وزيکول هاي غشاي خارجي آکرمانسیا موسینیفیلا و باکتري زنده و تاثير آن بر ديابت نوع 2 
[bookmark: _GoBack]مهدی پیشگاهی۱، سعید بوذری۲، مریم تاج آبادی ابراهیمی۳، سید داور سیادت2
1 گروه علوم پایه، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران
(واحد علوم و تحقیقات، بلوار شهدای حصارک، میدان دانشگاه، بزرگراه ستاری، تهران، جمهوری اسلامی ایران. کد پستی ۱۴۷۷۸۹۳۸۵۵)
 ۲  گروه زیست شناسی مولکولی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران. 
(تهران - خیابان پاستور - پلاک ۶۹ - کد پستی ۱۳۱۶۹۴۳۵۵۱)
3 گروه علوم پایه، دانشکده علوم پایه، واحد تهران مرکزی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران
(تهران - پونک - انتهای بزرگراه اشرفی اصفهانی - خیابان هفتم واحدی – کد پستي 1477893855)
نویسنده مسئول: سید داور سیادت، استاد تمام d.siadat@gmail.com  - 09121442137
نویسنده اول: مهدی پیشگاهی، دانشجوي دکتري تخصصي pishgahi.mahdi75@gmail.com-  mahdi.pishgahi@srbiau.ac.ir  
نویسنده دوم: سعيد بوذري، استاد تمام  saeidbouzari@yahoo.com  
نويسنده سوم: مريم تاج آبادي ابراهيمي، استاد يار ebrahimi-mt@yahoo.com 
Mahdi Pishgahi1, Saeid Bouzari2, Maryam Tajabadi Ebrahimi3, Seyed Davar Siadat4
1 Science Department, Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran.
(Science and Research Branch, shohada Hesarak blvd, Daneshgah Square, Sattari Highway, Tehran, I.R. IRAN. Postal Code 1477893855.) 
2 Department of Molecular Biology, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.
(Tehran - Pasteur Street - No. 69 - Postal Code: 1316943551.)
3 Science Department, Science Faculty, Tehran Central Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran
(Tehran - Ponak - End of Ashrafi Esfahani Highway - Seventh Vahedi Street- Postal Code: 1477893855) 
Corresponding author: Seyed Davar Siadat d.siadat@gmail.com- Phone No. 09121442137
First author: Mahdi Pishgahi pishgahi.mahdi75@gmail.com; mahdi.pishgahi@srbiau.ac.ir
Second author: Saeid Bouzari saeidbouzari@yahoo.com 
Third author: Maryam Tajabadi Ebrahimi ebrahimi_mt@yahoo.com

چکیده
سابقه و اهداف  باکتریAkkermansia muciniphila  به دلیل اثرات متابولیکی سودمند خود در چاقی و دیابت نوع ۲ ( T2D) مورد توجه قرار گرفته است. از اجزای این باکتری، شامل وزیکول‌های خارج‌سلولی (EVs) مي باشد که بر متابولیسم گلوکز اثرگذار باشند. هدف این مطالعه ارزیابی اثر ضد دیابتی A. muciniphila  و EVs آن در در مدل موشی دیابتی مي باشد.
روش‌بررسي  پس از کشت باکتري آکر مانسيا موسينيفيلا در شرايط بي هوازي، جهت استخراج وزيکول هاي غشاي خارجي، از ترکيب ساتريفيوژ هاي افتراقي و اولتراسانتريفيوژ به همراه اولترا فيلتريشن جهت استخراج اين جزء از باکتري استفاده شد.. در نهايت تيمار به واسطه باکتري زنده و EVs در مقايسه با متفورمين بر روي موش هاي ديابتي چک شد.
نتایج  EV هاي حاصل از آکرمانسيا موسينيفيلا و باکتری زنده، هر دو بهبود متوسطی را در موش هاي ديابتي ایجاد کردند به طوريکه تحت شرایط ناشتا، باکتری زنده کمی مؤثرتر از EVها عمل کرد.
بحث  این مطالعه شواهد in vivo را ارائه می‌دهد که یک جزء مشخص از A. muciniphila  می‌تواند کنترلي تقريبا برابر با باکتري زنده بر متابولیسم گلوکز داشته باشد و در عين حال در مقايسه با يک استاندارد در درمان ديابت نوع 2 شوند.
Background The bacterium Akkermansia muciniphila has attracted considerable attention because of its beneficial metabolic effects in obesity and type 2 diabetes (T2D). Among its bioactive components are extracellular vesicles (EVs), which may play an important role in regulating glucose metabolism. The aim of this study was to evaluate the antidiabetic effects of A. muciniphila and its EVs in a diabetic mouse model.
Methods Following the cultivation of Akkermansia muciniphila under anaerobic conditions, extracellular vesicles (EVs) were isolated using a combination of differential centrifugation, ultracentrifugation, and ultrafiltration techniques. The antidiabetic effects of live A. muciniphila and its EVs were subsequently evaluated and compared with those of metformin in a diabetic mouse model.
Results Both Akkermansia muciniphila-derived extracellular vesicles (EVs) and live bacteria produced moderate improvements in diabetic mice. Under fasting conditions, however, the live bacterial treatment showed slightly greater efficacy than the EVs in improving glycemic control.
Discussion This study provides in vivo evidence that a specific component of Akkermansia muciniphila can exert glucose metabolism–regulating effects that are nearly comparable to those of the live bacterium. Furthermore, these findings suggest that A. muciniphila-derived extracellular vesicles (EVs) may represent a promising therapeutic candidate for the management of type 2 diabetes, with efficacy approaching that of established standard treatments.
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1- مقدمه
دیابت نوع ۲ یک بحران جهانی سلامت است که با مقاومت به انسولین، اختلال در متابولیسم گلوکز، و التهاب مزمن خفیف مشخص می‌شود(1). این بیماری بیش از ۹۰٪ از تمامی موارد دیابت را شامل می‌شود و با عوارض شدید میکروواسکولار و ماکروواسکولار، از جمله بیماری‌های قلبی‌عروقی، نفروپاتی، نوروپاتی، و رتینوپاتی همراه است(1, 2). با وجود اینکه متفورمین و سایر درمان‌های خط اول به‌طور گسترده مورد استفاده قرار می‌گیرند، بسیاری از بیماران در نهایت به انسولین یا درمان‌های ترکیبی نیاز پیدا می‌کنند. این موضوع نشان می‌دهد که نیاز به جایگزین‌های جدید، ایمن‌تر، و مؤثرتر وجود دارد. میکروبیوتای روده اخیراً به‌عنوان یک عامل مهم در ایجاد و درمان بیماری‌های متابولیک، از جمله دیابت نوع ۲، مطرح شده است(3). A. muciniphila، یک باکتری بی‌هوازی تجزیه‌کننده موسین از شاخه Verrucomicrobia، به دلیل ارتباط آن با سلامت متابولیک، هموستاز گلوکز، و تنظیم ایمنی مخاطی، توجه زيادي را به خود جلب کرده است (4). این باکتری در لایه خارجی مخاط اپی‌تلیوم روده ساکن است و فراوانی آن با چاقی، مقاومت به انسولین، و التهاب رابطه معکوس دارد(3, 4).
از سوی دیگر، پپتید شبه‌گلوکاگون-۱ (GLP-1) یک اینکرتین روده‌ای است که پس از ورود غذا به روده، به‌صورت دو مرحله‌ای ترشح می‌شود؛ فاز نخست تقریباً ۱۰ تا ۱۵ دقیقه پس از صرف غذا آغاز می‌گردد(5). این هورمون از طریق افزایش وابسته به گلوکز، ترشح انسولین، مهار گلوکاگون، و کند کردن تخلیه معده، نقش مهمی در کنترل قند خون ایفا می‌کند(6). اين پروتئين دارای نیمه‌عمر بسیار کوتاهی، در حدود ۱ تا ۲ دقیقه، است؛ زیرا به‌سرعت توسط آنزیم DPP-4 غیرفعال می‌شود(7).
شواهد فزاینده‌ای نشان می‌دهد که میکروبیوتای روده و فرآورده‌های مشتق از آن قادرند ترشح GLP-1 را تحت تأثیر قرار دهند. متابولیت‌های باکتریایی، به‌ویژه اسیدهای چرب کوتاه‌زنجیر (SCFAs)، از طریق فعال‌سازی گیرنده‌های GPR41 و GPR43 بر روی سلول‌های انترواندوکرین L، موجب افزایش ترشح GLP-1 می‌شوند (9.8). علاوه بر این، مطالعات نشان داده‌اند که تغییر ترکیب میکروبیوتای روده می‌تواند بر محور اینکرتینی اثر گذاشته و حساسیت به انسولین و هموستاز گلوکز را بهبود بخشد (10). در مورد A. muciniphila نیز گزارش شده است که تجویز این باکتری با بهبود عملکرد متابولیک، افزایش ترشح هورمون‌های روده‌ای و تقویت ارتباط میان میکروبیوم و میزبان همراه است (12.11). همچنین برخی مطالعات نشان داده‌اند که پروتئین‌های غشای خارجی و وزیکول‌های خارج‌سلولی مشتق از A. muciniphila قادرند از طریق تعدیل عملکرد سد روده، کاهش التهاب و فعال‌سازی مسیرهای پیام‌رسانی وابسته به گیرنده‌های شناسایی الگو، اثرات متابولیکی سودمندی ایجاد کنند. با این حال، نقش مستقیم وزیکول‌های خارج‌سلولی مشتق از A. muciniphila در تنظیم ترشح GLP-1 و سهم احتمالی این مسیر در بهبود کنترل گلیسمی هنوز به‌طور کامل روشن نشده است و نیازمند بررسی‌های بیشتر می‌باشد..
مطالعات پیشین نشان داده‌اند که تجویز A. muciniphila زنده (13) یا پاستوریزه‌شده، پارامترهای متابولیکی را در موش‌های چاق و دیابتی بهبود می‌بخشد(14). با این حال، پژوهش‌های جدیدتر نشان می‌دهند که اثرات سودمند A. muciniphila ممکن است عمدتاً توسط پروتئین‌های غشای خارجی و وزیکول‌های خارج‌سلولی (Extra Cellular Vesicles; EVs) میانجی‌گری شوند؛ اجزایی که حتی در غیاب باکتری زنده نیز قادر به تعدیل مسیرهای پیام‌رسانی میزبان هستند (15-17).
در سال‌های اخیر، توجه فزاینده‌ای به پست‌بیوتیک‌ها به‌عنوان جایگزینی ایمن‌تر و پایدارتر برای پروبیوتیک‌های زنده معطوف شده است. در میان انواع مختلف پست‌بیوتیک‌ها، وزیکول‌های غشای خارجی (EVs) به دلیل توانایی انتقال مجموعه‌ای از مولکول‌های زیست‌فعال باکتریایی شامل پروتئین‌ها، لیپوپروتئین‌ها، لیپوپلی‌ساکاریدها، متابولیت‌ها و مولکول‌های پیام‌رسان، جایگاه ویژه‌ای یافته‌اند. این نانووزیکول‌ها قادرند بدون نیاز به کلونیزاسیون باکتری در روده، با سلول‌های اپی‌تلیال و ایمنی میزبان برهم‌کنش کرده و پاسخ‌های متابولیکی و ایمنی را تعدیل نمایند. اگرچه مطالعات متعددی اثرات سودمند A. muciniphila زنده و پاستوریزه‌شده را در اختلالات متابولیک نشان داده‌اند، اطلاعات موجود درباره اثربخشی EVهای مشتق از این باکتری در دیابت نوع ۲ همچنان محدود است و به‌ویژه مقایسه مستقیم آن‌ها با باکتری زنده و يک استاندارد دارويي نظير متفورمین مورد بررسی قرار نگرفته است. ازاین‌رو، تعیین اینکه آیا EVها می‌توانند به‌عنوان عامل اصلی اثرات ضد دیابتی A. muciniphila عمل کنند، همچنان یک سؤال مهم و پاسخ‌داده‌نشده در این حوزه محسوب می‌شود.
در این پژوهش، تأثیر تجویز خوراکی وزیکول‌های غشای خارجی مشتق از A. muciniphila بر تنظیم گلیسمی در یک مدل موشی دیابت نوع ۲ القاشده با نیکوتین‌آمید/استرپتوزوتوسین/رژیم غذایی پرچرب (HFD) مورد ارزیابی قرار گرفت. علاوه بر این، اثربخشی EVs با A. muciniphila  زنده و متفورمین مقایسه شد و همچنین اثر درمان ترکیبی EVs و متفورمین مورد بررسی قرار گرفت. با توجه به اینکه EVs حامل مجموعه‌ای از مولکول‌های زیست‌فعال باکتریایی شامل پروتئین‌ها، لیپوپروتئین‌ها، لیپیدها و سایر اجزای مؤثر در برهم‌کنش با میزبان هستند، این ساختارها به‌عنوان یکی از مهم‌ترین عوامل میانجی اثرات سودمند A. muciniphila شناخته می‌شوند. هدف این مطالعه، بررسی پتانسیل EVs آکرمانسیا به‌عنوان یک عامل پست‌بیوتیک نوین در بهبود اختلالات متابولیک مرتبط با دیابت نوع ۲ و تعیین میزان اثربخشی و احتمال هم‌افزایی آن با متفورمین در مقایسه با سایر مداخلات مبتنی بر میکروبیوم روده بود.
2- روش ها
2-1- استخراج وزیزکول های خارج سلولی و تعیین مشخصات آن
برای جداسازی وزیکول‌های خارج‌سلولی از کشت‌های A. muciniphila که به‌صورت بی‌هوازی در محیط BHI broth حاوي موسين و همين رشد داده شده بودند، از ترکیبی از سانتریفیوژ تفاضلی، اولترافیلتراسیون (cut-off: 100 kDa)، و اولتراسانتریفیوژ  (RCF: 320,000g)در ‏°C 4 براي ‏1 ساعت استفاده شد. سپس EVها در PBS استریل سوسپاند شدند و برای مشخصه‌یابی آن‌ها از آزمون BCA(19)، SDS-PAGE، میکروسکوپ الکترونی گزاره(18, 20)، و میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی استفاده گردید.
2-2- تعیین میزان اندوتوکسین
سطوح اندوتوکسین در نمونه‌های وزیکول‌های خارج‌سلولی (EV) با استفاده از آزمون کروموژنیک PyroGene Recombinant Factor C (rFC) اندازه‌گیری شد. تمامی معرف‌ها و تجهیزات مورد استفاده عاری از اندوتوکسین بودند. برای محاسبه غلظت اندوتوکسین از یک منحنی استاندارد استفاده شد و مقادیر به‌دست‌آمده کمتر از محدوده قابل‌قبول برای تجویز خوراکی بودند(21).
2-3- طراحی مطالعات حیوانی
موش‌های نر ۸ هفته‌ای C57BL/6 ‏(Mus musculus) که توسط انستيتو پاسنور ايران تهیه شده بودند (میانگین وزن: 25 g)، برای ایجاد مدل دیابت نوع ۲ مورد استفاده قرار گرفتند. تمامی موش‌ها در بخش حیوانات تحقيقات پژوهشگاه بوعلي سينا دانشگاه شهيد بهشتي نگهداری شدند (تمامی شرایط مراقبت و تیمار حیوانات استانداردسازی شده بود). دیابت از طریق رژیم غذایی پرچرب و به‌دنبال آن تزریق داخل صفاقی نیکوتین‌آمید (100 mg/kg) و استرپتوزوتوسین (‏150 mg/kg) القا شد(22). موش‌های دیابتی به‌صورت تصادفی به شش گروه تقسیم شدند (5 = n برای هر گروه) و به‌ مدت ۱۰ روز درمان‌های خوراکی زیر را دریافت کردند:1) EVs ‏(20 µg/25 g)، ،2) متفورمین ‏( 5 mg/25 g)، ،3) A. muciniphila زنده ‏(8.5 × 108 cfu / 25 g) و 6) PBS (گروه کنترل). پس از تکمیل مطالعه حیوانی، حیوانات با استفاده از تزریق داخل صفاقی محلول ۵٪ سدیم پنتوباربیتال (50 mg/mL؛mL Dorminal) با دوز mg/kg 150 یوتانایز شدند. پس از تزریق، حیوانات مطابق با دستورالعمل‌های AVMA برای یوتانازی حیوانات (2020)، با استفاده از روش پرشدن تدریجی، در یک محفظه CO₂ با غلظت 4–5٪ ‏CO₂ (نرخ جایگزینی: 20–30٪ حجم محفظه در هر دقیقه) قرار گرفتند. مرگ حیوانات توسط دامپزشک دارای صلاحیت، بر اساس توقف تنفس و ضربان قلب، عدم وجود رفلکس قرنیه، و حضور rigor mortis تأیید شد.
2-4- تست گلوکوز، تست تحمل گلوکز و پایش GLP-1
سطح گلوکز خون ناشتا و غیرناشتا با استفاده از گلوکومتر تعیین شد. آزمون تحمل خوراکی گلوکز در روز یازدهم، پس از ۶ ساعت ناشتایی، از طریق تجویز گلوکز (1g/kg) به‌وسیله گاواژ انجام شد. سطوح گلوکز خون در زمان‌های 0، ‏15، ‏30، ‏45، ‏90، و ‏120 دقیقه پس از گاواژ ثبت گردید (23, 24). سطح GLP-1 در شرایط غیرناشتا با استفاده از کیت GLP-1 موشی شرکت Elabscience ‏(E-EL-M3108) و به روش ELISA اندازه‌گیری شد.
2-5- مطالعات آماری
داده‌ها با استفاده از نرم‌افزار GraphPad Prism مورد تحلیل قرار گرفتند. نتایج به‌صورت میانگین ± انحراف معیار (SD) بیان شدند. معناداری آماری با استفاده از آزمون آنالیز واریانس یک‌طرفه (one-way ANOVA) و به‌دنبال آن آزمون تعقیبی Tukey ارزیابی شد. مقدار p کمتر از 0.05 از نظر آماری معنا‌دار در نظر گرفته شد.
3- نتایج
3-1- جداسازی EV و تعیین مشخصات
وزیکول‌های خارج‌سلولی از سوپرناتانت کشت A. muciniphila با استفاده از اولترافیلتراسیون و اولتراسانتریفیوژ جداسازی شدند. SDS-PAGE حضور برخی پروتئین‌های وابسته به EV را تأیید کرد.
آزمون BCA غلظت‌های پروتئینی سازگار با میزان EVهای آزادشده را نشان داد. تصویربرداری با میکروسکوپ الکتروني گذاره (TEM) شکل (3- الف) و میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی (FE-SEM) شکل (3- ب) ساختارهای کروی با قطری بین 32 تا 132 نانومتر را نشان داد که مورفولوژی نانومقیاس EVها را تأیید می‌کند.
3-2- سطح اندوتوکسین در پروتئین و اماده سازی EV
آزمون اندوتوکسین rFC نشان داد که میزان اندوتوکسین در EVها برابر با 1.6 EU/mL بود. این مقدار برای مصرف خوراکی ایمن بود و تأیید کردکه فرآورده دارای سطح پایینی از اندوتوکسین مي باشد.
3-3- تاثیر تیمار بر سطح گلوکز غیر ناشتا 
در روز هفتم درمان، سطوح گلوکز خون غیرناشتا در تمامی گروه‌های درمانی در مقایسه با گروه کنترل دیابتی به‌طور معنی‌داری کاهش یافت. در میان گروه‌های مورد بررسی، گروه دریافت‌کننده وزیکول‌های غشای خارجی مشتق از A. muciniphila کاهش چشمگیرتری در سطح گلوکز خون نشان داد (p < 0.0001) و این اثر از اثربخشی مشاهده‌شده در گروه متفورمین نیز بیشتر بود (p < 0.01). این یافته نشان می‌دهد که EVs  می‌توانند بخش قابل‌توجهی از اثرات متابولیکی سودمند A. muciniphila را منتقل کرده و از طریق برهم‌کنش با سلول‌های میزبان، بهبود هموستاز گلوکز را تسریع نمایند. همچنین، درمان ترکیبی EVs و متفورمین منجر به بهبود بیشتر شاخص‌های گلیسمی شد، اگرچه میزان این بهبود نسبت به درمان منفرد با EVs محدود بود.
3-4- پایش سطح گلوکز ناشتا
سطوح گلوکز خون ناشتا  (FBG)، که پس از ۱۰ روز درمان اندازه‌گیری شدند، بهبود معنا‌داری را در گروه متفورمین و A. muciniphila زنده نشان دادند. EVها نیز گلوکز خون ناشتا را به میزان کمتری کاهش دادند.
3-5- تست تحمل گلوکز
نتایج آزمون تحمل خوراکی گلوکز (OGTT) بهبود معنی‌دار تحمل گلوکز را در موش‌های تیمارشده با وزیکول‌های غشای خارجی (EVs) مشتق از A. muciniphila تأیید کرد. در چندین نقطه زمانی (15، 30، 45، 90 و 120 دقیقه پس از تجویز گلوکز)، سطوح گلوکز خون در گروه دریافت‌کننده EVs در مقایسه با گروه کنترل دیابتی به‌طور معنی‌داری پایین‌تر بود. کاهش سطح گلوکز در این گروه از دقیقه 30 آغاز شد و در ادامه آزمون نیز حفظ گردید؛ روندی که در گروه‌های دریافت‌کننده متفورمین و درمان ترکیبی EVs و متفورمین نیز مشاهده شد. تحلیل سطح زیر منحنی (AUC) نشان داد که گروه‌های دریافت‌کننده EVs و درمان ترکیبی EVsمتفورمین بیشترین بهبود را در کنترل گلیسمی و تحمل گلوکز نشان دادند. همچنین، باکتری زنده A. muciniphila نیز موجب بهبود پاسخ گلوکز شد، اما میزان اثربخشی آن کمتر از گروه دریافت‌کننده EVs  بود. این یافته‌ها نشان می‌دهد که وزیکول‌های غشای خارجی آکرمانسیا می‌توانند بخش مهمی از اثرات متابولیکی این باکتری را منتقل کرده و حتی در برخی شاخص‌ها عملکردی قابل‌مقایسه یا برتر از باکتری زنده داشته باشند.
3-6- سنجش مقدار GLP-1
سطوح GLP-1 در شرایط غیرناشتا با استفاده از روش ساندویچ ELISA اندازه‌گیری شدند. نتایج نشان داد که سطح GLP-1 در گروه تیمارشده با EV نسبت به سایر گروه‌ها بالاتر بود.
4- بحث
با وجود پژوهش‌های گسترده‌ای که مزایای متابولیکی A. muciniphila و مشتقات آن را نشان داده‌اند، شواهد مستقیمی که اثربخشی وزیکول‌های غشای خارجی این باکتری را با درمان‌های استاندارد ضد دیابت مقایسه کرده باشند، همچنان محدود است (25). مطالعه حاضر یک ارزیابی جامع in vivo  از اثرات EVs مشتق از A. muciniphila در مقایسه با متفورمین، به‌عنوان درمان خط اول دیابت نوع ۲، در یک مدل موشی شناخته‌شده دیابت نوع ۲ ارائه می‌دهد. نتایج نشان داد که تجویز خوراکی EVs موجب کاهش معنی‌دار سطوح گلوکز خون ناشتا و غیرناشتا و همچنین بهبود تحمل گلوکز در آزمون OGTT شد. این یافته‌ها نشان می‌دهند که EVs قادرند بخش مهمی از اثرات متابولیکی سودمند A. muciniphila را بدون نیاز به تجویز باکتری زنده منتقل کنند.
عملکرد متابولیکی EVs احتمالاً به حضور مجموعه‌ای از مولکول‌های زیست‌فعال شامل پروتئین‌ها، لیپوپروتئین‌ها، فسفولیپیدها، پلی‌ساکاریدها و سایر ترکیبات مشتق از غشای خارجی باکتری مرتبط است که قادرند با سلول‌های اپی‌تلیال روده و سلول‌های ایمنی میزبان تعامل برقرار کنند. مطالعات پیشین نشان داده‌اند که EVs مشتق از A. muciniphila می‌توانند یکپارچگی سد روده‌ای را بهبود بخشیده، نفوذپذیری روده را کاهش داده و التهاب مزمن با درجه پایین را که یکی از عوامل اصلی مقاومت به انسولین و دیابت نوع ۲ محسوب می‌شود، تعدیل کنند (25). علاوه بر این، همان‌گونه که نتایج اندازه‌گیری GLP-1 در این مطالعه نشان داد، افزایش سطح این هورمون می‌تواند به بهبود هموستاز گلوکز و افزایش ترشح وابسته به گلوکز انسولین کمک کند (26). این مکانیسم‌ها می‌توانند بخشی از اثرات مشاهده‌شده در کاهش سیستمیک سطح گلوکز خون پس از تجویز خوراکی EVs را توضیح دهند.
متفورمین، به‌عنوان رایج‌ترین درمان خط اول دیابت نوع ۲، نشان داده است که فراوانی نسبی A. muciniphila را در میکروبیوتای روده افزایش می‌دهد (27). این موضوع احتمال وجود یک ارتباط مکانیکی میان اثرات متفورمین و مسیرهای متابولیکی وابسته به A. muciniphila را مطرح می‌کند (28). از این رو، مقایسه مستقیم متفورمین با EVs این باکتری می‌تواند درک بهتری از سهم اجزای مشتق از میکروبیوتا در بهبود اختلالات متابولیک فراهم آورد.
در این مطالعه، درمان ترکیبی EVs و متفورمین نیز موجب بهبود شاخص‌های گلیسمی شد، اگرچه برتری قابل‌توجهی نسبت به درمان منفرد با EVs مشاهده نشد. این یافته می‌تواند نشان‌دهنده همپوشانی نسبی مکانیسم‌های اثر دو مداخله یا رسیدن پاسخ‌های زیستی به سطح اشباع در طول دوره درمان باشد. همچنین مشاهده شد که باکتری زنده A. muciniphila نیز اثرات مطلوبی بر کنترل گلوکز اعمال می‌کند، اما این اثرات در برخی شاخص‌ها با EVs قابل مقایسه یا کمتر از آن بود. این نتایج با مطالعات پیشین مبنی بر نقش اجزای مشتق از میکروارگانیسم‌ها در تنظیم متابولیسم میزبان همخوانی دارد (29).
یکی از مزایای بالقوه EVs در مقایسه با باکتری زنده، عدم نیاز به زنده‌مانی، کلونیزاسیون و پایداری در دستگاه گوارش است. علاوه بر این، نتایج آزمون اندوتوکسین نشان داد که EVs مورد استفاده در این مطالعه دارای سطح پایینی از اندوتوکسین بوده‌اند که از منظر ایمنی، استفاده خوراکی از آن‌ها را حمایت می‌کند. همچنین در طول دوره درمان، هیچ‌گونه علائم هیپوگلیسمی در حیوانات دریافت‌کننده EVs مشاهده نشد. این موضوع اهمیت ویژه‌ای دارد، زیرا بسیاری از داروهای ضد دیابت می‌توانند خطر هیپوگلیسمی را افزایش دهند. عدم بروز هیپوگلیسمی نشان می‌دهد که اثرات کاهنده گلوکز EVs احتمالاً از طریق بهبود حساسیت به انسولین، کاهش التهاب سیستمیک، بهبود عملکرد سد روده‌ای و تعدیل محور روده–متابولیسم اعمال می‌شود، نه از طریق تحریک غیرقابل‌کنترل ترشح انسولین (31،30).
مجموع این یافته‌ها نشان می‌دهد که EVs مشتق از A. muciniphila می‌توانند به‌عنوان یک پست‌بیوتیک نوین و امیدوارکننده برای مدیریت دیابت نوع ۲ مطرح شوند. برخلاف پروبیوتیک‌ها که برای اعمال اثرات خود نیازمند بقا و کلونیزاسیون در روده هستند (32)، و برخلاف پری‌بیوتیک‌ها که اثربخشی آن‌ها تا حد زیادی به ترکیب اولیه میکروبیوم وابسته است (33)، EVs  دارای فعالیت زیستی مستقیم بوده و امکان استانداردسازی، کنترل کیفی و توسعه صنعتی آسان‌تری دارند. با این حال، دوره کوتاه درمان در این مطالعه، امکان ارزیابی اثرات بلندمدت و وابستگی به دوز را محدود می‌کند. همچنین انجام مطالعات بیشتر برای شناسایی دقیق مولکول‌های فعال موجود در EVs و مسیرهای مولکولی درگیر در اثرات ضد دیابتی آن‌ها ضروری است. در مجموع، نتایج این پژوهش نشان می‌دهد که EVs مشتق از A. muciniphila دارای ظرفیت قابل‌توجهی برای بهبود اختلالات متابولیکی مرتبط با دیابت نوع ۲ هستند و می‌توانند به‌عنوان نسل جدیدی از درمان‌های پست‌بیوتیکی هدفمند مورد توجه قرار گیرند.
5- نتیجه گیری
این مطالعه نشان می‌دهد که وزیکول‌های غشای خارجی مشتق از A. muciniphila دارای اثرات ضد دیابتی قابل‌توجهی در یک مدل موشی دیابت نوع ۲ هستند. تجویز خوراکی این وزیکول‌ها موجب کاهش معنی‌دار سطوح گلوکز خون ناشتا و غیرناشتا و همچنین بهبود تحمل گلوکز شد و اثربخشی آن‌ها با درمان‌های متداول ضد دیابت قابل مقایسه بود. با توجه به اینکه EVs حامل مجموعه‌ای از مولکول‌های زیست‌فعال باکتریایی هستند و پیش‌تر نقش آن‌ها در حفظ یکپارچگی سد روده‌ای، تعدیل پاسخ‌های ایمنی، کاهش التهاب متابولیک و بهبود هموستاز گلوکز گزارش شده است (34)، این ساختارها به‌عنوان یکی از مهم‌ترین واسطه‌های اثرات سودمند A. muciniphila شناخته می‌شوند. علاوه بر این، ماهیت غیرزنده  EVs، امکان استانداردسازی، تولید در مقیاس صنعتی، کنترل کیفی مناسب، پایداری بیشتر و کاهش چالش‌های مرتبط با استفاده از باکتری‌های زنده را فراهم می‌کند.
در مجموع، یافته‌های این پژوهش نشان می‌دهد که EVs مشتق از A. muciniphila دارای ظرفیت بالایی برای توسعه به‌عنوان یک پلتفرم پست‌بیوتیکی نوین در درمان اختلالات متابولیک هستند. با توجه به اثربخشی مشاهده‌شده در بهبود کنترل گلیسمی و تحمل گلوکز، این وزیکول‌ها می‌توانند در آینده به‌عنوان یک رویکرد درمانی مستقل یا مکمل درمان‌های رایج نظیر متفورمین مورد توجه قرار گیرند. با این حال، انجام مطالعات طولانی‌مدت، ارزیابی‌های وابسته به دوز، بررسی دقیق مکانیسم‌های مولکولی و در نهایت کارآزمایی‌های بالینی انسانی برای تأیید ایمنی و اثربخشی آن‌ها ضروری است. این نتایج مسیر را برای توسعه نسل جدیدی از درمان‌های پست‌بیوتیکی هدفمند مبتنی بر فرآورده‌های مشتق از میکروبیوم روده در مدیریت دیابت نوع ۲ هموار می‌سازد.

6- بیانیه ها و اعلامیه ها
6-1- تائيدیه ی اخلاقی
در تمامی مراحل مربوط به حیوانات در این مطالعه، اصول اخلاقی مرتبط با رفتار با حیوانات آزمایشگاهی، هم در سطح مؤسسه و هم در سطح بین‌المللی، رعایت شد. پروتکل آزمایش در تاریخ 14 دسامبر 2024 توسط کمیته اخلاق واحد علوم و تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامي تأیید گردید. این مطالعه مطابق با اصول تعیین‌شده در استانداردهای اخلاقی بیانیه هلسینکی 1964 و اصلاحات بعدی آن یا استانداردهای اخلاقی مشابه، و همچنین دستورالعمل‌های AVMA برای یوتانازی حیوانات (2020) در تمامی روش‌های مربوط به یوتانازی حیوانات انجام شده است. کد اخلاق مربوط به کار با حیوانات آزمایشگاهی که توسط کمیته اخلاق واحد علوم و تحقیقات صادر شده، IR.IAU.SRB.REC.1403.418  است.
6-2- شماره مطالعات بالینی
کاربرد ندارد.
6-3- رضایت نامه مشارکت
این مطالعه شامل هیچ‌گونه پژوهشی بر روی شرکت‌کنندگان انسانی که توسط هر یک از نویسندگان انجام شده باشد، نیست.
6-4- دسترسی پذیری اطلاعات
کاريرد ندارد.
6-5- تضاد و منافع
نویسندگان اعلام می‌کنند که هیچ‌گونه روابط یا فعالیت‌هایی که بتوانند بر کار آن‌ها تأثیر بگذارند یا به‌عنوان عامل مؤثر بر آن تلقی شوند، وجود ندارد. به نمایندگی از تمامی نویسندگان، نویسنده مسئول اظهار می‌دارد که هیچ تضاد منافع (Conflict of Interest) وجود ندارد.
6-6- بیانیه ی همکاری
مهدی پیشگاهی طراحی مطالعه و انجام آزمایش‌ها را بر عهده داشت. سعید بوذری تحلیل داده‌ها و ترسیم تحلیل‌های گرافیکی را انجام داد. نگارش و بازبینی دست‌نوشته توسط مهدی پیشگاهی و مریم تاج‌آبادی ابراهیمی انجام شد. تأیید نهایی نسخه قابل انتشار توسط سید داور سیادت انجام گرفت.
6-7- حمایت مالی
این پژوهش هیچ‌گونه کمک مالی یا گرنت مشخصی از هیچ‌یک از سازمان‌های تأمین‌کننده مالی در بخش‌های عمومی، تجاری یا غیرانتفاعی دریافت نکرده است.











7- تشکر و قدر دانی
ما صمیمانه از مؤسسه پاستور ایران به‌خاطر تأمین مواد آزمایشگاهی قدردانی می‌کنیم. از خانم دکتر ابراهيم زاده و دکتر معصومي در همکاري در مطالعات مولکولي سپاس گزاريم. همچنین مراتب سپاس خود را از دکتر صمدي خواه در واحد مرکزی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی ابراز می‌داریم. از  دکتر صفاريان در پژوهشکده ابن‌سینا دانشگاه شهید بهشتی بابت مراقبت از حیوانات و همکاری در مطالعات پیش‌بالینی تشکر می‌کنیم. همچنین از خانم مريم سنگدري در واحد مرکزی دانشگاه آزاد اسلامی به‌خاطر هماهنگی امور آزمایشگاهی قدردانی می‌نماییم.
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شکل 1. تصاویر میکروسکوپی.تصویر TEM از وزیکول‌های غشای خارجی (الف). تصویر FE-SEM از وزیکول‌های غشای خارجی (ب).
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شکل 1. آنالیز آماري. بررسی اثر فاکتورهای وزیکول غشای خارجی، باکتری زنده A. muciniphila و متفورمین بر قند خون در شرایط غیرناشتا همراه با تغذیه ۱٪ گلوکز (الف)، قند خون ناشتا (ب)، آزمون GTT ‏(ج) به ‌صورت خوراکی. سطح معنی‌داری نتایج حاصل از مطالعات in vivo در نمودار نشان داده شده است. (* = p<0.1، ‏** = p<0.01، ‏*** = p<0.001، ‏**** = p<0.0001) و ns به معناي عدم معنا‌داری است.
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