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. هدف باشدیم هیکل وندیجهت پ ازینمورد هایهیکل شیافزا یبرا یمناسب لیپتانس یبافت دارا یمهندس :زمينه و هدف

 .باشدیم یانسان هیکل هایداربست هیمطالعه، شناخت روش مناسب جهت ته نیاز ا

 نی. در ادیانجام گرد 1330 تا شهریور بهشتیمشهد از ارد یدر دانشگاه علوم پزشک یقیمطالعه تحق نیا :روش بررسي

و  Triton X-100 (1A) 1% ندهیاز مواد شو اولشدند. در روش  سهیانسان با هم مقا هیکل ییزدامطالعه دو روش سلول

SDS (1B) 1% دنبال آن از و بهسولفات(  لیدودس می)سدDNase I  از  دوماستفاده شد. در روشSDS (2A) 0.5%  و

SDS (2B) 1% و  نیلیهماتوکس یزیآمبا استفاده از رنگ زداییسلول هایاز روش کیهر  یی. کارادیاستفاده گرد

 شد. یبررس یمیستوشیمونوهیا یزیآمرنگ بافت و DNA، استخراج DAPI، (H&E) نیائوز

 کسیو حفظ بهتر ماتر یسلول هایشده حذف موفق هسته زداییسلول یانسان هیکل H&E یزیآمرنگ جینتا ها:يافته

 SDS (1B)ا با قطعات مجاورت داده شده ب سهیدر مقا (1A) تونیرا در قطعات مجاورت داده شده با تر یخارج سلول

 هایروش ریبا سا سهیدر مقا DNAجهت کاهش  X-100 تونتری که داد نشان هاداربست DNA یریگنشان داد. اندازه

در روز  X-100 تونیبا تر زداییسلول یرا ط نینیو لام IVحفظ کلاژن  IHC یزیآم. رنگباشدیثرتر موم زداییسلول

شده با  هیته یانسان هیکل هایربسترا در دا (HLA) یانسان تیژن لوکوسیحذف کامل آنت IHC جینشان داد. نتا پنج

 نشان داد. پنجدر روز  تونیتر

انسان  هیکل زداییسلول یبرا تریمناسب ندهیماده شو X-100 تونیکه تر دهدیمطالعه نشان م نیا هایافتهی گيري:نتيجه

 .باشدیم SDSبا  سهیدر مقا

 .سولفات لیدودس می، سدX-100 تونیتر ،ییزداسلول ،ماتریکس خارج سلولی، انسان هیکل :ليديك لماتك

 

 
 End Stage)های کلیه به مرحله نهایی بیماریمبتلا  مارانیتعداد ب

Renal Disease) هیکل یینارسا ی. علل اصلاست شیافزارو به  نهسالا 

 یویکل هاییماری، بینفروپات ابت،ید ت،یعبارتند از: گلومرولونفر

موجب  جیکه به تدر دیگر سندرم آلپورت و عوامل ،تیککیسپلی

 های رایج برای این درمان شود.یممیزان فیلتراسیون گلومرولی کاهش 

 
های توجه عملکرد کلیه درمان با روشتوجه به کاهش قابلبیماران با

باشد. دیالیز و پیوند کلیه دو روش متداول در جایگزینی کلیه می

در کننده داروهای حفاظت استفاده از 1باشند.میدرمان جایگزینی کلیه 

 هایدرماناستفاده از نیبنابرا باشد،پذیر نمیامکان مدت یطولان

از لحاظ  .است یضرورو پیوند  زیالیهمودشامل  هیکل ینیگزیجا

مشاهده  ییبالا ریمومرگ زانیهنوز م یزیالید مارانیبدر  یآمار

باشد. از می ESRDبرای بیماران  پیوند کلیه بهترین درمان 3و2.شودیم

 مقدمه
 

 

 

 20تا  17های ، صفحه7شماره  ،28دوره ، 7041فروردین ی تهران، كی، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش اصیلمقاله 

 

 15/81/1483آنلاین:      21/12/1482پذیرش:      20/11/1482: ویرایش     21/11/1482دریافت:       چكيده
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 20تا  13 ،3 ، شماره28، دوره 3041 فروردینی تهران، كی، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 

ر پیوند کلیه رغم افزایش تعداد بیمارانی که در لیست انتظاطرفی علی

های های کلیه مناسب هم از اجساد و هم از دهندههستند، تعداد دهنده

است  یارشته نیب علم کیبافت  یمهندس 1.زنده رو به کاهش است

 پیشرفتدر جهت  را یستیو علوم ز یمهندس یهاکه اصول و روش

ها و ، حفظ و بهبود عملکرد بافتذخیره برای زیستی یهانیگزیجا

 اساس مهندسی بافت 4.آوردیبه اجرا در م دهید بیآس یهااندام

شده داده های کشت که برای سلول باشدها میاستفاده از داربست

سازد ا قادر میها رکنند و سلولیک اسکلت عمل می مانندروی آن 

ها با اندازه و شکل ها و اندامنیاز جهت تولید بافتفتارهای موردتا ر

از استفاده های موردساخت داربستبرای  6و5.بروز دهندرا مطلوب 

و  سنتزی یمرهایپل ک،یسرام ی شاملستیسه گروه جداگانه مواد ز

و معایب  ایمزای ستیمواد ز نیاز ا کیهر  و شودیم ی استفادهعیطب

 میکلس یو بتا تر سنتزیو  یعیطب تیآپات یروکسدیه 4.دارد یخاص

بافت استخوان هستند.  یاستفاده در مهندسمورد هایکیسرام ،فسفات

 ،باشندمیآزاد  نییپروتی زیستی هستند و دارای سازگار دارایآنها 

 کیمونولوژیا هایواکنش کیتحرباعث  هااین داربست همچنین

اده در مهندسی بافت شامل استفداربست پلیمری مورد 4و1.دشونینم

 4باشد.می کاپرولاکتون یو پل دیاس لاکتیکیپل د،یاس کیکولیگلیپل

قابلیت تولید در مقیاس بالا و امکان کنترل خصوصیاتی نظیر میزان 

باشد. ها میاستحکام، و میزان تخلخل از مزایای این داربست

زمان های سنتزی با مشکلاتی مانند تولید مواد سمی در داربست

های مکانیکی ویژگی زایی، ایجاد پاسخ ایمنی ورگتجزیه آنها، عدم

های حاصل ینپروتی شامل یعیطب یمرهایپل 3و0باشند.ضعیف همراه می

 فیبرینوژن، ،کلاژناز قبیل  (Extra Cellular Matrix, ECM)از 

از  .باشدمی هاو گلیکوزآمینو گلیکان دیاس کیالورونیه ن،یآلبوم

ی بالا ستیز یسازگار ،قبولپذیری قابلتخریب هاداربستخواص این 

 یکیداشتن خواص مکانایجاد حساسیت و عدم همراه با سمیت پایین،

یک  ن،یابرعلاوه 11و18باشد.طبیعی می یهابافت مخصوصاست که 

های طبیعی ماتریکس ی، داربستعیطب هایداربست دسته دیگر از

 طیمحو  شوندتهیه می واناتیح و اهانیاز گخارج سلولی هستند که 

. فراهم آوردن سامانه کنندمیفراهم  هاسلولکشت  یبرا یمناسب

های سطحی، ها از طریق برهم کنش با گیرندهرسانی به سلولپیام

های مهم زایی از ویژگیهای سلولی و رگتجزیه به وسیله آنزیم

ی عیطب ایهداربستاستفاده از  بیمعاباشد. های طبیعی میداربست

کنترل خواص  تیشامل محدود یمصنوع هایداربست در مقایسه با

ها و داربست بیتخر زانیم لیدر تعد ییتواناعدم ،ییایمیو ش یکیزیف

های منظور تهیه داربست به 12و18.باشدیم آنها سترون کردن مشکل

زدایی انجام ی بدن موجودات زنده، فرآیند سلولهاطبیعی از بافت

های یک اندام یا بافت از آن جدا و در طی آن تمامی سلولشود و می

زدایی از بافت سلولماند. میزان فقط ماتریکس خارج سلولی باقی می

 14و13.استفاده وابسته استزدایی موردهای سلولبه نوع بافت و روش

باشند شیمیایی و آنزیمی می های فیزیکی،روشترکیبی از ها این روش

ها ها برای تجزیه سلولها و حلالها، آنزیمی از شویندهکه در آن انواع

ها ماتریکس خارج ندامها و ادر تمام بافت 15و13.گردداستفاده می

از جمله  ECMاجزای . سلولی یک جزء دینامیک، زنده و حیاتی است

اتصالات سلولی و رشد سلول  در، لامینین و فیبرونکتین I ،IVکلاژن 

بر فراهم ، علاوهECMهای بافت با ش سلولکنبرهم 16.نقش دارند

رسانی را برای بعدی مناسب، مسیرهای پیامسه نمودن ساختار 

رفتارهای سلولی از قبیل چسبندگی، مهاجرت، تکثیر و تمایز سلولی 

یندهایی از قبیل تکوین بافت، آبرای فر عوامل سازد که اینفراهم می

توجه با 11.ان اهمیت داردهای ایمنی و پیشبرد سرطترمیم زخم، پاسخ

های اخیر مطالعات متعددی در مورد بازسازی به اینکه در سال

ساده مانند عروق، مثانه، مجاری هوایی فوقانی و مری  های نسبتااندام

های در انسان با موفقیت انجام شده است، با وجود این بازسازی اندام

و نیاز به های متعدد همراه است پیچیده مانند کلیه با چالش

رغم مطالعات متعددی که علی 2.های متفاوت و جدید داردرویکرد

، ولی 10-22جهت بازسازی کلیه روی حیوانات مختلف انجام شده

کلیه انسان  ECMکنون مطالعات محدودی در مورد تولید داربست تا

ثر ودر این مطالعه در نظر است روشهای ملذا  23و22.انجام شده است

لیه های مناسب طبیعی کیه انسان و تولید داربستزدایی کلسلول

 های طبیعی بررسی شود.جهت رسلولاریزه کردن داربست

 

 
دلیل در این مطالعه به، ی کلیه انسانیمرکز-یقشرتهیه قطعات 

های سالم کلیه بیمارانی های سالم، از قسمتامکان استفاده از کلیهعدم

هایی مانند تومورها و یا نقص در عملکرد از بدن ل بیماریدلیکه به

استفاده های موردبیمار خارج شده بودند، استفاده شد. تمامی کلیه

 بررسيروش 
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ستفاده در بیماران یید شد که قادر به پیوند و ااتوسط پزشک معالج ت

های انسانی در بطری استریل حاوی سرم کلیه اند.نیازمند نبوده

دانشگاه علوم امام رضا  و قائم هایبیمارستانفیزیولوژی سرد، از 

و به سرعت به  C°4 پزشکی مشهد تحویل گرفته شد و در دمای

های چربی و کپسول اطراف کلیه آزمایشگاه منتقل شدند. ابتدا بافت

ها با استفاده از تیغ بیستوری به صورت قطعاتی سپس کلیه 22.جدا شد

-طعات کلیوی قشریبرش زده شدند و ق mm 2˟18˟18با ابعاد 

صورت تصادفی به سپس این قطعات تهیه شده به 24.مرکزی تهیه شد

زدایی سلول دوو  یکهای شده و توسط روشگروه زیر تقسیم سه

 یکمرکزی کلیوی که با استفاده از روش -قطعات قشری -1 شدند.

مرکزی کلیوی که با استفاده از  -قطعات قشری -2 زدایی شدند.سلول

-طعات قشریگروه شاهد: شامل ق -3زدایی شدند. ولسل دوروش 

 زدایی.هیچ روش سلولمرکزی کلیوی بدون

جهت ، ی کلیه انسانیمرکز-یقشرزدایی قطعات سلول

های مختلف فیزیکی و کلیوی، از روشقطعات زدایی کردن سلول

لوژی شستشو داده ها با سرم فیزیوشیمیایی استفاده شد. ابتدا نمونه

 (-C136°) دقیقه در نیتروژن مایع دوها به مدت مونهشدند. سپس ن

دقیقه در آب مقطر قرار گرفتند.  پنجور شده و سپس به مدت غوطه

 25.شستشو داده شدند C°31 در دمای PBSها با بعد، نمونه در مرحله

های طبیعی منظور تهیه داربستمرکزی کلیه انسانی، به-قطعات قشری

زدایی با شدند و کارایی سلولزدایی روش زیر سلول دوطی 

بررسی قرار گرفت. مورد DNAشناسی و تعیین مقدار های بافتروش

عنوان نمونه شاهد در نظر گرفته علاوه، تعدادی از این قطعات بهبه

شناسی داخل محلول فرمالین ت مطالعات بافتشده و این قطعات جه

 ساعت تثبیت شدند. 12به مدت  18%

          ی: قطعات کلیوی ابتدا بازدایسلول اولروش 

(phosphate-buffered saline, PBS)  شستشو داده شدند، سپس

                     تریتون %1صورت تصادفی تعدادی از قطعات با به

X-100 (%1 T X-100)  که روش(1A و تعدادی نامگذاری می )شود

شدند.  شود( مجاورنامگذاری می 1B)که روش   SDS 1%دیگر با 

. سپس هر (rpm 200)قرار گرفتند  شیکرروی  C°4 ها در دماینمونه

طور ها بهساعت محیط مربوطه تعویض شد تا زمانی که بافت 24

روز  14و  18، پنج، دوهای ها در زمانزدایی شدند. بافتکامل سلول

زدایی کننده خارج شدند و پس از شستشو با آب های سلولاز محلول

 یکرقیق شده بود به مدت  PBSه در ک DNase Iزیم مقطر با آن

داده شدند  شوشست PBSها با ساعت مجاور گردیدند. در نهایت بافت

 24.طور کامل حذف شودتا آنزیم به

: قطعات کلیوی ابتدا جهت شستشو با آب دومزدایی روش سلول

  قرار گرفتند شیکرروی  C°4 ساعت در دمای 12مقطر به مدت 

(200 rpmو ) زدایی که حاوی دنبال آن در مجاورت محلول سلولبه

(Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) 2)که روش  %5/8های ا درصدبA 

شود( بود، نامگذاری می 2B)که روش  %1شود( و نامگذاری می

ساعت پس از قرار گرفتن  هشت. محلول اولین بار شدندور غوطه

 40سپس هر ض گردید، زدایی تعویها در محلول سلولاولیه نمونه

زدایی شدند تعویض طور کامل سلولها بهساعت تا زمانی که بافت

و  پنج، دوهای سپس قطعات کلیوی در زمان 26.محیط انجام گرفت

برداشته شده و به منظور حذف  SDSروز پس از مجاورت با  18

 22.قرار گرفتند PBSروز در  پنجبه مدت  SDS شوینده

به منظور بررسی ، طبیعی کلیوی تهیه شده هایارزیابی داربست

 توسط هرمرکزی -قشریی تهیه شده هاداربست ،زداییفرآیند سلول

شناسی و های بافتتحت بررسی زداییهای سلولیک از روش

شناسی بافت بررسی .قرار گرفتند بافت DNAبررسی مقدار 

شناسی جهت ارزیابی ریخت، های طبیعی کلیوی تهیه شدهداربست

یک از  مرکزی تهیه شده توسط هر-های طبیعی قشریاربستد

-های هماتوکسیلین، رنگ آمیزیدوو  یکزدایی های سلولروش

در  (diamidino-2-phenylindole, DAPI-6,'4)و  (H&E)ائوزین 

ها بلافاصله در نظر انجام گردید. بدین منظور، نمونه های موردزمان

رار داده ساعت ق 12به مدت )محلول تثبیت کننده(  %18فرمالین 

دستگاه  باو انجام شد  پارافین گیری با استفاده ازشدند. سپس قالب

  .میکرونی تهیه گردید پنجهای برش میکروتوم

های طبیعی وش ابتدا داربستدر این ر، H&Eآمیزی رنگ

زدایی در روزهای روش سلول دومرکزی تهیه شده توسط هر -قشری

های )گروه زدایی نشدهسلولهای کلیه تمورد نظر و همچنین باف

شاهد( توسط گزیلول پارافین زدایی و در اتانول با درجات نزولی 

آمیزی هسته ها به منظور رنگبدین ترتیب، نمونه دهی شدند.آب

های توسط هماتوکسیلین و به منظور رنگ آمیزی سیتوپلاسم و رشته

گیری توسط اتانول و بدر انتها نیز آ 21.همبندی با ائوزین رنگ شدند

های مورد نظر ط گزیلول انجام شد. سپس از نمونهسازی توسشفاف
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 20تا  13 ،3 ، شماره28، دوره 3041 فروردینی تهران، كی، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 

انجام  برداریعکس Olympus BX51 Japanیکروسکوپ متوسط 

برای  DAPIآمیزی رنگ، DAPIآمیزی با رنگ فلورسنت رنگ 20.شد

آمیزی جهت رنگ 23.زدایی انجام گردیدتأیید فرآیند سلول

روش  دومرکزی تهیه شده توسط هر -قشری های طبیعیداربست

های کلیه ر روزهای مورد نظر و همچنین بافتزدایی دسلول

، پس از DAPIهای شاهد(، به کمک زدایی نشده )گروهسلول

دهی توسط درجات نزولی اتانول، زدایی توسط گزیلول و آبپارافین

دقیقه در بافری که توسط استیک اسید و  پنجها به مدت لام

4HPO2aN  تهیه شد، قرار گرفتند. سپس با استفاده از سمپلر یک قطره

بر روی هر مقطع ریخته و لامل بر  DAPIاز محلول رقیق شده رنگ 

 18-15آمیزی به مدت ها جهت رنگها قرار داده شد. لامی نمونهرو

دقیقه درون فویل آلومینیومی پیچیده شدند و در نهایت جهت مشاهده 

( Olympus, Japanطع، از میکروسکوپ فلورسنت )و عکسبرداری مقا

باقیمانده در  DNAمقدار ، بافت DNAاستخراج  38.استفاده گردید

زدایی در روش سلول دوهای طبیعی تهیه شده توسط هر داربست

 زدایی نشدهسلولهای کلیه روزهای مورد نظر و همچنین بافت

ژنومی مطابق با  DNAهای شاهد(، با استفاده از کیت استخراج )گروه

های مورد نظر در زمان Denazist, Iranدستورالعمل شرکت سازنده 

ها، جذب نوری آنها از بافت DNAپس از استخراج  گیری شد.اندازه

 nm 208و  nm 268با استفاده از دستگاه نانودراپ در طول موج 

های طبیعی پس از بررسی داربست، ایمونوهیستوشیمی خوانده شد.

زدایی های سلولکزی کلیه انسانی تهیه شده توسط روشمر-قشری

ترین روش تهیه عنوان مناسبیک بهزدایی ، روش سلولدوو  یک

به منظور  آمیزی ایمونوهیستوشیمیرنگداربست در نظر گرفته شد و 

در این  انجام شد.ترین زمان تهیه داربست بررسی و تعیین مناسب

دایی و با درجات نزولی زارافینها ابتدا توسط گزیلول پروش نمونه

ها با بافر نمکی فسفات گیری شدند. در مرحله بعد، نمونهاتانول آب

 Kیناز ژن با آنزیم پروتیشستشو و سپس به منظور بازیافت آنتی

(U/ml 688 گرمخانه ) شدند. پس از شستشو با گذاریPBSها ، نمونه

)به منظور  %3ول ، متانBSA 1%میکرولیتر  28به ترتیب در مجاورت 

قرار  goat serum 1%میکرولیتر  28سازی پراکسیداز داخلی( و خنثی

ژن ، آنتیIVشده کلاژن رقیق بادی اولیهها با آنتیگرفتند. سپس نمونه

 ساعت در دمای 24و لامینین، به مدت  (HLA)لوکوسیت انسانی 

C°4  و پس از یک مرحله شستشو باPBSبه ها در دمای اتاق ، نمونه

از  پسشدند. گرمخانه گذاری بادی ثانویه مدت یک ساعت با آنتی

 DABمیکرولیتر  38ها در مجاورت ، نمونهPBSشستشوی مجدد با 

ن رنگ، با درجات ها با هماتوکسیلیقرار گرفتند. در نهایت نمونه

سازی شدند. در این گیری و توسط گزیلول شفافصعودی اتانول آب

ژن مورد نظر به بادی با آنتیشیمیایی آنتیروش واکنش ایمونوهیستو

 دهندهشدت رنگ ایجاد شده نشان 22.شودآشکار می ایرنگ قهوه

ها ین مورد نظر در بافت کلیه بود. در نهایت از نمونهمیزان پروتی

صویر تهیه ت Olympus BX51 Japanی توسط میکروسکوپ نور

 گردید.

 

 
-های قشریزدایی داربستهای سلولایی روشبررسی کار

شناسی ، جهت بررسی بافتشناسیمرکزی کلیه انسان توسط بافت

یک از  شده توسط هرمرکزی تهیه-های طبیعی قشریداربست

-های هماتوکسیلین، رنگ آمیزیدوو  یکزدایی های سلولروش

 14و  18، پنج، دوهای های موردنظر )روزدر زمان DAPIائوزین و 

( انجام دوبرای روش  18و  پنج، دوهای و روز یک برای روش

-های طبیعی قشریائوزین داربست–آمیزی هماتوکسیلینرنگ گردید.

در این ، دوو  یکمرکزی کلیه انسانی تهیه شده توسط روش 

های کلاژن آمیزی، رنگ ائوزینوفیلی صورتی نمایانگر انواع رشتهرنگ

باشد. ای سلولی مینمایانگر مواد هستهازوفیلی بنفش آمیزی بو رنگ

ها از ائوزین، حذف سلول-آمیزی هماتوکسیلیننتایج حاصل از رنگ

تارهای توبولی و گلومرولی مرکزی، حفظ ساخ-قطعات کلیوی قشری

( و %1)تریتون  1Aهای های تهیه شده در هر یک از روشداربست

1B (SDS 1%را در مقایسه با بافت )زدایی نشده های کلیه سلول

آمیزی ها با رنگ(. بررسی نمونه1 دهد )شکل)گروه شاهد( نشان می

ائوزین نمایانگر حفظ ساختارهای توبولی، عروقی، –هماتوکسیلین

گلومرولی و حفظ ساختار پیچیده ماتریکس خارج سلولی 

، دوهای شاهد در روزهای های تهیه شده در مقایسه با گروهداربست

باشد. همچنین با افزایش زمان ورت با تریتون میپس از مجا 18پنج و 

پس از مجاورت با تریتون تخریب و آسیب  14زدایی و در روز سلول

های طبیعی تهیه شده در مقایسه با ماتریکس خارج سلولی در داربست

وجود آمیزی عدم(. در این رنگ1 های شاهد مشاهده شد )شکلگروه

 هايافته
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های کزی تهیه شده در زمانمر-های قشریهای سلول داربستهسته

( در 1B)روش  SDS 1%روز پس از مجاورت با  14و  18، پنج، دو

ید صحت فرآیند های شاهد موهای کلیه گروهمقایسه با بافت

آمیزی ها با رنگباشد. بررسی نمونهها میزدایی در تمامی زمانسلول

H&E  نشان داد ساختارهای توبولی، عروقی و یکپارچگی ماتریکس

های شاهد در های تهیه شده در مقایسه با گروهخارج سلولی داربست

فظ شده است. ح SDS 1%پس از مجاورت با  پنجو  دوروزهای 

پس از  14و  18زدایی و در روزهای همچنین با افزایش زمان سلول

تخریب و آسیب ماتریکس خارج سلولی در  SDS 1%مجاورت با 

های شاهد مشاهده یسه با گروههای طبیعی تهیه شده در مقاداربست

 (. 1 )شکل شد

 
 

 

 

 

 

 

 
مرکزی کلیه انسان توسط -یک در نواحی قشریزدایی : بررسی کارایی روش سلول1شکل 

مرکزی بافت کلیه -ین: تصاویر مربوط به مقاطع قشریائوز–آمیزی هماتوکسیلینرنگ

روز پس از مجاورت  14و  18، پنج، دوهای های تهیه شده در زمانزدایی نشده و داربستسلول

مرکزی -در قطعات قشریهای سلول وجود هستهباشند. عدممی SDS 1%با تریتون و 

مرکزی تهیه شده -های طبیعی قشریزدایی در داربستزدایی شده نشان دهنده تایید سلولسلول

 (.x288باشد )بزرگنمایی می SDS 1%توسط تریتون و 

 
زی تهیه شده در روزهای مرک-های قشری داربست 2 شکلدر 

( نشان داده 2A)روش  SDS 0.5% با پس از مجاورت 18و  پنج، 2دو

های سلول در وجود هستهآمیزی عدمشده است. در این رنگ

( 2A)روش  SDS 0.5%های طبیعی تهیه شده توسط محلول داربست

شاهد(  زدایی نشده )گروههای کلیه سلولدر مقایسه با بافت

باشد. از ها میزدایی در تمامی زمانفرآیند سلول دهنده صحتنشان

زدایی ساختارهای توبولی، گلومرولی و با افزایش زمان سلول ،طرفی

های طبیعی ساختار پیچیده ماتریکس خارج سلولی در داربست

در مقایسه با گروه شاهد  SDS 0.5%مرکزی تهیه شده توسط -قشری

س مشاهده شد. یب بیشتر ماتریککمتر حفظ شده بود و تخر

مرکزی -های طبیعی قشریهای سلول در داربستوجود هستهعدم

های کلیه در مقایسه با بافت %1با غلظت  SDSتهیه شده توسط 

ها زدایی در تمامی زماندهنده فرآیند سلولزدایی نشده نشانسلول

 H&Eآمیزی ها با رنگ(. همچنین بررسی نمونه2 باشد )شکلمی

ب بیشتر و حفظ کمتر ساختارهای توبولی، دهنده تخرینشان

های گلومرولی و ساختار پیچیده ماتریکس خارج سلولی در داربست

 های شاهد بود.در مقایسه با گروه SDS 1%طبیعی تهیه شده توسط

 
 

 

 

 

 

 

 
مرکزی کلیه انسان توسط -دو در نواحی قشریزدایی : بررسی کارایی روش سلول2شکل 

مرکزی بافت کلیه -ین: تصاویر مربوط به مقاطع قشریائوز–نآمیزی هماتوکسیلیرنگ

 روز پس از مجاورت با  18و  پنج، دوهای های تهیه شده در زمانزدایی نشده و داربستسلول

SDS 0.5%  وSDS 1% مرکزی -های سلول در قطعات قشریوجود هستهباشند. عدممی

مرکزی تهیه شده -های طبیعی قشریربستزدایی در دایید سلولزدایی شده نشان دهنده تاسلول

 (.x288باشد )بزرگنمایی می SDS 1%و  SDS 0.5%توسط 

 
مرکزی کلیه -های طبیعی قشریداربست DAPIآمیزی رنگ

با عبور از  DAPIرنگ ، دوو  یکانسانی تهیه شده توسط روش 

، خاصیت درخشندگی از خود DNAهای غشاها و اتصال به مولکول

ها با میکروسکوپ شده، هستهکه در مقاطع تهیهطوری دهد بهنشان می

آمیزی، شوند. از این رنگفلورسنت به رنگ آبی درخشان دیده می

مرکزی -های طبیعی قشریوجود هسته در داربستجهت بررسی عدم
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 20تا  13 ،3 ، شماره28، دوره 3041 فروردینی تهران، كی، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 

زدایی در مقایسه با بافت کلیه ید فرآیند سلولکلیه انسانی و تای

آمیزی ستفاده گردید. مقاطع رنگهای شاهد( ازدایی نشده )گروهسلول

مرکزی -های قشریمربوط به داربست DAPIشده با رنگ فلورسنت 

روز پس از  14و  18، پنج، دوهای کلیه انسانی تهیه شده در زمان

نشان  3 ( در شکل1B)روش  SDS( و 1Aمجاورت با تریتون )روش 

 داده شد. 

کلیه مرکزی -شود، در بافت قشریطور که مشاهده میهمان

از تلیالی و اندوتلیالی با استفاده های اپیزدایی نشده هسته سلولسلول

شده، ولی در صورت آبی فلورسنت مشخص ، بهDAPIآمیزی رنگ

های انسانی تهیه شده توسط مرکزی کلیه-های طبیعی قشریداربست

گردد زها این نقاط درخشنده مشاهده نمیدر تمامی رو SDSتریتون و 

باشد. ها میی در داربستاها و مواد هستهموفق سلولف ید حذکه مو

و  پنج، دوهای مرکزی تهیه شده در روز-قشری هایداربست 4شکل 

 DAPIرا با رنگ فلورسنت  %1و  SDS 0.5%پس از مجاورت با  18

 دهد. نشان می

های وجود نقاط درخشنده آبی نمایانگر حذف هسته سلولعدم

دو  های طبیعی تهیه شده به هردر داربست تلیالی و اندوتلیالیاپی

های در مقایسه با بافت 2B (SDS 1%)و  2A (SDS 0.5%)روش 

زدایی در باشد که تایید صحت فرآیند سلولهای شاهد میکلیه گروه

 باشد.های مورد بررسی میو در تمامی زمان SDSهر دو غلظت 

 
 

 

 

 

 

 
 

مرکزی کلیه به کمک -در قطعات قشری زداییسلول 1یکبررسی کارایی روش  :3شکل 

دهد زدایی نشان میپیش از سلولرا  مرکزی کلیه-: بافت قشریDAPI .Controlآمیزی رنگ

های به صورت نقاط آبی فلورسنت، داربست DAPIآمیزی های سلولی با رنگکه هسته

روش )یتون پس از مجاورت با ترروز  14و روز  18، روز پنج، روز دومرکزی تهیه شده -قشری

1Aپس از  روز 14و  روز 18، روز پنج، روز دومرکزی تهیه شده -های قشری(، داربست

 دهندها را نشان میها هسته سلول. پیکانx288بزرگنمایی ( با 1Bروش ) SDSمجاورت با 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

مرکزی کلیه به کمک -زدایی قطعات قشریسلول دوبررسی کارایی روش : 4شکل 

دهد زدایی نشان میرا قبل از سلول کلیه مرکزی-: بافت قشریDAPI .Controlآمیزی رنگ

-های قشریصورت نقاط آبی فلورسنت، داربستبه DAPIآمیزی سلولی با رنگهای که هسته

(، 2Aروش ) SDS 0.5%پس از مجاورت با  روز 18و  روز پنج، روز دومرکزی تهیه شده 

 SDS 1%پس از مجاورت با  روز 18و روز پنج، روز دومرکزی تهیه شده -های قشریداربست

 .دهندها را نشان میسلولها هسته . پیکانx288بزرگنمایی ( با 2Bروش )

 
زدایی استفاده شده در های سلولی کارایی روشمقایسه کم

به ، موجود در بافت DNAهای مختلف کلیه انسانی با بررسی بخش

از  DNAستخراج زدایی، ای فرآیند سلولمنطور ارزیابی کم

های مرکزی در هر یک از روش-های طبیعی قشریداربست

های کلیه در آنها با بافت DNAزدایی صورت گرفت و میزان سلول

 های شاهد مقایسه گردید. گروه

مرکزی کلیه -های طبیعی قشریداربست DNAنتایج استخراج 

مقایسه مقدار  A-5شکل ، دوو  یکانسانی تهیه شده توسط روش 

DNA مرکزی کلیه انسانی مجاورت -استخراج شده در قطعات قشری

دهد. ( را نشان می1B)روش  SDS( و 1Aداده شده با تریتون )روش 

مرکزی کلیه -قشری قطعات DNAدست آمده، مقدار هبراساس نتایج ب

روز پس از مجاورت با تریتون  14و  18، پنج، دوهای انسانی در زمان

به  دار بودکاهش یافت و این کاهش معنا ه شاهددر مقایسه با گرو

-قطعات قشری DNAهمچنین مقدار  .(>881/8P< ،81/8P) ترتیب

روز پس از  14و  18، پنج، دوهای مرکزی کلیه انسانی در زمان

در مقایسه با گروه شاهد کاهش یافت و این کاهش  SDSمجاورت با 

  (.>85/8P) دار بودپنج معنافقط در روز 
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مرکزی کلیه انسانی -قشری خراج شده قطعاتاست DNAمقدار 

 SDS 0.5%روز پس از مجاورت با  18و  پنج، دوهای در زمان

 دار نشان داددر مقایسه با گروه شاهد کاهش معنا( 2A)روش 

(85/8P<) . همچنین مقدارDNA مرکزی کلیه انسانی -قطعات قشری

وش )ر SDS 1%روز پس از مجاورت با  18و  پنج، دوهای در زمان

2B ) اری نشان داد به ترتیب در مقایسه با گروه شاهد کاهش معناهم

(881/8P< ،81/8P<) ( شکلB-5.)  

مرکزی -های طبیعی قشریبررسی ایمونوهیستوشیمی داربست

پس از بررسی نتایج ، %1زدایی شده توسط تریتون سلولکلیه انسانی 

تهیه مرکزی -های قشریداربست DNAشناسی و تعیین میزان بافت

 %1زدایی، روش استفاده از تریتون دو روش سلولشده توسط هر 

های ترین روش جهت تهیه داربستعنوان مناسب( به1A)روش 

 طبیعی کلیه انسانی انتخاب گردید. 

زدایی توسط تریتون دراین راستا، جهت تعیین بهترین زمان سلول

رکزی م-یعی قشریهای طبروش ایمونوهیستوشیمی برای داربست 1%

 18و  پنجهای در زمان %1دایی شده توسط تریتون زکلیه انسانی سلول

های ینبا تریتون انجام شد و توزیع پروتیروز پس از مجاورت 

هد مقایسه گردید. در این های شاها با گروهموردنظر در داربست

 ، لامینین IVهای کلاژن ینها به رنگ بنفش و پروتیآمیزی هستهرنگ

 شوند. ای نمایان مینگ قهوهبه ر HLAو 

زدایی شده های سلولای موجود در نمونههر چه رنگ قهوه

و لامینین در ماتریکس  IVدهنده حفظ بیشتر کلاژن بیشتر باشد، نشان

مرکزی تهیه شده توسط -های طبیعی قشریخارج سلولی داربست

ای با شدت رنگ قهوه HLAین باشد. همچنین برای پروتیریتون میت

 HLAزدایی شده، نمایانگر حذف بیشتر های سلولمتر در نمونهک

 باشد.می

 
 

 

 

 

 

 

 
و بررسی آماری به روش  mean±SEMها به صورت : نمایش دادهموجود در بافت DNAمرکزی کلیه انسانی توسط استخراج -قشریقطعات  1Bو  1Aزدایی های سلولی روش: مقایسه کم5شکل 

Repeated measures 85/8 دارااختلاف معنشد. بامیP< 81/8 .باشدمیP< ++، 881/8P<  +++ قشریقطعات ) در مقایسه با گروه شاهد مرکزی مجاورت داده شده با تریتون-قشریقطعات مقایسه 

ی مقایسه کم (A).( =4n) ،زدایی نشده(مرکزی کلیه سلول-قشریقطعات ) در مقایسه با گروه شاهد SDSمرکزی مجاورت داده شده با -قشریقطعات مقایسه *>85/8P، زدایی نشده(مرکزی کلیه سلول

 Repeated measuresو بررسی آماری به روش  mean±SEMصورت ها به: نمایش دادهموجود در بافت DNAمرکزی کلیه انسانی توسط استخراج -قشریقطعات  2Bو  2Aزدایی های سلولروش

  ،زدایی نشده(مرکزی کلیه سلول قشریقطعات ) در مقایسه با گروه شاهد SDS 5/8%مرکزی مجاورت داده شده با -قشریقطعات مقایسه *  >85/8P. باشدمی >85/8Pدار ااختلاف معنباشد. می

81/8P< ++، 881/8P<  +++ مرکزی مجاورت داده شده با -قشریقطعات مقایسهSDS 1% ده(زدایی نشمرکزی کلیه سلول-قشریقطعات ) در مقایسه با گروه شاهد (4n= ).(B)  

 
مرکزی تهیه -های قشرینتایج ایمونوهیستوشیمی داربست 6شکل

را  %1جاورت با تریتون روز پس از م 18و  پنجهای شده در زمان

دهد. شبکه به هم پیوسته کلاژن در نشان می IVین کلاژن برای پروتی

حفظ شده است، همچنین، شبکه  زدایی کاملاطی فرآیند سلول

ها و در غشای پایه توبول IVتصل به هم کلاژن یکنواخت و م

باشد. نتایج مشاهده میقابل 18پنج و ها در روزهای گلومرول

مرکزی کلیه انسانی -های طبیعی قشریایمونوهیستوشیمی داربست

نشان دهنده حفظ شبکه به هم پیوسته لامینین در طی فرآیند 
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 20تا  13 ،3 ، شماره28، دوره 3041 فروردینی تهران، كی، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 

باشد، اما در روز میها ها و گلومرولزدایی در غشای پایه توبولسلول

های تهیه شده در کاهشی در بیان لامینین در داربستزدایی سلول 18

زدایی نشده )گروه شاهد( مشاهده های کلیه سلولمقایسه با بافت

 (.6گردید )شکل

های طبیعی در داربست HLAنتایج ایمونوهیستوشیمی برای 

طی فرآیند  ژن دریه انسانی نشان داد، که این آنتیمرکزی کل-قشری

های زدایی نشده )گروههای کلیه سلولزدایی در مقایسه با بافتسلول

زدایی در میزان حذف شود و با افزایش زمان سلولشاهد( حذف می

HLA پنج(. در نتیجه در روزهای 6تغییر اندکی مشاهده گردید )شکل 

 های ایمونولوژیکی ایجاد خواهد شد.حداقل واکنش 18و 

آمیزی توجه به نتایج حاصل از رنگدر مجموع، با

و درنظر  HLAو  ، لامینینIVهای کلاژن ایمونوهیستوشیمی پروتیین

قایسه با های تهیه شده در مفتن کاهش بیان لامینین در داربستگر

ترین زمان جهت به عنوان مناسب پنجهای کلیه گروه شاهد، روز بافت

 نی انتخاب گردیدمرکزی کلیه انسا-های طبیعی قشریتهیه داربست

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
مرکزی انسانی توسط -در قطعات قشری HLA، لامینین و IV: بررسی بیان کلاژن 6شکل 

زدایی مرکزی بافت کلیه سلول-آمیزی ایمونوهیستوشیمی: تصاویر مربوط به قطعات قشریرنگ

 روز توسط تریتون 18و  پنجهای مرکزی تهیه شده در زمان-های قشرینشده و داربست

قرار گرفته است )بزرگنمایی  HLA، لامینین و IVبادی کلاژن باشند، که در مجاورت آنتیمی

x288ین کلاژن (، پروتیIV لامینین و ،HLA ها به رنگ آبی سلولای و هسته به رنگ قهوه

زدایی شده بیشتر باشد، های سلولای موجود در نمونهشوند. هر چه رنگ قهوهنمایان می

های طبیعی ، لامینین در ماتریکس خارج سلولی داربستIVفظ بیشتر کلاژن دهنده حنشان

ای موجود هر چه رنگ قهوه HLAباشد و در مورد تهیه شده توسط تریتون می مرکزی-قشری

در ماتریکس خارج  HLAدهنده حذف بیشتر زدایی شده کمتر باشد، نشانهای سلولدر نمونه

 باشدی تهیه شده توسط تریتون میمرکز-های طبیعی قشریسلولی داربست

 
فشارخون بالا و عوارض  ،ابتیمانند د ییهایماریب وعیشافزایش 

 ESRDو  CKD است که باعث شده ویژه نارسایی کلیهناشی از آنها به

 شید. افزاوش لیدر سراسر جهان تبد یمشکل بهداشت عمومیک به 

-هزینه اجتماعی ،انماریب ریموو مرگ ایرمایباین خطر ابتلا به 

 جادیا درمانی-یبهداشت یهامستیس برای را یادیز یاقتصاد

مورد در هر میلیون  308در ایران میزان شیوع این بیماری  32و31.کندیم

های کلیه از افزایش تعداد دهندهوجود  با 33.نفر گزارش شده است

انتظار  لیست در ی کهرندگانی، هنوز تعداد گهای زنده و مردهدهنده

ی که به مارانیدر ب ریمومرگ زانیم 34.ستهستند، بسیار بالا وندیپ

که  گروه بیمارانی است از بالاتر اریبس ،شوندمی زیالیدطولانی  مدت

منبع  کیبه  ازین در نتیجه اند،عضو قرار گرفته وندیپ یجراحتحت 

از منابع بالقوه،  یکی .وجود دارد یوندیپ یهاارگانبرای  محدودنا

خارج کردن از بدن فرد دهنده از  پسکه بلافاصله  هستند ییهاهیکل

 شرفته،یگلومرولوسکلروز پ ،یحیتشرهای ناهنجاری دلایلی مانندبه 

 هینکروز قشر کل و هیعروق کل یماریب ،ینینابیب بروزیف ،توبولی یآتروف

 بافت یمهندسیشرفت پتوجه به با 2.باشدامکان پیوند آنها مقدور نمی

 وندیپجهت  هااندام نیاستفاده از ا یبرا وشی، رختیبازساپزشکی و 

های ف مهندسی بافت ترمیم بافتاهدیکی از ا 34و22.یافت خواهد شد

های های بدن و داربستدیده با استفاده از ترکیب سلول آسیب

عمل عنوان الگو برای ترمیم بافت هها بکه این داربست ،متخلخل است

یک جایگزین  1و6.باشدمیها گاهی برای رشد سلولکنند و تکیهمی

برای پلیمرهای سنتزی استفاده از مواد طبیعی استخراج شده از 

های طبیعی با استفاده از ماتریکس خارج سلولی، ساخت داربست

زدایی سلول ECMهای و داربست ECMهای تخلیص شده از پروتیین

مشتق  ECM یعیطب یهاداربستساختار  35.دباشنها میشده از بافت

های طبیعی بوده و ماتریکس خارج از بافت، مشابه با بافت شده

ای که مهاجرت و های ویژهسلولی ساختار طبیعی خود و مولکول

  36.کنددهند، حفظ میها را افزایش میتکثیر سلول

 ساختاربر  زداییسلولاثرات  یابیارز جهت ،حاضر مطالعه در

ECM ،ثر وروش م کو یافتن ی هاو توبول هارگیمو ها،گلومرول

 زیو تما ریتواند تکثبکه انسانی  هیکل های طبیعیداربست هیته یبرا

 زدایی مورد مقایسهروش سلولدو را حمایت کند،  یادیبن یهاسلول

 بحث
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برای اولین بار به منظور مقایسه دو عامل  اولروش  .قرار گرفت

( همراه با روش آنزیمی روی SDSزدایی رایج )تریتون و سلول

شناسی قطعات کلیه انسان انجام شد. در این روش نتایج بافت

طور به SDSنشان داد که تریتون و  DAPIائوزین و –هماتوکسیلین

-روز در قطعات قشری 14و  18پنج، ، دوهای مؤثری در تمام زمان

انجام دادند. البته براساس نتایج  زدایی راهای انسانی سلولمرکزی کلیه

ائوزین یکپارچگی ماتریکس خارج سلولی، –آمیزی هماتوکسیلینرنگ

های تهیه داربستساختارهای توبولی، گلومرولی و ساختار سه بعدی 

با استفاده از  های تهیه شدهتوسط تریتون در مقایسه با داربست شده

SDS  ف کامل توجه به اهمیت حذبابود.  حفظ شدهبیشترDNA  از

، زبانیمایمنی در  نامطلوب یهاواکنشمنظور جلوگیری از داربست به

 30و31.باشدز اهمیت میباقیمانده در داربست حای DNAبررسی مقادیر 

 SDS، هم تریتون و هم DNAبنابراین، براساس نتایج استخراج 

مرکزی کلیه انسانی در -قطعات قشریDNA موجب کاهش مقدار 

یید نتایج ه گروه شاهد شدند، که البته در تاافت کلیمقایسه با ب

توسط  های تهیه شدهدار در داربستشناسی این کاهش معنابافت

بیشتر بود.  SDSتوسط  های تهیه شدهتریتون در مقایسه با داربست

توسط  های تهیه شدهداربستدر بافت  DNAکاهش  همچنین میزان

از  شتریبزدایی نشده ولبافت کلیه سلنسبت به  (1Aتریتون )روش 

هم سو با  .بود (1B)روش  SDSتوسط  های تهیه شدهداربست

 2814ه که در سال های حاصل از بررسی حاضر، در یک مطالعیافته

رت با استفاده از تریتون انجام شد. نتایج  زدایی کلیهانجام شد، سلول

حذف های تهیه شده، داربست DNAگیری مقدار شناسی و اندازهبافت

در بررسی  33.ها را همراه با حفظ ساختار اصلی بافت نشان دادسلول

روش استفاده از  دوو همکاران، کلیه خوک به  Choiانجام شده توسط 

ه توسط شد های تهیهزدایی شد. در داربستسلول SDSتریتون و 

بعدی عروق خونی، ساختارهای توبولی و  های سهتریتون ساختار

شای پایه بیشتر حفظ شده بود و تریتون همچنین یکپارچگی غ

 24.زدایی کلیه خوک تایید شدجهت سلول عامل مناسب کیعنوان به

 یونیریغ ندهیمواد شوتوان گفت که در توضیح این مشاهدات می

 نییپروت-یو چرب یچرب-یچربپیوندهای شکستن تریتون با مانند 

 شود.می لسلو یغشا شدنزیل و گریکدیها از سلول ییمنجر به جدا

و  یتوپلاسمیس یغشاها SDS ی مانندونی هایهندیشو کهدر حالی

 متراکم یهابافت هایشدن سلول زیباعث ل کرده ورا حل  یاهسته

 موجب نییپروت-نییپروتهای پیوندبا شکستن شود، ازسوی دیگر می

 راتییتغه و در نتیجه موجب ها شدنییکامل پروت دناتوره شدن

طور معمول به SDS .شوندر مقایسه با تریتون میقویتر د یساختار

ثرتر وم هاشوینده ریبافت نسبت به سا یهابردن سلول نیاز ب یبرا

 ECMبه  یشتریبهای غیریونی آسیب در مقایسه با شویندهاست، اما 

پس از مقایسه دو  یکدر بررسی حاضر در روش  48و31.کندوارد می

های ن داده شد که در داربستنشا SDSزدایی تریتون و ماده سلول

شده به کمک تریتون آسیب ساختاری کمتری در مقایسه با تهیه

مشاهده شد و تریتون در کاهش  SDSهای تهیه شده به کمک داربست

عمل کرده است. مطالعات قبلی،  SDS، مؤثرتر از DNAمقدار 

 SDS 0.5%های انسانی به کمک روش پرفیوژن زدایی کلیهسلول

توبولی و  ی، عروقیگلومرولها و حفظ ساختارهای حذف سلول

بنابراین، در مطالعه حاضر روش  34و22.ها را نشان دادندداربست

های منظور مقایسه درصددر راستای مطالعات قبلی به دوزدایی سلول

SDS 0.5%  روش %1و( 2هایA  2وB روی قطعات کلیه انسانی )

و  H&Eآمیزی اسی با رنگشننتایج بافت دوطراحی گردید. در روش 

DAPIحذف بقایای سلولی در تمامی  زدایی و، صحت فرآیند سلول

های انسانی مرکزی کلیه-بررسی در قطعات قشریهای موردزمان

های مطالعه سو با یافتهرا نشان داد. هم SDSتوسط هر دو درصد 

      ازبا استفاده که  رت یاههیکلشده در حاضر، در بررسی انجام

SDS 1% یزیآمرنگزدایی شدند، سلول H&E هایوجود هستهعدم 

را نشان  هاها و توبول، گلومرولساختارهای عروقیو حفظ  یسلول

و  SDS %1در بررسی انجام شده کلیه گوسفند با استفاده از  41.داد

زدایی شد و در عین طور کامل سلولروز به پنجتریپسین به مدت 

با این وجود در مطالعه  42.ه حفظ شدحال ساختار سه بعدی کلی

ائوزین مبین تخریب –شناسی هماتوکسیلینحاضر، نتایج بافت

بود، همچنین در  %1و  SDS 0.5%های ماتریکس توسط درصد

ها آسیب ساختاری بافت SDS 1%های تهیه شده توسط داربست

نشان داد که  DNAاز سوی دیگر، نتایج استخراج  بیشتر مشاهده شد.

-قطعات قشری DNAموجب کاهش مقدار  SDSدرصد  هر دو

گروه شاهد شدند، اما  مرکزی کلیه انسانی در مقایسه با بافت کلیه

های تهیه شده با هر دو داربست DNAتوجهی بین کاهش تفاوت قابل

مختلف  هایو روش مشاهده نشد. اگرچه توسط مواد SDSدرصد 

ام داد، اما عوامل از بافت را انج حذف سلولتوان زدایی میسلول
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 جادید و باعث انده رییرا تغ ECM بیترکمختلف ممکن است 

 نیبه حداقل رساندن ابنابراین، د. نشو هاساختاری در داربستاختلال 

بنابراین، در  31.باشدزدایی میاصلی سلولهدف  اثرات نامطلوب

یک و در روش  SDSراستای مقایسه انجام شده بین دو ماده تریتون و 

زدایی قطعات کلیه عنوان شوینده بهتر جهت سلولنهاد تریتون بهپیش

های توجه به آسیب ساختاری مشاهده شده در داربستانسان و با

و  SDS 0.5%های های انسانی تهیه شده با محلولمرکزی کلیه-قشری

های با درصد SDS، در نتیجه استفاده از دواستفاده در روش مورد 1%

اند باعث کاهش اثرات نامطلوب این ماده بر تومتفاوت نیز نمی

عنوان گزینه ساختار داربست کلیه انسان شده و در نتیجه تریتون به

شود. البته، زدایی در این مطالعه مطرح میتر جهت سلولمناسب

 هایویژگیبر  تریتونو  SDSدر مورد اثرات  یمتناقض یهاگزارش

عنوان مثال، بعضی بهد. وجود دار زدایی شده مختلفسلول یهابافت

از  خاص داربست یککلاژن را در  SDSاند که مطالعات نشان دادهاز 

شود، یبافت م یکیباعث کاهش قدرت مکان جهیبرد، در نت یم نیب

در  یحت ECMکلاژن  یاست بر رو ممکن SDSکه  یحالدر

تاکنون  44و43.توجهی نداشته باشدقابل رینسبتا مشابه تاث یهابافت

 هیکلزدایی های سلولکارایی انواع روش های متعددی در موردسیبرر

قرار  بررسیانسان موردحتی و  ، میمونخوکگوسفند، جوندگان،  در

زدایی به های سلولو در تعدادی از این مطالعات نیز روش اندگرفته

و همکاران  Leuning صورت ترکیب دو شوینده انجام شده است.

و تریتون با هم انجام  SDSرا با استفاده از  زدایی کلیه انسانسلول

زدایی بافت کلیه را همراه با حفظ دادند. نتایج این پژوهش سلول

طور به اندکیمطالعات  با این وجود، 23.ریزمعماری بافت نشان داد

 یبر روزدایی سلولمختلف  یهاروش ریتاث سهیمقا یاصتصخا

منظور تهیه به هاها و گلومرول، ساختار توبولECMرکیباتت

. اندکردهگزارش های بهینه جهت رسلولاریزاسیون مناسب را داربست

ها های بافت کلیه جهت تهیه داربستاگرچه حذف کامل سلول

، جهت تکثیر و بازسازی بافت از ECMباشد، اما حفظ ضروری می

ای برخوردار است. در مطالعه کنونی پس از مقایسه اهمیت ویژه

راستا با هم تونیترزدایی، مشاهده شد که سلول دو و یکهای روش

مطالعات مذکور که در حیوانات مختلف انجام شده اند، توانسته 

های بافت کلیه انسان شود و در عین حال در موجب حذف سلول

 SDSثرتر از وهم م ECMساختار سه بعدی  حفظ و نگهداری بهتر

عنوان ن مطالعه تریتون بهتوجه به نتایج ایعمل کرده است. بنابراین با

عنوان روش منتخب جهت به 1Aتر و روش شوینده مناسب

های انجام شده در این زدایی کلیه انسان انتخاب و سایر بررسیسلول

 مطالعه فقط با این روش انجام شد. 

ترین روش عنوان مناسببه 1Aپس از انتخاب تریتون و روش 

روش ایمونوهیستوشیمی برای ینه منظور تعیین زمان بهزدایی، بهسلول

دایی شده زمرکزی کلیه انسانی سلول-های طبیعی قشریداربست

ضور روز برای ح 18و  پنجهای در زمان %1توسط تریتون 

، اخیردر چند سال انجام شد.  HLAو  نینیلام ،IVکلاژن های ینپروتی

 یهاداربست دیتول یهاروش یازسهنیبه جهت بسیاری یهاتلاش

 یغشا اصلی یاجزا نینیو لام IVکلاژن  ،استصورت گرفته عیطبی

 هاسلول زیمهاجرت و تما ،مانیزندههستند و هر دو در  هیکل پایه

بیشترین ترکیب غشای پایه کلیه  IVکلاژن  46و45.الت دارنددخ

باشد و لامینین هم مهمترین ترکیب غشای پایه گلومرول را تشکیل می

 41و22.ها و تکوین کلیه داردشکیل توبولدهد که نقش مهمی در تمی

 پنجنتایج حاصل از ایمونوهیستوشیمی در روز  حاضر، در مطالعه

ثیر مرکزی کلیه انسانی تا-زدایی نواحی قشرینشان داد که سلول

های تهیه شده و لامینین داربست IVتوجهی روی میزان کلاژن قابل

 18، در روز ندارد و فقط با افزایش زمان %1توسط تریتون 

های تهیه شده در زدایی، کاهش در بیان لامینین در داربستسلول

ها، در راستا با این یافتهمقایسه با بافت گروه شاهد مشاهده گردید. هم

کلیه  یهاداربستو همکاران انجام شد،  Choiی که توسط مطالعه

در بیشتری  نینیو لام IVکلاژن  یدارا تونیبا ترشده  خوک تهیه

بودند. ضمنا مقدار  SDS تهیه شده توسط یهابا داربست سهیقام

های تهیه شده توسط در داربست IVلامینین در مقایسه با کلاژن 

همچنین، در مطالعه انجام شده  24.تریتون کاهش بیشتری نشان داد

زدایی و همکاران، نتایج نشان داد که سلول Nakayamaتوسط 

و لامینین  IVکاهش بیان کلاژن  موجب SDS 1%های میمون با کلیه

در مقایسه با  IVها شده است. در بررسی آنها بیان کلاژن داربست

ابراین، بن 26.زدایی نشده متوسط و بیان لامینین کم بودبافت سلول

یید کننده مطالعه حاضر در انتخاب تریتون نتایج این مطالعات نیز تا

در و لامینین  IVتر برای حفظ کلاژن عنوان روش مناسببه

توجه به اینکه اشد. بابزدایی میهای کلیه در طی فرآیند سلولداربست

 یهانییکه به پروتباشد دوست می آبگروه یک  یداراتریتون 
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 پیوندهای از بین رفتنباعث ، درنتیجه کندیمحلول در آب نفوذ نم

 لیدلبههمچنین، شود. یمحلول در آب نم یهانییو ساختار پروت ذاتی

 نییپروت-نییپروت پیوندهای جهت شکستن تریتون متوسط ییتوانا

 حفظزدایی شده با تریتون های سلولدر داربست ECM یکپارچگی

و همکاران انجام  Rossای که از طرف دیگر، در مطالعه 48و31.شودمی

به منظور بهینه  SDSهای کلیه رت به کمک تریتون و دادند، داربست

 یزیآمرنگدایی تهیه شدند، زهای سلولکردن روش

را نشان  IVلامینین و کلاژن  هم پیوستهبهشبکه ی ایمونوهیستوشیم

ها به کمک تریتون تهیه شدند و در انتها . در این تحقیق داربستداد

بنابراین  45.های باقیمانده استفاده شدبرای حذف سلول SDSفقط از 

 عیتوزا تریتون های تهیه شده بعقیده بر این است که در داربست

که برای رشد، تکثیر و  ینلامینو  IVمانند کلاژن  ECM ی اصلیاجزا

ها حفظ داربست سیکدر ماترباشند ها ضروری میتمایز سلول

بافت نسبت  یهابردن سلولنیاز ب یطور معمول برابه SDSشوند. می

ی ای غیریونهدر مقایسه با شویندهثرتر است، اما وم هاهشویند ریبه سا

های کلیه اگرچه در داربست 48و31.کندوارد می ECMبه  یشتریبآسیب 

شامل  ECMو تریتون باهم تهیه شدند، اجزای  SDSانسانی که توسط 

همچنین در بررسی دیگری که  40و23.کلاژن و لامینین حفظ شدند

ی حفظ ایمونوهیستوشیمو همکاران انجام شد، نتایج  Pelosoتوسط 

زدایی بافت رج سلولی را درطی فرآیند سلولماتریکس خا IVکلاژن 

ولی  43.را نشان داد SDS %0.05کلیه انسانی توسط پرفیوژن شریانی 

زدایی کلیه انسانی توسط تریتون به ای جهت سلولتاکنون مطالعه

و  IVتنهایی انجام نشده است. در مطالعه حاضر حضور کلاژن 

دهنده حفظ نشانکه ، های تهیه شده توسط تریتونلامینین در داربست

از ساختار  باشد ومی ECMی دیکل اجزایو  یگلومرول پایه یغشا

نشان داده شد. از  کندیم تیحما هاداربستها در گریموها و توبول

 کیتحر یبرا هانژینتآ نیمهمتر MHCی هامولکولسوی دیگر، 

 یهامولکولکامل حذف از لازم است  نیبنابرا. دنباشپیوند میرد

MHC زیستیمواد  وندیپ، زیرا حاصل شود نانیاطم هاداربست در 

داربست  اززا یمنیا مواد اگرشود و ی میمنیپاسخ ا موجب تحریک

 وندیپایجاد شده در بدن میزبان باعث رد  یمنی، پاسخ احذف نشود

 یدرستبه که های طبیعی در صورتیدرنتیجه پیوند داربست 58.شودمی

 کیتحرشود و پذیرفته می یمنیا ط سیستمتوس، باشندشده  تهیه

  45.ایجاد نخواهد شد وندیرد پ گری کنندههای میانجیسلول

های زدایی کلیهسلول جهت 2814ای که در سال در مطالعه

انجام شد، نتایج   SDS 0.05%انسانی توسط پرفیوژن شریانی 

 ندیفرارا در طی  HLA یهاژنیآنتی حذف ایمونوهیستوشیم

های این مطالعه، در بررسی سو با یافتههم 34.دایی نشان دادزسلول

را  HLA (MHC class I)حاضر نیز نتایج ایمونوهیستوشیمی حذف 

مرکزی کلیه انسانی در طی فرآیند -های طبیعی قشریدر داربست

جهت جلوگیری  HLAزدایی نشان داد. با عنایت به اینکه حذف سلول

توان پیشنهاد کرد باشد در نتیجه میمیهای ایمنی مهم از ایجاد پاسخ

های کلیه انسانی تهیه شده با کمک که در صورت پیوند داربست

 های ایمنی مورد انتظار خواهد بود.واکنشتریتون حداقل یا عدم

توجه به اینکه یکی از اهداف این مطالعه تعیین زمان مناسب با

تریتون بود و از های کلیه انسان با استفاده از برای تهیه داربست

زمان قرار گرفتن در افزایش با  ECMهای نییپروت حذفآنجایی که 

شود و با در نظر گرفتن نتایج یمبیشتر  هاهندیشو مجاورت

 پنجروز  HLAو ، لامینی IVهای کلاژن ینیپروت ایمونوهیستوشیمی

-های طبیعی قشریتر جهت تهیه داربستعنوان زمان مناسببه

 منظور انجام مطالعات بعدی انتخاب گردید. انی بهمرکزی کلیه انس

این مقاله حاصل بخشی از پایان نامه /طرح حقیقاتی : سپاسگزاری

 دو مقایسه: انسان کلیه طبیعی داربست ترینمناسب یهته "تحت عنوان

در  یپزشک یولوژیزیف یتخصصدکتری مقطع در  "یزدایسلول روش

دانشگاه  تیکه با حما باشدیم MUMS 941327و کد  1330سال 
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Background: A range of diseases can result in end-stage renal disease (ESRD), 

characterized by a gradual decline in kidney function and associated with significant 

morbidity and mortality. Currently, renal transplantation as the most effective treatment 

for managing ESRD. Tissue engineering presents a considerable opportunity to expand 

the available supply of donor organs for kidney transplants. The aim of this research 

was to develop a suitable technique for preparing decellularized kidney scaffolds from 

human tissues. 

Methods: The present study was carried out from April 2019 to August 2019 in 

Mashhad University of Medical Sciences. In this study, two decellularization protocols 

were compared using sections of human kidney tissue. Therefore, two human kidneys 

which collected from Ghaem and Imam Reza hospitals were used. In the first protocol, 

detergents such as 1% Triton X-100 (1A) and 1% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) (1B) 

were employed, followed by the application of DNase I. The second protocol utilized 

0.5% SDS (2A) and 1% SDS (2B). The effectiveness of these techniques was evaluated 

using hematoxylin and eosin (H&E) staining, 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), 

DNA quantification, and immunohistochemistry (IHC). 

Results:  Based on H&E staining results, comparison of the decellularized and native 

human kidney tissues showed a successful elimination of cell nuclei and the ameliorate 

extracellular matrix preservation in triton-treated scaffolds (1A) in comparison with the 

SDS-treated scaffolds (1B) at all times protocols. Furthermore, DNA quantification 

illustrated triton X-100 in removing DNA was more effective in eliminating DNA from 

kidney tissues compared to other protocols in renal tissues. In addition, IHC staining 

demonstrated that the expression of collagen IV and laminin was preserved throughout 

the decellularization process with Triton X-100 on day fifth. Also, IHC staining 

indicated human leukocyte antigen (HLA) was completely eliminated in the cortex-

medulla of human scaffolds treated with Triton X-100 within day fifth. 

Conclusion: Our results demonstrated that triton X-100 outperformed SDS as a 

detergent for decellularizing human kidneys. Meanwhile these results indicate suitable 

method for decellularization of human kidneys to produce functional kidneys. 
 

Keywords: human kidney, Extracellular matrix, decellularization, triton x-100, sodium 

dodecyl sulfate. 

Abstract       Received: 10 Feb. 2024    Revised: 17 Feb. 2024    Accepted: 17 Mar. 2024    Available online: 03 Apr. 2024 
 

 
 

 

Original Article 

 
Tehran University Medical Journal, April 2024; Vol. 82, No. 1: 71-84 

 

Copyright © 2024 Shahraki et al. Published by Tehran University of Medical Sciences. 
                   This work is licensed under a Creative Commons Attribution-Non-Commercial 4.0 International license (https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/).  
                              Non-commercial uses of the work are permitted, provided the original work is properly cited. 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2024 April;82(1):71-84 

 http://tumj.tums.ac.ir  [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
2-

22
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://tumj.tums.ac.ir/article-1-13000-en.html
http://www.tcpdf.org

