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مقاله
تحقيقاتي

بررسي اثرات ضد توموري تركيبات ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس بر مهار توليد آنزيم هاي 
متالوپروتئينازها در رده سلولي فيبروساركوماي انساني 

*شهلا رودبار محمدي1، مريم رودباري2، محمود وحيدي3، زهير محمد حسن4، ناهيد دارابي5 

چكيد ه

سابقه و هدف: آنزيم هاي متالوپروتئيناز نقش مهمي در فرايندهاي فيزيولوژيك و پاتولوژيك ايفا مي كنند. شواهد زيادي مبني بر 
نقش آنزيم هاي متالوپروتئينازها در تهاجم تومورها و بيماري هاي التهابي وجود دارد. در اين مطالعه اثر تركيبات ديواره سلولي 
كانديدا بر روي توليد آنزيم هاي متالوپروتئينازها با استفاده از سنجش سايتوتوكسيسيتي و همچنين زايموگرافي ژلاتين انجام شد. 
مواد و روش ها: اين مطالعه توصيفي به مدت يك سال در دانشكده پزشكي تربيت مدرس انجام شد. تركيبات ديواره سلولي كانديدا با 
بافر ليز كننده جدا سازي شد و غلظت هاي 0، 10، 50، 100 (μg/ml) آن به سلول هاي فيبروساركوماي انساني موجود در چاهك ميكرو 
MTT (3- (4, 5-dimethylthiazol-2yl) پليت 96 خانه اي اضافه شد و اثرات مهاري آن روي سلول هاي توموري با تست سايتوتوكسيسيتي

(diphenyltetrazolium bromide -2,5-  ، و همچنين تست زايموگرافي بررسي شد. 

يافته ها: نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه تركيبات ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس داراي اثرات مهاري بر روي سلول هاي 
توموري بوده است، زيرا ميزان حيات و زنده بودن سلول هاي توموري را در تست MTT در مقايسه با گروه كنترل كه هيچ تيماري 

نداشتند، كاهش داده است و همچنين توليد آنزيم هاي متالو پروتئينازها در حضور اين فراكشن كاهش معنا داري داشته است. 
بحث و نتيجه گيري: از آنجايي كه مهار فعاليت آنزيم مي تواند در درمان بيماري هايي از قبيل سرطان مفيد باشد و با توجه به نتايج 
حاصل از اين مطالعه مي توان تركيبات ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس را به عنوان يك خط درمان جهت مهار فعاليت آنزيم هاي 

متالوپروتئيناز به كار برد. 
كلمات كليدي: تركيبات ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس، آنزيم هاي متالوپروتئيناز، MTT، زايموگرافي
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مقدمه 
با توجه به افزايش بيماري هاي مرتبط با نقص ايمني و سرطان 
در سال هاي اخير، تلاش هاي زيادي در جهت استفاده از عوامل 
ايمونومدولاتوري با منشا طبيعي به عنوان تركيبات دارويي، شكل 
گرفته است (1، 2). متاستاز خصوصيتي است كه تومور بدخيم را 

از نئوپلازي خوش خيم مجزا مي كند (3)، لذا جلوگيري از متاستاز 
يكي از اصلي ترين مراحل در درمان سرطان است (3)، ماتريكس 
متالوپروتئينازها Matrix Metalloproteinases (MMPs)  يك خانواده 
آنزيمي همولوگوس بوده كه از تركيبات ماتريكس خارج سلولي 
فعاليت  جهت  سوبسترا  به عنوان   (ECM) Extra cellular Matrix
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خارج  ماتريكس  تخريب  مي كنند(4).  استفاده  خود  پروتئولتيك 
مي شود.  توموري  سلول هاي  متاستاز  و  تهاجم  به  منجر  سلولي 
براساس سوبستراهاي اختصاصي و ساختار دومن متالوپروتئينازها 
آنها را به 4 گروه تقسيم مي كنند كه يكي از اين زير گروه ها از ژلاتين 
 MMP و كلاژن به  عنوان سوبسترا استفاده مي نمايند اين زير گروه
 (B ژلاتيناز) MMP-9 و (A ژلاتيناز) MMP-2 ژلاتيناز شامل دو عنصر
مي باشد كه در ابتداي رشد و متاستاز سلول هاي توموري، دخيل 

هستند (4، 5). 
بنابراين هر عاملي كه نقش ممانعت كنندگي در فعاليت و بيان 
متالوپروتئينازها داشته باشد توانايي مهار رشد سرطان را خواهد 
داشت (4) و مي تواند به عنوان يك خط درماني جهت بيمار هاي 
بر  ويژه اي  توجه  اخير  سال هاي  در  باشد.  بدخيمي ها  و  التهابي 
جديد  كلاس  يك  به عنوان   MMPs اثر  كننده هاي  ممانعت  روي 
داروهاي ضد سرطان معطوف شده است(5)، اين نوع تركيبات 
آن  پلي ساكاريدهاي  و  گلوكان   حاوي  بخش هاي  در  قارچها  در 
وجود دارد (1) كه از آنها به عنوان ايمنومدولاتور با خاصيت ضد 
توموري ياد شده است از جمله lentinan β (1-3) D-glucan از قارچ 
Lentinus edoder و Schizaphyllan از قارچ شيزوفيليوم كاميونه از 

تركيبات اصلي ديواره سلولي اين قارچ هابوده كه خاصيت ضد 
مشتق  بتاگلوكان   .(7  ،6) دارند  ايمنواستيمولاتوري  و  توموري 
توموري  سلول هاي  رشد  مهار  توانايي  گانودرما  قارچ  از  شده 
را در Carcinoma و سلول هاي ملانوماي B16 داشته (7) و اين 
و  ضدتوموري  اثرات  به   β-glucan ايمنوفارماكولوژيك  خاصيت 
مهار كارسينوژنز آن برمي گردد. β - گلوكان ها و مانان از اصلي ترين 
اجزا ديواره سلولي قارچ ها از جمله كانديدا آلبيكنس مي باشند 
كانديدا  سلولي  ديواره  فراكشن هاي  اثر  حاضر  تحقيق  در   .(8)
قرار  بررسي  مورد  متالوپروتئينازها  آنزيم هاي  فعاليت  روي  بر 

گرفته است. 

مواد و روش ها 
اين مطالعه در سال 89 در دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس 
كانديدا  سلولي  ديواره  ازتركيبات هاي  تحقيق  اين  شد.در  انجام 
 (ATCC آلبيكنس استفاده شد. سويه استاندارد قارچ كانديدا آلبيكنس
(10321 از انستيتو پاستور ايران تهيه و بر روي محيط كشت سابورو 

دكستروز آگار حاوي آنتي بيوتيك كلرامفنيكل كشت و به مدت 24 
ساعت در انكوباتور C°37 قرار گرفت. 

تهيه تركيبات ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس 
گلوكز %2،  شامل   GYEP محيط  از  انبوه  كشت  توليد  منظور  به 
پپتون 1/%0 و عصاره مخمر 0/3% استفاده شده و آنتي بيوتيك هاي 
كلرامفنيكل (mg/ml 50) و استرپتومايسين (μg/ml 100) به محيط 
اضافه گرديد. سوسپانسيوني از كانديدا آلبيكنس به ميزان 106 سلول 
در هر ميلي ليتر تهيه و به ارلن ها اضافه گرديد. سپس ارلن ها به 
انكوباتور شيكردار با دور 100 دور در دقيقه منتقل و در درجه 
حرارت C° 30-28 به مدت 48 ساعت نگهداري شدند، بعد از 
48 ساعت ارلن ها در شرايط استريل به زير هود منتقل شده و پس 
از مخلوط نمودن محتويات ارلن، محيط حاوي مخمر را درون 
فالكون هاي ml 50 ريخته و با بافر فسفات 10 ميلي مولار و با 
استفاده از سانتريفيوژ يخچال دار (C°4 و دور g 800) به مدت 10 
دقيقه شستشو و جمع آوري شدند. بعد از سانتريفيوژ، مايع روئي 
را خالي كرده و با استفاده از يك سمپلر مخمرهاي رسوب شده ته 
فالكون را جمع آوري نموده و همه نمونه ها به درون يك فالكون 
منتقل شده و سپس 3 مرتبه با بافر فسفات استريل شستشو داده 
شد و در دور g 800 به مدت 10 دقيقه سانتريفيوژ شدند، رسوب 
باقيمانده جمع آوري شد. به منظور تهيه عصاره ديواره سلولي از 

روش Casanova همراه با برخي تغييرات استفاده شد (20).

شكستن ديواره سلولي مخمر 
زير هود و تحت شرايط استريل سلول هاي مخمري شسته شده 
كانديدا آلبيكنس درون لوله درپيچ دار استريل با حجم مشخصي 
از بافر مخلوط و به ميزان نصف حجم بافر پرل شيشه اي استريل 
به آن افزوده گرديد. سپس آنتي پروتئاز PMSF (0/001 مولار) كه 
درون اپندورف ml 0/5 با الكل 70 در صد حل شده است به منظور 
جلوگيري از تخريب پروتئين هاي آزاد شده ضمن شكسته شدن 
ديواره سلولي به مخلوط حاصل اضافه گرديد. سپس محتويات لوله 
ورتكس شده، عمل ورتكس تا آنجايي ادامه مي يابد كه حدود %90 
سول هاي مخمري شكسته شوند.شكسته شدن سلول هاي مخمري 
با مشاهده زير ميكروسكوپ نوري تاييد گرديد. پس از هر 2 دقيقه 
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ورتكس، حدود 30 ثانيه لوله محتوي مخمر درون بشر حاوي يخ 
قرار مي گرفت. پس از شكسته شدن ديواره سلولي، سلول ها به مدت 
30 دقيقه در C°37 انكوبه شدند. بعد از اين مرحله و جداسازي پرل 
شيشه اي، عصاره مخمري به مدت 5 دقيقه در حمام آب جوش 
(C°96) قرار گرفته و سپس در يك ظرف حاوي يخ قرار داده شد. 
لوله هاي حاوي سوسپانسيون سلولي دوباره به مدت 5 دقيقه به 
كمك ورتكس، مخلوط شده و سپس سوسپانسيون به مدت 10 
دقيقه با دور g 14000 در دماي C°4 سانتريفيوژ شد. در انتها مايع 
روئي را به كمك سمپلر برداشت نموده و وارد اپندورف استريل 
نموده به منظور جداسازي نمك و مواد اضافي از پروتئين ها، نمونه ها 

مورد دياليز قرار گرفتند. 

تعيين غلظت پروتئين به روش برادفورد 
به منظور سنجش غلظت پروتئين هاي تخليص شده از رنگ كوماسي 
برليانت بلو استفاده شده است. الگوي الكتروفورزي عصاره مخمري 
SDS- ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس با استفاده از روش الكتروفورز

PAGE مورد مطالعه قرار گرفت. در اين روش از ژل 10% براي تهيه 

ژل جدا كننده و متراكم استفاده شده است ژل پلي اكريل آميد با 
كوماس بلو R-250 رنگ آميزي شدند. 

انجام اولترا فيلتراسيون 
اولترا فيلتر به صورت آماده از شركت Millipore خريداري گرديد. 
عصاره پروتئيني ديواره سلولي در لوله هاي فالكول 15 ميلي ليتري 
كه محتوي فيلتر خاص با KD Cutoff 50 بوده است قرار گرفت، پس 
از ريختن عصاره پروتئيني توسط سمپلر درون فيلتر، لوله مربوطه، 
در دماي C°4 و دور RPM3000 به مدت 10 دقيقه سانتريفوژ گرديد. 
پس از سانتريفوژ، در حد فاصل فيلتر، دو فاز تشكيل گرديد. فاز 
بالايي محتوي پروتئين هايي با وزن مولكولي بيش از KD 50 بوده 
است كه مد نظر ما بوده است و فاز پاييني محتوي پروتئين هايي با 
وزن مولكولي كمتر از KD 50 بوده است كه دور ريخته شد.سپس 

دوباره عصاره پروتيئني الكتروفورز شدند. 

  (Limulus Amebocyte Lysate) L.A.Lآزمون
به منظور اثبات عدم وجود ليپو پلي ساكاريد LPS موجود در عصاره 

  L.A.Lپروتئيني تخليص شده از ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس تست
انجام شده است. اين تست در موسسه رازي كرج در بخش مركزي 
تحقيقات ميكروب شناسي انجام شد. اساس تست بر مبناي انعقاد 
ژل مي باشد. بدين صورت كه در صورت وجود گلوكان در عصاره 
پروتئيني مورد نظر ژل منعقد شده و رنگ آبي ايجاد مي شود و در 
صورت عدم وجود گلوكان ژل منعقد نشده و تغيير رنگي مشاهده 
نمي شود0. قبل از انجام اين تست عصاره پروتئيني مورد نظر زير 

هود در شرايط استريل از فيلتر μ0/22 عبور داده شد. 

كشت رده سلولي مناسب 
در اين تحقيق از سلول فيبروساركوماي انساني (HT 1080) استفاده 
 RPMI حاوي  سلولي  كشت  فلاسك  در  سلول ها  اين  ابتدا  شد. 
همراه با FBS (Fetal Bovine Serum) %5، پني سيلين Iu/ml 100 و 
استرپتومايسين ml/100  كشت داده شدند.پس از تريپسينه كردن 
سلول ها و جداسازي آنها از كف پليت، شمارش آنها با لام نئوبار 
انجام شد و مقدار 103 × 2 سلول به ميزان lμ100 در هر چاهك 
پليت 96 خانه اي به مدت 24 ساعت در انكوباتور CO2 دار در دماي 
C°37 انكوبه شدند و پس از 24 ساعت مايع رويي چاهك ها خالي 

شده وتعويض محيط انجام شد و دوباره به ميزان24 ساعت انكوبه 
 μg/ml) شدند.سپس مقادير مختلف از فراكشن هاي ديواره سلولي
100 ،50 ،10 ،0) به هر چاهك اضافه شد. دوباره پليت به مدت 24 

ساعت در انكوباتور C°37 با CO2 %5 انكوبه شد (براي هر غلظت 
به صورت تريپليكيت آزمون انجام شد). يك سري از چاهك ها 
به عنوان كنترل منفي در نظر گرفته شد كه فقط حاوي سلول هاي 
فيبروساركوما بدون تركيبات ديواره سلولي بوده است. پس از آن 
مايع رويي هر چاهك به طور مجزا با سر سمپلر جمع آوري شده و 

از آن براي انجام تست زايموگرافي استفاده گرديد. 

آزمون زايموگرافي 
 MMP2,9 به منظور بررسي ميزان ممانعت كنندگي فعاليت آنزيم
فيبروساركوماي  سلولي  رده  از  شده  توليد  (متالوپروتئينازهاي) 
موثر  تركيب  يك  عنوان  به  سلولي  ديواره  تركيبات هاي  انساني، 
به كار گرفته شد. ميزان 20 ميكروليتر از مايع رويي چاهك هاي 
سلولي حاوي فراكشن هاي ديواره سلولي در غلظت هاي مختلف 
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جهت بارگذاري نمونه ها بر روي ژل 0/1% ژلاتين استفاده شد. 
الكتروفورز روي ژل پلي اكريل آميد محتوي ژلاتين در حضور 
سديم دو دسيل سولفات (SDS) انجام شد. كه مقاير اضافي آن با 
ششتشو هاي مكرر با محلول تريتون X-100 حذف گرديد و سپس 
ژل به مدت يك شبانه روز در بافر فعال كننده ژلاتيناز قرار گرفته 
و سپس با كوماسي بلو رنگ آميزي شد. پس از رنگ زدايي، مناطق 
پروتئوليز شده به عنوان باند هاي روشن در زمينه آبي قابل رويت 
بوده است و سپس ارزيابي كمي باند هاي ليز شده در مقايسه با 
چاهك هاي سلول هاي كه كنترل منفي بودند (سلول هايي كه با 
صورت  داكيومنتيشن  ژل  سيستم  توسط  نشدند)  تيمار  فراكشن 

گرفت و آناليزهاي مربوطه انجام شد. 

 MTT آزمون سايتوتوكسيسيتي
پس از 24 ساعت انكوباسيون با مقادير مشخصي از تركيبات ديواره 
سلولي كه در روش كار ذكر شد مايع رويي هر چاهك به طور 
 MTT مجزا با سر سمپلر جمع آوري شده و از آن براي انجام تست
استفاده شد. بدين ترتيب كه، مايع رويي هر چاهك با سر سمپلر 
جداگانه جمع آوري شده و دور ريخته مي شود سپس 10ميكروليتر 
از نمك تترازوليوم (MTT) به هر چاهك اضافه گرديد دوباره پليت 
به مدت 4 ساعت انكوباسيون شد. پس از اين مدت زمان، حدود 
200 ميكروليتر محلول DMSO (دي متيل سولفوكسايد) به آن اضافه 
گرديد و جذب نوري (OD) چاهك ها در طول موج 580 نانومتر 
توسط دستگاه الايزا ريدر قرائت شد. اين تست جهت بررسي 
ميزان زنده بودن سلول هايي كه با يك ماده تأثيرگذار تيمار شده اند 
به كار گرفته مي شود در اين تست از ماده احيا كننده تترازوليم بلو 
استفاده مي شود به عنوان مثال هر چه ميزان زنده بودن سلولها پس 
از تيمار بيشتر باشد ميزان جذب نوري كه با دستگاه قرائت مي شود 
بيشتر مي باشد زيرا ميزان رنگ ايجاد شده توسط سلول هاي زنده 

بيشتر خواهد بود.
آناليز آماري: تمامي داده ها بر اساس mean±SD محاسبه شده است. 
و براي تاييد اختلاف بين گروه هاي كنترل و گروه تست (سلول هاي 
 one-way analysis of تيمار شده با تركيبات ديواره سلولي) از تست
variance (ANOVA) استفاده شده است ود ر تمامي تست هاي انجام 

شده فقط P<0/05 معني دار در نظر گرفته شده است. 

يافته ها
نتايج حاصل از تهيه تركيبات پس از تخريب ديواره سلولي 

كانديدا آلبيكنس 
پس از كشت سوش استاندارد كانديدا آلبيكنس در محيط كشت 
GYEP وجمع آوري كردن آنها، به منظور دستيابي به پروتئين هاي 

ديواره سلولي عمل شكستن ديواره سلولي كانديدا در بافر ليز كننده 
انجام شد. نتايج شكستن ديواره سلولي نشان داد كه حدود %90-95 

مخمرهاي كانديدا آلبيكنس دچار تخريب شدند. 

 SDS-PAGE نتايج حاصل از الكتروفورز
نتايج حاصل از شكستن ديواره سولي و الگوي پروتئيني به دست 
آمده از آن با روش SDS-PAGE در شكل 3-1 نشان داده شده است. 
در اين مطالعه از ماركرهاي پروتئيني الكتروفورز با وزن مولكولي 
wide استفاده شده است تا تمامي وزن هاي مولكولي ممكن را داشته 

باشد وزن هاي مولكولي ماركر از 14/4 كيلو دالتون تا 116 كيلو 
دالتون بوده است كه در رنگ آميزي به روش كوماسي برلينت بلو 

شكل 1- الكتروفورز حاصل از عصاره پروتئيني ديواره سلولي كانديدا 
آلبيكنس 

M: ماركر پروتئيني با وزن مولكولي استاندارد 
CPF: تركيبات جدا شده از ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس كه داراي وزن هاي مولكولي مختلفي 
ميباشد و در كنار ماركر اوزان باند ها قابل تشخيص ميباشد زيرا ماركر داراي وزن مولكولي مشخص 
است كه پس از الكتروفورز باندهاي آن از هم جدا شده و شاخصي جهت تعيين وزن مولكولي 

تركيبي است كه اوزان آن برايمان مجهول مبياشد.
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G250 باندهاي پروتئيني به ترتيب وزن مولكولي ظهور مي يابند. 

الگوي الكتروفورزي حاصل از عصاره پروتئيني استخراج شده از 
ديواره سلولي در شكل1 طيف وسيعي از باندهاي پروتئيني با وزن 

مولكولي متفاوت را نشان مي دهد. 

نتايج حاصل از تعيين غلظت پروتئيني به روش برادفورد 
در اين مطالعه از روش براد فورد براي سنجش ميزان پروتئين هاي 
نمونه استفاده شده است. منحني استاندارد برادفورد در شكل2 
نشان داده شده است. پس از قرائت دانسيته هاي مربوطه با دستگاه 
الايزا ريدر با طول موج nm 590 غلظت پروتئين با استفاده از 
منحني استاندارد محاسبه گرديد. غلظت پروتئين نمونه با اين روش 

mg/ml 2  بوده است. 

BSA يك آلبومين سرم گاوي مي باشد و به عنوان يك پروتئين 

استاندارد جهت سنجش غلظت تركيبي كه حاوي پروتئين مي باشد 
بكار گرفته مي شود همان طور كه در شكل مشخص مي باشد از 
غظت هاي مختلف اين پروتئين استاندارد استفاده شده و هر يك 
از اين غلظت ها داراي جذب نوري خاصي مي باشند و بدين ترتيب 
منحني استاندارد ترسيم مي شود و جذب نوري تركيب مجهول 
و بدين ترتيب  مي گيرد  قرار  استاندارد  منحني  ودر  شده  قرائت 

غلظت مجهول تعيين مي شود. 

نتايج حاصل از اولترافيلتراسيون تركيب حاوي پروتئين ديواره 
سلولي 

پس از مشاهده الگوي پروتئيني با وزن هاي مولكولي مختلف در 
SDS-PAGE به منظور حذف باندهاي غيرضروري اولترافيلتراسيون 

 SDS-PAGE بر روي نمونه انجام شد. در اين مطالعه با توجه به نتايج
از 50Cut off KD  استفاده نموديم. پروتئين هايي با وزن مولكولي 
بيشتر از KD 50 در فاز بالايي لوله اولترافيلتر قرار گرفته و فاز پاييني 
كه محتوي پروتئين هايي با وزن مولكولي كمتر از KD 50 بودند 

دور ريخته شدند. 

نتايج حاصل از الكتروفورز مجدد پس از انجام اولترافيلتراسيون 
به منظور تاييد حذف باندهاي اضافي و خالص سازي بيشتر نمونه 
پروتئيني دوباره الكتروفورز SDS-PAGE با همان شرايط قبل بر 
روي ژل 10% آگاروز انجام گرفت. نتايج الكتروفورز نمونه بعد از 
اوالترافيلتر در شكل 3 نشان داده شده است. الگوي پروتئيني نمونه 
بعد از اولترافيلتراسيون نشان مي دهد كه تعدادي از باندهاي اضافي 
حذف شدند و ميزان خلوص نمونه افزايش پيدا كرده است. در 
اينجا بيشتر باندها داراي وزن مولكولي حدود 55-40 كيلودالتون 

مي باشند. 

 L.A.L نتايج حاصل از آزمون
پس از انجام تست L.A.L در لوله هاي تست محتوي تركيب پروتئيني 
استخراج شده از ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس هيچ گونه انعقاد 
ژل و تغيير رنگي كه نشان دهنده وجود ليپو پلي ساكاريد باشد 

شكل2 - منحني استاندارد BSA به روش برا دفورد

شكل 3- الكتروفورز حاصل از عصاره پروتئيني ديواره سلولي كانديدا 
آلبيكنس پس اولترافيلتراسيون

نمونه سمت راست: ماركر پروتئيني با وزن مولكولي استاندارد ميباشد. 
نمونه سمت چب: تركيب پروتئيني ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس كه پس از اولترا فيلتر و حذف 

باند هاي اضافي ميزان خلوص افزابش يافته و داراي وزني در حدود 45 كيلو دالتون است
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ديده نشد. اين نتايج نشان مي دهد كه عصاره پروتئيني تخليص 
شده، فاقد ليپو پلي ساكاريدبوده است. انجام اين تست سريع بوده 

و حساسيت آن نيز مطلوب است. 

نتايج آزمون زايموگرافي 
زايموگرافي جهت تأييد اثر مهاري تركيبات ديواره سلولي روي 
فعاليت آنزيم هاي MMP2 و MMP9 در رده سلولي HT108 انجام شد. 
در نمودار1 نشان داده شده كه فعاليت MMP2 به طور قابل ملاحظه اي 
در حضور سلول هاي تيمار شده با تركيبات ديواره سلولي و به مدت 
24 ساعت كاهش يافته و با افزايش غلظت فراكشن هاي ديواره 
سلولي ميزان آنزيم هاي متالو پروتئيناز كاهش يافته است كه اين 
امر كاملا وابسته به دوز بوده است. بيشترين كاهش ميزان آنزيم 

مربوط به غلظت 100 ميكروگرم بوده است. 

 MTT نتايج حاصل از آزمون سايتوتوكسيسيتي
نتايج حاصل از اين تست در نمودار 2 براي هر كدام از غلظت هاي 
فراكشن هاي ديواره سلولي نشان داده شده است.با افزايش غلظت ها 
ميزان جذب نوري چاهك ها كاهش يافته است كه نشان دهنده كاهش 
فعاليت آنزيم MMP مي باشد. نتايج حاصل از آناليز آماري نشان داد كه 
(P<0/05) بوده است و كاهش توليد آنزيم هاي متالوپروتئيناز توسط 
 100μg/ml سلول هاي فيبروساركوما معني دار بوده است در غلظت
از تركيبات ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس P =0/003 بوده است. 

بحث 
دليل اصلي مرگ و مير مربوط به سرطان ها متاستاز آنها مي باشد كه 
متاستاز در ارگان هاي مختلف يا در مناطق مختلف از همان ارگان 
رخ مي دهد. سلول هاي متاستاز دهنده از نظر بيولوژيكي هتروژن 
عملكردهاي  با  مختلف  سلولي  جمعيت هاي  شامل:  و  مي باشند 
متنوع، سرعت رشد متفاوت، گيرنده هاي سطحي مختلف، خواص 
آنتي ژنتيكي و ايمونوژنيسيتي و پرو فايل آنزيمي متفاوت از يكديگر 

مي باشند (9، 10). 
متالوپروتئينازهاي ماتريكس (زمينه اي) جزء گروه اصلي آنزيم ها 
مي باشند كه تركيبات ماتريكس سلولي را با استفاده از روي (به عنوان 
كوآنزيم) جهت فعاليت هاي پروتئوليتكي تجزيه مي كنند. اين آنزيم ها 
براي فرآيندهاي بيولوژيكي مختلف طبيعي از قبيل توسعه جنيني، 
شكل زايي (مورفوژنز) و توليد بافت هاي جديد ضروري مي باشند. 
شامل:  پاتولوژيكي،  فرآيندهاي  در  مهمي  نقش  متالوپروتئينازها 
التهاب، آرتريت، بيماري هاي قلبي – عروقي، بيماري هاي ريوي و 
سرطان ايفا مي كنند. بسته اختصاصيت سوبسترا و ساختار دوميني 
آنها، متالوپروتئينازها به 4 زيرگروه عمده تقسيم بندي مي شوند. يكي 
از زيرگروه ها شامل ژلاتيناز نوع IV و كلاژناژمي باشد كه سبب 
تخريب ژلاتين مي گردند. اين زيرگروه ها MMP (متالوپروتئينازها) 
  (MMP9) Bو ژلاتيناز  (MMP2) Aشامل اعضاي مجزا به عنوان ژلاتيناز
مي باشد. MMP2 و MMP9 در تومورزايي و متاستاز تومور نقش اصلي 
دارند. (در سال هاي اخير توجه ويژه اي در شناسايي مهاركننده هاي 
MMP صورت گرفته است. در تحقيقات مختلفي ذكر شده كه تعدادي 

از MMP داراي فعاليت هاي ضدنئوپلازي مي باشند (11). تركيبات 

نمودار1- اثر فراكشن هاي ديواره سلولي كانديدا بر مهار توليد آنزيم هاي 
توليد  ميزان  فراكشن ها  غلظت  افزايش  با  زايموگرافي.  در  متالوپروتئيناز 

متالوپروتئينازها كاهش يافته است.

نمودار 2- اثر فراكشن هاي ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس در غلظت هاي) 
μg/ml 0 و 10 و50 و100) نشان داده شده است.با افزايش غلظت فراكشن ها 

ميزان زنده بودن سلولهاي توموري كاهش يافته است كه نشان دهنده كاهش 
ميزان آنزيم متالوپروتئيناز بوده است.
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ضدسرطاني موجود در كانديدا آلبيكنس مربوط به بخش حاوي 
پلي ساكاريدها از جمله گلوكان، مي باشد.از آنجايي كه تركيبات 
ديواره سلولي كانديدا در اين مطالعه حاوي گلوكان بوده است 
مي توان خاصيت ضد توموري آن را به گلوكان موجود در ديواره 
نسبت داد. بتا گلوكان ها تركيبات پلي ساكاريدي طبيعي مي باشند. 
اين پليمرهاي گلوكزي در ديواره سلولي قارچ ها وجود دارد (از 
جمله در كانديدا آلبيكنس، آسپرژيلوس فوميگاتوس و هم چنين 
ساكارومايسس سرويسيه). تركيبات اصلي ديواره سلولي قارچ ها 
پلي ساكاريدها و گليكوپروتئين ها مي باشد كه 70 در صد وزن 
خشك آنها را شامل مي شود. براي مثال در كانديدا آلبيكنس ديواره 
سلولي شامل سه تا هشت لايه است (لايه داخلي حاوي بتاگلوكان 
نامحلول 30 تا 35%، لايه مياني حاوي بتاگلوكان محلول 20 تا 
22% و لايه خارجي حاوي گليكوپروتئيني حدود 30% را شامل 

مي شود (12 ، 13). 
بتاگلوكان ها داراي خواص تعديل كننده سيستم ايمني مي باشند. 
بيماراني كه مبتلا به عفونت هاي قارچي از قبيل كانديديازيس، 
آسپرژيلوزيس و غيره مي باشند، در سرم خود داراي مقادير بالايي 
از بتاگلوكان مي باشند. به همين دليل فعال سازي ماكروفاژ ها و عمل 
فاگوسيتوزيس پاتوژنها و ميزان سايتوكاين هاي پيش التهابي در اين 
دسته از بيماران بالاتر مي باشد. بتاگلوكان ها نقش اصلي خود را از 
طريق فعال سازي ماكروفاژ ها ايفا مي كنند. ماكروفاژ در دفاع سيستم 
ايمني اختصاصي و ذاتي نقش مهمي را ايفا مي كند. ماكروفاژ قادر 
به توليد و ترشح سايتوكاين التهابي از قبيل IL-2 ,IL-8 ,IL-6 ,IL-1 و 
 ،NO و همچنين عوامل ضد ميكروبي ا زقبيل نيتريك اكسايد INF-α

پر اكسيد هيدروژن (H2O2) مي با شند. بنابراين فعال سازي ماكروفاژ ها 
توسط بتاگلوكان سبب افزايش عملكرد سيستم ايمني ميزبان مي گردد 
(14، 15). مطالعات متعددي (در حال حاضر بيش از 6000 مقاله) 
نشان دادند كه بتا 1 و 3 گلوكان هم فرم محلول و هم فرم ذره اي 
(نامحلول) آن داراي خصوصيت تعديل كننده سيستم ايمني شامل 
خواص ضد باكتريال، ضد توموري مي باشد (16). بتاگلوكان ها 
سلول هاي  مي باشد.  كارسينوژنيك  ضد  خواص  داراي  همچنين 
كشنده طبيعي در دفاع عليه تومورها نقش مهمي را ايفا مي كنند. از 
آنجايي كه بتاگلوكان ها مي توانند سبب فعال سازي سلول هاي كشنده 

طبيعي شوند قادر به مهار رشد تومور در مراحل مختلف مي باشند. 
بتاگلوكان را مي توان به عنوان ادجوانت در راديوتراپي بيماراني كه 
تحت شيمي درماني، بيماري هاي خوني و ساير بدخيمي ها هستند 
بكار برد. در سرطان ها گلوگان به عنوان مكمل به منظور كاهش 
اثرات جانبي در طول شيمي درماني يا راديوتراپي جهت به حداقل 
رسانيدن متاستازو جلوگيري از عود بيماري مي تواند كاربرد داشته 
باشد.گلوكان با مهار سنتز DNA در سلول هاي سرطاني، تخريب 
آنزيم هاي مؤثر در فعاليت سلول هاي توموري، افزايش عملكرد 
ماكروفاژها و تنظيم فعاليت لنفوسيت B و T قادر است سرعت انتشار 
و متاستاز س    لول هاي سرطاني را كاهش  دهد (18، 17). همچنين 
گلوكان قادر به فعال سازي سلول هاي NK (كشنده طبيعي) در 
موش هاي مبتلا به سرطان نيز مي باشد (19). امروزه بر پايه اثرات 
ايمونومديلاتورها، اين تركيبات به عنوان چهارمين روش در درمان 
سرطان مطرح هستند. در اين تحقيق نتايج تاثير تركيبات ديواره 
سلولي با غلظت هايμg/ml (100 ،50 ،10 ،1 ،0)  بر روي سلول هاي 
فيبرو ساركوما نشان داد كه اين فراكشن در تمامي غلظت هاي 
گلوكان قادر به مهار رشد سلول هاي سرطاني فيبروساركوما بوده 
است كه در غلظت 100μg/ml  در تست MTT  بيشترين مهار رشد 
سلول هاي سرطاني را موجب شد, (P<0/05) از آنجايي كه ميزان 
(P<0/05) بوده است بنا بر اين مها رشد سلول ها كه با روش تعيين 

ميزان سايتوتوكسيسيته سلول ها سنجيده شد معنا دار بوده است و 
با نتايج زايموگرافي همخواني داشته است. كاهش در آنزيم هاي 
مؤثر در فعاليت سلولهاي توموري، نويد كاهش سرعت در انتشار و 
گسترش متاستاز سلول هاي سرطاني و كاهش و يا متوقف ساختن 

رشد آنها مي باشد. 
با توجه به يافته هاي اين تحقيق كه مشخص گرديد اين تركيبات جدا 
شده از ديواره سلولي كانديدا آلبيكنس قادر به مهار رشد سلول هاي 
متالوپروتئيناز  آنزيم هاي  توليد  مهار  همچنين  و  ساركوما  فيبرو 
مي باشند و همچنين ساير مطالعات انجام شده در رابطه با خواص 
اين  مي توان  پلي ساكاريدي،  تركيبات  اين  ايمنوايستمولاتوري 
پلي ساكاريد را به عنوان يك مكمل غذايي و يا دارو جهت درمان و 

يا كنترل كننده سلول هاي سرطان معرفي نمود.
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