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 چکیده

سازی در  فرایندپایین ترین نرخ خطا در  PFUپلیمراز  DNAآنزیم  ضعف  PCRهمانند را دارد. اما نقطه 

نوکلئوتید در انتهای پرایمر از  ۲0این آنزیم پایین بودن قدرت پردازش آن است که پس از افزودن تقریبا 

شتتتود. در این پشوهد هدف افزاید توان پردازش آنزیم با حرامی منطقی و روی رشتتتته ا گو بلند می

وهد، هدف پش کردنمرتفع  برایای در آنزیم با کمترین هزینه آنتروپی و آنتا پی است. ایجاد جهد نقطه

جهد  ،ستتپس .خانواده با توان پردازش بالا انجام شتتدهای همابتدا مقایستته توا ی و ستتاختار میان آنزیم

ستتازی دینامیک مو کو ی برای نمونه حبیعی و جهد یافته انجام شتتد و و شتتبیه شتتدمناستتا انتبا  

سی  صال آنزیم و  شدخروجی آن برر شان داد که نمونه جهد DNAو میزان انرژی آزاد ات صال ن یافته ات

 کند.رار میبرق DNAبهتری نسبت به آنزیم حبیعی با 

 

 سازی دینامیک مو کو ی، توان پردازش آنزیم  ، شبیهPFUپلیمراز  DNAآنزیم  :کلید واژگان
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  مقدمه-1

1-1DNA پلیمراز  

ر شباهت اساس بر ا و  ی  ا  و D ،فیلوژنی تباطت N A 

ا  ه ز ا ر م ی ل سیم  ,RT Y, X, D, C, B, A گروه 7 بهپ تق

، دومین یا نامیه 5 شامل Pfu پلیمراز DNA. [1] دنشتتومی

می N انتهایو شست ، دست کف، انگشتان، اگزونوکلئازی

 .شوند

نی روشهای یا داروها یافتن برای امروزه  ،جدید درمتتا

صی پزشکی  ریسک با بیماریها شناسایی ،شده سازیشب

 به ژنوم یابیتوا ی روش از ،ناشناخته بیماریهای یا و بالا

 به توجه با و [5-۲]د شتتتومی ستفادها توجهیقابل شتتتکل

 به آنزیمها این است DNA تکثیر نیازمند روش این اینکه

 در ا بته انتتد.گرفتتته قرار توجه مورد چشتتتمگیری میزان

ند COV19 بیماری فراگیری با اخیر سالهای  PCR فرای

 را بازار ،بود بیماری ینا تشتتبی  روش تنها اینکه د یلبه

 Pfu پلیمراز DNA آنزیم به مطا عه این در. گرفت در دست

ست پرداخته  این در پرکاربرد آنزیمهای زا یکی که شده ا

 باکتری از pfu پلیمراز DNA آنزیم. است موزه

Pyrococcus furiosus 5 قابلیت که ستشتتده ا استبراج′ 

 یکی به را آنزیم این امر همین و دارد اگزونوکلئازی 3′ →

نه بهترین از  باکتری. استده کر تبدیل PCR برایها گزی

 است بیهوازی و گرمادوست باکتری یک ،آنزیم این منشأ

 دشوار کاری Pfu پلیمراز DNA تأمین برای آن تکثیر که

 و سریع رشد که باکتریهایی در آنزیم ژن ،بنابراین .است

 ژن. شودمی کلون ،دارند لازم تکثیر برای آسانتری شرایط

 وزن و آمینواسید 775 حول به پپتیتتدیپلی ،پلیمراز این

 نامیه .[6] کنتتدمی کد راکیلودا تون  90 معادل تقریبی

 متصل DNA به که پلیمراز DNA در شست و انگشت

 متصل DNA به که هنگامی و دارد باز کنفورماسیون ،نیست

 مرکت دست کف دومین سمت به نامیه دو این ،شتتودمی

. دارند نگه محکم را پرایمر و ا گو یهارشتتتته تا کنند می

گامی و دارد اگزونوکلئازی قابلیت آنزیم این  یک کههن

 DNA ساخت مال در رشته در نوکلئوتیدی ناجورشتتدگی

ها پلیمرازی محل در ،شتتتودمی ایجاد  ضعیف اتصتتتال آن

گاه با خوبی به یا و شتتتودمی  پلیمرازی میهنا فعال جای

 باز هم از شده تابیده رشته دو نهایت در و شودمین همتراز

 و کنتتدمی مرکت اگزونوکلئازی نامیه به و شتتتونتتدمی

 DNA جزء آنزیم این .[7] شتتتودمی جدا اشتباه نوکلئوتید

 سایر درمیان را خطا نرخ پایینترین که است پلیمرازهایی

DNA داده است نشان امروز به تا گرما به مقاوم پلیمرازهای .

 صحت با سنتز که روشهایی برای شده موجا ویشگی این

  .[9]داشته باشد  ارجحیت آنزیم این ،است نیاز بالا

 قابلیتهای وجود با آنزیم این که است این توجه مورد مسأ ه

 بالا صحت و وفاداری، [9]ما گر به مقاومت همچون بالایی

د بسیار پردازش توان ،همانندسازی در ی  ن ی ی ا د ارپت

شود میگفته  نوکلئوتیدهایی تعداد به پردازش توان. [7]

 شدن جدا بدونا گو  DNA به اتصال بار یک با آنزیم که

 مطا عه این در. [10] کندمی پرایمراضافه انتهای به آن از

ر ب ی  ع  در اینقطهمعرفی جهشتتی  با تا است این ستتتت

  .دهیم افزاید را آنزیم پردازش قابلیت آنزیم

 لکولیمودینامیک  1-2

 ،شد داده توسعه 70 دهه اواخر بار او یندینامیک مو کو ی 

 و رگزیستتتتی بز هتتایمو کول مرکت که د یل اینبه

یک را شیمیایی واکندهای کان شبیه تواننمی کوانتوم با م

باتی بالای هزینه د یلبه کرد سازی حاستتت  نیز وجود و م

یدگی،  قوانین از استفاده با تا یافت توسعه روش این پیچ

 این با و شود ستتتازیشتتتبیه اتمها مرکات نیوتن فیزیکی

 در [.1] دشو کاسته محاستتباتی هزینه و از پیچیدگی روش

 مطا عه مورد ساختار مدل از مو کو ی دینامیک زیساشبیه

 یا و NMR مانند تجربی روشهای با کهشتتود استتتفاده می

ستا وگرافی سکوپ و X پرتو کری  ا کترونی و کرایو میکرو

ستبه مدلسازی تئوری وشهایر و  این در. است آمده د

 نقد سیستم اتمهای از هرکدام بین که نیروهایی روش

 د.شونمی زدهتبمین 1 معاد ه از استفاده با دارند
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  .دارند نقد processivity یندافر در دست کف و انگشتان ،شصت دومین .آنزیم عملکردی هایدومین : PFU پلیمراز DNA 1شکل

 

 
 

 

 پیوندی هایبرهمکند برآیند نیروها این ،خلاصه حورهب

 و شیمیایی پیوندهای .است اتمها بین غیرپیوندی و

 شوندمی مدل 1مجازی فنرهایی از استفاده با اتمی یزوایا

 با ،است پیوند مول چرخد که ۲هیدرالدی زوایای و

 دو بین انرژی اختلاف که سینوسی بعتا یک از استفاده

 مدل ،زندمی تبمین را 4نپوشیده و 3پوشیده کنفورماسیون

 هایبرهمکند مبنای بر غیرپیوندی نیروهای .شودمی

 جونز⁃ نارد پتانسیل از که شوندمی مدل واندروا س

 استاتیک ا کترو هایبرهمکند و شودمی استفاده 6−1۲5

 سازیشبیه برای .شودمی مدل 6کو وما قوانین اساس بر

 به که مقادیری باید ،مرکت مین در هامو کول واقعی رفتار

 در شده محاسبه مقادیر با شودمی داده نسبت 1 معاد ه

 مکانیک روش به شده محاسبه مقادیر و تجربی روشهای

 است صورت این به هادهی مقدار این .باشد منطبق کوانتوم

 به ،زوایا و است پیوند معرف که فنر سبتی و حول که

                                                             
1 Virtual springs 
2 dihedral angles 
3 eclipsed 
4 staggered 

 ربا و شود انجام ممکن ما ت ترینآلەاید به و درستی

 ا کترو هایکندبرهم محاسبه یبرا که تمهاا جزئی

 تعریف ممکن ما ت بهترین به ،شودمی استفاده استاتیک

 صادق مقادیر سایر و واندروا س شعاع برای امر این .شوند

 میدان معیارها و مقادیر این تمام به رفته هم روی و است

 کدام هر برای نیرویی اینکه محضبه. شودمی گفته 7نیرو

 حبق اتمها این موقعیت ،شود محاسبه سیستم اتمهای از

 به سازیشبیه زمان شکلاین به و کندمی تغییر نیوتون قانون

 میلیونها فرایند این و رودمی پید فمتوثانیه ۲ تا 1 اندازه

    .[10] شودمی تکرار بار

   روشها و مواد. 2

کانیستتتمبررستتتی  برای  DNA آنزیم در processivity م

 انجام آنزیم روی بر ساختاری مطا عات ابتدا ،PFU پلیمراز

 تحلیل ،آنزیم سوم و دوم ساختار بررسی این مطا عات .شد

 .بود آمینواسیدها فراوانی و اسیدیآمینوو بررستتی توا ی 

5 Lennard-Jones 6-12 potential 
6 Coulomb laws 
7 force field 
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 فراوانی و DSSP ابزار از استفاده با دوم ساختار بررسی

مک با آمینواسیدی  احلاعات. شد انجام MATLAB ک

ی ا  و ی  ،ت د ر ک ل م گاه در آنزیم این ساختاری وع  پای

 برای .است شده ثبت p61875 شناسایی کد با UniProt داده

 در که شده تعیینگرکریستا و روش به ساختار چند آنزیم این

گاه  , ,3a2f 2jgu کدهای و است شده ثبت RCSB داده پای

4ail  2 کد .استدر این مطا عه استتتفادهjgu آنزیم ساختار 

DNA پلیمراز PFU تعیین  یگاند بدون تنهایی به عییحب 

 .ندارد وجود فایل در ساختار از مینوا که ،ستشتتده ا

ند آنزیم توا ی کل داشتن برای ،بنابراین یازم  بررستتتی ن

 4ail فایل .بودیم آنزیم این از دیگر ساختاری فایلهای

قطتته جهدهای با آنزیم ساختار شامل  صورتبه این

ل فای دو این از کدامهیچ اما ،است DNA با کمپلکس

 برای ،بنابراین .ندارند ساختار در را آنزیم ملکا توا ی

 از PFU پلیمراز DNA آنزیم ساختار کامل توا ی داشتن

کامل   صورتبه تقریباً توا ی که کردیم استفاده 3a2f فایل

 پلیمراز DNA در و رزید 775 از مینواسیدآ یعنی 773

PFU مو کول با کسکمپل صورتبه ، اماددار را PCNA 

 ترکیا از DNA و آنزیم کسکمپل ساخت برای .است

  .استفاده شد فایل سه هر

 نرمافزارهای از جهد ایجاد و ساختارها نماید برای

PyMOL [11] ،yasara [1۲] ،vmd [13] شد استفاده. 

 HSSP ابزار از شده مفاظت رزیدوهای از احلاع برای

 مکسگرو نرمافزار با زیساشبیه ابتدا در. [7]شد  استفاده

 نیروی میدان با DNA با همراهحبیعی  آنزیم روی بر [14]

CHARMM27 شد انجام نانوثانیه 100 مدت به. 

 قرار زیساشبیه جعبه مرکز در DNA و آنزیم کمپلکس

 در نانومتر 1.۲ جعبه دیواره تا کمپلکس فاصله و داده شد

مو کول بار چندوجهی ساختا با جعبه .شد گرفته نظر

 شد. پر SPC نوع از آ  های

                                                             
1 Position restraints 
2 Particle Mesh Ewald 
3 energy minimization 

تی محدودیت ی ع ق  ملال سنگین اتمهای برای  1مو
2kJ/mol.nm^ 1 0 0  زیمر شرایط گرفته شتتد. نظر در 0

 پارامترهای. استەبود برقرار ستتتتازیشتتتبیتته حول در

کو500 هر انرژی و سرعت ،مبتصات ی  حول در ثانیهپ

 سازیشبیه حول در زمانی گامهای. شدند ذخیره سازیشبیه

  .شد گرفتهنظر در فمتوثانیه 1

 PME ۲ ا گوریتم از استفاده با های بلند بردبرهمکند

 که کووالان پیوندهای نگهداشتن ثابت . برایشدند محاسبه

 استفاده LINCS ا گوریتم از شدندمی هیدروژن اتم شامل

 descent ا گوریتم از استفاده با 3سازیکمینه .کردیم

Steepest و ۲0 مدت به ک ی  .انجام شد ثانیهپ

 بهینه دمای که K 348ی دما در 4رسانی مجمیتعادل

 گامهای با V- rescale ترموستات با ،است آنزیم عملکرد

 .انجامشد ثانیهپیکو 100 مدت به ثانیهپیکو 1 زمانی

 گام با Rahman-Parinello باروستات با 5فشارنی تعادلرسا

 حبق .انجامشد ثانیهپیکو 100 مدت به و ثانیهپیکو 1 نیزما

 با و شد انتبا  A501R جهد شده انجام هایسیبرر

 سازیکمینه و ایجاد ساختار در yasara نرمافزار از استفاده

 نمونه مشابه نیز جهدیافته نمونه برای .شد انجام انرژی

ی آنزیم ع ی ب  به و شد انجام فشار و دمایی نیتعادلرسا ح

 با ، نتایجنهایت در .شد اجرا سازیشبیه نانوثانیه 100 مدت

 زیرمجموعه ابزارهای و MM-PBSA [15] ابزار از استفاده

 .شدبررسی  و تحلیل زیساشبیه مکسگرو

  نتایج.3

 ساختاری تغییراتبررسی  3-1

 وبیعی ح ما ت در آنزیم ساختاری تغییرات بررستتتی برای

 rms دینامیک مو کو ی سازیشبیه انجام از پس یافته جهد

در حول شبیه 𝛼𝐶 ساختار بر مبنای RMSD برای محاسبه

 ا ف ۲ شتتتکل در نتایج که، [16] شتتتد کار گرفتهسازی به

 محاسبه برای ابزار این از ،همچنین .است شده داده نماید

4 isothermal ensemble 
5 Isotherma-Isobaric ensemble 
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 اصتتلی زنجیره به نسبت DNA ل کومو جا به جایی میزان

 برای آن نتیجه که کردیم استفاده پلیمرازی نامیه در آنزیم

 شده گزارش   ۲ کتتلش در یافته جهد و بیعیح آنزیم

  .است

 

     
  

                           ا ف

 نمایانگر ایفیروزه رنگ و حبیعی آنزیم نمودار نمایانگر آبی رنگ که حبیعی و جهدیافته نمونه rmsd نمودارهای مقایسه ۲ شکل

 . تاس DNA سنگین یهااتم به نسبت پروتئین اصلی هزنجیر RMSD   نمودار .است A501R یافته جهد نمونه

 

 

 
                              ا ف  

 نشان ایفیروزه رنگ با که A501R یافتهجهد نمونه و است شده مشب  آبی رنک با که حبیعی آنزیم RMSF نمودار. ا ف 3شکل

  .یافتهجهد و حبیعی آنزیم نمونه برای ژیراسیون شعاع نمودار :  .است شده داده

 

 

 آنا یز ابزار از پروتئین ژیراسیون شعاع محاسبه بتترای

   3 شکل در و کردیم استفاده gyrate نام به کسگروم

 تغییرات توانتتدمی آنا یز این .است شده داده نماید

 ما و دهد نشان را پروتئین پایداری همچنین و گیفشرد

مک با  تغییرات و پایداری روی بر را جهد اثر آن ک

 هایستتتیبرر ادامه در. [17] کنیممی بررستتتی گیفشرد

 نوسانات آن در که سیمرمی RMSF آنا یز به ساختاری

 .شتتتودمی گزارش میانگین مقدار به نسبت رزیدوها

 انجام rmsf از استفاده با نیز رزیدوها نوسانات تغییرات

 .است مشاهده قابل ا ف 3 کلش در که شد
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  نیهیدروژ هایکنشبرهم 3-2

 تعداد محاسبه بتتا DNA و آنزیم میان اتصال کیفیت

 hbond ابزاراز  استفادهبتتا ی هیتتدروژنی هامکندبره

   4توان خروجی را در شتتکل می. [18] شدستتی برر

پایداری  بررستتتی میزان برای ،. همچنینکردمشتتتاهده 

هتتای بر همکند تعداد مبنای پروتئین بر ستتتتاختتتار

 درون میانکدها این تعداد ،ساختار درون هیتتدروژنی

 جهدیافته و حبیعی آنزیم نمونههر دو  برای پروتئین

  (.ا ف 4 کلششد ) محاسبه

 دسترس در سطح 3-3

 وحبیعی  آنزیم برای ملال دسترس در مسامت

 شد محاسبهکس گروم در sasa ابزار کمک با جهدیافته

اثرگذاری جهد  به بررسی میزان مؤ فه این (.5)شکل

 انزیم ساختار گیبازشد یا فشردگی روی براعمال شده 

 .[19] کندمی ککم

 کنشبرهم انرژی 3-4

 و ترژکتوری فایل برای DNA و آنزیم میان اتصال میل

 از با استفاده سازیشبیه انتهایی نانوثانیه ۲5 زمان

g_mmpbsa (. 1 )جدول شد محاسبه 

  پروتئین یافتن حفرات 3-5

 با تماس در و مفره محل در که رزیدوهایی یافتن برای

DNA ابزار از اندگرفته قرار parKVFinder [۲0] از که 

ر تصاوی .شد استفاده ،است PyMOL افزارنرم ماژولهای

 .است شده داده نماید 6 شتتتکل در ابزار این خروجی

یان نامیه تغییراتستتتی برر برای  DNA با آنزیم کندم

 انتهایی نانوثانیه ۲5 از که آنزیم از میانگین ساختاری فایل

نرمافزار   این به ورودی فایل عنوانبه بود شده استبراج

 داده شد. 

 

                            ا ف

یدروژنی هایبرهمکند تعداد مقایسه نمودار 4 کلش  تعداد آبی رنگ .آنزیم ساختار درون میانکندهای و DNA و پروتئین میان ه

  .است یافتهجهد آنزیم به متعلق ایفیروزه رنگ و دهدمی نشان ار بیعیح آنزیم در هابرهمکند
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 داده نشان ایفیروزه رنگ با A501R یافتهجهد نمونه و نماید آبی رنگ با حبیعی آنزیم دسترس در سطح شتتکل این در 5 شتتکل

  .است شده

 

 و A501R یافتهجهد نمونه وبیعی ح PFU پلیمراز DNA آنزیم میان Δ𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑𝑖𝑛𝑔 همکندبر انرژی جزئیات مقایسه 1جدول

DNA. مبنای بر هاوامد جدول در (KJ/mol) است. 

∆Gbinding SASA Polar Solvation Electrostatics Van der waals Case of study 

-2121.6 ± 134.178 -48.444 ± 3.876  1736.4 ± 168.7 -3401 ± 194 -408.5 ± 32.4 Native 

-2458.1±116 -55.7 ± 4.9  2302.1 ± 165.9 -4274 ± 191.5 -430.4 ± 47 A501R 

 

 

                  
                                     ا ف

 جهد نمونه برای خروجی (  حبیعی. آنزیم برایخروجی  (. ا فPyMOL ماژولهای از KVFinder بزارش خروجی انمای 6 کلش

 اسید آمینو موقعیت .اندشده مشب نجی نار و قرمز رنگ با ترتیابه KKRY و YXGG موتیف دو تصویر این در A501R. یافته

 .است شده مشب  بنفد رنگ با شده داده جهد
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   PCAروش  3-6

 نمونه پذیریانعطاف و ساختاری پایداری ستتیبرر برای

 با یافتهجهد نمونه و DNA باحبیعی  آنزیم  کسکمپ

DNA شبیه ترژکتوری از ماصل هایداده سازیساده با

 این .شتتتد استفاده 𝐶𝛼 اتمهای مو کو ی یکدینام سازی

 ،همچنین .است ۲ویشه مقدار و 1ویشه بردار شامل ماتریس

 ابزار از منظور این برای .[۲1] شد استفاده PCA روش از

covar ابزار و کوواریانس ماتریس ساخت برای anaeig 

ه ویش بردار دو حبق بر ترژکتوری هایداده ترسیم برای

داده  نشان ا ف 7 تصویر در نتایج .شداستتتفاده  اصتتلی

 بردار ده علیه ویشه مقدار   7 نمودار در شتتده استتت.

 تک نوسانات د 7 نمودار در .است شده ترسیم اول ویشه

 ترسیم دوم و اول ویشه بردارحتتبتتق  آمینواسیدها تک

 را دوم و اول ویشه بردار تغییرات ج 7 نمودار اند.شتتتده

 .      دهدمی نماید سازیشبیه زمان حبق

 

              
 ا ف                                                                                                 

 

           
 ج                                                                     د                              

  PCAآنا یز  7 شکل

 

 

                                                             
1 eigenvector 2 eigenvalue 
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                           ا ف

 A501R یافتهجهد .  و حبیعی آنزیم .ا ف :برای گیبس آزاد نرژیا افقی ینما 8 شکل

 

  گیبس آزاد انرژی قیاف نمای 7-3

 نانوثانیه ۲5 برای  1گیبس آزاد انرژیی افقی نما ترسیم

 anaeig و sham covar از استفاده با ستتازیشتتبیه انتهایی

گزارش   8 شکل در که شد نجاماا ه اصلیویش بردار دو حبق

ست.  آ فا هایکربن نوسانات جهت آنا یز این در شده ا

صلیزنجیر  قرمز مینوا .شودمیمشب   پروتئین ه ا

 آزاد انرژیی افقی . نما[۲۲]هستند  کمتر انرژی نمایانگر

  8کل شدر داده شتتده جهد  وبیعی ح آنزیم برای گیبس

 گیبس آزاد نرژیا رنگینقشه  داده شتتتده استتتت.نماید 

هت در  ،𝛼𝐶 اتمهای برای را ساختاری تغییرات گیریج

  اندشدهترژکتوری دیده نانوثانیه آخر  ۲5ساختارهایی که در 

 انرژی چاه رنگ مزمی قرنوا .دهدمی ارستتتی قربرر مورد

 .هنددمینشان  minima global در را آزاد

 گیرینتیجه و بحث -4

 DNA آنزیم پردازش توان افزاید پشوهد این از هدف

 مطابق ای بوده استت.نقطه جهد از استفاده با PFU پلیمراز

 در جهد ،بهینه جهدهای از یکی ،شده انجام مطا عات

                                                             
1 Gibbs Free Energy landscape 

 آمینواسید که است دست کف دومین در 501 شماره رزیدو

 سازیشبیه نتایج داده شتتده استتت. تغییر آرژنین به آلانین

ستند  نهاینگو ساختاری تغییرات برای  RMSD نمودار کهه

 زمان در که دهدمتتی نشان A501R یافته جهد نمونه

یع  تغییرات و است رسیده نسبی پایداری به تریستتتتر

متحمل شتتتده حبیعی  نمونه به نسبت را کمتری ساختاری

ست  اغلا در پردازش توان کهآنجایی از(. ا ف ۲ کلش ( ا

 میل بامستتتقیمی  ارتباط که شتتودمی تعریف گونهاین منابع

به  جا میزان ،بنابراین ،[۲3] دارد DNA با آنزیم اتصال

 حول در آنزیم پلیمرازی نامیه در DNA مو کول جایی

 زنجیره تغییرات میزان ).  ۲شکل (شد محاسبه سازیشبیه

DNA یافته جهد نمونه در A501R در نانوثانیه 50 زمان از 

هی لقاب کاهد بعد به سازیشبیه ج  که استشتتتتتته داتو

 با تریمحکم اتصال آنزیم که باشد آن دهنده نشان تواندمی

DNA است کرده برقرار.   

 رزیدوهای که کرد مشاهده توانمی ا ف 3 شتتتکل در

 نمونه در را کمتری نوسانات میزان 700 تا 400 شماره

ی آن د یل که دهندمی نشان A501R جهدیافته دم ن  توا
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 این .باشد DNA با اتصال در رزیدوها این درگیری

می را دست کف و انگشتان ،شست دومینهای رزیدوها

تشتتکیل می را آنزیم پلیمرازی ببد واقع در که زندستتا

ند کل .ده هدمی نشان   3 شتتت  در ژیراسیون شعاع که د

 حبیعی آنزیم به نسبت توجهیلقاب تغییر جهدیافته پروتئین

 جهد که گفتتوان می این صتتتورت در .است نکرده پیدا

 کهآنجایی از .است نشده آنزیم ساختاری ناپایداری موجا

 به توانمی DNA و آنزیم میان دخیل هتتایکندمیتتان از

یان یدروژنی های کندم کل حبق ،کرد اشارهه    4 شتتت

 بهحور DNA و آنزیمهیدروژنی بین  هایبرهمکند تعداد

کند برهم 19حبیعی  نزیمپایانی آنانوثانیه  ۲5 در میانگین

یدروژنی   جهدیافته آنزیم و کندمی برقرار DNA باه

A501R محل و دهدمی شتتتکیلت کندمیان ۲0 تعداد به 

ندمبره ایجاد ند مبره برقراری  حاظ از DNA با ک ک

 در شتتتده استتتت. مفظحبیعی  آنزیم خواص هیدروژنی

پچ هی نیز پروتئین درونمکند هیدروژنی بره تعداد محاسبه

شا  ساختار که دهدمی نشان این و شودنمی هدهتفاوتی م

جایی  حاظ از پروتئین به   و هیدروفو  ببدهای جا 

 بر است تأییدی 5 شتتکل نکرده استتت. تغییری هیدروفیل

که  هیدروفو  مینوا قرارگیری آراید منظر از ساختار این

ندبا نبورده دست هیدروفیل و ما  مقدار زیرا ؛است هقی

 وحبیعی  نزیمآ نمونه برای شده محاسبه دسترس در سطح

 از و هستند یکدیگر یک به نزد بسیار A501R جهدیافته

حبیعی  آنزیم نمونه مشابه رفتاری جهدیافته نمونه منظر این

 نوع یکتفک به DNA دورشته به آنزیم اتصال انرژی .دارد

 آنزیم میان اتصال انرژی که دهدمی نشان 1 جدول در آن

کیلوژول بر مول  335 میزان به DNA و A501R جهدیافته

 قویتر DNA و آنزیم بین اتصال ،بنابراین .است یافته کاهد

 ،است مشاهده قابل 6 شتتکل در که همانطور شتتده استتت.

یز  و جهدیافته رزیدو قرارگیری نحوه  موتیف دون

KKRY و YTGG جانبی زنجیره که هددمی نشان 

 به تیروزین آمینواسید نیبنز ملقه 501KKRYArg آمینواسید

 بازهای سمت به و پلیمرازی مفره داخل سمت

 میان استکینگ برای شرایط و چرخیده DNA نوکلئوتیدهای

می امر همین .است فراهم تیروزین جانبی زنجیره و بازها

ند  و واندروا س انرژی سطح چرا که باشد این گویای توا

 یافته جهد نمونه در DNA با کندمیان در ا کترو استاتیک

A501R جهدیافته نمونه ،بنابراین .است حبیعی آنزیم از کمتر 

A501R با را تریقوی اتصال DNA کند. ر میبرقرا 

 گیپراکند میزان که کرد مشاهده انتومی ا ف 7 شتتتکل در

حبیعی  آنزیم نمونه از کمتر A501 جهدیافته نمونه در نقاط

 جهدیافته نمونه ساختاری پایداری نمایانگر که ستا

 7 تا 1 هایشماره برای   7 شتتتکل در تند شیا .است

 .است بوده زیاد ساختار در تغییرات هددمی نشان ویشه بردار

 ویشه مقادیر ۲ شماره ویشه بردار از جهدیافته نمونه برای اما

نده استتتت  ثابت و رسیدهیک  از کمتر به  هم باز کهما

 که دهدمی نشان و است ساختاری پایداری گویای

 توانمی و استشتهدا چشمگیری هدت تصادفی کانوسانا

بل ثیرأت شده میحرا جهد که گفت  روی بر توجهیقا

ست. ساختا پایداری شته ا  دهدمی نشان   8 شکلر دا

نیتغییرا راستای که یو فورمتتاستتت ن ک  نمونه در ت 

 انرژی مداقل با نامیه و کرده است پیدا تغییر جهدیافته

 یتک تنها ،است metastable ساختار قرارگیری نامیه که

 مشب  را نامیه دو حبیعی نمونه در است، اما نامیه

اند. شتتده یکتفک هم ازی کمی انرژ سد با که کندمی

، پروتئین عملکرد یک برای که مهم عامل دو مجموع در

 و یدارییعنی پاپلیمراز لازم است  DNA آنزیم ویشهبه

 ساختاری آنا یزهای از استفاده با پردازش قدرت گیویش

 واند شده سیبرر DNA و آنزیم بین کندمیان انرژی و

 با مقایسه در را بهتری اتصال و پایداری جهدیافته نمونه

 برای مناسبی گزینه تواندمی و دهدمی ارائهحبیعی  نمونه

 .باشد آینده در تجربی مطا عات
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Abstract 

The Pfu DNA polymerase enzyme has the lowest error rate in the replication 

process during PCR. However, the drawback of this enzyme is its low 

processivity, which leads to halting after adding approximately 20 nucleotides 

at the end of the primer from the DNA template strand. Here we have studied 

and compared structurally and sequentially the PFU DNA polymerase and 

DNA polymerases in a same family with highest processivity and designed 

some mutations by rational design to improve processivity of the enzyme with 

the lowest entropy and enthalpy costs. In this investigation, conformational 

and behavioral changes have been studied by Molecular Dynamics simulation 

and for more precise information, free binding energy is calculated and the 

result shows that the mutant is willing to bind more tightly than native enzyme. 

 

Keyword: DNA polymerase PFU, Molecular Dynamics, Processivity of 

enzyme 
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