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  چکیده 
نظیـر  (و پـاتولوژیکی  ) تـرمیم بـافتی   نظیر رشد جنـین و (هاي فیزیولوژیکی  آنژیوژنز نقش بسیار مهمی در پدیده :سابقه و هدف

هاي اندوتلیال و نهایتاً تشکیل  وللبررسی و ارزیابی رشد س. کند ایفا می) رتینوپاتی دیابتی، آرتریت، رشد غدد سرطانی و متاستاز 
  . هاي زیادي همراه است با مشکلات و پیچیدگی  in vivoهاي جدید در شرایط  رگ

کنتـرل را   یـک سیسـتم رگزایـی قابـل    )  in vitro( به منظور غلبه بر این مشـکل مـا در شـرایط  آزمایشـگاهی     :ها مواد و روش
توان پارامترهاي متفاوتی را که در فرایند رگزایی دخالـت   طراحی نمودیم که از قابلیت تکرار پذیري بالایی برخورداراست و می

مغز استخوان انسـان بـه    هاي هاي اندوتلیال مویرگ شده از سلول  هاي پوشیده در این مدل از  گویچه. مورد مطالعه قرارداد ،دارند
هاي آندوتلیال و ایجاد رگ  هاي اندوتلیال استفاده شد و بدین ترتیب   ساختمان سه بعدي لازم براي رشد سلول سلول أعنوان منش

  .دیتوسط ژل فیبرین تأمین گرد
ها در  ها و در نتیجه تشکیل مویرگ ندوتلیال ، رشد و مهاجرت سلولا هاي وللسروز بعد از کشت  5 – 7در این روش،  :ها یافته

  .دیده شد أندوتلیال منشاهاي  هایی از سلول میدان میکروسکوپی به صورت انشعاب
دیگـر،   به عبـارت . کننده و القاکننده رگزایی را  مورد بررسی و مطالعه قرار داد  توان مواد ممانعت مى به وسیله این مدل، :بحث 

  . دهد گري مواد آنژیوژنیک و آنتی آنژیوژنیک در اختیار قرار می این مدل روشی بسیار ساده براي غربال
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)  

  مقدمه
هاي جدید  اي است که طی آن رگ آنژیوژنز فرایند پیچیده

ایجـاد    ،اند هایی که از قبل وجود داشته زدن رگ ازجوانه
 ـ    تشکیل و رشد رگ. گردند می یار هـاي جدیـد نقـش بس

نظیررشـد جنـین،   ( هـاي فیزیولـوژیکی    مهمی در پدیده
نظیـر رتینوپـاتی دیـابتی،    (و پـاتولوژیکی  ) ترمیم بـافتی 

 .)1(کنـد  ایفا مـی ) آرتریت، رشد غدد سرطانی و متاستاز
هـاي   در حقیقت رشد غدد سرطانی وابسته به تشکیل رگ

جدیدي است که از طریق آن تغذیه و اکسیژناسیون ایـن  
  .)4و3و 2(گردد یغدد تأمین م

رشد و ترکیبات ماتریکس خارج سلولی نقش  عوامل
هـاى رگزایـی متعـددى     مهمی در آنژیوژنز دارند، محرك

ــد کــه  …و  FGFs2و  VEGF1ماننــد شناســایی شــده ان
هاي تومـوري ترشـح    ها توسط انواع سلول بسیاري از آن

شوند و نقش بسیار مهمی در رگزایی و متاستاز تومور  می
 .)7و6و5(دارند

 و ثرندمؤکه در رگزایی  عواملیبراي تحقیق در مورد 
دست آوردن اطلاعات بیشـتر و درك فراینـدهاي    هب براي

هاي متعـددي وجـود دارد کـه در     دخیل در رگزایی مدل
  :شود ها اشاره می ذیل به انواع آن

 کوریوالانتوئیــک جوجــهي گیــري غشــا مــدل انــدازه-1
)CAM(3:  

شود کـه   ناسان استفاده میش تکنیکی است که توسط جنین
 CAMوير ردوسیله آن توان رشد عضو پیوندزده شده  هب

زیرا جنین اولیـه جوجـه فاقـد سیسـتم      ؛شود بررسی می
هـاي   از گونه 4جنین جوجه پیوند گزانوگراف.ایمنی است

رگزایـی آن عضـو    پـذیرد و  پستانداران را به خـوبی مـی  
چهار روز رگزایی در این مدل  سه تا  .پیوندي سریع است
بـه دور از مسـایل و   . شـود  گیري مـی  بعد از پیوند اندازه

تـرین مشـکل    شایع گیري کمی، مشکلات مربوط به اندازه
اثـر زخـم یـا    بـر  ن روش نتایج مثبت کاذب است کـه  ای

مراحـل اولیـه آزمـایش بـه      ولتحریکات ایجادشده در ط
زیرا پاسخ رگزایی ممکن است نتیجه بهبود  ؛آید وجود می

مزیت این مدل آن است که چنـدین  . التهاب باشد زخم یا
ر روي یـک جنـین قـرار داده    دتوانـد   عضو پیوندي مـی 

  ).9و8(شوند
  : 5مدل تشکیل عروق جدید در قرنیه-2

نشان داد که قرنیه عادي فاقد رگ  Henkin ،1978در سال 
 ـهـاي جدیـد    است و تشکیل رگ ر اثـر القـاي واکـنش    ب
هاي تومـوري   مدل سلولدر این  .گیرد  رگزایی صورت می

متري محل برش قرنیه  ها را در فاصله دو میلی یا عصاره آن
هاي  ساعت تولید جوانه 36مدت  ولدهند و در ط قرار می

به دلیل عـدم وجـود خصوصـیات     .گردد رگ بررسی می
هاي مختلـف خرگـوش و همچنـین     نژادي مشابه در گونه

گرانی و عدم بـه دسـت آوردن موقعیـت یکسـان بـراي      
  .  )8(مشکل استروش  این  زمایش موادآ

Strieter هایی  و همکاران نشان دادند که بیان سیتوکین
توسط قرنیه کـه خاصـیت آنژیوژنیـک     8مانند اینترلوکین 

  .)8( ثیر بگذاردأممکن است در نتایج آنژیوژنز ت ،دارد
 : Pouch assayمدل-3

Hamster cheek pouch ؛ارگانی فاقد سیستم ایمنی است 
پذیرد  خوبی می هرا پیوندهاي آلوژنیک و گزنوژنیک را بزی

1. Vascular Endothelial Growth Factor    2.Fibroblast Growth Factors   

3. Chicken chorioallantoic membrane   4. Xenograft 

5. Corneal Neovascularization Model 
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)

   .کـرد  و پیوند بدون برانگیختن سیستم ایمنی رشد خواهد
وســیله آزمــایش  هگیــري کمــی در ایــن مــدل بــ انــدازه

هاي آماده شده هیسـتولوژیکی متناسـب    مرفومتریک برش
هاي  شود و در این مدل از کاشتن سلول رگزایی انجام می

  .)8(گردد توموري استفاده می
  :روش کیسه هوایی-4

و همکاران پیشـنهاد   selgeتوسط1953این روش در سال 
زیـابی و دیـدن رگزایـی تومورهـاي     ار بـراي گردید که 

در  .پیوندشده به کیسه هوایی مورد استفاده قـرار گرفـت  
لیتر هـوا   میلی10-15این مدل ابتدا کیسه هوایی با تزریق 

یند اکه فر طوري هبشود،  میبه پشت موش صحرایی ایجاد 
  .)8(رگزایی قابل دیدن و ارزیابی باشد

  :1گیري پنجره مزانتریک روش اندازه-5
ر روي بافـت نرمـال   داین مدل مواد مـورد آزمـایش   در 

شود و رگزایی در این مدل وابسته  داراي رگ بررسی می
  .)8(است 2هاي ماست سل اتولوگوس به سلول

  :بعدي در محیط سه بعدي ژل گیري سه اندازه-6
گیري سه بعدي رگزایی در  هاي مختلفی براي اندازه روش

 ـ طوري هب ،محیط ژل وجود دارد  Ingber،1985ال که در س
 و Kubota ،1989از فیبـرونکتین و در سـال    Folkman و

ها از  استفاده کردند که در این مدل Matrigelهمکاران از 
تشـکیل   بـراي ها  روي این ژل هاي اندوتلیال کشت سلول

  .)8(رگ استفاده شد
  :مدل حلقه آئورت موش صحرایی-7

ش سادگی در حلقه آئورت مـو  رشد شعاعی عروق ریز به
 ،صحرایی که در ژل فیبرین یا کـلاژن کشـت داده شـود   

در سـال   Nicosa در این مدل کـه توسـط   .شود دیده می
هاي آئورتیک موش  حلقه ،مورد استفاده قرار گرفت 1990

ــدم حضــور   ــرین در ع ــا فیب صــحرایی در ژل کــلاژن ی
توانـد   شود که مـی   فاکتورهاي رشد خارجی قرار داده می

  .)8(دشوز شعاعی ایجاد عروق ریمنجر به 
  :مدل آمینیون انسانی -8

پایـه   يهمکاران از غشا و Madri و Fuire ،1983در سال 
آمینیون به عنوان یـک سوبسـترا بـراي انـدوتلیوم عـروق      

هاي اندوتلیال روي ایـن سوبسـترا    استفاده کردند و سلول
تـوان آنژیـوژنز را در ایـن مـدل      تمایز پیدا کرده که مـی 

  .بررسی کرد
بودن رشد غدد سرطانی به آنژیـوژنز   به وابسته با توجه

ــین  ــل و از ب ــتن  و تحلی ــواد   ارف ــط م ــدد توس ــن غ ی
آنژیوژنیک موجود، طراحى یـک مـدل آزمایشـگاهى     آنتی

بنـابراین   ؛ضرورت دارد ورد نظرمطالعات م براي آنژیوژنز
تحقیقـات بنیـادي و کـاربردي و     رسد که بـراي  نظر می به
 ـار اسـب مـدل  آزمایشــگاهى   کارهـاى درمـانى من   ه راهای

مطالعـه و غربـال    بـراي آنژیوزنز روشی مناسب و سـریع  
  .)8(کردن عوامل القاکننده و مهارکننده آنژیوژنز باشد

بعـدي آزمایشـگاهی    در این پژوهش یـک مـدل سـه   
هـاى انـدوتلیال میکـرو     بررسى مهاجرت سـلول منظور  به

  . شود واسکولار مغز استخوان شرح داده مى
  

  اه مواد و روش
: مواد مـورد اسـتفاده در ایـن مطالعـه عبـارت بودنـد از      

، )سـیگما (، تـرومبین انسـانی  ) سـیگما (فیبرینوژن انسـانی 
ــیلاز ــیگما(رپت ــلول   ،)س ــت س ــیط کش    MCDB131مح

 ـ( ESGF3 ،)ســـیگما (   و )Bayer(آپـــروتنین  ،)یگماســ
Cytodex-3- microcarriers )سیگما(.  

1. Mesamtric Window assay       2. Autologous        3. Endothelial Supplemented growth Factor 
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 cytodex-3-microcarriersذرات   :سـازي ذرات  آماده
قرارگرفتند  تا  متـورم   PBSساعت در  10الی  8مدت  هب

 15–20دقیقه در فشار  15مدت  هشده ب ذرات متورم .شوند
 سـپس در زیـر هـود    و شدندپوند بر اینچ مربع اتوکلاو 

جـاي آن   هو ب گردیدبافر فسفات از محیط حذف  ،یلاستر
د شاضافه  ESGFحاوي چهار درصد   MCDB131محیط 

 4مده تا هنگام استفاده در یخچـال  آ دست و محصولات به
  .ه شدگراد قرار داد درجه سانتی
طراحـی مـدل و تعیـین شـرایط      برايروش کار 
 HBMEC1نخست  دودمـان سـلولی    :زایی مطالعه رگ
 .لیتري کشت سلولی کشت داده شـد  میلی 50در فلاسک 

ها سطح فلاسک را پوشاندند و تعـداد   که سلول پس از آن
ها  در فلاسک کشت سلولی به بـیش از یـک میلیـون     نآ

درصـد ایـن    EDTA 5/2 –با استفاده از  تریپسین  ،رسید
سـپس  . صورت سوسپانسیون در آورده شدند  هها  ب سلول

  در یـک نقطـه  از ذرات  هـا   به منظور گردهمایى سـلول 
cytodex - 3- microcarriers بدین ترتیب که .  استفاده شد

پوشـیده از    cytodex-3-microcarriersها به ذرات   سلول
 37سـاعت در دمـاى    8سپس به مـدت   ژلاتین اضافه و

پـس از  . انکوبه شـدند  Co2درصد  5گراد و  درجه سانتى
کـه بـا    ( cytodexهـا بـه ذرات    کنترل چسـبیدن سـلول  

، ذرات پوشیده از سـلول  )گیرد میکروسکوپ صورت می
)   ml/mg 5/2بــا غلظــت   ( بــا  محلــول فیبرینــوژن  

و )  IU/ml  2با غلظت (ترومبین   ها و به آن ندشد مخلوط
مخلـوط حاصـل  بلافاصـله  در     یا رپتیلاز اضافه شـد و 

شکیل ژل بعد از ت. گردیدماکروپلیت  کشت سلول تقسیم 
به هر ) ESGF و MCDB131(کشت کامل محیط  ،فیبرین

 ـچاهک اضـافه    ml/IU 200گفتنـى اسـت  مقـدار    . دش

به محیط کشت رویی و ژل فیبـرین  )  Trasylol( آپروتینین
هـا در   روز انکوباسـیون پلیـت    5-7اضافه شد وپس از  

فراینـد    درصـد  CO2 5گـراد و   درجـه سـانتی   37دماى  
  .گردیدسى رگزایی برر

 
  ها یافته

ــول  رد ــان ط ــت دودم ــت  HBMECکش ــیط کش در مح
MCDB131 حاويESGF) مشخص شد که مقدار ) 1شکل

 درصـد 4رشد ایـن دودمـان سـلولى    براي ESGFمناسب 
غلظت پروتئین پـودر فیبرینـوژن توسـط روش      .باشد مى

گـرم در   میلی 2/0برادفورد تعیین شد و غلظت پروتئین آن 
گـرم   یلـی ازاي هـر ده م  یعنی بـه  ؛دست آمد هلیتر ب هر میلی

گرم فیبرینوژن و بقیه آن نمک بود  پودر فیبرینوژن دو میلی
که با استفاده از کیسه دیالیز مقدار فیبرینوژن مصـرفی در  

سپس غلظت بهینـه   . دیالیز گردید MCDB131مقابل محیط
ایجاد ماتریکس تعیین شد که در این مدل  برايفیبرینوژن 

مـاتریکس  منظور ایجـاد یـک    هغلظت مناسب فیبرینوژن ب
مرحلـه بعـد   . لیتـر بـود   گرم در هر میلی میلی 5/2مناسب 
 .دست آوردن ضخامت مناسـب ژل فیبـرین بـود    هشامل ب

اى باشـد کـه     میزان ضخامت ایـن ژل بایسـتى بـه گونـه    
ها قادر به تخریب و مهاجرت در داخل آن باشـند و   سلول

هـا و پدیـده    بردارى  سـلول  یت و عکسرؤدر عین حال 
پـذیر باشـد    میکروسکوپ معکوس امکـان  رگزایی توسط

بدین ترتیب  ضخامت مناسب ژل در این مـدل  ). 2شکل (
دست آمد که به منظور دسـتیابى بـه آن  در    همتر ب دو میلی

ــه 24هــر پلیــت  میکرولیتــر محلــول  300اي مقــدار  خان
  .فیبرینوژن اضافه شد 

  ها به ذرات حامل  در مرحله بعد  نسبت مناسب سلول
1. Human Bone Marrow Endothelial Cell  
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  سلولی کشتدر محیط  HBMECهاي  سلول -1شکل 

  

  .اند پوشیده از سلول که در ژل فیبرین قرار گرفته Cytodex-3-microcarriersذرات  -2شکل 

  
به  30که طى آن مشخص شد این نسبت برابر تعیین شد

دست آوردن غلظت  همرحله بعد شامل  ب. یک است 
طوري که ذرات حامل  هب ،ترومبین و  رپتیلاز بود مناسب

کردن ترومبین و رپتیلاز  پوشیده از سلول بعد از اضافه
ها را ژل  و محیط اطراف آن ندسرعت  در ژل گیر ک به

در این مدل غلظت مناسب ترومبین . فیبرین احاطه نماید

ml /IU 2 میکرولیتر تعیین شد و چون  100و میزان رپتیلاز
به  ،داراي فعالیت  فیبرینولیتیک بالایى  بودندها  سلول

  ml/ IU200محیط کشت رویی و محلول فیبرینوژن   
پس از انجام این مراحل . اضافه شد ) Trasylol(آپروتنین

 37روز در دماى   7تا  5پلیت کشت سلولى به مدت 
در روزهاى .انکوبه شد Co2درصد 5گراد و  درجه سانتی
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  ) 250روز پنجم ، بزرگنمایی (  Cytodex-3-microcarriersشده در مدل هرگزایی مشاهد -3ل شک

  ) 400روزپنجم ، بزرگنمایی ( Cytodex-3-microcarriersشده در مدل  رگزایی مشاهده -4شکل 

 

هاى  متصل بـه ذرات حامـل    نخستین  انکوباسیون  سلول
اى کـه در   گونـه  بـه  ند،زدن نمود شروع به تکثیر و جوانه

صـورت   هطور کامل و ب هفرایند رگزایى ب 7تا  5 روزهاى
 .)4و3هاى  شکل( شعاعی مشاهده گردید

  بحث
بودن رشد غدد سرطانی به آنژیوژنز و  با توجه به وابسته

آنژیوژنیک،  ها توسط مواد آنتی تحلیل و از بین رفتن آن

 اي مطالعه ترکیبات مهارکننده  رگزایی از اهمیت ویژه

  .برخوردار است
مطالعه فرایند رگزایى در  براي ى مختلفىها روش
مدل . پیشنهاد شده است In vivonو In vitroشرایط  

هاي  دهد که پاسخ را می امکانشده  به ما این  طراحى
هاي اندوتلیال مغز استخوان را در ماتریکس  سلول

از سوي دیگر، . بعدي فیبرین مورد مطالعه قرار دهیم سه
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هاي مختلف  وان واکنش سلولت با استفاده از این روش می
تنهایی و یا  ها را در آنژیوژنز به نسبت به هم و یا نقش آن

  .همراه با هم مورد بررسی و مطالعه قرار داد
 ـاي اسـت کـه    تشکیل فیبرین نخستین  پدیده ر اثـر  ب

شدن سیستم انعقادي خون در اطراف تومورهاي توپر  فعال
در . هـد د هاي بافتی مانند زخم صـورت رخ مـى   و آسیب

حقیقت تراوش فیبرینوژن محلول از پلاسما بـه فضـاهاي   
 سطحی را در ،محلولاخارج رگی و تبدیل آن به فیبرین ن

دهد که در فرایند رگزایی به عنوان یـک   دسترس قرار می
  . کند ماتریکس موقتی عمل می

ــلول  ــوژیکی س ــرایط فیریول ــدوتلیال   در ش ــاى ان ه
 ـ هـا،  رگها یـا مـوی   دهنده جدار داخلى رگ پوشش  أمنش
هــاى انــدوتلیال در فراینــد آنژیــوژنز را تشــکیل  ســلول

براساس این واقعیـات، در مـدل پیشـنهادي از    . دهند مى
نـامحلول بـه    شده و تبدیل آن به فیبرین فیبرینوژن خالص

فیبـرین   .عـدي اسـتفاده گردیـد   ب عنوان یک ماتریکس سه
هـاي   حاصل   بستر لازم را براي رشد و مهاجرت سـلول 

  .  دهد تلیال در دسترس قرار میاندو
وسـیله مـاتریکس    ههاي اندوتلیال که  ب حرکت سلول

گـردد،   تنظـیم مـی  ) شـده  فیبرین تشـکیل (خارج سلولی 
مـاتریکس  بـا واسـطه     -نیازمند تشکیل کمپلکس سـلول 

رخـه تکـراري   چ. باشـد  اینتگرین و بعد جداشدن آن مـی 
ل آن  بـه دنبـا   ماتریکس و/ پذیر اینتگرین  اتصال برگشت

جداشدن عناصر اسکلت سلولی به همراه تجزیه محـدود  
؛ شـود  ماتریکس باعث پیشروي حاشیه سلول متحرك مـی 
هـاي   بنابراین حرکت سلولى، حاصل هماهنگی کمـپلکس 

فعال مولکولی مثل واکنش اینتگرین و لیگاندهاي اینتگرین 
 کننده پلاسمینوژن و سوبسـتراي آن  با متالوپروتئیناز و فعال

 باشـد  مـی  مـاتریکس  –هاي سـلول   نین مهارکنندهو همچ
  .)11و10(

  سیستم فیبرینولیتیک نیز شامل فرایندهایی است کـه در  
هــاي  کننــده آن پلاســمینوژن غیرفعــال تحــت اثــر فعــال

 .شـود  یعنی پلاسمین تبدیل می ،پلاسمینوژن به آنزیم فعال
هاي پلاسمینوژن نیز سرین پروتئازهایی هسـتند   کننده فعال

تقسـیم   UPA2و t-PA1نظر ایمنولوژیکی به دو نـوع  که از
  .دنشو می

t-PA      تمایل خیلـی زیـادي بـه ژل فیبـرین دارد و از
هاي اندوتلیال سـاخته و ترشـح    توسط سلول t-PAآنجاکه 

 ـ هو ب شود می ثر در لیـز لختـه فیبـرین کـه در آن     ؤطور م
  .دارد نقش ،هاي اندوتلیال قرارگرفته سلول

 ـسطح سـلول عـلاوه بـر ف   پلاسمین تولیدشده در  ال ع
را  Sc-PA 4 یـا  pro-UPA3 ،هاي مـاتریکس  کردن پروتئین

تبدیل  tcu-PA5 یا U-PAبه شود که توسط سلول ترشح می
هـاي پلاسـمینوژن و    با توجـه بـه اینکـه گیرنـده     .کند می

آنزیم تولیدشده در  ،اوروکیناز در سطح سلول وجود دارد
ــی  ــر خنث ــتم از اث ــن سیس ــدگی مهارکن ای ــدهکنن ــاي  ن ه

  .ماند فیزیولوژیکی در امان می
  یعنی با توجه به مراحل بیولوژیکی آنژیوژنز

، هاي اندوتلیال پایه عروق توسط سلولي تجزیه غشا -1
  ،هاي اندوتلیال با هضم فیبرین هاجرت سلولم -2
تشکیل ساختمان  -4و  هاي اندوتلیال سلول تکثیر -3

لیتیک و فعالیت فیبرینو هاز آنجا ک اي جدید لوله
1. tissue-plasminogen activator    2. Urokinase-plasminogen activator 

3. pro-urokinase plasminogen activator   4. Single chain-Plasminogen activator 

5. Two chain urokinse-Plasminogen activator 
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سـلولی جهـت پیشـرفت دو مرحلـه      اطراف ولیتیکئپرت
ــدایی ر ــروري اســت،  ابت ــن مــدل  گزایــی ض   در ای

رگزایـی   بـراي فعالیت فیبرینولیتیـک و پرتئولیتیـک لازم   
ــروتنین ــط آپ ــرل)Trasylol( توس ــد کنت    )12-16(گردی

شـده در ایـن    هر حال، مدل آنژیوژنز طراحـی و ارایـه   هب
ــبى را   ــرایط مناس ــق ش ــرايتحقی ــه و ب ــى مطالع   بررس

ــل    ــم عم ــى و مکانیس ــل در رگزای ــل دخی ــا نآعوام   ه
 . آورد اهم مىفر
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