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 چکیده

های پیش التهابی و ایجاد در تولید سایتوکاین  HSP70 (Heat Shock Protein 70) از آنجا که مطالعات انجام شده نشان دهنده نقش مقدمه:

لذا مطالعه حاضر با هدف  ،التهاب می باشد و با توجه به اینکه تاکنون مطالعه ای در این مورد در زمینه دندانپزشکی صورت نگرفته است

سیرهای پیام متوسط تا پیشرفته با افزایش م جنرالیزه در بیمارانبر ماکروفاژهای حاصل از بافت پریودنتیت مزمن  HSP70شناسایی اثر 

  صورت گرفت.TLR4 (Toll Like Receptor 4)  و MAPK (mitogen-activated protein kinase)رسانی 

Effects of HSP70 on TLR4 Expression by Increasing MAPK and NF-KB Signaling 

Pathways in Periodontitis 
 

Siamak Sandoghchian Shotorbani 1*, Adel Spotin 1, Javad Mahmoudi 2, Amir Dehghan 3,  

Saeed Sadigh Eteghad 2 

1 Immunology Research Center, Tabriz University of Medical Sciences, Tabriz, Iran 
2 Neuroscience Research Center, Tabriz University of Medical Sciences, Tabriz, Iran 

3 Private Pactice, Tabriz, Iran 

Received: 10 November 2020; Accepted: 3 September 2021 

 

Introduction: According to previous studies, heat shock protein 70 (HSP70) plays a role in the production of 

proinflammatory cytokines and inflammation. Given that no study has been performed in the field of dentistry in this regard, 

the present research aimed to identify the effect of HSP70 on moderate to severe generalized chronic periodontitis with the 

increase of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and toll-like receptor 4 (TLR4) signaling pathways. 

Materials and Methods: This pilot study was performed on 50 subjects with moderate to severe chronic generalized 

periodontitis and 50 subjects with healthy periodontitis who were candidates for crown lengthening (CL) surgery. The 

subjects were selected based on the inclusion criteria from the patients who referred to the Gingival Surgery Department in a 

Private Dental Center, Tabriz, Iran. Tissue samples were obtained from the patients during pocket depth reduction surgery 

(for the experimental group) and CL surgery (for the control group). Macrophage inflammatory cells were extracted from 

tissue samples and the cells were stimulated by HSP70 as a timer; subsequently, the level of TLR4 in macrophage cells was 

examined. Results of the study were reported using descriptive statistical methods, such as mean, standard deviation, and 

frequency percentage. Repeated measures analysis was used to compare the expression of TLR4 in nuclear factor kappa B 

(NF-KB) and MAPK pathways at different hours. Moreover, ANOVA analysis of covariance was used to compare this rate 

between these two pathways at different times. Statistical analysis was performed in SPSS software (version 17) and a P-

value of <0.05 was considered statistically significant. 

Results: Based on the results, there was a significant relationship between TLR4 and HSP70 (P<0.001). Furthermore, in the 

tissue with chronic periodontitis, there was a significant relationship between the affected tissue and TLR4 (P<0.0001). It 

was also found that TLR4, MAPK, and NF-KB levels increased in the presence of HSP70. 

Conclusion: According to the findings, it can be said that TLR4 expression levels increased in the presence of HSP70 in 

periodontitis and can increase even more by excitation of MAPK and NF-KB pathways. 
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نفر از افراد مبتلا به پریودنتیت مزمن جنرالیزه متوسط تا  50تعداد  ،در این مطالعه که بر اساس مطالعه پایلوت انجام گرفت :هامواد و روش 

( و جراحی آزموند انتخاب شدند. نمونه های بافتی از بیماران در حین جراحی کاهش عمق پاکت )برای گروه بر اساس معیارهای ورو .شدید

به  HSP70)برای گروه کنترل( بدست آمد. از نمونه های بافتی سلولهای التهابی ماکروفاژ استخراج شده و سلولها بوسیله  افزایش طول تاج

در سلولهای ماکروفاژ مورد بررسی قرار گرفت. نتایج مطالعه با استفاده از روشهای آمار  TLR4صورت تایمر تحریک شدند و سپس میزان 

در ساعات مختلف از  NF-KB, MAPK (Nuclear factor kappa B)در مسیرهای  TLR4توصیفی گزارش شدند. جهت مقایسه میزان بیان 

 ANOVAمیزان بین دو مسیر و در ساعات مختلف از آنالیز کواریانس  آزمون اندازه گیری تکراری استفاده گردید. همچنین جهت مقایسه این

 در نظر گرفته شد. 05/0انجام شد و سطح معنی دار  17با ویرایش  SPSSاستفاده شد. آنالیز آماری با استفاده از نرم افزار 

در بافت مبتلا به پریودنتیت مزمن نیز  .شتد دا( وجو001/0>P) HSP70و  TLR4نتایج مطالعه نشان داد که ارتباط معنی داری بین  يافته ها:

و  MAPKو  TLR4(. همچنین در این مطالعه مشخص شد که میزان P<0001/0) شتوجود داTLR4ارتباط معنی داری بین بافت مبتلا و 

NF-KB در حضور HSP70 .بیشتر می شود 

یت افزایش بیان دارد که این افزایش بیان با تحریک پذیری در پریودنت HSP70در برابر  TLR4مطالعه حاضر نشان داد که  نتیجه گیري:

 می تواند بیشتر شود. NF-KBو  MAPKمسیرهای 

 ، پریودونتیتTLR4 ، رسپتور70پروتئین های شوک حرارتی  کلمات کلیدي:
 . 63-9:  1/ شماره  45دوره  1400مجله دانشکده دندانپزشکی مشهد / سال 

 

 مقدمه
فوني و التهابي بافتهاي پریودنتیت یک بیماري ع

که توسط  (1و2)حمایت کننده دندان مي باشد

ارگانیسم ها میكروارگانیسم هاي خاص یا گروهي از میكرو

و در صورتیكه درمان نشود منجر به  (1)ایجاد مي شود

هاي ساپورت کننده دندان و  تخریب پیشرونده بافت

تغییر در  (2).آن از دست رفتن دندان مي شودمتعاقب 

ونوسیت هاي محیطي با کاهش واکنش پذیري لنفوسیت م

 مرتبط است. سنتز مدیاتور  B Cellیا افزایش پاسخ 

 ( توسط TNF-α, IL1α, IL-6, IL-8, PGE2پیش التهابي )

B Cell ،ماکروفاژ ،PDL فیبروبلاست لثه و سلولهاي ، 

اپي تلیال منجر به تغییر در پاسخ ایمني ذاتي یا آداپتیو در 

 (1-5).دنتال مي شودنواحي پریو

TLR4 (Toll like Receptor4)  یكي از رسپتورهاي

 PAMPs Pathogen)اختصاصي تشخیص دهنده پاتوژن 

Associated Pattern)  مي باشد که لیپوپلي ساکاریدهاي

گرم منفي، بعضي از ساختارهاي محافظت  يباکتري ها

شده قارچي تا پاتوژن هاي مایكو باکتریایي و برخي از 

 مدارک متعددي (5).ندهاي داخلي را تشخیص مي دهدلیگا

در پاتوژنز بیماري پریودنتال  TLR4ارتباط بیولوژیكي  از

بوسیله  TLR4آبشار پیام رساني  (6).حمایت مي کنند

 TLR4( به دومن خارجي سلولي LPSاتصال لیگاند )

در پیام رساني  MyD88میانجي گري  (7-9).مي شود شروع

TLR4 ء هاي پلاسمایي اتفاق مي افتد و عمدتاً در غشا

، ارتباط IL-1Rشامل فسفریلاسیون کینازهاي مرتبط با 

هاي پایین  و سیگنال TNFمرتبط با رسپتور  6فاکتور 

و القاء  NF-kBدست مي باشد که منجر به فعال سازي 

 (10)مي شود IL-6و  TNFواسطه هاي پیش التهابي همانند 

را  TLR4لایي از مشخص شده که ماکروفاژها سطوح با

فعال  LPSبیان مي کنند و این سلولها در لثه هنگامیكه با 

 مي شوند سایتوکاین هاي پیش التهابي را تولید 

بنابراین ماکروفاژها یک نقش کلیدي در  (11).مي کنند

هاي التهابي میزبان از طریق فعال سازي  شروع پاسخ

TLR4  بوسیلهLPS (12).بازي مي کنند TLR4  به خاطر

نقشش در سیستم ایمني یک کاندید ژني خوب براي 

بیماري پریودنتال به حساب مي آید. مدارک متعددي از 

در پاتوژنز بیماري پریودنتال  TLR4ارتباط بیولوژیكي 

هاي گرم  ها در تشخیص باکتري TLRحمایت مي کنند. 
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( پورفیروموناس LPSمنفي همانند لیپوپلي ساکارید )

دخیل  ،ژن اصلي پریودنتال استجینجیوالیس که یک پاتو

( خانواده HSPپروتئین هاي شوک حرارتي ) (13)مي باشند.

پروتئین هایي هستند که در پاسخ به مواجهه با شرایط 

استرس زا توسط سلول ها تولید مي شوند. آنها براي اولین 

اما  ،بار در رابطه با شوک گرما توضیح داده شده اند

رس هاي دیگر از جمله قرار امروزه همچنین در هنگام است

نور اشعه ماوراء بنفش و هنگام  ،گرفتن در معرض سرما

ن در بیماریهایي که یو همچن بهبود زخم یا بازسازي بافت

این بیان مي شود.  ،ارتباط مستقیمي با التهاب دارند

افزایش بیان به صورت رونویسي تنظیم مي شود. تنظیم 

مهمي از  چشمگیر پروتئین هاي شوک حرارتي بخش

واکنش شوک حرارتي است و در درجه اول توسط فاکتور 

تقریباً در همه  HSPsشوک حرارتي القا مي شود. 

 از باکتریها گرفته تا انسان یافت  ،موجودات زنده

پروتئین هاي شوک حرارتي با توجه به وزن  (14).مي شود

 ،HSP60 ،مولكولي آنها نامگذاري مي شوند. به عنوان مثال

HSP70 و HSP90 پرکاربردترین( HSP  به ترتیب به )ها

کیلودالتون به خانواده هاي پروتئین  90و  70 ،60اندازه 

 8هاي شوک حرارتي مراجعه مي کنند. پروتئین کوچک 

که پروتئین را براي تخریب علامت  ،کیلوکالتون اوبیوکیتین

همچنین داراي پروتئین شوک حرارتي  ،گذاري مي کند

کریستالي آلفا  80پروتئین حدود  است. دامنه اتصال

اسیدآمینه به عنوان پروتئین هاي شوک حرارتي کوچک 

( نقش MAPK) ین کینازهائپروت (15).شناخته شده است

اساسي در مراحل سلولي مختلف شامل تكثیر، تمایز، 

هاي استرسي، التهاب، آپوپتوز و دفاع ایمني بازي  پاسخ

صلي پیام رساني یكي از مسیرهاي ا MAPK (16).مي کنند

ها مي باشد که فعالیت هاي سلولي و ترجمه را  T-cellدر 

در این مطالعه ما بر آن شدیم تا در  (17).تنظیم مي کند

مرحله اول با استخراج سلولهاي التهابي مثل ماکروفاژها از 

را اندازه گیري کنیم و  TLR4 بیان ،بافتهاي التهابي لثه

 HSP70 مكانیسم اثر TLR4همچنین با اندازه گیري میزان 

با چه  HSP70را بر روي مسیرها شناسایي کنیم تا ببینیم 

 مي دهد.  مكانیسمي اثر التهاب را افزایش

 هامواد و روش 

نفر از  50در  ،کاربردي –در این مطالعه بنیادي 

 12حداقل که  سال 70تا  25بیماران با محدوده سني 

و بریج، کرون و دندان )بدون در نظر گرفتن مولرهاي سوم 

تشخیص  حضور داشتند و نیز بیماران با ایمپلنت(

 30پریودنتیت مزمن جنرالیزه متوسط تا شدید با حضور 

در که به درمانگاه دندانپزشكي بخش پریو ها  درصد دندان

نوع جراحي . وارد مطالعه شدند مراجعه کرده بودند تبریز

سیستمیک  د. بیماران از نظروپاکت تراپي از نوع رزکتیو ب

را تكمیل نموده بودند. و رضایتنامه آگاهانه  ندبودسالم 

بیماري هاي سیستمیک )مثل دیابت  بیماران داراي

هاي متابولیک استخواني( و  ملیتوس، کانسر، ایدز، بیماري

مي اندازند،  قهایي که ترمیم زخم را به تعوی یا بیماري

یمني، هاي سرکوبگر سیستم ا سابقه رادیوتراپي یا درمان

هاي عفوني  هاي اتوایمیون، آلرژي و بیماري بیماري

دیگر، حاملگي یا شیردهي، سابقه مصرف آنتي بیوتیک در 

، سابقه NSAIDsدو ماه گذشته، تاریخچه مصرف مداوم 

از مطالعه  ،جرمگیري و تسطیح ریشه در یک سال گذشته

 خارج شدند.

پزشكي  در کمیته اخلاق دانشكده حاضرمطالعه 

مطرح و با کد  ه آزاد واحد تبریزدانشگا

IR.IAU.TABRIZ.REC.1395.4  .مورد تائید قرار گرفت

نمونه هاي بافتي از بیماران مبتلا به پریودنتیت مزمن 

جنرالیزه متوسط تا شدید در حین جراحي حذف یا کاهش 

عمق پاکت بدست آمد. روش برداشت بافت به صورت 
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كه حداقل ابعاد بود. با توجه به این ینالژساب مارفلپ 

در مواردي که عمق پاکت از  ،دوب mm1×mm3 مورد نیاز

mm5 ساب  حاصل از فلپهاي لثه اي  بافت ،بیشتر بود

بررسي به  در محیط نرمال سالین جهت ینالژمار

  آزمایشگاه ایمونولوژي ارسال شد.

ین شوک ئاستخراج سلول و تحریک با پروتجهت 

توسط  DMEM بافت در داخل محیط کشت ،70حرارتي 

به چند قطعه بریده شد و ذرات  10کاتر جراحي شماره 

وارد فالكون شده و  درصد 10بریده شده به همراه کلاژناز 

ساعت داخل یخچال قرار گرفت. پس از  8بمدت 

ها در محیط  ها، سلول سانتریفیوژ و جدا شدن آنزیم

به  c 37کشت در فلاسک قرار داده شدند و در انكوبه 

ز نگهداري شدند، سپس شستشو داده شده و با رو 2مدت 

  توسط فلوسایتومتري شمارش شدند. CD14مارکر 

، h2، h4به صورت تایمر  HSP70ها بوسیله پپتید  سلول

h8 ،h12 ،h24  تحریک شدند، سپسmRNA  سلولي

 Realبوسیله تریزول استخراج شده و با استفاده از دستگاه 

time PCR  Rotogen ( کیوتو ژاپشرکت)میزان  نTLR4  

 β-acticدر سلولهاي ماکروفاژ مورد بررسي قرار گرفت. 

بعنوان کنترل انتخاب گردید. همچنین مقداري از خود 

براي بصورت مستقیم  β-acticو  TLR4 بافت نیز با پرایمر

 مورد بررسي قرار گرفت. Real time PCRبا تكنیک کنترل 

 SDSPageبعد از لیزشدن روي ژل  ي پریوها بافت

 PVDFالكتروفورز شده و بر روي صفحات ترانسفر  12%

 درصد 5ترانسفر گردیدند. صفحات با شیر بدون چربي 

بمدت یک  PBSدر داخل  درصد Tween 1همراه با 

ساعت در دماي اتاق بلوکه شدند و سپس به مدت یک 

 anti-MARK anti-NF-KBشبانه روز بوسیله آنتي بادي 

خریداري شده  Abcam China) , (Nanjing که از شرکت

 بود انكوبه گردیدند. میزان اثر بوسیله نرم افزار

Amercontrol) Biosciences, USA Amercontrol( ندازه ا

 گیري شد.

 توصیفي هاي آمار روش استفاده از نتایج مطالعه با

شدند. در  توصیف فراوانيتوزیع  و معیارانحراف  ،میانگین

ت مختلف از آزمون ساعا در NF-KBو  MAPKمسیرهاي 

 (Repeated measurement) اندازه گیري هاي تكراري

استفاده شد. همچنین جهت مقایسه این میزان بین دو مسیر 

استفاده  ANOVAو در ساعات مختلف از آنالیز کواریانس 

با ویرایش  SPSS گردید. آنالیزآماري بااستفاده از نرم افزار

نظرگرفته شد.  رد 05/0انجام شد و سطح معني داري  17

 و t-testمقایسه مدت زمان بین دو گروه از آزمون جهت 

 GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphateبراي کنترل از 

dehydrogenase.استفاده گردید ) 

 يافته ها

 HSP70ها بعد از ایزوله و تحریک شدن با  سلول

گرفتند. نتایج  مورد آنالیز قرار TLR4توسط پرایمر هاي 

میزان بیان  ،هاي ماکروفاژ داد که در سلول حاصل نشان

TLR4  با تحریکHSP70  افزایش پیدا مي کند که این

 12میزان افزایش با افزایش مدت زمان بیشتر بود و در 

د که نشان یساعت بعد از تحریک به اوج خود مي رس

د وب HSP70و  TLR4دهنده ارتباط معني دار بین 

(001/0>P)  یزان براي بررسي م .(1)شكلTLR4  به

میزاني از  ،و نرمال در بافت پریودنتیت صورت مستقیم

با پرایمر  Real time PCRبافت به صورت مستقیم توسط 

TLR4 نتایج نشان داد که در بافت مبتلا به  .چک شد

 TLR4ارتباط معني داري بین بافت التهابي و  ،پریودنتیت

  .(2 )شكل (P<0001/0وجود دارد )
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با تحریک تایم کورس سلولها توسط  TLR4ایش بیان افز : 1شكل 

HSP70 در بیماران پریودنتیت 

 

 

 
 

 

در دوگروه سالم و بیماران  TLR4مقایسه میزان بیان  : 2شكل 

 پریودنتیت

 

 MAPKو  NF-KBبا  HSP70براي بررسي ارتباط بین 

روش وسترن بلات براي اندازه گیري میزان پروتئین ها 

و  NF-KBایج حاصل نشان داد که میزان بكار برده شد. نت

MAPK  در حضورHSP70  بیشتر مي شود ولي با استفاده

 میزان  ،را مهار مي کند HSP70که  anti-HSP70از 

NF-KB  وMAPK  کاهش مي یابد که این کاهش در 

NF-KB (3)شكل . محسوس تر مي باشد  

 . 

 HSP70با تحریک  MAPK , NF-KBمقایسه دو مسیر  : 3شكل 

 Anti-HSP70و 

 

 بحث
 هاي پریودنتیت یک بیماري عفوني و التهابي بافت

حمایت کننده دندان مي باشد که نوع مزمن آن بیشتر در 

بالغین دیده مي شود و به عنوان یک بیماري التهابي با 

از آنجا که  (1).پیشرفت آهسته در نظر گرفته مي شود

شایع پریودنتیت مي باشد در این  پریودنتیت مزمن فرم

مطالعه جمعیت بیماران مبتلا به پریودنتیت مزمن جنرالیزه 

ماکروفاژها  متوسط تا شدید مورد بررسي قرار گرفت.

ها  د و این سلولنرا بیان مي کن TLR4سطوح بالایي از 

سایتوکاین هاي  ،فعال مي شوند LPSدر لثه هنگامي که با 

 در  TLR4بیان  (15).پیش التهابي را تولید مي کنند

اپي تلیوم لثه و فیبروبلاست لثه اي از نقش آن در بیماري 

در  TLR4در واقع نقش ژن  (14).پریودنتال حمایت مي کند

 در  TLR4بیماري پریودنتال بوسیله تنظیم افزایشي 

 ن آشكار و فیبروبلاست هاي لثه انسا (16)اپي تلیوم لثه

 در مطالعه حاضر مشخص شد که ارتباط  (15)مي شود

 وجود دارد.  HSP70و  TLR4معني داري بین 
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 سالمافراد           پریودنتیتبیماران 
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مي تواند به سطح  HSP70ما نشان دادیم که  ،در اینجا

TLR4 متصل شود .VL (18)و همكاران، Hsp70  را به

معرفي کرد. به خوبي  TLR4عنوان آنتاگونیست جدید 

 NF-KBو  MAPKسیر شناخته شده است که هر دو م

 ضروري هستند. TLRبراي پاسخ ایمني ناشي از 

  HSP70نشان داد که  (19)و همكارانش Zhuمطالعه 

را براي تولید  DC و را تشدید کند DCsمي تواند بلوغ 

 فعال کند. TNF-αو  IL-12، IL-1βسیتوکین هایي مانند 

گزارش شده است که فعال سازي  در مطالعه حاضر

دخیل است.  LPSناشي از  TLR4ابي در بیان مسیرهاي الته

براي تعیین اینكه آیا این مسیرهاي سیگنال در تنظیم بیان 

TLR2  وTLR4 هاي  سلول ،در اثر شوک گرما نقش دارند

این مطالعه  .قرار گرفتندتحت درمان  HSP70ماکروفاژ با 

که بر روي  (20)و همكاران Zhangدر مقایسه با مطالعه 

بررسي شده بود نتایج یكساني  TLR2و  90شوک حرارتي 

 .داشت

بر روي تأثیر ابتلا  (21)مطالعه اي که فاطمي و همكاران

در  TLR-4و  TLR-2به پریودنتیت مزمن بر میزان بیان ژن 

نشان داد که بیماري پریودنتال به طور  ،بافت لثه اي داشت

در  TLR-4و  TLR-2داري سبب افزایش بیان ژن معني

مطالعه اي که صندوقچیان و در گردد. اي ميهاي لثهبافت

قش سلول هاي ماکروفاژ در بر روي بررسي ن (15)همكاران

هاي  ند که سلوله انشان داد ،کانال دنداني داشتند التهاب

 TLR4ماکروفاژ بعد از استخراج بوسیله پروتئین هاي 

توانند بیان التهاب را  بصورت تایمر تحریک شده مي

 افزایش دهند.

نشان داده است که  سایتوکاین هالعات بر روي مطا 

TLR4  را زیاد کند. به طور کلي سایتوکایین ها مي تواند

هاي متعددي در پاتوژنز ضایعات پالپي نقش فاکتور

 Natural Killerوجود  (22)موسوي و همكاران (61-91).دارند

Cell (NKC) ها را در پالپ ملتهب اثبات کردند، در حالي

در  .ها یافت نشده بودندنرمال این سلول که در پالپ

را  MAPKو  TLR4با  HSP70مطالعه حاضر ارتباط بین 

 TLR4بررسي کردیم تا اثر این سایتوکاین را در مسیرهاي 

ارزیابي کنیم. نتایج حاصل نشان داد که میزان  MAPKو 

TLR4  وMAPK  در حضورHSP70  بیشتر مي شود ولي

است  HSP70که مهارکننده  anti-HSP70با استفاده از 

کاهش یافت. بنابراین مطالعه  MAPKو  TLR4میزان 

در افزایش فعال سازي  HSP70حاضر نشان دهنده تأثیر 

نمونه گیري و  مي باشد. MAPKو  TLR4مسیرهاي 

محدودیت اصلي این مطالعه  ،پیگیري بیماران پریودونتیت

فاده ها از تیم دندانپزشكي است بود که براي نمونه گیري

  شدو نمونه ها در بانک سلولي ذخیره شد. پیشنهاد

ر روي بیان بین هاي شوک حرارتي دیگر ئروتمي شود پ

د. همچنین وش ميبررسي رسپتورهاي سیستم ایمني 

ر روي بین هاي شوک حرارتي ئپروتاثر  مي شودپیشنهاد 

  نیز بررسي گردد. Tسلولهاي ماکروفاژ و لنفوسیت هاي 

 نتیجه گیري
ه به نتایج مطالعه حاضر، نتیجه گیري مي شود با توج

است پریودنتیت افزایش بیان داشته بیماري در  HSP70که 

و  MAPKکه این افزایش با تحریک پذیري مسیرهاي 

TLR4 .مي تواند بیشتر شود 

  و قدرداني تشکر
مرکز تحقیقات در این مطالعه کلیه آزمایشات 

 ،نجام شده استایمونولوژي دانشگاه علوم پزشكي تبریز ا

 .که بدینوسیله قدرداني مي گردد
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