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Abstract 
BACKGROUND: Recently, a subpopulation of monocytes expressing Tie2 receptors has been identified, playing an 

important role in tumor angiogenesis. Selective depletion of Tie2-expressing monocytes in tumor-bearing mice can 

inhibit tumor angiogenesis. Some of these macrophages have been shown to be located near the tumor blood vessels, 

forming vessels in these areas paracrinely during the angiogenesis process. 

OBJECTIVES: This study aims to investigate the role of putative phosphorylation sites on Tie2 receptor in tumor- 

associated macrophages connected to human endothelial cells. 

METHODS: In this study, we used a series of Tie2 mutants. After transfection of tumor-associated macrophages  with 

these mutants, they were evaluated for physical connection using the surface plasmon resonance technique and by non-

contact co-culture of these macrophages with endothelial cells. 

RESULTS: Mutation in the tyrosine residues 1106 and 1111 had an inhibitory effect on macrophage binding to 

endothelial cells, resulting in deterioration of the angiogenic activity of these cells. 

CONCLUSIONS: Tie2 receptor and its downstream molecular pathways such as AKT/PI3 have a role in the interaction 

of tumor-associated macrophages with human endothelial cells, directly (via physical binding) and indirectly (through 

secretion of factors affecting angiogenesis). This emphasize the importance of the molecular mechanisms of Tie2 

receptor activation in the interactions of endothelial cells with tumor-associated macrophages and as an anti-angiogenic 

therapy for cancer. 
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. Quantitative analysis of angiogenesis by examining 25 colonies per well. 

Figure 2. The average length of each tube (in µm) in five microscopic fields using an image analyzer (Sight DS-L2, 

Nikon)  
Figure 3. Tube formation on matrigel after Tie2 mutantion in (A) all residues, (B) residue 1100, (C) residue 1106, and 

(D) residue 1111. 

Figure 4. (A) Physical interaction of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) with macrophages using 

surface plasmon resonance (SPR) method; (B) HUVEC culture on SPR sensing gold chips: SPR curve of gold chips 

before and after cell culture; (C) Sensogram of macrophages with different Tie2 mutations on an HUVEC monolayer.   
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 1446ماه  یورشهر 62: تاریخ پذیرش، 1446ماه  یرت 11تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

شناسایی  ،تومور نقش بسزایی دارندزایی رگدر و  کنندرا بیان می Tie2ها که پذیرنده تحت جمعیت جدیدی از مونوسیت های اخیردر سال :مطالعه زمینه

. گرددمیزایی در تومورهای موش و تحلیل متعاقب تومور سبب نقص رگ Tie2 کنندهانیهای بحذف انتخابی مونوسیت. همچنین مشخص شده است که اندشده

حال تشکیل در این شوند و به شکل پاراکراین از عروق در از این ماکروفاژها در مجاورت عروق خونی تومور مستقر می که برخی شده داده نشان بر اینعلاوه 

 کنند.زایی حمایت میمناطق طی فرایند رگ

 های اندوتلیال.در برهمکنش ماکروفاژهای تومور و سلول Tie2های مهم فسفریلاسیون پذیرنده بررسی نقش جایگاه: هدف

اندوتلیال و نیز های در اتصال فیزیکی ماکروفاژها به سلول Tie2 پذیرنده های فسفریلاسیونبا هدف بررسی نقش هر یک از جایگاه حاضر در مطالعه: کارروش

یافته با  پس از ترانسفکت ماکروفاژهای مشتق از تومور با این وکتورهای جهش شد.یافته استفاده جهش Tie2 زایی از یکسری از وکتورهای باها در رگنقش آن

 . شد سیزایی بررمیزان رگاندوتلیال های همکشنی این ماکروفاژها با سلول اژها ارزیابی و بااتصال فیزیکی بین سلول اندوتلیال و ماکروف SPRاستفاده از روش 

 فعالیت در های اندوتلیال شده و اثر ممانعتیسبب کاهش اتصال ماکروفاژهای تومور به سلول Tie2 ونیلاسیفسفور 1111و 1142 یاهگاهیدر جاموتاسیون  :نتایج

 ها دارد.آن پروآنژیوژنیک

 ماکروفاژهای در کنش متقابل سلول آن دستپایین مولکولی مسیرهای و Tie2 پذیرنده اهمیت دهندهنشان به طور کلی نتایج مطالعه حاضر: نهایی گیرینتیجه

زایی بود. در شکل ارتباط فیزیکی و هم غیرمستقیم از طریق ترشح فاکتورهای مؤثر بر رگهم به صورت مستقیم به  آنژیوژنز القای نیز و های اندوتلیالسلول و

های ال با ماکروفاژهای تومور و نیز درمانهای اندوتلیهای سلولدر برهمکنش Tie2سازی پذیرنده های مولکولی فعالها اهمیت درک مکانیسمنتیجه این یافته

 سازد.زایی سرطان را ضروری میضدرگ

 Tie2 تومور، با مرتبط های اندوتلیال، ماکروفاژهایسلول زایی،فسفوریلاسیون، رگ هایجایگاه :کلیدی کلمات

  

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ
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 مقدمه

های . روش(1)زایی را مطرح نمود برای نخستین بار فرضیه وابسته بودن رشد تومورها به رگ 1211در سال  Folkmanکه پس از آن

رتبط م یماکروفاژهاکه  نشان داده ات مختلفمطالع باشند. نتایجزایی تومور، در حال تحقیق و توسعه میمختلف درمانی با هدف مهار رگ

 یحداقل تا حدود TAMsپیش توموری  رسد اعمالینظر مه ب .دهندمی شیرا افزا زایی و هم متاستاز تومورهم رگ  (TAM)با تومور
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زایی شروع رگدر   TAMsعلاوه بر این .ددار کننده سیستم ایمنیتعدیلو  فاکتورهای بازسازی بافتی رشد، یفاکتورها دیبه تول یبستگ

 از فرد به منحصر مجموعه ریز کی .دهد، نقش دارندها رخ مینومیبه کارس کیپرپلاستیه عاتیضا لیتبد هیکه در مراحل اول تومور

 ییشناسا 6442 سال در همکاران و De Palma توسطباشند، میTie2 (TEM)  نازیک نیروزیت رندهیپذ کنندهانیب که ها،تیمونوس

 را استخوان مغز از های مشتقسلول نیب در زاییرگ تیفعال نیشتریب M2 یماکروفاژها پیفنوتنشان داد که  نتایج این مطالعه .ندشد

 رندهیدر ابتدا به عنوان پذ Tie2 نازیک نیروزیت رندهی. پذشودمی یریجلوگ کامل طوره ب زایی توموررگ از TEM در Tie2 حذف و با دارند

 انیدهند بنشان می دیمطالعات جد ه است.گزارش شد ارد،وجود د یو هم تومور یعیطب های اندوتلیالعروق که هم در سلول یاختصاص

 ،اندوتلیالهای تومور، از جمله سلول ریز محیطهای از سلول یشود و در انواع مختلفنمی یمحدود به عروق خون  Tie2رندهیپذ

 به طور اختصاصی هاآن یعروق که همگ مورالهای سلولسازهای پیشمرتبط با تومور و  ی، ماکروفاژهاTie2کننده انیب هایتیمونوس

 .(6) شودمی انیب رندیبگ یجاتشکیل  در حال یدر عروق خون ماًیمستق ندتوانمی و یازایی نقش دارند در رگ

Tie2 به  آن انیب، در تومورها ینگزیمحض لانهشود و به می انیبمحیطی خون  هایتیاز مونوس یبعض لهیوسه ب یکم زانیبه م

 وژنزیدر موش سبب مهار آنژ TEMs از تومورها هی. تخلیابندتمایز می یاطراف عروق و به ماکروفاژهاییابد می شیافزا یقابل توجه طور

توان یم ،شوندتومور در مناطق زنده تومور مستقر می یدر مجاورت عروق خونTEMs  از رخیکه بشود، از آنجا می تومور و رشد آن

 .(6) کنندمی تیزایی حمارگ ندیفرا یط ،مناطق نیدر ا لیاز عروق در حال تشک نیشکل پاراکراه ها بگرفت که آن جهینت

 یهابرنامهبا توجه به توانایی انتقال  زایی توموررگ و استخوان مغز یسلول یهارده نیب متقابل دهیچیپ یهاواکنش درک

ای هزایی را خنثی کنند از اهمیت ویژرگ توانند فعالیت داروهای ضدکننده به تومور که مینفوذ های میلوئیدتوسط سلول کیوژنیپروآنژ

زایی و رشد تومور در افزایش رگ د،یلوئیهای مسلول انیدر م Tie2کننده های بیانرسد ماکروفاژها و مونوسیتنظر می برخوردار است. به

های ضد ها در موش و انسان اهداف مولکولی جدیدی را در درمانتری داشته باشند. شناخت خصوصیات و اعمال این سلولپررنگنقش 

توان استفاده کرد. از تومور می ها جهت انتقال داروهای ضد تومور به ویژه در ریزمحیطآورد. علاوه بر این، از این سلولسرطان پدید می

که مهار  یطوره ب ،است زایی توموردر رشد و رگ Tie2-Ang2 نگیگنالیس ریمس تیاهم ختلف نشان دهندهمطالعات مسوی دیگر، 

 VEGF دکه به درمان ض ییتومورها از جملهمدل تومور  نیدر چند یعروق لیتحل یو القا وژنزیسبب مهار آنژ Ang2 نگیگنالیس ریمس

تومور  یبا عروق خون هااین سلولارتباط  جادیا باعث که Tie2 انیب شیافزانیز مانع  TEMsهای در سلولو  شده است ،باشندمیمقاوم 

 یدهانیاما فرا ،در مطالعات مختلف مورد مطالعه قرار گرفته است این مسیر. هر چند که نقش مهار شود، گردیدمی هازایی آنرگ تیو فعال

در  1 نیتیوپویآنژ با واسطه Tie2 ونیلاسی. مهار فسفرتوز مبهم مانده اسهن ی و اهمیت درمانی آن به عنوان یک هدف مولکولیمولکول

 ندینه تنها در فرا Tie2-نیتیوپویآنژ ستمیبدن شد. س طیزایی و رشد تومور در شراو مهار رگ یباعث کاهش زنده مان یشگاهیآزما طیشرا

در نتیجه  .شودمی یالتهاب یرهایو مس کیوژنیآنژ یرهایمس بین ارتباطات مهم جادیبلکه باعث ا ی استضرور یزایی و هموستاز عروقرگ

های اندوتلیال با ماکروفاژهای تومور های سلولدر بر همکنش Tie2 سازی پذیرندهفعال یمولکول هایسمیدرک مکاناهمیت  اهافتهی نیا

 .(4 ،3)سازد را ضروری می سرطانزایی ضد رگ یهادرمانو نیز 

 و روش کار مواد

را در محیط  RAW 264.7های لاین ماکروفاژ موش سلول (TAM)در مطالعه حاضر جهت تهیه ماکروفاژهای مرتبط با تومور 

 .(2 ،2)طی مراحل زیرکشت داده شد  4T1های سرطان رویی حاصل از سلول

 American Type]موش  پستان های سرطانسلول عنوان که به 4T1رده سلولی  و تهیه محیط رویی: 4T1کشت سلول 

Culture Collection (ATCC) catalogue no. CRL-2539, 2004]. مرحله برای حیوانی مدل یک تومور این شوند،می شناخته 

 جنین سرم درصد 14 با RPMI-1640 محیط در هاسلول باشد.می چسبنده های اپیتلیالنوع سلول و از است انسان پستان سرطان چهار

 درجه 31 مرطوب انکوباتور در و داده کشت لیتر استرپتومایسینمیکروگرم در میلی 144 سیلین،لیتر پنیواحد در میلی 144 گاو

 PBS بافر  با مرتبه 3 رسید تراکم فلاسک درصد 24 تا 04 به هاسلول رشد کهآن از پس .نگهداری شدند CO2 درصد 2 با گرادسانتی

درجه  31در دمای  ساعت 64 مدت به هاسلول و شد اضافه سرم بدون RPMI-1640و سپس محیط کشت  داده شستشو استریل
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 -64فریزر در بعدی استفاده جهت و میکرومتر فیلتر6/4 پلاستیکی فیلتر با آوریجمع از پس تومور رویی محیط. شدند گراد انکوبهسانتی

 .(2)شد  نگهداری گراددرجه سانتی

 RPMI کشت محیط در RAW 264.7لاین سلول نیمه چسبنده لوکمی مونوسیت/ماکروفاژ موش  RAW 264.7:کشت سلول 

 درجه 31 دمای در استرپتومایسین یترلیلیدر م یکروگرمم 144 سیلین،پنی یترلیلیدر م واحد 144 گاو جنین سرم درصد 14 با  1640-

 24 به  RAW 264.7هایپس از آن که با مشاهده میکروسکوپی، تراکم سلول .شدند داده کشت CO2درصد  2انکوباتور  در گرادسانتی

 RPMI جدید محیط و شده شسته استریل بافر سالین با مرتبه 3 هافلاسک شد، ریخته رویی دور رسید محیط فلاسک ظرفیت درصد

 .(2)شد  انکوبه ساعت 40 مدت به و اضافه 4T1 رویی محیط ازدرصد  34 و گاو جنین سرم درصد 14 همراه به 1640

رفتار بررسی  و ماکروفاژهای های اندوتلیال با سلولسلولجهت همکشتی : (HUVEC)های ورید نافی انسان کشت سلول

 144 گاوی، جنین درصد سرم 14 با  DMEM/F12کشت محیط در را HUVECهای لاین اندوتلیال ورید ناف انسان سلولها آن یسلول

 CO2 درصد 2 انکوباتور گراد درسانتی درجه 31 انکوباتور در استرپتومایسین یترلیلیدر م یکروگرمم 144 سیلین،پنی یترلیلیدر م واحد

 کشت داده شدند.

در داخل وکتور به همراه  Tie2ژن  cDNAجهت ترانسفورماسیون پلاسمید نوترکیب  نوترکیب: ترانسفورماسیون پلاسمید

 . (1)استفاده گردید  (Y1100F, Y1106F,Y1111F)جهش در جایگاه مربوطه 

استفاده  HP DNA Transfection ReagentTMtremeGENE-Xاز کیت تجاری  RAW264.7های منظور ترانسفکت سلولبه 

 و تمام مراحل براساس پروتکل کیت انجام شد که به طور خلاصه شامل مراحل زیر است:

در هر چاهک  کامل رشد محیط لیترمیلی 1در  سلول 6×214ارزیابی گردید. تعداد  شمارش و بودن زنده و تراکم نظر از هاسلول

 درجه 31 دمای در شب یک ها به مدتدرصد باشد. سلول 24-04ای کشت داده شد. در روز ترانسفکشن تراکم سلولی باید خانه 2پلیت 

 .گردید انکوبه CO2رصد د 2 در انکوباتور گرادسانتی

پلاسمید و اجزای کیت را به دمای  DNAگردید. در ابتدا  جایگزین تازه کاملاً رشد محیط دور ریخته شده و قدیمی هایمحیط

 میکرولیتر 4و سپس  مخلوط آرام با پیپت کردن آرام شد. اضافه پلاسمید DNAمیکرولیتر( /میکروگرم 1/4) میکرولیتر 6/4اتاق رسانده، 

ها با دقیقه انکوبه شد و کمپلکس 12 مدت به اتاق دمای در DNA هایگردید. کمپلکس اضافه شده رقیق DNA مخلوط کیت به معرف

 تکان دیگر طرف به طرف یک از و جلو و عقب به را کشت ظرف آرامی به ها توزیع شدند.در بین سلول ایقطره صورت اضافه کردن به

ساعت  64محیط ترانسفکت، . ها انکوبه شدندسلول ساعت، 64-16 مدت به ترانسفکشن از پس .شود توزیع مساوی طور به تا داده شد

 گردید. جایگزین کامل محیط رشد پس از ترانسفکت با

های مختلف وجود جمعیت بید: به متصل هایبادی آنتی از استفاده با TAMs از  -Tie-2 و  +Tie-2هایسلول جداسازی

طحی های سنژوگه با بید به آنتی ژنوهای اولیه کآنتی بادی الاین روش از هم جدا نمود که اساس آن اتص باتوان در یک رده سلولی را می

در  -Tie-2و  +Tie-2های میلیون سلول، برای جداسازی سلول 64و حدود  جدا ترانسفکت شده RAWهای سلول .باشدها میسلول

میکرولیتر بافر مکس و در  244ها در . سلوله شدندها را در کنار یخ قرار داده و دو بار با بافر مکس شستشو دادشد. سلولنظر گرفته 

دقیقه به سلول افزوده و در مرحله بعد،  34میکروگرم از آنتی بادی اولیه کونژوگه به بیوتین را به مدت  2/4 ستون مکس قرار داده شدند.

جدا شدند. جمعیت  +Tie2و  Tie2-های اضافه شد. در پایان جمعیت آنتی بادی ثانویه استرپتاویدین متصل به بیددقیقه  64به مدت 

 کشت داده شده و برای اهداف دیگر مورد استفاده قرار گرفتند.  RAWهای منفی طبق پروتکل کشت سلول

ای اندوتلیال، ها پس از ترانسفکت بر روی رفتار سلولبه منظور بررسی اثر فاکتورهای ترشح شده توسط ماکروفاژه تشکیل تیوب:

  با استفاده از پلیت مخصوص با غشاء منفذدار طراحی شد. یک سیستم همکشتی غیر تماسی

لاندا از آن را در کف پلیت ریخته و به  24گراد ذوب و مقدار درجه سانتی 4برای بررسی تشکیل لوله، ابتدا ماتریژل را در دمای 

سرم  درصد 1با  DMEMمیکرولیتر محیط کشت  144به همراه  HUVEC سلول 1×414ساعت در انکوباتور قرار داده شد. مدت نیم 

سپس بر روی سطح بالایی ماکروفاژهای ترانسفکت شده کشت گردید. پس از آن پلیت  های حاوی ماتریژل اضافه وجنین گاوی به گودی



 

2441، 4شماره  87دوره ▐ تحقیقات دامپزشکی مجله           

 

 632 

چاهک در نظر گرفته شد. بعد از  3قرار داده شد. برای هر آزمایش  C02درصد  2و  22گراد با رطوبت درجه سانتی 31داخل انکوباتور 

م برداری و آنالیز انجابرداری دیجیتالی عکسساعت از هر چاهک توسط میکروسکوپ معکوس متصل به دستگاه تصویر 10-64گذشت 

 -1برای هر کلونی در نظر گرفته شد:  4تا  4هک انجام گردید و امتیاز بین کلونی در هر چا 62شد. آنالیز کمی آنژیوژنز از طریق بررسی 

امتیاز نهایی هر چاهک با جمع  با تشکیل تیوب -4با آناستوموز و  -3جوانه زدن بدون دو شاخه شدن،  -6تجمع سلولی بدون جوانه زدن، 

میکروسکوپی با استفاده از  زمینه 2در  انگین طول هر تیوبامتیاز محاسبه گردید. می 144کلونی و با احتساب حداکثر  62زدن امتیاز 

 .گیری شدمتر اندازهبر حسب میکرو image-analyzing software (Sight DS-L2; Nikon)نرم افزار 

از  (SPR): سطحی پلاسمون تشدید از استفاده با ماکروفاژها با انسان اندوتلیال هایسلول فیزیکی تعامل گیریاندازه

 برای در اتصال فیزیکی بین ماکروفاژ و سلول اندوتلیال استفاده شد. Tie2های پذیرنده برای ارزیابی نقش هر یک از جایگاه SPRروش 

 سلول 2×214 حاوی  DMEM / HGمیکرومولار 244 های اندوتلیال،جهش یافته با سلول Tie2با گیرنده  ماکروفاژها متقابل اثر ارزیابی

 ایشیشه به سطح ها برای اتصالو به سلول گرفتند قرار SPR طلای سنسور روی آرامی به  (HUVECs) انسان ناف وریدی اندوتلیال

 لایه تک به  HUVECهایتراکم سلول رسیدن زمان تا و شدند داده پلیت کشت سلول قرار درون هازمان داده شد. شیشه دقیقه 34

 شود،می شکست ضریب در تغییر باعث طلا سطح روی HUVEC اتصال آیا که این تحلیل و تجزیه منظور به. شدند داده کشت سلولی،

 پارامتری چند SPR دستگاه از استفاده با HUVEC های دارایو شیشه عاری از سلول هایشیشه در بین SPR منحنی در تغییر هرگونه

 و فاقد سلول طلای سنسور SPR زاویه تغییر سپس. شدند قرار داده SPR اسلایدهای نگه دارنده  در تازه طلای شد. سنسورهای ثبت

 ماکروفاژهای و کنترل 6×214، آن از پس. گرفت قرار بررسی مورد مختلف هایگروه از تزریق ماکروفاژها هنگام آن به مربوط هایسنسوگرام

 به گرادسانتی درجه 32 دمای در HUVECs حاوی طلای سطح به و آمدند در تعلیق حالت به PBS میکرولیتر 244 در شده اصلاح

 شدند. تزریق دقیقه در میکرولیتر 12 جریان سرعت با دقیقه 2 مدت

 نتایج

جهش یافته نشان داد که ساختار  Tie 2القا شده با وکتور  -Tie 2های بررسی تشکیل تیوب بر روی ماتریژل به دنبال کشت سلول

(. این نتایج حاکی از B1تصویر دار بود )یابد و از لحاظ آماری معنیافزایش می 1144جهش یافته در جایگاه  Tie 2تیوب تحت القا با 

 Tie2 1111و  1142 یهایگاهجامستقیم است. در واقع جهش در شکل غیر های اندوتلیال بهزایی در سلولدر القای رگ Tie 2نقش 

به صورت  Tie 2در  1111و  1142 یهایگاهجاموتاسیون دهد. سوق می یوژنیکضد آنژهای سمت سلول را به TAMهای سلول

های اندوتلیال تحت القا با وکتور جهش با سلول TAMهای کشتی سلولمیزان تشکیل تیوب در سیستم هم کاهشداری باعث معنی

 (.1نمودار شد ) Tie 2یافته 

 
 کلونی در هر چاهک. 62آنالیز کمی آنژیوژنز از طریق بررسی . 2نمودار 
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بر حسب  L2; Nikon)-analyzing software (Sight DS-imageمیکروسکوپی با استفاده از نرم افزار  زمینه 2در  میانگین طول هر تیوب .1 نمودار

 . P  ،** 41/4<P  ،*** 441/4<P>42/4*  متر.میکرو

 

 

 

  

  
جهش یافته  (B):ها جهش یافته در تمام جایگاه Tie 2 (A):القا شده با وکتور  Tie 2-های بررسی تشکیل تیوب بر روی ماتریژل به دنبال کشت سلول .2صویر ت

 .1111جهش یافته در جایگاه  (D): 1142جهش یافته در جایگاه  (C): 1144در جایگاه 

 

 

 

A B 
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 (SPR)سطحی  پلاسمون تشدید از استفاده با ماکروفاژها با انسان های اندوتلیالسلول فیزیکی تعامل گیریمراحل اندازه (A) .1تصویر 

 های مختلفسنسوگرام ماکروفاژهای با جهش (C)از قطعات طلا پیش و پس از کشت سلول  SPRمنحنی  (B) بر روی قطعه طلا HUVECهای کشت سلول

  .HUVECهای بر روی تک لایه سلول Tie 2های جایگاه

 

 روی یکنواخت طور به کشت زمان در HUVECهای سلول دادکه نشان SPR طلای هایتراشه با میکروسکوپ زمینه روشن از برداریعکس

 را سلولی منفرد لایه یک و یافته گسترش و رشد هدف سطح روی مناسب طور به روز سه از پس هاشکل سلول) شوندپخش می شیشه سطح

 توجه کرد. با تأیید را تراشه سطح روی HUVECs حرکتیبی چسبندگی و درجه 34/11 به 14/22 از پایه زاویه تغییر. (A 6تصویر)دادند  تشکیل

 نسبت را HUVECهای سطح پوشیده شده با سلول نزدیکی در شکست ضریب در تغییر SPR سیگنال طلا، سطح روی سلولی لایه تک تشکیل به

 سایر به نسبت HUVECs به بیشتری اتصال ظرفیت 1144گروه  ماکروفاژهای دادند، نشان SPR سنسورهای. داد سطح فاقد سلول نشان به

 مقدار که حالی بود در RU×10-4 24 به نزدیک 1144گروه  اتصال برای آمدهدست  به (RU) پاسخ واحد مقادیر ها،داده اساس بر .دارند هاگروه

RU نزدیک کنترل گروه و هاگروه سایر به مربوط RU×10-44 .و ماکروفاژ تعامل در تفاوتی هیچ بود HUVEC 1141 کنترل، هایگروه در، 

 با ماکروفاژها تمایل و کنش برهم  Tie2پذیرندهدر جایگاه خاصی از  توان با جهشمی دهدمی نشان نتایج این (.B6یرصوت)نشد  مشاهده 1142

 است. مؤثر هدف، بافت در التهابی هایپاسخ کنترل و ارتقاء در که را کنترل کرد عروقی های اندوتلیالسلول

 بحث

 از دجدی خونی عروق آن طریق از که فرایندی دارد، زاییرگ به نیاز بدخیم تومورهای گسترش و رشد که است شده پذیرفته کاملاً  اکنون

معکوس نشان دادند که فاکتورهای  PCRبا استفاده از واکنش نیمه کمی  6446در سال و همکاران  Shirakawa. زندمی جوانه موجود عروق

درمان  های اخیر دررغم پیشرفتکه علی نوعی از سرطان پستان استکه ،(IBCیوژنیک و نه فاکتورهای لمفانژیوژنیک در سرطان پستان التهابی )ژآن

وجه جمعیت ها افزایش قابل ت. آنالیز ایمونوهیستوشیمی نمونهه استافزایش پیدا کرد التهابیتومورهای غیر  با در مقایسه ،پیش آگهی ضعیفی دارد

 IBCهای غیر در مقایسه با نمونه IBCهای ( در استرومای نمونهEPC) های پیش ساز اندوتلیالتومور و سلول به های اندوتلیال نفوذ کنندهسلول

A B 

C 
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 و( سلولی بخش) های استروماییسلول شده از که تشکیل تومور محیط . ریز(0)اند های سرطانی تشکیل نشدهتومورها صرفاً از سلول، را نشان داد

 مقاومت شده مشخص راً یاخ .(2)کند نقش مهمی در پیشرفت و تهاجم تومور بازی می (سلولی غیر ()بخشECM) سلولی خارج ماتریکس اجزای

 با وندشمی تومور وارد دیلوئیهای مسلول که یزمان. شودمی استخوان مغز از دیلوئیهای مسلول خروج یالقا باعث درمان از پس تومور بازگشت ای

 عروق درون به ورود یبرا های تومورسلول کیتحر باعث نیچن هم زایی ورگ شرفتیپ سبب tissue-remodeling و زارگ یفاکتورها کردن آزاد

 هب پاسخ در یادیز حد تا هاآن یتومور ضد اعمال و شوندمی تومور طیمح زیر وارد یمنیا های مختلفسلول. شوندمی هاآن متاستاز و عیتوز ،یخون

 در لکهب ندارند، ثرؤم یتومور ضد اعمال انجام ییتوانا تنها نه تومور طیمح زیر در یمنیهای اسلول. یابدمی کاهش تومور از شده مشتق یهاگنالیس

 ملکردع مهار به منجر که یمولکول سمیمکان چند ای کی یسازفعال قیطر از یمنیا ستمیس از تومور فرار. کنندمی یهمکار تومور رشد تیتقو

 .(14) گیردمی انجام شودمی تومور های ضدسلول آپوپتوز ای یمنیهای اسلول

 تعدیل به قادر ماکروفاژها که احتمال این .(11)باشند می تومور طیمح زیر در موجود یمنیا تیجمع نیترفراوان معمولاً ماکروفاژها

 دقیق تصویری ارائه زمان تاکنون برای آن از .شد ارائه 1221همکاران در سال  و Sunderkotterتوسط  بار اولین برای زایی باشند،رگ

و  De Palma. است شده ارائه زیادی توضیحات تومورها، در آنژیوژنز تنظیم برای ماکروفاژها استفاده مورد احتمالی هایمکانیسم از

های ، سلولECsرا در سه نوع سلول مجزا : Tie 2زیر جلدی موش بیان  N202در تومورهای پستانی  6442همکاران در سال 

های ونوسیتمدادند که ها نشان آنسازهای پری سیت با منشأ مزانشیمال را شناسایی کردند. و پیش پروآنژیوژنیک با منشأ هماتوپویتیک

 طور انتخابی وارد تومورهای خوده که ب باشندمی یوژنیکضد آنژهای یک رده هماتوپویتیک مجزا از سلول Tie2 (TEMs) بیان کننده

 هایزایی را در میان سلولدهند و بیشترین فعالیت رگزایی را به شکل پاراکراین افزایش میشوند و رگمی orthotopicخودی و ه ب

گلیوما انسان در مغز موش جلوگیری کرد و متعاقباً باعث تحلیل  تومور زایی درکاملاً از نوعروق  knockout TEM. میلوئید تومور دارند

را  Tie2بیان  (siRNA) کوچک مداخله کننده اختصاصی RNAبا استفاده از  6414و همکاران در سال  Liu. (16) تومور شد

knockdown های اندوتلیال شد. فعال شدن گلیوما به سلولهای کردند که باعث مهار توانایی چسبیدن سلولTie2  سبب القای افزایش

مثبت به  Tie2های ها باعث مهار چسبیدن سلولکننده علیه این مولکولهای خنثیکادهرین گردید و آنتی بادی -Nو  β1بیان اینتگرین

های گلیوما مرتبط بود با افزایش تهاجم سلول Ang1/Tie 2سازی محور بعدی فعال 3بعدی و  6های های اندوتلیال شد. در کشتسلول

های اندوتلیال در مثبت همراه با سلول Tie2های گلیوما سلول مهار شد. کاشت همزمان Tie2 siRNAکه این فرایند با استفاده از 

شبه گلومرولوئید را احاطه  منجر به ایجاد تومورهای با تهاجم منتشر همراه با کلاسترهای سلولی که عروقآزمایشگاهی های مدل موش

در کنش متقابل  Tie2کردند. نتایج این مطالعه نشان دهنده نقش مسیر سیگنالینگ شد که توزیع نیش تومور را تقلید می ؛کرده بودند

 .(13) تومور استریز محیط های گلیوما با سلول

 از یبرخ در. (12 ،14) کنندمی آزاد یشگاهیآزما طیشرا در را هامیکرووزیکول ریسا و هااگزوزوم از یفراوان ریمقاد ماکروفاژها

های سلول به است ممکن که باشندمی( miRNA) هاRNA کرویم یحاو ماکروفاژ از مشتق یهامیکرووزیکول شد، مشخص مطالعات

 یهااگزوزوم انسان، کیلوسم THP1 هایمونوسیت دادند شانن 6414در سال  همکاران و Zhang مثال، عنوان به شوند منتقل رندهیپذ

 خورندیم جوش انسان HMEC1 ی لاینهاEC با THP1 از شده مشتق یهااگزوزوم که، نیا جالب. کنندیم ترشح را miR-150 از یغن

 به هاEC به هاتیمونوس از فعال miRNA انتقال قیدق حوهن اگرچه. دهندمی شیافزا برابر نیچند را هاآن اندوژن miR-150 سطح و

 هاماکروفاژ از شده مشتق یهااگزوزوم وجود بر یمبن یاساس یشواهد 6414و همکاران در سال  Zhang اما دارد، ازین یشتریب مطالعات

 ندتوانمی THP1های از مونوسیت شده صیتخل یهااگزوزوم قت،یحق در. ندداد نشان را in vitro طیشرا در EC رفتار بر ریتأث یبرا

 . (14) دهند شیافزا transwell assay روش در را HMEC1 هایسلول مهاجرت

 کنند، ترشح RNA ای خاص هاینیپروتئ از یغن یهااگزوزوم است ممکن یعروق اطراف یماکروفاژها ،دهدمی نشان اهافتهی نیا

  .کنند میتنظ را وژنزیآنژ به مربوط یهاEC عملکرد و ژن انیب ندتوانمی خود نوبه به که

 ایههیلا در های مورالسلول. کندیم فرق سکون حالت در عروق با خاص، طور به یتومور و یخون زایی عروقرگ توجه، قابل نکته 

 هم زایی ازرگ یط در اغلب اندوتلیال هیپا یهاءغشا یکپارچگی و( صاف های عضلاتسلول و هاتسییپر) عروق یاندوتلیال اطراف

 یماکروفاژها کرد، تصور توانمی کیکروآناتومیم راتییتغ نیا اساس بر. (12 ،12) کند رشد و مهاجرت بتواند EC تا شوندمی ختهیگس
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. بگذارند ریتأث یعروق یالگو و یولوژیب بر ها،EC به آن انتقال و هامیکرووزیکول ترشح قیطر از ندتوانزایی میرگ یط در یعروق اطراف

 . است ازین مورد یشتریب مطالعات بدن داخل زایی دررگ در دهیپد نیا تیاهم درک یبرا حاضر حال در

 یفاکتورها دیتول شامل هم( هاسلول نیا از خاص ایهرمجموعهیز ای) ماکروفاژها کیوژنیپروآنژ تیفعال ،دهدمی نشان بالا موارد

 در حالت ارتباط فیزیکی. شودیم زدن جوانه حال در یخون هایرگ با ماکروفاژها یکیزیف ارتباط هم و شودمی کیکلاس کیوژنیپروآنژ

 Ang2 نگیگنالیس یمحورها توسط ،یبخش در حداقل ،رسدیم نظر به که یندیفرا ،است M2 ماکروفاژها با هاEC میمستق تعامل به ازین

/ Tie2 و CXCL12 / CXCR4 ماکروفاژ انفعالات و فعل ،دهدمی نشان دتریجد مطالعات (10 ،11) شودمی میتنظ-EC دو واقع در 

 سازهایشیپ از M2 شبه یماکروفاژها نیا زیتما از دتوانمی EC ایههلایتک داد، نشان یشگاهیآزما کشتیهم مطالعات رایز است، طرفه

 .(12) کنندمی اقامت رگ وارهید در و شده خارج رگ از( هاآن یسازها شیپ ای) هاسلول نیا رایز کند یبانیپشت یدیلوئیم

های در اتصال فیزیکی ماکروفاژها به سلول Tie2 پذیرنده های فسفریلاسیونبا هدف بررسی نقش هر یک از جایگاه مطالعهاین در  

که پس از ترانسفکت  شدهیافته استفاده جهش Tie2زایی از یکسری از وکتورهای با ها در رگاندوتلیال و نیز در برهمکنش غیر مستقیم آن

 شده است.  بررسی اتصال فیزیکی SPRروش یافته با استفاده از ماکروفاژهای مشتق از تومور با این وکتورهای جهش

 ها نیز تحریکاگزوزوم مانند ،MV ترشح با زایی رارگ است ممکن ،زاییرگ متعارف در رشد فاکتورهای تولید بر علاوه ماکروفاژها

های اینزرت دارای غشاء منفذدار اثر این پذیرنده بر با استفاده از پلیتتماسی غیرهمکشتی طراحی یک مدل با بنابراین  .(64)کنند 

 .شده استارزیابی های اندوتلیال، و رفتار سلولآنژیوژنز فاکتورهای مترشحه احتمالی از ماکروفاژها و تأثیر آن بر روی 

ه ب MRC1دهنده افزایش لوسیتومتری نشاننتایج حاصل از ف شده استاستفاده  4T1 از محیط رویی تومور TAM جهت تهیه

 Houckو نیز  6412در سال  و همکاران Benner مطالعه های حاصل ازبود که این یافته با داده M2عنوان شاخص فنوتیپ ماکروفاژهای 

یپ و رفتار های موجود در ریزمحیط تومور در تغییر فنوتمطابقت داشت که نشان دهنده اهمیت سیگنال 6412در سال  و همکاران

 . (61 ،2) های التهابی به سمت حمایت از تومور استسلول

 عروق یبازساز زایی ورگ یط در را هاEC یولوژیب عروق اطراف یماکروفاژها ،دهندمی نشان کنون تا مطالعات از یادیز عدادت

 های اندوتلیالبه سلول Tie2بر اتصال ماکروفاژهای  1144دهد، تیروزین جایگاه نشان می SPRدست آمده از ه . نتایج بکنندمی میتنظ

جام گرفت زایی بهتر انرگ طوری که در گروه با جهش در این جایگاه اتصال فیزیکی بیشتر بود و نیزه اثر ممانعتی دارد ببی اثر است و یا 

های اندوتلیال و القای آنژیوژنز است. در اتصال فیزیکی ماکروفاژها به سلول 1111و  1142های اهمیت جایگاه و بنابراین نشان دهنده

  باشد.صورت پاراکراین میه دهنده اهمیت اتصالات فیزیکی ماکروفاژها در القای آنژیوژنز بهمچنین این نتایج نشان

Siavashi  های با استفاده از موتاسیون 6412و همکاران در سالTie2 های سلول درEPC  مهاجرت  وو بررسی رفتار ایجاد تیوب

های اندوتلیال بالغ ها را به سمت فنوتیپ سلولاین سلول Tie2پذیرنده  1142ها بر روی ماتریژل نشان دادند که موتاسیون در جایگاه آن

ج مطالعه حاضر مغایرت که با نتای (66) های بنیادی داردبه عنوان سلول EPCهای نقش مهمی در حفظ ویژگی 1142برد و تیروزین می

 سازهایپیش عنوان به هاها انجام شده و هر چند که معمولاً مونوسیتTAMداشت. از طرف دیگر، تا کنون مطالعات زیادی در مورد منشأ 

TAM التهابی هایمونوسیت خون، گردش های درمونوسیت اصلی جمعیت دو از یک کدام که نیست مشخص هنوز شوند،می توصیف 

"++Ly6C " رزیدنت  یا"-Ly6C" اصلی منبع TAM محققینی چون . (64 ،63)است  هاموش درAsahara  1221و همکاران در سال 

 استخوان مغز از خون گردش در و کیتیهماتوپو یهاEPCزیرا  کنندمی فرض (EPC) اندوتلیال ساز شیهای پسلول با را یمشترک منشأ

(BM) نقش. (62) دارند را یلنفاو و یزایی خونرگ در شرکت و اندوتلیال سلول به زیتما ییتوانا و رندیگیم منشأ EPC عروق در 

 یوحش نوع یادیهای بنسلول وندیپ دادند گزارشکه  شد، اعلام  6441در سال  همکاران و Lyden توسط بار نیاول یبرا موش یتومورها

 در یلنفاو و یخون عروق یهاEPC. (62) کند یابیباز را وژنزیآنژ و تومور رشد زایی توانسترگ نقص یدارا یهاموش به استخوان مغز

-Tie-1، Tie مانند بالغ اندوتلیال یهاسلول یاختصاص یمارکرها یدارا و رندیگیم أمنش استخوان مغز +CD34 یتورهایپروژن از انسان

2 ، VEGFR-2 ، VEGFR-3 شده گزارش راً،یاخ. (61) باشندمی یعروق اندوتلیال نیکادهر ای EPC،CD34+ CD133+ زیتما ییتوانا 

 مداوم طور به که دارند یشگاهیآزما طیشرا در را D و VEGF-A ، Cکننده انیب (LEC) یدیلوئیم یلنفاو های اندوتلیالسلول به

https://jvr.ut.ac.ir/
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 طیشرا در LEC یدیلوئیهای مسلول تر،مهم همه از و سرانجام. (60) دهدمی نشان را کیوژنیلنفاژ و کیوژنیهمانژ یهاتیفعال

 دهندمی نشان را یپستان یتومورها یهاTEM کیوژنیآنژ اعمال هم و پیفنوت هم و دنابییم زیتما ماریب یپلاسما حضور در یشگاهیآزما

 رو، نیا ازدر این دو نوع سلول است  Tie2در حالی که نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان دهنده نقش و عمل متفاوت پذیرنده  .(60)

نیاز به  یانسان یهاناسرط ونیزاسینئوواسکولار در هاآن سهم زانیم نیهمچن و TEM ای کیوژنیآنژ یهاتیمونوس با EPC ینسب ارتباط

به عنوان جایگاه  Tie2 1142 طور کلی جایگاه تیروزینه ب ،نشان دادند 6443و همکاران در سال  Jones .مطالعات بیشتری دارد

شود. در حالی که جایگاه می (DOK-R)های وابسته به تیروزین کیناز است و باعث فعال شدن پروتئین Ang1فسفریلاسیون وابسته به 

کیناز از اینوزیتول تری P58زیر واحد  Src homology 2 (SH2) در انتهای دم کربوکسیل پذیرنده قرار دارد و به ناحیه 1111و  1144

(PI3K) شود و مسیرهای سیگنالینگ پایین دست از جمله متصل و فسفریله میAKT های کند و باعث مهاجرت سلولرا فعال می

در تکوین عروق جنین و  Tie2هایی از در بخش AKTو PI3Kدهد فعال شدن مطالعات نشان می . نتایجشودمیها اندوتلیال و بقای آن

 . (1) های اندوتلیال سازگاری دارددر بقای سلول Tie2زایی پاتولوژیکی نقش دارد که با نقش رگ

 جادیا باعث بلکه ی استضرور یعروق هموستاز زایی ورگ ندیفرا در تنها نه Tie2-نیتیوپویآنژ ستمیس گیری نهایی:نتیجه

 نگیگنالیس ریمس نقش دهنده نشان حاضر مطالعه جینتا. (4 ،3) شودمی یالتهاب یرهایمس و کیوژنیآنژ یرهایمس نیب مهم ارتباطات

Tie2 قیم از طریق مستصورت مستقیم به شکل ارتباط فیزیکی و هم غیرهای اندوتلیال هم بهسلول با ماکروفاژهای سلول متقابل کنش در

های فسفریلاسیون این پذیرنده و باشد. به علاوه مطالعه حاضر نشان داد اعمال هر یک از جایگاهزایی میترشح فاکتورهای مؤثر بر رگ

در مقایسه با ماکروفاژهای مشتق شده از تومور متفاوت است که هنوز مشخص  EPCهای اندوتلیال و مسیرهای پایین دست آن در سلول

 یهاسمیمکان رکد تیاهم هاافتهی نیا جهینت درکند یا خیر؟ نیست این تغییر بسته به شرایط محیطی و وجود فاکتورهای مختلف تغییر می

 را سرطان ییزارگ ضد یهادرمان زین و تومور یماکروفاژها با اندوتلیال یهاسلول یهاهمکنش بر در Tie2 رندهیپذ یسازفعال یمولکول
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