
 ها مجله دنیای میکروب
 6931( پاییز 61سال ششم شماره سوم )پیاپی 

 161-162صفحات 

 ترایکوفایتون ویولاسئومبررسی وجود ژن کد کننده اسکوالن اپواکسیداز در قارچ درماتوفیت 
 4، هاتف آجودانی فر9، ساسان رضایی1، مهدی میررحیمی6*فاطمه نوربخش

 

 کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی،  2پيشوا، دانشکده زيست شناسی، گروه ميکروب شناسی، -استاديار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ورامين 1

 استاد، دانشگاه علوم پزشکی تهران، دانشکده بهداشت، گروه انگل شناسی و قارچ شناسی، 3واحد دامغان، دانشکده علوم پايه، گروه ميکروب شناسی، 

  ، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد دامغان، دانشکده علوم پايه، گروه ميکروب شناسیاستاديار 4 
 چکیده

يک قارچ درماتوفيت است که پوست، ناخن و موی انسان را مورد تهاجم قرار می دهد. اما                    ترايکوفايتون ويولاسئوم   سابقه و هدف:  

مطالعات کمی بر روی زيست شناسی مولکولی اين قارچ انجام شده است. اين مطالعه با هدف بررسی حضور ژن کد کننده اسکوالن                      

 انجام شده است. ترايکوفايتون ويولاسئومدر قارچ اپواکسيداز 

جدا شده از بيماران مراجعه کننده به ب                                                              ترايکوفايتون ويولاسئوم                       قارچ        اين مطالعه به صورت مقطعی بر روی         مواد و روش ها:     

، به کمک پرايمرهای اخت اصی، ژن                                             قارچ شناسی دانشگاه علوم پزشکی تهران با علايم ک لی، انجام گرديد. پ  از است را                                                                                                           

 تکثير و توالی آمينواسيدی آن با روش تعيين توالی مش ص گرديد. PCRاسکوالن اپواکسيداز با روش کد کننده          

اين توالی           اسکوالن اپوکسيداز را نشان داد.                                  ج ت بازی، تاييد کننده تکثير ژن                                     حضور قطعه حدود                  PCRالکتروفورز م  و                   يافته ها:  

آمينو اسيد را رمز م ی ن م اي د.                                                    22اين قطعه، پروتئينی با                       ثبت گرديد.  (  CBI )در پايگاه جهانی ژن            دسترسی      شماره با    

ن   ت ئ ي             مقايسه توالی اين ژن با ساير ژن های موجود در بانک های ا لاعات ژنتيکی، همسانی بالا و معنی دار آن را با ساير ژن های کد کننده پرو                                                                                                                           

 آنزيم اسکوالن اپوکسيداز در قارچ ها و يوکاريوت های ديگر نشان  داد.                                                                         

درصد با توالی اسکوالن اپواکسيداز  87نتايج اين پژوه  نشان داد که توالی اسيدآمينه که پروتئين را می سازد حدود نتيجه گيری: 

   ساير قارچ ها تشابه دارد.

 ، اسکوالن اپواکسيداز، درماتوفيت.ترايکوفايتون ويولاسئومواژگان کليدی: 

 12ارديبهشت ماه پذيرش برای چاپ:    11آذر ماه دريافت مقاله: 

 پ ي ش وا    -*( آدرس برای مکاتبه: فا مه نورب  ، دانشگاه آزاد اس لام ی، واح د ورام ي ن                

 fatemehnoorbakhsh@iauvaramin.ac.irپست الکترونيک:             94 43 1122 تل ن: 

 م دمه     

ها چربی های ساختمانی هستند ک ه در  ش اه ای                                                                استرو               

شوند. به دلي ل                      موجود در بيشتر سلو  های يوکاريوتی يافت می                                         

سيا  و ن وذپذير بودن  شا، که از ويژگی های اساسی برای نقل                                                          

و انتقا  و فعاليت آنزيم های مت ل به  شا است، استرو  ها در                                                           

گردند. در ساختمان  شا ق ارچ ه ا                                                 اين سلو  ها مهم تلقی می                       

 ( وج ود دارد                     r ostero نو  ديگر استرو  به نام ارگوسترو  )                                    

(. بيوسنتز استرو  ها مسير پي يده ای است که با پي  س از                                                                  1)   

استات آ از می گردد. در اين مسير ترکيب ات ک ل ي دی ح د                                                                           

کربنه به نام اسکوالن ساخته ش ده                                        3واسطی از جمله ترکي                      

جاي ی           ها، برداشت يا جابه                    و پ  از تغييرات ديگر )اکسيداسيون                                  

 گروه های متيل( منجر به توليد م   و  ن ه اي ی)اس ت رو (                                                                            

می گردد. با عمل آنزيم اسکوالن منواکسيژناز، يک اتم اکسي ژن                                                               

به انتهای زنجيره اسکوالن ا افه می شود. اين امر باع                                                                از    

ايجاد يک اپوکسيد و س   تشکيل پيوندهای دو گانه اسکوالن،                                                        

اپوکسيد می گردد. پ  از اين مرحله مسيرهای سنتت ي ک                                                           3،   2

 های ديگری توليد می شوند.                            قدری مت اوت شده و استرو                         
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از اين جمله می توان به استيگماسترو  در بسياری از گي اه ان                                                               

     (.  2و ارگوسترو  در قارچ ها اشاره نمود )                                   

درماتوفيت ها قارچ های رشته ای و کراتين دوست هستند ک ه                                                         

 در پوست، مو و ناخن انسان و حي وان ات اي ج اد ک   ل ی                                                                          

             (ترايکوفايتون وي ولاس ئ وم                                    (.        3می نمايند )             

يک درماتوفيت انسان دوست بوده که در  ايج اد                                                          

ک لی سر، بدن و ناخن نق  دارد. منا   بوم ی اي ن ق ارچ                                                                      

خاور نزديک، اروپای شرقی، روسيه، آف ري ق ا، م ک زي ک و                                                                           

آمريکای جنوبی می باشد. اين قارچ از عوامل شاي  ک لی س ر                                                            

(.      4در ايران، به ويژه در نواحی جنوبی به شم ار م ی رود )                                                                     

تهاجم اين قارچ به مو از نو  اندوتريک  و ح اوی ت ع داد                                                                     

زيادی آرتروکنيديا در داخل ساقه مو می باشد. اين امر ب اع                                                                   

لکه سياه شده که ت ت تاث ي ر ن ور                                                  پي  خوردگی مو و توليد                     

 (.    4فرابن  ، ايجاد فلورسن  نمی نمايد )                                  

درماتوفيت ها در کنار ويژگی های اکولوژيک و ت اوت ه ای                                                            

 اهری، کاملالا وابسته به ساختار ژنتيکی ش ان م ی ب اش ن د.                                                                           

شباهت های ري ت شناسی، تغيير پذيری و چند شکلی ب ودن                                                      

درماتوفيت ها باع  می شود که برای تش يص اين گ روه از                                                           

ميکروارگانيسم ها و بيماری های حاصل از آن ه ا زم ان و                                                                      

مهارت زيادی صرف گردد. امروزه روش های زيست شناس ی                                                      

مولکولی مشکلات تش ي ی بر مبنای شکل  اهری را حل و                                                     

دان  اپيدميولوژی ع ونت پوستی )درماتوفيتوزي ( را به ب ود                                                                 

ب شيده است. در اين راستا توسعه بيشتر تش يص مولک ول ی                                                            

درماتوفيت ها به ت قيقات بيشتر شاخص های مولکولی ن ي از                                                           

(. اين مطالعه برای اولين بار ب ا ه دف ب ررس ی و                                                                             9دارد )        

شناسايی ژن کد کننده اسکوالن اپوکسيداز در قارچ درماتوفيت                                                         

 انجام شد.           ترايکوفايتون ويولاسئوم                     و بيماری زای              

 

 مواد و رو  ها             

از ب ي م اران                           ترايکوفايتون ويولاسئوم                     قارچ      ال ( کشت قارچ:                    

مراجعه کننده به ب   قارچ شناسی دانشگاه علوم پ زش ک ی                                                                

ق ارچ             تهران که دارای علايم ک لی بودند جداسازی گ ردي د.                                                     

در م ي  کشت سابورودکستروز آگار                                  ترايکوفايتون ويولاسئوم                     

روز در دم ای                      8به صورت نشاکاری کشت و به مدت                                    (
oC38                                                  ه ا از ن   ر                                  نگهداری شد. پ  از يک ه ت ه پ ل ي ت

ماکروسکوپی بررسی گرديدند. هم نين به من ور بررسی شکل                                                       

 (.  4ميکروسکوپی از آن اسلايد کال ر تهيه شد )                                      

ميسليوم قارچ های رشد ک رده از                                     ب( است را  اسيد نوکلئيک:                              

 ج داس ازی و ب ا ب اف ر                                            سابورودکستروز برا                         م ي  کشت          

1   PB                                            درج ه               - 2شستشو گرديدند. ميسليوم ها در دمای

سانتی گراد نگهداری شد. س   ميسيليوم ها در داخ ل ب وت ه                                                                    

چينی حاوی نيتروژن ماي  کوبيده شدند تا ب ه ص ورت پ ودر                                                                     

 بسيار نرم و يکنواخت درآيند.                             

     در بافر است را                      ترايکوفايتون ويولاسئوم                       پودر ميسليوم              

 ميلی مولار              9،       ميلی مولار              9يک درصد،               حاوی      

  ris- C        م  ل و  و ب ه                                ميکروليتر پروتئيناز                        9و

درجه سانتی گراد نگهداری ش د.                                  9 مدت يک ساعت در دمای                     

دق ي ق ه                      19ب ه م دت                                3س   سوس انسيون در دور                           

-سانتري يوژ گرديد. م لو  رويی جداسازی و يکبار ب ا ف ن ل                                                                  

ايزوآميل ال ک ل                     -ايزوآميل الکل و يکبار نيز با کلروفرم                                    -کلروفرم       

 م لو  شد. پ  از سانتري يوژ م لو  رويی جداسازی گرديد.                                                    

با افزودن الکل و نگهداری به مدت يک ش  در دم ای                                                           

درجه سانتی گراد رسوب داده شد. در ن ه اي ت رس وب                                                                 - 2

 . ( 9) حاصل در آب مقطر استريل حل گرديد                                 

:        ( تکثير ژن کد کننده آنزيم اسکوالن اپوکسيداز ت وس                                                           
  در ابتدا پرايمرهای اخت اصی مربو  به تکثير ژن کد ک ن ن ده                                                                  

پروتئين اسکوالن اپوکسيداز، در ارگانيسم های م تل  از بان ک                                                             

( است را  گرديد. س     از ک دون                                                       enBank جهانی ژنی )             

 ( بررسی شد.                ( تا کدون خاتمه )                    آ ازين )        

پروتئين اس ک وال ن                              در اين مطالعه به من ور تکثير ژن کد کننده                                        

اپوکسيداز از توالی های يکسان نوک ل ئ وت ي دی ب ه ص ورت                                                                              

        CC       C                          و      

     C C     C       C CC        ای   راح ی                بر

پرايمر در ن ر گرفته شد. پرايمرها توس  شرکت ژن فن آوران                                                              

  8شام ل             ميکروليتر              2حجم نهايی             با       PCRواکن          تهيه شدند.            

ميکرولي ت ر از                          9 2،    1 ميکروليتر بافر                  9ميکروليتر آب مقطر،                    
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   P  i   پيکومو (، يک ميکروليتر                                 2هر پرايمر ) ل ت                   

الگو ) ل   ت                           ميلی مولار(، يک ميکروليتر                              2  ) ل ت         

  a      Po  merase نانوگرم( و يک ميکروليتر آنزيم                                        1

 انجام گرديد.              

با شراي  دمايی                    Pe  abدر دستگاه ترما  سايکلر                          PCRواکن        

درجه سانتی گراد و در                            19دقيقه واسرشت ابتدايی در دمای                                1

درج ه               19چرخه شامل واسرشت سازی در دم ای                                        39ادامه       

درجه سانت ی                 92دقيقه، ات ا  در دمای                        1سانتی گراد به مدت                   

درجه سانتی              82دقيقه ،  ويل سازی در دمای                             1گراد به مدت             

دقيقه و در نهايت  ويل شدن نهايی در دم ای                                              2گراد به مدت             

م  ولات        دقيقه انجام شد.                      1درجه سانتی گراد به مدت                          82

PCR                  درصد واجد اتيديوم برمايد من ت ق ل و                                                 1به ژ  آگاروز

 الکتروفورز گرديدند.                   
د( تعيين توالی ژن اسکوالن اپوکس ي داز در ق ارچ درم ات وف ي ت                                                                                        

پ  از مشاهده باند مورد ن ر از روی                                           ترايکوفايتون ويولاسئوم :                         

ژ ، اقدام به خالص سازی آن کرده تا املا  و مواد مم ان ع ت                                                               

کننده در مراحل توالی يابی حذف گردد. به اين من ور از کيت                                                           

( است اده شد. پ  از ات م ام                                               ia en است را  از ژ  )                 

    ميک رول ي ت ر،                              9ميکروليتر از م لو  نهايی با                                1کار     

 oa in  Buffer                                                            .بر روی ژ  آگاروز ال ک ت روف ورز گ ردي د

ج   ت ب ازی                           1مشاهده تنها يک نوار در کنار سايز مارکر                                        

 نمود.       ص ت کار را ت ييد می                   

 

 یافته ها        

در             م  و  حاصل از است  را                               :        است را            ال (      

  حاوی ات ي دي وم ب روم اي د،                                                   1مجاورت مارکر در ژ  آگاروز                           

الکتروفورز گرديد. نتيجه به صورت نواری وا   مشاهده شد ک ه                                                            

 می باشد.             نشان دهنده است را  ص ي                          

ب( قطعه حاصل از تکثير ژن آنزيم اسکوالن اپ وکس ي داز در                                                                    

  PCRالکتروفورز م     و                                      قارچ ترايکوفايتون ويولاسئوم:                             

ج ت بازی را نشان داد. اين امر تاييد کننده                                                  حضور قطعه           

 (.  1)شکل        اسکوالن اپوکسيداز در نمونه ها بود                                 تکثير ژن          

تعيين توالی م   و                         پ    ( تعيين توالی ژن اسکوالن اپوکسيداز:                                        

PCR         نوکلئوتيدی به دست آمد. اين قطعه، پروتئينی                                                  ، توالی

مقايسه توالی اين ژن                             (.    2کند )شکل              آمينو اسيد را رمز می                       22با    

با ساير ژن های موجود در بانک های ا لاعات ژنتيکی، همسانی ب الا                                                               

و معنی دار آن را با ساير ژن های کد کننده پروتئين آنزيم اس ک وال ن                                                                         

( ژن تکثير شده اسکوالن                          2ج ت بازی، ستون                    1( سايز مارکر              1ستون      :   1شکل   

 ج ت باز(             اپوکسيداز )           

 تعيين توالی ژن اسکوالن اپوکسيداز و توالی آمينواسيدی پروتئين کد کننده آن: 2شکل 
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اپوکسيداز در قارچ ها و يوکاريوت های ديگر نشان  داد.  اين توال ی                                                                   

ثبت (  CBI ) در پايگاه جهانی ژن              دسترسی      شماره با    

 گرديد.

 

 بحث

در اين مطالعه برای اولين بار ژن کد کننده آن زي م اس ک وال ن                                                                           

ب ا       ترايکوفايتون وي ولاس ئ وم                                    اپواکسيداز در قارچ درماتوفيت                              

 موفقيت تکثير و توالی يابی گرديد.                                  

امروزه است اده از روش های مولکولی با استقبا  زيادی ه م راه   

شده است. زيرا اين امر آگاهی ما را در مورد درك فيزيول وژی،   

متابوليسم و بررسی ژنتيک و مورفول وژی م وج ودات زن ده         

ها پ ي   ي ده و        دهد. با اين وجود بيشتر اين روش   افزاي  می

مشکل بوده و به همين دليل در تش يص معمو  قارچ ه ا ب ه     

شود. اگر چه به دليل روش تش يص س ري   و       کار گرفته نمی

درصد خطای کمتر آن، سعی بر افزاي  به کارگيری اين روش   

 ها شده است.

اسکوالن اپوکسيداز آنزيمی است که نق  بسي ار م ه م ی در         

بيوسنتز کلسترو ، استيگماسترو  و ارگوسترو  دارد. از اي ن       

ميان تنها ارگوسترو  در قارچ ها وجود دارد. از آن ج اي ی ک ه       

نق  اين آنزيم در تمام يوکاريوت ها يکسان است مطالعه ب ر    

 ت راي ک وف اي ت ون روب روم         يوکاريوت های ديگر از جمله   روی 

( .   b    )،              ترايکوف اي ت ون ت ونس ورن .    s    s ،) 
 ساکارومايس  سروزي ه  ، A. f   g   s(آس رژيلوس فوميگاتوس 

)S.       s    کانديدا آلبيکن  و  ( .   b    s  انجام شده اس ت )

اسکوالن اپوکسيدازها علاوه بر نق  در بيوسنتز، هدف  (. -11)

بسياری از داروهای  د قارچی نيز می باشند. اما جه  هاي ی   

که در ژن سازنده اين آنزيم صورت گرفته سب  شده که برخی 

آس   رژي ل وس       و   ترايک وف اي ت ون روب روم         از آن ها، از جمله

نسبت به برخی از اين داروها از جمله تربي ن اف ي ن      سفوميگاتو

 (.12و   مقاومت نشان دهند )

در انسان ايجاد ک لی بدن، پا، دس ت،   ترايکوفايتون ويولاسئوم

مو و ناخن می نمايد. هم چنين ممکن است منجر به واک ن        

(. از اين رو در   4های التهابی خ ي  تا شديد در بدن نيز گردد ) 

پژوه  حا ر يکی از جنبه های مهم مولکولی اين ق ارچ ک ه       

 احتمالا  بر بيماری زايی و مقامت آنتی بي وت ي ک ی آن ت اث ي ر           

 می گذارد، مورد بررسی قرار گرفت.

پ   از       ترايکوفايتون ويولاسئومژن اسکوالن اپواکسيداز قارچ 

تکثير، تعيين توالی گرديد. توالی نوکلئوتيدی و پروتئ ي ن ی ژن       

در پايگاه مرکز ملی  ترايکوفايتون ويولاسئوماسکوالن اپواکسيداز 

 به ثبت رسيد.  CBI (ا لاعات بيوتکنولوژی 

ژنومی ب ا ن رم اف زار              با مقايسه توالی های نوکلئوتيدی 

B ast   وجود اينترون در اين قطعه ديده نشد. بنابراين قطعه تکثير

( ژن ق رار دارد.     en Rea in  Frame  ) RF يافته در قسمت 

توالی نوکلئوتيدی اين ژن و ن ي ز        B astبا است اده از نرم افزار 

توالی اسيدهای آمينه اين آنزيم با ساير موجودات ب ه م ن   ور       

بررسی همسانی آن مقايسه گرديد. نتايج نشان داد که همول وژی   

دار می باشد. به   وری ک ه         اين آنزيم با ساير موجودات، معنی

 امرسيلا ن ي دولان        ، با   19ترايکوفايتون روبروم اين قارچ با 
 (E.   d    s )  8    و ب ا       1   آس رژيلوس فوميگ ات وس   ، با  

   مشابهت دارد.3 (   A.   g)آس رژيلوس نايجر 

در بررسی پروتئين های حاصل از اين ژن مش ص گردي د ک ه     

 17 7درصد(، لوسين و پرولين )    1اين قطعه  نی از گلايسين ) 

،   درص د(     49  درصد( می باشد. در حالی که از ن ر تري توفان )

 درصد( فقير می باشد.                       71 1درصد(، متيونين )                   3 1سيستئين )         

نتايج به دست آمده در اين مطالعه با بررسی های افراد ديگر ب ر                                                               

روی ميکروارگانيسم های ديگر مطابق ت دارد. در پ ژوه                                                                           

( و همکاران بر روی اين آن زي م در ق ارچ                                                         sborn اوسبورن )           

نيز ميزان لوسين و گلايسين بي ش ت ري ن و                                                      ترايکوفايتون روبروم                   

 تري توفان کمترين مقدار را داشتند. مشابه اين نت اي ج را روش ا                                                                            

 (Rocha                        و همکاران  در سا )آس  رژي ل وس                    با بررسی                 2

به دست آوردند. به  وری که لوس ي ن و آلان ي ن                                                                 فوميگاتوس         

بالاترين و تري توفان و سيستئين پايين ترين مقادير آمينو اسي دی                                                                

( نيز با مطالعه ب ر روی                                 ave داو )         (.13را در اين قارچ داشتند )                       

از ن ر آمينو اسيدهای  ال  نتايج مشاب ه ای                                                   آس رژيلوس نايجر                 

به دست آورد. به  وری که در اين ميکروارگانيسم تري   ت وف ان                                                                      

 (.  14حداقل مقدار را داشت )                     
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( و همکاران ميزان اسيدهای آم ي ن ه در                                                       otava e متوا   )        

را در گ لايس ي ن، ل وس ي ن،                                                  ترايکوفايتون تونسورن                      قارچ      

  8  1و             93  ،         7،       13 1تري توفان و گلوتامين به ترتي                                    

 (.  11درصد ارزيابی نمودند )                     

با توجه به نتايج به دست آمده در تمامی موارد ت ري   ت وف ان                                                                          

کمترين مقدار را نشان می دهد و ديگر اين که ميزان شب اه ت                                                             

بين خود درماتوفيت ها بسيار بيشتر از آن ها نسبت به س اي ر                                                                  

 موجودات است.            

به  ور کلی می توان نتيجه گرفت تشابه زيادی ب ي ن ت وال ی                                                                     

ترايکوفايتون              نوکلئوتيدی ژن اسکوالن اپواکسيداز و اسيد آمينه                                               

 با ساير قارچ ها و ي وک اري وت ه ا وج ود دارد                                                                      ويولاسئوم        

 و در نتيجه می تواند ب ه ع ن وان ه دف   راح ی دارو و                                                                                     

 ت قيقات بيشتر بر روی اين ژن قرار گيرد.                                      

 نتیجه  یری          

در اين مطالعه برای اولين بار ژن کد کننده آن زي م اس ک وال ن                                                                           

اپواکسيداز در قارچ درماتوفيت ترايک وف اي ت ون وي ولاس ئ وم                                                                             

ثبت گرديد و با م ق ايس ه                                    CBI  I (است را  گرديد و در                    

توالی سکان  نوکلئوتيدی و آمينواسيدی مش ص شد تش اب ه                                                             

زيادی با ساير قارچ ها دارد از اينرو با بررسی ب ي ش ت ر روی                                                                            

ساختار اين ژن شايد بتوان داروهای جديد  د قارچ ی و ي ا                                                                   

 واکسن های قارچی را  راحی و تهيه نمود.                                     

 

 تشکر و قدردانی              

نويسندگان اين مقاله از پرسنل آزمايشگاه قارچ شناسی مولکولی                                                           

 دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشک ی ت ه ران ب ه دل ي ل                                                                               

  همکاری صميمانه در انجام اين پژوه  کما  امتنان را دارند.                                                       
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Abstract 

B  kg    d   d Obj      s:                        is one of the  ermato h te fun i which 

inva es the skin  nai  an  hair of humans. Few stu ies were carrie  out in the fie   of mo ecu ar 

bio o   of this fun us.  his stu   aime  to eva uate the  resence of the s ua ene e o i ase  

enco in   ene in                       . 

M       s   d M    ds:  his sectiona  stu   was  erforme  on the                         

iso ate  from the  atients who were visite  at  e artment of   co o     e ica   ivision of  

 ehran  niversit . Fo  owin      e traction  the s ua ene e o i ase enco in   ene was  

am  ifie  b  PCR  reforme  an  its s ecifie   rimers.  he am  ifie   ene was fina    se uence  

an  its aminoaci  se uences were i entifie .  

  s   s: Base  on e ectro horesis of PCR  ro ucts  a fra ment with    b  nt was observe   

which confirme  the am  ification of sq          x d s   ene.  his  ene was recor e  in the 

nationa  the  CBI  ene bank as         .  his  ene enco es a  o   e ti e with      

aminoaci s. PCR  uc eoti e se uence com arison of this new  ene with other e istin   enes in 

the  ene bank revea e  a si nificant homo o   with sq          x d s   enes in other members 

of the fun i an  other eukar otes  as we  .  

      s   :  he aminoaci  se uence of the enco e   rotein was about 7 % i entica  to the  

se uence of s ua ene e o i ase from other fun i. 

K  w  ds:                           ua ene e o i ase   ermato h te. 
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