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Background and Aims: Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), are used as 

analgesic and antipyretic agents. In this study NSAIDs were used to overcome the resistance of 

Pseudomonas aeruginosa biofilms to Tobramycin antibiotics. The aim of this study was to find 

an easy and low-cost method, using NSAIDs and Tobramycin, to deal with the biofilms of P. 

aeruginosa. 

Materials and Methods: Follwoing molecular remodeling, NSAIDs were used alongside 

Tobramycin against PAO1 strain of P. aeroginusa . The Plate Reader measured the absorbance 

of crystal violet solution in ethanol. The Infiltration rate of NSAIDs in biofilms and its 

absorbance were measured by Tetrazolium salt and Plate Reader, respectively. 

Results: After performing the docking techniques, the most suitable conformation of 

NSAIDs, to inhibit LasR and PqsE proteins, were chosen. Having worked on dual inhibitors, we 

could find a configuration in which the inhibition coefficient was at its lowest level for both 

PqsE and LasR. The findings showed a lower rate of biofilm formation by bacteria treated with 

NSAIDS and Tombramycin.  

Conclusions: Based on the constructional similarities in some NSAIDs, like Piroxicam, 

Meloxicam and Homoserine lactones (AHLS), these drugs can be used as quorum-sensing 

system inhibitors to inhibit LasR and PqsE protein and hence reduce the P. aeruginosa 

pathogenesis. 
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 غلبه برای روشی: Pseudomonas aeruginosa باکتری در Quorum sensing سیگنالینگ سیستم

 NSAIDs از زماناستفاده هم و دوگانه مهارکنندگان یافتن بوسیله  باکتری مقاومت آنتی بیوتیکی بر

 بیوفیلم علیه بیوتیکآنتی و
 

 1، مجید رجبیان نقندر3بی صدیقه فضلی بزاز، بی3، وحید سهیلی2اصغرزاده ، علی ژیانی1محمد بشارتی

 

 ، مشهد، ایرانمشهدگروه بیوشیمی، دانشگاه پیام نور  .1

 ، گرگان، ایرانگلستان کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشگاه علوم پزشکی .2

 انایر مشهد، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، ،کنترل غذا و دارو، دانشکده داروسازیگروه  .3
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دهنده درد، تب و التهاب به دلیل خواص کاهش (NSAIDs) استروئیدی غیر التهاب ضد داروهای زمینه و اهداف:

شدند. هدف این  کار گرفتهبرای شکستن مقاومت باکتری به توبرامایسین به  NSAIDs ربرد دارند. در این مطالعهکا

، با استفاده از Pseudomonas aeruginosa هزینه برای مقابله با بیوفیلم باکتری مطالعه، ارائه یک روش آسان و کم

NSAIDs  باشد.یمو توبرامایسین 

بیوتیک توبرامایسین برای باکتری در کنار آنتی NSAIDsسازی مولکولی، ز انجام مدلپس امواد و روش کار: 

P. aeruginosa  سویهPAO1دستگاه . ، استفاده شدPlate Reader  جذب محلول کریستال ویوله در اتانول را

آن نیز توسط دستگاه گیری و جذب در بیوفیلم، توسط نمک تترازولیوم اندازه NSAIDsگیری کرد. میزان نفوذ اندازه

Plate Reader گیری شد.اندازه 

 PqsEو  LasR هایبرای مهار پروتئین NSAIDsبهترین کونفورماسیون هرکدام از  پس از داکینگ،: هایافته

انتخاب شد. با توجه به اینکه انجام کار روی مهارکننده دوگانه بود، توانستیم به شکلی دست پیدا کنیم، که ثابت مهار 

زمان در پائین ترین حالت قرار گیرد. نتایج نشان داد که تشکیل بیوفیلم باکتری در مجاورت هم PqsEو  LasR برای

NSAID بود. بیوتیک توبرامایسین کمترو آنتی 

هایی مانند پیروکسیکام، ملوکسیکام و کتورولاک با لاکتون  NSAIDبا توجه به شباهت ساختمانی  :گیرینتیجه

عنوان مهارکنندگان سیستم توانند بهمی PqsEو  LasRهای این داروها، با مهار پروتئین N (SHLA)های هموسرین 

Quorum-sensing گردند باکتری زاییبه کار روند و مانع از بیماری. 

بیوفیلم، توبرامایسین، داکینگ، کوئوروم ، Pseudomonas aeruginosaباکتری  :کلیدی کلمات

 NSAIDsسنسینگ، 
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مهمقد

و به آیند میگرد هم  هامیکروارگانیسمبیوفیلم ها زمانی که 

عنوان عامل بهو  (1)شوند میتشکیل  چسبند،میسطوح 

 جانمیکروبی پیچیده روی سطوح جاندار و بی تجمعدارنده نگه

این اکوسیستم مینیاتوری محیط امنی برای اعضای این . هستند

دفاعی و  هایمکانیسمرا از دسترس  هاآنو  آورد،میجامعه فراهم 

 هایدرمانسیستم ایمنی میزبان، فاگوسیتوز و  هایپاسخ

 .(2)دارد میبیوتیکی دورنگه آنتی

های انسانی ناشی از این حقیقت درصد بالایی از عفونت

های موجود در بیوفیلم به از بین رفتن است، که میکروارگانیسم

. درنهایت شناخت (3)اند توسط عوامل ضد میکروبی مقاوم

تواند در انتخاب درمان های مزمن میبیوفیلم ها در عفونت

 مناسب به ما کمک نماید.

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa)  یک پاتوژن

ترین باکتری گرم منفی است طلب است. این باکتری شایعفرصت

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1331 آبانو  مهر – 4شماره  – 11سال 
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شود، و مسئول پنومونی های بیمارستانی یافت میکه در عفونت

های خونی، های مجاری ادراری، و عفونترستانی، عفونتبیما

های جراحی، التهاب حاد ملتحمه، اوتیت مدیای حاد، زخم

 . عفونت ایجادشده، توسط(4)است  و درماتیت اندوکاردیت

P.aeruginosa ای از فاکتورهای بیشتر شامل تولید بازه گسترده

عوامل  .(0)باشد مرتبط با سلول و عوامل خارج سلولی میسمی 

شوند، تولید می P.aeruginosaسمی خارج سلولی که توسط 

اند از: پیوسیانین، الاستاز، رامنولیپیدها، آلکالین پروتئاز، عبارت

های سمی . تولید این فاکتورHCN و Aلکتین ها، اگزوتوکسین 

 .(1)باشد می quorum-sensing (QS)تحت کنترل 

P.aeruginosa قادر است، بر فشارهای ایجادشده  همچنین

های محدودکننده رشد غلبه نماید. بنابراین بیوتیکوسیله آنتیبه

اس های آنتی میکروبیال جدید احسدر این موردنیاز به درمان

 .(4)شود می

دو مسیر کوئروم سنسینگ مرتبط اما متمایز در 

P.aeruginosa ها به لحاظ اند. هر دو این سیستمشدهشناسایی

کننده رونویسی های فعالژنتیکی شبیه هستند، و شامل پروتئین

مسئول تولید  یهاژنچنین و هم (lasR, rhlRها )کدگذاری ژن

آسیله -Nی سیگنالینگ هموسرین لاکتون های هامولکول

 HSL-4Cو  HSL-12c-oxo-3علاوه بر . (7) (lasl, rhl) باشدیم

تولید  P.aeruginosaسلولی سوم توسط یک سیگنال درون

است، و  Heptyl-3hydroxyquinoline-2شود. این سیگنال می

(PQS) Pseudomonas Quinolone Signal (7)شود نامیده می. 

تنظیم  lasصورت مثبت توسط کوئروم سنسینگ به PQSتولید 

 بستگی دارد. RhIRحضور به  PQSشود، و زیست فعالی می
 LasB, PQS توجه است، که علاوه برافزایش تولید الاستازجالب

کند را کدگذاری می C4-HSL ، که سنتزrhlI نیز برای القای بروز

شوند، ه این نتیجه میشده است. این مشاهدات منجر بنشان داده

های کوئروم دهنده، بین سیستمعنوان سیگنال اتصالبه PQSکه 

 .(0)کند یم عمل las, rhlسنسینگ 

QS ستمیمشخصه س نیلاکتون بهتر نیهموسر قیاز طر 

-Acyl (AHLs)است.  یسلول در باکتر -ارتباط سلول

homoserine lactones ًخود هایمولکولمنسوب به  معمولا 

 QS هایسیستم ریسا. (0) هستند( AI 1) کینوع  کنندهتحریک

است  P.aeruginosaدر  Quinolone گنالیشامل س ییایباکتر

(2-Heptyl-3hydroxyquinoline) (3) . مدارک زیادی در دست

است که تشکیل بیوفیلم و آزادسازی بسیاری از فاکتورهای 

 PqsE. (12)شود انجام می QSویرولانس سودوموناس، تحت 

شده است، که نقشی ندارد، ولی نشان داده PQSبااینکه در تولید 

بدون وجود این پروتئین یا مهار آن اصلاً این مسیر سیگنالینگ 

عمل نخواهد کرد، هرچند مکانیسم عملکرد آن مشخص نشده 

 .(4) است

ت بیولوژیکی شده، ایجادکننده خصوصیاآمینواسیدی گفته

بعدی ناشی پروتئین نیست. این خصوصیات از ساختار سه

توجهی از بیوانفورماتیک به ابداع امروزه بخش قابل. (11)شوند می

بعدی برای یافت رابطه بین توالی و ساختار سه ابزار الکترونیکی

یافته است )این زمینه تخصصی، بیوانفورماتیک اختصاص

توبرامایسین در آزمایشگاه، . (11)شود( ساختاری نامیده می

ها و سایر های استافیلوکوک ها و کلی فرمبسیاری از سویه

بیوتیک تا کند. این آنتیهای گرم منفی را مهار میباکتری

حدودی طیف ضد باکتریایی جنتامایسین را با چند استثناء 

 .(12)داراست 

(NSAIDs) Nonsteroidal anti-inflammatory drugs  در

شوند. این تنوع بندی میهای مختلف شیمیایی طبقهگروه

های فارماکوکینتیک شیمیایی عامل ایجاد دامنه گسترده ویژگی

با توجه به شباهت ساختمانی بین لیگاندها و . (13)است 

، در این NSAIDsبا  PqsEو  LasRهای مهارکنندگان پروتئین

مطالعه اثرات مهارکنندگی چند داروی گوناگون متعلق به دسته 

NSAIDs های بر روی پروتئینLasR  وPqsE  ابتدا به کمک

با  های کامپیوتری و پس از انتخاب داروهایافزارها و مدلنرم

بهترین اثر مهارکنندگی بر روی هر دو پروتئین، در محیط 

آزمایشگاه بررسی گردید. امید است، که نتایج این پژوهش بتواند 

های عفونی دسترسی در درمان بیماریقیمت و قابلروش ارزان

ویژه در به P.aeruginosaهای ایجادکننده بیوفیلم مرتبط با سویه

 بروز ایجاد نماید.بیماران مبتلابه سیستیک فی

 هاروشمواد و 

 سازی مولکولیمدل

تا بهمن  1334در این مطالعه پژوهشی که از شهریور 

 افزارانجام شد، تمام محاسبات با چندین نرم 1334

 ViewerLite 4.2 (available atشامل  

http://viewerlite.software.informer.com) ،ChemBioOffice 

Ultra 8.0 (accessible at 

http://www.cambridgesoft.com/Ensemble_for_Chemistry/

ChemBioOffice) ،HyperChem 7.0 (presented at 
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http://www.hyper.com) ،AutoDockTools 1.5.4 (14 ،)MOE 

(، انجام گردید. برای 11) Swiss PDB viewer 3.7و ( 10)

سه  PqsEو  LasRعلیه  NSAIDsتشخیص فعالیت مهاری 

شامل پیروکسیکام، ملوکسیکام و کتورولاک انتخاب ترکیب 

افزار های موردمطالعه توسط نرمشدند. ابتدا هر یک از مولکول

ChemBioOffice Ultra 8.0 سازی کشیده و رسم شدند و بهینه

 HyperChem 7.0افزار توسط نرم (minimized-energy)انرژی 

 LasRهای بعدی هر یک از پروتئینانجام شد. سپس ساختار سه

استخراج گردید  Protein Data Bank (PDB)از سایت  PqsEو 

 (.1 )جدول

های دخیل )در سیستم کوئروم سنسینگ( : کد پروتئین1جدول 

 PDBدر سایت 
 پروتئین کد

UVO2 LasR 

QOJ2 PqsE 
 

های تکراری و سوبسترای موجود در جایگاه فعال هر توالی

ا هموسرین لاکتون و در سوبستر LasRپروتئین )در پروتئین 

سوبسترا یک مولکول شبه بنزوات بوده است( و  PqsEپروتئین 

توانند، با های آب در مدل پروتئینی که میمولکول همچنین

لیگاند جدید برهمکنش داده و نتایج غلط سبب شوند، حذف 

 گردید.

 برهمکنش پروتئین و لیگاند

های ، مولکولAutoDockپیش از شروع به کار برنامه 

های هیدروژن به آن اصلاح گردید. پروتئین با اضافه کردن اتم

ها و لیگاندهای موردنظر، پروتئین و پس از آماده کردن پروتئین

عامل لینوکس در محیط سیستم  AutoDockافزار لیگاند را در نرم

یرایش کردیم. سپس لیگاند را بازکرده و وکپی کرده و پروتئین را 

ها در نظر گرفتیم، تا بتواند بر مبنای برهمکنش flexibleصورت به

بچرخد. جایگاه فعال پروتئین و اسیدهای آمینه آن را، برای 

(، NSAIDs( و لیگاند )PqsEو  LasRبرهمکنش پروتئین )

برای یافتن  استخراج و لیگاند در جایگاه فعال داکینگ شد.

فزار ابهترین حالت و بهترین اتصال پروتئین و لیگاند، در نرم

AutoDock  از گزینه ژنتیک الگوریتم استفاده شد. با استفاده از

( در جایگاه فعال پروتئین قرار NSAIDsاین فرمان، لیگاند جدید )

تکرار برای هر نوبت داکینگ در نظر  05داده شد. در این پروژه 

صورت ها بهگرفته شد، تا بهترین اتصال شناسایی شود. جواب

های لینوکسی . سپس با استفاده از فرمانذخیره شدند DLGفایل 

موجود است، این فایل را به پسوند  AutoDockکه در سایت 

PDB  برگردانده و در محیط ویندوز، پس از جداسازی بهترین

ابتدا  Swiss pdb viewer افزارنتیجه داکینگ با استفاده از نرم

 ViewrLiteافزار لیگاند و پروتئین باهم ادغام شد، و سپس با نرم

باندها را دوباره اضافه کردیم. این کار برای تمام  Hکوفاکتورها و 

NSAIDs آمده از دستموردمطالعه انجام شد، و بهترین نتیجه به

داکینگ هر مولکول با یکدیگر مقایسه شد. سپس وارد فاز 

از  415آزمایشگاهی برای اثبات نظریه تئوری شدیم. غلظت 

 یهسوقل غلظت موردنیاز از باکتری( )حدا P.aeruginosa باکتری

PAO1 .تهیه شد  

 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) تعیین

سویه  P.aeruginosa( برای باکتری (NSAIDs ییداروماده 
PAO1 

ی داروئی هامادهحداقل غلظتی از  MICمنظور از 

تواند، رشد باکتری را در شرایط یممورداستفاده است که 

از غلظت  µL 25مهار کند. برای این منظور، آزمایشگاهی 

 cfu/mL415 شده میکروب کشت تازه تهیهP.aeruginosa  سویه

PAO1 ((Wild type, Nottingham  باµL 185  غلظت  8از

(، در 2جدول مختلف پیروکسیکام، ملوکسیکام و کتورولاک )

( در 3به  1شده با گلوکز )با نسبت محیط کشت مولر مایع غنی

 .خانه ریخته شد 31ی پلیت هاچاهک

 MICی مختلف پیروکسیکام، ملوکسیکام و کتورولاک جهت تعیین هاغلظت :2جدول 

 mg/mL 1 mg/mL0/5 mg/mL20/5 mg/mL120/5 mg/mL5120/5 mg/mL531/5 mg/mL510/5 mg/mL5508/5 پیروکسیکام

 mg/mL3/5 mg/mL40/5 mg/mL220/5 mg/mL112/5 mg/mL501/5 mg/mL528120/5 mg/mL514/5 mg/mL550/5 ملوکسیکام

 mg/mL25 mg/mL15 mg/mL0 mg/mL0/2 mg/mL20/1 mg/mL120/5 mg/mL3120/5 mg/mL10/5 کتورولاک

 

 25درجه سلسیوس به مدت  30این پلیت ها در دمای 

از نمک تترازولیوم  MIC ساعت انکوبه شد. سپس جهت تعیین

(TTC )(mg/mL0.استفاده شد ) ن منظور پس از پایان برای ای

اضافه شد، و  هاچاهکنمک تترازولیوم به  µL 25انکوباسیون، 
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درجه سلسیوس، جذب آن  30دقیقه انکوبه شدن در  35پس از 

 Bio Tek Synergy H4مدل  Plate readerتوسط دستگاه 

Hybrid Reader .لازم به  ساخت کشور آلمان اندازه گرفته شد

صورت ی داروئی مورداستفاده بههامادهباشد، که یمتوضیح 

 (.3جدول شده و مورداستفاده قرار گرفت )محلول اشباع ساخته

ی داروئی مورداستفاده پس هاماده: میزان غلظت اشباع 3جدول 

 از انحلال در محیط کشت مولر هینتون
 پیروکسیکام ملوکسیکام کتورولاک ماده دارویی

میزان غلظت آن در محلول 

 (mg/mLاشباع )

25 3/5 1 

 

 در NSAIDsتهیه بیوفیلم و بررسی توانایی 

 PAO1 یهسو P.aeruginosaاز بین بردن بیوفیلم  
 (Wild type, Nottingham) 

µL25  از غلظت cfu/mL415 شده میکروب کشت تازه تهیه

P.aeruginosa  سویهPAO1 با µL 185  از محیط کشت

شد )برای  شده با گلوکز، به داخل هر چاهک پلیت تلقیحغنی

هرکدام از داروها و کنترل مثبت و کنترل منفی سه چاهک در 

درجه سلسیوس انکوبه شد. محیط  30در نظر گرفته شد(. سپس 

 12ساعت و در روز دوم هر  24کشت هر چاهک روز اول پس از 

از محیط کشت  µL 185 ساعت پایانی 12ساعت تعویض شد. در 

که غلظت موردنظر آن  (NSAIDsشده، حاوی ماده داروئی )غنی

 µL 20 شده همراه بابا توجه به نتایج مرحله قبل انتخاب

 MIC)غلظت  mg/mL1بیوتیک توبرامایسین با غلظت آنتی

به هر چاهک اضافه شد، و به  (P.aeruginosaمربوط به میکروب 

درجه سلسیوس انکوبه شد )لازم به  30ساعت در دمای  12مدت 

یی نیز از ابتدا هاچاهکبا این روش،  طور موازیذکر است، که به

وجود  هاآنبیوتیک قرار داده شد، که در در معرض آنتی

عنوان کنترل بیوتیک مانع از تشکیل بیوفیلم گردید(. بهآنتی

شده محیط کشت غنی µL 185 مثبت نیز از کشت میکروب در

بیوتیک توبرامایسین در هر چاهک، آنتی µL 20با گلوکز همراه با 

ون ماده دارویی استفاده شد. برای کنترل منفی نیز از محیط بد

گونه افزودنی استفاده گردید، تا از استریل بودن کشت بدون هیچ

ساعت انکوبه شدن در مرحله  48آن اطمینان حاصل شود. پس از 

های یباکترپیشین، مایع هر چاهک برداشته و حذف شد، و 

ال سالین استریل سه مرتبه با نرم هاچاهکچسبیده به ته 

ها بااتصال ضعیف حذف و سپس در یباکترشستشو داده شد، تا 

مانده در این مرحله به کمک معرض هوا خشک شد. بیو فیلم باقی

دقیقه  25به مدت  درصد 53/5محلول کریستال ویوله 

آمیزی و سپس مازاد این رنگ توسط شستشو با نرمال سالین رنگ

معرض هوا خشک شد. اکنون استریل )سه مرتبه( حذف و در 

درصد به  31اتانول  µL 155آنالیز کمی بیوفیلم ها با افزودن 

 دقیقه( صورت گرفت. 10داخل هر چاهک )به مدت 

دیگر، پس از انجام این کار جذب کریستال ویوله عبارتبه

عنوان معیاری از میزان بیوفیلم موجود در محلول اتانول به

 Bio Tek)مدل  Plate Readerشده، به کمک دستگاه تشکیل

Synergy H4 Hybrid Reader موج ساخت کشور آلمان( در طول

نانومتر خوانده شد، و در صورت بالا بودن میزان جذب  035

با الکل  2/1به میزان  هاچاهک( تمام 2کریستال ویوله )بیشتر از 

درصد رقیق شد )نتایج این آزمایش و میزان جذب کریستال  31

 ها بیان خواهد شد(.خش یافتهویوله در ب

 زان نفوذ ماده داروئی در بیوفیلمگیری میاندازه

( انجام شد. TTCاین مرحله به کمک نمک تترازولیوم )

روش انجام کار مانند مرحله گذشته )در معرض قرار دادن بیوفیلم 

باشد، با این یم( NSAIDsساعت پایانی کشت توسط  12در 

عت انکوبه شدن پلیت ها و پس از سه سا 48تفاوت که در انتهای 

 با هاچاهکبا نرمال سالین استریل دوباره  هاچاهکبار شستشوی 

µL 100  ساعت پایانی( به همراه 12محیط کشت )مشابه  µL 

 (TTC)نمک تترازولیوم  µL 45 توبرامایسین پرشده، و به آن 20

 30ساعت در دمای  0اضافه شد، و به مدت  mg/mL0 با غلظت

ازاین مدت میزان رنگ قرمز که ه سلسیوس انکوبه شد. پسدرج

باشد )و یمهای داخل بیوفیلم یکروبممعیاری از زنده ماندن 

میزانی از نفوذ ماده داروئی در بیوفیلم(، به کمک  چنینهم

گیری و نانومتر اندازه 405موج در طول Plate Readerدستگاه 

 بودن جذب مشخص شد. در این مرحله نیز در صورت بالا

درصد رقیق  31با الکل  2/1به میزان  هاچاهکشده، تمام خوانده

سه  NSAIDsشدند. )لازم به ذکر است، که برای هرکدام از 

شده است(. آزمایش بالا که از نمک چاهک در نظر گرفته

تترازولیوم برای تعیین میزان نفوذ ماده داروئی در بیوفیلم استفاده 

اه با توبرامایسین و بدون توبرامایسین( شد، در دو مرحله )همر

 انجام پذیرفت.

 هایافته

 جایگاه فعال پروتئین

پیش از حذف لیگاند جایگاه فعال شناسایی شد، و در انتها 

 توانستیم، لیگاند جدید را در این جایگاه جایگزین کنیم. برای 
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 (.4 جایگاه ضروری است )جدول پیرامون اینشناسایی جایگاه فعال پروتئین پیدا کردن اسیدهای آمینه 
 

 PqsEو  LasRهای ( اسیدهای آمینه جایگاه فعال پروتئین4جدول )
 PqsE LasR پروتئین

 

اسیدهای آمینه 

 جایگاه فعال

01His 103His 130Phe 200Leu 31Leu 11Arg 00Thr 110Thr 

02Tyr 108Asp 221His 282His 02Ile 14Tyr 01Val 120Ala 

03Asp 182Glu 203Ser 280Ser 01Tyr 05Ala 88Trp 123Ser 

04His 133Leu 201Phe 281Met 15Trp 03Asp 151Phe  

 

 نقشه برای ماکرومولکول و لیگاند ساخت

در انتها و پس از ساخت نقشه، یعنی تعریف جایگاه فعال 

 پروتئین و اسیدهای آمینه آن برای برهمکنش پروتئین 

(LasR  وPqsE( و لیگاند )NSAIDs لیگاند جدید ،)((NSAIDs 

 (.1 در جایگاه فعال پروتئین داک شد )شکل

 
 (B)، پیروکسیکام (A)کتورولاک  - PqsEجایگاه فعال : 1شکل 

 

 05پس از داکینگ و جدا کردن بهترین نتیجه از بین 

و ادغام دوباره آن  NSAIDآمده، برای هر مولکول دستنتیجه به

افزارهای مختلف و در مرحله نرم با پروتئین موردنظر به کمک

ها و پروتئین، یعنی اضافه کردن دوباره هیدروژن یرایشو بعد،

 (.3 و 2 به دست آمد )شکل های آنبارهای منفی شکل

 
 (C)، کتورولاک (B)، پیروکسیکام (A)ملوکسیکام  - LasRباندهای هیدروژنی  :2شکل 
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 (B)، پیروکسیکام (A)م ملوکسیکا - PqsEباندهای هیدروژنی  :3شکل 

 

سازی مولکولی، ملوکسیکام با سرین با توجه به نتایج مدل

 Fe+2باند هیدروژنی تشکیل داده، و با  PqsEجایگاه فعال  280

علاوه، بخش کند. بهاین جایگاه، پیوند الکترواستاتیک برقرار می

واکنش  PqsEجایگاه فعال  01تیازولی ملوکسیکام با هیستیدین 

د، که در پیروکسیکام یک پیوند قطبی بین حلقه دهمی

 (.4 شود )شکلپیریمیدینی آن و این اسیدآمینه برقرار می

 
 PqsE( در جایگاه فعال B( و پیروکسیکام )A: هیدروژن و باندهای هیدروژنی در ملوکسیکام )4شکل 

 

های کروی قرمزرنگ صورت چسبیده و جسملیگاندها به

دهند. باندهای الکترواستاتیک و نشان میدار را ترکیبات آهن

 اند.شدههای آبی و ارغوانی مشخصهیدروژنی با نقطه

 دستاورد داکینگ

در این پروژه توانستیم، بهترین کونفورماسیون هرکدام از 

NSAID های برای مهار پروتئین ها راLasR  وPqsE  را بر اساس

اینکه انجام کار روی دیگر با توجه به عبارتنتایج انتخاب کنیم. به

مهارکننده دوگانه بود، توانستیم به شکلی دست پیدا کنیم، که 

در پائین ترین حالت قرار  PqsEو هم  LasRثابت مهار هم برای 

 (.0 گیرد )جدول
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 های داکینگ در کتورولاک، ملوکسیکام و پیروکسیکامنتیجه :0جدول 
NSAID  ثابت مهار درLasR  ثابت مهار درPqsE 

 = Kcal/mol 41/0- Binding Energy کتورولاک

mµ 03/3 =i K 

Kcal/mol 52/1- Binding Energy = 

mµ 88/38 =i K 

 = Kcal/mol 44/3- Binding Energy ملوکسیکام

mµ 43/113 =i K 

Kcal/mol 31/0- Binding Energy = 

mµ 5/4  =iK 

 = Kcal/mol 14/3- Binding Energy پیروکسیکام

mµ 23/251 =i K 

Kcal/mol 20/0- Binding Energy = 

mµ 88/4 =i K 

 

های ما در این پروژه نشان داد که میل ترکیبی یافته

برابر  1در حدود  PqsEپیروکسیکام و ملوکسیکام با جایگاه فعال 

باشد. این برابر بیشتر از آنترانیلات می 2بیشتر از بنزوات و 

تواند، مربوط به باندهای هیدروژنی و توانایی و پتانسیل می

های الکترواستاتیک پیروکسیکام و ملوکسیکام باشد. نتایج واکنش

توانند، داکینگ نشان داد، که پیروکسیکام و ملوکسیکام می

در جایگاه فعال  123و سرین  11وژنی با آرژنین های هیدرپل

LasR  بسازند. ملوکسیکام دارای گروه متیل تیازول و پیروکسیکام

 دارای یک حلقه پیریدین بجای حلقه اگزوفوران در

 3-oxo-c12-HSL ها اندازه باشند. اما هردوی این گروهمی

 و mol3cm 0/243 /mol versus3cm 0/201/یکسانی دارند )

/mol3cm 0/218ها دارای گروه فعال آمیدی ( و هردوی آن

هستند. این مقایسه ساختاری بیانگر این است، که با توجه به 

و خود  NSAIDsشباهت ساختاری اکسیکام ها از دسته داروئی 

 القاء گر 

LasR (3-oxo-C12-HSL و مولکول شبه بنزوات موجود در )

، بهترین مهارکنندگان توانند، این ترکیبات میPqsEجایگاه فعال 

LasR  وPqsE .نامیده شوند 

درنتیجه با توجه به شباهت ساختمانی پیروکسیکام،  

ملوکسیکام و کتورولاک باهموسرین لاکتون )لیگاند نخستین در 

LasR  و مولکول شبه بنزوات درPqsE و رقابت با آن، روی )

ر تأثیر گذاشته، و موجب مها P.aeruginosaساخت بیوفیلم های 

 گردید. P.aeruginosaگسترش بیوفیلم های 

 آنالیز کمی بیوفیلم

گونه که درروش اجرا بیان شد، پس از تهیه بیوفیلم همان

، جذب هاآنو افزودن ماده داروئی به  P.aeruginosaهای 

عنوان معیاری از میزان کریستال ویوله موجود در محلول اتانول به

موج در طول Plate Reader شده، به کمک دستگاهبیوفیلم تشکیل

 (.1جدول شده است )نانومتر خوانده 035

: مقدار جذب کریستال ویوله در بیوفیلم های 1جدول 
P.aeruginosa 

 پیروکسیکام ملوکسیکام کتورولاک کنترل مثبت

40/1 10/5 3/1 81/5 (nM)  یزان م

 جذب
 

آمده در این مرحله پائین تر از دستهر چه مقدار جذب به

(، بیانگر تشکیل بیوفیلم کمتر و 1جدول ترل مثبت باشد )کن

درنتیجه اثربخشی بهتر ماده داروئی مورداستفاده )پیروکسیکام، 

 باشد.یمملوکسیکام و کتورولاک( 

گیری نفوذ ماده داروئی در بیوفیلم اندازه

P.aeruginosa  سویهPAO1 (Wild type Nottingham)  

نفوذ ماده داروئی  با کمک نمک تترازولیوم، میزان

(NSAIDsرا در بیوفیلم اندازه ) گیری و میزان رنگ قرمز که

باشد )و یمهای داخل بیوفیلم یکروبممعیاری از زنده ماند 

میزانی از نفوذ ماده داروئی در بیوفیلم(، به کمک  چنینهم

گیری و نانومتر اندازه 405موج در طول Plate Readerدستگاه 

ی هامادهشده، برای هرکدام از در نظر گرفتهمیانگین سه چاهک 

 (. 0جدول داروئی مشخص گردید )

گیری میزان نفوذ ماده داروئی در بیوفیلم با اندازه :7جدول 

 نانومتر 402موج توبرامایسین در طول
 پیروکسیکام ملوکسیکام کتورولاک

108/5 31/5 281/5 TTC (nM)  به

 µL 20همراه

 توبرامایسین
 

آمده، در مقایسه با کنترل مثبت دستبه نتایج بهبا توجه 

( مشخص گردید، ماده داروئی مورداستفاده 8جدول )

)پیروکسیکام، ملوکسیکام و کتورولاک( ورود و نفوذ توبرامایسین 

تواند، تائیدی دیگر بر یمرا به داخل بیوفیلم ها را تسهیل نموده و 

در  Quorum-sensingدر مهار سیستم  NSAIDsاثربخشی 
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 PAO1 (Wild type Nottingham)سویه  P.aeruginosaباکتری 

 باشد.

کنترل مثبت بیوفیلم بدون ماده داروئی به همراه نمک : 0جدول 

 تترازولیوم
 به همراه توبرامایسین بدون توبرامایسین

8/5 001/5 (nM) کنترل مثبت 
 

 بحث

از عوارض مهم و  ییک یسوختگ هایزخمفونت در ع

شدید و  هایعفونت بیشتر ه سرانجام بیماران است.کنندتعیین

عفونت از  گسترشبه دنبال  یریو هایعفونتو  هایسمیسپت

در کشور ما . شوندیشدید ایجاد م یسوختگ هایزخممحل 

 شود،یم هازخمکه باعث ایجاد عفونت در این  یباکتر ترینشایع

 یاساسواضح و  ینقش یاست. این باکتر P.aeruginosa یباکتر

شدید، وخیم و  هایعفونتدر میان  زایعنوان عامل بیماربه

. طبق یک تحقیق مقاومت (17)د کنیکشنده ایفا م

P.aeruginosa های جنتامایسین، سفتی زوکسیمبیوتیکبه آنتی ،

درصد  35کاربنی سیلین، سفالوتین و سفتازیدیم بیشتر از 

 .(10)باشد می

در دهه گذشته، به داروهای ضدالتهاب غیراستروئیدی 

(NSAIDsکه پیش ،)دهنده درد، تب و تر به خاطر خواص تسکین

این  ای داشتند، دوباره توجه شد. اما این بارتردهالتهاب کاربرد گس

توجه خاص نه به خاطر خواص سنتی آنان، بلکه به خاطر 

های جدیدی بود، که کمابیش در اعضای این خانواده به ویژگی

خورد. درواقع دیده شد، که التهابات موضعی و چشم می

های باکتریایی در سطوح سیستمیک همانند آنچه از عفونت

در  NSAIDsگردد، در صورت استفاده از س ایجاد میموکو

یابد. در تری بهبود میترکیب با داروهای دیگر در زمان کوتاه

انجام  و همکاران روی دیکلوفناک Umaru که توسطای مطالعه

گرفت، نشان داده شد که دیکلوفناک خواص ضد میکروبی خوبی 

ر بیوفیلم همچنین دیکلوفناک باعث مها .دهداز خود نشان می

 .(13)گردد های باکتریایی می

های هدف عنوان پروتئینبه PqsEو  LasR در این مطالعه

در  LasRمناسب انتخاب شد، که دلیل این گزینش نقش مهم 

در سیستم کوئروم سنسینگ  P.aeruginosaآغاز سیستم آبشاری 

دیگر، با عبارتبر روی این سیستم است. به PqsEو اثرات افزایشی 

 lasIو  lasRهای یان ژنتوجه به اینکه فاکتورهای محیطی باعث ب

 شوند.می تولید LasIو  LasRگردد، بنابراین دو پروتئین می

LasR  بااتصال به ترکیبی که توسطLasI شود، کمک به بیان می

های موردنیاز برای تولید بیوفیلم تولید مواد سمی و زیرساخت

نیز در طی مراحلی باعث تولید زیر واحدهای  LasRنماید. می

PQS اما  ،دشومیPqsE  نیز بااینکه در تولیدPQS ندارد،  نقشی

شده است، که بدون وجود این پروتئین، مسیر ولی نشان داده

سیگنالینگ عمل نخواهد کرد، هرچند مکانیسم عملکرد آن 

 .(0)مشخص نشده است 

گرفت، و همکارانشان صورت  Yu ای که توسطدر مطالعه

  PqsEها برای باند شدن، با جایگاه فعال برخی مولکول

 ها بیانگر این بود، که آزمایش شدند. نتیجه تحقیق آن

 توانند اتصال ضعیفی تنها بنزوات و آنترانیلات می

(µM 1/1± 0/15  وµM 8/4± 1/23ki= با )PqsE  ایجاد نمایند

(0). 

واسطه استفاده به ،(NSAIDs)های دوگانه بالقوه مهارکننده

 سازی مولکولی موردبررسی قرار داده شدند.های مدلاز روش

ازآنجاکه شواهد زیادی وجود دارد، که داروهای ضدالتهاب 

توانند، تأثیر منفی بر ایجاد بیوفیلم های می غیراستروئیدی

P.aeruginosa شده، و ها انتخاباین مولکول ،(22) داشته باشند

 موردبررسی قرار گرفتند. PqsEو  LasRها بر روی اثرات آن

 oxo-c12-HSL-3با  Las ،LasRدر سیستم تنظیمی 

ضلعی  0دارای یک حلقه  oxo-c12-HSL-3دهد. واکنش می

وسیله باندهای هیدروژنی و پیوندهای تواند، بهباشد، و میمی

 باند شود. LasRدر جایگاه فعال پروتئین  15کتونی با تروپونین 

است، که این ترکیب  LasIحاصل این واکنش پروتئین 

، Aمسئولیت برخی فاکتورهای ویرولانس مانند اگزوتوکسین 

ر شیمیایی مطالعه ساختا آلکالن پروتئاز و الاستاز را بر عهده دارد.

شباهت  دهندهاکسیکام ها )پیروکسیکام و ملوکسیکام( نشان

 (.0 باشد )شکلمی oxo-c12-HSL-3دار این ترکیبات با معنی 
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، دیکلوفناک (F)، کتورولاک (E)، پیروکسیکام (D)، ملوکسیکام (C)آنترانیلات  (،B)بنزوات  oxo-C12-HSL (A،)-3: ساختار شیمیایی 0 شکل

(G)ین ، تولمت(H) 

 

بهترین نتایج داکینگ از پیروکسیکام و ملوکسیکام به دست 

ساختند و  143و سرین  11های هیدروژنی با آرژنین آمد، که پل

طور که گفته شد، ملوکسیکام دارای گروه متیل تیازول و همان

-3پیروکسیکام دارای یک حلقه پیریدینی بجای حلقه اگزوفوران 

oxo-c12-HSL ولاک، که عضوی از خانواده باشد. کتورمی

NSAIDs باند هیدروژنی با  2باشد، و از خانواده استیک اسید می

کند. ساختار شیمیایی کتورولاک شباهت برقرار می 11آرژنین 

(. گرچه تمام 0 دارد )شکل oxo-c12-HSL-3کمی به خود القاگر 

ها دارای گروه کربوکسیل اسید و گروه عملکرد آمینی با حلقه آن

متفاوت  oxo-c12-HSL-3وماتیک هستند، اما ساختارشان با آر

واکنش  LasRصورت اولیه با توانند بهها نمیباشد. بنابراین آنمی

خوبی اکسیکام ها ها بهتوسط آن PqsEبدهند، و درنتیجه مهار 

توان باشد. دلیل این مسئله را می)پیروکسیکام و ملوکسیکام( نمی

نشان داده شد این ترکیبات  در نتایج داکینگ دید، که

توانند )کتورولاک و دیگر اعضاء خانواده استیک اسید( نمی

توانند، می هابسازند. اگرچه آن Fe+2واکنش الکترواستاتیک با یون 

 PqsEهای فعال پیوندهای هیدروژنی با برخی رزیدوهای جایگاه

 برقرار کنند. 288و آرژنین  02مانند تیروزین 

 فیلمآنالیز کمی بیو

شده در این مرحله، در توجه به اینکه جذب خوانده با

(، 1جدول نانومتر، پائین تر از کنترل مثبت بود ) 035موج طول

این نتایج بیانگر تشکیل بیوفیلم کمتر و درنتیجه اثربخشی بهتر 

بیوتیک توبرامایسین در کنار ماده داروئی مورداستفاده آنتی

 .باشدیمولاک( )پیروکسیکام، ملوکسیکام و کتور

میزان نفوذ ماده داروئی در بیوفیلم های 

P.aeruginosa سویه PAO1 

گیری میزان نفوذ با کمک نمک تترازولیوم و پس از اندازه 

 Plate( را در بیوفیلم توسط دستگاه NSAIDsماده داروئی )

Reader نانومتر و مقایسه با کنترل مثبت  405موج در طول

ماده داروئی مورداستفاده  ( مشخص گردید،0جدول )

)پیروکسیکام، ملوکسیکام و کتورولاک( توانائی تسهیل ورود و 

تواند یمنفوذ توبرامایسین به داخل بیوفیلم ها را دارا بوده، و 

-Quorumدر مهار سیستم  NSAIDsتائیدی دیگر بر اثربخشی 

sensing  در باکتریP.aeruginosa  سویهPAO1 

 (Wild type Nottingham) .باشد 

توانند نمک یم های زندهیکروبمکه با توجه به این

تترازولیوم را احیاء کنند، در پایان این مرحله هر چه رنگ قرمز 

ها )احیاء یکروبمکمتری باقی بماند، بیانگر میزان فعالیت کمتر 

دیگر، نفوذ بیشتر عبارتباشد، بهیمکمتر نمک تترازولیوم( 

دهنده اثربخشی ا بیان کرده، و نشانتوبرامایسین در بیوفیلم ر

 .باشدیم NSAIDsبهتر و بیشتر 

عنوان مهارکنندگان توانند، بهمی NSAIDsشماری از 

در سیستم کوئروم سنسینگ  PqsEو  LasRهای دوگانه پروتئین

هایی مانند  NSAIDبا توجه به شباهت ساختمانی  عمل کنند.
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های کوچک لکولپیروکسیکام، ملوکسیکام و کتورولاک با مو

اسیله  Nنفوذپذیر متعلق به دسته لاکتون های هموسرین 

(SAHLکه توسط باکتری ) های بیوفیلم به محیط پیرامون آزاد

شوند، شاید بتوان، از این گروه داروها جهت مهار سیستم می

Quorum sensing  بهره جست، و با جلوگیری از تشکیل دیواره

ا( مانع تکثیر و تهاجم و درنتیجه اگزو پلی ساکاریدی )بیوفیلم ه

از گیری گردید. درنتیجه بهره P.aeruginosaزایی بیماری

NSAIDs  برای شکستن مقاومت باکتریP.aeruginosa  به

 های مولکولی داخل سلولیبیوتیک با تکیه به مکانیسمآنتی

های این هزینه در درمان عفونتعنوان یک روش آسان و کمبه

شود. همچنین در درمان و مدیریت بالینی می باکتری پیشنهاد

در محل جراحت یا  P.aeruginosaبیمارانی که دچار آلودگی با 

در کنار  NSAIDsگیری از توان با بهرهسوختگی شده باشند، می

بیوتیک موردنظر برای درمان را بیوتیکی، دوز آنتیدرمان آنتی

های نسلکاهش داد و درنتیجه از عوارض دارویی و مقاومت 

 بیوتیک تا حد زیادی جلوگیری کرد.بعدی باکتری نسبت به آنتی

 تقدیر و تشکر

نامه کارشناسی ارشد این مقاله حاصل بخشی از پایان

شده است. باشد، که در دانشکده داروسازی مشهد انجاممی

های مسئولین و اساتید مربوطه نویسندگان از همراهی و کمک

ثابتی نوقابی )سرپرست آزمایشگاه خصوص سرکار خانم زهرا به

شناسی دانشکده( و همچنین جناب آقای دکتر وحید میکروب

 کنند.سهیلی، قدردانی می

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه
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