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Background and Aim: The ability to predict antigenic sites on proteins is of 

major importance for medication. The aim of this study was to predict the antigenic 

sites on Agglutinin Like Sequence (ALS1) and Hyphal Wall Protein Sequences 

(HWP1) in Candida albicans isolated of vaginal infections using Physico-Chemical 

Profiles server. 

Materials and Methods: 7 isolates were obtained from women with vaginal 

infection which were collected from various medical centers of Tehran in 2011 and 

2012. At the first,DNA was extracted  by Phenol-Chloroform method. Multiplex PCR 

was performed by using specific primers. In order to do bioinformatic studies, the 

genes were sequenced and then translated. Antigenic sites of protein sequences were 

identified by Physico-Chemical Profiles program. 

Results: The results showed that the presence of two genes als1 and hwp1 in isolates. 

In ALS1 and HWP1, respectively 2 and 1 antigenic site with the most antigenicity 

were identified. 

Conclusions: According to previous studies, Serine and Threonine phosphorylation is 

an important mechanism in pathogenesis of ALS1 and HWP1 proteins. Results in this 

study showed that serine and threonine are the most amino acids in the antigenic sites 

with high antigenicity property. 
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 در جدایه های واژینالی HWP1 و ALS1پیشگویی مناطق آنتی ژنی در دو توالی پروتئینی 
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درمان می  توانایی تشخیص مناطق آنتی ژنی در پروتئین ها از جمله عوامل مهم برای :زمینه و اهداف

 ALS1 (Agglutinin Likeباشد. هدف از این مطالعه پیشگویی مناطق آنتی ژنی در دو توالی پروتئینی 

Sequenceو ) HWP1 (Hyphal Wall Protein Sequences در جدایه های )عامل عفونت  کاندیدا آلبیکنس

 واژینالی با تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی می باشد.

و 0931جدایه از زنان مبتلا به عفونت واژینال که طی سال های  7ر این بررسی دمواد و روش کار: 

 -کلروفرم -به روش فنل DNAاز مراکز مختلف پزشکی تهران جدا شده بود انتخاب گردید. استخراج  0930

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی انجام شد. به  Multiplex PCRایزوآمیل الکل صورت گرفت. سپس 

مطالعات بیوانفورماتیکی، ژن ها توالی یابی و ترجمه شدند. سپس مناطق آنتی ژنی دو توالی پروتئینی منظور 

 شناسایی شدند.Physico-Chemical Profiles از طریق برنامه 

در جدایه های مورد مطالعه را نشان داد. در دو  hwp1و  als1نتایج حاصل حضور دو ژن : هایافته

 منطقه آنتی ژنی تشخیص داده شد. 0و  2به ترتیب  HWP1 و ALS1توالی پروتئینی 

 طبق مطالعات گذشته، فسفریلاسیون سرین و ترئونین یکی از مکانیسم های موثر در: گیرییجهنت

است. نتایج حاصل از این مطالعه تایید نمود که سرین و ترئونین  HWP1و  ALS1دو پروتئین آنتی ژنسیته  

 ین مناطق با خاصیت آنتی ژنتی بالا می باشند.عمده ترین آمینواسیدها در ا

 بیوانفورماتیک. ؛عفونت واژینال ؛بیوفیلم کاندیدا آلبیکنس؛ :کلیدی کلمات
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 مهمقد 

بسیاری از گونه های کاندیدیایی به شکل همزیست با 

میزبان خود زندگی می کنند و در شرایط عادی برای انسان غیر 

م اختلال در عملکرد  مخاطی بیماری زا هستند. با این وجود هنگا

 دن این ارگانیسم بهای خاص و یا نقص سیستم ایمنی اندام

از  کاندیدا آلبیکنس(. 6د به میزبان خود آسیب برساند )توانمی

جمله گونه های جدا شده است که باعث ایجاد عفونت 

 همچنین (2کاندیدیازیس در انسان و سایر حیوانات می شود )

از جمله عوامل اصلی ایجاد کننده نوعی عفونت  کاندیدا آلبیکنس

ندیدیازیس وولوواژینال می باشد که این شایع در زنان به نام کا

 عفونت در سال های اخیر شیوع فراوانی داشته است و به 

علت (. 3دهند ) ی مقاومت نشان میپادزیستدرمان های 

تجمعی از سلول  .باشد یم یوفیلمیب یساختارها یلمقاومت، تشک

های میکروبی که در یک ماتریکس خارج سلولی تولید شده 

اند  ها، به طور محکم به سطوح متصل شدهیسمارگانتوسط میکرو

توسط  7291را بیوفیلم گویند. اصطلاح بیوفیلم در سال 

Costerton  گفته شدبرای اولین بار به چنین اجتماعات میکروبی 

(. شیوۀ زندگی بیوفیلمی، میکروارگانیسم ها را قادر می سازد 4)

 ییغذا فقرو ی پادزیستتا در برابر استرس های اکسیداتیو، درمان 

تشکیل بیوفیلم شامل فعال شدن یک شبکه  مقاومت کنند.

پیچیده ژنی تنظیم کنندۀ سیگنال های مختلف زیست محیطی 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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agglutinin-like sequence (als )(. خانواده ژنی 5است )

به عنوان  کاندیدا آلبیکنسبزرگترین خانواده ژنی می باشد که در 

ته شده است. این ژن سم شناخیکی از عوامل مهم در اتصال ارگانی

گلیکوزیل فسفاتیدیل اینوزیتول متصل به  ها رمز کنندۀ

گلیکوپروتئین سطحی سلول است که به عنوان عامل چسبندگی 

 ALSشناخته شده است. مشاهده شده است که اعضای خانواده 

توانایی ایجاد ارتباط با سلول ها و پروتئین های میزبان را دارند. 

در مدت رشد بیوفیلم  als1داده اند که بیان ژن  یافته ها نشان

افزایش یافته و در تشکیل بیوفیلم نقش مهمی را ایفا می کند. 

نیز در تشکیل  wall protein 1و   hyphal (hwp1) هایژن

یک  HWP1(. پروتئین 1بیوفیلم نقش مهمی را ایفا می کنند )

می باشد  گلیکوزیل فسفاتیدیل اینوزیتول متصل به مانوپروتئین

نقش  alsکه همانند پروتئین رمز شونده توسط ژن های خانوادۀ 

مؤثری در اتصال دارد. اتصالی که این پروتئین با سلول میزبان 

-مولکول های آنتی(. 6انجام می دهند از نوع کووالانسی است )

ر سطح سلول ژن، پلیمرهای زیستی بزرگی هستند که معمولاً د

باشند. شناسایی  دی ها در تعامل میباوجود دارند و با آنتی

بر  ساختار پروتئین آنتی ژنی در حال حاضر کاری دشوار و زمان

ژن های کسب اطلاعات بیشتر در مورد آنتی می باشد. با

پروتئینی، می توان این اطلاعات را به منظور پیشگویی مکان و 

 (.4همچنین اطلاعات ایمنولوژیکی پروتئین مورد نظر به کار برد )

، از جمله برنامه هایی Physico-chemical profileبرنامه 

می باشد که برای تعیین مناطق آنتی ژنی به کار برده می شود. 

برای کار با این برنامه تنها توالی آمینواسیدی پروتئین لازم است 

این  که و اطلاعات دیگری مورد نیاز نیست. لازم به ذکر است

(. پیش بینی مناطق 1ده است )نوشته ش basicبرنامه با زبان 

آنتی ژنی  در توالی پروتئین اهمیت بسیار زیادی در تولید واکسن 

هدف از این مطالعه تعیین  (.60) و یا روش های درمانی دارد

در  HWP1و  ALS1مناطق آنتی ژنی در دو توالی پروتئینی 

با استفاده از برنامه  بیکنسلکاندیدا آجدایه های واژینالی 

Physico-chemical profile .می باشد 

 هاروشمواد و 

از بیماران  کاندیدا آلبیکنسی جدایه 1در این مطالعه 

مبتلا به عفونت های واژینال جدا و شناسایی مرفولوژیکی و 

از ترشحات واژن زنان . نمونه ها ه بودمولکولی روی آنان انجام شد

تهران  از مراکز مختلف پزشکیمشکوک به عفونت کاندیدیازیس و 

پس از اخذ  7027تا اردیبهشت  7023در تاریخ اردیبهشت 

به منظور بررسی  .گرفته شده بود رضایت نامه کتبی از بیماران

ها، مولکولی حضور دو ژن تشکیل دهندۀ بیوفیلم در جدایه

ی مخمرهای مورد نظر بر ساعته 92از کشت  DNAاستخراج 

. به منظور اثبات انجام شد potato dextrose agar (PDA)محیط 

استفاده   PCRها در تشکیل بیوفیلم از روشحضور و نقش این ژن

ایزوآمیل الکل –کلروفرم –به روش فنل  DNAگردید. استخراج 

 (VTX-3000L) ، از ورتکسDNAاستخراج بهینۀ  برایانجام شد. 

در حضور عوامل دناتوره کننده و گلوله های شیشه ای استفاده 

وژ اده از بافر و توسط میکروسانتریفبا استفشد. شستشوی سلولی 

عمل شستشو دو بار در  .(ROTINA 380R, Germany) انجام شد

تخریب  برایدقیقه تکرار گردید.  5به مدت  rpm 73333دور 

دقیقه انجام  75دیواره سلول های مخمر، عمل ورتکس به مدت 

دقیقه با دور  5شد. سپس عمل شستشو در دو مرحله به مدت 

rpm 73333  در دمای°C   95  صورت گرفت. فاز رویی به یک

برابر حجم آن اتانول مطلق  0میکروتیوپ تمیز انتقال داده شد و 

ساعت در فریزر  7سرد اضافه گردید. میکروتیوپ فوق به مدت 

°C93- وژ با دورنگهداری شد. سپس مجدداً سانتریف 

 79333 rpm  در دمای°C 2  انجام گردید تا رسوبDNA  جدا

 033شود. پس از دور ریختن مایع رویی به رسوب حاصل 

سرد اضافه شد. پس از آن عملیات  %13 میکرولیتر اتانول

سانتریفیوژ مانند مرحلۀ قبل انجام گردید و پس از تبخیر کامل 

میکرولیتر به رسوب حاصل  53اتانول، آب مقطر استریل به میزان 

استخراج شده با  DNAاضافه شد. در نهایت غلظت و کیفیت 

 ,Thermo, Evolution 100) استفاده از اسپکتروفتومتری

England)  تعیین شد. در نهایتMultiplex PCR برای  

DNA بالای  260/280های تخلیص شده با کیفیت مناسب )جذب

از پرایمرهای   Multiplex PCRانجام برای( صورت گرفت. 9/7

 hwp1و als1 برای دو ژن 7اختصاصی ذکر شده در جدول 

به  PCRحجم نهایی مخلوط واکنش  و (66,62)استفاده شد 

میکرولیتر  72میکرولیتر رسانده شد. مخلوط واکنش شامل 95

بود.  master mixمیکرولیتر  93و  DNAمیکرولیتر  7آب، 

Master Mix  10میکرولیتر بافر  5/9شاملX ،15/3  میکرولیتر

پلی  Taqمیکرولیتر  dNTP ،95/3میکرولیتر  5/3کلرید منیزیم، 

پرایمر ذکر شده در  2میکرولیتر از هر کدام از  95/3مراز و 

از دستگاه  Multiplex PCRانجام  برایمی باشد.  7جدول 

استفاده شد. الکتروفورز  (Peqlab, United Kingdom) ترموسایکلر

صورت  X5 TBEو در بافر  %9روی ژل آگارز  PCRمحصولات 
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 ط اتیدیوم برماید رنگ آمیزی گردید.و ژل مربوطه توس گرفت

شامل  Multiplex PCRبرنامه دستگاه ترموسایکر جهت انجام 

و  C 22°دمای   دردقیقه  2کل واسرشت اولیه به مدت یک سی

 03، اتصال C 22°  ،ثانیه 03سیکل واسرشت در مدت  05سپس 

و  C 19°دقیقه و دمای  9، طویل شدن در مدت C 59°ثانیه در  

دقیقه در دمای   5ت یک سیکل طویل شدن نهایی طی در نهای

°C 19 باشد. به منظور مطالعات بیوانفورماتیکی روی ژن های  می

شناسایی شده، دست یابی به توالی ژن ها ضروری می باشد. بدین 

کاتر  و باند مورد نظر باقرار داده و د UVمنظور ژل بر روی صفحۀ 

ین توالی فرستاده برش زده شد و به شرکت مربوطه جهت تعی

شد. نتیجه توالی یابی هر کدام از ژن ها با ژن های گزارش شده 

هم  Nucleotide Blast، توسط برنامۀ NCBIدر پایگاه اطلاعاتی 

شیمیایی توالی  –به منظور بررسی خواص فیزیکو (63)تراز شدند 

به کار گرفته  Physico-chemical profile های پروتئینی، سرور

ور قادر به شناسایی خواص گوناگونی از قبیل این سر .شد

Hydrophilicity ،Hydropathy ،Flexibility ،Antigenicity ،

Accessibility ،Membrane buried-helix  وAntigenicity  می

در دو توالی ژنسیتی آنتی. به کمک این سرور ویژگی (64) باشد

حاصل از استخراج ژن ها مورد  HWP1و  ALS1پروتئینی 

 بررسی قرار گرفتند.

 

 هدف یژن ها یرمورد استفاده در تکث یمرهایپرا یتوال: 7جدول 

 

 هایافته

نتایج حاصل از این پژوهش بیان گر آن است که از میان  

 9و als1  (51% )جدایه دارای ژن  2جدایه های بررسی شده 

نمونه نیز فاقد هر  0باشد و  میhwp1    (99% )جدایه دارای ژن

دو ژن مورد نظر است. نتایج حاصل از ژل الکتروفورز، تکثیر 

ختصاصی مورد نظر را با استفاده از پرایمرهای مربوطه قطعات ا

 .(7تأیید می کند )شکل

 als1دو توالی زیر نشانگر نتایج حاصل از توالی یابی دو ژن 
 .باشد می hwp1و 

>7_als1 F 

GCACACTTCATTTCCACTTCCTTCAAACTCCATCACTGA
AGATATCACCACATCTCAACCTACAGGTGATAATGGAGACAA

TACTTCATCAACCAATCCAGTTCCAACTGTGGCAACAAGTACT

TTAGCATCTGCAAGTGAAGAAGACAACAAAAGCGGTTCTCAT
GAATCAGCATCCACAAGTTTGAAACCAAGTATGGGTGA 

AAATTCTGGATTAACTACTTCTACTGAAATTGAAGCT 

ACAACAACCAGTCCTACAGAAGCTCCATCA 
CCTGCTGTTTCTTCTGGAA  

>7_hwp1F 

CCATCTGCGAGGACTCTCAGCTGTTCCAAATCAGATGTT

CCAGCTACTGAATCTGCTCCTGCTCCTGAAATGACTCCAGCTG 

 

 

 

 

GTACTGAAACTAAACCAGCTGCTCCAAAATCATCAGCT

CCTGCCACTGAACCTTCCCCAGTTGCTCCAGGTACTGAATCCG

CACCAGCTGGTCCAGGTGCTTCTTCTTCTCCAAAATCTTCTGTT
TTGGCTAGTGAAACCTCACCAATTGCTCCAGGTGCTGAAACC

GCTCCAGCTGGCTCAAGTGGTGCTATTACTATTCCGGAATCTA

GTGCTGTCGTCTCTACGACTGAAGGTGCTATTCCAACTACATT
AGAATCAGTTCCACTCATGCAACCA 

 

 در موجود hwp1و als1یها ژن از یبخش الکتروفورز ۀجینت :7شکل 

 هیجدا در نظر مورد های ژن7-1 شماره یها چاهک. کنسیآلب دایکاند ۀگون 1

 (.bp 733) نشانگر :M مطالعه، مورد یها

Length of PCR 

product (bp) 
Reverse Forward Gene 

318 5’-CCA GAA GAA ACA GCA GGT GA-3’ 5’-GAC TAG TGA ACC AAC AAA TAC CAG A-3’ als1 
572 5’-TAG ATC AAG AAT GCA GC-3’ 5’-ATG ACT CCA GCT GGT TC-3’ hwp1 
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و  als1مترازی این دو توالی با توالی های نتایج حاصل از ه

hwp1  موجود در پایگاه اطلاعاتیNCBI  شباهت  %29بیانگر

 می باشد. hwp1شباهت برای ژن  %22و  als1برای ژن 

نتایج حاصل از بررسی خاصیت آنتی ژنسیتی در توالی های 

، Physico-Chemical Profilesپروتئینی با کمک برنامه 

در بالاترین مناطق آنتی ژنی دو آمینو اسید  نشان داده است که

سرین و ترئونین با فراوانی بالاتری نسبت به سایر آمینواسیدها 

 (.0و9وجود دارند )شکل 

 
( در SASوPTG) ینواسیدهاآم ینمناطق پررنگ تر است. ا یرباشد که از سا یم ینیپروتئ یاز توال یمناطق یانگر: دو قله نشان داده شده در شکل ب9شکل 

 : گلوتامات(G. ین: ترئونT. ین: پرولP. ین: آدنA. ین: سرSباشند. ) یم یبالاتر ژنتیسییآنت یتخاص یدارا یرینبا سا یسهمقا
 

 

با  یسه( در مقاSSS) ینواسیدهاآم ینمناطق پررنگ تر است. ا یرباشد که از سا یم ینیپروتئ یاز توال یا یهناح یانگر: قله نشان داده شده در شکل ب0شکل 

 (ین: سرSباشند ) یم یبالاتر بسیار ژنتیسییآنت یتخاص یدارا یرینسا

 

 بحث

از جمله عوامل اصلی ایجاد کننده عفونت  کاندیدا آلبیکنس

شایع در زنان به نام کاندیدیازیس وولوواژینال می باشد که این 

ژن های  (.0)عفونت در سال های اخیر شیوع فراوانی داشته است 

متعددی در تشکیل بیوفیلم کاندیدیایی نقش دارند. مطالعات 

در ایجاد عفونت های  hwp1و  als1نشان می دهند که دو ژن 

کنند. زیس ولووژاینال نقش مهمی ایفا میمهمی از جمله کاندیدیا

در پژوهشی بیماران مبتلا به کاندیدیازیس ولوواژینال مورد 

های  جدایه %29شان داد که بررسی قرار گرفتند. مطالعه ن

. در (6)را نشان دادند  hwp1آن ها ژن  %2/0و  als1بیماران ژن 

تحقیق حاضر از بین  نمونه های گرفته شده از بیماران مبتلا به 

دارنده ژن  %99و  als1دارنده ژن  %51کاندیدیازیس ولوواژینال 

hwp1 سط بودند. در این تحقیق نیز مانند مطالعات انجام شده تو

Inci  و همکاران نمونه های دارای ژنals1  دارای ژنhwp1  بودند

 hwp1بر بیان ژن  als1و این امر پیشنهاد می کند که بیان ژن 

 . تحقیقات نشان می دهد که نوع اسید آمینه(6)استتأثیر گذار 

طی بررسی های (. 65)باشد بر تشکیل و رشد بیوفیلم مؤثر می

رای تشکیل سرین و ترئونین ب انجام شده، انجام فسفریلاسیون
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. به طور کلی مکانیسم (66، 61)باشد بیوفیلم امری ضروری می

ت پذیر است و نقش مکانیسمی برگش ،فسفریلاسیون پروتئین

دارد. مشاهده شده است که های سلولی مهمی در فعالیت

کینازها انتقال فسفات گاما را از نوکلئوتید تری فسفات پروتئین

(ATP)  موجود در زنجیره پروتئین بر عهده  هایآمینه اسیدبه

دارند که این امر باعث تغییر شکل و عملکرد پروتئین می شود. به 

طور معمول فسفریلاسیون با تغییر در فعالیت آنزیم، موقعیت 

سلولی و یا ایجاد ارتباط با دیگر پروتئین ها، منجر به تغییر 

ق آنتی ژنسیتی در . مطالعه مناط(64)عملکرد پروتئین می گردد 

پروتئین مورد بررسی نقش مهمی را در درمان به ویژه در تولید 

در این مطالعه با استفاده از برنامه (. 60)واکسن ایفا می کند 

Physico-chemical profile  مناطق با خاصیت آنتی ژنسیتی بالا

قرار گرفت. نتایج این مطالعه مورد  HWP1و  ALS1در دو توالی 

نگر وجود دو اسید آمینه سرین و ترئونین در مناطق با بررسی بیا

مطالعات گذشته را ، باشد. نتایج این بررسی خاصیت آنتی ژنی می

مبنی بر اهمیت فسفریلاسیون دو اسیدآمینه سرین و ترئونین را 

 می کند. اییددر تشکیل بیوفیلم ت

ین ا، در hwp1و  als1به دلیل طویل بودن توالی های ژنی 

های ژنی امکان پذیر نبود و تنها پژوهش امکان بررسی کل توالی

بخش کوچکی از این دو ژن استخراج و مورد تجزیه و تحلیل 

بیوانفورماتیکی قرار گرفت. با توجه به مطالعات گذشته در 

خصوص تأثیر فسفریلاسیون دو اسیدآمینه سرین و ترئونین در 

باشد، نتیجه  ی ژنسیتی میتشکیل بیوفیلم، که از جمله عوامل آنت

قرار  مورد انتظار با استفاده از نرم افزار های مذکور مورد تایید

گرفت. به منظور بررسی دقیق تر و همچنین عملکرد بهتر برنامه 

Physico-chemical profile مطالعات بیشتر در این زمینه ،

 پیشنهاد می شود.

 تقدیر و تشکر

ه از کارشناس نویسندگان بر خود فرض می دانند ک

تشکر نمایند.  آزمایشگاه خانم یوسفی به دلیل کمک های تکنیکی

و در آزمایشگاه این مطالعه در قالب پایان نامه کارشناسی ارشد 

 انجام شد.)س(  دانشگاه الزهراملی میکروبیولوژی صنعتی 

 تعارض منافع:

پزشکی ایران هیچ  شناسیمیکروببین نویسندگان و مجله  
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