت  شاخص های  از  بهتری  بیان  اسفرویید  شکل  به   Huh-7
 Khetani محکم را نسبت به حالت کشت دوبعدی نشان می دهند(13). علاوه بر آن
و همکارانش در سال 2015 گزارش کردند که کشت سلول های HepG2/C3A به 
متابولیك  فعالیت  افزایش  آلبومین،  ترشح  بهبود  سبب  کبدی  اسفروییدهای  شکل 
حالت  به  نسبت  کبدی،  متابولیسم  دو  و  یك  فازهای  آنزیم های  بیان  افزایش  و 
و  آلبومین  کبدی،  مهم  ژن  دو  بیان  حاضر  مطالعه  در  می شود(9).  دوبعدی  کشت 
SULT1A1 بررسی شد. آلبومین به عنوان یکی از مهم ترین پروتئین های ترشحی 
کبد و SULT1A1 یکی از آنزیم های فاز دو متابولیسم است که در متابولیزه کردن 
طیف وسیعی از ترکیب های اندوژن و اگزوژن نقش دارد(26). افزایش بیان این دو 
بهبود  از  نشان  محققان)  سایر  نتایج  و  تحقیق  این  یافته های  سایر  با  ژن (هم راستا 

وضعیت عملکرد سلول های Huh-7 در مدل ریزبافت داشت. 
سلول  عنوان  به  هپاتوسیت ها  بر  تاکید  کبدی،  آزمایشگاهی  مدل های  اکثر  در 
پارانشیمی کبد است، زیرا فراوان ترین سلول در بافت کبد بوده و عمده  وظایف کبد 

که  است  پیچیده  ساختار  با  اندامی  کبد  که  است  این  واقعیت  اما  دارد.  عهده  به  را 
ساختار  حفظ  در  مهمی  نقش  و  داشته  حضور  آن  در  هم  غیرپارانشیمی  سلول های 
مدلی  عملکردی،  و  مناسب  آزمایشگاهی  مدل  یك  این رو،  از  دارند.  آن  عملکرد  و 
است که در کنار هپاتوسیت ها، حاوی سایر سلول های مناسب نیز باشد. Gaskell و 
همکارانش در سال 2016 نشان دادند که وجود سلول های اندوتلیالی سینوزوئیدی در 
کنار هپاتوسیت های موشی، سبب حفظ عملکرد CYPها و افزایش بیان شاخص هایی 
مانند آلبومین و ترانسفرین تا 37 روز می شود(27). سلول های ستاره ای نقش مهمی 
نشان   2011 سال  در  همکارانش  و   Kasuya مطالعه نتایج  دارند.  کبد  هموستاز  در 
برقرار  را  اندوتلیالی  سلول های  و  هپاتوسیت ها  بین  ارتباط  سلول ها  این  که  داد 
هپاتوسیت ها،  هم کشتی  با  همکارانش  و   Kostadinova همچنین  می کنند(25). 
که  ساختند  را  مدلی  ستاره ای  سلول های  و  کوپفر  سلول های  اندوتلیالی،  سلول های 
به مدت سه ماه عملکرد خود را حفظ کرد. این بهبود عملکرد شامل بیان آلبومین و 

فیبرینوژن، تولید اوره و نیز القاپذیری CYPها بود(26). 
بررسی اثرهای سمّی ترکیب های دارویی و ارزیابی میزان حساسیت سلولی به آن ها 
حاضر،    مطالعه  در  بنابراین  است.  کبدی  مدل های  کاربردهای  اصلی ترین  از  یکی 
بررسی سمیّت حاد دارویی و آزمون سمیّت وابسته به زمان و دوز اتانول نیز انجام 
دادندکه  نشان   2014 سال  در  همکارانش  و   Ramaiahgari پیش تر  شد.  داده 
اسفروییدهای HepG2 در مقایسه با گروه کنترل کشت دوبعدی، حساسیت بیشتری 
به سمیت کبدی داروها از خود نشان می دهند(10). در مطالعه حاضر برای بررسی 
شد.  استفاده  سلولی  زنده مانی  آزمون  از  دارویی  سمیت  به  ریزبافت ها  حساسیت 
درحالی که Skardal و همکارانش در سال 2015، ابتدا با انکپسوله کردن سلول های 
کردند.  تولید  را  کبدی  سازه های  ژلاتین،  و  هیالورونیك اسید  هیدروژل  در   HepG2
سپس آن ها را با  غلظت-های 50، 100 و 500 میلی مولار اتانول تیمار کرده و تاثیر 
سمیت را با بررسی میزان تولید آلبومین و اوره ارزیابی کردند. آن ها نشان دادند که 
میزان تولید و ترشح این شاخص ها به صورت وابسته به دوز اتانول کاهش یافته و از 

سویی دیگر شاخص های آسیب سلولی افزایش می یابد(27). 
آنزیم های  فعالیت  میزان  هپاتوسیت ها،  عملکرد  کننده  تعیین  شاخص های  از  یکی 
سیتوکروم P450  و همچنین توان القا پذیری آن هاست. بیان و فعالیت بسیار پایین 
این آنزیم ها در رده های سلولی هپاتومایی سبب شده تا استفاده از آن ها در مطالعه های 
دارویی با مشکل جدی مواجه شود(28). برای غلبه بر این مشکل باید عملکرد این 
آنزیم ها را در رده های سلولی بهبود بخشید. مطالعه های پیشین نشان داده که کشت 
نسبت  را  سیتوکروم ها  فعالیت  میزان  می تواند  سه بعدی  صورت  به  سلولی  رده های 
به حالت دوبعدی به میزان قابل توجهی افزایش دهد(10, 29). بنابراین در مطالعه 
در  دارویی  مطالعه های  از  که  رضایت بخشی  نتایج  که  کرد  بیان  می توان  نیز  حاضر 
ریزبافت ها به دست آمد، با بهبود عملکرد آنزیم های سیتوکرومی که قابلیت القاپذیری 

نیز داشتند، ارتباط دارد. 
اهمیت بالای کبد برای حفظ هموستاز بدن و نقش این اندام در متابولیسم داروها، 
اثر  بررسی  اندام،  این  بیولوژی  مطالعه  برای  جدید  مدل های  یافتن  تا  شده  موجب 
داروها و مدل سازی بیماری های کبدی به اهداف ویژه ای بدل شود. بنابراین تاکنون 
مدل های کشت دوبعدی، اسفروییدی، ریزبافت، یا ارگانوییدی متعددی ایجاد شده و 
سعی شده تا عملکرد هپاتوسیتی بهبود داده شود، اما اکثر این روش ها نیازمند وسایل، 
امکانات و سلول های خاصی هستند، گران قیمت بوده و تکرارپذیر نیستند، یا امکان 
تولید در مقیاس انبوه را ندارند. به دلیل همین مشکلات، این مدل ها هنوز نتوانسته اند 
به خوبی وارد عرصه صنعت دارویی شوند. مهم ترین نقطه قوت این مطالعه، دست یابی 
به یك روش آسان، تکرارپذیر، کم هزینه (نسبت به رویکردهای مشابه) و سازگار با 
تولید انبوه، برای تولید ریزبافت های کبدی است. باتوجه به افزایش چشمگیر عملکرد 
ریزبافت های کبدی حاصله (نسبت به کشت دوبعدی سلولی) به نظر می رسد می توان 
کرد.  استفاده  دارویی  سمیت  بررسی  ازجمله  آزمایشگاهی،  مطالعه های  در  آن ها  از 
است.  کبدی  سرطانی  سلولی  رده  از  استفاده  مطالعه  این  ضعف  نقطه  وجود  این  با 
بنابراین پیشنهاد می شود برای دست یابی به مدل کبد آزمایشگاهی انسانی مناسب تر، 
این رده سلولی توسط هپاتوسیت های طبیعی انسان یا هپاتوسیت های تمایز یافته از 

سلول های بنیادی جایگزین شود.

   دور 44، شماره 4، 1399، صفحات 532 تا 539
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