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  یدر مدل موش ییضد رگ زا دیتاکسل توسط پپت یپکل یبهبود اثر ضد تومور
 2سرور رمضانپور و 1، سمیه احتشام1مهسا قیاسیان ابیانه

 گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند 1
 گروه شیمی، دانشگاه صنعتی خواجه نصیرالدین طوسی 2

 01/09/1402تاریخ پذیرش: 02/08/1402تاریخ دریافت: 

 خلاصه

 کی یعمل ضد سرطان سمیمطالعه، اثر و مکان نیبخشند. در ا یرا بهبود م کیتوتوکسیس یاثر داروها  ییعوامل ضد رگ زا

آنها را  یرسان امیپ ریمتصل شده و مس VEGFR2و  VEGFR1 یها رندهیبه گ یکه به طور اختصاص ،ییضدرگ زا دیپپت

 ینومایمورد استفاده کارس یشود. مدل تومور یم یتاکسل بررس یپکل یبا دارو یبیبه صورت درمان ترک د،ینما یسرکوب م

 مپلنتیام پس از ا یاز روز چهاردهم تا س یتومور یبوده است. موش ها 4T1 یموش یپستان القا شده توسط رده  سلول

 ماریت یدیصورت درون وربعنوان گروه کنترل به  PBS( و VGB3)بنام  دیتاکسل بعلاوه پپت یتاکسل، پکل یتومور با پکل

 یبا پکل یبیترک ماریمهار در ت زانیرشد تومورها را مهار نمود و م یتاکسل به طور موثر یپکل مارهایت جهی(. در نتn=6شدند )

 یها یباد یو با استفاده از آنت یمیستوشیمونوهیبا روش ا مارهایت یاثر بخش سمیمکان ی. بررسافتیبهبود  دیتاکسل بعلاوه پپت

 Bcl2و  P53(، یچرخه سلول ی)مارکرها CDK4و  Cyclin D1تومور(،  یسلول ها ریتکث)مارکر  Ki67 هیعل

به طور  یبیمتاستاز( نشان داد که در بافت تومور درمان ترک ی)مارکرها Vimentinو  E-Cadherinآپوپتوز( و  ی)مارکرها

به متاستاز را کاهش  لیتما زانیشد و م جبآپوپتوز را مو یرا مهار نمود، القا یتومور و چرخه سلول یسلولها ریتکث یموثرتر

 یمیش یاز درمان تنها با دارو ییضد رگ زا دیتاکسل همراه با پپت یپکل کیتوتوکسیس یدارو یبیدرمان ترک ج،ینتا نیداد. بنابرا

 تیتقو وجبهار متاستاز مآپوپتوز و م یالقا ر،یو تکث یمربوط به مهار چرخه سلول شتریب یرگذاریموثرتر است و تاث یدرمان

 دارو در تومور است. یاثربخش

 سرطان پستان، پپتید ضدرگزایی، پکلی تاکسل، چرخه سلولی، آپوپتوز کلیدی: واژه های

 مقدمه

سرطان همچنان تهدیدی قابل توجه برای سلامت انسان در سراسر جهان است. برای چندین دهه، شیمی درمانی یکی از رایج 

دارو و عوارض جانبی اثرات دهنده های کاهشستراتژی ها برای درمان سرطان باقی مانده است. پاسخترین و موثرترین ا

درمانی هستند. پکلی تاکسل یک عامل تثبیت کننده میکروتوبول است که های شیمیهای شایع درماننامطلوب، محدودیت

. این دارو مدت طولانی است که به عنوان یک (8) برای درمان سرطان تخمدان، پستان، ریه و موارد دیگزی تایید شده است

داروی شیمی درمانی خط اول برای چندین نوع سرطان استفاده می شود. با این حال، تعداد زیادی از مطالعات مقاومت 

ل را دارویی اکتسابی و همچنین عوارض جانبی نامطلوب را گزارش کرده اند که به طور قابل توجهی استفاده بالینی پکلی تاکس

 .(5) محدود می کند

زایی یک فرآیند بسیار تنظیم شده است که به موجب آن رگ های خونی جدید از رگ های از قبل موجود تشکیل می  رگ

زایی پاتوفیزیولوژیک یکی از مشخصه های بیماری سرطان است، که در آن تعداد سلول های اندوتلیال در  . رگ(1) شوند

تقویت اثربخشی  .(6) افزایش می یابد و مورفولوژی عروق به طرق مختلف تغییر می کند حال تکثیر به طور قابل توجهی
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نشان داده شده است  in vivoدرمان های ضد سرطان سیتوتوکسیک با تجویز عوامل ضد رگ زایی در چندین سیستم تجربی 

شد اندوتلیال عروقی موسوم به (. اثربخش ترین عوامل ضد رگ زایی مواردی هستند که مسیر پیام رسانی فاکتور ر10)

VEGF بر این اساس اخیرا یک پپتید ضد رگ زایی به نام (16) را مسدود می سازند .VGB3  گزارش شده که قادر است

اتصال یافته و مسیرهای پیام رسانی پایین دست هر دو گیرنده را  VEGFR2و  VEGFR1هم زمان به گیرنده های 

 (.12,3-13سرکوب نماید )

رکیبی داروهایسیتوتوکسیک و ضد رگ زایی موجب بهبود اثر بخشی دارو و مهار موثر تر رشد تومور خواهد شد. از درمان ت

برای اثرات ضد توموری  in vivoدر شرایط  VGB3ترکیبی پکلی تاکسل با پپتید ضد رگزایی  تیماردر این مطالعه، این رو، 

را  یترکیبدرمان  های مولکولی که اثرات ضد توموری اینتشریح مکانیسم مورد بررسی قرار گرفت. علاوه بر این، ما به دنبال

چرخه ، تکثیر سلولیرا با مهار  پکلی تاکسلاثر ضد توموری  VGB3دهد که یم. نتایج ما نشان میه ا، بودشوندمی موجب

 .بهبود می دهد 4T1ماماری کارسینومای  های موش زنوگرافتمدل در القای آپوپتوزسلولی و 

 واد و روش هام

 طراحی پپتید ضد رگ زایی

 VEGFR1به گیرنده های  VEGFBپپتیدومیمتیک مورد استفاده در تحقیق حاضر بر اساس یک ناحیه اتصالی فاکتور رشد  

و  68Cyc-Glu-Leu-Gly-Asp-Asp-Pro62طراحی شده است. این پپتید مشتمل بر باقیمانده های لوپ  2VEGFRو 

Cys-Leu-Gly-Asp-Asp-Pro-Pro-Arg-Cys-Glu-HN2-بوده و ترادف آن  105oPr-Arg-Cyc-Glu102قطعه 

COOH ( جهت حفظ ساختمان لوپ یک پیوند دی سولفیدی بین باقیماند های سیستئین برقرار شده است. 3است .) براساس

ختمان شیمیایی آن و سا HPLCپپتید به روش فاز جامد سنتز شده، و خلوص آن توسط جزئیات اشاره شده در مطالعه اخیر، 

 (.13تایید شده است )جرمی سنجی طیف توسط روش 

 

)کد  VEGF-Bساختمان  .)سمت راست( VGB3 ومیمتیکساختمان پپتیدو )سمت چپ(  VEGF-Bنمایش گرافیکی  -1شکل

PDB :2C7W به رنگ خاکستری و ناحیه ای از ساختمان آن که در طراحی پپتید )VGB3 گ های سبز و مورد نظر قرار گرفته به رن

بنفش نمایش داده شده است. در ساختمان پپتیدومیمتیک پیوند دی سولفیدی با رنگ زرد مشخص است. ساختمان مدل پپتید با استفاده از 

 بدست آمده است.  MODELLER version 9.18نرم افزار 
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 شی در مدل مو4T1 بر رشد تومور کارسینومای پستان  VGB3 کاشت تومور و بررسی اثر پپتید

ماده نژاد بالب سی  های موش .در مدل موشی بررسی شد 4T1در تومور کارسینومای پستان  VGB3اثرات ضد توموری پپتید 

(Balb/C)  گرم و محدوده  20تا  18از بخش مطالعات حیوانی مرکز تحقیقات بیوشیمی و بیوفیزیک دانشگاه تهران با محدوده وزنی

ساعته  12درصد با فاز  50درجه سانتیگراد، رطوبت  25-23ت تحت شرایط استاندارد؛ در دمای ای استفاده شد. حیوانا هفته 5-7سنی

کمیته نگهداری استفاده از منطبق بر دستورالعمل های  مراحل کار . همهنگهداری شدند نور، با دسترسی آزاد به غذا و آب-تاریکی

ها، ابتدا در پهلوی سمت راست یک موش به  جاد تومور در موشای جهت. بوده است( دانشگاه علوم پزشکی تهران IACUCحیوانات )

روز از تزریق و رشد تومور با  14تزریق شد. پس از گذشت  1T4 رده ی میکرولیتر( سلول 500سلول ) 610صورت زیر پوستی به مقدار 

فاده از قیچی جراحی و اسکالپل . تومور با استداده شدخاتمه به صورت بدون درد به حیات حیوان  2CO استفاده از روش استنشاق

استریل، از حیوان جدا شده و به یک ظرف استریل حاوی مقدار کافی بافر نمکی منتقل گردید. قسمت های نکروز شده مرکز تومور جدا 

رم میلی گ 100با تزریق صفاقی کتامین ) های توموری برش داده شد. موش( 3cm 3/0 )حدودور به قطعات کوچک و هم اندازه و توم

میلی  200میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن( بیهوش شدند. هنگامی که اندازه تومورها به اندازه تقریبی 10برکیلوگرم وزن بدن( و زایلازین )

موش از پپتید به وزن ر کیلوگرم بمیلی گرم  5/0سری تقسیم شدند. به گروه های تیمار دوز  5رسید، حیوان ها به گروه های  متر مکعب

دریافت کردند و دوره تزریق  PBS چهار روز در میان و گروه کنترل حجم مساوی از به صورتروز در میان و پکلی تاکسل صورت یک 

دیجیتال با  حجم تومور هر پنج روز با یک کولیس ورنیر ادامه یافت. تزریق ها به صورت تزریق از رگ انجام گردید.دو هفته به مدت 

ت ملاحظات با رعایاین پژوه باشد(. ترین قطر می طویل bکوتاهترین و  a)که  b ×  2v= a ×0.52: استفاده از این فرمول محاسبه شد 

 مصوبه کمیته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند به انجام رسیده است اساس و بر اخلاقی

(IR.IAU.VARAMIN.REC.1400.030). 

 مطالعات ایمونوهیستوشیمیایی

 سپس و گردید فیکس فرمالین در بود، شده برداشته موش ها از پس از ایمپلنت کردن( 30مطالعه )روز  پایان رد که توموری بافتهای ابتدا

. (4) شد. برای رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی به روش ایمونو پراکسید از استرپتو آویدین بیوتین استفاده شد تهیه آنها از پارافینی بلوکهای

 %3پس از تیمار در پراکسید هیدروژن ند. دزدایی ش پارافین گرفته و سپسمیکرون روی اسلاید قرار  5 ابتدا برشهای پارافینی با ضخامت

 دقیقه تحت تاثیر امواج ماکروویو قرار گرفت. سپس برای رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی از آنتی بادی مورد نظر 15در متانول، نمونه ها 

(v/v 2000/1)  ده شد.این به عنوان کروموژن استفنوبنزیدآمی و از و سپساستفاده 

 آنالیز آماری

ها، داده لیو تحل هیتجز یبرا( www.graphpad.com ؛GraphPad ،La Jollaافزار نرم ندوز،یو یبرا 6ینسخه) Prism افزارنرم

 ANOVA زیارائه شده است. آنال( ± SEMمیانگین خطای استاندارد ) صورتها بهداده استفاده شد. یآمار لیها و تحلرنمودا دیتول

 چنینهم استفاده شد. چندگانه یسهیمقابرای  بودن آماریداری تعیین معنیبرا Tukey’s post-hocتوسط آزمون  شدهیبانیپشتطرفه یک

 مهار بر تیمارهای بخشاثر یدر مطالعه ،Tukey’s post-hocآزمون  توسط شدهیبانیپشت دو طرفه ANOVAمکرر  یهایریگاندازه

 دار در نظر گرفته شد.معنی  > 05/0Pرشد تومور مورد استفاده قرار گرفت. 

http://www.graphpad.com/
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 نتایج

 بر مهار رشد تومور پستان موشیدرمان ترکیبی  بررسی اثر

مانی پکلی تاکسل می تواند منجر و داروی شیمی در VGB3تمرکز تحقیق حاضر بر این است که آیا درمان ترکیبی با پپتید ضد رگ زایی 

در  4T1اثر پپتید و داروی پکلی تاکسل بر رشد تومور موشی پستان رده سلولی به مهار موثرتر رشد تومور پستان شود. بدین منظور، 

 کیلوگرم میلی گرم بر 5/0 دوز به صورت یک روز در میان باصورت ها بهموشموش های ماده نژاد بالب سی مورد بررسی قرار گرفت. 

-باشد، تزریق بهمی  = 5n قرار گرفتند )در هر گروه، تیمارهفته تحت  2مدت بهمیلی گرم بر کیلوگرم از پاکلی تاکسل  5و  VGB3از 

های کنترل، پکلی تاکسل و درمان میانگین حجم تومور در گروه پس از ایمپلنت 30در روز  انجام شد(.( .i.v) وریدیصورت درون

توجه رشد تومور در مقایسه با گروه کنترل تحت ی سرکوب قابلدهندهبود، که نشانمیلی متر مکعب  1/410و  7/709 یب ترکیبی به ترت

درصد بوده است.  3/66و  6/41ترتیب بر این اساس، مهار رشد تومور به .(2شکل ) میلی متر مکعب( می باشد 8/1215)  PBSتیمار با

 . ه استشدبود اثر بخشی داروی پکلی تاکسل ضد رگ زایی موجب بهاین داده بدان معنی است که پپتید 

 

 

تحت تیمار با   Balb/cدر موش 4T1های کارسینومای پستان القا شده توسط رده سلولی مهار رشد تومور -2شکل 

بخشی ثرهفته جهت بررسی ا 7تا  5 با طول عمر های مادهموش. VGB3پکلی تاکسل و ترکیب پکلی تاکسل بعلاوه پپتید 

 VGB3 (5/0بعلاوه پپتید میلی گرم بر کیلوگرم(  5)ترکیب پکلی تاکسل  یا میلی گرم بر کیلوگرم( 5) با پکلی تاکسل تیمار

 ****، ** P <0. 01؛ n = 5است.  ±SEMی نشان دهنده Error bar مورد استفاده قرار گرفتند. میلی گرم بر کیلوگرم(

P <0.0001 روش آنالیز آماری به؛Two-way ANOVA  .انجام شد 

 

پس از  30ی تیمار اندازه گیری شد. در پایان دوره آزمایش )روز ها در دورهجهت ارزیابی سمیت تیمارها وزن موش

(. اما در 3شکل دچار کاهش نشد ) پاکلی تاکسل و ترکیب پکلی تاکسل بعلاوه پپتید های تحت تیمار باایمپلنت(، وزن موش

ریافت کردند( وزن موشها در انتهای دوره اندکی کاهش یافته است. همچنین وزن موش های گروه د PBSگروه کنترل )که 
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-های مورد استفاده در این مطالعه غیرکنترل در مقایسه با گروه های تیمار کمتر بوده است. که پیشنهاد می کند تیمارها در دوز

 سمی هستند.

 

بعنوان یک شاخص غیر مستقیم سمیت ( 2)مطابق شکل ی دوره تیمار وزن موش ها در ط بررسی سمیت تیمارها. -3شکل 

و پکلی  میلی گرم بر کیلوگرم( 5/0) و بصورت توام با پپتید میلی گرم بر کیلوگرم( 5) تیمار با پکلی تاکسل .شداندازه گیری 

 P؛ n = 5است.  ±SEMی نشان دهنده Error barموجب کاهش وزن حیوانات نشد.  میلی گرم بر کیلوگرم( 5)تاکسل 

 انجام شد. Two-way ANOVAروش آنالیز آماری بهنشاندهنده عدم معنی داری است.  ns؛ ** 0.01>

 

یستوشیمیایی به مطالعه ایمونوه VGB3در مرحله بعد جهت شناسایی مکانیسم بهبود اثر بخشی پکلی تاکسل توسط پپتید 

 مارکرهای شاخص پرداخته شد.

 کثیر سلولی بر ت  تیمارهااثر بررسی 

و کلی تاکسل پداروی شامل  تیمارها اثر. (7) است Ki67 به ویژه در سرطان پستان یکی از مارکرهای شاخص تکثیر سلولی

، بعنوان Ki67آنتی بادی ضد  توسطبر تکثیر سلول های تومور، با رنگ آمیزی  VGB3داروی پکلی تاکسل بعلاوه پپتید 

 . (4)شکل  تان، مورد بررسی قرار گرفتمارکر شاخص تکثیر سلول های تومور پس
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 Olympusو با استفاده از میکروسکوپ  40× بزرگنمایی با . تصاویرتکثیرسلولی ایمونوهیستوشیمی آنالیز -4 شکل

BX51  )الیز ، آن2مطابق با دزهای بیان شده در شکل پس از انجام تیمارها مجهز به دوربین دیجیتال ثبت شد.  ساخت ژاپن

سلولی مرتبط با تکثیر  نشانگر به عنوان Ki67 رنگ آمیزی دهنده ی نمایش تصاویرصورت پذیرفت.  Ki67میزان بیان مارکر 

انجام شد.  Prismآنالیز با نرم افزار صورت گرفت و  ImageJبا استفاده از نرم افزار  Ki67است. تعیین کمی میزان بیان 

Error bar  نشان دهنده±SEM  .استn=3 ; ** P<0.01 ; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. 

 

ل توجهی کاهش ( به میزان قابPBSتکثیر سلول های توموری در هر دو گروه تومورهای تیمار شده در مقایسه با کنترل )

 دریافت کسل رایافت و تفاوت معنی داری بین دو گروه تومور های تیمار شده مشاهده شد )گروهی که فقط داروی پکلی تا

. (4شکل ) ((P<0.0001گروهی که علاوه بر داروی پکلی تاکسل پپتید نیز دریافت کرده است ) ;(P<0.001کرده است )

های  کثیر سلولتارد و دبنابراین و طبق انتظار، گروه کنترل که تحت تیمار درمانی قرار نگرفته است، در شرایط بدخیمی قرار 

گر مقایسه بین گروه پایین تری برخوردارند. از سوی دی Ki67یمار از سطح بیان توموری در آن بالا است، اما هر دو گروه ت

بیشتر است  Ki67های تیمار شده با دارو و درمان ترکیبی دارو و پپتید نشان می دهد که در حضور میزان سرکوب بیان 

(P<0.01.که تایید کننده اثر بخشی پپتید بر مهار تکثیر سلول های سرطانی است ،) 

 سلولی چرخهتیمارها  بر اثر 

ین در مراحل تولید بیش از حد این پروتئ. (12) چرخه سلولی ضروری است G1برای پیشرفت در فاز  Cyclin D1پروتئین 

 ی و افزایشاست. تولید بیش از حد این پروتئین با بقای کمتر بیماران سرطانآغازین سرطان و پیشرفت تومور مشاهده شده

ل )شک ی قرار گرفتاثر تیمارها بر چرخه سلول های بافت تومور مورد بررسبنابراین برای بررسی  .تمتاستاز در ارتباط اس

5). 
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و با استفاده از  40× بزرگنمایی با تصاویرچرخه سلولی.  Cyclin D1مارکر  ایمونوهیستوشیمی نالیزآ -5 شکل

دزهای پس از انجام تیمارها مطابق با جیتال ثبت شد. ساخت ژاپن( مجهز به دوربین دی  Olympus BX51میکروسکوپ 

 Cyclin رنگ آمیزی نمایشدهنده ی تصاویرصورت پذیرفت.  Cyclin D1، آنالیز میزان بیان مارکر 2شکل  بیان شده در

D1 سلولی است. تعیین کمی میزان بیان مرتبط با چرخه  نشانگر به عنوانCyclin D1  با استفاده از نرم افزارImageJ 

 ** ; n=3 ; * P<0.05است.  SEM±نشان دهنده  Error barانجام شد.  Prismصورت گرفت و آنالیز با نرم افزار 

P<0.01 ; *** P<0.001. 

 

 -Cyclin D1 درصد سلول های 62گروه کنترل شامل نشان داد  Cyclin D1نتایج حاصل از رنگ آمیزی با آنی بادی علیه 

ولی در  داده مثبت را نشان -Cyclin D1درصد سلول های  54 لی تاکسل را دریافت کردهگروهی که فقط داروی پکمثبت و 

سلولی در  چرخه ،یجبنابراین نتا کاهش یافته است. مثبت-Cyclin D1سلول درصد  38این میزان به  ترکیبیدرمان گروه 

شان داده سل تنها ندرمان با پکلی تاک بههمچنین گروه درمان ترکیبی کاهش بیشتری  نسبت  مهار شده است.گروه های تیمار 

 .(5)شکل  (P<0.01است )

جلوگیری . (12) چرخه سلولی مهم است G1برای پیشرفت فاز ( آنزیمی است 4)کیناز وابسته به سیکلین  CDK4پروتئین 

در  CDK4بررسی سطح بیان پروتئین  دهد. تقسیم سریع سلول های سرطانی را هدف قرار می CDK4 از فعالیت آنزیم

کیبی با پکلی ( و درمان ترP<0.001گروه های مختلف تیمار نشان دهنده کاهش این مارکر پس از تیمار با پکلی تاکسل )

رمان ترکیبی داز سوی دیگر . (6)شکل  ( بوده استPBS( نسبت به گروه کنترل )دریافت کننده P<0.0001تاکسل و پپتید )

 (.P<0.01به تیمار با پکلی تاکسل نشان داد )نسبت  CDK4اثر مهارکنندگی بیشتری بر بیان 
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و با استفاده از میکروسکوپ  40× بزرگنمایی با تصاویرچرخه سلولی.  CDK4مارکر  ایمونوهیستوشیمی نالیزآ -6شکل

Olympus BX51   .ده در پس از انجام تیمارها مطابق با دزهای بیان شساخت ژاپن( مجهز به دوربین دیجیتال ثبت شد

 نشانگر به عنوان CDK4 رنگ آمیزی نمایشدهنده ی تصاویرصورت پذیرفت.  CDK4، آنالیز میزان بیان مارکر 2شکل 

صورت گرفت و آنالیز با نرم  ImageJبا استفاده از نرم افزار  CDK4سلولی است. تعیین کمی میزان بیان مرتبط با چرخه 

 **** ; n=3 ; ** P<0.01 ; *** P<0.001است.  SEM± نشان دهنده Error barانجام شد.  Prismافزار 

P<0.0001. 

 

 P53 و پرواپوپتوتیک Bcl-2 ارها بر فاکتور آنتی آپوپتوتیکیماثر ت

با القای آپوپتوز مرتبط است یا خیر، بافت  VGB3برای ارزیابی اینکه آیا مهار رشد تومور توسط داروی پکلی تاکسل و پپتید 

 .مورد آنالیز قرار گرفتند  P53و   Bcl2یی بیو مارکرهاآمیزهای توموری با رنگ 
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 Olympusو با استفاده از میکروسکوپ  40× بزرگنمایی با تصاویرآپوپتوز.  P53مارکر  ایمونوهیستوشیمی نالیزآ -7شکل

BX51   .آنالیز 2های بیان شده در شکل پس از انجام تیمارها مطابق با دزساخت ژاپن( مجهز به دوربین دیجیتال ثبت شد ،

است.  آپوپتوزمرتبط با  نشانگر به عنوان P53 رنگ آمیزی دهنده ی نمایش تصاویرصورت پذیرفت.  P53میزان بیان مارکر 

 Errorانجام شد.  Prismصورت گرفت و آنالیز با نرم افزار  ImageJبا استفاده از نرم افزار  P53تعیین کمی میزان بیان 

bar  دهنده نشان±SEM  .استn=3 ; * P<0.05 ; ** P<0.01 ; *** P<0.001. 

 

. نتایج حاصل از (2) دارد بدین معنی که بیان آن با القای آپوپتوز ارتباط مستقیم دارد زیفعالیت آپوپتو P53پروتئین 

در قای بیان این پروتئین ایموهیستوشیمی نشان می دهد که هر دو تیمار پکلی تاکسل و پکلی تاکسل بعلاوه پپتید منجر به ال

. از سوی دیگر حضور پپتید موجب (7)شکل  (P<0.001 و  P<0.01به ترتیب شده اند )( PBSمقایسه گروه کنترل )

  (.P<0.05افزایش القای آپوپتوز توسط پکلی تاکسل شده است )
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 پوپتوز رابطه عکس دارد.آن با القای آ . بنابراین، بیان(14) عملکرد ضد آپوپتوزی دارد Bcl2، پروتئین P53بر خلاف پروتئین 

متصل  Bcl2ادی علیه تعداد سلول هایی که به آنتی ب PBSدر مقایسه با گروه نتایج بررسی بیان این مارکر نشان می دهد که 

اده های بدست این نتایج در تایید د (.8( )شکل P<0.001 و  P<0.01شده اند در تیمارها کاهش یافته است )به ترتیب 

 موجب القای آپوپتوز شده اند. نشان می دهند که تیمارها P53ه از بررسی مارکر آمد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و با استفاده از میکروسکوپ  40× بزرگنمایی با تصاویرآپوپتوز.  Bcl2مارکر  ایمونوهیستوشیمی نالیزآ -8شکل

Olympus BX51   .پس از انجام تیمارها مطابق با دزهای بیان شده در ساخت ژاپن( مجهز به دوربین دیجیتال ثبت شد

صورت  ImageJبا استفاده از نرم افزار  Bcl2تعیین کمی میزان بیان صورت پذیرفت.  Bcl2، آنالیز میزان بیان مارکر 2شکل 

 *** ; n=3 ; ** P<0.01است.  SEM±نشان دهنده  Error barانجام شد.  Prismگرفت و آنالیز با نرم افزار 

P<0.001.  
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 مارکرهای متاستازاثر تیمارها  بر 

یفا سلول به سلول نقش اساسی را ا یک گلیکوپروتین است که از عرض غشاء عبور کرده و در اتصال E-cadherinمولکول 

ر دتواند  این مولکول می .معکوس دارد ارتباطهای اپیتلیال با پیشرفت بسیاری از تومور E-cadherin. بیان (18) کند می

 کوب تومور و جلوگیری از متاستاز تومور به دیگر قسمت های بدن نقش اساسی را ایفا کند.سر

 

 

 

 

 

 

 

 

و با استفاده از میکروسکوپ  40× بزرگنمایی با تصاویر. متاستاز E-Cadherinمارکر  ایمونوهیستوشیمی نالیزآ -9شکل

Olympus BX51  پس از انجام تیمارها مطابق با دزهای بیان شده در شد.  ساخت ژاپن( مجهز به دوربین دیجیتال ثبت

با استفاده از نرم افزار  E-Cadherinتعیین کمی میزان بیان صورت پذیرفت.  E-Cadherin، آنالیز میزان بیان مارکر 2شکل 

ImageJ  صورت گرفت و آنالیز با نرم افزارPrism  .انجام شدError bar  نشان دهنده±SEM  .استn=3 ; ** 

P<0.01 ; *** P<0.001 ; **** P<0.0001. 
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درصد و در  55پکلی تاکسل  ر گروهد، درصد 24در گروه کنترل  E-Cadherin، میزان بیان 9اساس نتایج آنالیز شکل  بر

ی تمایل کمتر تومورهای تیمار شده به معنا E-Cadherinدرصد است. افزایش قابل ملاحظه بیان  69گروه درمان ترکیبی 

 کلی تاکسلپا گروه به کنترل برای متاستاز است. همچنین، حضور پپتید منجر به کاهش تمایل به متاستاز در مقایسه بنسبت 

  شده است.

نواع اد متاستاز از شاخص های مهم انتقال از خصوصیات اپیتلیال به مزانشیمال است که در فراین یکی Vimentinپروتئین 

ه باشد تمایل ن آن بیشتر بمارکر با تمایل به متاستاز رابطه مستقیم دارد، یعنی هر چه بیا. بیان این (18) تومورها کلیدی است

ای پکلی تاکسل و در تیماره Vimentinبیان متاستاز هم بیشتر خواهد بود. بررسی در گروه های مورد مطالعه نشان داد که 

 (.P<0.001و  P<0.05درمان ترکیبی نسبت به کنترل کاهش یافته است )به ترتیب 

 

 

 

 

 

 

 

 

و با استفاده از میکروسکوپ  40× بزرگنمایی با تصاویر. متاستاز Vimentinمارکر  ایمونوهیستوشیمی نالیزآ -10شکل 

Olympus BX51   .پس از انجام تیمارها مطابق با دزهای بیان شده در ساخت ژاپن( مجهز به دوربین دیجیتال ثبت شد

با استفاده از نرم افزار  Vimentinتعیین کمی میزان بیان  صورت پذیرفت.  Vimentinمارکر  ، آنالیز میزان بیان2شکل 

ImageJ  صورت گرفت و آنالیز با نرم افزارPrism  .انجام شدError bar  نشان دهنده±SEM  .استn=3 ; * P<0.05 

; ** P<0.01 ; *** P<0.001. 
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 بحث

 VGB3درمانی پکلی تاکسل در ترکیب با یک پپتید ضد رگ زایی موسوم به  که داروی شیمی شددر این مطالعه نشان داده 

را در مدل موشی به طور قابل توجهی و موثرتر از  4T1به طور موثر رشد تومور متاستاتیک پستان القا شده توسط رده سلولی 

تیمارهای داروی پکلی تاکسل و  تیمار با داروی پکلی تاکسل به تنهایی بهبود می دهد. همچنین، بررسی مکانیسم اثر بخشی

( نشان داد که مهار موثرتر رشد PBSپپتید ضد رگزایی بعلاوه داروی پکلی تاکسل در مقایسه با تیمار کنترل )دریافت کننده 

، (CDK4و  Cyclin D1)کاهش بیان  (، چرخه سلولیKi67کاهش بیان تومور در درمان ترکیبی مرتبط با تکثیر سلولی )

و کاهش بیان  E-Cadherin)افزایش بیان  و مارکرهای متاستاتیک( P53و کاهش بیان  Bcl2)افزایش بیان  القای آپوپتوز

Vimentin ).اثر پپتید  بوده استVGB3 ( 9بر مارکرهای مذکور در یک مطالعه اخیر هم نشان داده شده است .) 

( بدست آمده است. Taxus brevifoliaداروی پکلی تاکسل یک داروی متداول ضد سرطان است که از درخت سرخدار )

که  VGB3(. پپتید 15این دارو پلیمرهای توبولین را پایدار می سازد و از جداسازی قطعات میکروتوبول جلوگیری می کند )

محسوب می شود. این پپتید با اتصال به  VEGFدر این مطالعه مورد استفاده قرار گرفته است یک آنتاگونیست فاکتور رشد 

 و  VEGFAمانع از مسیر پیام رسانی فاکتورهای رشد  VEGFR2و  VEGFR1ارج سلولی گیرنده های دمین خ

VEGFB  4می شود. رده سلولی توموری مورد استفاده در این تحقیق ردهT1  بوده که هر دو گیرنده مذکور را در سطح

بر اثر بر سلول های اندوتلیال و فرایند رگ (. این بدان معنی است که پپتید ضد رگ زایی، علاوه 13سلول بیان می نماید )

زایی، قادر است مستقیما بر خود سلول های توموری اثر مهار کنندگی داشته باشد. این مدعا در مطالعات گذشته مورد تایید 

 (. 8،9قرار گرفته است )

کلی تاکسل توسط پپتید ضد مطالعات ایمونوهیستوشیمی این تحقیق مکانیسم هایی برای تقویت اثرات ضد توموری داروی پ

بعنوان یک شاخص مهم تکثیر سلول های توموری نشان داد که  Ki67رگ زایی پیشنهاد می نماید. اندازه گیری مارکر مهم 

تکثیر سلولهای تومور پستان تحت اثر  درمان ترکیبی دچار سرکوب بیشتری نسبت درمان فقط با داروی شیمی درمانی پکلی 

با مهار  VGB3در القای مسیر تکثیر سلولی است. پپتید  VEGFاثر پپتید مربوط به نقش فاکتور رشد تاکسل شده است. این 

، که تنظیم کننده تکثیر سلولی است، شده و RAS/RAF/MEK/ERK1/2موجب سرکوب مسیر  VEGFR2گیرنده 

و  Cyclin D1پروتئین های  ERK(.  در پایین دست پروتئین پیام رسانی 9تکثیر سلول های توموری را مهار می نماید )

CDK4 ( این دو پروتئین از عوامل مهم کنترل چرخه سلولی در فاز 16قرار دارند .)G1  هستند. بنابراین، سطح بیان آنها یک

معیار مهم برای تکثیر سلول ها می باشد. نتایج بدست آمده نشان داد که پکلی تاکسل موجب سرکوب بیان این پروتئین ها 

طور قابل توجهی، میزان این سرکوب در درمان ترکیبی شدت بیشتری یافته است. این یافته ضمن تایید داده  شده است. به

 نشان از اهمیت تکثیر سلولی و مهار آن در داروهای ضد سرطان دارد.  Ki67مربوط به تکثیر سلولی بدست آمده از بیان 

(. این مسیر تاثیر بسیار 17است ) PI3K/Akt/mTORمسیر  VEGFR2یکی از مهمترین مسیرهای پیام رسانی گیرنده 

 VEGFR2تعیین کنندگی بر سرنوشت سلول از نظر زنده مانی یا آپوپتوز دارد. بنابراین انتظار می رود سرکوب گیرنده 

و  P53توسط پپتید با مهار مسیر پیام رسانی مذکور موجب مرگ سلولی شود. جهت بررسی این اثر دو مارکر مهم آپوپتوتیک 

مورد بررسی قرار گرفتند. به طور موثری، در تومورهای تیمار شده با پپتید بعلاوه پکلی تاکسل نسبت  Bcl2آنتی آپوپتوتیک 

کاهش بیشتری یافت. این نتایج در تایید یکدیگر نشان می  Bcl2افزایش و بیان  P53به درمان با پکلی تاکسل تنها میزان بیان 

 قای بیشتر آپوپتوز در سلول های تومور شده است. دهند که درمان ترکیبی موجب ال
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(. بر این 18-19، 8سرطان پستان مورد استفاده در این تحقیق یک مدل متاستاتیک محسوب می شود ) 4T1مدل توموری 

-E بوده اند. سطح بیان مارکر  Vimentinو  E-Cadherinاساس، یکی از شاخصه های اثر بخشی مارکرهای متاستاتیک 

cadherin ارتباط عکس و مارکرVimentin ( بر اساس داده های 9ازتباط مستقیم با تمایل به متاستاز تومور دارند .)

را افزایش داده است و این اثرات به طور  Vimentinرا سرکوب و بیان  E-cadherinهیستوپاتولوژی، پکلی تاکسل بیان 

 قابل توجهی با حضور پپتید افزایش یافته است. 

 نتیجه گیری

سبب کاهش تمایل به متاستاز شده است. این  VGB3توسط پپتید  VEGFبنابر نتایج این تحقیق، مهار مسیر پیام رسانی 

در رگ زایی بعنوان یک پیش نیاز برای متاستاز و همچنین اهمیت آن در راه اندازی و کنترل  VEGFاثرات با توجه به نقش 

(. در مجموع نتایج این تحقیق نشان داده است که درمان ترکیبی با 20است )نجر به متاستاز قابل توضیح سایر فرایندهای م

( triple negativeداروی پکلی تاکسل و یک عامل ضد رگ زایی راهکاری موثر در درمان سرطان پستان سه گانه منفی )

 محسوب می شود.
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Abstract 

Anti-angiogenic agents improve the effect of cytotoxic drugs. In this study, the effect and 

mechanism of anti-cancer activity of an anti-angiogenic peptide, which specifically binds to 

VEGFR1 and VEGFR2 receptors and suppresses their signaling pathway, is investigated as a 

combination treatment with paclitaxel. The tumor model was breast carcinoma induced by a 

murine 4T1 cell line. Tumor-bearing mice were treated intravenously with paclitaxel, 

paclitaxel plus peptide (called VGB3), and PBS as a control from the fourteenth to the 

thirtieth days after tumor implantation (n=6). As a result of the treatments, paclitaxel 

effectively inhibited the growth of tumors, and the inhibition improved in the combination 

treatment with paclitaxel and peptide. Investigating the mechanism of action of treatments by 

immunohistochemistry and using antibodies against Ki67 (tumor cell proliferation marker), 

Cyclin D1 and CDK4 (cell cycle markers), P53 and Bcl2 (apoptotic markers) and E-Cadherin 

and Vimentin (metastasis markers) showed that, in tumor tissues, combined treatment more 

effectively inhibited the proliferation and the cell cycle of tumor cells, induced apoptosis and 

reduced the metastatic potential. According to these results, the combined treatment with the 

chemotherapy drug paclitaxel and anti-angiogenic peptide is more effective than the treatment 

with the chemotherapy drug alone, and the improvement of the potency of the combination 

therapy is related to inhibiting the proliferation, cell cycle arrest, apoptosis induction, and 

inhibiting metastasis in the tumor. 
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