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  مبتلا به  Balb/c هاي در موش TLR2 بررسي تأثير داروي سيكلوفسفامايد بر ميزان بيان ژن

  كانديديازيس منتشره
  

  5يوسفي ، زهرا4فرد ، امير محمدي3، بهزاد برادران2پروين دهقان ،2، سپيده طلوعي1حميد مروتي
  
  

  چكيده
  ها از جمله  اندازي پاسخ ايمني عليه بسياري از ميكروارگانيسم ) نقش مهمي در فرايند شناسايي و راهToll like receptor-2 )TLR-2 مقدمه:

Candida albicans شود. در  ترين داروهاي شيمي درماني است كه موجب نوتروپني شديد و سركوب سيستم ايمني مي دارد. داروي سيكلوفسفامايد، يكي از پرمصرف
 TLR2يان ژن ، ميانگين بBalb/cهاي  منتشره و همچنين، تزريق سيكلوفسفامايد به منظور ايجاد نوتروپني در موش Candidiasisاين مطالعه، پس از ايجاد بيماري 

  .گيري شد اندازه

ها تزريق شد. پس از خونگيري از قلب و استخراج  به موش Candida albicansگروه تقسيم شدند. سيكلوفسفامايد و  4سر موش ماده تهيه و به  28 ها: روش
RNA  و سنتزcomplementary DNA )cDNA بيان ژن ،(TLR2  با روشReal-time polymerase chain reaction )Real-time PCR ( .سنجيده شد

 .آناليز شدند Kruskal–Wallisو آزمون  -CT∆∆2ها با استفاده از روش  داده

  ي سيكلوفسفامايد به همراه  و گروه دريافت كننده Candida albicansي  با وجود افزايش ميانگين بيان ژن مورد مطالعه در گروه دريافت كننده ها: يافته
Candida albicans داري در بيان ژن  ي سيكلوفسفامايد، همچنان از نظر آماري اختلاف معني و از طرفي، كاهش ميانگين بيان اين ژن در گروه دريافت كننده

TLR2 478/0هاي مورد مطالعه مشاهده نشد ( بين گروه شاهد و ساير گروه  =P(. 

افزايش يافته و در  Candida albicansي سيكلوفسفامايد و  و گروه دريافت كننده Candida albicansي  ميانگين بيان ژن در گروه دريافت كننده گيري: نتيجه
هاي مورد مطالعه مشاهده  بين گروه شاهد و ساير گروه TLR2داري در بيان ژن  ي سيكلوفسفامايد كاهش يافته بود، اما با اين وجود، اختلاف معني گروه دريافت كننده

هاي ژن درماني  بادي و يا روش ي آن به عنوان هدف درماني با منوكلونال آنتي و يا گيرنده TLR2تواند در انتخاب  ). با اين حال، نتايج اين مطالعه ميP=  478/0نشد (
  .مورد بررسي قرار گيرد

  Balb/c، سيكلوفسفامايد، نوتروپني، Toll like receptor-2منتشره،  Candidiasis واژگان كليدي:

  
 بررسي تأثير داروي سيكلوفسفامايد بر ميزان بيان ژن .فرد امير، يوسفي زهرا مروتي حميد، طلوعي سپيده، دهقان پروين، برادران بهزاد، محمدي ارجاع:

TLR2 هاي در موش Balb/c 769-774): 389( 34؛ 1395مجله دانشكده پزشكي اصفهان . مبتلا به كانديديازيس منتشره  

  
  مقدمه

منتشره اسـت.   Candidisisي قارچي  ترين شكل عفونت منتشره شايع
  باشـد   ميزان مرگ و مير در اثر اين بيمـاري هنـوز هـم چشـمگير مـي     

درصـد و بـه طـور     29-76. ميزان مرگ و مير در آمريكا بـين  )2-1(
. متأسفانه، آمار دقيقي از ميزان مرگ و )3-4(درصد است  49متوسط 

در دست نيست، اما شيوع اين بيمـاري در افـراد بسـتري    مير در ايران 
. سرطان و بـه دنبـال آن نـوتروپني، يكـي از     )5-6(نگران كننده است 

. از )7-8(منتشـره اسـت    Candidiasisترين عوامـل ابـتلا بـه     اصلي
شوند و در شيمي درمـاني   ترين داروهايي كه موجب نوتروپني مي مهم

اي دارند، عوامل آلكيله كننده هستند كه يكـي   سرطان، كاربرد گسترده

 مقاله پژوهشي
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) Cyclophosphamide( يكلوفســـفامايدهـــا س از پركـــاربردترين آن
 In vitroي بـاليني فراوانـي دارد، در    باشد. اين دارو، موارد استفاده مي

غير فعال است و براي تبديل شدن به شـكل فعـال، بايـد در كبـد بـه      
اثـر خـود را از    متابوليزه گـردد. سيكلوفسـفامايد،   P450ي آنزيم  وسيله

به اجزاي مختلـف سـلول اعمـال    هاي آلكيله كننده  طريق انتقال گروه
ترين  در داخل سلول، اصلي DNAرود آلكيلاسيون  كند. احتمال مي مي

شـود. ايـن دارو، بـه     كنشي باشد كه موجـب مـرگ سـلول مـي     بر هم
زهـاي بـالا، بـه صـورت     وصورت خـوراكي و تزريقـي اسـت و در د   

ي حاصـل از داروهـاي    تـرين عارضـه   شود. مهـم  وريدي استعمال مي
ترين  كننده، تضعيف سيستم ايمني است و سيكلوفسفامايد، قويآلكيله 

  ).9-10ي سيستم ايمني است ( عامل سركوب كننده
، از دو Candidaهـايي از نـوع    سيستم ايمني در مقابله با عفونت

). تشــخيص 11-12بــرد ( بــازوي ذاتــي و اكتســابي خــود بهــره مــي 
Candidaن (، از طريق الگوهاي مولكولي وابسته به پاتوژPAMPs يا 

Pathogen-associated molecular patterns(   كه توسط الگوهـاي
شـود   شوند، امكان پذير مـي  ) شناخته ميPRRsاي ( تشخيصي گيرنده

)13-12.(  
PAMPs توسط چندين نوع ،PRR شـوند كـه يـك     شناسايي مي

). 11، 14) اسـت ( Toll like receptor )TLRها   گروه از اين گيرنده
TLR2 ســـايي فســـفوليپومانان ( در شناPhospholipomannan و (

 TLR2). 11، 15) بسيار تخصص يافته اسـت ( Zymosanزايموزان (
-Nuclear factorبرداري  ، عوامل نسخهMYD88با استفاده از مسير 

kappa B )NF-κB ( وAP1 هاي التهابي  كند كه سيتوكاين فعال مي را
 Tumor necrosis factor يـا  Interleukin17، TNF يا IL17 (نظير

هاي چسبان اندوتليال (براي فراخواني  ها و مولكول )، كموكاينIL1و 
بـه طـور    TLR2. همچنـين،  )16-17( كننـد  خوارها) را بيان مي بيگانه

ــان ژن    ــرات در بي ــال تغيي ــق اعم ــي از طري ــاي  اختصاص و  IL10ه
Regulatory T cells )Tregـ) د  ت ر مقابله با پاسخ ايمني عليه عفون

Candidiasis   امــروزه، اســتفاده از  )18(كنــد  ايفــاي نقــش مــي .
هــا بــه عنـوان ادجوانــت در درمــان ســرطان و  TLRهــاي  آگونيسـت 

). 19-20هاي قارچي، رايج است ( هاي عفوني از جمله بيماري بيماري
و يـا   TLR2ي حاضـر بـا هـدف بررسـي قابليـت       از اين رو، مطالعه

ي درماني مناسـب در افـراد نـوتروپني و     ي آن، به عنوان گزينه گيرنده
  .منتشره انجام شد Candidiasisمبتلا به 
  

  ها وشر
  اي بـه وزن تقريبـي    هفتـه  Balb/c ،12-8ي  سر موش ماده 28 موش:

ها تا حد امكان در  گرم از انستيتو پاستور كرج تهيه گرديدند. موش 25
ي پزشكي نگهداري شدند  ي حيوانات دانشكده شرايط مناسب در لانه

اي كـار   و فرايند كار با حيوانات، مطابق با استانداردهاي اخلاق حرفـه 
تايي به صورت تصادفي 7گروه  4ها به  با حيوانات انجام گرفت. موش

، به عنوان شاهد هيچ گونه تزريقي نداشت. گروه 1تقسيم شدند. گروه 
ــدل2 ــراي م ــاري  ، ب ــازي بيم ــل   Candidiasisس ــا عام منتشــره، تنه

Candida albicans  سـازي بيمـار    ، براي مـدل 3دريافت نمود. گروه
نيز بـراي   4نوتروپني، تنها داروي سيكلوفسفامايد دريافت كرد. گروه 

منتشره، هر دو عامل  Candidiasisسازي بيمار نوتروپني مبتلا به  مدل
  عفوني و نوتروپني را دريافت كردند.

Candida albicansمـار يمطالعـه، از ب  ني: سوش استفاده شده در ا 
 Sabouraud Dextrose Agarمنتشره، جدا و در  Candidiasisمبتلا به 

)SDA ()48  ،گراد) كشت داده شـده بـود و    ي سانتي درجه 30ساعت
 5/0در  1 × 106به روش اسپكتروفتومتري به تعداد لازم براي تزريق (

ليتر سـالين) تهيـه شـدند (روش تزريـق درون صـفاقي و حجـم        ميلي
  ليتر بود). ميلي 5/0تزريق 
 يدارو اليــو كيــ ،ينــوتروپن جــاديا يبــرا: ديكلوفســفامايس

 ـ) تهSigma, St. Louis( ديكلوفسـفاما يس شـد و بـه صـورت درون     هي
  .گرفت قرارمورد استفاده  لوگرميبر ك گرم يليم 150و به مقدار  يصفاق

ي تزريقـات درون صـفاقي    همـه  ها: آوري نمونه تزريقات و جمع
هـا   انجام شد. در گروه شاهد، بدون هيچ تزريقي، تنها از قلـب مـوش  

ز عفـوني  وسـاعت پـس از تزريـق د    48، 2گيري شد. در گـروه   خون
Candida  ساعت پس از تزريق سيكلوفسفامايد، از  72، 3و در گروه
ساعت پس از  72، 4عمل آمد و در گروه گيري به  ها خون قلب موش

سـاعت بعـد،    48تزريق گرديـد و   Candidaتزريق سيكلوفسفامايد، 
ي ضـد   گيري، با سرنگ آغشته بـه مـاده   گيري شد. خون اقدام به خون

انجام گرفت ) Ethylenediaminetetraacetic acid )EDTAانعقاد 
ريخته شدند و پـس از   EDTAهاي حاوي  ها در ميكروتيوب و نمونه

دقيقه) از تـه نشسـت بـه     5دور در دقيقه به مدت  7000سانتريفيوژ (
دقيقه)،  30انجام شد. در تمام اين مدت ( RNAدست آمده، استخراج 

 ها روي يخ نگهداري شدند. نمونه
بـا اسـتفاده    :Real-time PCRو  cDNA، سنتز RNA استخراج

، ايـران) و دسـتورالعمل   (يكتـا تجهيـز آزمـا    RNAاز كيت استخراج 
هـاي خـوني    نشسـت سـلول   از تـه  RNAميكروليتر  30ي آن،  سازنده

  در دمــاي  RNAهــاي  ســانتريفيوژ شــده اســتخراج گرديــد و نمونــه
  گراد فريز شدند. ي سانتي درجه -70

complementary DNA )cDNA(  ــتفاده از ــا اســـ   بـــ
Random Hexamer  و آنزيمRT ده سازنشركت  و طبق دستورالعمل

)Thermo scientific ــاي ــنتز و در دم ــه - 70) س ــانتي درج ــراد  ي س گ
 نگهداري شد. 

  افزارهـاي   پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه با استفاده از نرم
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  . توالي رفت و برگشت پرايمرهاي مورد استفاده در مطالعه1جدول 
  ژن برگشتتوالي رفت توالي

CAGACAAAGCGTCAAATCTCAG AGAAGCATCACATGACAGAGACTC TLR2 
GGAAGCCGAACATACTGAAC CACATGTCTCGATCCCAGTAG B2m 

TLR2: Toll like receptor2 
  

GeneRunner  وAlleleID 7     طراحـي و توسـط شـركتBioneer 
در اين مطالعـه، از ژن بتـادوميكروگلوبولين    ي جنوبي سنتز شدند. كره

)B2m    تـوالي پرايمرهـاي   )21() به عنوان ژن رفـرنس اسـتفاده شـد .
  آمده است. 1مورد استفاده در جدول 

 Real-time polymerase chain reactionسنجش بيان ژن به روش 
)Real-time PCR (    بـا اسـتفاده از دسـتگاهABI step one plus  و

طبق دستورالعمل انجام  Denmark( sybergreen Amplicon( كيت
هـا بـه    رقيق شده بود. هـر كـدام از نمونـه    1:2به نسبت  cDNAشد. 

ميكروليتر بود. شـرايط   10صورت سه بار تكرار بودند و حجم نهايي 
هاي مـورد نظـر، بـا     براي تكثير ژن Real-time PCRدمايي و زماني 

  آمده است. 2در جدول  )21(اقتباس از مطالعات قبلي 
  

 Real-time polymerase chain reaction. شرايط اتخاذ شده در 2جدول 
)Real-time PCR( 

 دما زمان )Reaction(واكنش
 گرادسانتييدرجه95 دقيقه 5 1يمرحله
 گرادسانتييدرجه95 ثانيه15 2يمرحله

 گرادسانتييدرجه60 يهثان30
  

مورد ارزيابي قرار  B2mدر برابر ژن  -CT∆∆2به روش  TLR2بيان ژن 
و   Kruskal–Wallisهاي به دست آمده، بـا اسـتفاده از آزمـون     گرفت. داده

) version 16, SPSS Inc., Chicago, IL( 16ي  نسـخه  SPSSافـزار   نرم
از نظـر آمـاري    P > 5/0مقايسه و واكـاوي شـدند. در ايـن مطالعـه،     

  .دار در نظر گرفته شد معني
  

  ها افتهي
 CT∆هاي مورد مطالعه، مقـادير   در گروه TLR2پس از سنجش بيان ژن 

و  CT∆). همچنين، ميانگين 3ها محاسبه گرديد (جدول  هر كدام از نمونه
ميزان خطاي استاندارد نيز محاسبه شدند. نتايج به دست آمده، حاكي از آن 
بود كه با وجود افزايش ميانگين بيان ژن مورد مطالعـه در گـروه دريافـت    

ايد بـه  ي سيكلوفسفام و گروه دريافت كننده Candida albicansي  كننده
و از طرفي، كاهش ميانگين بيـان ايـن ژن در    Candida albicansهمراه 

ي سيكلوفسفامايد، همچنان از نظـر آمـاري اخـتلاف     گروه دريافت كننده
هـاي مـورد    بين گروه شاهد و ساير گـروه  TLR2داري در بيان ژن  معني

  ).P=  478/0مطالعه مشاهده نشد (

) ژن Messenger RNA )mRNAي ميانگين بيان نسبي  . مقايسه3جدول 
Toll like receptor2 )TLR2 گروه مورد مطالعه 4) در  

 گروه
 تعداد
 موش

 بيان نسبي ميانگين
mRNA ژن TLR2 

 P مقدار

1 7 32/1 ± 00/1 478/0 
2 7 62/0 ± 23/1 478/0 
3 7 68/0 ± 83/0 478/0 
4 7 39/1 ± 00/2 478/0 

mRNA: Messenger RNA; TLR2: Toll like receptor2 
  ، Candidaي  هـاي دريافـت كننـده    : مـوش 2 هاي گـروه شـاهد، گـروه    : موش1 گروه

ي  هاي دريافت كننده : موش4ي سيكلوفسفاميد، گروه  هاي دريافت كننده : موش3گروه 
Candida و سيكلوفسفاميد  

  
  بحث

منتشـره   Candidiasisسازي بيمـاري   هدف از انجام اين مطالعه، مدل
در سير عفونت و حتي  TLR2در بيماران نوتروپني و تعيين نقش ژن 

هاي اخلاقـي   مرگ و مير در چنين بيماراني بود. با توجه به محدوديت
سـازي بـر روي مـوش     و نيز سختي روند مطالعه بر روي انسان، مدل

Balb/c شويم  ، متوجه مي1ي آمار و ارقام جدول  انجام شد. با مقايسه
هاي مورد آزمايش، ميزان بيان ژن در نهايت  نمونه CT∆كه با افزايش 

كه تنها داروي سيكلوفسفامايد را  3شود؛ به طوري كه در گروه  كم مي
مشاهده شد. بنا بر  CT∆دريافت كرده بودند، بيشترين مقدار ميانگين 

آيـد، كمتـرين    به دست مي -CT∆∆2ن بيان ژن كه طبق فرمول اين، ميزا
مقدار را دارد. با توجه به اين كه بارزترين اثر جـانبي سيكلوفسـفامايد   

در  TLR2، اين نتيجه كـه بيـان ژن   )22(سركوب سيستم ايمني است 
ي سيكلوفسفامايد كاهش پيدا كرده است، منطقـي   موش دريافت كننده

رسد؛ چـرا كـه سيكلوفسـفامايد در جهـت كـاهش شـديد        به نظر مي
 هـا (ماكروفـاژ و نوتروفيـل)    هاي خوني به خصوص فاگوسـيت  سلول

  .)22(كند  عمل مي
، وضعيت به طور كامل برعكس 4اين در حالي است كه در گروه 

هم عامل عفوني و هم عامل نوتروپني را دريافت كرده  4است؛ گروه 
هاي اين گروه كمترين مقـدار را داشـته و    نمونه CT∆بودند. ميانگين 

ــان ژن  ــت. داروي   TLR2بيـ ــاهد اسـ ــروه شـ ــر گـ در آن، دو برابـ
ــان ژن  ــايين مــي را TLR2سيكلوفســفامايد، بي هــاي  آورد و مــوش پ

ساعت اول سيكلوفسفامايد دريافت  72آزمايش شده در اين گروه، در 
ســاعت تزريــق  72كـه بعــد از   Candida albicansكـرده بودنــد و  
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را بالا برد. با توجه به اين كه سيكلوفسـفامايد   TLR2شد، بيان ژن  مي
 Candidiasisكند و سير بيمـاري   سيستم ايمني موش را سركوب مي

تري خـود را   كند، عفونت در مدت زمان كوتاه تر مي منتشره را گسترده
  رسـد كـه تـأثير     دهـد و بنـا بـر ايـن، منطقـي بـه نظـر مـي         بروز مـي 

Candida albicans  در جهت افزايش بيان ژنTLR2 تر از تأثير  بيش
  سيكلوفسفامايد در جهت كاهش بيان اين ژن باشد.

Blasi ات بيولوژيـك  اثر همكاران با بررسي وTLR2  وTLR4 
منتشـره   Candidiasisدر ماكروفاژهاي مغزاستخوان موش آلـوده بـه   

با توجه به اين كه  است. TLR4بيشتر از  TLR2دريافتند كه بيان ژن 
ي حاضر  در اين مطالعه از سيكلوفسفامايد استفاده نشده بود، با مطالعه

را  TLR2ي حاضر، اهميت  همخواني ندارد، اما نتايج آن مانند مطالعه
ي  . در مطالعـه )23(دهـد    منتشره نشـان مـي   Candidiasisدر عفونت 
Villamon ــاران، و ــت همكـ ــوش در TLR2 اهميـ ــتلا مـ ــه مبـ  بـ

Candidiasis سـنجش  بـا  سيكلوفسفامايد ي كننده دريافت و منتشره 
و شاهد بررسـي و   TLR2موش فاقد  در -TNF و MIP-2 ژن بيان

در مــوش فاقــد  -TNFو  MIP-2هــاي  مشــاهده شــد كــه بيــان ژن
TLR2   ي اهميـت   ، كاهش فاحشي دارد كـه نشـان دهنـدهTLR2  در

تحريك سيستم ايمني و مقابله با ايمني تعديلي است كه بـا نتـايج بـه    
  .)24(ي حاضر همخواني دارد  دست آمده در مطالعه

Netea ي اثر  مطالعه به همكاران، وTLR2   در بيـان ژنIL10 و 
Treg  در موش مبتلا بهCandidiasis  منتشره پرداختند و دريافتند كه

داري داشت  ها پس از ابتلا به بيماري، افزايش معني ميزان بيان اين ژن
. )18(كه با نتايج به دست آمده در اين مطالعه، تفاوت چنداني نـدارد  

هاي خـوني   در سلول TLR2اي كه در آن بيان ژن  با اين حال، مطالعه
مورد سـنجش قـرار    Candida albicansموش نوتروپنيك و مبتلا به 

 گيرد، يافت نشد.
 ي شـيمي درمـاني، ميـزان    پيشـرفته با توجه به اين كه در مراحل 

 باشـد،  مي بالا كانديدمي به مبتلا و درمان تحت بيماران در مير و مرگ
 و مـرگ  بالاي ميزان اين است ممكن آيا« كه شود مي مطرح سؤال اين
. «باشد؟ ذاتي ايمني سيستم صحيح عملكرد عدم يا نقص از ناشي مير،
 ايمني سيستم فعاليت هاي شاخص از يكي كه TLR2 جهت، همين به

 هـاي  گزينـه  از يكي عنوان به تواند مي است، Candida برابر در ذاتي
 مورد بيماراني چنين در درماني ژن يا و منوكلونال بادي آنتي با درماني
 مطالعـات  در توانـد  مـي  مطالعه، اين از حاصل نتايج. گيرد قرار هدف
 مـورد  بيمـاراني  چنين در مناسب اهدافي يافتن در همچنين، و انساني
  .گيرد قرار بيشتري بررسي و  مطالعه
  

  تشكر و قدرداني
 ي كارشناسـي ارشـد   ي دوره نامـه  پايان از برگرفته حاضر، ي مطالعه

 دانشگاه در مصوب 394252 تحقيقاتي طرح ي حميد مروتي به شماره
 .باشد مي اصفهان پزشكي علوم
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Abstract 

Background: Toll like receptor-2 (TLR2) plays an important role in the process of detection and launching the 
immune response against Candida albicans. Cyclophosphamide is one of the most widely used chemotherapy 
drugs, which causes severe neutropenia and suppression of the immune system. In this study Balb/c mice were 
infected to disseminated candidiasis and neutropenia and expression of TLR2 gene was measured in whole blood 
samples of each mice.  

Methods: Twenty-eight mice were divided into 4 groups and injected with Cyclophosphamide and C. albicans. 
Blood samples were used for RNA extraction and cDNA synthesis, and expression of TLR2 gene was measured by 
real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR). Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis and 
2-∆∆CT method. 

Findings: Gene expression was increased in the group receiving Candida albicans and also in group receiving 
both Cyclophosphamide and Candida albicans but decreased in the group just receiving Cyclophosphamide. 

Conclusion: There was no significant difference between the control group and experimental groups for TLR2 
gene expression (P = 0.478). However, the results of this study can be regarding in selecting TLR2 or its receptor 
as a therapeutic target with monoclonal antibodies or gene therapy techniques. 
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