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 مبتلايان به يها، هنوز ميزان بقا هاي تشخيص و درمان سرطان با وجود پيشرفت در زمينه :و هدفزمينه 
هاي رايج پيشنهاد  نار درمانكهاي ديگري در   بهبود قابل توجهي نيافته است و درمان(GBM)فورم  مالتي گليوبلاستوما
ريق داروها بوده تا از اين طريق بتوان سرعت نترل و توقف آنژيوژنز تومور از طكها،  ي از اين درمانكي. شده است
ه در آن عروق خونيِ كي است كنيك ت(MVD)ك وچكم عروق كسنجش ترا. هاي بدخيم را مهار نمود رشد سلول

طور  هموي فاقد ايمني سلولي ب هاي بي امروزه از موش. گردند پذير شده توسط ايمونوهيستوشيمي، شمارش مي رنگ
هدف از اين مطالعه، . شود طان جهت ايجاد مدل تومورهاي زنوگرافت استفاده مياي در تحقيقات سر گسترده

 بيماران در فورم مالتي گليوبلاستومااشت ك در تومورهاي زنوگرافت بومي حاصله از كوچكم عروق كتراسنجش 
هاي  نمونه: ررسيروش ب .ننده آنژيوژنز استفاده نمودكها بتوان در تحقيقات داروهاي مهار مدل موش بوده تا از اين

هاي  ل هتروتاپيك در پهلوي موشكش سازي اوليه، به خذ و بعد از آمادها GBMتوموري تازه از سه بيمار مبتلا به 
ها قرباني و تومورها به آزمايشگاه پاتولوژي منتقل شده و پس از اطمينان از نوع   ماه بعد موش دو.اشته شدكمو  بي

م عروق كتراميزان  :ها يافته . نمونه تعيين گرديد22در  Hot spotواحي  با شمارش نMVD-CD34تومور، ميزان 
 گليوبلاستومااز مدل زنوگرافت بومي : گيري  نتيجه. شمارش شد30±1/2 طور ميانگين  در اين تومورها بهكوچك

يماران ايراني ننده آنژيوژنز بر اساس فارماكوژنوميكس بكباليني داروهاي مهار توان در مطالعات پيش  ميفورم مالتي
بيني ميزان حساسيت يا  ها بتوان در پيش ه از اين مدلكان وجود دارد كچنين در آينده اين ام هم. استفاده نمود

  .منظور درمان انفرادي سرطان استفاده نمود مقاومت نسبت به داروهاي مهاركننده آنژيوژنز به

  .CD34، كوچكم عروق كيوژنز، ترافورم، مدل زنوگرافت، آنژ گليوبلاستوما مالتي: ليديكلمات ك

 

  
از تومورهاي اوليه دستگاه عصبي % 3/20بر طبق آمارهاي جهاني، 

 Glioblastoma Multiform (GBM) فورم گليوبلاستوما مالتيزي را كمر
اين تومور منشاء نورواپيتليالي داشته و جزء . دهد يل ميكتش

 با وجود توسعه ابزارهاي 1.گردد بندي مي  طبقهتومورهاي آستروسيتي
 جزء GBMهاي استاندارد،  چنين ارايه درمان تشخيصي و هم

سو مرز  كگردد، زيرا از ي آگهي بد محسوب مي هايي با پيش سرطان
بين بافت سالم و سرطاني مغز نامشخص بوده و از طرفي ديگر آستانه 

 پنج در 2.باشد يين ميهاي مغزي نسبت به راديوتراپي پا تحمل سلول
 ماه 14 ماه به 10اند ميزان بقاي بيماران را از  سال اخير تنها توانسته

  دوار ـتوان امي نده ميـبينانه نسبت به آي ش بدهند و با نگاه خوشـافزاي

  

چنين  هاي نوين جراحي و هم ه روشيه در ده سال آينده با اراكبود 
دار به  هاي هدف و افزودن درمانبا استفاده از راديوتراپيِ تغييريافته 

 دهه از نظريه  چهار3.هاي درماني رايج، ميزان بقا بهبود بيابد لكپروت
 مطرح Folkmanه توسط كوابسته بودن رشد تومورها به آنژيوژنز 

ه بتوان رشد تومورها كگذرد و امروزه تلاش بر اين است  گرديد، مي
ننده كده از داروهاي مهاراستفا. ي، متوقف نموديزا را از طريق مهار رگ
ركتال رايج گرديده هاي پيشرفته پستان و كولو آنژيوژنز در سرطان

 نيز GBMاست و سعي محققان براين بوده تا از اين داروها در درمان 
ترين چالش در ارزيابي ميزان آنژيوژنز تومورها در  مهم. استفاده گردد
ه كاي  گونه د، بهباش ي ميكنيكهاي حيواني، نقيصه ت انسان و مدل

گر ميزان  امل نمايانكطور  هنون هيچ روشي نتوانسته است بكتا

مقدمه
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    كاران و همامانپور ديسع      
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م عروق كسنجش ترا كنيكحال ت  با اين4.آنژيوژنز در تومور باشد
ترين روش ارزيابي  اربرديك Micro Vessel Density (MVD) كوچك

در اين روش با استفاده از . شود توموري محسوب مي عروق
هاي  بادي ي از آنتيك، عروق اندوتليال توسط يايمونوهيستوشيمي

vWF ،CD31 و يا CD34وپ كروسكآميزي گرديد و در زير مي  رنگ
دهد   نشان ميGBMمطالعات متعدد در . تعداد عروق ريز شمرده شد

 در 5.گردد عنوان معيار تهاجم محسوب مي هه آنژيوژنز اين تومور بك
 اغلب دچار جهش PTEN و TP53هاي  اين دسته از تومورها ژن

نترل كها در مهار و  ي اين ژنكبا توجه به نقش بيولوژي. گردند مي
ه افزايش آنژيوژنز توموري سبب كبيني است  آنژيوژنز، قابل پيش

هاي توموري گردد و در نتيجه ميزان بقا  افزايش پروليفراسيون سلول
 اي و ها براي مطالعات پايه هاي زنوگرافت سرطان مدل 6.اهش يابدك

باشند و امروزه مجامع معتبر  باليني تومورها بسيار مناسب مي پيش
هاي سرطاني در پيشبرد اهداف درماني استفاده  جهاني از اين مدل

هاي سلولي سرطاني معين به  ها از تلقيح رده در اين مدل. نمايند مي
هاي  ه نمونهك گردد و يا اين موي فاقد تيموس استفاده مي هاي بي موش

از آنجايي . شود اشته ميكور كهاي مذ يماران در بدن موشتوموري ب
موي فاقد تيموس داراي نقص در ايمني سلولي  هاي بي ه موشك

هاي سلولي سرطاني و نيز قطعات توموري  باشند، برخي از رده مي
در اين . نندك اخذ شده از بيماران در بدن اين حيوانات رشد مي

ها، مدل زنوگرافت   اين موشان استفاده ازكپژوهش، با توجه به ام
هاي توموري بيماران ايراني ايجاد  گيري از نمونه  با بهرهGBMبومي 

     تني باليني درون گرديد و گام نخست جهت انجام مطالعات پيش
(In Vivo)دار بر روي آنژيوژنز تومور  هاي هدف  درمانGBM برداشته 

 در (MVD)ك وچكم عروق كهدف از اين مطالعه ارزيابي ترا. شد
هاي توموري اخذ شده از بيماران ايراني  مدل زنوگرافت بومي نمونه

ننده آنژيوژنز را كبود تا از اين طريق بتوان تأثير داروهاي مختلف مهار
در دنيا با . بر اساس فارماكوژنوميكس اقوام ايراني بررسي نمود

هاي  نندهك، تأثير مهارGBMاستفاده از رده سلولي استاندارد تومور 
اند، اما مدل زنوگرافت مستقيم اين  ي مورد مطالعه قرار گرفتهيزا رگ

  .ار سازدكتواند اختلافات فارماكوژينوميكس را بهتر آش تومور مي
  

  
  ان ـقات سرطـز تحقيـربي حاضر در مركـي مطالعه تجـمراحل اجراي

شتي درماني تهران پزشكي و خدمات بهدا كانسر دانشگاه علوم انستيتو
  . انجام شد1389در پاييز و زمستان سال 

موي فاقد   سر موش بي30جهت انجام اين مطالعه از : حيوانات
اين .  هفته استفاده شدهشت تا ششتيموس با جنسيت نر و بازه سني 

اشت كدر آزمايشگاه  Micro isolator هاي فيلتر دار ها در قفس موش
ي تهران كمام خميني دانشگاه علوم پزشتومورهاي تجربي بيمارستان ا

 Ad libitumل كش آب و غذاي اتوكلاو شده نيز به. شدند داري مي نگه
تمام مراحل تحقيق منطبق با . شد در اختيار حيوانات قرار داده مي

  .ار با حيوانات آزمايشگاهي طراحي شدكالمللي  اصول اخلاقي بين
نمونه تومور اوليه : انيايجاد تومور زنوگرافت از تومور اوليه انس

فورم از سه بيمار بستري شده در بيمارستان  گليوبلاستوما مالتي
نامه  سب رضايتكي تهران بعد از كشريعتي دانشگاه علوم پزش

ه نتايج پاتولوژي بعد از جراحي كر است كشايان ذ. اخلاقي اخذ شد
 هاي توموري بر روي يخ و در نمونه. كرد ماهيت تومور را تأييد مي

اشت ك به آزمايشگاه RPMI 1640شت استريل كداخل محيط 
متر   ميلي1×1×5/0ي به ابعاد تتومورهاي تجربي انتقال داده و به قطعا

موي فاقد   سر موش بي10ازاي تومور هر بيمار،  به. عب خرد شدندكم
 القا شده با داروهاي متعادلل بيهوشي كاز پروتتيموس با استفاده 

Ketamine 10 درصد )Alfasanز وبا د) ؛ هلندmg/kg100 و 
Xylazxine 2درصد  )Alfasanمقدار  به) ؛ هلندmg/kg10  از راه تزريق

متر در   ميليپنجطول  سپس برشي به. بيهوش شدندداخل صفاقي 
 قطعه خرد شده از نمونه كها ايجاد و ي  آنكپوست ناحيه فلان

تمه، در خا. اشته شدكل زيرجلدي در محل مزبور كش توموري به
  . بخيه شد4-0 هاي حاصله با نخ نايلون افكش

روش انساني قرباني  ها به دو ماه بعد، موش :شناسي مطالعات آسيب
تومورهاي حاصله از پوست حيوان جدا و در داخل فرمالين . گرديدند

در . فيكس گشته و به آزمايشگاه پاتولوژي منتقل گرديد% 10بافر 
دست آمده، مراحل  همونه تومورهاي بآزمايشگاه پاتولوژي، برروي ن

چنين با   و همH&Eآميزي  سازي انجام گرفت و با رنگ آماده
 Dakoت كساخت شر (Ki-67  وGFAP آميزي ايمونوهيستوشيمي رنگ
ها تهيه گرديد و توسط پاتولوژيست،  ، اسلايدهايي از آن)كدانمار

نيز  در همين حين 7. مورد تأييد قرار گرفتGBMمطالعه و تومور 
 Dakoت كساخت شر( CD34بادي  ها توسط آنتي مقطعي از نمونه

املاً خصوصيات كه ك نمونه توموري دو. آميزي گرديد ، رنگ)كدانمار
  بررسيروش
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GBMدادند، انتخاب گرديد و ميزان   را نشان ميMVDل كش  به
 تعيين و (HPF) وپكروسك در زير ميHot spot ميدان چهارشمارش 

دليل وجود نكروز  هب. ن نمونه محاسبه شد آMVDعنوان  هميانگين آن ب
هاي بدون جدار  ، سعي گرديد تمام لومنGBMنسبتاً زياد در تومور 

ي از نواحي نكروزه تفكيك شود كهاي ت چنين اندوتليال عروقي و هم
اهش خطاي شمارش، هر اسلايد دوبار و با فاصله زماني سه كو براي 

  .گزارش گرديد  ميانگين±يارمع انحراف لكش نتايج به. شدروزه مطالعه 
  

  
 عدد شمارش GBM، 1/2±30هاي زنوگرافت   در مدلMVDميزان 
نسبت خوب بوده و فقط  بهپذيري عروق اندوتليالي  ميزان رنگ. گرديد

هاي نكروزه  ه تفريق سلولكگرديد  نكروز بالا در اسلايد سبب مي
  ).1 شكل(و تأمل همراه باشد ها با دقت  شده با اندوتليال

  

  
گر افزايش قدرت  بالا بودن ميزان آنژيوژنز در هر توموري نشان

باشد، اما در تومورهاي اوليه سيستم عصبي  تهاجم و متاستاز مي
زي معمولاً متاستازي وجود ندارد و تنها تهاجم توموري مطرح كمر
دليل سادگي و ارزان  هه دارد، بكايصي رغم نق  عليMVD 8.باشد مي

هاي ديگر ارزيابي آنژيوژنز، از ارجحيت  روش بودن نسبت به
 نسبت به ساير ماركرها CD34در اين ميان، ماركر . برخوردار است

ه ك حساسيت و ويژگي بالاتري دارد، زيرا اين ماركر علاوه براين
، تا حدي سازد پذير مي هاي اندوتليال عروق خوني را رنگ سلول

دهد و لذا نسبت به ماركر  عروق لنفاتيك را هم تحت تأثير قرار مي
CD31كوچكخوبي عروق  ه اين مطالعه توانست ب9-11.باشد  ارجح مي 

با اين وجود . يافته تومور زنوگرافت را نمايان بسازد يلكتازه تش
MVD-CD34ها رنگ  ترين آن ه مهمكباشد  هايي مي  داراي محدوديت
. باشند چنين عروق داراي جدار مي هاي نكروتيك و هم ولگرفتن سل

هاي آن محسوب  چنين خطاي شمارنده نيز از ديگر محدوديت هم
 تواند معيار مناسبي ور ميك با اين وجود شاخص مذ12و13.گردد مي

منظور   بهZhou .موري محسوب گرددجهت ارزيابي آنژيوژنز تو
 از GBMسازي عروقي در مدل اورتوتاپيك  مطالعه شاخص نرمال

 يبك ترك براي ارزيابي اثرات يKang 14. استفاده نمودCD31ماركر 
  فادهـ استCD31 از ماركر GBM در مدل هتروتاپيك VEGFصناعي ضد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ي نيزبيري نما: پايين شكل. GBM كيهتروتاپ زنوگرافت مدل: بالا شكل: 1-شكل
 الياندوتل عروق گر نشان ها انكيپ .×400يي نما درشت در GBM زنوگرافت تومور
  .باشند يم CD34ي باد يآنت با شده رنگي تومور
  
ننده كهاي مهار  مقاله مروري، به نقش درمانك در يBeal 15.ردك

 را در ارزيابي آنژيوژنز MVD پرداخت و نقش GBMآنژيوژنز در 
منظور  العات به در اغلب مطد،ير گردكه ذكطور  همان 16.يادآور شد

سو از ماركر  كي، از GBM مدل زنوگرافت وژنزي آنژزاني ميابيارز
CD31استاندارد ي عمدتاً رده سلولگري ديي و از سو U-87MG استفاده 
 ور اولاً مدل از تومي مطالعه، برخلاف مطالعات قبلنيدر ا. شود مي

GBMاز ماركر اًي است و ثاندهي حاصل گرديراني اماراني ب CD34 
 قاتي تحقي مدل برانيا.  استفاده شده استوژنزي آنژيابيجهت ارز
 راتي مدل، تأثني با استفاده از اتوان ي مناسب بوده و ميكيفارماكولوژ

 را مورد آزمون و مطالعه قرار وژنزيننده آنژك مختلف مهاريداروها
 ي سرطاني سلوليها  اغلب ردهي منبع جداسازهك ني به اتينابا ع. داد
ور از نظر ك مذيها  لذا احتمالاً ردهباشد، ي مي اقوام غربرانماياز ب

 از شده ي جداسازي بومي سلوليها  با ردهي اختلافاتكسيفارماكوژنوم
 از مي مستقي گرفتن تومورهانيراببنا.  خواهند داشتيراني امارانيب
 ينيبال شي پقاتي در تحقتواند ي مي بومي سلوليها  ردهجادي و امارانيب

 نييتع.  واقع شوددي مفيراني اقوام اكسي اساس فارماكوژنومسرطان بر
 شي از راه سنجش پماري هر بي براي انفراديدرمان يمي شيها ميرژ

بحث

 هايافته
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 از اهداف يكيسرطان   ضدي تومورها به داروهاتي حساسينيبال
 در مطالعه شده جادي مدل ا17.باشد ي ميشناس سرطان قاتي تحقيآرمان

 ماراني بGBM و مقاومت تومور تيساس حنيي در تعتواند يحاضر م
  .ار گرفته شودك  سرطان بهيمنظور درمان انفراد به
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Background: Despite advances in cancer diagnosis and treatment, survival rate of 
patients suffering from glioblastoma multiform (GBM) has not been significantly 
improved. Therefore, novel therapeutic adjuncts to routine therapies have been 
suggested over time. Inhibition of angiogenesis by antiangiogenic drugs is one of the 
new approaches to inhibit the growth of malignant cells. Microvessel density (MVD) 
assay is a technique performed by counting immunohistochemically-stained blood 
vessels. Nowadays, athymic nude mice are widely used for the establishment of 
xenograft tumor models in cancer research. The aim of this study was to evaluate the 
MVD of autochthonous xenograft models of GBM isolated from Iranian patients for use 
in pharmaceutical research on antiangiogenic drugs. 
Methods: Fresh tumor samples of GBM were obtained from three patients in Cancer 
Institute of Tehran University of Medical Sciences in Fall of 2010 and Winter of 2011. 
After preliminary processing, minced tumor samples were implanted heterotopically on 
flanks of athymic nude mice. Two months later, the animals were sacrificed and the 
xenograft tumor samples were sent to the pathology laboratory. After establishing the 
proof of the xenograft tumor type, MVD-CD34, an endothelial cell marker, was assessed 
by counting hot spot areas in 22 samples. 
Results: The mean number of microvessels in these xenograft tumor models was 
30±2.1. 
Conclusion: These autochthonous xenograft models of GBM can be used in preclinical 
settings for research on antiangiogenic drugs regarding a pharmacogenomics-based 
treatment regimen for the Iranian population. Moreover, such models can be used in 
future studies for determining the sensitivity or resistance to antiangiogenic drugs in 
individualized cancer therapy. 
 
Keywords: Angiogenesis, CD34, glioblastoma multiform, microvessel density, 
xenograft model. 
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