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 ساختار بهترین منظور پیشنهاد به باکتریوم کورینه در کیناز آسپارتات ساختاري آنزیم  آنالیز

 لیزین آمینه اسید تولید صنعتی افزایش جهت آنزیم

  
 4نیري فسایی و بهار 3علی جوادمنش، *2محمدرضا نصیري، 1مرتضی هاشمی عطار

 26/12/1397 : افتیدر خیتار
  21/03/1398 :رشیپذ خیتار

  
  کیدهچ

 مختلـف  هـاي گونـه  بخصـوص  جـانوران  از وسـیعی  طیـف  در لیزین تولید متابولیسم در حساس و کلیدي هايآنزیم از یکی کیناز آسپارتات آنزیم
 توسـط  مباکتریو کورینه مختلف هايگونه در کیناز آسپارتات آنزیم بیوانفورماتیکی بررسی تحقیق این از هدف. باشدمی باکتریوم کورینه میکروارگانیسم

  .شـود  پیشنهاد صنعتی مقیاس در لیزین تولید براي استفاده منظور به کیناز آسپارتات آنزیم بیوانفورماتیکی ساختار بهترین تا باشدمی معتبر هاي پایگاه
 افزارهـاي  نـرم  و هـا  گـاه پای توسـط  بـاکتریوم  کورینه مختلف گونه 33در  کیناز آسپارتات آنزیم فیزیکوشیمیایی و فیزیولوژیکی تکاملی، هاي ویژگی

MEGA 6.6، ProtScale و ProtParam از استفاده با و هومولوژي روش به مذکور هايپروتئین بعدي سه ساختار سپس . گرفت قرار بررسی مورد 
 .گرفت صورت Rampage ابزار از استفاده با انرژي سازي بهینه از پس آمده بدست هاي مدل کیفیت ارزیابی و شد سازي مدل Swiss-Model سرور
 نزدیک بهم بسیار مطالعه، مورد باکتریوم کورینه گونه 33 در کیناز آسپارتات پروتئین اشتقاق زمان که دادند نشان تکاملی درخت تحلیل و تجزیه نتایج
 شـماره  بـا  گلوتـامیکوم  کتریومبـا  کورینـه  گونه در کیناز آسپارتات آنزیم که داد نشان ProtParam و ProtScale هاي پایگاه بررسی نتایج. باشدمی

 توسـط  بیشتر هاي بررسی با سپس. باشندمی پایداري بیشترین و فیزیکوشیمیایی خواص بهترین داراي SJM57548.1 و CAO00530.1 دستیابی
 بعـدي  سـه  سـاختار  بهتـرین  داراي SJM57548.1 و CAO00530.1 پـروتیئن  دو کـه  شـد  مشخص Rampage ابزار و Swiss-Model سرور

توان چنین استنباط نمود که احتمالا آنزیم آسپارتات کیناز با شماره هاي دستیابی بالا داراي بهترین می آمده دست به in silico آنالیز نتایج از .باشندمی
العه بود. این یافته ها هاي مورد بررسی در این مطخواص فیزیکو شیمیایی، بیشترین پایداري و همچنین بهترین ساختار سه بعدي نسبت به دیگر پروتئین

  می تواند براي بهترین نوع آنزیم آسپارتات کیناز به منظور تولید نوترکیب در شرایط آزمایشگاهی مفید باشد.
 
  لیزین ،باکتریوم کورینهبیوانفورماتیک،  کیناز، آسپارتات: کلیدي هاي واژه 

  
     1  مقدمه

 و انسان طتوس که باشدمی ضروري آمینه اسیدهاي از یکی لیزین
 تـامین  غذایی رژیم طریق از باید و شود نمی ساخته پستانداران دیگر
 غـذایی  رژیم در موجود سبزیجات و غلات که جایی آن از). 17( شود

 غـذاي  و غـذایی  مواد ارزش افزایش براي بنابراین دارند، کمی لیزین
 بـا  سـازي  غنی بایستی کنند، می تغذیه گیاهی منابع از که حیواناتی
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). 6( شـود  انجـام  لیـزین  آمینه اسید مکمل یا و حیوانی منابع ودنافز
 میکروارگانیسـم  ضـروري  هـاي  آمینه اسید این از غنی منابع از یکی

 تولیـد  بـراي  ايگسـترده  طوربه که است گلوتامیکوم باکتریوم کورینه
 شـود  مـی  بـرده  کار به لیزین ال و گلوتامات ال مثل آمینه اسیدهاي

 انتهـاي  بـا  شکل اي میله اسپورزا، غیر مثبت، گرم باکتري این). 15(
 وحشی انواع در تولید قابل لیزین مقدار). 6( است هوازي و شده متورم

 بـا  تـوان نمی و است کم بسیار گلوتامیکوم باکتریوم کورینه) طبیعی(
 و صنعتی مقیاس در را بازار نیاز مورد آمینه اسید ها آن تکثیر و کشت

 اصلاح براي زیادي تحقیقات بنابراین). 6( کرد تولید صرفه به مقرون
  راسـتاي  در کـه  اسـت  شـده  انجام میکروارگانیسم این ژنتیکی کردن
 باشدمی ال لیزین بالاي تولید توان با جدید هاي سویه آوردن بدست

)15( .  
هاي جدید همچون ابزارهاي بیو انفورماتیک دستیابی به تکنولوژي
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را فراهم نموده است، این ابزارها جهت زمینه پیشرفت سریع مطالعات 
حل مسائل پیچیده و نتیجه گیري منطقی مورد استفاده قرار میگیرند . 
امروزه ابزارهاي بیوانفورماتیکی متعددي بـه صـورت دسترسـی آزاد و    
آنلاین توسط پایگاه داده هـا و نـرم افزارهـاي تحـت وب در اختیـار      

ایـن ابزارهـا میتـوان در     محققان قرار گرفته است کـه بـا اسـتفاده از   
کمترین زمان و هزینه بر اساس نوع هدف پیشرو به نتایج معتبر دست 
یافت با توجه به انجام هزینه هاي بـالاي آزمایشـگاهی، اسـتفاده از    
روشهاي بیو انفورماتیک در بدست آوردن نتیجه نهایی حـائز اهمیـت   

  ).19( خواهد بود
 آمینواسید فسفریلاسیون اب) EC 2.7.2.4( کیناز آسپارتات آنزیم 

 را آسپارتات خانواده اسیدهاي آمینو بیوسنتز در مرحله اولین آسپارتات
 انجـام  را باشـد می متیونین و ایزولوسین، ئونین، تره لیزین، شامل که
 آنـزیم  هـاي محصـول  اولـین  از یکـی  لیزین آمینواسید). 12( دهدمی

 مکانیسـم  طریـق  از آن بیـان  افـزایش  با که باشدمی کیناز آسپارتات
ــدبک ــی فی ــبب منف ــاهش س ــت ک ــزیم فعالی ــپارتات آن ــاز آس  کین

)EC 2.7.2.4 (شود  می)2013 سـال  در همکـاران  و رستگاري) 12 
 بیوسـنتز  اصـلی  چرخـه  در موثر ژنهاي از یکی در مورد تحقیقی طی

 آنـزیم  کننـده  کـد  که lysc ژن بیان افزایش که نمودند اعلام لیزین
تولید  برابري 2 افزایش گلوتامیکوم باکتریوم رینهکو در کیناز آسپارتات

 در 2003 سـال  در و همکـاران  پلاچیـز  .) 13( مـی گـردد   لیـزین  ال
 مشـخص  داشـتند،  لیـزین  تولید در موثر آنزیم روي بر که ايمطالعه
 چرخه در موثر و اصلی آنزیم که کیناز آسپارتات بالاي بیان که گردید
 باعـث  باشـند، مـی  گلوتامیکوم تریومباک کورینه در لیزین تولید اصلی

 سال در همکاران بکرو). 10( گردید لیزین تولید درصدي 250 افزایش
 بـاکتریوم  کورینـه  از اسـتفاده  بـا  نمودنـد  اعلام تحقیقی طی  2005

 آنزیم کننده کد که  lysc ژن در) T311Ilysc(یافته  جهش گلوتامیکوم
 تولیـد  جهت گانه جدا موتورپرو دو از استفاده باشد،می کیناز آسپارتات

 بـه   fbp sodP و  fbp EFTUP  نام هاي با فسفات 6و1 فروکتوز آنزیم
 همچنـین  و درصـدي  75 و 150آنزیمی فعالیت افزایش باعث ترتیب

  ).1( است گردیده ال لیزین تولید درصدي 40 افزایش
 آسپارتات ساختار آنزیم بیوانفورماتیکی بررسی تحقیق این از هدف

 ساختار بهترین تا باشدمی باکتریوم کورینه مختلف گونه 33 رد کیناز
 بـراي  آن از اسـتفاده  منظـور  به کیناز آسپارتات آنزیم بیوانفورماتیکی

  .شود پیشنهاد و معرفی صنعتی مقیاس در لیزین تولید
  
 هاروش و مواد

 آنـزیم  آمینواسیدي توالی: پروتئینی هاي توالی آوردن بدست
 آدرس به NCBI پایگاه از باکتریوم کورینه گونه 33 از کیناز آسپارتات

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein و شده دانلود 
 ).1 جدول( گردید ذخیره FASTA فرمت به

 بررسـی  منظـور  بـه   :فواصل و شباهت هاي ژنتیکی بررسی
 درخت باکتریوم، کورینه گونه 33 در کیناز اتآسپارت پروتئین  تکاملی

 نـرم  از استفاده با و) Neighbor Joining  )14  روش به فیلوژنتیکی
 1000 با استرپ بوت بررسی و شد ساخته) MEGA 6  )16 مگا افزار

 انجام نیز ها شاخه براي اطمینان حدود آمدن دست به منظور به تکرار
اسـت و   شـده  آورده 1 شـماره  شکل در فیلوژنتیکی روابط). 4( گردید

و بررسی شباهت هاي  چندگانه سازيردیفهم هاي همچنین بررسی
گونه مورد بررسی توسـط    33هاي پروتئینی ژنتیکی با توجه به توالی

در شکل شماره دو مورد  )CLC Sequence Viewer 8.0 (نرم افزار 
  بررسی قرار گرفت.

 ویژگـی  بینییشپ جهت  :فیزیکوشیمیایی خواص بینیپیش
 مولکـولی،  وزن شـامل  کیناز آسپارتات پروتئین فیزیکوشیمیایی هاي

 ،theoretical isoelectric point)   (ایزوالکتریـک نظـري   نقطـه 
  آلیفاتیـک  شـاخص  ، (Guruprasad et al 1990)ناپایداري شاخص

 آدرس بــــه Protscalســــرور   از پــــروتئین گراویتــــی ) و7(
)http://web.expasy.org/protscale (ــرور و ــه  ProtParam سـ بـ

 ) استفاده شدhttp://web.expasy.org/protparamآدرس (
 کورینـه  گونـه  در کینـاز  آسپارتات هايآنزیم که این  به توجه با). 5(

ــا بــاکتریوم ــا میکومگلوت ــماره ب ــتیابی ش  و CAO00530.1   دس
SJM57548.1 کمترین همچنین و  آلیفاتیک شاخص بالاترین داراي 

   شدند. انتخاب بعدي آنالیزهاي براي لذا بودند، ناپایداري شاخص
 پروتئین دو دوم ساختار بینیپیش براي: دوم ساختار بینی پیش

ــاب ــرور از شــــــــــــده انتخــــــــــ  Psipred ســــــــــ
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) ایـن  براي .)7(شد  استفاده 

 بـاکتریوم  کورینه گونه در کیناز آسپارتات پروتئینی هاي توالی منظور
ــامیکوم ــتیابی هـــاي شـــماره بـــا گلوتـ  و CAO00530.1 دسـ

SJM57548.1 سرور به Psipred ترسیم هاآن دوم ساختار و شد وارد 
  ).4 و 3 شکل هاي( شد

 ساختار: پروتئین بعدي سه ساختار بینیپیش و سازي مدل
 آدرس به Swiss model سرور توسط کیناز آسپارتات آنزیم بعدي سه

)https://swissmodel.expasy.org/ (شـد  سازي مدل )4 .(
 بـه  Rampage سـرور  توسـط  شـده  بینیپیش مدل دو کیفیت سپس
 آدرس

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampa
ge2.php)  کـه سـاختار سـه بعـدي     ) 5( گرفـت  قرار ارزیابی مورد

 رحله بعـد در م .است شده داده نشان پنج شماره  تصویر در هاپروتئین
 به تصویر کشیدن زوایاي پیوندي از نظر به منظور راماچاندران نمودار

 پایداري جهت محاسبه کانفورمرهـاي پایـدار پـروتئین    سطح انرژي و
  .)8گردید ( ترسیم
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 NCBIپایگاه داده   در باکتریوم گونه کورینه 33دستیابی  علمی و شماره نام -  1 جدول

Table 1- Scientific name and accession number of 33 species of Corynebacterium from the NCBI database  
   دستیابی شماره

Accession number  
  نام علمی
Scientific name  

AM091582.1 [Corynebacterium Simulans] 
CAE48781.1 [Corynebacterium diphtheriae] 
QAU53330.1 [Corynebacterium pelargi] 
AZA12319.1 [Corynebacterium geronticis] 
SPW24280.1 [Corynebacterium maeruchotii] 
AWT25259.1 [Corynebacterium provencense] 
ERS43361.1  (Corynebacterium sp. KPL1996]  
ERS76247.1  [Corynebacterium sp. KPL2004  
ERS78921.1  [Corynebacterium sp. KPL1859]  
ESU59341.1  [Corynebacterium ulcerans NCTC 12077]  
ERJ43463.1  [Corynebacterium pseudodiphtheriticum 090104]  
AJK67843.1  [Corynebacterium marinum DSM 44953]  
ERS74544.1  Corynebacterium sp. KPL1998]  
ALA66521.1  [Corynebacterium lactis RW2-5]  
ALC04747.1  [Corynebacterium deserti GIMN1.010]  
BAC17030.1  [Corynebacterium efficiens YS-314]  
BAV22049.1  [Corynebacterium glutamicum]  
CAO00530.1  [Corynebacterium glutamicum]  
AAA23293.1  [Corynebacterium flavescens]  
AFK15829.2  [Corynebacterium pseudotuberculosis 258]  
AGU14304.1  [Corynebacterium argentoratense DSM 44202]  
KQB84521.1  [Corynebacterium oculi]  
ERS73502.1  [Corynebacterium sp. KPL1989]  
ERS63333.1  [Corynebacterium sp. KPL1814]  
ERS61024.1  [Corynebacterium sp. KPL1818]  
ERS55010.1  [Corynebacterium sp. KPL1824]  
ERS51758.1  [Corynebacterium sp. KPL1855]  
CAF18822.1  [Corynebacterium glutamicum ATCC 13032]  
SJM57548.1  [Corynebacterium glutamicum]  
SLM93573.1 [Corynebacterium sp.jB4] 
AQQ14140.1 [Corynebacterium glaucum] 
SCX24992.1 [Corynebacterium jeikeium] 
CQD06071.1 [Corynebacterium striatum] 

  
  بحث و نتایج

  فواصل و شباهت هاي ژنتیکی بررسی
 آسـپارتات  پروتئین تکاملی و فیلوژنتیکی رابطه بررسی منظور به
 استفاده با درختی نمودار مطالعه، مورد کورینه باکتریوم هاي  در کیناز

 نرم توسط ها آن به مربوط آمینواسیدهاي شده ردیف هم توالی 33از 
  ).1 شکل( گردید رسم  MEGA 6افزار

) خصوصاً 2جدول درصد تشابه ژنتیکی (شکل آزمون و این نتایج
 و  SJM57548.1 و CAO00530.1 درمورد سه گونه انتخاب شده 

CAF18822.1   که مناسب ترین خواص فیزیکو شـیمیایی را در بـین
 پـروتئین  اشـتقاق  زمـان  کـه  داد گونه انتخاب شده دارند، نشـان  33

 بهم بسیار مطالعه، مورد باکتریوم نهکوری گونه 33 در کیناز آسپارتات
   باشد.می نزدیک

 در کینـاز  آسـپارتات  پروتئین تکاملی روند  مقایسه بررسی نتیجه

بررسی  که  است معنی این به هافیلوژنی و جدول درصد تشابه درخت
 در هاپروتئین شیمیایی فیزیکو خصوصیات در تفاوت تک نوکلئوتیدها

 بدسـت  براي دارند هم به نزدیک و شبیه تکاملی توالی که هاییگونه
  .بود خواهد اهمیت حائز پروتئینی ساختار بهترین آوردن

 فیزیکوشیمیایی و بیوشیمیایی خصوصیات بیوانفورماتیکی بررسی
 از استفاده با آمده دست به مختلف، گونه 33در  کیناز آسپارتات آنزیم
 بـین  شـده  محاسبه مولکولی وزن که داد نشان ProtParam  برنامه

  . هست متغیر کیلودالتون 62/45 تا 56/44
  pH دارد نقـش  هـا پـروتئین  انحلال ثابت روي بر که عواملی از

 خالص بار چون است کمترین الکتریک ایزو pH در حلالیت ، باشدمی
 یابـد مـی  افـزایش  سریعا آنها انحلال قابلیت  pH تغییر با است، صفر
 ايpH الکتریـک  ایـزو  نقطه. وندشمی دور ایزوالکتریک نقطه از چون
 دسـت  از را خـود  بـار  پـروتیئن  یـا  و اسـید  آمینو یک آن در که است
 حرکـت  بـه  قـادر  مسـتقیم  جریـان  با الکتریکی میدان در لذا دهدمی
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  انتخاب براي میتواند پروتئین یک الکتریک ایزو نقطه بررسی باشدنمی
 اعم پروتئین سازي خالص براي استفاده مورد هايروش سازيبهینه و

 فوکوسینگ  الکتریک ایزو الکتروفورز و یونی تبادل گرافی کروماتو از
 . )3( باشد مفید بسیار

 
  مطاالعه.  مورد  باکتریوم کورینه گونه 33 در کیناز آسپارتات پروتئین فیلوژنتیکی درخت-  1شکل

Figure 1- Phylogenetic tree for Aspartat kinases protein in 33 Corynebacterium species 
 

 مختلـف  هـاي پـروتئین  بـراي  شده بینیپیش ایزوالکتریک نقطه
 مـورد  بعـدي  شـاخص . باشـد مـی  11/5 تا 08/4 بین کیناز آسپارتات

 شـاخص  ایـن  (Aliphatic Index-AI) بود آلیفاتیک شاخص ارزیابی
 هــايزنجیــره بــا کــه پـروتئین  نســبی حجــم از عبارتســت واقـع  در

 و ایزولوسـین، لوسـین   آلانین،( اند شده اشغال یفاتیکآل اياسیدآمینه
 برآورد منظور به مهم  عامل یک عنوان به که )والــــــــــــــــین

ــن .)7( باشد می حرارت برابر در ها پروتئین مقاومت ــاخص ایــ  شــ
 کیناز مختلف مورد بررسی آسپارتات هايپروتئین براي شده بینیپیش
 آسـپارتات  پروتئین شاخص، این طبق .باشدمی 35/99 تا 11/89 بین

 شاخص بـــالاترین داراي CAO00530.1 مشخصـــات بـــا کینـــاز
 مربـوط  CAF18822.1. باشدمی حرارت برابر در مقاومت و آلیفاتیک

  ).2 باشد (جدولمی گلوتامیکوم باکتریوم کورینه باکتري به
 هـر  کـه  باشـد می ناپایداري شاخص بررسی مورد بعدي شاخص

 ).7 و 3( هست پروتئین بودن پایدار يمعنا به باشد 40 از کمتر چقدر
 بـراي  و شـده  محاسـبه  ProtParam سرور از استفاده با شاخص این

 بـا  کـه  باشدمی 22/37 تا 34/25 محدوده در بررسی مورد هايگونه
 آنـزیم  باشـد، مـی  40 از کمتر شده مشخص محدوده که این به توجه

ــذکور ــدار مـ ــی پایـ ــدمـ ــزیم7( باشـ ــاي). آنـ  CAF18822.1 هـ
ــداري شــاخص SJM57548.1 و CAO00530.1و ــه هــا آن ناپای  ب

 پایـداري  دهنـده  نشان که باشدمی 38/26 و 98/25 و 95/25ترتیب 

در واقـع طـی    .باشـد مـی  سه گونه کورینه باکتریوم این بالاي بسیار
دهـد کـه   ) نشان می7و  3بررسی صورت گرفته از مطالعات گذشته (
ري ضمن موثر بودن اینکـه  بررسی شاخص الیفاتیک و شاخص ناپایدا

هاي مـورد مقایسـه بـه ترتیـب در     هریک از شاخص ها در بین گونه
بالاترین و پائین ترین مقدار مورد  نظر باشند مناسب تر اسـت و بـه   

باشند ولی  بررسی اخـتلاف بـین شـاخص    تنهایی  داراي اهمیت می
در ایــن (Difference=AI - II) ناپایــداري و شــاخص الیفاتیــک  

باشد کـه هرچـه بیشـتر باشـد پـروتئین      نیز حائز اهمیت می خصوص
  پایدارتر خواهد بود. 

در این تحقیق اختلاف بین شاخص ناپایداري و شاخص الیفاتیک  
 (Difference=AI - II)  ــزیم ــه آنـ ــراي سـ   CAO00530.1بـ

CAF18822.1 و SJM57548.1   و  37/73، 19/73بـــه ترتیــــب
هاي مورد بررسـی  سایر گونه ) که نسبت به2باشد (جدول می 61/72

  باشند.در این تحقیق بالاتر می
)  در بررسـی  2017با توجه به گزارش کریش نـدو و همکـاران (  

هاي مـورد مطالعـه بـراي پایـداري  پـروتئین گونـه کورینـه        شاخص
باکتریوم گلوتامیکوم ، با نتایج بدست آمده در این تحقیق همخـوانی  

  ).11دارد (
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  Protparam و ProtScale سرورهاي توسط آسپارتات کینازهاي مختلف خصوصیات فیزیکوشیمیایی نتعیی -2جدول
Table 2- Determination of physicochemical properties of Aspartate kinase proteins by ProtScale and ProtParam servers   

   دستیابی شماره
Accession 

number 

 مولکولی وزن
Molecular 

weight  

 pH ایزوالکتریک  
Isoelectric 

point  

   ناپایداري شاخص
Instability 

index  

  آلیفاتیک شاخص
Aliphatic 

index  

  اختلاف شاخص هاي ناپایداري و آلیفاتیک
Difference of aliphatic index and 

instability index  
  گراوي

GRAVY  
AM091582.1 44.76 4.96 25.34 96.62 71.28 0.018 
CAE48781.1 44.73 4.99 34.02 97.31 63.29 0.010 
QAU53330.1 44.90 4.91 31.25 97.30 66.05 0.009 
AZA12319.1 44.77 4.81 33.27 98.24 64.97 0.015 
SPW24280.1 44.65 5.11 27.74 97.5 69.76 0.025 
AWT25259.1 45.12 5.07 26.45 97.28 70.83 0.012 
ERS43361.1  44.69  4.91  26.73  94.51  67.78 0.011  
ERS76247.1  44.56  4.91  26.85  94.51  67.66 -0.074  
ERS78921.1  44.69  4.94  32.97  94.53  61.56 -0.094  
ESU59341.1  45.52  5.02  30.67  96.64  65.97 -0.000  
ERJ43463.1  44.69  4.99  37.04  96.81  59.77 0.008  
AJK67843.1  45.48  4.97  28.38  97.10  68.72 0.013  
ERS74544.1  44.69  4.91  26.73  94.51  67.78 0.049  
ALA66521.1  44.96  4.95  32.97  95.86  62.89 -0.013  
ALC04747.1  44.65  4.88  30.67  98.71  68.04 0.007  
BAC17030.1  45.62  4.97  37.04  93.64  56.6 -0.003  
BAV22049.1  44.73  4.92  28.38  98.94  70.56 -0.074  
CAO00530.1  45.12  4.92  25.98  99.35  73.37 -0.094  
AAA23293.1  44.79  4.89  32.97  99.14  66.17 -0.000  
AFK15829.2  45.04  5.09  30.04  97.76  67.72 0.008  
AGU14304.1  44.85  4.99  26.85  89.11  62.26 0.013  
KQB84521.1  44.73  5.04  32.97  96.62  63.65 -0.054  
ERS73502.1  44.67  4.99  25.95  97.05  71.1 -0.013  
ERS63333.1  44.69  4.91  29.36  94.51  65.15 -0.094  
ERS61024.1  44.70  4.91  29.05  94.51  65.46 -0.000  
ERS55010.1  44.69  4.08  37.22  94.51  57.29 0.008  
ERS51758.1  44.69  4.94  32.97  94.57  61.6 0.013  
CAF18822.1   44.75  4.92  25.95  99.14  73.19 -0.054  
SJM57548.1  44.75  4.92  26.38  98.99 72.61 0.008  
SLM93573.1 44.80 4.97 27.54 95.91 68.37 0.019 
AQQ14140.1 44.56 4.72 26.14 94.58 68.44 0.020 
SCX24992.1 45.15 5.00 26.37 94.98 68.61 0.040 
CQD06071.1 44.69 4.98 26.14 96.81 70.67 0.022 

   
) جهت تولیـد  2005در تحقیقی کاربردي توسط بکر و همکاران (

لیزین استفاده از آنزیم آسپارتات کیناز کورینـه بـاکتریوم    -صنعتی ال
اي به جهت دارا بودن جهت جهش نقطه CAF18822.1گلوتامیکوم 

ها انتخاب که باعـث افـزایش   پارامترهاي مناسب نسبت به سایر گونه
  ).1لیزین گردید ( -آمینه ال  درصدي در تولید  اسید 80

 کورینـه  گونـه  در کینـاز  آسپارتات هايآنزیم که این به توجه با 
 و CAO00530.1 دســـتیابی شـــماره بـــا گلوتـــامیکوم بـــاکتریوم

SJM57548.1 در NCBI مناسب ترین پارامتر هاي مورد نظر  داراي
 ابانتخ بعدي آنالیزهاي براي لذا بودند، گونه مورد بررسی 33در بین 

  .شدند
 سـرور  از شـده  انتخـاب  پـروتئین  دو دوم ساختار بینیپیش براي
psipred )http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred (شـد  استفاده )2(. 

 کورینه گونه در کیناز آسپارتات پروتئینی هاي توالی منظور این براي

 و CAO00530.1 دســتیابی هــايشــماره بــا کومگلوتــامی بــاکتریوم
SJM57548.1 سرور به psipred ترسیم هاآن دوم ساختار و شد وارد 

  ).4 و 3 شکل هاي( شد
کورینـه  در گونـه    کینـاز  آنـزیم آسـپارتات    کـه  داد نشان نتایج

 12 داراي CAO00530.1 دسترسـی  شـماره  با باکتریوم گلوتامیکوم
همچنین آنـزیم  . باشدمی کویل عدد 30 و بتا صفحه 17 آلفا، مارپیچ

ــاکتریوم بــا  آســپارتات ــه ب ــه کورین ــاز در گون  دسترســی شــماره کین
SJM57548.1 عـدد  30 و بتـا  صفحه 17 آلفا، مارپیچ 12 داراي نیز 

 دو بـراي  کینـاز  آسـپارتات  آنزیم بعدي سه که ساختار باشدمی کویل
 Swiss سـرور  توسط گلوتامیکوم باکتریوم کورینه در مذکور پروتئین
model )https://swissmodel.expasy.org  (نشـان  و سـازي مدل 

 ).5 (شکلاست  شده داده
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  .CAO00530.1 دستیابی شماره با  psipred سرور توسط کیناز آسپارتات آنزیم براي شده بینیپیش دوم ساختار  -3شکل

Figure 3 - Prediction of the second structure for the aspartate kinase enzyme by the psipred server (Accession number: 
CAO00530.1).  

  

   
 SJM57548.1 دستیابی با شماره psipred سرور توسط کیناز آسپارتات آنزیم براي شده بینیپیش  دوم ساختار - 4 شکل

Figure 4 - Prediction of the second structure for the aspartate kinase enzyme by the psipred server (Accession number 
SJM57548.1)  
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 CAO00530.1 دستیابی شماره  .سوئیس مدل سرور توسط کورینه باکتریوم گلوتامیکومدر دو گونه  کیناز آسپارتات آنزیم براي شده بینیپیش بعدي سه ساختار  - 5 شکل

  (شکل پائین) SJM57548.1(شکل بالا) و شماره دستیابی 
Figure 5 - The predicted three-dimensional structure for the aspartate kinase enzyme in corynebacterum glutamicum by the Swiss model access 

number CAO00530.1 (top) and access number SJM57548.1 (bottom) 
  

 Rampage سـرور  توسـط  شده بینیپیش مدل دو کیفیت سپس
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampa(

)ge2.php  راماچانـدران  نمـودار  و) 9( گرفـت  قـرار  ارزیـابی  مورد 
سـطح   ایـاي پیونـدي از نظـر   به تصویر کشیدن زو به منظور مربوطه
  پایداري در جهـت محاسـبه کانفورمرهـاي پایـدار پـروتئین      انرژي و

 قـرار  آمینواسـیدهاي  درصـد  محاسبه با راماچاندران نمودار شد ترسیم
 شده بینیپیش مدل کیفیت غیرمجاز، و مجاز مطلوب، نواحی در گرفته

  ).6 ) (شکل8کند (می تعیین را
 نشان rampage سرور توسط نمودار نای از آمده بدست هايداده

آنزیم آسپارتات کیناز در دوگونـه کورینـه بـاکتریوم      براي که دهدمی
 آمینـو  درصـد  CAO00530.1، 98گلوتامیکوم  به شماره دسـتیابی   

 درصـد  7/0 و مجـاز  ناحیـه  در درصـد  2/1 مطلوب، ناحیه در اسیدها
بـراي گونـه    مچنیناند و هگرفته قرار مجاز غیر ناحیه در آمینواسیدها

  نیـز  SJM57548.1 کورینه باکتریوم  گلوتامیکوم به شماره دستیابی
 و مجاز ناحیه در درصد 2/1 مطلوب، ناحیه در اسیدها آمینو درصد  98
 بـه  توجـه  با.  اندگرفته قرار غیرمجاز ناحیه در آمینواسیدها درصد7/0

دارند  اسبیمن بسیار کیفیت شده سازي شبیه مدل دو هر مذکور، نتایج
آنـالیز بهتـرین    در )2010تومیتـا (  و  یوشـیدا  که با نتایج  ).5(شکل 

ساختار کریستالی آنزیم اسپارتات کیناز در کورینه باکتریوم گلوتامیکوم 
  ).18مطابقت دارد (
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(شکل راست) و به  CAO00530.1 یابیشماره دست به )Swiss model )11توسط سرور  ینازآسپارتات ک يشده سه بعد يساز یهمدل شب يراماچاندران برا نمودار - 6 شکل

 . سبز تیره نواحی مطلوب، سبز روشن نواحی مجاز و سفید نواحی غیرمجاز.(شکل چپ) SJM57548.1 یابیشماره دست
     Figure 6- The Ramachandran diagram for the simulated model of aspartate kinase by the Swiss model server.  

access number CAO00530.1 (right) and access number SJM57548.1 (left). Darker green represents favored, lighter 
green represent allowed and white color represent disallowed region. 

  
  گیري کلی نتیجه 

تخـاب سـویه   با توجه به اهمیت تولید لیزین در کشور و نیاز به ان
کورینه باکتریوم، جهت انجام مهندسی ژنتیک وتولید صنعتی  مناسب 

بینـی مناسـب حـائز    استفاده از ابزارهاي بیو انفورماتیک جهـت پـیش  
 چنین توانمی آمده دست به in silico آنالیز نتایج باشد، ازاهمیت می

اوت گونه متف 33در مقایسه آنزیم آسپارتات کیناز در  که نمود استنباط
 بـا  هاي کورینـه بـاکتریوم گلوتـامیکوم    کورینه باکتریوم، وجود گونه

ــرین داراي SJM57548.1 و CAO00530.1 دســتیابی شــماره  بهت

 بهتـرین  همچنـین  و پایـداري  بیشترین فیزیکوشیمیایی، هايویژگی
 صنعتی مقیاس در لیزین تولید و کلونینگ منظور به بعدي سه ساختار

  . دارند را
  

 ردانیتشکر و قد
این پژوهش با حمایت مالی دانشکده کشاورزي دانشگاه فردوسی 

  انجام شد. 37050/3مشهد و با شماره گرنت 
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Introduction Lysine is one of the essential amino acids not synthesized biologically in the human body and 

mammals so should be supplied through diets. Among the industrially important amino acids, L-lysine is in 1st 
position, which is used in pharmaceuticals, animals, human feeds and precursors for the production of peptides 
or agrochemicals. As L-lysine has large applications, the demand for it is increasing constantly year by year. To 
minimize the gap between increasing demand and production of L-lysine, it has to be produced in large scale. 
Corynebacterium species especially Corynebacterium glutamicum is widely used for the industrial production of 
amino acids especially L-glutamate and L- lysine. The C. glutamicum from long period has been used for the 
industrial production of various amino acids, primary metabolites and nucleotides. This organism is an aerobic 
gram positive, rod shaped and non-sporulating bacteria which used for the industrial production of amino acids 
of L-lysine and L-glutamate. This bacterium uses a variety of carbohydrates, alcohols and organic acids as single 
sources of carbon and energy for growth and also for the amino acid production. The quantity of lysine 
production by wild (natural) type of Corynebacterium glutamycum is very low, and its cultivation and 
propagation cannot provide the amino acid required by markets, therefor the wild type of this bacterium is not 
suitable and cost-effective for industrial purposes. To minimize the gap between increasing demand and 
production of L-lysine, it has to be produced in large scale. Aspartate kinase (AK) is one of the key enzymes in 
the biosynthesis of aspartate-derived amino acids such as lysine. This enzyme catalyzes the transfer of the C-
phosphate group of ATP to aspartic acid. In most bacteria, the reaction is the first step of branched biosynthetic 
pathway for lysine, threonine, isoleucine and methionine and is known to be regulated by the end metabolites 
through feedback inhibition. For example, aspartate kinase from Corynebacterium glutamicum is concertedly 
inhibited by lysine and threonine, while aspartate kinase I and III from Escherichia coli is inhibited by threonine 
and lysine, respectively. Due to industrial production of lysine amino acid by using Corynebacterium species, a 
lot of researches have been done to improve the genetic modification of these microorganisms. Today, 
bioinformatics tools are available as online access through web-based databases and software, which can be used 
to study best structures of aspartate kinase enzyme with the least cost and time.  Also due to high laboratory 
costs, the use of bioinformatics methods will be important in obtaining the final result. The aim of this study was 
to investigate the bioinformatics structure of aspartate kinase enzyme in different species of Corynebacterium by 
authenticated bioinformatics databases to suggest best bioinformatics structure of the aspartate kinase enzyme 
for applying in laboratory cloning and production of lysine amino acid for industrial purposes. 

Material and methods The amino acid sequences of the aspartic kinase enzyme from 33 species of the 
Corynebacterium was obtained from the NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) and stored as FASTA. In 
order to study the genetic distances and similarities in 33 species of Corynebacterium a phylogenetic tree was 
constructed using the Neighbor Joining method using the Mega software (MEGA 6). (A bootstrap check with 
1000 replications was also conducted to obtain a confidence level for the branches) ClC main work bench5 
software was used to investigate genetic similarities using protein sequences. The Evolutionary properties, 
physiological and physicochemical properties of aspartate kinase enzyme were studied and investigated in 33 
different species of Corynebacterium through valid databases and software of NCBI, MEGA, ProtScale and 
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ProtParam. In order to predict the second structure, two proteins selected from the psipred server were used 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred). For this purpose, the protein sequences of aspartate kinase enzyme in 
Corynebacterium glutamicum with access numbers of CAO00530.1 and SJM57548.1 introduced into the psipred 
and their second structure was mapped. Afterward, three-dimensional structure of mentioned protein was 
modeled using Swiss-model server (https://swissmodel.expasy.org) Then the quality of the two predicted models 
evaluated by the Rampage server (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/ ~ rapper / rampage2.php), and in the next step 
its ramachandran plot mapped. 

Results and discussions The results of evolutionary tree analysis in Corynebacterium species showed that 
derivation time of aspartate kinase protein in these 33 species is very close. The results of the ProtScale and 
ProtParam databases showed that the aspartatekinase enzyme of Corynebacterium glutamicum with the access 
number of CAO00530.1 and SJM57548.1 have the best physicochemical and maximum stability among 33 
different species of study. Afterward, with further in silico investigation by the Swiss-Model server and 
Rampage tool, it was found that the two access numbers of CAO00530.1 and SJM57548.1 had the best three-
dimensional structure. From the results of in silico analyses, it can be inferred that the aspartate kinase enzyme 
with the two access numbers of CAO00530.1 and SJM57548.1 have the best physicochemical properties, the 
most stable and also the best three-dimensional structure and therefore could be offered for laboratory cloning 
and production of lysine amino acid for industrial purposes. 

Conclusion Due to wide applications and importance of lysine production in our country and also the 
necessity of selecting appropriate strain of Corynebacterium for genetic engineering and industrial production, 
this bioinformatics study was done to predict best structure of aspartate kinase enzyme and best strain of 
Corynebacterium. Based on the results of our in silico analysis, it is suggested that corynebacterium glutamicum 
has the best protein structure of aspartate kinase enzyme and may be beneficial to increase Industrial lysine 
amino acid production. 
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