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  چكيده 
، Epidermophyton floccosum بـر روي رشـد كلنـي قـارچ هـاي درماتوفيـت       UVي در گذشته، تاثيرات اشـعه : سابقه و هدف

Microsporum canis و Trichophyton mentagrophytes     توسط نويسندگان مورد بررسي قرار گرفتـه اسـت، ولـي تـاكنون 
  . ي آپوپتوزيز در قارچ هاي مزبور صورت نگرفته استي بررسي پديدههيچ گونه پژوهش ويژه اي درزمينه

  
 Trichophyton و Epidermophyton floccosum ،Microsporum canis حاضر، درماتوفيـت هـاي   در مطالعه: روش كار

mentagrophytes                      در محيط هاي سابورو دكستروز براث همراه كلرامفنيكل كشت داده شدند و پس از رشد مناسب، بر اسـاس يـك 
ي آپوپتـوزيز ناشـي از تـابش        براي بررسي بروز پديـده    ). به جز نمونه هاي شاهد    (، پرتو دهي شدند     UVي  پروتكل مشخص توسط اشعه   

 نمونه هاي شاهد و اشعه ديده، استخراج گرديدند و با استفاده از روش DNAيت مزبور، مولكول هاي  در قارچ هاي درماتوفUVي اشعه
  . الكتروفورز بر روي ژل آگارز، مورد مطالعه قرار گرفتند

  
   DNAي آپوپتـوزيز در مولكـول هـاي         نتـايج بدسـت آمـده نـشان مـي دهنـد كـه هـيچ تغييـري مبنـي بـر بـروز پديـده                          :يافته هـا  

ــاي  ــه ه ــت    نمون ــاي درماتوفي ــارچ ه ــده ق ــعه دي ــاهد و اش  و Epidermophyton floccosum ،Microsporum canis ش
Trichophyton mentagrophytesايجاد نگرديد .  

  
با توجه به نتايج بدست آمده، مي توان چنين استنباط كرد كه با استفاده از پروتكل اشعه دهي در اين مطالعه نمي توان                        :نتيجه گيري 

 Trichophyton و Epidermophyton floccosum ،Microsporum canisپوپتوزيز را در سـه قـارچ درماتوفيـت    ي آپديده
mentagrophytesي به نظر مي رسد كه علت آن، گرايش منفي قارچ هاي مزبور نسبت به اشعه.  مشاهده نمودUVBباشد .  

  

  ، UV ،Epidermophyton floccosum ،Microsporum canisي آپوپتـــوزيز، اشـــعه  :واژگـــان كليـــدي 
Trichophyton mentagrophytes 
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  8______________________________________________________________________________ آپوپتوزيس در درماتوفيت ها

  
  مقدمه

به معنـاي    (Ptosisو  ) به معناي از   (Apoاز دو بخش    ه  كي آپوپتوزيز   واژه
 در Kerr, Wylle, Currieتشكيل شده؛ براي اولين بـار توسـط   ) سقوط
مطالعـات نـشان مـي دهنـد كـه          ). 1-3( ميلادي مطرح گرديد   1972سال  
ي آپوپتوزيز با رويداد نكروزه شدن، كاملا فرق دارد؛ زيرا آپوپتوزيز يـا    پديده

ي مـرگ سـلولي     ي سلول، شكل مهم و كنترل شده      شدهمرگ برنامه ريزي    
. است كه در شرايط فيزيولوژيك و پاتولوژيك بسيار گوناگون رخ مـي دهـد             

ي آپوپتوزيز در سلول    يكي از مهمترين محرك هاي برون سلولي القا كننده        
 و حبـاب دار شـدن   DNA  است كـه بـا شكـسته شـدن     UVي ها، اشعه 

ي عمـول تـرين رويـداد در پديـده        م. غشاي پلاسمايي مـشخص مـي شـود       
).  1-8( بـرروي ژل آگـارز اسـت         DNAآپوپتوزيز، ايجاد باندهاي نردبـاني      

 تـا   100بـين   (طيف نوري ميان پرتوهاي ايكس و نور مريـي          ،  UVي  اشعه
 تقسيم مـي  UVC و UVA ،UVB و به سه گروه    را شامل )  نانومتر 400
را )  نـانومتر  UVB) 320-290ي  ، بيشتر اشعه  DNAمولكول هاي   . گردد

 را مـي  DNAجذب مي كنند كه انرژي جذب شده، پيوندهاي موجـود در   
  ). 10، 9، 7، 4، 2، 1(شكند

قارچ هاي درماتوفيت كه از گروه ميكروارگانيزم هاي كـراتين دوسـت مـي              
ي پوست بـوده و بـر اسـاس    باشند قادر به رشد بر روي بافت شاخي و مرده        

ت به سه گروه انسان دوسـت، حيـوان         منبع عفونت و محل زندگي در طبيع      
با توجه به بررسي هاي انجام شده،  . دوست و خاك دوست تقسيم مي شوند      

قارچ هاي درماتوفيت نسبت به اكسيژن گرايش مثبـت داشـته در حاليكـه              
بـه همـين   .  گرايش منفي از خود نـشان مـي دهنـد          UVي  نسبت به اشعه  

 UVي ومـت در برابـر اشـعه   دليل است كه اين گروه از قارچ ها قادر به مقا       
در ).  9-14(بوده و از تخريب احتمالي در ژنوم خـود، در امـان مـي ماننـد                 

ــعه ــاثيرات اشـ ــته، تـ ــارچ هـــاي درماتوفيـــت  UVي گذشـ  بـــر روي قـ
Trichophyton rubrum ،Trichophyton mentagrophytes ،

Epidermophyton floccosum و Microsporum canis و 
ــده ــبررســي پدي ــارچ درماتوفيــت ي آپوپت  Trichophyton وزيز در ق

rubrum  اما ). 9،  2(ي حاضر به انجام رسيده است       توسط نويسندگان مقاله
ي از آنجاييكــه تــاكنون هــيچ گونــه مطالعــه اي در جهــان بــر روي پديــده

، Epidermophyton floccosumآپوپوتوزيز در سه قـارچ درماتوفيـت   
Microsporum canis و Trichophyton mentagrophytes 

ي حاضر، سعي بر آن شده است تـا بـه كمـك يـك               انجام نگرفته، در پروژه   
پروتكل مشخص اقدام به اشعه دهي قـارچ هـاي مزبـور نمـوده و از طريـق                  

لازم . ي آپوپتوزيز در آنهـا گـردد      روش هاي مولكولي اقدام به بررسي پديده      
و  Trichophyton mentagrophytesي بـه ذكـر اسـت كـه دو گونـه     

Epidermophyton floccosum ــه ــسان دوســت و گون ــواع ان ي  از ان
Microsporum canisاستفاده از گونه .  از انواع حيوان دوست مي باشد

هاي مزبور به دليل اهميت آنها در قارچ شناسي پزشكي و دامپزشـكي مـي               
  ).11-13(باشد 

  
  روش كار

، Epidermophyton floccosumســـــه قـــــارچ درماتوفيـــــت 
Microsporum canis و Trichophyton mentagrophytes از 

ي بيماران مراجعه كننده بـه آزمايـشگاه قـارچ شناسـي پزشـكي دانـشكده              
بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران جدا و بـه كمـك روش هـاي روتـين                

سـپس هـر يـك از       . آنها تشخيص و تاييد گرديد     آزمايشگاهي جنس و گونه   

ورو دكستروز براث همراه كلرامفنيكل   گونه هاي مزبور در محيط كشت ساوب      
) ي سانتيگراد  درجه 22( روز در دماي اتاق      15كشت داده شدند و به مدت       

بعد از ايـن مـدت كـه كلنـي قـارچ هـا رشـد مناسـبي                  . گرما گذاري شدند  
 10به مدت   ) بجز كلني نمونه هاي شاهد    (ي كلني هاي مزبور     داشتند، همه 

 ميان پليـت هـا و       فاصله.  دهي شدند   نانومتر اشعه  302دقيقه با طول موج     
 سانتيمتر بود و در پليت ها به هنگام اشعه دهي UV 8ي منبع توليد اشعه

 بيشترين ميـزان    Transilluminator دستگاه   UVلامپ هاي   . باز بودند 
كلني هاي اشعه ديده به     ). 2(نوردهي و كمترين ميزان گرمادهي را داشتند      

 ساعت بعد از اشعه     72 و   24،  1به ترتيب   سه گروه مجزا تقسيم و هر گروه        
سپس ميـسليوم   . ي تاريك و در دماي اتاق نگهداري شدند       دهي در محفظه  

هاي قارچي مربوط به هر گروه از نمونه ها بـه صـورت جداگانـه از محـيط                  
بعد از سانتريفيوژ، ميسليوم ها دو بار با . كشت مايع جدا و سانتريفيوژ شدند

Phosphate-Buffered Saline (PBS)2( شــسته شــدند .(High-
molecular-weight DNA    ميسليوم هاي اشعه ديـده و شـاهد از سـه 

 Epidermophyton floccosum ،Microsporumقارچ درماتوفيت 
canis و Trichophyton mentagrophytes  ــار ــه كمــك روش ك  ب

DNP Kit (High yield DNA Purification Kit) شركت سيناژن 
  .جداسازي شدند

به طور خلاصه، ميسليوم هاي قارچي گروه هاي مختلـف از هـر گونـه، بـه                 
صورت جداگانه با نيتروژن مايع منجمـد و در هـاون هـاي چينـي اسـتريل         

). 2(آنقدر كوبيده شدند تا به شكل پودر بسيار ريـز و كـاملا نـرم در آمدنـد           
 ميكروليتـر از    100ليتـري،    ميلـي  5/1سپس، در داخل ميكروتيـوب هـاي        

Protease Buffer ي هر گروه قـارچي   ميلي گرم از پودر نرم شده50 به
 ميكروليتر از پروتئـاز، هـر يـك از          5ي بعد، با افزودن     در مرحله . اضافه شد 

ي سـانتيگراد قـرار    درجـه 55 سـاعت در دمـاي       2ميكروتيوب ها به مـدت      
 پس از انجام مراحل بالا، مطابق با دستور كار شركت سيناژن از هر            . گرفتند

 Lysis Solution ميكروليتـر  700 ميكروليتر نمونه بـا  100ميكروتيوب، 
نمونـه هـا كـاملا      .  ثانيه با ميكروسـانتريفيوژ مخلـوط گرديـد        20مخلوط و   

 Percipitation Solution ميكروليتــر از 500ســپس، . همگــن شــدند
  سـانتيگراد    -20 دقيقه در دماي     20افزوده و بعد از مخلوط شدن به مدت         

با اتمام مدت زمان سرماگذاري، هـر يـك از نمونـه هـا              . اري شدند سرما گذ 
سـپس، مـايع رويـين از    .  سانتريفيوژ شدند g12000 دقيقه با دور     10براي  

ــه خــارج و  ــر 1لول ــه رســوبات موجــود در Wash Buffer ميلــي ليت  ب
و بعد از تكان دادن آرام آنها، دوباره لوله ها بـراي   . ميكروتيوب ها اضافه شد   

  .  سانتريفيوژ و مجددا مايع رويين از آنها خارج شد g12000 با دور     دقيقه 5
 از ميكروتيوب ها، رسوبات موجـود در  Wash Bufferبعد از خروج كامل 

ي سـانتيگراد گرمـادهي و خـشك         درجـه  65 دقيقه در دمـاي      5آنها براي   
 Solvent ميكروليتـر  50 بعـد، بـه هريـك از لولـه هـا      در مرحلـه . شدند

Buffer 65 دقيقـه در دمـاي       5وده، به آرامي تكان داده شدند و بـراي           افز 
ي لوله ها شستـشو و بـه        سپس، ديواره . ي سانتيگراد گرمادهي شدند   درجه

 ثانيـه بـا     30در پايان، لوله ها به مـدت      .  انجام شد  Pippetingآرامي عمل   
  . خالص بودDNA سانتريفيوژ شده و مايع رويين محتوي g12000دور 

 ميكروليتر از هـر ميكروتيـوب محتـوي         DNA،10جداسازي  پس از اتمام    
DNA   برداشت و با استفاده از الكتروفورز بر روي        )  ميكروتيوب 12( خالص

ران شـد و بـا مـاركر        )  ميكروليتر اتيديوم برومايـد    5محتوي  % (1ژل آگارز   
 كلني DNAهمچنين، باندهاي .  شركت سيناژن مقايسه گرديد3ي  شماره

ي آپوپتـوزيز   نمونـه هـاي شـاهد جهـت بررسـي پديـده           هاي اشعه ديده با     
  ).   8، 2(مقايسه شدند 
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   يافته ها
 نمونه هاي اشعه ديده و      DNAي تشكيل شده از مولكول هاي       ميان باندها 

ــت    ــارچ درماتوفي ــه ق ــاهد از س ، Epidermophyton floccosumش
Microsporum canis و Trichophyton mentagrophytes  كـه 

ران شده بودند هيچ گونه تفاوتي ديدن نشد و در هيچ   % 1بر روي ژل آگارز     
ي  كه بيانگر ايجاد پديده    DNAدن    يك از باندهاي مزبور حالت نردباني ش      

همانطور كـه بيـان     ). 3 و   2،  1تصاوير  (آپوپتوزيز مي باشد مشاهده نگرديد      
شد، باندهاي تشكيل شده با يكديگر شباهت كامل داشـته و هـيچ تفـاوتي               

اين مراحل سـه بـار تكـرار شـد و وزن مولكـول هـاي             . ميان آنها ديده نشد   
DNA         در باندهاي تشكيل شده با باند مولكولDNA   سايز ماركر شماره -

 جفـت بـاز     23000وزن آنهـا حـدود      .  گرديـد   شركت سيناژن مقايسه   3ي  
  . ارزيابي شد

  
  :1تصوير 

 جداشـده از كلنـي هـاي اشـعه     DNA باند سمت راست مربوط به مولكول هـاي     4
 بـوده و بانـد   Epidermophyton floccosumديده و شاهد از قارچ درماتوفيت 

  .ران شده است% 1سمت چپ مربوط به سايز ماركر مي باشد كه بر روي ژل آگارز 
 جفـت   23000ي باندها حدود    محدوده.  شركت سيناژن  3ي  ماركر شماره : M3باند  

  .باز مي باشد
   جداشده از كلني هاي شاهدDNAمولكول هاي : 1باند 
 دقيقه اشعه ديده اسـت كـه        10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 2باند  

ي  درجـه  22( تاريك و در دماي اتاق        ساعت در محفظه   1پس از پرتودهي، به مدت      
  .قرار داده شدند) سانتيگراد

 دقيقه اشعه ديده اسـت كـه        10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 3باند  
- درجه 22( تاريك و در دماي اتاق        ساعت در محفظه   24پس از پرتودهي، به مدت      

  .قرار داده شدند) ي سانتيگراد
 دقيقه اشعه ديده اسـت كـه        10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 4باند  

- درجه 22( تاريك و در دماي اتاق        ساعت در محفظه   72پس از پرتودهي، به مدت      
  .قرار داده شدند) ي سانتيگراد

  

  :2تصوير 
شده از كلنـي هـاي    جداDNA باند سمت راست مربوط به مولكول هاي   4

 بـوده و  Microsporum canisاشعه ديده و شاهد از قـارچ درماتوفيـت   
ران % 1باند سمت چپ مربوط به سايز ماركر مي باشد كه بر روي ژل آگارز   

  .شده است
ي بانـدها حـدود     محـدوده .  شـركت سـيناژن    3ي  مـاركر شـماره   : M3باند  

  . جفت باز مي باشد23000
  جداشده از كلني هاي شاهد DNAمولكول هاي : 1باند 
 دقيقه اشـعه ديـده      10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 2باند  

 تاريـك و در دمـاي    ساعت در محفظه1است كه پس از پرتودهي، به مدت   
  .قرار داده شدند) ي سانتيگراد درجه22(اتاق 
 دقيقه اشـعه ديـده      10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 3باند  

 تاريك و در دماي      ساعت در محفظه   24ه پس از پرتودهي، به مدت       است ك 
  .قرار داده شدند) ي سانتيگراد درجه22(اتاق 
 دقيقه اشـعه ديـده      10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 4باند  

 تاريك و در دماي      ساعت در محفظه   72است كه پس از پرتودهي، به مدت        
  . داده شدندقرار) ي سانتيگراد درجه22(اتاق 

  

  
  :3تصوير 

 جداشده از كلنـي هـاي   DNA باند سمت راست مربوط به مولكول هاي   4
 Trichophytonاشـــعه ديـــده و شـــاهد از قـــارچ درماتوفيـــت     

mentagrophytes              بوده و باند سمت چپ مربـوط بـه سـايز مـاركر مـي 
  .ران شده است% 1باشد كه بر روي ژل آگارز 

ي بانـدها حـدود     محـدوده . ت سـيناژن   شـرك  3ي  مـاركر شـماره   : M3باند  
  . جفت باز مي باشد23000

   جداشده از كلني هاي شاهدDNAمولكول هاي : 1باند 
 دقيقه اشـعه ديـده      10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 2باند  

 تاريـك و در دمـاي    ساعت در محفظه1است كه پس از پرتودهي، به مدت   
  .داده شدندقرار ) ي سانتيگراد درجه22(اتاق 
 دقيقه اشـعه ديـده      10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 3باند  

 تاريك و در دماي      ساعت در محفظه   24است كه پس از پرتودهي، به مدت        
  .قرار داده شدند) ي سانتيگراد درجه22(اتاق 
 دقيقه اشـعه ديـده      10 جداشده از كلني هاي      DNAمولكول هاي   : 4باند  

 تاريك و در دماي      ساعت در محفظه   72دهي، به مدت    است كه پس از پرتو    
  .قرار داده شدند) ي سانتيگراد درجه22(اتاق 
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  بحث 

آپوپتوزيز همان مرگ سلولي است كه به صورت منظم و برنامه ريزي شـده              
ي آن  و به عبارت ديگر، طي فرآيندي سازمان يافته اتفاق مي افتد؛ و نتيجه            

  ).1-3(خرد شدن ژنوم سلولي است 
 يك عامـل فيزيكـي جهـش زاي مهـم اسـت كـه معمـولا در                  UVي  اشعه

  بــــــر روي آزمايــــــشگاه هــــــا جهــــــت بررســــــي اثــــــرات آن 
اثر مخرب  . سلول هاي پروكاريوتي و يوكاريوتي مورد استفاده قرار مي گيرد         

كاملا به اثبات رسيده و حتي به پوست )  نانومترUVB) 320-290ي اشعه
 مـانع از رشـد و تقـسيم         UVي  به عـلاوه، اشـعه    . انسان نيز صدمه مي زند    

يج حاصـل از    نتـا . سلولي در سلول هاي پروكاريوتي و يوكاريوتي مي گـردد         
 DNA ،RNA باعث تخريب UVBي پژوهش ها نشان مي دهد كه اشعه

ي ميتـوز   و ساخت پروتيين شـده و در تقـسيم سـلولي از ورود بـه مرحلـه                
  ).16، 15، 9، 2، 1(جلوگيري به عمل مي آورد 

، Epidermophyton floccosum ســــه قــــارچ درماتوفيــــت 
Microsporum canis و Trichophyton mentagrophytes از 

و همين موضوع سبب    ) 11-13(گونه هاي مهم و بيماري زا در انسان بوده          
ي آپوپتـوزيز در سـه قـارچ مزبـور     شد تا در اين مطالعه بـه بررسـي پديـده      

ي آپوپتـوزيز در قـارچ درماتوفيـت        در گذشـته نيـز، پديـده      . پرداخته شـود  
Trichophyton rubrum ي حاضـر بـه انجـام    توسط نويسندگان مقالـه 

  ).2(رسيده است 
 براي اشعه دهي نمونـه  -همانطور كه پيش از اين گفته شد  -در اين مطالعه    

 نـانومتر اسـتفاده گرديـد و        302 بـا طـول مـوج        UV هاي قارچي از اشعه   
بـراي  .  سانتيمتر انتخـاب شـد    8ي منبع تابش اشعه از كلني قارچ ها         فاصله

واسيون، كلني قـارچ    جلوگيري از فعاليت احتمالي سيستم ترميمي فتوراكتي      
  ). 2، 1(ي تاريك نگهداري شدند هاي اشعه ديده در محفظه

 بر روي قارچ ها ها متفاوت بوده        UVي  بايستي توجه داشت كه تاثير اشعه     
ي اثـر اشـعه   . ي قارچي و پروتكل اشعه دهي بـستگي كامـل دارد          و به گونه  

UV             كال مختلـف    بر روي قارچ ها و از جمله درماتوفيت ها مي تواند به اش
ي رشـد   نمايان شود؛ در اين ميان مي توان به مواردي چون متوقف كننـده            

  ). 14، 9، 2. (قارچ، قارچ كش و جهش زا اشاره نمود
در اغلب موارد، سلول ها از طريق سيستم ترميمي حذفي قـادر بـه اصـلاح                

ي  ژنوم خود كـه ناشـي از تـابش اشـعه           DNAتخريب هاي ايجاد شده در      

UV   اين مكانيزم در بيشتر موجودات زنده وجود داشته و          .اشند است، مي ب 
  ).15، 9، 1(به صورت مستقل از نور عمل مي نمايد 

، Epidermophyton floccosumقـارچ هـاي درماتوفيـت و از جملـه     
Microsporum canis و Trichophyton mentagrophytes 

ي شـعه نسبت به اكسيژن گرايش مثبـت داشـته و در مقابـل،  نـسبت بـه ا                
UVBاز ايــن رو، قــارچ هــاي .  از خــود گــرايش منفــي نــشان مــي دهنــد

ي ي اشـعه  درماتوفيت قادر به مقاومت در برابر مقادير بالاي تخريب كننـده          
UVB 14، 9، 2( در شرايط آزمايشگاهي مي باشند.(  

با توجه به موارد ذكر شده، بر اساس پروتكل اشعه دهي مربوطه نتنها هـيچ         
 DNA ميان باندهاي تشكيل شـده توسـط مولكـول هـاي             گونه تفاوتي در  

نمونه هاي اشعه ديده و شاهد مشاهده نگرديد بلكه هيچ حالتي از نردبـاني              
از اين رو، چنين به نظـر  .  نيز ديده نشدDNAشدن باندهاي مولكول هاي    

 Epidermophytonمي رسد كه گرايش منفـي سـه قـارچ درماتوفيـت     
floccosum ،Microsporum canis و Trichophyton 

mentagrophytesــعه ــر اش ــده UVBي  در براب ــاد پدي ــانع از ايج ي  م
آپوپتوزيز در آنها مي شود كـه بـراي روشـن شـدن ايـن مـسئله، نيـاز بـه                     

  .تحقيقات بيشتري مي باشد
  

  نتيجه گيري
با توجه به نتايج بدست آمده، مي توان چنين استنباط كرد كه با استفاده از     

ي آپوپتـوزيز را در سـه        در اين مطالعه نمي توان پديـده       پروتكل اشعه دهي  
 Epidermophyton floccosum ،Microsporumقارچ درماتوفيت 

canis و Trichophyton mentagrophytesبـه نظـر   .  مشاهده نمود
ي مي رسد كه علت آن، گرايش منفي قارچ هـاي مزبـور نـسبت بـه اشـعه                 

UVBباشد .  

  
   تشكر و قدرداني

ي ي مـالي ايـن پـروژه       آزاد اسلامي، واحد شهر قدس كه بودجـه        از دانشگاه 
  .تحقيقاتي را تامين نموده است، سپاسگزاري مي گردد
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