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  مقاله پژوهشي
  

هاي كانديدا آلبيكنس  در سويه) VAP(ارزيابي بيان ژن آسپارتيك پروتئيناز واكوئلي 
  منتشرجدا شده از بيماران مبتلا به كانديديازيس 

    
   ** ساروكلاييشهلا امريدكتر ، *حجت اله شكريدكتر 

  
                                                                                                21/2/95 : پذيرش   28/9/94  :دريافت

  

  :چكيده
شود و نقش مهمي       بيان مي  VAPدر كانديدا آلبيكنس است كه توسط ژن          يك آنزيم آسپارتيك   واكوئليپروتئيناز  : مقدمه و هدف  

هاي كانديدا آلبيكنس جدا شـده    در سويهVAPن هدف اين مطالعه ارزيابي بيان ژ. كند در ايجاد كانديديازيس سيستميك بازي مي    
  . بودمنتشراز بيماران مبتلا به كانديديازيس 

انجـام شـد و     ) RT-PCR(كريپتاز معكـوس       ترانس -اي پليمراز    با استفاده از روش واكنش زنجيره      VAP ارزيابي بيان ژن     :روش كار 
بـه  )  گـرم  25 هفته سـن و وزن       Balb/c) 6 سر موش مادة     48همچنين  .  درصد الكتروفورز شدند   5/1ها بر روي ژل آگارز        نمونه

 در مخمرهـاي جـدا شـده از خـون           VAPهاي مختلف كانديدا آلبيكنس عفـوني شـدند و ميـزان بيـان ژن                 صورت تجربي با سويه   
  . هاي عفوني سنجش شد موش
نتايج ما افزايش بيان ). >05/0P(يراني بود هاي ا هاي مالزيايي به طور معناداري بيشتر از سويه  در سويهVAPميزان بيان ژن : نتايج
يك تفاوت معنـاداري  . ها در مقايسه با بيماران انساني را نشان دادند     سويه هاي كانديدا آلبيكنس جدا شده از خون موش         VAPژن  

 بيمـاران  هاي كنتـرل كانديـدا آلبيكـنس جـدا شـده از      هاي باليني و و هم سويه  هم در سويه18S rRNA به VAPدر نسبت ژنهاي 
هـاي بـاليني     پس از الكتروفـورز سـويه  18S rRNA و VAPباندهاي ). >P 05/0(مالزيايي در مقايسه با بيماران ايراني مشاهده شد 

  .     بودند302 و bp 220ها ظاهر شدند كه به ترتيب حدود  كانديدا آلبيكنس به دست آمده از بيماران انساني و خون موش
 ناشـي از كانديـدا   منتـشر عنوان يك ژن مهـم در ايجـاد كانديـديازيس        تواند به     عنوان مولد پروتئيناز مي    به   VAPژن  : نهايي نتيجه

  .آلبيكنس عمل نمايد
 

 كانديديازيس سيستميك / كانديدا آلبيكنس /  VAPژن  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه
هاي كانديدا قارچ هاي فرصت طلبي هستند كـه           گونه      
تگاه گــوارش، مخــاط واژن، صــورت همزيــست در دســ بــه 

مجاري ادراري، پوست و زيـر نـاخن انگـشتان دسـت و پـا               
تــرين  كانديــدا آلبيكــنس شــايع).  1(زنــدگي مــي كننــد 

هـاي كانديـدايي      زاي انساني در بين گونه      ارگانيسم بيماري 
هـاي تناسـلي، پوسـتي، دهـاني و           است كه موجب عفونـت    

ر جهـان    در سراس  منتشركانديديازيس  ). 2(شود    خوني مي 
در طي نيمة دوم قرن بيستم پيوسته در حال افزايش بوده           

هـاي دچـار نقـص        و اين افزايش نتيجـة گـسترش ميزبـان        
  اي هـــاي زمينـــه سيـــستم ايمنـــي بـــه علـــت بيمـــاري

  

يـا بـه علـت      ) ها، ايدز، نوزادان نارس با وزن كـم         بدخيمي(
شيمي درمـاني،   (هاي سركوب كنندة سيستم ايمني        درمان

)  پيوند اعضاء، پيـشگيري و درمـان رد پيونـد          پرتو درماني، 
به علاوه، موارد زيادي از بيماري در بيمـاراني         ). 3،4(است  

هاي مراقبت    شوند كه براي مدت طولاني در بخش        ديده مي 
ايـن  ). 5(شـوند     ويژه مثل جراحي و سـرطان بـستري مـي         

وضعيت سـبب ايجـاد تغييراتـي در اپيـدميولوژي و نمـود             
   افـزايش رو بـه رشـد ايـن بيمـاري در             باليني عفونت و نيز   

اطلاعات حاصل از مركز مراقبـت      .  سال اخير شده است    40
هـاي    دهـد كـه گونـه       زا نـشان مـي      و كنترل عوامل بيماري   

  كانديدايي چهارمين عامل عفونت خوني هستند و اهميـت        
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )hshokri@ausmt.ac.ir( دانشگاه تخصصي فناوري هاي نوين آملقارچ شناسي پزشكي دانشيار  *

  دانشكده پزشكي دانشگاه پوترا مالزيگروه علوم زيست پزشكي استاديار  **
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افزايش وقوع آن ممكن است در حـالات مختلـف خـدمات            
  .فرق كندپزشكي و نواحي جغرافيايي مختلف 

اي   كانديدا آلبيكنس به دليل اهميت پزشكي برجـسته            
هـاي كانديـدايي در سـطوح         تر از ساير گونه     كه دارد، وسيع  

رود كـه     انتظـار مـي   . شود  بيولوژي و فيزيولوژي بررسي مي    
هاي ظريفـي در      اصول انتخاب محيطي، سبب ايجاد تفاوت     

لـف  هـاي مخت    ساختمان و رفتار مخمرها شود تا با محـيط        
هــاي زيــادي در كانديــدا آلبيكــنس  آنــزيم. ســازگار شــوند

يكي از . اند كه در حدت آن نقش مهمي دارند      شناخته شده 
) SAP(مهمترين آنها آنزيم آسـپارتيل پروتئينـاز ترشـحي          

هـاي    است كه موجـب پروتئـوليز غيراختـصاصي پـروتئين         
و اغلب در دفاع برابر عفونت دخالـت        ) 6،7(شود    ميزبان مي 

آزمايشات همانندسـازي و تـوالي سـنجي نـشان          ). 8(دارد  
اند كـه فعاليـت پروتئوليتيـك خـارج سـلولي توسـط               داده

اي شـامل   كانديدا آلبيكنس ناشي از محصولات ابر خـانواده     
ــزيم 7حــداقل  ــاي  ژن( ايزوآن ــا SAP1ه . اســت) SAP7 ت

مطالعات نـشان دادنـد كـه ايجـاد اخـتلال اختـصاصي در              
ز در كانديـدا آلبيكـنس سـبب        هاي آسپارتيك پروتئينا    ژن

مير حيوانـات آزمايـشگاهي مبـتلا بـه ايـن            و  كاهش مرگ 
شـود و ايـن آزمايـشات تاييدكننـدة فعاليـت             ها مي   موتانت

پروتئوليتيك كانديدا آلبيكنس به عنوان يك عامـل حـدت    
ــشتر جمعيــت ). 9(مهــم اســت  ــدا  اگرچــه بي هــاي كاندي

 باشـند،   آلبيكنس همزيست تمايل دارند به صورت كلونـال       
ــان ــي در ميزب ــف   ول ــواحي مختل هــاي مختلــف و حتــي ن

آناتوميك بـدن، تغييـرات كـوچكي در نـوع سـوش ديـده              
شوند كه اين مورد ناشي از سير تكاملي كوتاه مـدت در              مي

قـــدرت ). 10(هـــاي ژنتيكـــي اســـت  نتيجـــه بـــازآرايي
پذيري كانديدا آلبيكنس، توانايي هر تحت جمعيتي         سازش

. نواحي فيزيولوژيك بدن فراهم مي كند     را براي استقرار در     
در واقع، برتري واضح حدت كانديدا آلبيكـنس نـسبت بـه            

هاي كانديدا ممكن است بيانگر توانـايي برتـر آن       ساير گونه 
يك شرط اوليـه    . در بقاي درون بدن ميزبان پستاندار باشد      

دهـي   پـذيري مربـوط بـه قابليـت پاسـخ      براي ايـن سـازش    
 مختلف محيطي است كه با بيـان        هاي  ارگانيسم با سيگنال  

  ). 11(گيرد  هاي مرتبط با حدت صورت مي يكسري از ژن
ــاز   VAP   ژن  ــپارتيك پروتئينــ ــزيم آســ ــد آنــ    مولــ

كانديدا آلبيكنس است كه در بيماري زايي اين قارچ نقـش        
مهمترين نقش اين ژن مولد آنزيم شامل       . برجسته اي دارد  

  ه ـــقارچ به واسطكمك به تهاجم ) i: (موارد ذيل مي باشد

  
حملـه بـه آنتـي بـادي هـا،          ) ii(آسيب به پوست و مخاط،      

تامين منابع غـذايي از     ) iii(گرانولوسيت ها و ماكروفاژها و      
با توجه به اينكه ميزان بيـان ژن        ). 7(راه هضم پروتئين ها     

VAP  هاي مختلف آسـپارتيك پروتئينـاز در          مولد ايزوآنزيم
هاي   تلف محيطي و عفونت   كانديدا آلبيكنس در شرايط مخ    

مختلف متفاوت است، لذا در اين مطالعه سعي شده اسـت           
در ) VAP(ميزان بيان ژن آسـپارتيك پروتئينـاز واكـوئلي          

هاي كانديدا آلبيكنس جدا شـده از بيمـاران انـساني             سويه
 منتشرهاي مبتلا به كانديديازيس  ايراني و مالزيايي و موش   

  .تجربي مورد مطالعه قرار گيرد
  :وش كارر
 مطالعهبراي انجام اين    : هاي كانديدا آلبيكنس    كشت سويه      

 سوية باليني كانديدا آلبيكنس جدا شده از بيماران 8تعداد 
 ســوية بــاليني 8، منتــشرايرانــي مبــتلا بــه كانديــديازيس 

كانديدا آلبيكنس جدا شده از بيماران مالزيـايي مبـتلا بـه            
كانديدا آلبيكـنس    سوية كنترل    16 و   منتشركانديديازيس  

مـورد اسـتفاده    ) جدا شده از افراد سالم ايراني و مالزيـايي        (
ــد ــرار گرفتن ــويه. ق ــسيون   س ــوق از كلك ــري ف ــاي مخم ه

شناسـي دانـشكده دامپزشـكي دانـشگاه تهـران تهيـه              قارچ
هــاي مخمــري بــر روي محــيط ســابورو  ســلول. گرديدنــد

 37در حرارت   ) ساخت شركت مرك آلمان   (دكستروز آگار   
.  سـاعت كـشت داده شـدند       48گراد به مدت      سانتيدرجه  

براي شناسايي كانديدا آلبيكنس، از آزمايشاتي نظير تـست         
جرم تيوب، كروم آگـار، تـست بتاگلوكوزيـداز، تـست اوره،            

 بـراي توليـد     80محيط كـورن ميـل آگـار حـاوي تـوئين            
كلاميدوكونيديا و همچنين تست جذب و تخمير قندها بـا          

سـاخت شـركت رمـل       (RAPIDي  استفاده از كيت تجـارت    
  ).12(استفاده شدند ) آمريكا

تعـداد  :  كانديدا آلبيكنس در مدل مـوش      VAPارزيابي بيان ژن    
از )  گـرم  25 هفتـه بـا وزن       Balb/c) 6 سر موش مـادة      48

 سـر   3تعـداد   . انستيتو رازي كرج، ايـران خريـداري شـدند        
 سويه 4(موش براي هر سوية مخمري در نظر گرفته شدند        

 سـويه حاصـل از      4 سويه باليني مالزيايي،     4 ايراني،   باليني
 سـويه   4هاي عفـوني شـده بـا سـويه ايرانـي و               خون موش 

). هاي عفوني شده با سـويه مالزيـايي         حاصل از خون موش   
تمام آزمايشات مطابق با شرايط استاندارد و اخلاق پزشكي         

هاي   براي تزريق به حيوان آزمايشگاهي، سلول     . انجام شدند 
ر روي محيط سابورو دكستروز آگـار كـشت داده          مخمري ب 

   ساعت 24گراد به مدت   درجه سانتي37شدند و در دماي 
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هـاي مخمـري از سـطح         كلـوني . گذاري گرديدنـد    خانه  گرم
محيط كشت برداشت شدند و دو بار با بافر فسفات سـالين            

)PBS (هــاي  سوسپانــسيوني از ســلول. شستــشو گرديدنــد
ليتـر بـا      سـلول در هـر ميلـي       5 × 105مخمري به ميـزان     

ليتـر از      ميلـي  1/0سـپس   . استفاده از لام نئوبار تنظيم شد     
. ها تزريق گرديد    سوسپانسيون مخمري به وريد دمي موش     

 ساعت پس از تزريق، خون حيوانات تحت آزمايش     5حدود  
 2/0ميـزان   . آوري شـد     جمـع  EDTAهـاي حـاوي       در لوله 

 محـيط سـابورو     ميلي ليتر از نمونه خون مستقيما بـر روي        
كـشت داده   ) ساخت شـركت مـرك آلمـان      (دكستروز آگار   

 روز 4گـــراد بـــه مـــدت   درجـــه ســـانتي37شـــده و در 
ــرم ــه گ ــذاري شــدند  خان ــدايي  ســلول). 13(گ هــاي كاندي
 VAPآوري شده از اين محيط براي ارزيابي بيـان ژن             جمع

  . مورد استفاده قرار گرفتندRT-PCRدر آزمايش 
 بـا   RNAاسـتخراج   : RNAاسـتخراج   ) الف : RT-PCRواكنش  

سـاخت شـركت سـيناژن       (RNX™-Plusاستفاده از كيـت   
 از كـشت    RNAبه منظـور اسـتخراج      . صورت گرفت ) ايران

. تازة مخمر كانديدا آلبيكنس در فاز لگاريتمي استفاده شد        
 و  DNaseها و سرسـمپلرها عـاري از          همچنين ميكروتيوب 

RNase   به كار رفتند  .RNA   نظر كمـي و      استخراج شده از 
كيفي با دو روش اسـپكتروفتومتري و الكتروفـورز روي ژل           

آميزي شده و با اتيديوم برومايـد مـورد بررسـي قـرار               رنگ
 بارگذاري شده بر روي RNAپس از مشاهده تصوير . گرفت

هـا از شـدت بانـدها آنهـا         RNAژل آگارز، تفـاوت غلظـت       
بدين منظـور بـراي يكـسان كـردن شـرايط،           . مشخص شد 

ها توسط دستگاه بيوفتومتر قرائـت        ري تمام نمونه  جذب نو 
شدند و سـپس بـا دي اتيـل پيروكربنـات، ميـزان غلظـت               

RNA  ــنتز ــل از سـ ــنش  cDNA قبـ ــتفاده در واكـ  و اسـ
 RNAهاي حاوي     تمام نمونه . اي پليمراز يكسان شد     زنجيره

  . تيمار شدندDNase با آنزيم DNAبراي از بين رفتن 
، RNAن يـافتن از خلـوص       با اطمينـا   :RT-PCRواكنش  ) ب

ساخت  (K1621 از روي آن به وسيله كيت        cDNAساخت  
و بر اساس دستورالعمل آن انجام      ) شركت فرمنتاس آمريكا  

 اسـتخراج   RNA ميكروگرم از    2بدين ترتيب كه به     . گرفت
.  اضافه شدRandom hexamer primer ميكروليتر 1شده، 

 اتيـل   حجم نهايي اين مرحلـه بـا آب تيمـار شـده بـا دي              
هاي   ميكروتيوب.  ميكروليتر رسانيده شد   12پيروكربنات به   

 درجـه   65 دقيقـه در دمـاي       5حاوي مقادير فوق به مدت      
  درنگ به يخ منتقل  گراد قرار داده شده و سپس بي سانتي

  
ــه . شــدند ــافر 4در ادام ــر ب ــر X10 ،2 ميكروليت  ميكروليت

ز و   ميكروليتر ريبونوكلئا  dNTP  ،1 ميلي مولار    10مخلوط  
 RevertAid transcriptase M-MuLV ميكروليتر آنـزيم  1
با قرار  . به ميكروتيوب اضافه شد   ) ليتر   واحد در ميلي   200(

 و سـپس    C  42  دقيقـه در   60دادن ميكروتيوب به مدت     
گـراد، واكـنش متوقـف         سـانتي  70 دقيقـه در     10به مدت   

اي    حاصل تا زمان انجام واكـنش زنجيـره        cDNA. گردد  مي
  . گراد نگهداري شد  درجه سانتي-20ز در فريزر پليمرا

   توالي اسيد نوكلئيك پرايمرهاي مورد استفاده بـه شـرح          
  : زير بودند

- VAP/F: (5´-TCCACCAATCTACAATGCCA-3´) 

- VAP/R: (5´-ATTTCAGCCAATGAGGATGG-3´)  

- 18S rRNA/F: (5´-GCCAGCGAGTATTAACCTTG-3´) 

- 18S rRNA/R: (5´-ATTTCAGCCAATGAGGATGG-3´) 
ــا 25 در حجــم نهــايي RT-PCR   واكــنش   ميكروليتــر ب

انجام ) ساخت شركت بيوراد آمريكا   (استفاده از ترموسايكلر    
ــد ــر از 2. ش ــدار  cDNA ميكروليت ــده، مق ــاخته ش  20 س

 PCR ميكروليتـر از  5/12پيكومول از هر يك از پرايمرها، 

master mix)     حـاوي  ) سـاخت شـركت فرمنتـاس آمريكـا
 ميلـي مـولار، كلريـد       4/0وط نوكلئوتيـدها بـا غلظـت        مخل

 Taq DNA ميلــي مــولار و آنــزيم 4منيــزيم بــا غلظــت 

polymerase   واحـد در هـر ميكروليتـر بـه     5/0 بـا غلظـت 
ميكروتيوب واكنش اضافه شد و حجم نهايي بـا آب مقطـر            

مخلوط بـالا   .  ميكروليتر رسانده شد   25ديونيزه استريل به    
ر قـرار داده شـده و برنامـه حرارتـي           در دستگاه ترموسايكل  

 درجـه   94دماي واسرشتگي اوليه الگو     . براي آن اعمال شد   
 دقيقه، دماي واسرشتگي ثانويه الگـو       5گراد به مدت      سانتي

 ثانيـه، دمـاي اتـصال       50گـراد بـه مـدت          درجه سانتي  94
 ثانيه، 45گراد به مدت   درجه سانتي60پرايمر به رشته الگو

گـراد بـه       درجـه سـانتي    5/55يد  دماي گسترش رشته جد   
 سيكل از مرحله دوم تا چهـارم تكـرار          34 ثانيه و    50مدت  
 10گراد بـه مـدت         درجه سانتي  72دماي بسط نهايي    . شد

  ). 14(دقيقه در نظر گرفته شد 
ــارز) ج ــورز ژل آگ اي  محــصولات واكــنش زنجيــره: الكتروف

 ميكروگـرم   5/0 درصـد حـاوي      5/1پليمراز روي ژل آگارز     
. وم برومايد به ازاي هر ميلي ليتر ژل الكتروفـورز شـد           اتيدي
 بـه عنـوان مـاركر در ايـن     kb 1 با وزن DNA ladderيك 

پـس از اتمـام الكتروفـورز، ژلهـا روي          . مرحله استفاده شـد   
دستگاه ژل داكيومنتيشن از نظر وجود باند ژن مـورد نظـر            

  . بررسي شدند
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تعيـين   جهـت    t-studentآزمـايش   : تجزيه و تحليل آمـاري    
هـاي مختلـف بـا سـطح          تفاوت معنادار آمـاري بـين گـروه       

  . مورد استفاده قرار گرفت05/0معنادار كمتر از 
  :نتايج
هـاي     در سـويه   VAP   در اين مطالعه، سطح بيان ژن            

باليني و كنترل كانديـدا آلبيكـنس جـدا شـده از بيمـاران              
زان عـلاوه، مي ـ    بـه ). >05/0P(مالزيايي بيشتر از ايراني بود      

هاي باليني به طور معناداري بيـشتر         بيان اين ژن در نمونه    
هاي مـا افـزايش       يافته). >P 05/0(هاي كنترل بود      از نمونه 

هـاي     كانديدا آلبيكنس جدا شـده از نمونـه        VAPبيان ژن   
در . هاي انـساني را نـشان دادنـد         موشي در مقايسه با نمونه    

 ــ  ــن ژن ب ــان اي ــاداري در بي ــاوت معن ــيچ تف ــل، ه ين مقاب
هـا    هاي ايراني و مالزيايي جـدا شـده از خـون مـوش              سويه

  .مشاهده نگرديد
   تجزيه و تحليل آماري نشان داد كه ميانگين نـسبت ژن           

VAP 18 بهS rRNA هـاي بـاليني و و هـم      هم در  سـويه
هاي كنترل كانديدا آلبيكنس جـدا شـده از بيمـاران             سويه

هاي ايراني    همالزيايي يك تفاوت معناداري را نسبت به نمون       
هاي به دسـت آمـده از خـون           دارد، اما اين تفاوت در سويه     

  ).1جدول (ها مشاهده نگرديد  موش
  

هاي   در سويه18S rRNA به ژن VAP نسبت ژن :1جدول 
 كانديدا آلبيكنس جدا شده از بيماران ايراني و مالزيايي و

هاي ايراني و مالزيايي  هاي عفوني شده با سويه همچنين موش
  )انحراف معيار ± انگينمي(

  

  
 كنترل

  
 باليني

  ها تمام نمونه
 )باليني و كنترل(

  

06/0 ± 15/0 24/0 ± 45/0  بيمار ايراني 31/0 ± 22/0

17/0 ± 38/0 19/0 ± 73/0  بيمار مالزيايي 55/0 ± 25/0

17/0 ± 53/0 22/0 ± 63/0 19/0 ± 58/0 
موش عفـوني شـده     

 با سويه ايراني

23/0 ± 65/0 35/0 ± 84/0 29/0 ± 74/0 
موش عفـوني شـده     

 با سويه مالزيايي

  
هاي باليني به   سويه18S rRNA و VAPنتايج بيان ژن     

همـانطور كـه   .  نـشان داده شـدند  2 و 1ترتيب در اشـكال   
 پـس از  18S rRNA و VAPگـردد، بانـدهاي    مشاهده مي

هاي باليني كانديـدا آلبيكـنس بـه دسـت            الكتروفورز سويه 
هـا بـر روي ژل آگـارز          يماران انساني و خون موش    آمده از ب  

 18S و VAPمكـان اختـصاصي بانـدهاي ژن    . ظاهر شدند

rRNA به ترتيب bp 220 مشخص گرديدند302 و .  

  

  
مربوط به 18S rRNA  و VAPهاي    ژل الكتروفورز ژن:1شكل 
هاي كانديدا آلبيكنس جدا شده از بيماران مبتلا به  سويه

  منتشركانديديازيس 
-) M :DNA ماركر kb  1(  
  هاي باليني انساني  از نمونهVAP مربوط به ژن 5 و 3، 1هاي   شماره-
  هاي باليني انساني  از نمونه18S rRNA مربوط به ژن 6 و 4، 2هاي   شماره- -

  

  
مربوط به 18S rRNA  و VAPهاي   ژل الكتروفورز ژن. 2شكل 
   هاي عفوني شهاي كانديدا آلبيكنس جدا شده از خون مو سويه

-) M :DNA ماركر kb  1(  
  هاي باليني موش  از نمونهVAP مربوط به ژن 5 و 3، 1هاي   شماره-
  هاي باليني موش  از نمونه18S rRNA مربوط به ژن 6 و 4، 2هاي   شماره- -

  
  :بحث
 VAPآنزيم آسپارتيك پروتئينـاز واكـوئلي توسـط ژن               

ل مهـم ايجـاد     شـود و ايـن آنـزيم يكـي از عوام ـ            بيان مـي  
). 12( ناشي از كانديدا آلبيكنس است       منتشركانديديازيس  

-RT بـا اسـتفاده از روش        VAPدر اين مطالعـه، بيـان ژن        

PCR  هاي باليني و كنترل كانديدا آلبيكنس جـدا           در سويه
هاي عفـوني     شده از بيماران ايراني و مالزيايي و خون موش        

  .ارزيابي شد
 در  VAPاد كـه بيـان ژن       نتايج ايـن مطالعـه نـشان د            

هاي باليني و كنترل كانديدا آلبيكـنس جـدا شـده از         سويه
عـلاوه، بيـان ژن       بـه . بيماران مالزيايي بيشتر از ايراني بـود      

VAP  هاي بـاليني بـه طـور معنـاداري بيـشتر از               در نمونه
ــه ــود   نمون ــرل ب ــاي كنت ــي  ). >P 05/0(ه ــل محيط   عوام

  ايه هاي كانديدا مختلف نظير شرايط جغرافيايي، منشا جد
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 آلبيكنس جدا شده، شدت بيماري و نـوع عوامـل مـستعد           
 در فـرد بيمـار مـي تواننـد از           منتـشر كننده كانديديازيس   

مهمترين فاكتورهاي موثر در تفاوت بيان ژن بين دو مليت          
ــه  . مختلــف باشــند در مجمــوع، اطلاعــات كمــي راجــع ب

يكـنس  آسپارتيك پروتئيناز واكوئلي با منـشاء كانديـدا آلب        
 كـد   CAP-RAاگرچـه يـك ژن      . فرصت طلب وجـود دارد    

و ) 13( و همكـاران     لوتكنندة آسپارتيك پروتئيناز توسط     
) 14( و همكـاران     كـانن  توسـط    VAPژن مشابه آن يعني     

 در كانديـدا    VAPرسد كه     بعيد به نظر مي   . اند  بررسي شده 
آلبيكنس، آسپارتيك پروتئينـاز ترشـحي را ترشـح نمايـد            

ر واقع يك آسپارتيك پروتئيناز واكوئلي را كد        ، بلكه د  )15(
 يـك شـباهت   VAPاز آنجا كه توالي اسيد آمينه . نمايد  مي

 VAP، لـذا    )16،17(دهـد      نشان مـي   Aبالايي با پروتئيناز    
 در كانديدا آلبيكـنس عمـل       Aتواند مثل يك پروتئيناز       مي

زا،   هاي بيمـاري    ها از جمله قارچ     تمام ميكروارگانيسم . نمايد
هاي ضروري براي رشـد اپتـيمم و تطـابق بـا تغييـرات               ژن

ها وابسته به     بيان تفريقي اين ژن   . كنند  محيطي را بيان مي   
، منبـع   pHشرايط محيطي مانند مواد مغذي در دسترس،        

هاي اختصاصي دفاع ميزبان      اكسيژن يا مواجهه با مكانيسم    
). 19،18(ها اسـت      مثل پپتيدهاي ضدميكروبي يا لكوسيت    

ثابت كردند كه هر نوع اسـترس       ) 20( و همكاران    انجالبرت
ــترس   ــامل اس ــي ش ــموتيك و    محيط ــي، اس ــاي حرارت ه

 ژن اختـصاصي در     100اكسيداتيو موجب تحريك بيش از      
هـاي القـا     تعـدادي از ايـن ژن     . شـود   كانديدا آلبيكنس مـي   

هـاي مختلفـي      برداري مسئول توليد آنـزيم      كنندة رونوشت 
  .قش مهمي دارندبوده كه در حفاظت و حدت سلول ن

 كانديـدا   VAPدر مطالعه حاضر اگرچه ميزان بيان ژن             
هاي   هاي موشي بيشتر از نمونه      آلبيكنس جدا شده از نمونه    

انساني بودند، ولي تفاوت معناداري در بيـان ايـن ژن بـين             
هـا    هاي ايراني و مالزيايي جـدا شـده از خـون مـوش              سويه

نشان دادنـد كـه     ) 18( و همكاران    فرادين. مشاهده نگرديد 
 در   زمانيكه يـك عفونـت متعاقـب تلقـيح ميكروارگانيـسم          

هاي دخيل    شود، يك افزايشي در بيان ژن       حيواني ايجاد مي  
آنها بيان نمودند كه    . گردد  ها مشاهده مي    در سنتز پروتئين  

هـا بـا      كه افزايش سنتز پروتئين بـه خـاطر تطـابق سـلول           
 انـرژي و    دسترسي بـه منـابع    . شرايط محيطي جديد است   

غذايي، دو عامل مهم سنتز پروتئين و رشد سلول در خون           
  با توجه به اينكه كانديدا آلبيكنس يك ارگانيسم . هستند

  

  
هوازي است، به محض ورود به خون، تحـت شـرايط نيمـه             
هوازي يا ميكروآئروفيليك خون، دچـار بيـان ژن متـاثر از            

نـوع   4مشاهده شده است كه     . گردد  استرس اكسيداتيو مي  
ــه خــون تظــاهر   ــدا آلبيكــنس ب ژن در نتيجــة ورود كاندي

هـاي آنزيمـي، پاسـخ        يابنـد كـه در بيوسـنتز پـروتئين          مي
  اســترس، توليــد هــايف و متابوليــسم كربوهيــدرات نفــش 

  ).21(دارند 
اي ثابـت     در مطالعـه  ) 22( و همكـاران     امري ساروكلايي    

، هاي باليني و كنتـرل كانديـدا آلبيكـنس          نمودند كه سويه  
 و فعاليـت آنزيمـي بـه        Aيك افزايشي در ميزان پروتئيناز      

. دهنـد   محض ورود به محيط جديد يعني خون نـشان مـي          
هـا   ها بعد از تزريق به مـوش  ميزان اين آنزيم در تمام نمونه  

هـاي    اين آزمايش تجربي نشان داد كه سلول      . افزايش يافت 
كانديــدا جهــت بقــاء بــا شــرايط محيطــي جديــد ســازش 

 همچنين مـشخص گرديـد كـه آنـزيم پروتئينـاز            .يابند  مي
هـاي جديـد      پـذيري بـا محـيط       داخل سلولي جهت سازش   

ضروري است، زيرا كاهش در ايـن آنـزيم و نارسـايي سـاير        
). 23(توانــد منجــر بــه مــرگ ســلول گــردد  هــا مــي آنــزيم

هنگاميكــه مخمرهــاي كانديــدا آلبيكــنس تحــت شــرايط  
گيرند، ميزان     مي اي و اكسيژني در خون قرار       متفاوت تغذيه 

اين مسئله اهميـت آنـزيم      . يابد  آنزيم پروتئيناز افزايش مي   
پروتئيناز در بقـاي كانديـدا آلبيكـنس را نـشان داده و بـر               

هـاي مختلـف محيطـي         در موقعيـت   VAPميزان بيان ژن    
  ). 24(نمايد  اشاره مي

  :نتيجه نهايي 
ــويه      ــوع، س ــدا    در مجم ــرل كاندي ــاليني و كنت ــاي ب   ه

  س جــدا شــده از بيمــاران ايرانــي و مالزيــايي     آلبيكــن
هـاي جغرافيـايي متفـاوت، برخـي تغييـرات در             با موقعيت 

بــه عــلاوه، بيــان .  را نــشان دادنــدVAPســطوح بيــان ژن 
هاي باليني و كنتـرل بيمـاران          بين سويه  VAPتفريقي ژن   

ايراني و مالزيايي و همچنين بين سويه هاي جـدا شـده از             
ــوش ــون م ــوني و  خ ــاي عف ــشاهده  ه ــساني م ــاران ان   بيم

  .گرديد
  : سپاسگزاري

شناسـي    نويسنده مسئول از پرسـنل آزمايـشگاه قـارچ             
ــش ــشكر و   دان ــت ت ــران نهاي ــشگاه ته ــكي دان كده دامپزش

نتايج اين مطالعه بـا منـافع        ضمناً   .نمايد  سپاسگزاري را مي  
   .نويسندگان در تعارض نمي باشد

   



   و همكارانحجت اله شكريدكتر                                                                 منتشر      كانديديازيس  آسپارتيك پروتئيناز واكوئلي در نقش             

  

108 
 
 
References 
1. Ryan K, Ray CE. Sherris medical microbiology. 

4th ed. New York: McGraw Hill, 2004. 
2. Odds FC. Disseminated candidosis (candida sep-

ticemia). Candida and Candidosis. 2nd ed. Lon-
don : Bailliere Tindall , 1988:206-30. 

3. Anaissie EJ, McGinnis MR, Pfaller MA. Clinical 
Mycology. In: Sobel JD (ed); Fungal infections 
of the genitourinary tract. 1st ed. Philadelphia: 
Churchill Livingstone, 2003:496-9. 

4. Odds FC. Candida species and virulence. Am 
Soc Microbiol News 1994;60:313-8. 

5. Bergman OJ. Alterations in oral microflora and 
pathogenesis of acute oral infections during re-
mission-induction therapy in patients with acute 
myeloid leukaemia. Scand J Infect Dis 1991;23: 
355-66. 

6. Schaller M, Korting HC, Schafer W, Bastert J, 
Chen W, Hube B. Secreted aspartic proteinase 
(Sap) activity contributes to tissue damage in a 
model of human oral candidosis. Mol Microbiol 
1999;34:169-80. 

7. Fallon K, Bausch K, Noonan J, Huguenel E, 
Tamburini P. Role of aspartic proteases in dis-
seminated Candida albicans infection in mice. 
Infect Immun 1997;65:551-6. 

8. Ashman RB. Protective and pathologic immune 
responses against Candida albicans infection. 
Front Biosci 2008;13:3334-51. 

9. Cheng S, Nguyen MH, Zhang Z, Jia H, Hand-
field M, Clancy CJ. Evaluation of the roles of 
four Candida albicans genes in virulence by us-
ing gene disruption strains that express URA3 
from the native locus. Infect Immun 2003; 71: 
6101-3. 

10. Khosravi AR. Immunology of fungal infections. 
1st ed. Tehran : Tehran University Press, 2008. 

11. Naglik JR, Challacombe SJ, Hube B. Candida 
albicans secreted aspartyl proteinases in viru-
lence and pathogenesis. Microbiol Mol Biol Rev 
2003;67:400-28. 

12. Niimi M, Niimi K, Cannon RD. Temperature-
related expression of the vacuolar aspartic 
proteinase (APR1) gene and β-N-acetylgluco-
saminidase (HEX1) gene during Candida 
albicans morphogenesis. FEMS Microbiol Lett 
1997;148:247-54. 

13. Lott TJ, Page LS, Boiron P, Benson J, Reiss E. 
Nucleotide sequence of the Candida albicans  

 
 
       aspartyl proteinase gene. Nucl Acids Res  

1989;17:1779. 
14. Cannon RD, Jenkinson HF, Shepherd MG. 

Cloning and expression of Candida albicans 
ADE2 and proteinase genes on a replicative 
plasmid in C. albicans and in Saccharomyces 
cerevisiae. Mol Gen Genet. 1992;235:453-7. 

15. Monod M, Togni G, Hube B, Sanglard D. 
Multiplicity of genes encoding secreted aspartic 
proteinases in Candida species. Mol Microbiol. 
1994;13:357-68. 

16. Woolford CA, Daniels LB, Park FJ, Jones EW, 
Van Arsdell JN, Innis MA. The PEP4 gene 
encodes an aspartyl protease implicated in the 
posttranslational regulatio of Saccharomyces 
cerevisiae vacuolar hydrolyses. Mol Cell Biol. 
1986;6:2500-10.   

17. Vilanova M, Teixeira L, Caramalho I, Torrado 
E, Marques A, et al. Protection against systemic 
candidiasis in mice immunized with secreted 
aspartic proteinase 2. Immunol 2004;111:334-2. 

18. Fradin C, Kretschmar M, Nichterlein T, Gail-
lardin C, D’Enfert C, Hube B. Stage-specific 
gene expression of Candida albicans in human 
blood. Mol Microbiol. 2003;47:1523-43. 

19. Inan G, Zhang Q, Li P, Wang Z, Cao Z, Zhang 
H, et al. A halophyte and cryophyte arabidopsis 
relative model system and its applicability to 
molecular genetic analyses of growth and 
development of extremophiles. Plant Physiol 
2004;135:1-20. 

20. Enjalbert B, Nantel A, Whiteway M. Stress-
induced gene expression in Candida albicans: 
absence of a general stress response. Mol Biol 
Cell 2003;14:1460-7. 

21. Heitman J, Filler SG, Jr JED, Mitchell AP. Mo-
lecular principles of fungal pathogenesis. Wash-
ington DC: ASM Press, 2006. 

22. Amri Saroukolaei S, Pei Pei C, Shokri H, Asadi 
F. Purification and comparison of intracellular 
proteinase A in Candida spp. isolates from Ma-
laysian and Iranian patients and infected mice. J 
Mycol Méd 2012;22:149-59. 

23. Noble SM, Johnson AD. Genetics of Candida 
albicans, a diploid human fungal pathogen. Ann 
Rev Gen 2007; 41: 193-211. 

24. dEnfert C, Hube B. Candida: comparative and 
functional genomics. Caister: Academic Press, 
2007. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   و همكارانحجت اله شكريدكتر                                                                 منتشر      كانديديازيس  آسپارتيك پروتئيناز واكوئلي در نقش             

  

256 
 
 

Original Article  
 
Evaluation of Vacuolar Aspartic Proteinase (VAP) Gene Expression in 
Candida albicans Strains Isolated from Systemic Candidiasis Patients 

 
H. Shokri, Ph.D.

*
; Sh. Amri Saroukolaei, Ph.D.

**
 

 

Received: 19.12.2015           Accepted: 10.5.2016                                             
 

Abstract 
 
Introduction & Objective: Vacuolar proteinase is an aspartic enzyme in Candida albicans (C. al-
bicans) that is expressed by VAP gene and plays an important role in the development of sys-
temic candidiasis. The aim of this study was to evaluate VAP gene expression in C. albicans 
strains isolated from patients with systemic candidiasis. 
Materials & Methods: The evaluation of VAP gene expression was performed using reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) method and samples were electrophoresed 
in 1.5% agarose gels. In addition, a total of 48 female Balb/c mice (six-weeks old and weight 
of 25 g) were experimentally infected by various C. albicans strains and the level of VAP 
gene expression was assessed in yeasts obtained from the blood of infected mice. 
Results: The level of VAP gene expression in non-Iranian strains was significantly higher than 
those of Iranian strains (P<0.05). Our results showed that VAP gene expression of C. albicans 
strains isolated from mice blood increased compared to human patients. A significant differ-
ence in the ratio of VAP to 18S rRNA genes was observed in both clinical and control strains 
of C. albicans isolated from non-Iranian patients compared to Iranian patients (P<0.05). The 
VAP and 18S rRNA bands were appeared after electrophoresis of the clinical strains of C. 
albicans obtained from human patients and mice blood that were about 220 and 302 bp, re-
spectively. 
Conclusion: VAP gene as producer proteinase can act as an important gene in the development 
of systemic candidiasis caused by C. albicans. 
 (Sci J Hamadan Univ Med Sci 2016; 23 (2):103-109) 
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