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انگلترشحی   -مواد دفعیاز فسفوگلیسرات کینازژنلکولیوشناسایی م
سیکنتوکسوکارا

*1عباس جلودار
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چکیده
. شودوز نامیده مییکه توکسوکاراستداموانساننیبیمشترککنیس گسترش جهانی دارد و علت اصلی بیماري  اتوکسوکارانگل 

آلوده هايدار که در خاك وجود دارد و یا از طریق غذا و دستمتعاقب بلع تصادفی تخم انگل جنین در اطفال عفونت در انسان عمدتاً
استفاده ازبا سیکنتوکسوکاراانگلفسفوگلیسرات کیناز ازکنندهکدژنبراي آغازگرهاي اختصاصی  ،پژوهش نیادر. افتداتفاق می

(Expressed sequence tag)ESTبا شماره دسترسی (موجود در بانک ژنHO348231(، کیتکنازاستفادهو سپس با طراحی گردید
Semi-Nested RT-PCRمنظور ه تکثیر و بفسفوگلیسرات کیناز با موفقیت يژن کد کننده يقطعه. قطعات ژنی تکثیر گردیدند نآ

استخراج و سپس به منظور ساخت هااز نمونهRNAمجموع کل.سازي گردیدهمسانهpMALc2xپلاسمیدشناسایی ملکولی در 
cDNA،  الیگواز عنوان رونوشت وه بآن از(dT) سازي شرایط  پس از بهینههادامدر. استفاده گردید آغازگرعنوان ه بPCR قطعه ،

 يوسیلهه ، بpMALو وکتور RT-PCRسازي محصول امر همسانهدر منظور تسهیل ه بوگردیدتکثیرنوکلئوتید304لبه طو ژنی
 دسته پلاسمید نوترکیب ب .هضم شده و سپس توسط آنزیم لیگاز به یکدیگر متصل شدند HindIIIوBamHIهاي محدودالاثرآنزیم

 يقطعهدست آمده ه بنوکلئوتیدي 304توالی.منتقل و توالی آن بررسی گردیدBL21سوش  E.coliآمده جهت تکثیر به باکتري
 هايبا ژن ژناین  يمقایسه.ندککد می را 5ایزو الکتریک  يو نقطهکیلو دالتون 497/10اسید آمینه با وزن ملکولی  101حاوي پروتئینی 

دست آمده نشان ه توالی ب ترازيهم. دادرا نشان "Phosphoglycerate kinase superfamily"نام ه دامینی ب،هااز دیگر نماتود مشابه
 نامه بدیگر نماتودي با ژن مشابه این. مشابهت دارد درصد Ascaris suum،95با ژن فسفوگلیسرات کیناز از انگل داد که این ژن 

Brugia malayi نام ه چنین فیلاریایی بو همloa loa85  داردهمخوانیدرصد .

Semi-nested RT-PCRترشحی، -پروتئین دفعی ، توکسوکارا کنیس، cDNA:يکلیدکلمات 

مقدمه
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از  ايپیچیده يدر محیط کشت، لاروها مجموعه
دفعی ـ ترشحی توکسوکارا  وادم به نامها گلیکو پروتئین

)TES (هايباديآنتی کارگیريه ببا  کهکنند را ترشح می
هاي ژنو آنتیها نزدیک بین این ملکولارتباط ،مونوکلونال

. استهپوششی لاروها مشخص گردید
 سازيهمسانهترشحی -هاي دفعییکی از اولین پروتئین

ینکیلو دالتو26لیکو پروتئینیگ کنیستوکسوکاراي شده
همولوگ Cانتهایی ي است که شامل قطعه TES-26به نام

 Gems(پستانداران است مینفسفاتیدیل اتانول آپروتئین 

et al. 1995, Loukas et al. 1999, Norhaida 
et al. و همکاران Maizels، در همین زمینه.)2008

واکنش اختصاصی با در یک هاي تولید شده باديآنتی
TES-32 وTES-70در این .اندنو ترکیب را نشان داده

 يبا خانواده هاآندر توالی هایی شباهتهانیدسته از پروتئ
نقش محوري در شناسایی پاتوژن و فعال که cلکتین نوع

انددادهنشان ،دارد را شدن سیستم ایمنی ذاتی پستانداران
)Maizels et al. 1993( .حضور ،دیگراي در مطالعه

موتاز در سسوپر اکسیداز دهاي متفاوت ژن ایزوآنزیم
یابی  بیوشیمیایی و توالی زآنالی يبه وسیله کنیستوکسوکارا

، SOD-1ها شاملاین ژن.نداهشناسایی شدقطعات ژنی
SOD-2 ،SOD-3 ،SOD-4 وSOD-5هر د که نباشمی

شان تفاوت توالی يبر پایهرا ايجداگانه ایزوآنزیمشان کدام
Tc-CPL-1نامه ب یکامل ژن،در تحقیقی دیگر.کنندمیکد 

 گردیدمشخصبعداًکهیابی شدتوالیکنیستوکسوکارااز 
را  Cathepsin Lمشابهازي محصول پروتئینی آن پروتئکه 

در )rTc-CPL-1(پروتئاز نوترکیب این .کندکد می
استفاده از آن  موشدر زایی باکتري بیان شد و براي ایمنی

هاي اختصاصی باديآنتی با استفاده از این پروتئین.گردید
ایجاد  کنیستوکسوکاراآلوده به هاي موشدر آن ضدبر 
.Loukas et al(شد آسپاراژینیل اندوپپتیداز .)1998

توکسوکاراانگل و عفونی راز لاپروتئین دیگري است که
آسپاراژینیل این اولین  ،در واقع.یابی شدتوالیکنیس

 جداسازييدواست که از یک انگل نمات ياندوپپتیداز
 ant) (Abundantlyهايژن به نام 4نیز  اخیر. شد

novel transcrips3هاي نامه از انگل توکسوکارا کنیس ب-
ant،5-ant،35-ant34و-antتوالی آنکه اند جدا شده-

Tetteh(هندبا یکدیگر نشان می کمی ها همولوژي et al.

هامحصولات این ژن ضدبادي فعالیت آنتی.)1999
)1/3-ant34و-ant (احتمال ،رددر سرم بیمار حضور دا

در عفونت از بقیه ها دیرتر شود که این پروتئینمی داده
جدید هاي این پروتئینتجزیه و تحلیل .شوندساخته می

مکانیسممولکولی  شناساییبراي مناسبی انتخابتوانند می
.فرار انگل از سیستم ایمنی میزبان باشند

قطعات برخی شناسایی ملکولیاز این مطالعههدف 
در دو فرم ها و یافتن نواحی محافظت شده این ژنژنی 

. باشدمیکنیستوکسوکارالاروي و بالغ انگل 

کار روشمواد و 
گیرينمونه

از کنیستوکسوکاراهاي انگل متعلق به گونه نمونه
اهواز  دامپزشکی يدانشکدهدر کالبدگشایی شدههاي دام

جهت محافظت و شناسایی  از پسکهآوري شد جمع
در محلول ها موجود در آن RNAجلوگیري از تخریب 

RNALater)نگهداري شدند) سیناژن، تهران، ایران ،کیاژن .

کل RNAاستخراج 
سیناژن، ایران، (™RNXلیتر از محلول ابتدا یک میلی

هاي جدا گرم از نمونهمیلی  50-100به ازاي هر) تهران
 RNAاستخراج افزوده شد و  کنیستوکسوکاراشده از 

 RNAغلظت. مطابق روش استاندارد صورت گرفت
وفتومتر در طول راستخراج شده با استفاده از دستگاه اسپکت

. گردید گیرياندازهنانومتر  260موج 

cDNAساخت 

1با استفاده از مواد جدول کل RNAمیکروگرمسه
در این . مورد استفاده قرار گرفتcDNAساختنجهت 

استفاده در این  براياصلاح شده که ) dT(الیگوتحقیق از
. شداستفاده ،طراحی گردیده بودتحقیق
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cDNAتهیه جهت اجزاء و مقادیر استفاده شده: 1جدول 

کنیسوکاراستوکاز نژن فسفوگلیسرات کی
میزان مورد استفادهمواد

)µg/µl5/0) (ModT (الیگو)dT(μl1
DEPC H20μl 2/2

5xμl4بافر 
)mM25 (dNTPμl8/0
)u/µl40 (Ribo lockμl5/0

u/µl200(μl1(آنزیم ترانسکریپتاز معکوس
RNA 5/10استخراج شدهμl)3 میکروگرم(

20μlحجم کل

، کلRNAبه اصلاح شده (dT)الیگو  پس از افزودن
گراد سانتی يدرجه 70ماري دقیقه در بن  5ها به مدت نمونه

. گردیدند منتقلدقیقه بر روي یخ  2و پس از قرار داده شدند 
و ) تهرانسیناژن، ایران، (X5 ،dNTP ،Ribolockبافر سپس 

 5به مدت  هانمونه انکوباسیون از پس. آب اضافه شدند
سیناژن، (کریپتاز معکوس ترانس دقیقه در دماي اتاق آنزیم

 60مدت ه سپس ب. به نمونه افزوده گردید) تهرانایران، 
پس . گراد قرار داده شدندسانتی يدرجه 42دقیقه در دماي 

 يدرجه 70دقیقه در دماي  10به مدت  هانمونه،از آن
.ندقرار داده شد گراد و سپس بلافاصله روي یخسانتی

آغازگر طراحی و ساخت
سیکنتوکسوکاراانگللارویترشح-یدفعمواد

که اطلاعات در مورد ژن  استیهدفيهانیئپروتيحاو
 .موجود نیست NCBIها عموماً در بانک ژن کامل آن

گونهنیاناکامل ژنی مربوط به قطعاتهرچند که

Expressed Sequence Tag(EST)به صورت هانئیپروت

با توجه به این که دسترسی به .  استموجودژن بانکدر
لارو انگل در محیط طبیعی مشکل است و کشت این لارو 
در محیط آزمایشگاه نیز با دشواري زیادي همراه است، 

گل کماکان میسر است، این ولی دسترسی به فرم بالغ ان
هایی از ژن هدف که اولا در پژوهش بر آن شد که قسمت

شوند و ثانیا از نظر هر دو مرحله لاروي و بالغ ترشح می
ترین همولوژي هستند را به ساختمان ژنتیکی داراي بیش

توالی ابتدا .  سازي کندمنظور شناسایی انتخاب و همسانه
توکسوکاراانگل بالغ ی جدا شده از لارو وژنقطعات 

استخراج NCBIژناز بانکو سپسانتخاب کنیس
طور جداگانه ه ها که بتوالی ياز مقایسه پس. گردیدند

هاي یکسان در این براي هر ژن صورت گرفت، توالی
مورد استفاده  آغازگرهانواحی مشخص و جهت طراحی 

ي رفت و برگشت با استفاده از آغازگرها. ندقرار گرفت
 4/3PrimoProافزار توسط نرم هاي محافظت شدهوالیت

جایگاه  سازيهمسانهبه منظور تسهیل امر . شدندطراحی 
به ترتیب در ابتداي  HindIIو  BamHIبرش دو آنزیم 

از .گردیدندتعبیه Tc-PGK-RوTc-PGK-Fپرایمرهاي
5به انتهاي CوGآن جا که افزودن نوکلئوتیدهاي 

امکان هضم آنزیمی را  ،داراي جایگاه برشآغازگرهاي 
دهد، در این پژوهش نیز یک توالی سه افزایش می

 آغازگرهايهر کدام از  5به انتهاي CGCنوکلئوتیدي 
این توالی به منظور شناسایی . رفت و برگشت افزوده شد
بر روي رشته اسید  محدودالاثرمحل برش و استقرار آنزیم
ساخت آغازگرها به شرکت  .نوکلئیک به کار گرفته شد

.سفارش داده شدسیناژن در ایران، تهران
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کنیسوکاراستوکجهت شناسایی مولکولی ژن فسفوگلیسرات کیناز مورد استفاده  آغازگرهايتوالی : 2جدول
آغازگرنام توالی آغازگر

5´-cgcTCTAGAGCTCGAGTCACTTTTTTTTTTTTTTTTT
Xbal             XholModT

5´-CCCAGATCTCGAGCTCAGTG-3´ModT-R
5'-cgcGGATCCGTCGGACCAGAAACAACGAA

BamHITcPGK -F

5'-cgcAAGCTTCCGGAGACAGAGCGTCAA
HindIIITcPGK -R

5'-GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCCMalE

-Semi-Nested RTروش  PCR

PCR  آغازگراول توسطModT-R رفت  آغازگرو
دنبال آن به منظور تکثیر یک ه ب .انجام شد اختصاصی

با استفاده از  دوم PCRتر، قطعه نوکلئوتیدي اختصاصی
در حضور به عنوان الگو، اولPCRمحصول رقیق شده 

برگشت هر ژن صورت هاي اختصاصی رفت و آغازگر
اول  PCRمواد مورد استفاده در واکنش 3جدول. گرفت

دمایی بهینه مورد استفاده  يبرنامه. دهدو دوم را نشان می
.اجرا گردید 4جهت تکثیر ژن هدف مطابق با جدول

کنیسوکاراستوکاز نجهت تکثیر ژن فسفوگلیسرات کی اول و دوم PCRهاي براي انجام واکنشصرفی مواد م: 3جدول
غلظت در حجم نهاییمقدار استفاد شده در هر واکنشمواد مورد نیاز

X1میکرولیتر PCR)X10(5/2بافر
dNTP)mM10(625/0 میکرولیترmM25/0

mM2میکرولیترmM50(1(کلرید منیزیم 
µM4/0میکرولیتر ModT-R)µM10(1پرایمر 

TcPGK –F)µM10(1 میکرولیترµM4/0
DNAمراز پلیTaq)u/µl5(2/0 میکرولیترU1

نانوگرم 100میکرولیترDNA1الگو
میکرولیتر 25تا حجم آب مقطر دیونیزه استریل

کنیسوکاراستوکاز نجهت تکثیر ژن فسفوگلیسرات کیاول و دوم PCRهاي دمایی بهینه مورد استفاده در واکنش يبرنامه :4جدول
)گرادسانتی(حرارت يدرجهزمان اجرانام مرحلهتعداد چرخه

95دقیقه 5سازي اولیهواسرشتچرخه 1

چرخه  35
94ثانیه 40سازيواسرشت

56ثانیه  90اتصال
72ثانیه 90گسترش

72دقیقه  10گسترش نهاییچرخه 1

سازي آنو خالص PCRالکتروفورز محصول 
میکرولیتر  PCR ،10منظور بررسی محصول واکنش ه ب

مخلوط و به  X6میکرولیتر بافر بارگذاري  2از نمونه با 
 5/0و  TAEدرصد حاوي بافر  1هاي ژل آگارز  چاهک

، اضافه )mg/ml10(لیتر اتیدیوم بروماید  میکروگرم در میلی

به مدت  متر ژلهر سانتی يولت به ازا 5-7شد و با ولتاژ
 مراحل.الکتروفورز گردیدDNAمارکر دقیقه در کنار  45

از  با استفاده از روي ژل آگارز PCRتخلیص محصول 
پیشنهاد روش مطابق  )آلمانکیاژن (کیت استخراج از ژل 

. سازنده انجام گرفت شده توسط شرکت
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pMALدر پلاسمید  هدفژن  سازيهمسانه

پلاسمیدي  DNAو دوم خالص شدهPCRمحصول 
pMALc2xمحدودالاثر هاي با استفاده از آنزیمBamHI  و

HindIII) ،هاي  ، به صورت واکنش)تهرانسیناژن، ایران
-درجه 37يدمادر صورت هضم آنزیمی دوگانه ه ب مجزا و

در ادامه، تخلیص محصول . برش داده شدندگراد سانتی ي
صورت کلروفرم  -توسط روش فنل برش داده شده

براي به پلاسمید  PCRپس از اتصال محصول .پذیرفت
هاي  میکرولیتر از سلول 200انجام ترانسفورماسیون 

.Eباکتریایی coli  سوشTG1توسط  شده که مستعد
 LB ،10محیط کشت  درصد 85(کننده مستعدمحلول
 DMSO  ،10درصد 5، 3350اتیلن گلیکولپلی درصد
) مولار کلرور منیزیممیلی 10و  سولفات منیزیممیلی
سپس به درون میکروتیوب ریخته و شده بودند،سازي آماده

براي ومیکرولیتر از پلاسمید نوترکیب به آن افزوده شد 10
منظور انجام ه ب.قرار داده شددقیقه روي یخ  30مدت 

در ثانیه  30میکروتیوب دقیقاً به مدت شوك حرارتی 
ماري انکوبه  حمام بن درگراد  سانتی يدرجه 42حرارت 

مایع گرم به  LBمیکرولیتر محیط کشت  500سپس . شد
 ساعت در انکوباتور 1مخلوط به مدت  .تیوب اضافه شد

دور  220گراد و سرعت  سانتی يدرجه 37با دماي  شیکردار
هاي ترانسفورم شده در  باکتري. در دقیقه قرار داده شد

سیلین  آگار حاوي آمپی LBهاي حاوي محیط کشت  پلیت
)µg/ml100(،Xgal  وIPTG)µg/ml40 در ) از هر کدام

پس .کشت شدندگراد  سانتی يدرجه 37انکوباتور با دماي 
مطالعه  يمنظور ادامهه هاي سفید بکلنیاز غربالگري 
هاي انتخاب  کلنی. هاي آبی حذف گردیدندانتخاب و کلنی

آزمایش  يشده با استفاده از یک لوپ استریل، به یک لوله
 100مایع با غلظت  LBلیتر محیط  میلی 10که حاوي 

سیلین بود، منتقل  بیوتیک آمپی لیتر آنتی میکروگرم در میلی
در  شیکردار کوباتورگردید و به مدت یک شب در ان

، rpm220گراد و با سرعت گردش سانتی يدرجه 37دماي
پلاسمیدي با استفاده از DNAسازيخالص. قرار گرفت
. کلروفرم صورت گرفت: روش فنل

یابی و آنالیز ژن توالی
، ژن از دو سوي يمنظور تعیین توالی قطعهه ب

 اختصاصی آغازگرهايهاي خالص شده به کمک  پلاسمید
.شرکت ژن فناوران در تهران ارسال گردیدبهMALEو

هاي توالی نوکلئوتیدي به اسید آمینه يجهت ترجمه
Expasyافزار مربوطه، از نرم translate tool

http://expasy.org/tools)( با استفاده از . استفاده شد
، )BLAST)http://www.ncbi.nlm.nih.govافزار نرم

هاي موجود در بانک ده با دادهدست آمه توالی ب يمقایسه
هاي همولوگدامین CDD-Searchافزار انجام و با نرم ژن

عمل CLUSTAL_Wيبا استفاده از برنامه. تعیین گردید
BOXSHADEترازي انجام و با کمک برنامه هم

(ch.embnet.org/software/BOX_form.html)  ویرایش
نلاین آافزار ستجوي موتیف از نرمجهت ج.گردید

pfam.sanger.ac.uk/search/sequence استفاده شد.
 PSIPREDي برنامهپروتئینی توسط يساختمان ثانویه

Protein Analyser)Buchan et al. 2013( ،تعیین شد .
-neighborبه روش  ترسیم درخت فیلوژنیدر پایان نیز 

joining methodد انجام گردی)Dereeper et al. 2008(.

نتایج
هاي اختصاصی آغازگرطراحی 

ژن کامل یابی توالیکه تاکنون  ییاز آنجا
صورت نگرفته  کنیستوکسوکارافسفوگلیسرات کیناز از 

هاي ذخیره از توالی بایدمیآغازگر است، براي طراحی 
موجود  NCBIدر بانک ژن  ESTصورت ه ایی که بشده

از سوي دیگر، سعی گردید که نواحی . است، استفاده کرد
از ژن فسفوگلیسرات کیناز انتخاب گردد که داراي 

 يمرحلهفرم مترشحه آن در در دو همولوژي ترینبیش
با  هاییESTبدین منظور.دهدنشان میرا لاروي و بالغ 

 HO348231وBQ089398 ،BQ089361شماره دسترسی
با لاروي  يموجود از مرحله ESTاز کرم بالغ و تنها 

گردید استخراج ژناز بانک  AA825118شماره دسترسی
ترین ی را که بیشنقاط ،ترازيهمانجام عمل باو

http://expasy.org/tools
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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هاي جدا شده از کرم بالغ و لارو EST همولوژي را بین
براي طراحی آغازگرها از  . دیتعیین گرد داد،نشان می

شده در این نواحی که در محافظت هاي یکسان و  توالی
و کدون خاتمه  )GTC(ابتدا و انتها به ترتیب حاوي کدون 

)TAA( بودند، استفاده گردید ) 6تصویر( .

-Semi-Nested RTبه روش  ايتکثیر دو مرحله PCR

  RNA غلظتکتروفوتومتري، با استفاده از دستگاه اسپ    
نانوگرم  1440 میزانه بتوکسوکارا کنیس استخراج شده از 

هاي متعدد به آزمایش . در هر میکرولیتر محاسبه گردید
مشخص کرد که میزان  cDNAسازي غلظت منظور بهینه

 ساخته شده در ترکیب واکنش cDNAنانوگرم از  100
PCR سازيبهینهدر ادامه  . استترین غلظت مناسب 

، غلظت بهینه آغازگرهاهاي مختلف کلرید منیزیم و غلظت
 مولار و براي هر کدام ازمیلی 2براي کلرید منیزیم 

 . دست آمده پیکومول در میکرولیتر ب 4/0آغازگرها 
با دماهاي اتصال متفاوت نشان  متعددهاي اجراي آزمایش

گراد و زمان اتصال سانتی يدرجه 58داد که دماي اتصال 
  .کنددقیقه بهترین شرایط را براي انجام واکنش فراهم می 1

 PCR، محصول Semi-nested RT-PCR تکنیک انجام در
میکرولیتر از  1با آب مقطر رقیق شد و  1:20اول به نسبت 

دوم مورد  PCRبه عنوان الگو براي انجام واکنش  آن
دوم  يمرحله PCRدر واکنش   .استفاده قرار گرفت

هاي منیزیم و پرایمرها و زمان اتصال پرایمرها غلظت
تنها فاکتور متغیر در افزایش  . اول تعیین شد PCRمشابه 

گراد افزایش سانتی يرجهد 60دماي اتصال بود که به 
نشان داده شده است،  1 طور که در تصویر همان . یافت
با آغازگر اختصاصی رفت و آغازگر اول که  PCRطی 

ModT-R 400 يژنی با اندازه يقطعه ،صورت گرفت 
اول به  PCRمحصول که  هنگامی  .تولید گردیدجفت باز 

دوم مورد استفاده قرار  PCRعنوان الگو در واکنش 
تولید  جفت باز bp 304 ياندازه باگرفت، محصول نهایی 

 ).1تصویر (گردید 

اول و دوم  PCRالکتروفورز محصول واکنش : 1تصویر 
بر روي  کنیس توکسوکارا کیناز فسفوگلیسراتبراي تکثیر ژن 

ژل آگارز
به ترتیب محصول به دست  3و  2، ستون 1در ستون  DNAمارکر 

.اول و دوم نشان داده شده است PCRآمده از 

PGKژن  يو شناسایی ملکولی قطعه سازيهمسانه

هاي با آنزیمژن مورد نظر  يقطعههضم پس از     
که با همان  pMALc2x این قطعه در وکتور ،محدودالاثر

 سازيهمسانهها محدودالاثر برش داده شده بودند، آنزیم
 يیابی قطعهانتخاب این وکتور نه تنها امر توالیبا   .گردید

قادر به  وکتوراین  چون ژن مورد نظر میسر گردید بلکه
 Maltose binding protein نامه پروتئین محلولی ب تولید

(MBP) در اتصال به قسمت انتهایی ژن مذکور که  است
C توان در ، از این سازه میشوداین پروتئین بیان می

 ژن يمطالعات آینده براي بیان پروتئین نوترکیب قطعه
ید وجود پلاسمید أیمنظور ته ب  .استفاده کرد مورد نظر
هاي انتخاب شده کلنی ،هاي باکتریاییدر سلول نوترکیب

استریل حل شده و پس از لیز میکرولیتر آب مقطر  12در 
 1گراد، از سانتی يدرجه 100سلولی در حمام بن ماري 

میکرولیتر محلولی رویی به عنوان رونوشت با آغازگرهاي 
ه ب  .استفاده شد PCRاختصاصی ژن مربوطه در واکنش 

 نظر ،منظور اطمینان کامل و تشخیص قطعی ژن مورد
نشان  2ر تصویر یابی دتوالی يکه نتیجه یابی شدتوالی

. داده شده است

1                2                 3

- 500 bp
- 400 bp
- 300 bp
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، این ژن مورد نظر يمنظور شناسایی قطعی قطعهه ب    
 2آن در تصویر  يکه نتیجه یابی شدتوالیژنی  يقطعه

 اطلاعات نوکلئوتیدي با توجه به . نشان داده شده است
اسید  102 از نظر مورد ژن ي، قطعهموجود در این تصویر

 يکیلودالتون و نقطه 497/10برابر با وزن مولکولی آمینه 
این  اساس بر . تشکیل شده است 5ایزوالکتریک برابر با 

ي بین اسید آمینه ها، مشخص شد که این ژن در ناحیهداده
 Phosphoglycerate kinase"نام ه ب دامینیحاوي  91-1

(PGK)" با  دامیناین .  استE-value  3.5به میزانe-33 
در قسمت الف و ب  . مورد شناسایی و تائید قرار گرفت

این ناحیه با خطی که زیر آن رسم گردیده است  2 تصویر
 .صورت شماتیک مشخص شده استه طور ب و همین

)الف
gtcggaccagaaacaacgaagcagttcgctgaggtggttggacgcgccaagacgattgtg
V  G  P  E  T  T  K  Q  F  A  E  V  V  G  R  A  K  T  I  V 

tggaatggaccggcaggtgttttcgaatgggacaacttcgcacatggcactaaaggactc
W  N  G  P  A  G  V  F  E  W  D  N  F  A  H  G  T  K  G  L 

atggatgcagtcgttaaggctacgcatgacggagcagttaccatcattggtggcggtgat
M  D  A  V  V  K  A  T  H  D  G  A  V  T  I  I  G  G  G  D 

acagcgacgtgctgcaagaagtggaacacggaggacgaggtcagccgcgtaagcactgga
T  A  T  C  C  K  K  W  N  T  E  D  E  V  S  R  V  S  T  G 

ggtggcgctagtcttgaattgcttgaaggcaaagtgcttcctggcgttgacgctctgtct
G  G  A  S  L  E  L  L  E  G  K V  L  P  G  V  D  A  L  S 

ccggca
P  A  

)ب

)ج

نشان  Phosphoglycerate kinase (PGK)توالی ژن مربوطه به همراه دامین ) الف.  کنیس توکسوکاراانگل  PGKتوالی ژن : 2تصویر 
یابی که به برگرفته از فایل اصلی توالی PGK نوکلئوتیدي ژنتوالی ) ب.  خط کشیده شده است PGKزیردامین .  داده شده است

. اي به شکل گرافیکی نشان داده شده استدر توالی اسید آمینه PGKدامین ) ج.  شودمشاهد می reverse complementصورت 

 PGKژن  يقطعه ايترازي اسید آمینههم
ژن  يقطعهدست آمده نشان داد که ه توالی ب ترازيهم    

با ژن فسفوگلیسرات  کنیس توکسوکاراانگل  جدا شده از
درصد  100در  ،Ascaris suumکیناز جدا شده از انگل 

ه مشابه این ژن از نماتودي ب . درصد تشابه دارد 95طول 

 loa loaنام ه چنین فیلاریایی بو هم Brugia malayi نام
.  دهددرصد یکسانی نشان می 85ول درصد ط 100در 
 97در انسان در  1با ژن فسفوگلیسرات کیناز چنین هم

درخت فیلوژنیک  . درصد مشابهت دارد 80درصد طول 
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مورد نظرژن بر اساس توالی کنیستوکسوکاراانگل 
ترازي کار از همبراي این. ترسیم گردید4مطابق تصویر 

همان.استفاده شد 3هاي مورد استفاده در تصویرتوالی
هاي موجود شود، توالیمشاهده می4طور که در تصویر

دو ه ها در سطح اسید آمینه، بآن يرغم تشابه اولیهعلی
هاي توالی اسید آمینه. مجزا قابل تقسیم هستند دسته کاملاً

توکسوکارادست آمده از انگل ه بژن يقطعه يکد کننده

AsPGK(ris suumAsc ،Brugia malayi(با  کنیس

)BmPGK( ،)LlPGK(Loa loa ،Caenorhabditis 

briggsae (CbTGK)،Caenorhabditis elegans

(CePGK)  مربوط به نماتودها و(SmPGK)

Schistosoma mansoni  مربوط به ترماتود قرابت دارند و
ها توالی يکه بقیهدر حالی ،گیرندیک دسته قرار میدر

. دهنددوم را تشکیل می يدسته

TcPGK     1 ------------------VGPETTKQFAEVVGRAKTIVWNGPAGVFEWDNFAHGTKGLMD
AsPGK   296 HKSADLKSGIPDGWMGLDVGPETTKQFAEVVARAKTIVWNGPAGVFEWDNFAHGTKGLMD
BmPGK   296 FKTADLSSGIPDGWMGLDIGPETAKQFAEVVGRAKTIVWNGPAGVFEWENFSKGTKAVMD
LlPGK   296 FKTADLKSGIPDGWMGLDIGPETAKQFAEVVGRAKTVVWNGPAGVFEWENFSKGTKAVMD
CbPGK   297 ANVATAQEGVPDGHMGLDVGPESSKIFAAAIQRAKTIVWNGPAGVFEFDKFATGTKSLMD
CePGK   297 SKTVTAEEGVPDGHMGLDVGPESSKIFAAAIQRAKTIVWNGPAGVFEFDKFATGTKSLMD
CjPGK     6 -------NSAP---QGLDCGPESSKKYAEAVTRAKQIVWNGPVGVFEWEAFARGTKALMD
CiPGK     1 --------------MGLDCGPESSKLYAEAVARAKQIVWNGPVGVFEWDNFSCGTKNLMD
TgPGK   123 TGEATVASGIPAGWMGLDCGPESVKKFVEVVGRAKQIVWNGPVGVFEWDKFSKGTKALMD
AcPGK   298 SGQATVASGIPAGWMGLDCGPESVKNFVAAVGRAKQIVWNGPVGVFEWEKFAHGTKAVMD
HsPGK   123 TGQATVASGIPAGWMGLDCGPESSKKYAEAVTRAKQIVWNGPVGVFEWEAFARGTKALMD
HgPGK   298 TGQATVASGIPAGWMGLDCGPESSKKYAEAVGRAKQIVWNGPVGVFEWEAFARGTKALMD
OaPGK   441 TGQATLASGIPAGWMGLDCGPESSKRYAEAVGRAKQIVWNGPVGVFEWEPFARGTKALMD
LoPGK   270 TGTATVEGGIPAGWMGLDCGPESSKKFAEAVGRAKQIVWNGPVGVFEWDKFASGTKNLMD
AbPGK   270 TGTATVASGIPAGWMGLDCGPESTKMFAEAVGRAKQIVWNGPVGVFEWDKYANGTKNMMD
MfPGK   298 VGKATVASGIPPGWMGLDCGPESNKNHAQVVAQARLIVWNGPLGVFEWDAFAKGTKALMD
ClfPGK  298 VGQATVASGIPAGWVALDCGPETNKRYAQVVAQAKLIVWNGPVGVFEWDAFAKGTKALMD
PrPGK   111 TGSATVAAGIPAGWMGLDCGPESSRLYAEAVGRAKQIVWNGPVGVFEWENFARGTKSLMD
OnPGK   298 TGTATVAAGIPAGWMGLDCGPESSKAYAEAVGRAKQIVWNGPVGVFEWENFAKGTKNLMD
MdPGK   338 SGQATVESGIPDGWMGLDCGPESSKKFAEVVARAKLIVWNGPLGVFEWETFAQGTKQLMN
SmPGK   123 TEIRTIQSGIADGWMGLDIGPKTIEEFSKVISRAKTIVWNGPMGVFEMDKFATGTKAAMD

TcPGK    43 AVVKATHDGAVTIIGGGDTATCCKKWNTEDEVSRVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSPA
AsPGK   356 AVVKATEAGAVTIIGGGDTATCCKKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSPA
BmPGK   356 AVVDVTSKGAVTIIGGGDTATCCKKWKTGDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSPA
LlPGK   356 AVVDVTSKGAVTIIGGGDTATCCKKWKTGDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSPA
CbPGK   357 EVVKATSSGAITIIGGGDTATAAKKYNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSPA
CePGK   357 EVVKATAAGAITIIGGGDTATAAKKYNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSPA
CjPGK    56 EVVKATSRGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNI
CiPGK    47 KVVEATKNGCITIIGGGDTATCCAKWDTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNV
TgPGK   183 KVVEVTGKGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNV
AcPGK   358 KVVEVTGKGCITIIGGGDTATCCAKWDTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNV
HsPGK   183 EVVKATSRGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNI
HgPGK   358 EVVKATSRGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVEALSSV
OaPGK   501 KVVEATSKGCVTIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVAALSSV
LoPGK   330 KVVEATQKGCITIIGGGDTATCCAKWDTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNV
AbPGK   330 RVVEATQKGCITIIGGGDTATCCAKWDTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSNN
MfPGK   358 EIVKATSKGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKILPGVEALSNM
ClfPGK  358 EIVKATSRGCITIIGGGDTATCCAKWGTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVEALSNL
PrPGK   171 KVVEVTRSGCVTIIGGGDTATCCAKWDTEDKVSHVSPGGGASLELLEGKVLPGVDALSSA
OnPGK   358 KVVEVTKSGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVDALSSA
MdPGK   398 NVVEATSKGCITIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVEALSNI
SmPGK   183 EVVKATKNGATTIIGGGDTATCCAKWDTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKQLPGVVALTDA

هاي در مقایسه با ژن کنیستوکسوکارابه دست آمده از انگل  PGKي ژن ي قطعههاي کد کنندهي توالی اسید آمینهمقایسه: 3تصویر 
هاي خاکستري مربوط  هاي یکسان و بخش مربوط به توالیهاي تیره  بخش.  استگرفتههاي دیگري که صورتهمولوگ از ارگانیسم

.باشند هاي محافظت شده می به توالی
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:باشدهاي دیگر به شرح زیر میها اسید آمینه مربوط به اورگانیسمتوالی
Ascaris suum (AsPGK)-ADY46755
Brugia malayi (BmPGK)-XP_001891892
Loa loa (LlPGK)- XP_003141782
Callithrix jacchus (CjPGK)-XP_002763075
Ctenopharyngodon idella (CiPGK)-AAN62921
Taeniopygia guttata (TgPGK)- XP_002199514
Homo sapiens (HsPGK)-BAG58187
Heterocephalus glaber (HgPGK)-EHA97866
Caenorhabditis briggsae (CbTGK)-XP_002646269
Caenorhabditis elegans (CePGK)- NP_491245
Schistosoma mansoni (SmPGK)-XP_002573337
Macaca fascicularis (MfPGK)-EHH53111
Ornithorhynchus anatinus (OaPGK)-XP_001507304
Monodelphis domestica (MdPGK)-XP_001377109
Anolis carolinensis (AcPGK)-XP_003227256
Canis lupus familiaris (ClfPGK)-XP_532167
Poecilia reticulata (PrPGK)-ABN80444
Lepisosteus osseus (LoPGK)-BAD17907
Acipenser baerii (AbPGK)-BAD17922
Oreochromis niloticus (OnPGK)-XP_003451499

. هامشابه از دیگر ارگانیسم هايو توالی PGKي ژن بر اساس توالی قطعه کنیستوکسوکاراانگل درخت فیلوژنیک : 4تصویر 
ي ها نشان دهندهاعداد در بالاي خط.  شده استآورده شده است، رسم  4هایی که قبلاً در تصویر ترازي توالیفیلوژنی بر اساس هم

. هاستارتباط بین گروه

PGKژن  يقطعههیدروپتیساختمان ثانویه و بررسی 

 يبا شمارهESTتوالیهیدروپتی 5تصویردر 
نشان ونی انگل فمربوط به لارو عAA825118دسترسی 

 يقطعه همولوگدر این تصویر نواحی . داده شده است

با نقطه مورد شناسایی مولکولی قرار گرفتکه هدفیژن 
ها که از اسید این قسمت. چین نشان داده شده است

شود و تا اسید شروع می) والین(91يشماره يآمینه
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عطف  ينقطه 3ادامه دارد، داراي ) آلانین(192يآمینه
 IIIو  I ،IIصورت نواحی ه ترتیب به است که ب آبدوست
یکی از دلائل انتخاب این ناحیه از  .اندگذاري شدهعلامت

یناز واقع ژن فسفوگلیسرات ک Cژن که در بخش انتهایی 
بر تواند است که مین نواحی شده است، وجود همی

.بیفزایدپروتئین نوترکیب  حلالیت

)الف

)ب

را نشان  AA825118مربوطه به شماره دسترسی  ESTبه همراه هیدروپتی پروفایل  PGKي ژن ي قطعهساختمان ثانویه: 5تصویر 
-همسانه PGKي ژن قطعه.  نشان داده شده است AA825118با شماره دسترسی  ESTهیدروپتی مربوط به تصویر) الف.  دهدمی

 3این ناحیه داراي .  دار مشخص گردیده استچیني نقطهشده که به منظور شناسایی ملکولی انتخاب شده است در جعبهسازي 
ي ژن ساختمان ثانویه  قطعه) ب.  اندگذاري شدهعلامت IIIو  I ،IIنقطه عطف هیدروفیل است که به ترتیب به صورت نواحی 

را  Strandو  alpha helix ،Coilبه ترتیب،  Eو  H ،C.  شوددار است در این قسمت مشاهد میچینکه معادل نواحی نقطه هدف
.ه استانجام شدPSIPRED Protein Analyserي ي پروتئین توسط برنامهتعیین ساختمان ثانویه.  دهدنشان می

I II III
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بحث
عنوان یک انگل مشترك بین انسان ه ب کنیستوکسوکارا

شود عنوان یک مشکل جدي در جامعه قلمداد میه و دام ب
نخست تشخیص  يترین راه کنترل آن در وهلهکه اصلی

-با مقاومت ها عموماًمشکل درمان عفونت. دقیق آن است

است که تشخیص  دلیلهمین ه دارویی همراه است، بهاي 
اي برخوردار عفونت در ابتداي ایجاد آن از اهمیت ویژه

صورت یک سد دفاعی بین ه هاي ترشحی بملکول. است
ها در آن ،باشد، بنابراینانگل و سیستم ایمنی میزبان می

هاي ایمنی با انگل نقش مهمی دارند و کاندیداي واکنش
با توجه به . در تشخیص عفونت هستند الاًمناسبی احتم

هاي ژنآید که آنتینظر میه منابع موجود چنین ب يمطالعه
لاروي که در روند  يویژه در مرحلهه ترشحی ب  -دفعی

د، جهت استفاده گلیکولیز و تولید انرژي در انگل نقش دارن
راستا،  در این. باشندتشخیصی حائز اهمیت  هايآزمایشدر 

عنوان یک ه تواند بهمواره میPGKهاي ترشحی نظیر آنزیم
. دنژنتیکی مورد نظر قرار گیرملکول هدف با خواص آنتی

ي فسفوگلیسرات کیناز زایی ژن کد کنندهدر تحقیقی ایمنیت
)PGK( درصد  69ي حفاظتی ضد فاسیولاهپاتیکا با نتیجه

در تولید PGKاز آنزیم . )Jaros et al. 2010(بررسی شد
با در ترماتودي به نام شیستوزوما مانسونی تشخیصی  آزمون

ه ژن بآنتی ضدبادي مونوکلونال بر یک آنتیکارگیري از ه ب
شده  استفاده) Phosphoglycerate kinase)SmPGKنام 
.Lee et al(است  PGKآنزیم  ،رسدبه نظر می. )1995

نقش اساسی در تولید انرژي چه به صورت حرکت و یا 
انگل دیگري ).Hong et al. 2003(اي داردانقباض ماهیچه
 کلونورکیس سیننسیسنامه بماتودها از کلاس تر

)Clonorchis sinensis ( نیز که براي تولید انرژي به میزان
 فوقتحقیق در . ابسته به انجام عمل گلیکولیز استزیادي و

با انجام آزمایش ایمینو الکترون روي انگل بالغ و با استفاده 
نوترکیب  Cs-PGKضداز افزایش ایمنی سرم موش بر 

در اپیتلیوم روده این آنزیم ، تراکم زیادي از ه استانجام شد
هاي در سلول PGK.ه استو در مجراي اسپرمی یافت شد

چنین با شدت هم وهاي داخل رحمی سوماتیک تخم
هاي عضلانی زیر ی و لایهسطی در فیبرهاي عضلانمتو

ه هاي ترشحی باي و در کیسه، میواپیتلیوم رودهتگومنتی
پیشنهاد  ،بنابراین. صورت موضعی مشاهد گردیده است

 این انگل تواند در تشخیص سرمیمی PGKشده است که 
.استفاده شود

ترشحی نظیر  هايدلیل اهمیت پروتئینه بدر این راستا، 
PGK عنوان یک ملکول هدف با ه توانند بهمواره میکه

 اقدام به شناسایی ،،ژنتیکی مورد نظر قرار گیردخواص آنتی
با توجه . گردید کنیستوکسوکارااین ژن از انگل  ملکولی
این انگلفسفو گلیسرات کیناز از ژن کاملتوالیکه به این
استفاده از قطعات ژنی ،،در بانک ژن موجود نیستهنوز 
ESTکنون تا .نمایدضروري میEST بانک ژن  درهایی که

از انگل بالغ  عمده، به طوراندبراي این ژن ثبت شده
هاي مربوط به لارو در بانک توالی. اندگردیدهجداسازي 

تواند به علت دسترسی می احتمالاًکه ،ژن محدود است
تکثیر  .باشددر محیط طبیعی به لارو انگل محدود بسیار 

اي مواجه با مشکلات عدیدهنیز لارو در محیط آزمایشگاهی 
آوري و مطالعه روي بالطبع جمعاین موارد  يهمهاست که 

سعی در این پژوهش . مشکل نموده استلارو این انگل را
انتخاب  شناساییمنظوره که نواحی از این ژن ب ه استشد

لاروي و کرم بالغ  يدو مرحلههرشود که این نواحی در 
ترازي این ژن که همعمل با انجام کار این. استمشترك 

پذیر امکان ،شده بودلاروي و بالغ جدا  ياز دو مرحله
ژنتیکی در مواد  که شباهتبا فرض اینبنابراین،،گردید
در احتمالاًترشحی مترشحه از دو فرم بالغ و لاروي  -دفعی
اقدام به  وجود داردها آن يکد کنندههایی از توالی بخش

انگل بالغ از  HO348231ژن يقطعهترازيهمانجام عمل 
عمل . صورت گرفتدر بانک ژن کنیستوکسوکارا

با شماره دسترسی  ESTيترازي منجر به مشاهدههم
AA825118 از آن براي طراحی که از لارو عفونی انگل شد

طور که همان.گردیدرگشت استفاده آغازگرهاي رفت و ب
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نشان داده شده است، مشابهت ژن 6در تصویر 
ویژه در ه ب کنیسکاراتوکسوانگل  فسفوگلیسرات کیناز

توالی  درصد 84در در دو فرم بالغ و لارو  Cانتهاي يناحیه
ها دال این یافته .باشدمی درصد 93مقایسه شده به میزان 

ترشحی   -همولوژي ژنتیکی در مواد دفعی بر این است که

ي شباهت آشکاري حداقل مترشحه از دو فرم بالغ و لارو
با .وجود دارد توالیCهاي میانی و انتهایی در بخش

آتی در  يراه براي مطالعه شناسایی ملکولی این قطعه ژن
. . ثر این ژن هموار گردیدؤیان مخصوص ب

AA825118-L    1 CAAAAAAANTT------------------------------------------NTCCTNC
HO34823-A 1 ACCCGGGAATTCGGCCATTACGGCCGGGGAATTGGAGGCGGCATGGCATATACTTTCCTC

AA825118-L   19 AAGGTTNNTTNAACCGGTATTCAGGCTTTCGGNAAAATTCCCCCNATATGGAANGGGGGN
HO34823-A 61 AAGGTCATC---AACGGTATCAGCATC----GGAAAGTCGCTGTATGATGAGGAGGGCGC

AGAAGGNGGTNNAANGGAAAAGGCCNATGAACTGAAAAAATTTNTTAAACGAACNNCGGGL   79-AA825118
--GCGAGGTCGAGAAGGAAAAGGCCT--AAACTGGC------------AAATGCGATAAA114A -HO34823

GGAGACGTTTANGATTNGGGATTTTCAATAAATNGTTGCGCTTTCCTNTTTTAAAACTTCL  139-AA825118
GAGGCGGTTTACGATTCGGTAT--------ATTTCTTACGTCCGGTTCTCATTAAAATC-158A -HO34823

GGCTGGATGGGNCCGGGATTGAAGTCGGGTATTTATNNNGCGCAACAAGTCGGGGGGNGGL  199-AA825118
GGCTGGATGGGTGGA--CCTGAAGTCGGGTATTCATCTGACAAGTCGG---GCCGGCGCGA1 209-HO34823

CCAAGCTTCGCTGAGGTGGTTGGACGCTGGACCAGAAACAACGAAGCCAGTCTTCTAGATL  259-AA825118
CCAAGGTTCGCTGAGGTGGTTGGACGCGCA-TCTAGATGTCGGACCAGAAACAACGAAG-264A -HO34823

***
TGGACCGGCAGGTGTTTTTCGAATGGGACAACTTCGCACATGGCACACGATTGTGTGGAAL  319-AA825118

TTTTCGAATGGGACAACTTCGCACATGGCAC-ACGATTGTGTGGAATGGACCGGCAGGTG322A -HO34823

TAAAGGACTCATGGATGCAGTCGTTAAGGCTACGCATGACGGAGCAGTTACCATCATTGGL  379-AA825118
TAAAGGACTCATGGATGCAGTCGTTAAGGCTACGCATGACGGAGCAGTTACCATCATTGG381A  -HO34823

TGGCGGTGATACAGCGACGTGCTGCAAGAAGTGGAACACGGAGGACAAGGTCAGCCACGTL  439-AA825118
TGGCGGTGATACAGCGACGTGCTGCAAGAAGTGGAACACGGAGGACAAGGTCAGCCACGT441A -HO34823

TTGAATTGCTTGAAGGCAAAGTGCTTCCTGGCGTTGAAAGCACTGGAGGTGGCGCTAGTCL  499-AA825118
AAGCACTGGAGGTGGCGCTAGTCTTGAATTGCTTGAAGGCAAAGTGCTTCCTGGCGTTGA501A -HO34823

CGCTCTGTCTCCGGCATAATAACGTTGTTGCTTGCGTCCGCGGTCGCGCACTCCGATGGCL  559-AA825118
GCGCACTCCGATGGCTAACGTTGTTGCTTGCGTCCGCGGTCTAACGCTCTGTCTCCGGCA561A -HO34823

***
CGTGGTATCGCTGTGAAATAGCGGCAGTTAGTCCGTGATCGTATTCCACTTTGGTGCAGTL  619-AA825118
CGTGGTATCGCTGTGAAATAGCGGCAGTTAGTCCGTGATCGTATTCCACTTTGGTGCAGT621A -HO34823

TTTGCAGCTGGTGTATATTATGCAGTTTTGTAGCTAAGTCAGTGAACGTTGTTTTAAATAL  679-AA825118
TGTAGCTAAGTCAGTGAACGTTGTTTTAAATATTTGCAGCTGGTGTATATTATGCAGTTT681A-HO34823

TTTCTTACAAAACGTTCCTGATGTGTCTCATTCTTGCGGTAATAAATGTAATTTTTTTAAL  739-AA825118
--TTTCTTACAAAACGTTCCTGATGTGTCTCATTCTTGCGGTAATAAATGTAATTTTTTT741A -HO34823

AAAAAAAL  799-AA825118
-------A -HO34823

.کنیستوکسوکاراانگل  )L-AA825118(و لارو )A-HO348231(توالی بخش انتهایی ژن فسفوگلیسرات کیناز از فرم بالغ : 6تصویر 
.  باشند هاي محافظت شده در هر دو توالی می هاي خاکستري مربوط به توالی یکسان و بخش هاي هاي تیره مربوط به توالی بخش

-با علامت ستاره و به رنگ خاکستري نشانه) TAA(و کدون توقف ) GTC(سازي شده با اسید آمینه والین ي همسانهابتداي قطعه

محل آغازگرهاي رفت و .  ا کروشه مشخص شده استي انتخاب شده به منظور شناسایی ملکولی بناحیه.  گذاري گردیده است
.برگشت با نیزه یک طرفه نمایش داده شده است
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قدردانیتشکر 
هاي این پژوهش که از محل اعتبار پژوهانه مین هزینهأدلیل ته معاونت پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز ب ياز حوزه

.شودسپاسگزاري میصورت گرفته است،  10يطرح تحقیقاتی شماره
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Abstract
Toxocara canis has a worldwide distribution and is regarded as the main cause of human 

toxocariasis. Infection in humans, particularly children, is frequently caused by accidental 
ingestion of embryonated Toxocara eggs present in soil, water, food, dirty hands. In this 
study, C-terminus part of an expressed sequence tag (EST) encoded phoshphoglycerate kinase
gene was selected from the NCBI Genbank (accession number HO348231) and amplified 
using semi-nested RT-PCR.  CDNA was synthesized with the extracted total RNA as 
template and the modified oligo (dT) as primer. The product of RT-PCR and pMalc2x
expression vector both were digested by BamHI and HindIII restriction enzymes and ligated. 
This construct was eventually transferred to bacterium E. coli, strain TG1. After plasmid 
purification, the insert was sequenced and characterized. Sequence comparisons with 
GenBank database were done using the BLAST software. Based on the sequence data, the 
complete sequence contained 304 nucleotides encoding an open reading frame of 101 amino 
acid residues with a predicted molecular mass of 10.497 kDa and theoretical pI of 5.  The 
results of this study indicated that the C-terminus part of phosphoglycerate kinase was 
successfully cloned and expressed in E. coli. Analysis of recombinant protein showed that 
part of this protein belongs to "phosphoglycerate kinase superfamily". Multiple aligenment 
shows that TcPGK had 95% and 85% similarity with phosphoglycerate kinase from Ascaris 
suum and also Loa loa and Burigia malayi, respectively.

Key words: cDNA, Toxocara canis, Secretory-Excretory, Semi-Nested RT-PCR

1- Associate Professor, Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Shahid Chamran 
University of Ahvaz, Iran


