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   دانشگاه آزاد اسلامیپزشکیعلوم جله م          

 241تا  237صفحات ، 85زمستان ، 4، شماره 16 دوره             

  

در  subunit G- ATPaseبررسی تأثیر داروی گریزئوفولوین بر روی بیان ژن  
 قارچ درماتوفیت ترایکوفایتون روبروم

  4، ساسان رضائی3امی، مسعود ام2، نسیم شاه محمدی1کامیار متواضع

 
  تهران شمالآزاد اسلامی، واحد انشگاه دگروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، استادیار،  1
  تهران شمالآزاد اسلامی، واحد انشگاه دروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، گ 2
  تهران شمالمی، واحد آزاد اسلاانشگاه دگروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، استاد،  3
  بخش بیولوژی مولکولی، گروه قارچ شناسی و انگل شناسی، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهراندانشیار،  4

  چکیده
این ارگانیسم یکی از عوامل شایع . دوست با انتشار جهانی استهای انسانترایکوفایتون روبروم یکی از درماتوفیت :سابقه و هدف

خصوصیات متعددی از این قارچ تا به حال مورد . باشد در انسان به ویژه کچلی کشالۀ ران، بدن، پا و دست در همه نواحی دنیا میکچلی
در مطالعه .  مولکولی این قارچ، مطالعات محدودی صورت گرفته استشناسیزیست  بررسی قرار گرفته است، با این وجود در زمینه

 تغییرات و در این قارچ تحت اثر داروی گریزئوفولوین بررسی شده ATPase ژن Gزیر واحد حاضر سعی شده است تا بیان 
 .میکروسکوپی نیز تحت تأثیر دارو مشخص گردند

گونه  با نمونه شاهد که هیچوهایی از گریزئوفولوین که توأم با رشد قارچ بود، تهیه شد  این مطالعه بنیادی، رقتدر: یسروش برر
های مورد نظر دارو، از نظر میکروسکپی مورد ها تحت تأثیر رقتدر این بررسی نمونه. دیثر داده نشده مقایسه گرد روی آن اییدارو

زمان انجام گردید تا بیان همطور به هر سه نمونه RT-PCRبه دنبال آن .  آنها استخراج شدRNA و پس از آن ندبررسی قرار گرفت
  .   گریزئوفولوین مورد بررسی قرار گیردهای تحت اثر رقتATPase ژن G زیرواحد 
 گریزئوفولوین، میزان کوتاه شدن و خمیده شدن میسلیوم ها نسبت به لیترمیلیدرمیکروگرم 10از نظر میکروسکپی در رقت : هایافته
 ATPase ژن  G  زیرواحدبیان لیترمیلیدرمیکروگرم 5همچنین از نظر بیان ژن، در غلظت . دبوبیشتر  لیترمیلیدرمیکروگرم 5رقت 

 .  بیان ژن ، کاهش پیدا کرد لیتر میلیدرمیکروگرم 10افزایش یافت، اما با افزایش میزان غلظت به 
 ضمن ، داردیداروی گریزئوفولوین تا رقت معین بر روی خصوصیات میکروسکپی قارچ ترایکوفایتون روبروم، تأثیر محسوس: گیرینتیجه

های بالاتر یا به دلیل کاهش رشد ترایکوفایتون روبروم و یا به دلیل اما در رقت. دهد را افزایش میATPaseژن G این که بیان زیر واحد 
  .کند  در قارچ، بیان ژن به تدریج کاهش پیدا میایجاد تحملایجاد نوعی 

   وین ، گریزئوفولATPase-subunit G ، PCR-RTدرماتوفیت ، ترایکوفایتون روبروم ،   :واژگان کلیدی
  
    

  1مقدمه
ATPase     هـای H+  واکـوئلی )ATPase V- (  ای از خـانواده

 هستند که مسوول اسـیدی      ATPهای پروتونی وابسته به     پمپ
کردن و انتقال پروتون به لومن غشاء داخلی ساختارهای داخل          

باشـند  های ترشحی می  سلولی مثل اندوزوم، لیزوزوم و وزیکول     
                                                 

  اد اسلامی، کامیار متواضع واحد تهران شمال دانشگاه آزتهران، : نویسنده مسئولآدرس 
)e-mail: motavaze49@yahoo.com ( 

  11/4/1385: تاریخ دریافت مقاله
  16/9/1385 :تاریخ پذیرش مقاله

)1 ،2 .( ATPase های نوعV،   کمپلکس پروتئینی هستند کـه
امـروزه مـشخص    . انـد شـده   پلی پپتیدی ساخته   ه زنجیر 13از  

 از دو بخــش عملکــردی اصــلی -ATPase Vشــده اســت کــه 
یـک کمـپلکس    کـه   خـارجی    V1 بخـش   : تشکیل شـده اسـت    

  داخلـی V0باشـد و بخـش    می ATPعامل هیدرولیز   و  محیطی  
یــر یکــی از ز). 3-5( مــسوول نقــل مکــان پروتــون اســت کــه

است که ژن آن را با نـام  G  ، زیر واحد -ATPase V واحدهای
vma10کیلودالتــونی کــه 13کننــد و پــروتئین مــی  مــشخص 
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 در). 6(نامنـد   مـی  Vma10pشـود را توسط این ژن بیـان مـی  
به عنوان هـدفی بـرای داروهـای ضـد          -ATPase Vپستانداران  

ین سرطان درنظر گرفته شده است، زیرا ا    پوکی استخوان و ضد   
متاسـتاز   ها و محـل تهـاجم و      آنزیم در عمل بازجذب استخوان    

هـای   یکی از آنزیم   ATPaseآنزیم  ). 8،  7(تومورها دخیل است    
شناخت ساختار مولکولی   . هاستبسیار مهم در متابولیسم قارچ    

 بـه درک فیزیولـوژی      یو عوامل موثر بر آن کمک بـسیار مهم ـ        
 . نمایدها میقارچ

دوسـت  ای کـراتین  هـای رشـته    ز قـارچ  هـا گروهـی ا      درماتوفیت
. دهنـد   هستند که جلد انسان و حیوانات را مورد حمله قرار می          

ترایکوفایتون روبروم در انسان ایجاد کچلـی بـدن، پـا، نـاخن و              
چنین به موهـا حملـه و ایجـاد کونیـدیاهای           هم. کنددست می 

کلونیزه شـدن   ). 9(کند  می) اکتواندوتریکس(خارج و داخل مو     
های کراتینه و مردۀ لایـه شـاخی        ها محدود به بافت   فیتدرماتو

هـای التهـابی خفیـف تـا        بوده و ممکن است منجر به واکـنش       
ایمنی هومورال، سلولی و نیز دفاع غیراختصاصی       . شدید گردد   

تواننـد باعـث    ها فعال بـوده کـه مـی       میزبان برعلیه درماتوفیت  
ت حذف قارچ گردند و درنتیجـه از پیـشرفت عفونـت بـه سـم              

  ).10(های تحتانی جلوگیری نمایند بافت
ســیلیوم    گریزئوفولــوین محــصول متــابولیکی از کپــک پنــی

 سال اسـت کـه بـرای درمـان         40گریزئوفولووم است و بیش از      
رود و در شرایط آزمایشگاه علیه انواع       کار می درماتوفیتوزیس به 

هـای میکروسـپوروم، ترایکوفـایتون و اپیـدرموفایتون اثـر           گونه
مکانیسم عمـل آن کـاملاً مـشخص نیـست و            .ازدارندگی دارد ب

احتمالاً از طریق ممانعت از میتوز و سنتز اسید نوکلئیـک روی            
ترین اثرات سوء این دارو سردرد و       شایع .سلول قارچ مؤثر است   

  ). 11( گوارشی است علایم
 G    در پژوهش های قبلی، توالی کامل نوکلئوتیدی زیرواحـد 

.  در قارچ مورد بررسی مشخص گردیده است       ATPaseاز آنزیم   
در مطالعه حاضر، بررسی بیان ژن سنتز کننده این زیرواحد در           

بررسـی  قارچ ترایکوفایتون روبروم تحـت تـأثیر گریزئوفولـوین          
های مختلـف ایـن دارو میـزان         تا مشخص شود با غلظت     گردید

 همچنـین تغییـرات  . ماندتولید پروتئین تغییر یافته یا ثابت می      
میکروسکوپی قارچ نیز تحت تأثیر داروی مذکور مورد مطالعـه          

  .قرار گرفت
  

  مواد و روشها
در این مطالعه بنیادی، از بیماران مراجعه کننده به آزمایـشگاه           

شناسی انستیتو تحقیقـات بهداشـتی دانـشکده بهداشـت          قارچ
بـرداری   نمونـه  1385دانشگاه علـوم پزشـکی تهـران در سـال           

از انجــام مطالعــات میکروســکپی و صــورت گرفــت کــه بعــد  
 مــورد درمــاتوفیتوزیس، وجــود قــارچ 32ماکروســکپی از بــین

 نمونه تأییـد و بـا سـویه اسـتاندارد،           4ترایکوفایتون روبروم در    
 .مقایسه گردید

هایی از گریزئوفولوین تهیه گردید و روی قارچ اثر داده شد  رقت
کمتـر از  تا رقتی به دست آید که میزان رشد قارچ در آن کمی  

    00/0 1بــدین منظــور از اســتوک . رشــد نمونــه شــاهد باشــد
تهیـه  لیتر  میلیدرمیکروگرم 5/0 و   1های  ، رقت لیترمیلیدرگرم

شد که رشد کافی از قارچ مورد نظر ما را داشتند و میزان رقت              
 در میکروگـرم  5  و 10نهایی دارو در این دو نمونه بـه ترتیـب           

هــای هــا، نمونــهپس در پلیــتســ .بــه دســت آمــدلیتــر میلــی
ترایکوفایتون روبروم تحت اثر دارو و نیز در غیـاب دارو کـشت             

  .  داده شدند
هـای شـاهد و هـم دو نمونـه از       هم برای نمونهRNAاستخراج  
ــت    ســلول ــه ترتیــب در رق ــه ب ــارچی ک ــای ق ــایه  10  و5 ه

در (از گریزئوفولوین قرار داده شده بودند       لیتر  میلیدرمیکروگرم
، انجـام   ) نمونـه مـورد بررسـی و سـویه اسـتاندارد           4 یک از    هر

پودر میسلیومی به دست آمده با کمک نیتروژن مـایع،          . گردید
 سـرد و بـه      (GITC)در داخل محلول گوانیدین ایزوتیوسیانات      

 دقیقه به صـورت همـوژنیزه درآمـد و بـه دنبـال آن               15مدت  
. گرفـت  دقیقه قـرار  10 به مدت g×2500 نمونه در سانتریفوژ 

ــا ســدیم اســتات    مــولار، فنــل اســیدی و 2عمــل اســتخراج ب
  همــراه بــا ســانتریفوژ  ) 24:1( ایزوآمیــل الکــل  -کلروفــرم

 g ×12000 بعد از افزودن حجـم  .  دقیقه دنبال شد7 به مدت
ــه   ــری نمون ــانول و قرارگی ــساوی از ایزوپروپ ــرارت  م ــا در ح   ه

ــه مــدت گــراد درجــه ســانتی -20   ســاعت، ســانتریفوژ 1ب

g×12000    سـپس   . دقیقـه انجـام گردیـد   5 به مـدتGITC و 
 -20 ها افزوده شده و مخلـوط حاصـل در          ایزوپروپانول به نمونه  

 ییهای نها   نمونه. ساعت قرار گرفت  1به مدت   گراد  درجه سانتی 
 دقیقه قرار گرفته و رسوب 5 به مدت g×12000 در سانتریفوژ

RNA ه شدبه آرامی شستشو داد% 70 حاصله، با کمک اتانول.   
   هـای همـراه بـا       برای نمونـه شـاهد و نیـز نمونـه          cDNAابتدا  
گریزئوفولـوین سـاخته    لیتر  میلیدرمیکروگرم 5 و   10های  رقت

ــپس  ــد و س ــۀ RT-PCRش ــهC ° 94) 5 تحــت برنام       ، ) دقیق
C ° 94)  30 ثانیه  (  ،C ° 51) 2 دقیقه (  ،C ° 72) 2   دقیقه و 

پـس از آن کـه در       .  انجام شد )   دقیقه 5 (C ° 72و  )  ثانیه 30
ژل نمونه الکتروفورز، هر سه نمونه باند مـورد نظـر را داشـتند،              

OD   260  سه نمونه در دستگاه اسپکتروفتومتر با طـول مـوج 
 لازم در سـه نمونـه بـه     cDNAخوانده شدند تا میـزان نانومتر 

ای کـه در بـالا    تحت برنامـه RT-PCR سپس دوباره   .دست آید 
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 برای سه نمونه انجام شد تـا   cDNAادیر جدیدذکر شد و با مق
 تحـت اثـر دارو بررسـی    ATPase در Gمیزان بیان ژن زیرواحد 

  .شود
  

  هایافته
 کـه  دادپ نشان وها با لاکتوفنل در زیر میکروسک    بررسی نمونه  

ــسلیوم    ــدن میـ ــده شـ ــزان چروکیـ ــت میـ ــا در رقـ          10 هـ
لیتـر  میلـی درممیکروگر 5بیشتر از رقت    لیتر  میلیدرمیکروگرم

 میزان کوتاه   ،رود بنابراین هر چه میزان رقت دارو بالا می        .است
  ).  1-3شکل (شود ها بیشتر میو چروکیده شدن میسلیوم

   

  
های باریک و دراز و میکروکنیدیای گلابـی   میسلیوم-1 شکل

  شکل در ترایکوفایتون روبروم شاهد
 

  
ترایکوفایتون روبـروم  های کوتاه و چروکیده در  میسلیوم-2 شکل

  گریزئوفولوینلیتر میلیدر میکروگرم5تحت اثر 
  

 همزمان برای سـه نمونـه   RT-PCR  و RNAبعد از جداسازی 
             10لیتـــــر و میلـــــیدر میکروگـــــرم5شـــــاهد، رقـــــت 

لیتر، با اسـتفاده از اسـپکتروفتومتر در طـول          میلیدرمیکروگرم
نمونـه خوانـده شـد کـه         های هر سـه      OD نانومتر،   260موج    

 بـود و از روی ایـن اعـداد          4 و   9/3 ،   3/3مقادیر آن به ترتیـب      
بعدی هر سه نمونـه   RT-PCR  لازم برای انجامcDNAمقادیر 

 میکرولیتر 5/2 و 5/2 ،3به دست آمد که این مقادیر به ترتیب 
 نهایی نـشان داد کـه بیـان ژن    RT-PCR مطالعات. بدست آمد

لیتــر میلــیدر میکروگــرم5ر رقــت  دATPase در Gزیرواحــد 
لیتـر کـاهش    میلیدر میکروگرم 10شود ولی در رقت     بیشتر می 

 ).4شکل (افتد بیان ژن اتفاق می
  

  
تـر در ترایکوفـایتون     تر و چروکیـده   های کوتاه  میسلیوم -3 کلش

  گریزئوفولوینلیتر میلیدر میکروگرم10روبروم تحت اثر 
  

  
) 2سـایز مـارکر     ) 1هر سه نمونه     تصویر الکتروفورز    -4شکل  

 10رقـت   ) 4 لیتـر و  میلیدرمیکروگرم 5 رقت) 3نمونه شاهد   
ای کـه بـا فلـش       با مـشاهده بانـدها در ناحیـه       ( لیترمیلیدرمیکروگرم

 . مـشخص اسـت    4 و کاهش بیان در      3مشخص شده است افزایش بیان در       
 ،1100 ،1200، 1300: باندهای سـایز مـارکر از بـالا بـه پـائین عبارتنـد از       

  ) جفت نوکلئوتید300  و400 ،500 ،600 ،700 ،800 ،900 ،1000

  
  بحث

  ژنGدر مطالعــه حاضــر، اثــر گریزئوفولــوین روی زیــر واحــد 
ATPase    شـده اسـت   ترایکوفـایتون روبـروم بررسـی        در قارچ .

ــه ــد    گون ــدی دارن ــد کن ــایتون رش ــنس ترایکوف ــای ج ). 3(ه
ها است که   ترایکوفایتون روبروم جزو تعداد اندکی از درماتوفیت      
عفونـت  . انـد منحصراً برای رشد روی بدن انسان تطـابق یافتـه         

حاصل از ترایکوفایتون روبروم مزمن بوده و در بعـضی از افـراد             
 ).  12، 9(تا آخر عمر ادامه می یابد 
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نتایج  باهای تشخیصی ابتدایی مثل کشت به دلیل آن که روش
 مولکـولی   شناسـی زیـست های  روش همراه بوده است،  ضعیفی  

). 13(انـد   برای افزایش دقت تشخیص مورد توجه قـرار گرفتـه         
هـا و   روی درماتوفیـت  بسیار محـدودی کـه      مطالعات مولکولی   

 کـه   دهنـد نشان می  ،خصوصاً ترایکوفایتون روبروم انجام گرفته    
ه بـر آن     بسیار بیـشتر از کـشت اسـت و عـلاو           PCRحساسیت  

 48 هفتـه در مـورد کـشت بـه           4 تـا    2طول مدت تشخیص از     
چنین با اسـتفاده  هم ).13-15(یابد تقلیل می PCRدر ساعت 

ــای روشاز  ــر روی ژن PCRه ــوایزومراز DNA ب ــرای II توپ  ب
ای از   ، از قطعـه   )16( خاص   ایها در مرحله  تشخیص درماتوفیت 

ایکوفایتون های تربرای تشخیص تیپ )  rDNA) RFLPناحیه 
 بـرای  CHS I) (I ژن کیتـین سـنتاز   تـوالی و از ) 17(روبـروم  

بررسی همولـوژی بـین ترایکوفـایتون روبـروم و ترایکوفـایتون            
  ).18 (کردویولاسئوم استفاده 

ATPase ــای ــوئلی +Hهـ ــانواده ) -ATPase V( واکـ  ای از خـ
 هستند که مسوول اسـیدی      ATPهای پروتونی وابسته به     پمپ

ال پروتون به لومن غشاء داخلی ساختارهای داخل        کردن و انتق  
باشند و در فرآیندهای درون سلولی مثل اندوسیتوز،        سلولی می 

هــای بخــصوص و پــردازش پــروتئین و تجزیــه و ورود ویــروس
ها از ساختارهای اندوسیتیک بـه داخـل سـلول نقـش            توکسین

 انتقـال   ATPase-Vمکانیسمی که تحـت آن      ). 8،  2،  1(دارند  
دهد، احتمالاً به این شـکل       را انجام می   ATP وابسته به    پروتون

 γیونیـت مرکـزی      باعث چرخش ساب   ATPاست که هیدرولیز    
شود و انرژی ایجـاد شـده تحـت ایـن            می α3β3درون هگزامر   

   شـود کـه منجـر بـه انتقـال پروتـون             منتقل می  V0فرآیند به   
  ).  3، 19-21(شود می

چی مـورد پـژوهش قـرار        حاضر، سه گروه کشت قار      در بررسی 
یک گروه به عنوان شاهد در نظر گرفته شد کـه هـیچ             . گرفتند

دارویی روی آن ها اثر داده نشده بود و دو گروه دیگر به ترتیب              
داروی گریزئوفولـوین   لیتـر   میلـی درمیکروگرم 5 و   10تحت اثر   

 در سـه نمونـه بـه        RNAپـس از اسـتخراج       .قرار گرفته بودنـد   
ســه نمونــه   بــرای هــرcDNA، ابتــدا RT-PCRمنظــور انجــام 

   ساخته شـد و پـس ازگـرفتن بانـد مـورد نظـر در الکتروفـورز،                
ODسه نمونه در دستگاه اسـپکتروفتومتر بـا طـول مـوج      های
 لازم در سه نمونـه      cDNA  خوانده شدند تا میزان     نانومتر 260

  cDNA با مقـادیر جدیـد  RT-PCR سپس دوباره .دست آیدبه
 ATPase ژنG ام شد تا میزان بیان زیرواحدبرای سه نمونه انج

 5 در غلظــت مطالعــه،در ایــن  .تحــت اثــر دارو بررســی شــود
 ATPase در Gبیــان ژن زیــر واحــد لیتــر میلــیدرمیکروگــرم

ــه   ــزان غلظــت ب ــزایش می ــا اف ــت و ســپس ب ــزایش یاف  10 اف

در غلظـت   . بیـان ژن کـاهش پیـدا کـرد        لیتر  میلیدرمیکروگرم
ولوین احتمالاً روی تنفس سلولی قـارچ اثـر    پایین دارو، گریزئوف  

کند که بـر ایـن مبنـا سـلول          گذاشته و آن را دچار اختلال می      
 ATPaseدر G اقدام به افزایش میزان تولید پروتئین زیرواحـد  

 ولی با افزایش غلظت گریزئوفولـوین کـاهش بیـان ژن           ،کندمی
  . های بالاتر مرگ سلول را به همراه داردرقت. داریم
عات محـدودی در مـورد اثـر داروهـای ضـد قـارچی روی               مطال

ها بخصوص ترایکوفایتون روبروم انجـام شـده اسـت          درماتوفیت
که در اکثر آنها گریزئوفولوین بهتـرین دارو بـا حـساسیت بـالا              

که با نتـایج ایـن پـژوهش  همخـوانی زیـادی             ) 23،  22(است  
 انتقـالگر در  ABC همچنـین ژن کـد کننـده       .نشان مـی دهـد    

در مواجهــه قــارچ بــا   ) TruMDR1(وفــایتون روبــروم  ترایک
که مـشابه نتـایج بـه       ) 24(گریزئوفولوین افزایش بیان ژن دارد      

هـای اخیـر نـشان       بررسـی . باشددست آمده در این تحقیق می     
اند که تربینافین و ایتراکونازول اثر تیماری مشابه یا کمـی           داده

ها این است که     ولی مزیت مهم آن    ،بیشتر از گریزئوفولوین دارند   
ژن  های غیرپـاتو تری دارند و روی کاندیدا و کپکدوره اثر کوتاه 

ــوثر هــستند  ــز م ــوان نتیجــه گرفــت کــه   مــی). 26، 25(نی ت
های مختلف روی بیان ژن مورد نظر اثـر         گریزئوفولوین در رقت  

هـای کـم دارو افـزایش        به این شکل که در رقت      .متفاوتی دارد 
 در میکروگرم 5ن افزایش در رقت     بیان ژن داریم که حداکثر ای     

 در میکروگـرم  10هـای بـالاتر تـا    ولی در رقـت  لیتر است   میلی
شود که برای این کاهش     کاهش بیان ژن مشاهده می    لیتر  میلی

 ـ     یکی اینکه   . دو تفسیر وجود دارد     بـالا قـارچ     هاز ایـن غلظـت ب
 بـه سـوی مـرگ پـیش         یآرامبه  دهد و   رشدش را از دست می    

کم یا متوقف می G  یونیت ساب  ها از جمله  ژنرود و بیانمی
آیـد و قـارچ    در قارچ به وجـود مـی       تحمل  و دیگری اینکه   شود

 10زنده است و رشد دارد ولی با توجه به عادت قارچ به غلظت 
نیازی به افزایش بیان ژن و ترمیم سلولی لیتر میلیدرمیکروگرم

بـه واقعیـت    پیدا نکرده است که به نظر مـی رسـد نظریـه اول              
  هـای بـالاتر سـلول بـه سـوی مـرگ       تر باشد و در رقـت    نزدیک

داروی گریزئوفولوین تأثیر اساسی بر روی بیان ژن         پس   .رودمی
ATPaseدر قارچ ترایکوفایتون روبروم دارد  .  

  

  
  قدردانی تشکر و

شناسی آزمایشگاه قارچ کارکنان   شائبهبدینوسیله از زحمات بی   
 علــوم پزشــکی تهــران صــمیمانه دانــشکده بهداشــت دانــشگاه

  .شودسپاسگزاری می
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