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در مدل  و پرولیفراسیون نکروز با میزان آنژیوژنز همبستگی بینمطالعه 
 سرطان پستانهتروتاپیک زنوگرافت 

  ،4، مهناز حدادي3فاضل  ، فریبا صادقی2، محمدعلی عقابیان1، صمد محمدنژاد1، احد محمدنژاد1ساناز ریسمانچی

  *1سعید امانپور ،2خامنه  نرجس شرکت 

  
  چکیده

تعداد  در دنیا، هاي زنان بوده و همه سالههانسرطان پستان یکی از مهمترین سرطان
امـروزه  . دهنـد از دسـت مـی   بیماران جان خود را بر اثر این بیمـاري کثیري از 

ها بسیار گسترش یافته و سرطان و کاربردي در زمینه سرطان ايهاي پایه  پژوهش
تمام داروهاي جدید . باشدپیشتاز میدر این زمینه  ها پستان نسبت به سایر بدخیمی

 inبایست مراحل فاز هاي بالینی، میکارآزمائی مرحله ضد سرطان قبل از ورود به

vitro  وin vivo اعتبار این مطالعه، ارزیابی هدف. را با موفقیت پشت سر بگذرانند 
مدل زنوگرافت سرطان پستان هتروتاپیک از نظر همبستگی بین درصد نکروز با 

بـدون   هاي برهنـه موش ـسر  10 می باشدمیزان آنژیوژنز و ضریب پرولیفراسیون 
  BT-474هفتـه انتخـاب و رده سـلولی     6-8ماده  )Athymic nude mice( تیموس

، روز از تومورهاي حاصله 40پس از  ،قیح گردیدندزیر جلدي دو طرفه تل بصورت
  و CD34مارکرهاي  با  IHC، میزان نکروز و در اسلایدهاي H&Eسلایدهاي ا در

Ki-67 میزان آنژیوژنز و پرولیفراسیون بدست آمده و همبستگی بین آنها تعیین شد. 
ثبـت  بین درصد نکروز و درصد پرولیفراسـیون همبسـتگی م  نتایج نشان داد که 

همچنین این همبستگی مثبت . (p < 0.001 , r = 0.90)داري وجود داشته است   معنی
  .(p < 0.001, r = 0.93)بین نکروز و آنژیوژنز برقرار است  ،دارمعنی

نتایج این مطالعه به اعتبار بخشی به مدل سرطان پستان هتروتاپیک کمک نموده و  
 پاسخ کامل پاتولوژیک د که براي ارزیابیسازبه پژوهشگران این امکان را فراهم می

(pathologic complete response)   پذیري ، مدلی با قابلیت تعمیمپیش بالینی در فاز
  .بالایی در اختیار داشته باشند

  پرولیفراسیون ؛آنژیوژنز ؛نکروز ؛مدل زنوگرافت ؛سرطان پستان :کلیديواژگان 
  

  2/2/92: ریخ پذیرشتا    28/11/91: تاریخ دریافت
  

  مقدمه
هاي زنـان بـوده و   هانسرطان پستان یکی از مهمترین سرطان

  تعداد کثیري از زنان در سراسر دنیا جان خود را بر ساله همه
  
 ، تهران، ایرانتهران انستیتو کانسر ایران، دانشگاه علوم پزشکی سرطانهاي مدلمرکز تحقیقات  - *1

(Saeidamanpour@yahoo.com) 
 ، تهران، ایرانمرکز تحقیقات علوم و تکنولوژي در پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات درمانی تهران - 2

 ، تهران، ایرانسازي رازي، حصارك کرجمؤسسه تحقیقات واکسن و سرم  ـ3

  ، تهران، ایراندرمانی تهران ، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات)عج(ـ مرکز تحقیقات بهداشت باروري ولیعصر 4

در بـروز سـرطان پسـتان    . )1(ددهناثر این بیماري از دست می 
بطوریکـه   ،متعـددي نقـش داشـته    (Risk Factor) عوامل خطـر 

از عوامـل   BRCA-2و  BRCA-1هـاي  مـادرزادي ژن موتاسیون 
زنـدگی و رژیـم    سـبک محسوب شده و  (High risk)خطر بالا 

. )6و 11(آیندشمار میبه (low risk) پائیناز عوامل خطر غذایی 
امروزه براي تعین اسـتراتژي درمـان سـرطان پسـتان از عوامـل      

 بینــیو عوامــل پــیش  (Prognostic factors)آگهــی پــیش
(Predictive factors)  سه پـارامتر  . )5( نمایندمیبیماري استفاده

، در کنـار  میزان نکروز، میزان آنژیوژنز و ضـریب پرولیفراسـیون  
شـمار  بـه آگهـی بیمـاري   پـیش در  مؤثرسایر پارامترها از عوامل 

هـر   اسـت کـه   شده نشان داده در سرطان پستان انسان. روند  می
 ـسه پارامتر مذکور با درجه بدخیمی رابطـه دار  ، 13، 14و 17( دن

هـا  سـرطان زمینـه  در  اي و کاربرديهاي پایهامروزه پژوهش. )3
 هـا بدخیمیسایر سرطان پستان نسبت به  یافته وبسیار گسترش 

 ـ. باشدمی پیشتازدر این زمینه   (Guide line)راهبردهـاي  ق بر طب
 قبـل از  ، تمام داروهاي جدید ضـد سـرطان  مجامع معتبر علمی

 inفـاز   مراحلبایست میهاي بالینی، کارآزمائیبه مرحله  ورود

vitro  وin vivo  یکـی از  . بگذراننـد ت سـر  پشبا موفقیت را
هـا،  هاي محققان در حوزه پـژوهش سـرطان    مهمترین دغدغه

بـه انسـان بـوده و     in vivoو  in vitroپـذیري نتـایج     تعمـیم 
هاي مدل از حاصله نتایج نتوان همیشه این بیم وجود دارد که

  . )8 و10(را به انسان تعمیم داد  هاسرطانتجربی 
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بطـور   (Athymic nude mice)تیمـوس  فاقد  برهنه هايموشدر 
بخـش  و در نتیجـه  در آنهـا جهـش یافتـه     Fox-1مادرزادي ژن 

هایی فاقـد ایمنـی   چنین موش .شودتشکیل نمی قشري تیموس
را  (Graft rejection) پیوندسلولی بوده و دیگر قدرت پس زدن 

هاي این ویژگی منحصر بفرد، سبب شده است که سلول .ندارند
در مدل تومورهاي . کنددر بدن آنها بخوبی رشد  سرطانی انسان

خـود  هاي بدخیم انسانی خصوصیات ژنوتیپی سلولزنوگرافت، 
بـالینی  ز پـیش ، فـا علمـی از اینرو مجامع معتبر  نموده وحفظ را 

مجـاز  تومورهـاي زنـوگرافتی    در مـدل را داروهاي ضد سرطان 
ایـن   (Validity)با این حـال لازم اسـت مرتبـا اعتبـار     . اندداسته
ارزیـابی   ،ایـن مطالعـه  از اجـراي  هدف . هاي ارزیابی گرددمدل

از زاویـه دیگـر   هتروتاپیک مدل زنوگرافت سرطان پستان اعتبار 
کـه در مـدل زنوگرافـت    بـه ایـن سـوال    پاسخ همچنین  بوده و

و همپوشانی نتایج بررسی بین این سه  ، همبستگیسرطان پستان
   .دي استمورد تا چه ح

  
 روش کارمواد و 

این مطالعه از نوع تجربی بوده و در تمام مراحل تحقیق، اصـول  
اخلاق کار بـر روي حیوانـات آزمایشـگاهی مراعـات گردیـده      

آزمایشـگاه کاشـت تومورهـاي تجربـی      القاء تومورها در .است
واقع در مجتمع بیمارستانی امـام خمینـی تهـران انجـام شـده و      

 هـاي تجربـی   آزمایشگاه سـرطان  ی آنها درشناسمطالعات آسیب
در . گرفـت  صـورت انستیتو کانسر ایران  سرطان مرکز تحقیقات

هفتـه بـا    6- 8مـاده  برهنه فاقد تیموس  موشسر  10این مطالعه 
- هاي استریل فیلتردار انتخاب و در قفس BALB/cژنتیکی  زمینه

Microisolator  بـه شـکل    آب و غذاي استریل. شدندنگهداري
ad libitum رده سـلولی  . ها قرار گرفـت در دسترس موشBT-

رده سلولی جدا گردیده از سرطان پسـتان انسـان بـا زیـر     ( 474
از بانـک سـلولی انسـتیتو پاسـتور     ) luminal-Bگروه مولکـولی  

تهیه و در محـیط   ( National Cell bank of Iran) (NCBI)ایران
رشـد ایـن   وابسـتگی  ل بدلی. تکثیر داده شدRPMI-1640 کشت 

رده سلولی به استروژن، پلت آهسته رهش اسـترادیول بصـورت   
 5×  106براي هر موش، . ها کاشته شدزیر جلدي در بدن موش

به همراه ژل تجـاري بسـتر خـارج     سلول به صورت هتروتاپیک
 40. در دو پهلوي چپ و راسـت حیـوان تلقـیح گردیـد     سلولی

تومورهـاي حاصـله در   و  شـده  آسـان کشـی    هاروز بعد موش
از . شـد  ارسالبه آزمایشگاه پاتولوژي % 10بافر ـ   داخل فرمالین

  . )1نگاره (بودند  تومور رشد کرده 14تومور القاء شده،  20
  

    
نمائی از مدل زنوگرافت هتروتاپیک سرطان پستان که بصورت  ـ1 نگاره

 زیر جلدي ایجاد شده است
  

 بـافتی انجـام و    آمـاده سـازي   سـاعت  48ف کمتر از در ظر
از آنها تهیه  H&Eاسلایدهاي هیستوپاتولوژي با رنگ آمیزي 

ــرار گرفت و  ــه ق ــورد مطالع ــدم ــر در . ن ــورد 14ه ــال  ،م داکت
مورد تأیید قرار  IIIکارسینوماي تهاجمی با گرید پاتولوژیکی 

ــت ــوك .گرف ــا بل ــذاري  ه ــد گ ــگاه  ک ــه آزمایش ــده و ب ش
ها مقاطعی به اندازه از بلوك. شدند ارسالوشیمی ایمونوهیست

بـر طبـق    Ki-67و  CD34هاي باديو با آنتیمیکرون تهیه  4
مجـاورت  ) انمـارك د Dako( دستورالعمل شـرکت سـازنده   

ــگ  ــس از رنـ ــد و پـ ــهگردیـ ــزي زمینـ ــلاآمیـ یدهاي ، اسـ
اگرچه تاکنون هـیچ مـارکر کـه    . ایمونوهیستوشیمی تهیه شد

آنژیوژنز را نشـان بدهـد، معرفـی نشـده     بتواند میزان واقعی 
قـادر اسـت عـلاوه بـر      CD34است، اما با این حال مـارکر  

، تـا حـدودي عـروق لنفـی را نیـز      خـونی شناسـائی عـروق   
  .کندایمیونوراکتیو می
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 مطالعه همبستگی بین نکروز با میزان آنژیونز و پرولیفراسیون در مدل زنوگرافت هتروتاپیک سرطان پستان
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مطالعات میکروسکوپی در حالت دو سو کـور و دوبـار در زیـر    
ر د براي ارزیـابی میـزان نکـروز   . میکروسکوپ نوري انجام شد

تلیـالی  در بـین بخـش اپـی   تصادفی فیلد  H&E، 10اسلایدهاي 
برابر، تصـاویر دیجیتـالی    400نمائی درشت درانتخاب و  تومور

 ،®ACDSee Photo Manager 12فـزار  تهیه و با اسـتفاده از نـرم  
و نسبت بخش نکروز به بخش  خانه مدرج شده 100تصاویر در
زیابی آنژیوژنز از براي ار. در هر اسلاید مشخص شد غیر نکروز

. اسـتفاده گردیـد   (MVD)روش سنجش تراکم عـروق کوچـک   
آمیـزي  رنگ CD34بادي با آنتی مقاطع برش یافته بدین نحو که

نقطـه   4برابر،  40نمائی در زیر میکروسکوپ و با درشت .شدند
 و سـپس در درشـت   هدر نظـر گرفتـه شـد    (Hot spot)پرعروق 

هـاي رنـگ گرفتـه شـمارش     لتمـام انـدوتلیا   ،برابر 400نمائی 
ی دقـت  ق ـهاي بدون جداره عرودر شمارش اندوتلیال. ندگردید

. هاي نکروزه، انـدوتلیال کـاذب محسـوب نشـوند    که سلول شد
  (MVD) تراکم عروق کوچک میانگین عدد بدست آمده بعنوان

 

ارزیابی پرولیفراسیون توسط مارکر  .آن اسلاید در نظر گرفته شد
Ki-67  تصـادفی   فیلـد   10تلیالی در سلول اپی 1000. شدانجام

ــورشــمارش شــده و نســبت هســته ــو، درصــد هــاي ایمون اکتی
به منظور ارزیابی همبسـتگی  . پرولیفراسیون آن اسلاید منظور شد

از آزمون آنـالیز   ،میزان نکروز با ضریب پرولیفراسیون و آنژیوژنز
 05/0دار برابـر بـا   سـطح معنـی  . اسـتفاده شـد  رگرسیون خطـی  

افـزار    هـاي آمـاري بـا نـرم     تجزیـه و تحلیـل   و ریف گردیـد تع
®Biostat 2008  شدانجام .  
  

  نتایج
درصـد نکـروز را   ، H&Eمطالعه هیستوپاتولوژي در اسلایدهاي 

نشان دادند در حالیکه درصـد  %) 07/26میانگین برابر ( 6- 45از 
ــیون  ــلایدهاي پرولیفراس ــد   17-  59از  IHCدر اس ــزارش ش گ

از طرفی تعداد آنژیوژنز در ایـن مطالعـه از   %). 33ابر میانگین بر(
  .)2نگاره  (.بود 18/38متغییر بوده و میانگین آن  57تا  16

  

    
ریب میتوز در هاي توموري بشدت پلئومورف بوده ض، سلولH&Eآمیزي رنگ: Aهاي مدل زنوگرافت هتروتاپیک سرطان پستان؛ میکروگراف ـ2 نگاره

هاي ایمونوراکتیو ، هستهKi-67با مارکر  IHCرنگ آمیزي  ؛B. شودهاي توموري مشاهده میهمچنین نواحی متعدد نکروز در بین سلول. آنها بالا است
ها نشانگر عروق اندوتلیالی ریز بوده و در ، نوك پیکانCD34با مارکر  IHCآمیزي رنگ؛ C. باشدهاي بدخیم مینشانگر آغاز چرخه سلولی در سلول

  .دنشوبافت بستره توموري دیده می
. (p< 0.001 , r = 0.90) داردداري وجود پرولیفراسیون همبستگی مثبت معنی درصدنکروز و  درصدکه بین  دادآنالیز آماري نتایج این مطالعه نشان 

  .)1نمودار (
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نمودار نشانگر ، ز با پرولیفراسیون توموريهمبستگی بین نکرو ـ1نمودار 

همبستگی بین  درصد نکروز و ضریب پرولیفراسیون در مدل زنوگرافت 
  هتروتاپیک سرطان پستان

دار بین نکروز و آنژیوژنز از طرفی این همبستگی مثبت معنی
  ).2نمودار ( .(p < 0.001, r = 0.93) شودمیمشاهده 

  

  
، نمودار نشانگر ز و آنژیوژنز توموريهمبستگی بین نکرو ـ2نمودار 

همبستگی بین درصد نکروز و میزان آنژیوژنز در مدل زنوگرافت 
 هتروتاپیک سرطان پستان

  
  بحث 

در  (Translational research)ي اهـاي ترجمـه  امروزه پژوهش
هـدف از  به بخشی از مطالعات محققان تبدیل شده و ها سرطان

. )8(باشد ها میها و تکنیکمدلچنین مطالعاتی، اعتباربخشی به 
هاي تجربی بر روي آنها باید آنقدر از هاي سرطانی و درمانمدل

قـوي برخـوردار    (Evidence basese) مدارك متکی بـر شـواهد  

 از مـدل بـه انسـان    پـذیري نتـایج  باشند که بتوان در مورد تعمیم
  .)7( قضاوت نمود

ت متحـده  الامؤسسه ملی سرطان ایبیش از سه دهه است که 
براي فاز مدل زنوگرافتی تومورها را استفاده از ، (NCI)آمریکا 

بالینی داروهاي جدید ضد سرطان توصیه نموده و اغلب پیش
ضد سرطان براي ورود به مرحله کارآزمائی بالینی، داروهاي 

هاي زنـوگرافتی را  بایست مدارك اثربخشی بر روي مدلمی
؛ براي توسعه و بهبود 2003ل در سا RS-Kerbel. ارائه نمایند

بالینی داروهاي ضد هاي زنوگرافتی تومورها در فاز پیشمدل
هـاي  مـدل . )15(اي ارائه نمـود  سرطانی، پیشنهادهاي ارزنده

دو مدل ارتوتاپیک و هتروتاپیک ایجاد  در سرطانی زنوگرافتی،
هاي اگرچه مدل. شده و هر کدام مزایا و معایب خاصی دارند

هـاي هتروتاپیـک   از اعتبار بالایی نسبت بـه مـدل  ارتوتاپیک 
اما مشکلات تکنیکی در القـاء تومـور و    ، )15(برخوردارند 
که رغبـت   نیتورینگ دشوار این مدل، باعث شدههمچنین مو

  .شودبیشتر هاي هتروتاپیک پژوهشگران به مدل
مــدل هتروتاپیــک ســرطان پســتان داکتــال  ،در ایــن مطالعــه

ایجاد  luminal-Bزیر گروه مولکولی  کارسینوماي تهاجمی با
ن پلورال یک ژاز افیو1975در سال  BT-474رده سلولی . شد
شناسـی  بـا نـوع بافـت   مبتلاء به سرطان پسـتان  ساله   60زن 

جـدا   Stage IVو  Grade IIIبا داکتال کارسینوماي تهاجمی 
 (+HER-2+, ER)گردیـد و بعنـوان نماینـده سـرطان پسـتان      

در این مطالعه همبستگی بین نکروز با . )4(شود محسوب می
 Kerebel. آنژیوژنز و نکروز بـا پرولیفراسـیون ارزیـابی شـد    

دقیق آنژیوژنز در تومورهـا را بطـور دقیـق     مسیرهاي؛ 2008
از  هـاي بـدخیم  سـلول  هـایی کـه    در سرطان. )9(تبیین نمود 

سرعت رشد بـالایی برخوردارنـد، در بخـش زایـاي تومـور      
در نتیجه نکروزهاي متعددي در تومورها می رخ داده و ایسک

هـاي  از سوئی بر اثر القاء هیپوکسی در سـلول . شوددیده می
 انتهافعال شده و در  توموري، یک سلسله مسیرهاي آبشاري
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هـاي  زائیرگدر نهایت  .شودمیفاکتورهاي آنژیوژنیک آزاد 
هاي ولمتابولیکی سلهاي فعالیتتأمین مایحتاج جدید، سبب 

رابطـه  از طرفی افزایش آنژیوژنز، . )13(توموري خواهد شد 
. )16و  18( هاي توموري داردسلولپرولیفراسیون  مستقیمی با

Diest ارزیـابی   ،مـروري  ؛ در یـک مطالعـه  2004 و همکاران
مثبـت  آگهی سرطان پستان را در پیش Ki-67پرولیفراسیون با 

؛ 2007 و همکـاران  Tollefson همچنین. )14( ارزیابی کردند
با نکروز انعقادي  Ki-67به بررسی ارتباط بین  تحقیقدر یک 

ــه و نتیجــه  Clear cell renal cell carcinomaدر پرداخت
افـزایش   هـم  میزان نکروز، Ki-67اند که که با افزایش  گرفته

در ؛ به نتایج مشابهی 2005و همکاران  Tan قبلا .)20(یابد می
و  Tollefson ت یافتـه بودنـد کـه نتـایج     سرطان پستان دس ـ

  . )19( بود مطالعههمسو با نتایج این  همکاران
وز بـا  نکروز با آنژیوژنز و نکـر بین در این مطالعه همبستگی 

این اعتبار  بنابراین از این منظر نیز  دار بود، پرولیفراسیون معنی
توانـد  رسد و مـی به اثبات می سرطان پستان هتروتاپیک مدل
 Pathologic complete responseمناسبی براي ارزیابی  مدل

(PCR)  در حال حاضر  .محسوب شود پیش بالینیمرحله در
دهی هاي مهم در میزان پاسخ یکی از شاخص PCRارزیابی 
شمار به Neoadjuvant درمانیشیمیها بخصوص در به درمان

ن مطالعه به اعتبار بخشی بـه مـدل   نتایج ای .)2 و 12( آیدمی
سرطان پستان هتروتاپیک کمک نموده و به پژوهشگران ایـن  

مرحله پیش در  PCRسازد که براي ارزیابی امکان را فراهم می
پذیري بالایی در اختیـار داشـته   ، مدلی با قابلیت تعمیمبالینی
 .باشند

 
  تشکر و سپاسگزاري

و  معاونت پژوهشـی دانشـگاه علـوم پزشـکی    نویسندگان از 
تهران و همچنـین از ریاسـت محتـرم مرکـز      خدمات درمانی

دانشـگاه علـوم پزشـکی    ـ   کانسـر  انستیتو ،تحقیقات سرطان
جناب آقاي دکتر محمدعلی محققی و قـائم مقـام آن    تهران؛

تشـکر و قـدردانی   دل زنـده کـاظم  مرکز جناب آقـاي دکتـر   
  .نمایند  می
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