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 Introduction: Currently, L-asparaginase II of Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi 

are prescribed for the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) in children. 

However, due to their short half-life and side effects related to immunogenicity and 

glutaminase activity, the research to find new bacterial sources of L-asparaginase with 

higher therapeutic effects and minimal side effects has continued. In this regard, the  

L-asparaginase II of Bacillus megaterium has been studied in this research. 

Materials & methods: Rare codons of the L-asparaginase II gene of B. megaterium were 

identified with ATGme server and amino acid residues related to these codons were 

determined. The third protein structure was predicted using three homology modeling-based 

servers and the quality of the models was studied with ERRAT and Verify3D servers. The 

amino acid residues of the active site were determined with PyMol software. 

Results: The results showed that this gene has 73 rare codons and 27 very rare codons. All 

three servers (SWISS-MODEL, Phyre2, and I-TASSER) used L-asparaginase II of E. 

chrysanthemi as the template, and the model created by SWISS-MODEL had higher 

accuracy and quality than the other two models. The comparison of the active site residues 

of this enzyme with L-asparaginase II of E. chrysanthemi indicated that out of a total of 8 

residues, 5 amino acids are similar and 3 amino acids are different. Glu63, Thr95 and 

Ala120 are replaced with Gln103, Ser135, and Ser160 in L-asparaginase II of B. 

megaterium. According to the previous published reports, the presence of glutamine instead 

of glutamate in the L-asparaginase II active site reduces glutaminase activity. The analysis 

of amino acids with rare codons showed that all three serine of active site possess rare 

codons. Therefore, due to the high number of rare codons and the fact that some of them are 

related to the active site residues, during the process of codon optimization, a detailed and 

comprehensive study should be carried out to ensure high protein production and its 

solubility in the E. coli expression system.  
Conclusion: Summing up, the obtained results can help the process of designing and 

producing the L-asparaginase II enzyme with higher therapeutic properties and lower side 

effects. 
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   پژوهشی  - علمی مقاله

 
 

  II B. megateriumآسپاراژیناز-های کمیاب، تعیین ساختار و بررسی جایگاه فعال الآنالیز کدون

 
 

 ، مجتبی مرتضوی * صفا لطفی

 

 گروه بیوتكنولوژی، پژوهشگاه علوم و تكنولوژی پیشرفته و علوم محیطی، دانشگاه تحصیلات تكمیلی صنعتی و فناوری پیشرفته، کرمان، ایران   

 چکیده   کلمات کلیدی 
 ( ALL) حاد  کیلنفوبلاست یلوسم

 IIآسپاراژیناز -ال
Bacillus megaterium 

 های کمیاب کدون
SWISS-MODEL    

  
 

الدرحالمقدمه:     ک یلنفوبلاست  یلوسم  منظور درمانبه  Erwinia chrysanthemiو    II   Escherichia coliآسپاراژیناز-حاضر 

زایی و فعالیت گلوتامینازی،  جانبی مرتبط با ایمنی  کوتاه و عوارض   عمردلیل نیمههرحال بهشوند. بهتجویز می  کودکان  (ALL)  حاد

به در حال  چنان    هممحققان   یافتنتحقیق  بالاتر و عوارض جانبی   نازیآسپاراژ-ال  دیجد  باکتریایی منابع    منظور  اثرات درمانی  با 

 است.  شده مطالعه II Bacillus megateriumآسپاراژیناز-همین راستا در این تحقیق، آنزیم ال . در هستندحداقل 

های آمینواسیدی شناسایی و بنیان  ATGmeبا سرور    II  B. megateriumآسپاراژیناز-های کمیاب ژن الکدون  ها:مواد و روش 

های پروتئینی  مدلینگ تعیین و کیفیت مدلها تعیین شد. ساختار سوم پروتئین، با سه سرور مبتنی بر هومولوژیمرتبط با این کدون

 تعیین شد.    PyMolافزار های آمینواسیدی جایگاه فعال با نرمشد. بنیان مطالعه Verify3Dو  ERRATبا سرورهای 

، SWISS-MODELسه سرور    باشد. هرکمیاب می  کدون بسیار  27کمیاب و    کدون  73که این ژن دارای    نتایج نشان داد نتایج: 

Phyre2   وI-TASSERآسپاراژیناز-، از الII  E. chrysanthemi مدل  کردند و  استفاده  عنوان الگو به  SWISS-MODEL  دقت   از

  II  E. chrysanthemiآسپاراژیناز-آنزیم با ال  این  فعال  جایگاه  هایبنیان  مقایسه  بود.  دیگر برخوردار  مدل  نسبت به دو  کیفیت بالاتری  و

به    120و آلانین  95، ترئونین 63آمینواسید متفاوت هستند. گلوتامات  3آمینواسید مشابه و    5بنیان،    8نشان داد که از مجموع  

یافته  II  B. megaterium نازیآسپاراژ-الدر    160و سرین   135، سرین103گلوتامین دهد که  اند. تحقیقات قبلی نشان میتغییر 

آمینواسیدهای   بررسی شود.می گلوتامینازی فعالیت کاهش  موجب IIآسپاراژیناز-فعال ال جایگاه  در گلوتامات جای گلوتامین به  حضور

باشند. بنابراین باتوجه به تعداد بالای  های کمیاب نشان داد که هر سه سرین جایگاه فعال دارای کدون کمیاب می دارای کدون

سازی کدون، مطالعه  هنگام فرایند بهینههای جایگاه فعال باید بهها با بنیان  چنین مرتبط بودن برخی از آن   های کمیاب و هم کدون

 انجام شود.   E. coliبالای پروتئین و حلالیت آن در سیستم بیان  منظور اطمینان از تولیددقیق و جامعی به

با قابلیت درمانی بالاتر   IIآسپاراژیناز-تواند به فرایند طراحی و تولید آنزیم الآمده میدستدر مجموع نتایج بهگیری:  بحث و نتیجه

   تر کمک نماید.و عوارض جانبی پایین
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 قدمه م
  یک آمیدو   (EC 3.5.1.1) (L-asparaginase) نازیآسپاراژ-ال  آنزیم        

آسپاراژین  -هیدرولاز است که هیدرولیز گروه آمید زنجیره جانبی ال

که در انواع    آنزیم  نماید. این  را به اسیدآسپارتیک و آمونیوم کاتالیز می

ها،  ها، قارچهای زندگی شامل گیاهان، برخی از جانوران، باکتریفرم

شود در انسان شناسایی  می ها یافتها و اکتینومیست مخمرها، جلبک

که در    است کینئوپلاستیعامل آنت  یک نازیآسپاراژ-ال.  (1) است  نشده

  ت یاهم  ژه،یوبه آنزیم این  کابرد دارد. خاص  یو لنفوماها  یدرمان لوسم

حاد    کیلنفوبلاست  یلوسم  یبرا   یدرمانیمیش  یها در پروتکل  یادیز

(ALL)  هوچک لنفوم  بهسلول .(2) دارد  نیو  سرطانی،  ویژه    های 

به  سلول لنفاوی،  نئوپلاستیک  به    های  بدخیم  و  سریع  رشد  منظور 

بالایی   این سلول  نیآسپاراژ-المقادیر  دارند.  آمینو نیاز  این  باید    ها 

که خودشان    کنند و یا این  خون( دریافت اسید را از رژیم غذایی )سرم

اما   نمایند.  تولید  را  از    کیلوسم  یها لنفوبلاست آن  دیگری  انواع  و 

السلول توموری،  ال -های  سنتز  برای  نیاز  مورد  سنتتاز    آسپاراژین 

آسپاراژین را در اختیار ندارند و یا مقادیر بسیار کمی از این آنزیم را 

 های بدخیم برای تکثیر و بقا به الباشند. بنابراین این سلولدارا می

  ناز یآسپارژ-ال. (4، 3)آسپاراژین موجود در سرم خون وابسته هستند

آسپاراژین سرم خون منجر به فقدان یکی از عوامل  -با هیدرولیز ال

های توموری و در نتیجه  ها توسط سلولضروری برای سنتز پروتئین

به   واسته  )آپوپتوز  آنp53مرگ  می  (  که باکتری  .(5)شود  ها  هایی 

می نازیآسپارژ-ال تولید  بالا  مقادیر  در  خانواده  را  اعضای  به  کنند 

انتروباکتریاسه تعلق دارند. در حال حاضر برای کاربردهای کلینیکی،  

تجاری  نازیآسپارژ-ال موجود  ،  Elspar)  ،Kidrolase  ،Leunaseهای 

Spectrila  ،Oncaspa    وErwinaseًتوسط دو باکتری    ترتیب  به  ( عمدتا

Escherichia coli    وErwinia chrysanthemi  6،  1)  شوندتولید می  ،

7)  .E. coli  نازیآسپارژ-الکند:  تولید می  نازیآسپارژ-النوع آنزیم    دوI 

(EC1  که در سیتوپلاسم وجود دارد و )نازیآسپارژ-ال  II  (EC2  که )

دارای فعالیت ضدسرطانی است و   EC2پلاسمی دارد. فقط منشا پری 

  EC1( نسبت به Km = 10-15 µM) نیآسپارژ-التمایل اتصال آن به  

(Km = 3.5 mM)   براساس برخی مطالعات آنزیم    EC1بالاتر است. 

بیان می  آسپاراژیناز اصلی است که به-ال شود در حالی  طور دایمی 

غلظت   EC2که به  پاسخ  در  فقط  آن  ترشح  که  است  های  آنزیمی 

اتفاق می  نیتروژن   II  E. chrysanthemi  نازیژاآسپار-الافتد.  پایین 

(Erc)    و E. coli (EC2علیه سلول بر  های  ( مکانیسم عمل مشابهی 

ها    های فارماکوکینتیکی و تمایل اتصال آنتوموری دارند، اما ویژگی

.  (9،  8)  ها باهم متفاوت است  زایی آن  چنین ایمنی  به سوبسترا و هم

زای   تواند تشکیل ترکیب سرطان آسپاراژیناز می-در صنایع غذایی، ال

شود کاهش  آکریلامید را که در غذاهای پخته و سرخ شده یافت می

دهد. این ترکیب در نتیجه واکنش میلارد بین آسپاراژین و قندهای  

  ی نیزمبیدر س دیمیلاآکر زانیم  نیتر  شی بشود.  احیاکننده ایجاد می

آسپاراژیناز  -ال  آنزیم  است.   شده  گزارش  ینیزمبی س  پسیچ  و  کرده  سرخ 

ال بردن  بین  از  نتیجه  -با  در  و  واکنش  این  انجام  مانع  آسپاراژین، 

عنوان    بهشود. این آنزیم  تشکیل آکریلامید در محصولات غذایی می

  ی در انواع غذاها   درصد  97را تا  د یملا یآکر  لیتشک یی،غذا  یافزودن کی

  یی طعم و ظاهر محصول نها  که  نیدهد بدون ایکاهش م  یا نشاسته

تغ ترک  دهد.  رییرا  تنوع  به  توجه  مح  باتی با  دما  طیو  در   یبا  بالا 

ال  یغذاها و سرخ شده،  استفاده در صنایع    نازیآسپارژ-پخته  مورد 

برخورداربالا  یدار یپا  از  دی باغذایی   بیش(5،  1)  باشد  یی  آمینو   .    تر 

توسط   می  6تا    2اسیدها  کد  مترادف،  در  کدون  سوگیری  شوند. 

( که به معنای ترجیح استفاده  Codon usage biasاستفاده از کدون )

هایی  همه ژنوم عمومی ویژگی باشد یکخاص می های مترادفاز کدون

شده مطالعه  امروز  به  تا  که  نسبی  است  فراوانی  به  پدیده،  این  اند. 

tRNAکدون قبلاًهای  است.  مرتبط  مربوطه  وجود    های  تصور  این 

اکنون    های کدونی مترادف، خاموش هستند. ولی هم که جهش  داشت

دهد که استفاده از  ای از شواهد علمی رو به رشد نشان می  مجموعه 

فولدینگ  "  ژن را از طریق تاثیر بر روی پروتئین و بیان کدون، ساختار

پروتئین  هم ترجمه  با    ( Co-translational protein folding)  "زمان 

 کندی تنظیم میسیو رونو  mRNA  یدار یو دقت ترجمه، پا  ییکارا

جا  یهاکدون.  (11،  10) فرکانس  نیگزیمترادف  در    یمساو   یها با 

شوند  یم سهیهم مقا  مختلف با  که موجودات  یزمان ایموجود زنده  کی

نم کدون(12)ند  شویاستفاده   .( آن   ( Rare codonsهای کمیاب  به 

از کدون میدسته  گفته  پایینها  فرکانس  با  که  از  شود  در   %10تر 

در مقایسه با میزبان اصلی  E. coli یک سیستم بیان اختصاصی نظیر 

می قرار  استفاده  به(13)گیرند  مورد  مواقع  گاهی  ارزیابی    .  منظور 

و بسیار   %10-5ها به دو دسته کمیاب با فرکانس تر، این کدوندقیق

ژن نوترکیب    یک  وقتی. (14)شوند  تقسیم می  ≥%5  کمیاب با فرکانس

می در  بیان  را  مهمی  بسیار  نقش  کدون،  از  استفاده  ترجیح  شود 

ایفا می  کند. وجود تفاوت مشخص بین  کارایی سیستم بیان میزبان 

فرکانس استفاده از کدون ارگانیسم مبدا و ارگانیسم میزبان هدف و  

تواند  های کمیاب در توالی مورد نظر میچنین غالب بودن کدون  هم

اند  منجر به کاهش دقت و کارایی بیان ژن شود. مطالعات نشان داده 

میزان  که حضور کدون و  و حلالیت  بیان ژن  بر سطح  های کمیاب 

. جالب توجه است که  (17،  16،  15،  13)  بیان پروتئین تاثیر دارد

های  های کدوندهد که تعدادی از خوشهنتایج چند مطالعه نشان می

پروتئین )در  از  کمیاب  بیش  با  که    300هایی  آمینواسیدی(  بنیان 

( نامیده  Slow-translating regions)  "ترجمه پایین نواحی با سرعت"
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شوند، با فراهم نمودن زمان لازم برای فولد شدن دقیق پروتئین،  می

ایفا می پروتئین  مناسب  فولدینگ  بسیار مهمی در  نمایند. در  نقش 

های ترجمه  گاهنتیجه حذف این توقف  ترجمه در  واقع، افزایش سرعت 

کدون توسط  شده  نامناسب  ایجاد  فولدینگ  به  منجر  کمیاب،  های 

. پس از  (19، 18، 13) شودپروتئین و در نتیجه عدم حلالیت آن می

در توالی نوکلئوتیدی یک پروتئین در  ابیکم یها  کدوننقش  که  آن

از تول  یگرفته شد، منظر     ن یپروتئ  دیتوان استفاده از کدون را قبل 

. در (20)  کرد  نهیبه  یانیب  ستمیژن در هر س  انینرخ ب  شیافزا  یبرا 

و بدون    شوندیم  ییشناسا  ابیکم  یهاکدون   ،یساز نهیبه  ندیفرآ  نیا

  سم یپرکاربرد در ارگان  یهاون به کد  نیپروتئ  نهیآمد یاس  یتوال  رییتغ

  ی برا   یو آمار  یاضیر  یکردها ی. انواع رو شوندی جهش داده م  زبانیم

  نیچن  هم کردهای رو  نیموجود است. ا  استفاده از کدون ل یو تحل  هیتجز

موجودات    یهاگروه   کل  را در  استفاده از کدون یر یسوگ  لیتحل  و  هیتجز

  ناز یآسپاراژ-ال  .(21)  سازدیم  ر یپذمتعدد امکان   یژن  یهاو مجموعه 

ا  به تمام    اهان، یگ  وانات،یاز جمله ح  ،یزندگ   شکالطور گسترده در 

شود.    یم  عیتوز  هاستینومیها و اکتها، مخمرها، جلبک  قارچ  ها،  یباکتر

  ی ها، روش راحت  ییو جابجا  یدار   نگه  لیدل  به  هاباکتری   حال،  نیبا ا

 یصنعت  اسیدر مق  دیکه تول  ی پروتئین آسانساز خالص   استخراج و

در   .(23، 22) شوند ی داده م حیمنابع ترج  ر یسا بر کنند،ی م لیرا تسه

  Erwinia chrysanthemiو  II  Escherichia coli  آسپاراژیناز -ال  حاضر  حال

  ک یلنفوبلاست یلوسم  درمان  منظور  موثر به  تومور  آنتی  داروهای  عنوان  به

 کوتاه، ایجاد  عمر   دلیل نیمه  هرحال بهشوند بهاستفاده می  کودکان  حاد

غلظت دارویی مناسب این دو نوع آسپاراژیناز، نیازمند استفاده مداوم  

جانبی متعددی برای هر دو آنزیم    چنین عوارض  باشد. هم  و منظم می

های کمیاب،    گزارش شده است. هدف از این تحقیق، بررسی کدون

ال  مدل آنزیم  فعال  و مطالعه جایگاه  مولکولی    IIآسپاراژیناز  -سازی 

انجام شده   تحقیقات باشد.می  Bacillus megateriumباکتری   به متعلق

  تواند اطلاعات مفیدی را در زمینه چگونگی افزایش بیان، حلالیت می

ال پایداری  مولکول-و  تولید  و  طراحی  و  نوترکیب  های    آسپاراژیناز 

تر    آنزیمی با عملکرد و پایداری ساختاری بالاتر و عوارض جانبی کم

 .  (25،  24)  منظور استفاده در صنایع دارویی و غذایی ارائه دهد به

 

 ها مواد و روش 
  II  آسپاراژیناز-کدکننده ال  نوکلئوتیدی ناحیه   توالی   دانلود      

Bacillus megaterium  :  نوکلئوتیدی توالی  تحقیق،  اول  مرحله  در 

  FASTAبه فرمت    II   B. megaterium  نازیآسپاراژ-ال  کدکننده  ناحیه

دانلود    /https://www.ncbi.nlm.nih.govبا آدرس    NCBI  سایتوب  از

  KP768443.1 گردید. توالی نوکلئوتیدی این آنزیم  با کد دسترسی  

 جفت باز است.    1113حاوی  

 II   Bacillusآسپاراژیناز-ال  ژن  کمیاب   هایکدون  شناسایی       

megaterium    با استفاده از سرورATGme  :ATGme    یک برنامه

های کمیاب  کدون   شناسایی  برای  مبتنی بر وب  پذیرکاربردی و انعطاف 

ژن آنالیز  است.  کمیاب  بسیار  در  ATGme در  II  نازیآسپاراژ-ال و 

( وارد کردن توالی نوکلئوتیدی به فرمت  1چهار مرحله انجام شد: )

FASTA (2 وارد کردن جدول استفاده از کدون )Escherichia coli 

B [gbbct]: 11 CDS's (3771 codons)    که از پایگاه داده استفاده از

(  3کپی شده بود ) (26)(  http://www.kazusa.or.jp/codonکدون )

ترتیب   ها بهکمیاب و بسیار کمیاب. این کدون  هایآشکارسازی کدون

 شوند. های نارنجی و قرمز در نتایج نهایی مشخص می با رنگ

 .II   Bآسپاراژیناز-ال  پروتئین  سوم  ساختار  تعیین       

megaterium مدلینگ   هومولوژی مبتنی بر سرور سه از استفاده با

(SWISS-MODEL  ،Phyre2    وI-TASSER  :)این به  که   با توجه 

های  روش  با  هنوز  II B. megaterium  نازیآسپاراژ-ال  سوم آنزیم  ساختار

آزمایشگاهی تعیین نشده است در این مرحله از تحقیق، ساختار این  

وب  از  استفاده  با  -Iو    SWISS-MODEL  ،Phyre2سرورهای  آنزیم 

TASSER  کنند تعیین می مدلینگ عمل  هومولوژی  مبنای همگی بر  که

  FASTAگردید. بدین منظور توالی آمینواسیدی این آنزیم با فرمت  

عنوان ورودی در اختیار این سرورها   شد و به دانلود  NCBI تسایوب زا

  آمینو  370حاوی KP768443.1   توالی با کد دسترسی  گرفت. این  قرار

SWISS-MODEL  (https://swissmodel.expasy.org  )سرور  باشد.می  اسید

ها با استفاده از  یک سرور خودکار برای تعیین ساختار سوم پروتئین

چند    سرور، برای هر پروتئین . این(29-27)هومولوژی مدلینگ است  

 GMQEنماید. انتخاب بهترین مدل بر اساس مقادیر  مدل ارائه می

(Global Model Quality Estimate)    وQMEANDisCo Global  

  در مجموع نشان   QMEANDisCo Globalو   GMQE شود. انجام می

 1تا    0ها بین   باشند و مقادیر آن دهنده کیفیت مدل ساخته شده می

آن است که مدل مورد نظر از  دهنده    اعداد بالاتر نشان متغیر است.  

پوشانی    میزان هم  به  GMQE  است. ی برخورداربالاتر نانیاطم تیقابل

(Coverage مدل و توالی هدف، وابسته است. به )    طور مثال اگر مدلی

بالاتر  GMQEکه   احتمال این  دهد  هدف را پوشش  فقط نیمی از توالی

درحالی  5/0از   است.  کم  بسیار  باشد  ، QMEANDisCoکه    داشته 

 دهد.   بررسی قرار می پوشانی مورد مدل را مستقل از میزان هم کیفیت

Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index  

ابزارها   یامجموعه  برا  یاز  وب  در  تجز  ینبیشیپ  یموجود  و    هیو 

جایگزین   Phyre2 است.  نیپروتئ  یها   ساختار، عملکرد و جهش  لیتحل
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Phyreساختار   ینیبش ی پ ک. ی(30)  سرور شده است اصلی این  ، نسخه

،  Phyre2کشد. طول می  ساعت 2  تا  قهیدق  30  نیبسرور،   با این یمعمول

نماید که  مدل برای پروتئین مورد مطالعه ارائه می  تعداد بسیار زیادی

 شود. می  انتخاب توالی و تشابه Confidenceدرصد   اساس بر مدل بهترین

یک سرویس    I-TASSER  (https://zhanggroup.org/I-TASSER /)  سرور

اینترنتی است که با استفاده از یک روش سلسله مراتبی، ساختار و  

توسط    نگیمدل  ندیفرانماید.    بینی می  عملکرد یک پروتئین را پیش

I-TASSER   جستجو دادهدر    یساختار  یالگوها   یبا    PDB  پایگاه 

متاسرور متشکل از    کی  LOMETS.  شودی آغاز م  LOMETSتوسط  

هر مدل   به  I-TASSER.  (33،  32  ،31)  است  threading  برنامه  چندین

دهد که  ( اختصاص میConfidence score)  C-scoreایجاد شده یک  

متغیر است. هرچقد این عدد برای یک مدل    2تا    -5مقدار آن بین  

 بالاتر باشد مدل مورد نظر از دقت بالاتری برخوردار است.  

 ERRAT سرور دو توسط شده ایجاد هایمدل کیفیت بررسی        

های ایجاد شده  منظور بررسی کیفیت بهترین مدل  به :  Verify3Dو  

سرور   دو  از I-TASSER  و  SWISS-MODEL ،Phyre2  سرورهای  توسط

ERRAT  (https://www.doe-mbi.ucla.edu/errat)  (34)  و   Verify3D  

(https://www.doe-mbi.ucla.edu/verify3d)  (35)  شد.  استفاده  ERRAT  

ها در   های غیرپیوندی موجود بین انواع مختلف اتمبراساس میانکنش

می تعیین  را  ساختار  کیفیت  پروتئین،  وبساختار  این  سرور،  کند. 

با  میاکنش  فرکانس را  مطالعه  مورد  پروتئین  در  مشاهده شده  های 

حاوی ساختارهای    داده پایگاه دست آمده از یک مورد انتظار به فرکانس

می  مقایسه  بالا  وضوح  با  مقایسه،  پروتئینی  همین  مبنای  بر  کند. 

ERRAT    در موجود  آمینواسیدی  بنیان  هر  به  را  خطا  مقدار  یک 

دهد و مقادیر خطا را با توجه به توالی  ساختار پروتئین اختصاص می

دهنده وجود خطای    کند. مقادیر خطای بالا، نشانپروتئین رسم می

از تطابق    Verify3Dاحتمالی در ساختار پروتئین مورد مطالعه است.  

به  آمینواسیدی خودش  توالی  با  پروتئین  تعیین    ساختار یک  منظور 

سرور یک کلاس ساختاری  کند. این وبکیفیت ساختار استفاده می

)آلفا، بتا، لوپ، قطبی، غیرقطبی   و محیط  محل قرارگیری را با توجه به

سپس    Verify3Dدهد.  و ..( به هر بنیان آمینواسیدی اختصاص می

کلاس ساختاری مشاهده شده را با کلاس ساختاری مورد انتظار به  

دست آمده از یک پایگاه داده حاوی ساختارهای پروتئینی شناخته  

می مقایسه  هر  شده  برای  را  امتیاز  یک  سرور،  این  نهایت  در  کند. 

دهنده آن است که هر    کند که نشانبنیان آمینواسیدی محاسبه می

امتیاز   دارد. یک  انتظار مطابقت  مورد  با محیط  میزان  به چه  بنیان 

پایین، منعکس کننده یک خطای احتمالی در ساختار پروتئین مورد  

 مطالعه است.  

بنیان        تشکیلشناسایی  آمینواسیدی  جایگاه های  دهنده 

منظور شناسایی    به  :II   B. megateriumآسپاراژیناز-ال  آنزیم  فعال

استفاده شد.   PyMolافزار های آمینواسیدی جایگاه فعال، از نرمبنیان

ال  بدین سوم  ساختار  )کد     E. chrysanthemi IIآسپاراژیناز-منظور 

PDB  :1O7J  )(36) ال سوم  ساختار  روی   .II  Bآسپاراژیناز  -بر 

megaterium    توسط شده  ایجاد  مدل  (  SWISS-MODEL)بهترین 

هم پروتئین  دو  توالی  و  این  منطبق  به  توجه  با  شد.  که    ترازسازی 

مشخص    قبلاً  II  E. chrysanthemi  آسپاراژیناز-ال  فعال  جایگاه  هایبنیان

هم طریق  از  است  با    شده  شده  انجام  های  بنیان  PyMolترازسازی 

 شناسایی شد.    II  B. megaterium  نازیآسپاراژ-المعادل در  

         

 نتایج 
کدون        کمیاب شناسایی  و    همان:  های  مواد  بخش  در  طورکه 

 یدینوکلئوت  یتوال  کمیاب  هایکدون  شناسایی  منظور  به  شد  اشاره  هاروش

 ATGmeازسرور   II  B. megaterium نازیآسپاراژ-کدکننده ال هیناح

های کمیاب،  منظور شناسایی کدون  ، بهATGmeاستفاده شد. سرور  

باشد. با توجه  ارگانیسم مورد نظر می  Codon Usageنیازمند جدول  

این باکتری    به  بیان پروتئین رایج می  E. coliکه  باشد  یک سیستم 

 Escherichia coli B [gbbct]: 11 CDS'sجدول استفاده از کدون  

(3771 codons)    از  1)جدول استفاده  داده  پایگاه  از  که  کدون  ( 

(http://www.kazusa.or.jp/codonکپی شده )  عنوان ورودی    بود به

 ATGmeدست آمده از سرور   نتایج بهگرفت.   اختیار این سرور قرار  در

شکل   کدون  1در  است.  به  ارائه شده  کمیاب  بسیار  و  کمیاب  های 

شده  مشخص  قرمز  و  نارنجی  رنگ  با    محاسبه   نیچن  هماند.  ترتیب 

ژن   ATو    GC  یمحتوا  این  که  داد  نشان  این سرور    حاوی    توسط 

باشد. بر اساس نتایج به  می ATدرصد    64/61و   GCدرصد   36/38

از این   در    II  B. megateriumآسپاراژیناز  -سرور، ژن الدست آمده 

 73باشد که از این تعداد  کدون با فراوانی کم می  100مجموع دارای  

باشد.  کدون دیگر از نوع بسیار کمیاب می 27کدون از نوع کمیاب و 

های  رتبط با کدونهای آمینواسیدی م، موقعیت و نوع بنیان2جدول 

سرور   توسط  شده  شناسایی  کمیاب  بسیار  و  را   ATGmeکمیاب 

 دهد.  نمایش می
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 1000. فرکانس بر اساس تعداد کدون مورد نظر به ازای هر Escherichia coli B [gbbct]: 11 CDS's (3771 codons): جدول استفاده از کدون 1جدول 

 باشد. کدون می

Table 1: Codon usage table for Escherichia coli B [gbbct]: 11 CDS's (3771 codons). Frequency is based on the number of codons of interest 

per 1000 codons 
UUU 28.9(109) UCU 8.5(32) UAU 18.6(70) UGU 4.2(16) 

UUC 18.8(71) UCC 8.0(30) UAC 8.5(32) UGC 5.8(22) 

UUA 17.5(66) UCA 6.1(23) UAA 1.9(7) UGA 0.8(3) 

UUG 18.6(70) UCG 11.4(43) UAG 0.3(1) UGG 12.7(48) 

 

CUU 12.7(48) CCU 5.8(22) CAU 9.3(35) CGU 16.4(62) 

CUC 14.1(53) CCC 2.4(9) CAC 7.2(27) CGC 18.8(71) 

CUA 3.4(13) CCA 7.4(28) CAA 13.5(51) CGA 2.4(9) 

CUG 54.9(207) CCG 24.9(94) CAG 24.7(93) CGG 5.0(19) 

 

AUU 33.9(128) ACU 7.7(29) AAU 21.2(80) AGU 9.0(34) 

AUC 31.0(117) ACC 25.2(95) AAC 15.9(60) AGC 14.3(54) 

AUA 5.0(19) ACA 6.1(23) AAA 29.2(110) AGA 2.4(9) 

AUG 37.4(141) ACG 14.6(55) AAG 8.8(33) AGG 2.1(8) 

 

GUU 19.6(74) GCU 13.8(52) GAU 30.0(113) GGU 24.4(92) 

GUC 14.3(54) GCC 25.5(96) GAC 15.1(57) GGC 33.1(125) 

GUA 10.6(40) GCA 19.6(74) GAA 29.4(111) GGA 8.2(31) 

GUG 33.9(128) GCG 32.6(123) GAG 18.0(68) GGG 14.3(54) 
 

 

 
ATG GAA CTG AAA AGA ATA ATA GGC GTC ACC TGT TTA TCA AGC GTT ATC TTA TTT TCG GGA CCT TTA TCA TTG GTC AAT 

GCA TCA GTA AAT GAT TCT AAA ATG ACT GTG AAA AAT TCA GTG AAA GAA AAA TTG CCC AAT ATA AAG ATT TTG GCC ACT 
GGA GGT ACG ATT GCA GGT TCT TCT GAG AGC AGC ACA GAC ACA ACT GGA TAT GAA TCA GGA GCC CTT GAT ATT AAA ACC 

ATC ATT AAA GCT GTT CCT CAG TTA AAA AAA CTA GCG AAT GTA AGC GGA GAA CAA GTG GTA AAT ATC GGA AGT CAA AAT 

ATA AAT AAC AGC ATT TTG TTA AAG TTA GCC AAA CGA ATT AAT ACA CTA TTA GCG TCT AAG GAT GTT GAT GGT ATT GTC 
GTA ACA CAC GGA TCT GAT ACG ATG GAG GAA ACG GCT TAT TTT CTA AAC TTA GTA GTA AAA AGT GAA AAA CCT GTA GTT 

GTG GTT GGT TCA ATG AGA CCC GCT ACC GCT ATA AGT GCA GAT GGA CCG CTA AAC TTG TAT AAC GCA GTA AAA ATT GCT 

TCT ACA AAA GAA GCA CGA AAT AAC GGC GTT TTA GTA GCG CTT AAT GAC CGA ATT GGC GCA GCC CGT TAT ATA ACG AAA 
ACT CAT ACA ACG GCA GTG GAT ACG TTT AAA TCT CCT GAA CAG GGA TAT ACA GGA GAA ATA GCT GGA GAT CAG GTA TTA 

TTT TAT AAC AAA GCA ACT CGT AAG CAT ACG ACG CAA TCA CTA TTT GAT GTA TCA AAA TTA GAT AAG CTT CCT CAA GTA 

GAC ATC ATA TAT GGG TAT CAA AAC GAC TCT AGG AAC TTT TAT GAC ACA GCC GTA AAA GCC GGA GCA AAA GGA ATA GTC 
GTC GCA GGA GCA GGA AAT GGG CTG CTA TCG GAT GCT GCC CTA ACA GGT GCT AGA GAT GCG GTA AAA AAA GGC GTA GTT 

ATT GTG AGA TCC AGC CGC GTA GGA AGC GGG GTT GTG ACA CAT GAA GAA TCA GAT GAT AAA GAT ACG TTT GTT ACA TCG 

GAT TCA TTA AAT CCA CAA AAA GCC CGT ATT CTT TTA ATG CTT GCT TTA ACG AAA ACA AAG GAT CCT AAA AAG ATT CAA 
GAA TAT TTT AAT 

ترتیب با رنگ نارنجی و قرمز   های کمیاب و بسیار کمیاب شناسایی شده توسط این سرور، به. کدونATGmeدست آمده از سرور  : نتایج به1شکل 

 اند.مشخص شده

Figure 1: Results obtained from the ATGme server. Rare and very rare codons identified by this server are marked in orange and red, 

respectively. 
 

 

ال        آنزیم  سوم  ساختار  به  :  IIآسپاراژیناز  -تعیین  توجه  با 

هنوز با    II   B. megateriumآسپاراژیناز-که ساختار سوم آنزیم ال  این

با  روش پروتئین  این  ساختار  است  نشده  تعیین  آزمایشگاهی  های 

بینی شد.  پیش  I-TASSERو    SWISS-MODEL  ،Phyre2  سرورهای

دهد که بهترین مدل  می  نشان SWISS-MODEL  سازی بانتایج مدل 

 GMQE، دارای  II  B. megateriumآسپاراژیناز  -الساخته شده برای  

است. الگوی مورد    82/0±05/0و    QMEANDisCo Global  ،79/0و  

  Erwinia chrysanthemiیافته   جهش  آسپاراژیناز-ال  A  زنجیره  استفاده

(5i4b.1.A  است  )(37)( توالی  تشابه   .Sequence Similarity  بین  )

میزان    5i4b.1.A  47و    II  B. megateriumآسپاراژیناز  -ال درصد و 

باشد. بررسی ساختار پروتئین  درصد می  88(  Coverageپوشانی )  هم

دهد که این پروتئین شبیه به پروتئین الگو  سازی شده نشان میمدل

(5i4b  آمینواسیدهای زیرواحد،  هر  است.  زیرواحد  چهار  دارای   )

گیرد )شکل  را در برمی  II  B. megateriumآسپاراژیناز  -ال  370-43

، بهترین  Phyre2(. از بین چندین مدل ساخته شده توسط سرور  2

اساس   بر  هم مدل  و  توالی  تشابه  اطمینان،  انتخاب    درصد  پوشانی 

 گردید.  
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 II B. megateriumآسپاراژیناز -الهای کمیاب و بسیار کمیاب در توالی های آمینواسیدی دارای کدون:  بنیان2جدول  

Table 2: Amino acid bases with rare and very rare codons in the B. megaterium L-asparaginase II sequence 
Amino acids with rare codons 

Lysine 48, Threonine 52, Glycine 53, Serine 59, Serine 60, Threonine 64, Threonine 66, Threonine 67, 

Glycine 68, Serine 71, Glycine 72, Proline 84, Glycine 94, Glycine 101, Serine 102, Lysine 112, Threonine 

119, Serine 123, Lysine 124, Threonine 132, Histidine 133, Glycine 134, Serine 135, Serine 151, Proline 154, 
Serine 160, Serine 168, Glycine 171, Serine 183, Threonine 184, Threonine 209, Histidine 210, Threonine 

211, Serine 219, Proline 220, Glycine 223, Threonine 225, Glycine 226, Glycine 230, Threonine 240, Lysine 

242, Histidine 243, Serine 247, Serine 252, Lysine 256, Proline 258, Serine 270, Threonine 276, Glycine 281, 
Glycine 284, Glycine 289, Glycine 291, Threonine 301, Serine 316, Glycine 320, Threonine 325, Histidine 

326, Serine 329, Threonine 337, Serine 340, Proline 343, Threonine 357, Lysine 358, Proline 360, Lysine 

362 
Amino acids with very rare codons 

Proline 45, Isoleucine 47, Leucine 89, Isoleucine 105, Arginine 116, Leucine 120, Leucine 145, Arginine 

162, Proline 163, Isoleucine 167, Leucine 173, Arginine 188, Arginine 199, Isoleucine 206, Isoleucine 228, 

Leucine 248, Isoleucine 263, Arginine 271, Isoleucine 285, Leucine 295, Leucine 300, Arginine 304, 
Arginine 315 

 

 
  IIآسپاراژیناز -برای پروتئین ال SWISS-MODEL: بهترین مدل ارائه شده توسط سرور 2شکل 

B. megaterium 
Figure 2: The best model provided by the SWISS-MODEL server for the B. megaterium  

L-asparaginase II protein 
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 Phyre2. ساخته شده توسط سرور II B. megateriumآسپاراژیناز -: بهترین مدل ال3شکل 

Figure 3: Best model of L-asparaginase II of B. megaterium. Built by Phyre2 server 
 

ساخته شده توسط این    ترتیب برای بهترین مدلاین مقادیر به        

از    باشد. بهمی  88و    58،  100سرور،   ایجاد این مدل    1O7Jمنظور 

  II  Erwinia  chrysanthemiآسپاراژیناز -کریستالی ال  ساختار  که  (36)

الگو استفاده شده است. هرچند الگوی مورد استفاده    به  است عنوان 

یک مونومر است.  باشد اما مدل ساخته شده  دارای چهار زیرواحد می

  SWISS-MODELاین مدل نیز شبیه مدل ایجاد شده توسط سرور  

 را در بر   II  B. megateriumآسپاراژیناز  -ال  43-370آمینواسیدهای  

)شکل  می سرور  3گیرد   .)I-TASSER    متاسرور   که  LOMETSاز 

  منظور یافتن الگو برای مدل   به است  threadingبرنامه  10متشکل از 

استفاده می برنامه  سازی  با مقادیر    threadingکند. هر  الگو  چندین 

Z-score   کند. هرچه  سازی شناسایی میمشخص برای مدلZ-score 

سازی  تری برای مدلمناسب نظر، الگوی ساختار مورد بالاتر باشد یعنی

، الگویی با بالاترین  threadingشود. درنهایت از هر برنامه می   محسوب

Z-score  بنابراین در مجموع  انتخاب می و   10از    I-TASSERشود 

برای مدل استفاده میالگوی منتخب  الگوها  سازی  این  بررسی  کند. 

الگو یکسان و مربوط به ساختار    6الگو،    10دهد که از این  نشان می

  PDB  2JK0  (38 )با کد    II  Erwinia chrysanthemiآسپاراژیناز  -ال

مانده نیز همگی مربوط به    الگوی باقی  4که    باشد. قابل توجه اینمی

.  (41،  40،  39)  هستند  E. chrysanthemiآسپاراژیناز  -ال  سوم  ساختار

با بالاترین    1، مدل  I-TASSERاز بین پنج مدل ساخته شده توسط  

شود. بهترین مدل  ( بهترین مدل محسوب می0.89-) C-scoreمیزان 

زیرواحدی است که    پروتئین تک  یک I-TASSERساخته شده توسط 

را شامل    (1-370)  مطالعه  مورد  II  آسپاراژیناز-ال  آمینواسیدهای  تمامی

  نمایش داده شده است.    4شود. این مدل در شکل  می
 

 
 II B. megateriumآسپاراژیناز -برای پروتئین ال I-TASSER: بهترین مدل ساخته شده توسط سرور 4شکل 

Figure 4: The best model built by the I-TASSER server for the B. megaterium L-asparaginase II protein 
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طور که    همان:  شده  های ساختهمدل  بررسی کیفیت بهترین        

ساخته شده    هایبهترین مدل  منظور بررسی کیفیت  ذکر شد به  قبلاً

دو    I-TASSERو    SWISS-MODEL  ،Phyre2های  سرورتوسط   از 

دست آمده از دو    استفاده شد. نتایج به  Verify 3Dو    ERRATسرور  

  SWISS-MODEL توسط شده ایجاد مدل که آن است دهنده نشان سرور

دست آمده    از کیفیت بسیار بالاتری برخوردار است. براساس نتایج به

های  ( مدلOverall Quality Factorفاکتور کیفیت کلی )  ،ERRAT  از

  I-TASSER  و  SWISS-MODEL،  Phyre2  هایسرور  توسط  شده  ساخته

   (.5باشد )شکل  می  812/87و    923/83،  84/92ترتیب   به

 

 
 IIآسپاراژیناز -برای پروتئین ال I-TASSERو  SWISS-MODEL ،Phyre2 های ساخته شده توسط سه سرور : بررسی کیفیت مدل5شکل 

B. megaterium با استفاده از سرور  .ERRAT 

Figure 5: Quality assessment of models built by three servers SWISS-MODEL, Phyre2 and I-TASSER for the protein  
L-asparaginase II of B. megaterium. Using the ERRAT server 
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دهد نیز به روشنی نشان می  Verify3Dدست آمده از سرور    نتایج به 

از کیفیت بالا و قابل   SWISS-MODELکه مدل ساخته شده توسط 

های ساخته شده توسط  مدل که کیفیت قبولی برخوردار است درحالی

 Phyre2 وI-TASSERپارامترهای ارزیابی    قبول نیست. براساس  ، قابل

 های یک پروتئیناسیدآمینه  درصد  80  حداقل  ، بایدVerify3D  کیفیت

کنند که    را کسب  1/0  ( >)=  تر مساوی  امتیاز بزرگ  3D/1D پروفایل  در  

،  SWISS-MODEL هایسرور توسط شده ساخته هایمدل برای درصد این

Phyre2    وI-TASSER  باشد.  می 14/75و    88/79،  77/82ترتیب   به 

بنیان        فعالشناسایی  جایگاه  آمینواسیدی  منظور    به :  های 

بنیان نمودن  فعال، هممشخص  جایگاه  ساختار سوم   ترازسازی   های 

 PyMolافزار  با نرم   II  chrysanthemi  Eآسپاراژیناز  -و ال  پروتئین  این

شده است.    داده  نمایش 3دست آمده در جدول   انجام گرفت. نتایج به  

تشکیل    تر آمینواسیدهای  شود بیشخوبی مشاهده می   طورکه به  همان

  اما سه بنیان گلوتامات  است. دو آنزیم، مشابه در این فعال جایگاه دهنده

به    chrysanthemi  .E  آسپاراژیناز-ال  120آلانین    و  95  ترئونین  ،63

  .megaterium B    آسپاراژیناز-ال  در  160  سرین  و   135  سرین  ،103  گلوتامین

دهنده  های تشکیلمحل قرارگیری و بنیان 6یافته است. شکل   تغییر

را در زیرواحد    .II  gateriumme Bآسپاراژیناز  -جایگاه فعال آنزیم ال

A    مدل ساخته شده توسطMODEL-SWISS  دهد.نشان می   
 

 دهنده جایگاه فعال  های آمینواسیدی تشکیل: بنیان3جدول 

 B. megateriumو   .chrysanthemi  Eآسپاراژیناز -ال

Table 3: Amino acid bases constituting the active site of  
L-asparaginase E. chrysanthemi and B. megaterium 

Erwinia chrysanthemi Bacillus megaterium 
Threonine 15 Threonine 55 

Tyrosine 29 Tyrosine 69 
Serine 62 Serine 102 

Glutamate 63 Glutamine 103 

Threonine 95 Serine 135 
Aspartate 96 Aspartate 136 

Alanine 120 Serine 160 

Lysine 168 Lysine 208 

 

 
   II B. megateriumآسپاراژیناز -دهنده جایگاه فعال آنزیم الهای تشکیلقرارگیری و بنیان : محل 6شکل        

Figure 6: Location and bases forming the active site of the enzyme L-asparaginase II of B. megaterium 
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 بحث 
جهان محسوب    و میر در   مرگ   اصلی  دلیل   سرطان، دومین  بیماری        

این بیماری   وقوع تاثیر عوامل مختلف، میزان  طورکلی تحت شود. بهمی

. امروزه  (43، 42)  دهدمشخصی را نشان می جوامع امروزی افزایش  در

  منظور یافتن داروهای ضد   ای به  در سراسر جهان، مطالعات گسترده

تر در جریان    جانبی کم  درمانی بالاتر و عوارض  جدید با قابلیت  سرطان

الEC 3.5.1.1) نازیآسپاراژ-الآنزیم  .  (45،  44)  است آسپاراژین  -، 

نئوپلاستیک شناخته شده  یک آنزیم مهم با اثر آنتی(  آمیدوهیدرولاز

اسید و آمونیاک    آسپارتیک-آسپاراژین را به ال-اسیدآمینه ال  که  است

های  های متعددی شامل سلولآنزیم در ارگانیسم کند. این تبدیل می

هرحال  شود. بهها یافت میها و باکتریجانوری و گیاهی، مخمر، قارچ

به باکتریایی  نیمه  آنزیم  و  سوبسترا  برای  بالاتر  ویژگی  عمر  دلیل 

خود معطوف    به  ضدسرطان  داروی  یک  عنوان  به  تری  بیش  توجه  ترطولانی

های  نازیآسپارژ-الکلینیکی،   کاربردهای  برای  حاضر  حال در  است.  نموده

  Escherichia coliترتیب توسط دو باکتری    به  عمدتاًموجود تجاری  

 هایبادیآنتی .(48 ،47 ،46) شوندمی  تولید  Erwinia chrysanthemi و

ال آنزیم  علیه  بر  ایجاد سمیت،  -ایجاد شده  اصلی  دلیل  آسپاراژیناز 

شوند.  می  محسوب  آنزیم  درمان با این  کارایی  کاهش  و  مقاومت به درمان

حفظ   یمکرر برا قاتیر، تزکوتاه تیپلاسما، مدت فعالاز  عیسر  حذف

شوک    نیچن  و هم  یمنیا  یها  پاسخ  جادیا   از،یمورد ن  یسطح درمان

موجود    یتجار آسپاراژینازهای  -ال   یاصل  یها   تیمحدود  ک،یلاکتیآناف

  گر ید  یک( یsubstrate specificity)سوبسترا  برای  کم    یژگیهستند. و

تواند باعث  یم که است  یتجار ینازها یآسپاراژ-مرتبط با ال از مشکلات

  ی ها یو ناهنجار   یعصب  تشنج ،یلکوپن  ت،ی، پانکراتکبد  عملکرد اختلال

  . (49،  7)  شود  یز یخونر  ا یمنجر به ترومبوز داخل جمجمه    یانعقاد 

 ی هاسمیکروارگان یم  از   شده  مشتق  ینازها یآسپاراژ-ال  که  است  شده  داده  نشان

متفاوت  ،مختلف م  یخواص  نشان  خود  متقاطع  یاز  واکنش  و  دهند 

  ت ی دچار حساس  مارانیکه ب  یهنگام ن،یندارند. بنابرا  یمشترک  یژن  یآنت

ال آنز  یم  E. coli  نازیآسپارژ-مفرط به    E. chrysanthemi  میشوند، 

شود. از  می  نیگزیجا  کیآلرژ  یها خطر واکنشمنظور جلوگیری از    به

 ی هاسمیکروارگان یم   از  یقو   و  دیجد  نازیآسپاراژ-ال  یبرا   درخواست  رو،  نیا

  د یجد  یکروبی وجود دارد. محققان در حال مطالعه منابع م  نیگزیجا

پا  نازیآسپاراژ-ال که    نازیگلوتام  تیفعال  افته،یبهبود    یدار یهستند 

م  کم با  ن  یبالا  یبیترک  لیتر  و  کاف  مهیسوبسترا  شرا  یعمر    ط یدر 

در همین راستا، در این    .(51،  50،  46،  7)  داشته باشند  یکیولوژیزیف

 Bacillusباکتری  متعلق به    IIآسپاراژیناز  -پروژه تحقیقاتی آنزیم ال

megaterium  های  مرحله اول، کدون  گرفته است. در   مطالعه قرار   مورد

  II  آسپاراژیناز-ال  ژن  کدکننده  توالی  کمیاب  بسیار  و  کمیاب

B.megaterium    با سرورATGme    مورد مطالعه قرار گرفت. بر اساس

به سرور    نتایج  از  آمده  دارای  ATGmeدست  مجموع  در  ژن  این   ،

کدون از نوع    73باشد که از این تعداد  کدون با فراوانی کم می  100

باشد. بنابراین از  کدون دیگر از نوع بسیار کمیاب می  27کمیاب و  

پ  370مجموع   این  با  روتئین، کدونبنیان آمینواسیدی  های مرتبط 

شود.  محسوب می رقم بالایی  که باشد کمیاب می نوع آمینواسید از  100

  های قبلی این مقاله اشاره شد با توجه به این طورکه در بخش  همان

آنزیم   سوم  ساختار  با    II  B.megaterium  نازیآسپاراژ-الکه  هنوز 

نشده است ساختار سوم این پروتئین    شناسایی  آزمایشگاهی  هایروش

سرور   سه  بینی  پیش  I-TASSERو    SWISS-MODEL  ،Phyre2با 

که همه الگوهایی که توسط این سه سرور   شد. نکته قابل توجه این 

 II  Erwiniaآسپاراژیناز  -سازی استفاده شدند مربوط به البرای مدل

chrysanthemi  شده توسط این   ساخته هایمدل  بهترین بودند. بررسی

  MODEL-SWISSداد که فقط مدل ارائه شده توسط   نسرور نشا سه

باشد و دو مدل دیگر تک زیرواحدی هستند. بررسی  یک تترامر می

  Erwinia chrysanthemiآسپاراژیناز  -مرتبط با ال  PDB  ساختارهای

دهد که ساختار  اند نشان میهای آمایشگاهی تهیه شدهکه به روش

صورت    صورت تترامر و در برخی موارد به  این آنزیم در اکثر موارد به

بهترین مدل .(52)باشد  دایمر می های ساخته شده  بررسی کیفیت 

دو سرور   ساخته    Verify3Dو    ERAATتوسط  مدل  داد که  نشان 

و کیفیت    دقت  از  دیگر  دو مدل  نسبت به MODEL-SWISS  توسط  شده

جایگاه فعال    دهندهتشکیل  هایبنیان  بالاتری برخوردار است. شناسایی

و مقایسه آن با جایگاه فعال     II  B.megaterium  نازیآسپاراژ-الآنزیم  

هنده آن است که از مجموع  دنشان E. chrysanthemiآسپاراژیناز -ال

فعال،    8 جایگاه  و    5بنیان  مشابه  متفاوت    3آمینواسید  آمینواسید 

بنیان گلوتامات  هستند.  ترئونین  63های  آلانین    95،    ال   120و 

 II B. megaterium نازیآسپاراژ-الدر  E. chrysanthemiآسپاراژیناز 

اند. بررسی  تغییر یافته  160و سرین    135، سرین  103به گلوتامین  

دهد که بنیان معادل  نشان می II E. coliآسپاراژیناز -فعال ال  جایگاه

  و  E. chrysanthemiآسپاراژیناز  -ال  103و گلوتامین    63گلوتامات  
B. megaterium  گلوتامین تشکیل   59،  آمینواسید  بنابراین  و    است 

  B. megateriumو    II  E. coliآسپاراژیناز  -دهنده این جایگاه در ال
این ال که جهش  مشابه است. نکته جالب توجه  ایجاد شده در    های 

دهد که حضور گلوتامین در  نشان می  E. chrysanthemiآسپاراژیناز  

.  (37)شود این جایگاه منجر به کاهش فعالیت گلوتامینازی آنزیم می

  II  E. coliآسپاراژیناز  -که این جایگاه در ال  چنین با توجه به این   هم

توسط گلوتامین اشغال شده است فعالیت گلوتامینازی آن نسبت به  

. (56،  55،  54،  53)  تر استپایین  E. chrysanthemiآسپاراژیناز  -ال

آسپاراژیناز  -که ال  گرفت  نتیجه  توانبالا، می  بنابراین با توجه به شواهد
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II  B.megaterium  برخی    باشد.می پایین گلوتامینازی دارای فعالیت نیز

آسپاراژینازهای تجاری موجود  -از اثرات جانبی مشاهده شده برای ال 

سشامل   پانکراتیکبد  تی ، سمیمنیا  ستمیسرکوب  اختلال    تی،  و 

اعتقاد  باشد. ها می  آن  گلوتامینازی-ال  فعالیت  به  مربوط  یانعقاد  عملکرد

  ن یاز اختلال در سنتز پروتئ یناش یعوارض جانب ایناست که    نیبر ا

بنابراین    است. نازیآسپارژ-ال  یداروها   ینازیگلوتام-ال  تیاز فعال  یناش

گلوتامین و    سطح  کاهش  ناشی از  یبردن عوارض جانب  نیاز ب  یبرا 

ال  هم با  درمان  کارایی  افزایش  تولید  ،  آسپاراژیناز-چنین  و  طراحی 

زی حفظ شده و یا افزایش یافته و  نایآسپارژ-ال  تیفعالبا    ییهامیآنز

ای برخوردار  بسیار ویژه  یافته از اهمیت  کاهش  گلوتامینازی-فعالیت ال

های کمیاب شناسایی  کدون . بررسی(59،  58،  57،  53،  37،  8)  است

های کمیاب،  دهد که تعدادی از کدوننشان می  ATGmeشده توسط

باشند. هر سه بنیان  آمینواسیدی جایگاه فعال می  هایمرتبط با بنیان

( توسط 160و سرین    135، سرین  102سرین جایگاه فعال )سرین  

اند. تعداد و محل شناسایی شده  های کمیابعنوان کدون  این سرور به

  II  B. megaterium  نازیآسپاراژ-ال  ساختار  در   کمیاب  هایکدون  قرارگیری
  E. coliبیانی   سیستم  در آنزیم  این هدف، بیان  که  یابدزمانی اهمیت می

های کمیاب شناسایی شده  باشد. با توجه به تعداد بسیار بالای کدون

این کدون  و هم از  برخی  بودن  مرتبط  بنیانچنین  با  آمینو ها    های 

  دهنده جایگاه فعال حتما باید به هنگام فرایند بهینه اسیدی تشکیل

سازی کدون، مطالعه دقیق و جامعی در این زمینه انجام شود تا از  

.  (61،  60)  تولید بالای پروتئین و حلالیت آن اطمینان حاصل شود

چنین    شده و هم  شناسایی  کمیاب  هایکدون  تعداد  با توجه به بالا بودن

بنیان این  درگیر بودن  بیان  های جایگاه فعال شاید بهتر است برای 

ید قبل  با حتماً  دیگر استفاده نمود. البته  های بیانیپروتئین از سیستم

 Codonتوالی را با توجه به جدول    کمیاب این  هایاز این اقدام، کدون

usage    ارگانیسم بیان پروتئین مورد نظر شناسایی کرد و سپس در

در   نمود.  نظر  اظهار  جدید  بیانی  سیستم  در  آنزیم  این  بیان  مورد 

تواند به فرایند طراحی  دست آمده از این مطالعه، می  مجموع نتایج به

آسپاراژیناز با قابلیت درمانی بالاتر و عوارض جانبی  -و تولید آنزیم ال

 تر کمک نماید.  پایین
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