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 تحقیقی

  
  TLR4 ژن T399Iو  D299G مورفیسم یپل بیان میزان

  فلوسایتومتري سرطان کولورکتال به روش یرده سلول در
  ۳سیااوگ هنگ فندکتر  ،۲هاشمی سیدرضادکتر  ،۱*داودي همادکتر 

  .گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه ،یدانشکده علوم دام ،ار گروه فیزیولوژيیاستاد - 2. گلستان پزشکی علوم دانشگاه پزشکی، دانشکده ،یپزشک شناسی ایمنی يدکتر -1
  .يام مالز یپ وی، دانشگاه ی، دانشکده پزشکیشناس بیآس استاد گروه  -3

   ________________________________ ___________________________    
  چکیده

 گیرنده عنوان به TLR4 هگیرند. اند شده شناخته ذاتی ایمنی در ها گیرنده ترین مهم عنوان به) Toll )TLRs شبه هاي گیرنده : زمینه و هدف
  و D299G (SNP (rs4986790 مورفیسـم  پلـی  دو. کنـد  مـی  عمـل  منفـی  گـرم  هـاي  بـاکتري ) LPS( سـاکارید  لیپـوپلی  شناسـایی  در اصلی

 (SNP rs4986791) T399I بـه  دهـی  پاسخ کاهش موجب گیرنده این ژن در LPS  ـ .شـود  مـی   بیـان  میـزان ن یـی بـه منظـور تع   مطالعـه  نای
  .انجام شد فلوسایتومتري به روش CaCo2و  HT29  ،HCT116 رده سلولی سرطان کولورکتال در TLR4 ژن مختلف هاي مورفیسم پلی

  وحشـی، Flag-tagged-TLR4  شـامل  مختلـف  هـاي  واریتـه  ژن حـاوي  پلاسـمید  انتقـال  یشـگاه یآزمان مطالعه یدر ا :روش بررسی 
Flag-tagged D299G و Flag-tagged T399I هاي سلول به موتان HCT116 معرف توسط Turbofect توسط ژن انتقال راندمان. گرفت صورت 

. شـد  بررسـی  فلوسـایتومتري  طریـق  از ها ژن افت کنندهیدر يها سلول در TLR4 مختلف هاي واریته بیان میزان. شد ارزیابی GFP پلاسمید
  .ل شدندیه و تحلیتجز Chi-Squareو آزمون  SPSS-11.5 ير آمارافزا نرم ها با استفاده از داده
 انتقـال  از قبـل  HCT116 هاي سلول که حالی در .کردند بیان پایینی سطح در را TLR4 گیرندهCaCo2 و HT29 سلولی هاي رده :ها  افتهی

 HCT116 هـاي  سـلول  داخـل  بـه  GFP ژن انتقال راندمان. نکردند بیان فلوسایتومتري روش به ردیابی قابل سطح در را TLR4 ژن پلاسمید،
 در LPS بـه  دهـی  پاسـخ  وTLR4  بیـان  میـزان  اساس براین .دش گیري اندازه درصد 80 حدود فلوسایتومتري و وسکوپیمیکر آنالیز وسیله به

نـد  افت کردیرا در موتان تهیبود که ژن وار ییها از سلول بیشتر يدار معنیطور  ند؛ بهافت کردیرا در TLR4 ته وحشییکه ژن وار ییها سلول
)05/0P<.(  

 در گیرنـده  بیـان  روي هـا  مورفیسم پلی این که داد نشان گیرنده موتان نوع داراي هاي سلول روي TLR4 بیان پایین طحس: گیـري   نتیجه
  .اثر دارند کولون سرطان هاي سلول

   HCT116ی، رده سلول LPS ، مورفیسم پلی ، TLR4ژن  :ها  کلید واژه
   ________________________________ ___________________________    

  homdavoodi@yahoo.com، پست الکترونیکی  يهما داوددکتر : نویسنده مسؤول  *
  0171-4440225نمابر  و تلفن ،یشناس یمنیاو  یشناس میکروب، گروه یگلستان، دانشکده پزشک یگرگان، دانشگاه علوم پزشک: نشانی 

  21/8/91: ، پذیرش مقاله  25/6/91: ، اصلاح نهایی  15/1/91: وصول مقاله 
  
  

  
  مقدمه
 اصـلی  گیرنـده  عنوان به بار ولینا Toll (TLRs)به ش هاي گیرنده

 1996 سـال  در. شـدند  شـناخته  سـرکه  مگـس  جنین تکامل در موثر
 ایمنی هاي پاسخ در سرکه مگس در ها گیرنده این که شد داده نشان
 ایمنـی  در هـا  گیرنـده  این نقش زمان آن از ).1(ند موثر ها قارچ علیه
. شد مطالعه پستانداران در بلکه حشرات در تنها نه جدي طور هب ذاتی

 در عضـو  12 و انسـان  در عضو 10 شامل خانواده این حاضر حال در
). 3(دارنـد  ها سلول در متفاوتی توزیع ها گیرنده این). 2(است  موش

 بیـان  سـلول  سطح در TLR6 و TLR1 ،TLR2 ،TLR4 خانواده این از

 سـاختار  در  TLR9 و TLR3، TLR7  TLR8 کـه  حالی در .شوند می
 ایـن  تـرین  شـده  اختهشـن  از یکـی ). 4( انـد  شـده  یافـت  سلولی داخل

 شناسـایی  در اصـلی  گیرنـده  عنـوان  بـه  کـه  اسـت  TLR4 هـا  گیرنده
 ژن ).5( کند می عمل منفی گرم هاي باکتري) LPS( ساکارید لیپوپلی
TLR4 11013 ين ژن دارایا. دارد قرار 9 شماره کروموزوم روي بر 

د شده توسـط  ین تولیپروتئ. نترون استیجفت باز، سه اگزون و دو ا
 مورفیک پلی بسیار TLR4 ژن). 6( نه استیمآدیاس 842شامل  نن ژیا

ــات. اســت ــادي مطالع ــی دو روي زی   در اگــزون TLR4 مورفیســم پل
 شـامل  هـا  مورفیسـم  پلی این). 7-9(است  شده ن ژن انجامیا 3شماره 
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 موجـب  کـه است  (SNP rs4986790) آدنین با گوانین باز جابجایی
 اسیدآمینه در اسید آسپارتیک جاي به گلایسین اسیدآمینه جابجایی
ــماره ــ) D299G( 299 ش ــود یم ــین. ش ــایی همچن ــین جابج  بــا تیم

 اســیدآمینه جابجــایی موجــب کــه  (SNP rs4986791)ســیتوزین
) T399I( 399 شـــماره  اســـیدآمینه  در ترئـــونین بـــا  ایزولوســـین

ه شد واقع TLR4 خارجی بخش در ها مورفیسم پلی این). 10(شود  یم
 در اخـتلال  باعـث  لیگانـد  بـه  گیرنده این اتصال قدرت در تغییر باو 

 گـزارش . شوند می TLR4 گیرنده طریق از شده فرستاده هاي سیگنال
 کـاهش  باعـث  )D299G , T399I( هـا  مورفیسـم  پلـی  این است شده
 وارد کـه  طـوري  بـه . شـوند  مـی  استنشـاقی  LPS به TLR4 دهی پاسخ
 یـا  هـوایی  هـاي  راه اپیتلیـال  هـاي  سـلول  بـه  TLR4 وحشی ژن کردن

 شـدن  برطـرف  باعث موتان TLR4 داراي افراد در ریه ماکروفاژهاي
 خـارج  نـواحی  در موتاسـیون  که آنجا از). 11( گردد می اختلال این

 بـه  گیرنـده  ایـن  انتقـال  نحـوه  یا و بیان بر است ممکن TLR4 سلولی
 موتان TLR4 داراي افراد دهی پاسخ در نقص ؛باشد موثر سلول سطح
 سـطح  روي بـر  هـا  گیرنـده  ایـن  بیـان  کـاهش  اطرخ ـ به است ممکن
ــلول ــاي س ــال ه ــاي راه اپیتلی ــوایی ه ــد ه ــه. باش ــراد مطالع  داراي اف

 ایـن  بـین  ارتبـاط  توانـد  مـی  TLR4 کدکننـده  ژن هـاي  مورفیسـم  پلی
 در ).13و12( دهــد نشــان را انســان هــاي بیمــاري و هــا مورفیســم پلـی 

 عفـونی  هاي ماريبی با ها مورفیسم پلی این همراهی متعددي مطالعات
 التهـاب  بـا  عفونی هاي بیماري تقابل .است شده گزارش ها سرطان و

 بـه  کولون سرطان. شود می سرطانخطر  افزایش سبب احتمالاً مزمن
 است یافته توسعه کشورهاي در مرگ به منجر سرطان دومین عنوان

 از مـزمن  التهـابی  هـاي  بیمـاري  ارتبـاط  ژنتیک مطالعات اخیراً). 14(
. اسـت  داده نشـان  سـرطان  بـا  را) IBD( روده التهـابی  یمـاري ب جملـه 
 جملـه  از TLR نـوع  چنـدین  بیـان  توانـایی  روده اپیتلیـال  هـاي  سـلول 
TLR2،TLR4  ،TLR5  و TLR916و15( دارند را .(TLR2 لیگانـد  با 

 بـا  TLR9 و فلاژلـین  با TLR5 ساکارید، لیپوپلی با TLR4، لیپوپروتین
cpGDNA بین ارتباط دهنده نشان آزمایشگاهی شواهد. شود می باند 

 بدن در توموري هاي سلول گسترش روند و TLRs توسط پیام انتقال
 سیسـتم  دفـاعی  سـد  اولـین  عنـوان  بـه  روده اپیتلیال هاي سلول .است
 تمایز غیرپاتوژن و پاتوژن هاي سمیارگان بین بتواند باید مخاطی ایمنی
 ایجــاد بـا  تـا  دهــدب هـا  بـاکتري  ایــن بـه  یمناسـب  پاســخ و شـده  قائـل 

 از و کنـد  جلـوگیري  التهابی هاي پاسخ از روده لومن در هموستازي
. دهـد  ارائـه  هـا  پـاتوژن  با مواجه در مناسب ایمنی پاسخ دیگر طرف

 توسـط  شـده  ایجـاد  عفونـت  کنتـرل  در ذاتـی  ایمنـی  پاسـخ  اگرچـه 
 نشـده  کنترل التهابی پاسخ اما ؛است مهم پاتوژن هاي رگانیسمامیکرو

 میزبـان  بـراي  توانـد  مـی  مناسـب  تنظـیم  بـدون  ها سایتوکاین تولید و
 درTLR4  خصـوص  بـه  TLR هاي گیرنده نقش). 17( باشد خطرناك

 نشـان  مختلف مطالعات در روده لومن در هموستازیس ابقاء و ایجاد

 گیرنده این ژن در موجود هاي مورفیسم پلی). 8-10( است شده داده
 روده لومن در ستازیس همو القاء و مپیا انتقال بیان، برمیزان تواند می
 هاي مورفیسم پلیاثر  بررسی مطالعه اینانجام  از دفه.باشد گذاراثر
 سـرطانی  هـاي  سـلول  در آن مختلـف  هـاي  واریتـه  بیان بر TLR4 ژن

 از استفاده با LPS به آنها دهی پاسخ میزان و) HCT116( کولورکتال
  .بود فلوسایتومتري روش

  روش بررسی
 کولون سرطان  سلولی هاي رده روي TLR4 بیان نمیزا بررسی

 ژن هاي مورفیسم پلیاثر  بررسی يبرا یشگاهیآزمان مطالعه یدر ا
TLR4  ســرطان سـلولی  رده چنـد  آن، مختلـف  هــاي واریتـه  بیـان  بـر 

، HT29 شـامل  شده استفاده سلولی هاي رده. شد انتخاب کولورکتال
HCT116 و CaCo2 در موتان هاي واریته بیان میزان که آنجا از. بود 

 طریـق  از را هـا  موتاسـیون  ایـن  ژن کـه  شـوند  مـی  بررسی هایی سلول
 انتخاب سلولی رده ؛اند کرده دریافت (Transfected cells) پلاسمید

 سـطح  روي را TLR4 گیرنـده  نتوانـد  پلاسـمید  انتقـال  از قبل که شد
 تداخل سلول داخل به یافته انتقال موتان ژن بیان در تا کند بیان خود

 ATCC (American Typeاز  شــده ذکــر ســلولی هــاي رده. نکنـد 

Culture Colection) ــداري  هــاي معــرف و مــواد تمــام و شــد خری
 ,Invitrogen) اینـویتروژن  شـرکت  از سلولی کشت در شده استفاده

Carlsbad, CA, USA) گیرنـده  بیان میزان بررسی يبرا. شدند تهیه 
TLR4 ایـن  در. شـد  اسـتفاده  سایتومتريفلو روش از ها سلول این در 
 وحشـی  و موتـان  TLR4 ژن انتقـال  بـراي  مناسـب  سلولی رده مرحله

 و موردنظر هاي ژن حاوي پلاسمید با ها سلول این سپس. شد انتخاب
 مجـاور  ژن انتقـال  يبـرا  Fermentas شـرکت از Turbofect  معـرف 
 موتان و وحشی هاي ژن حاوي Flag-CMV1-TLR4 پلاسمید. شدند

TLR4 دکتر توسط Stefanie دکتر و Prasad بـه  مریلنـد  دانشگاه از 
  .گرفت قرار ما اختیار در هدیه عنوان

 پلاسمید ژن پذیرش يبرا ها سلول سازي آماده و سلولی کشت
 دریافــت يبــرا  HCT116 (ATCC CCL 247) ســلولی رده

 محـیط  در هـا  سـلول  ایـن . شـد  انتخـاب  خارجی ژن حاوي پلاسمید
ــت ــا RPMI کش ــرم ب ــد 10 س ــی و درص ــک آنت   درصــد 6/0 بیوتی

)Pen-Strep (ــاتور در ــد 5 انکوبـ ــايو  CO2 درصـ ــه  37 دمـ درجـ
 غلظـت  با ها سلول این از اولیه پاساژهاي. شدند گهداريگراد ن یسانت
 در ژن انتقال از قبل ساعت 24 مدت به  چاهک هر در سلول 3×105

  .شدند داده کشت خانهشش  هاي پلیت
  ولسل به پلاسمید انتقال
 یـک  کـه  Turbofect معـرف  توسـط  هـا  سلول به پلاسمید انتقال

 ژن انتقـال  زمان در ها سلول تراکم .؛ انجام شداست کاتیونیک پلیمر
  طـور  بـه  یافتـه  انتقـال  پلاسـمیدهاي . شد گرفته نظر در درصد 80-60
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 و flag-tagged D299Gوحشـی،  Flag-tagged-TLR4 شـامل  مجـزا 
flag-tagged T399I و GFP )Pmax GFP (بود کنترل عنوان به.  

 میکرولیتــر 400 در پلاســمید DNAز ا کروگــرمیم 5/1 مقــدار
 معرف از میکرولیتر 6مقدار. شد رقیق سرم فاقد RPMI کشت محیط

Turbofect به DNA حاصله ترکیب و شد اضافه شده رقیق پلاسمید 
 400 سـپس . دی ـگرد نگهـداري  اتاق دماي در دقیقه 15-20 مدت به

 یک هر به Turbofect معرف و پلاسمید DNA ترکیب از رمیکرولیت
درجــه  37 دمــايو  CO2 انکوبــاتور در و شــد اضــافه هــا چاهــک از

 بعـد  سـاعت  48 یافتـه  انتقـال  هـاي  ژن بیـان . گرفتنـد  قرارگراد  یسانت
 و GFP پلاسمید شامل مثبت کنترل ها آزمایش این در. دندش بررسی
 انتقـال  رانـدمان . بود تنهایی به Turbofect معرف شامل منفی کنترل

 روش بـه ) GFP )Pmax GFP ژن حـاوي  پلاسـمید  از اسـتفاده  با ژن
 از سـاعت  48 از پـس . شـد  بررسـی  فلوسـایتومتري  و پیومیکروسک

  کلـــی شـــیایاشر  LPS بـــا هــا  ســـلول پلاســمیدها،  انتقـــال زمــان 
(B4: 0111, Sigma, L2630) لیتـر  میلـی  بر میکروگرم یک میزان به 

 و شـده  آوري جمع ها سلول سپس .شدند تحریک دقیقه 60 مدت به
هاي وحشـی و موتـان مـورد     در نمونه TLR4 بیان میزان بررسی يبرا

  .استفاده قرار گرفتند
  

 ژن انتقال راندمان بررسی
  پیوآنالیز میکروسک) الف
 Pmax GFPد پلاسـمی  از سلول به ژن انتقال راندمان بررسی يبرا

 داده کشت؛ شد ذکر بالا در که روشی همان به ها سلول .شد استفاده
 و شـد  داده قـرار  اسـتریل  لامـل  یک ها چاهک از یک هر در .شدند
 زمـان  از سـاعت  48 از پـس . شـدند  داده کشـت  لامل روي ها سلول
 روي وارونـه  صورت به و شده برداشته پنس یک با ها لامل ژن انتقال

 وسـکوپ میکر بـا  GFP ژن بیـان  نظـر  از هـا  سـلول . گرفتنـد  قرار لام
 میکروسـکوپ  زیـر  کـه  هـایی  سلول درصد. شدند بررسی فلورسنت
در نظـر   سـلول  بـه  ژن انتقال راندمان شتند؛ به عنواندا سبز فلورسنت
  .گرفته شد
 فلوسایتومتري آنالیز )ب

 بـا  سـپس  .شـدند  داده کشـت  خانـه  شـش  هـاي  پلیت در ها سلول
 48 از پـس . شدند مجاور Turbofect معرف و Pmax GFP پلاسمید
 و شـده  آوري جمـع  PBS/BSA میکرولیتـر  400 در هـا  سلول ساعت
 فلوسـایتومتري  وسـیله  بـه  سبز فلورسنت کننده بیان هاي سلول درصد
  .دیگرد بررسی

  
  
  

HCT116 HT29 CaCo2 

  لورکتالوهاي سرطان ک روي سلول TLR4بیان  فلوسایتومتريآنالیز :  1شکل 
 .دیگردرد یابی ن HCT116هاي  اما روي سلول ؛در سطح پایین بیان شد CaCo2و   HT29هاي  روي سلول TLR4 گیرنده

 میکروسکوپی آنالیز
 فلوسایتومتري

   HCT116 هاي سلول به ژن انتقال از پس ساعت GFP 24بیان پروتئین :  2 شکل
  Turbofect معرف میکرولیتر 2 و Pmax GFPپلاسمید میکروگرم یک با

 ها سلول درصد 80 حدود که داد نشان فلوسایتومتري و میکروسکوپی آنالیز وسیلهبه  ژن انتقال راندمان بررسی
 .اند کرده دریافت را GFP ژن
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 HCT116 هاي سلول روي TLR4 بیان فلوسایتومتري آنالیز:  3شکل 
 وTLR4  مختلف هاي ژن حاوي پلاسمید دریافت از پس ساعت 48

 یک مدت بهلیتر  به مقدار یک میکروگرم بر میلی  LPS با ورتمجا
  .ساعت

ر دا انحراف استاندارد در سطح معنی ±ها به صورت میانگین داده
ها بیان گیرنده را در پاسخ به  همه انواع سلول. بیان شده است 05/0

LPS افت یدر هاي اما میزان این افزایش تنها در سلول ؛افزایش دادند
  .دار بود معنی یحشکننده ژن و

WT افت کننده یسلول در 299، یافت کننده ژن نوع وحشیسلول در
افت کننده ژن موتان یسلول در D299G ،399ژن نوع موتان 

  T399Iنوع
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 دیکه پلاسم ییها در سلول TLR4بیان  فلوسایتومتريآنالیز :  4شکل 
میزان بیان . ل شده استبه آنها منتقوحشی و موتان ته یژن وار يحاو

 یسلول تقریباً دو برابر ؛افت کردهیرا در نوع وحشیکه  یدر سلول
  .استافت کرده یدر را نوع موتان است که ژن 

  
  

 بـادي  آنتـی  بـا  TLR4 کننـده  بیـان  هـاي  سـلول  آمیزي رنگ) ج
  اختصاصی

 تریپسـینه  هـا  سلول ، سلول به ژن انتقال زمان از ساعت 48 از پس
 PBS میکرولیتـر  100 در سـلولی  سوسپانسیون یکیت در نها و شده

   TLR4 ضـــد بـــادي آنتـــی میکروگـــرم یـــک مقـــدار. شـــد تهیـــه
)BD Biosciences (در دقیقــه 30 مــدت بــه و اضــافه هــا ســلول بــه 

 دقیقـه،  30 زمـان  گذشـت  از پـس . شـدند  انکوبه یخ روي و تاریکی
دور  دقیقـه بـا   10و بـراي   ندشسته شد PBSتر یل یلیک میبا  ها سلول

g200 دور رویـی  مایع. شدند سانتریفوژگراد  یدرجه سانت 4 دماي و 
ــر مراحـــل و شـــد ریختـــه ــراي شـــده ذکـ ــادي آنتـــی بـ ــه بـ   ثانویـ

)BD Biosciences, mouse PE-conjugated anti human IgG (
  .شد تکرار
  ها ل دادهیه و تحلیتجز
ــرم  داده ــا اســتفاده از ن ــار هــا ب ــزار آم ــون SPSS-11.5 ياف   و آزم

Chi-Square 05/0کمتـر از   يدار یسطح معن .ل شدندیه و تحلیتجز 
  .درنظر گرفته شد

  ها یافته
 در TLR4 ژن بیان که داد نشان فلوسایتومتري هاي آزمایش نتایج

 ردیابی قابل که طوري به. است پایینی سطح در HCT116 هاي سلول
ــه ــود فلوســایتومتري روش ب ــاي ســلول کــه یحــال در. نب  و HT29 ه

CaCo2 کم میزان هب TLR4 کی شکل( کردند بیان را.(  
ــدمان بررســی ــال ران ــ ژن انتق ــیله هب ــالیز وس ــکوپی آن  و میکروس

 درصـد  80 حدود که داد نشان HCT116 سلولهاي در فلوسایتومتري
  ).2 شکل( اند کرده دریافت را GFP ژن ها سلول

هـا   دهی این سـلول  و پاسخ HCT116 هاي سلول روي TLR4 بیان
 روش بـــا هـــا ســـلول بـــه ژن انتقـــال ســـاعت 48 زا پـــس LPSبــه  

کـه ژن   ییهـا  سـلول  .است شده داده نشان 3 شکل در فلوسایتومتري
درصـد بـا   24ان ی ـن بیانگی ـبا م؛ افت کرده بودندیرا در یته وحشیوار

و ) درصد 7و  6( سه با انواع موتانیدر مقا 18/1ار حدود یانحراف مع
) درصـد  5/1 ( بودنـد افـت نکـرده   یکـه ژن در  ییها طور سلول نیهم

  .)>05/0P( نشان دادند يشتریان بیزان بیم يدار یصورت معن هب
 امـا  ؛افـت یافزایش  ها بیان گیرنده همه سلولدر  LPSدر پاسخ به 

افـت  یرا در TLR4 یتـه وحش ـ یکه ژن وار ییها این افزایش در سلول
 يهـا  کـه ژن ی یهـا  سـلول  درو ) >05/0P( دار بود معنی ؛کرده بودند

دار  کنتـرل معنـی  گروه  درز ینافت کرده بودند و یرا درموتان  تهیوار
در  LPSدقیقـه تیمـار بـا     60پـس از   TLR4بیشترین سطح بیان  .نبود

میزان بیان ایـن گیرنـده    .هاي داراي نوع وحشی ردیابی گردید سلول
اما تفاوت  ؛داري نداشت معنی يآماردر دو نوع سلول موتان تفاوت 

بـود  دار  معنـی  TLR4هـاي کنتـرل از نظـر بیـان      ها با سـلول  این سلول
)05/0P<.(  
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 ییهـا  در سـلول  TLR4 فلوسایتومتري يها نتیجه یکی از آزمایش
ند در افت کردیدر را D299Gنوع وحشی و موتان  تهیوار يها که ژن
را  نوع وحشیکه  یدر سلولمیزان بیان . نشان داده شده است 4شکل 

 را نـوع موتـان  اسـت کـه ژن    یولسـل  تقریباً دو برابـر  ؛افت کردهیدر
  .استافت کرده یدر

  بحث
هایی که احتمالاً اولین سد  بر سطح سلولاً دائم TLRsهاي  گیرنده

هاي فاگوسیت کننده  سلول. شوند بیان می ؛ژن هستند برخورد با آنتی
تـرین   هـاي دنـدریتیک مهـم    هـا و سـلول   ماکروفاژها، نوتروفیل مانند

هـا را بیـان    مقادیر بالایی از این گیرنـده  ها بوده و مخازن این گیرنده
هـا تنهـا بـه     اخیراً گزارش شده کـه بیـان ایـن گیرنـده    ). 18(کنند  می

هـاي بـدن    قسـمت اعظـم سـلول   شـده و  هـاي ایمنـی محـدود ن    سلول
نتایج مطالعه ). 19( کنندرا بیان  TLRsتوانند حداقل یک گروه از  می

ــا   ــر ب ــایتومتريحاض ــه   فلوس ــان داد ک ــلولرو TLR4نش ــاي  ي س ه
HCT116  هــاي  و روي سـلول  شــود بیـان نمــیHT29  و CaCo2 در

روي ایـن   TLR4سـطح پـایین بیـان    . شـود  سطح بسیار پایین بیان مـی 
دهنده تولرانسی اسـت   هاي اپیتلیال روده نشان ها به عنوان سلول سلول

هـاي گـرم    هاي اپیتلیال روده به باکتري که طی مراحل تکامل، سلول
ــد ه نشــان دادهمنفــی ســاکن رود ایــن موضــوع احتمــالاً یکــی از  . ان

هاي  هایی است که موجب تولرانس به اندوتوکسین باکتري مکانیسم
ــی  ــی روده م ــرم منف ــود  گ ــه ). 17(ش ــاران Suzukiدر مطالع  و همک

بـه سـه دسـته     TLR4هـاي اپیتلیـال روده انسـان براسـاس بیـان       سـلول 
روي  را TLR4ه هایی ک ـ ، سلول HCT116هاي با بیان کم مثل  سلول

که  ییها و سلول کنند بیان میSW480) (سطح سلول در حد ردیابی 
TLR4 صورت سیتوپلاسمی هرا ب )Colo205(  م ی؛ تقس ـکننـد  بیان مـی
 HCT116هاي  روي سلول TLR4در مطالعه ما هم بیان ). 20( دیگرد

ــا   ــا روش   LPSبــدون پلاســمید و بــدون تحریــک ب قابــل ردیــابی ب
هـاي   بیـان ژن  يبـرا همـین خـاطر ایـن سـلول      به .دنبو فلوسایتومتري

انتخاب شد تا بیان ژن اصـلی سـلول در بیـان     TLR4وحشی و موتان 
و همکـاران   An مطالعـه  در. ژن انتقال یافته بـه سـلول مداخلـه نکنـد    

باعـث افـزایش بیـان     LPSهاي دندرتیک به تحریک بـا   پاسخ سلول
TLR4 ــگرد ــل  ).21(د ی ــاران Heدر مقاب ــا و همک ــه  نش ــد ک ن دادن
قـرار   LPSتحریـک بـا    هاي سـرطانی ریـه انسـان تحـت تـاثیر      سلول

 يدار تغییــر معنــی LPSدر جــواب بــه  TLR4ســطح بیــان  نگرفتــه و
در  LPSدهـد کـه پاسـخ بـه      ایـن مطالعـات نشـان مـی    ). 16(نداشت 

  .هاي مختلف براساس نوع و عملکرد بافت متفاوت است سلول

بـر   TLR4هـاي   رفیسـم وم لـی هدف از این مطالعه بررسـی تـاثیر پ  
در ایـن مطالعـه   . بـود  LPSدهـی بـه    میزان بیان ایـن گیرنـده و پاسـخ   

را  TLR4هـاي مختلـف    که پلاسمید حاوي ژن HCT116هاي  سلول
. این گیرنده را روي سـطح خـود بیـان کردنـد     ؛دریافت کرده بودند

بیشتر از نوع موتـان   يدار طور معنی همیزان بیان نوع وحشی گیرنده ب
دار بیـان گیرنـده را    طور معنی هب LPSود و انواع وحشی در پاسخ به ب

بعد  HCT116هاي  روي سلول TLR4بیان نوع وحشی . افزایش دادند
، در شــرایط بهینــه کمتــر از  LPSاز انتقــال پلاســمید و تحریــک بــا 

  .وتان تقریباً نصف این مقدار بودبود و براي انواع م درصد30
کـه ژن موتـان    یدر سـلول  LPS بـه دهـی   مکانیسم کـاهش پاسـخ  

TLR4 اما براساس مطالعـه   ؛مشخص نیستافت کرده یرا درArbour 
در بیان ملکول پـروتئین   ؛ممکن است TLR4و همکاران انواع موتان 

ها باعث  مورفیسم همچنین این پلی. بر سطح سلول دچار مشکل باشند
د کـه وار  طـوري  بـه . شـوند  استنشـاقی مـی   LPSدهی به  کاهش پاسخ

هـاي هـوایی یـا     هـاي اپیتلیـال راه   بـه سـلول   TLR4کردن ژن وحشی 
موتان باعث برطـرف شـدن    TLR4ماکروفاژهاي ریه در افراد داراي 

هـاي   در مطالعه مـا نیـز حساسـیت گیرنـده    ). 11(شود  این اختلال می
 يآمـار نسـبت بـه نـوع وحشـی کـاهش       LPSبـا  موتان به تحریـک  

 TLR4هاي  اهش حساسیت موتانکه ک حال این .دنشان دا يدار معنی
هاي گرم منفی وکاهش بیان انـواع موتـان نسـبت بـه      باکتري LPSبه 

ــه     ــتلاء ب ــه اب ــراد ب ــالی روي اســتعداد اف ــاثیرات احتم وحشــی چــه ت
هاي مختلف از جمله  هاي مزمن و سرطان هاي عفونی، التهاب بیماري

نـه  هاي بیشـتري در ایـن زمی   نیاز به پژوهش ؛لورکتال داردوسرطان ک
  .دارد

  گیري نتیجه
 گیرنده موتان نوع داراي هاي سلول روي TLR4 بیان پایین سطح

 هـاي  سـلول  در گیرنـده  بیـان  روي هـا  مورفیسـم  پلی این که داد نشان
  .اثر دارند کولون سرطان

  تشکر و قدردانی
اخـذ   يسنده مسـؤول بـرا  ینونامه  انیاز پا ین مقاله حاصل بخشیا

 يام مالز یو پی از دانشگاه یپزشک یسشنا یمنیدر رشته ا PhDدرجه 
ــد .بــود ــر  و Stefanieدکتــر  يله از همکــاریوســ نیب از  Prasadدکت

ــ .گــردد یر و تشــکر مــیلنــد تقــدیدانشــگاه مر ن از دانشــکده یهمچن
ق ی ـن تحقی ـا یت مـال یحما به خاطر يام مالز یپ ویدانشگاه  یپزشک

  .گردد یم يسپاسگزار
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Abstract 
Background and Objective: Toll-like receptors (TLRs) have been discovered as the most important 
receptors in innate immunity. One of the most important TLRs is TLR4, the key receptor for the LPS 
component of gram-negative bacteria. Two polymorphisms, D299G (rs4986790) and T399I (rs4986791), 
in TLR4 gene are associated with a decreased response to LPS. This study was done to estimate the 
expression of different polymorphisms of TLR4 gene in colorectal cancer cell line by flowcytometery. 

Materials and Methods: In this laboratory study, the HCT116 cells were transfected with plasmids 
containing different variants of TLR4 gene including; Flag-tagged-TLR4 wild type, flag-tagged D299G 
and T399I Using TurboFect transfection reagent. Transfection efficiency was evaluated by GFP plasmid. 
Expression of different variants of TLR4 was assessed in transfected cells by flowcytometery. Data were 
analyzed using SPSS-11.5 and chi-square test. 

Results: TLR4 was detected on HT29 and CaCo2 cell lines at low levels.  HCT116 cells did not express 
detectable amounts of TLR4 by flowcytometery prior to transfection.  Gene transfer efficiency for GFP 
plasmid was about 80% in HCT116 cells by flowcytometery and microscopic analysis. TLR4 expression 
and LPS responsiveness significantly was higher in HCT116 cells which were transfected with wild type 
TLR4 gene  compared to non-transfected and mutant transfected cells (P<0.05). 

Conclusion: Lower expression of TLR4 on cells with mutant TLR4 showed that these polymorphisms 
affect on expression patterns of TLR4 on colon cancer cells. 
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