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Περ ί ληψη  
 

 Η Rop είναι µία µικρή πρωτεΐνη τεσσάρων ελίκων που 
προσδένει RNA και αποτελεί ένα εξαιρετικό σύστηµα-µοντέλο 
για τη µελέτη της πρωτεϊνικής δοµής και αναδίπλωσης. Η 
δυναµική της φυσικής Rop χαρακτηρίστηκε µε την ανάλυση 
των προσοµοιώσεων µοριακής δυναµικής δύο εκτεταµένων και 
ανεξάρτητων τροχιακών και τη µεταξύ τους σύγκριση. Οι 
προσοµοιώσεις είναι NpT, διάρκειας 10ns και εκτελούνται 
σε περιοδικές οριακές συνθήκες. 
 
 
 
 
 
 

Abs t r a c t  
 
 Rop is a small 4-α-helical RNA-binding protein that 
provides an excellent model system for the study of 
protein structure and folding. The dynamics of the 
natural Rop protein are characterized by the analysis of 
two molecular dynamics simulations of two long and 
independent trajectories and their inbetween comparison. 
The simulations are NpT, 10ns long and are performed in 
periodic boundary conditions. 
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«Art is the lie that helps 

tell the truth.» 

                                        Pablo Picasso                               
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Εισαγωγή 
 

Πρωτείνη Rop (Repressor of primer) του πλασµιδίου ColE11 
 

∆οµή 
  
 Το µόριο της Rop ή 
αλλιώς Rom (RNA One Modu-
lator) έχει σχήµα κυλινδρικό 
µε µήκος περίπου 45Å και 
ακτίνα γύρω στα 12.5Å (Σχ.1). 
Είναι ένα οµοδιµερές και 
διαθέτει διπλό άξονα 
συµµετρίας. Κάθε µονοµερές 
αποτελείται από δύο έλικες 
(έλικα 1/1΄: αµινοξέα 1-30, 
έλικα 2/2΄: αµινοξέα 32-
56)(3.5 κατάλοιπα ανά στροφή 
έλικας) που συνδέονται µε 
µία στροφή φουρκέτας γύρω 
από το κατάλοιπο 31Α (έλικα-
στροφή-έλικα). Τα δύο 
µονοµερή συνδέονται στο 
διµερές φτιάχνοντας ένα 
δεµάτιο σπειραµένου 
σπειράµατος τεσσάρων ελίκων 
πακεταρισµένων αντιπαρά-
λληλα, που συνδέονται µε 
υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 
[3,6,17].                                                               
  

  
 Όπως στις περισσότερες 
πρωτείνες σπειραµένου 
σπειράµατος έτσι και στην 
αλληλουχία της Rop παρατηρείται 
µια επαναλαµβανόµενη «επτάδα» 
καταλοίπων, που αντιστοιχεί σε 
δύο ολόκληρες στροφές έλικας 
[10,55]. Τα κατάλοιπα 
χαρακτηρίζονται a–g, όπου η 
θέση f είναι η πιο εκτεθειµένη 
στο διαλύτη  

                                                 
1  Άλλα δύο µόρια Rop είναι γνωστά, του πλασµιδίου pMB1 (11 αλλαγές 
βάσης) και του πλασµιδίου ColK (4 αµινοξικές αλλαγές)[3].  
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(καταλαµβάνεται 
συνεπώς από υδρόφιλα 
αµινοξέα), και οι 
θέσεις a και d είναι 
οι πιο καλυµµένες στο 
εσωτερικό (καταλαµβά-
νονται από υδρόφοβα     
αµινοξέα)[72]. Οι 
ενδιάµεσες θέσεις e 
και g δείχνουν µια 
ισορροπηµένη κατανοµή 
µεταξύ υδρόφοβων και 
υδρόφιλων αµινοξέων 
[55].  

Η κατανοµή του 
φορτίου στην επιφάνεια 
της πρωτεΐνης είναι µη 
οµοιογενής. Η όψη της 
πρωτεΐνης που σχηµατί-
ζεται από 
τις έλικες 

2 και 2΄ είναι πλούσια σε αρνητικά φορτισµένα 
κατάλοιπα, ενώ η όψη που σχηµατίζεται από τις 
έλικες 1 και 1΄ είναι θετικά φορτισµένη στα 
άκρα και ουδέτερη στο κέντρο [60]. 

Ο υδρόφοβος πυρήνας της Rop σχηµατίζεται 
από οκτώ στρώσεις πλευρικών αλυσίδων (Σχ.2). 
κάθε στιβάδα αποτελείται από δύο a και δύο d 
κατάλοιπα (Σχ.3). Οι θέσεις a τείνουν να έχουν 
µικρά κατάλοιπα (Ala, Cys, Ser ή Thr) και οι 
θέσεις d µεγάλα κατάλοιπα (Leu ή Ile)[3,55]. Το 
πακετάρισµα των 4-α ελικοειδών δεµατίων στον 
υδροφοβικό πυρήνα φαίνεται να είναι κρίσιµο 
για τη σταθεροποίηση της πρωτεϊνικής δοµής και 
την πρωτεϊνική αναδίπλωση [68]. 

 
 

Λειτουργία 
 
Η Rop συµµετέχει στο ρυθµιστικό µηχανισµό 

που ελέγχει τον αριθµό αντιγράφων του 
πλασµιδίου ColE1 [1,32,58]. Ο έλεγχος 
επιτυγχάνεται µε την αρνητική ρύθµιση της 
συχνότητας των γεγονότων έναρξης της 
αντιγραφής, µέσω της αλληλεπίδρασης δύο µορίων 
RNA, των RNAI και RNAII, και της Rop. 

To RNAII σχηµατίζει ένα υβρίδιο µε το DNA 
κοντά στη θέση έναρξης της αντιγραφής (ori), 
απαραίτητο για την έναρξη της αντιγραφής του 
DNA [6]. H Rop αλληλεπιδρά µε τις δοµές 
στελέχους των RNAI και RNAII (Σχ.4) και δρα ως 
ένας προσαρµογέας που προσανατολίζει σωστά και 
σταθεροποιεί τις συµπληρωµατικές δοµές των 
βρόχων των δύο µορίων RNA. Το παροδικό 
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σύµπλοκο των δύο RNA έπειτα ενώνεται σαν φερµουάρ 
σχηµατίζοντας δεσµούς υδρογόνου µεταξύ τριών ζευγών 
συµπληρωµατικών φουρκετών [27,47,58,60,64,70]. Στη µορφή 
αυτή, το RNAII είναι ανίκανο να προσδεθεί στη θέση ori 
και να λειτουργήσει ως υποκινητής της αντιγραφής του DNA, 
η αντιγραφή του πλασµιδίου καταστέλλεται και ο αριθµός 
των αντιγράφων µειώνεται (Σχ.4)[1,48,69,70]. 

H Rop δεν είναι ένας κλασσικός καταστολέας της 
αντιγραφής αφού δεν προσδένεται στο χειριστή του 
υποκινητή [38] αλλά υποβοηθά την κατασταλτική δράση του 
RNAI αυξάνοντας τη συγγένεια µεταξύ των δύο συµπλη-
ρωµατικών RNA [64] (παρουσία της Rop ο υβριδισµός του RNAI 
µε το RNAII συµβαίνει γρηγορότερα [70]). 
 
 

Αλληλεπίδραση µε RNA 
 

Από µελέτες µεταλλαξιγέ-
νεσης στις οποίες µελετάται η 
πρόσδεση των µορίων RNA µε τη 
Rop έχει δειχθεί ότι συγκεκρι-
µένα κατάλοιπα της Rop αναγνω-
ρίζουν τις δοµές φουρκέτας των 
RNA (ανεξαρτήτως της ακριβούς 
αλληλουχίας βάσεων του βρόχου ή 
του στελέχους)(Σχ.4)[18,56]. 

Τα κατάλοιπα που συµµετέ-
χουν στην αναγνώριση του RNA 
σχηµατίζουν µια στενή λουρίδα 
κατά µήκος της θετικά φορτισµέ-
νης όψης της πρωτεΐνης (έλικες 
1 και 1΄) και είναι συµµετρικά 
τοποθετηµένα, µε κέντρο γύρω 
από δύο κατάλοιπα φαινυλανανί-
νης (Phe14/14΄). Τα δύο κατά-
λοιπα Phe αλληλεπιδρούν µε την 
περιοχή βρόχου ενός ζεύγους 
φουρκέτας µε επιπλέον αλληλε-
πιδράσεις µεταξύ οκτώ ακόµα 
πολικών αµινοξέων (Asn-10, Gln-
18, Lys-25 και Lys-3) και του 
φωσφοσακχαρικού σκελετού του RNA (άµεσα, ή µέσω µορίων 
νερού). Κάθε κατάλοιπο που είναι απαραίτητο για την 
πρόσδεση του RNA απαιτείται και στις δύο έλικες (1 και 
1΄), αφού η αλληλεπίδραση µε το ζεύγος φουρκέτας γίνεται 
σε επίπεδη επιφάνεια µε συµµετρικό τρόπο (Σχ.5)[11,60]. 
 
 

H Rop ως µοντέλο πρωτεϊνικής αναδίπλωσης 
 
 Η Rop αποτελεί ένα εξαιρετικό σύστηµα-µοντέλο για 
την κατανόηση της πρωτεϊνικής δοµής και σταθερότητας. 
Καθότι διµερές παρέχει µια καλή εικόνα για τις πολυµερείς 
πρωτεΐνες αποτελώντας τον χαρακτηριστικότερο και 
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απλούστερο εκπρόσωπο της οικογένειας των πρωτεϊνών που 
διαθέτουν 4-α-ελικοειδή δεµάτια [9,26]. Το µικρό της 
µέγεθος και η µεγάλη διαλυτότητά της, την κάνουν προσιτή 
σε γενετικούς χειρισµούς και ο καθαρισµός και η έκφρασή 
της σε µεγάλες ποσότητες είναι απλές διαδικασίες. 
Αποτελεί µία πολύ καλά χαρακτηρισµένη πρωτεΐνη καθώς η 
κρυσταλλική δοµή [3], η NMR δοµή [16] και η δοµή της σε 
διάλυµα [17] έχουν αναλυθεί σε βάθος και τα κατάλοιπα που 
χρειάζονται για τη κινητικές της µελέτες δείχνουν ότι 
χαρακτηρίζεται από υψηλή θερµοδυναµική σταθερότητα  
[3,17,51,68,72]. 

Το γεγονός ότι η Rop είναι µικρή και εξαιρετικά απλή 
(δεν περιέχει κατάλοιπα προλίνης, δισουλφιδικούς δεσµούς 
ή συµπαράγοντες) είναι σηµαντικό για την εξοικονόµηση 
υπολογιστικού κόστους κατά τις προσοµοιώσεις πρωτεϊνικής 
αναδίπλωσης. Ως εκ τούτου το αναµενόµενο θα ήταν να 
παρουσιάζει γρήγορη κινητική αναδίπλωσης. Ωστόσο οι 
µελέτες δείχνουν ότι η φυσική Rop αναδιπλώνεται και 
ξεδιπλώνεται ιδιαίτερα αργά [35,49,51,65,68]. Η αναδίπλωση 
πραγµατοποιείται µε έναν µηχανισµό δύο σταδίων. µία 
γρήγορη σύγκρουση των µονοµερών και δηµιουργία ενός 
διµερούς ενδιαµέσου µε σηµαντικό περιεχόµενο σε έλικες 
και µια ακόλουθη αργή αναδιάταξη προς την τελική φυσική 
δοµή. Η αποδιάταξη αποτελείται από µια εξαιρετικά αργή 
κινητική φάση. 
 

 
Πιν.1  Οι κυριότερες παραλλαγές (variants) της Rop ταξινοµούνται σε πέντε τάξεις σύµφωνα µε 
την ενεργότητα, τη θερµοδυναµική, την τοπολογία και την κινητική της αναδίπλωσής τους. Κάθε 
παραλλαγή ονοµάζεται σύµφωνα µε την ταυτότητα των καταλοίπων του στις θέσεις “a” και “d” 
των µεταλλαγµένων στρώσεων, καθώς και τον αριθµό ή (µέσα σε παρένθεση) την ακριβή 
ταυτότητα των µεταλλαγµένων στρώσεων. rev: ανεστραµµένο µοτίβο πακεταρίσµατος, Tm: 
θερµοκρασία τήξης, σχετική k f: ρυθµός αναδίπλωσης ως προς τη φυσική Rop, σχετική k u: 
ρυθµός αποδιάταξης ως προς τη φυσική Rop, Ν: η Rop πρωτείνη προσδένει το RNA, Μ: µερικώς 
ενεργές πρωτείνες, O: µη ενεργότητα, -: δεν αναφέρονται πειραµατικά δεδοµένα [42]. 

 

Tάξη 

 

Νο 

 

Παραλλαγή 

In vitro 

ενεργότητα 

In vivo 

Ενεργότητα 

Τm 

(°C) 

Σχετική 

kf 

Σχετική 

k u 
 

∆οµή 

I 1 WT N N 64 1 1 anti 

 2 Ala2Leu2-4 N M 68 1.5 28 anti 

 3 Ala2Leu2-2 N N 72 3.2 18 anti 

 4 Ala2Leu2-(3+6) N — 72 7.5 8.3 anti 

 5 Leu2Ala2-(2+7) N — 85 10 18 anti 

 6 Ala2Leu2-6-rev N — 85 85 6.7x10
2
 anti 

 7 Ala2Leu2-8-rev N O 91 92 2.7x10
3
 anti 

 8 Ala2Leu2-(2+7) N — 85 120 7.1x10
3
 anti 

 9 Ala2Leu2-(1+8) N — 54 160 1.1x10
2
 anti 

 10 Ala2Leu2-6 N O 82 310 3.1x10
4
 anti 

 11 Ala2Leu2-8 N O 91 610 5.0x10
4
 anti 

II 12 Ala31Pro M — — — — bisecting U 

III 13 Ala2He2-6 O O 83 — — syn 

 14 Leu2Ala2-8 O — — — — — 

 15 Ala2Met2-8 O O 48 — — — 

IV 16 Ala2Val2-8 — — — — — — 

 17 Ala4-8 — — <2 — — — 

V 18 Leu4-8 O O — — — — 
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Σχ.6  Σχηµατική αναπαράσταση της υπόθεσης 
του δίχωνου (double-funneled) ενεργειακού 
τοπίου της Rop και οι τρεις δοµικές τοπολογίες 
που αντιστοιχούν στη φυσική αλληλουχία και τα 
µεταλλάγµατα Ala2Ile2-6 και A31P [42]. Τα 
µονοµερή παρουσιάζονται µε γκρι και µπλε 
χρωµατισµούς και οι συνδετικές στροφές µε 
πορτοκαλί. Τα κατάλοιπα Lys-3, Asn-10, Gln-
18 και Lys-25 στις έλικες 1 και 1’, που 
αποτελούν την περιοχή πρόσδεσης του RNA [60], 
φαίνονται µε αναπαράσταση stick. Η φυσική Rop 
(WT Rop) διαθέτει τοπολογία anti ενώ η 
Ala2Ile2-6 τοπολογία syn, που προκύπτει από 
περιστροφή του ενός µονοµερούς κατά 180° γύρω 
από έναν άξονα κανονικό ως προς το επίπεδο του 
διµερούς. Σύµφωνα µε την υπόθεση οι τοπολογίες 
anti και syn αντιστοιχούν στις δύο κοιλάδες ενώ 
η Α31P είναι λιγότερο σταθερή (Αναπαράγεται         
άνευ αδείας από τους Levy Y. et al [42] ). 
 
 

 
Μελέτες µεταλλαξιγένεσης και de novo σχεδιασµού της 

Rop παρείχαν µια ευκαιρία να εξεταστούν πολλές από τις 
δυνάµεις και τα χαρακτηριστικά που κατευθύνουν την 
πρωτεϊνική αναδίπλωση (κατανοµή των υδρόφοβων καταλοίπων 
στο εσωτερικό, υπερνίκηση της εντροπίας διαµόρφωσης, 
δοµικοί περιορισµοί αναδίπλωσης, στροφές µεταξύ ελίκων, 
δίπολα ελίκων) [33]. 

Η συµµετρική δοµή της πρωτεΐνης επιτρέπει την εύκολη 
κατανόηση των συνεπειών της µετάλλαξης µε έναν τρόπο που 
είναι λιγότερο ευθύς σε άλλες περισσότερο δοµικά 
περίπλοκες πρωτεΐνες-µοντέλα. Έτσι αποτελεί στόχο 
µεταλλαξιγένεσης ειδικής θέσης (κατάλοιπα στροφών 
[6,21,36,39,40,52,53,57,59,61,72], κατάλοιπα πρόσδεσης RNA 
[6,60], κατάλοιπα υδρόφοβου πυρήνα [8,50,51,67,71])(Πιν.1) 
και τυχαίας µεταλλαξιγένεσης µέσω κατασκευής βιβλιοθηκών 
µεταλλαγµάτων [7,44,45,46]. Αξιοσηµείωτη είναι η ακραία 
απάντηση της Rop σε ορισµένες µεταλλάξεις µε εξέχον 
παράδειγµα τη µετάλλαξη της Ala-31 της στροφής σε Pro που 
-αν και σηµειακή- επιφέρει εκτεταµένη δοµική αλλαγή προς 
µια τοπολογία διxοτοµούµενου U (bisecting U) που φέρεται 
ουσιαστικά να αποτελεί δοµή λιωµένου σφαιριδίου (molten 
globule) [21,22].  

Είναι επίσης πολύ ενδιαφέρον ότι πολλά από αυτά τα 
µεταλλάγµατα αναδιπλώνονται και ξεδιπλώνονται γρηγορότερα 
από ότι η φυσική Rop (µείωση της µεταβατικής κατάστασης) 
[49,51,52,67,73] (Πιν.1). Αυτή η συµπεριφορά της Rop κατά 
την αναδίπλωση αποτελεί µια εξαίρεση της κλασσικής 
θεωρίας του ενεργειακού τοπίου και εξηγείται µε την 
παραδοχή ενός δίχωνου (double-funneled) ενεργειακού 
τοπίου [42] (Σχ.6).  

Η δοµή της Rop και τα χαρακτηριστικά της (π.χ. η 
γεωµετρική συµπληρωµατικότητα των πλευρικών αλυσίδων κατά 
το πακετάρισµα, συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις) έχουν  
χρησιµοποιηθεί ως πρότυπο σε de novo σχεδιασµούς 



 16

πολυπεπτιδίων [4,28]. Ένα από αυτά, ο “Janus”, ήταν η 
απάντηση στο “Paracelsus Challenge” για τη συσχέτιση της 
πρωτεϊνικής αλληλουχίας µε τη δοµή [12,13]. 

Η Rop επίσης αναφέρεται σε µελέτες στοίχισης 
πρωτεϊνικών δοµών και αλληλουχιών µε σκοπό τη δηµιουργία 
δοµών-µοντέλων για όλες τις πρωτεϊνικές αλληλουχίες [34] 
καθώς και την εύρεση συντηρηµένων µοτίβων αλληλουχιών που 
δίνουν συνήθη µοτίβα αναδίπλωσης [62]. 
 

 

Στόχος 
 

Στόχος της παρούσας εργασίας είναι ο πλήρης 
χαρακτηρισµός της δυναµικής της φυσικής πρωτεΐνης Rop µε 
την ανάλυση των προσοµοιώσεων µοριακής δυναµικής δύο 
εκτεταµένων και ανεξάρτητων τροχιακών και τη µεταξύ τους 
σύγκριση. 
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Προσοµοιώσεις Μοριακής ∆υναµικής  

Molecular Dynamics Simulations 
 
 

Οι Προσοµοιώσεις Μοριακής ∆υναµικής δηµιουργούν 
µοντέλα βιοµακροµορίων (απαγορευτικά µικρών για άµεση 
παρατήρηση) και προσοµοιώνουν τις κινήσεις τους σε ένα 
µοριακό σύστηµα. Υπολογίζουν, δηλαδή, πώς αλλάζουν οι 
θέσεις, οι ταχύτητες και οι προσανατολισµοί των ατόµων 
και ως εκ τούτου τις διακυµάνσεις και τις δοµικές αλλαγές 
των πρωτεϊνών ή των νουκλεϊκών οξέων του συστήµατος.  
 
 

Μοντέλο απεικόνισης και οριοθέτηση του συστήµατος 
 

Τα βιοµόρια της προσοµοίωσης 
συµβολίζονται ως µπάλες (άτοµα) 
ενωµένες µε ελατήρια (δεσµοί)(Σχ.7) 

[XX]. Τα άτοµα είναι µε τη µορφή 
µαλακών σφαιρών (soft spheres)[25], 
επικαλύπτουν δηλαδή το ένα το άλλο 
(µοντέλο Lennard-Jones)[XVIII]. 

Στις πραγµατικές συνθήκες, ένα 
µόριο είναι σπάνια αποµονωµένο. Στα 
βιολογικά συστήµατα οι πρωτεΐνες, 
το RNA και το DNA είναι βυθισµένα 
σε ένα διάλυµα µορίων νερού. Πώς θα 
εγκαθιδρυθούν υπολογιστικά όρια 
παράλληλα µε τη διατήρηση µιας 

ρεαλιστικής προσοµοίωσης σε διάλυµα [XIV];  
Απαραίτητος σε αυτή την περίπτωση είναι ο ορισµός 

ορίων (boundary conditions) στο σύστηµα. Πρώτον, για να 
αποφευχθεί η διάχυση των µορίων του νερού µακριά από την 
πρωτεΐνη κατά τη διάρκεια της προσοµοίωσης, και δεύτερον 
για να καταστεί εφικτή η προσοµοίωση και ο υπολογισµός 
των µακροσκοπικών ιδιοτήτων χρησιµοποιώντας έναν 
περιορισµένο αριθµό µορίων διαλύτη. Ο καθορισµός του 
τρόπου χειρισµού των ορίων του συστήµατος ποικίλλει και 
εξαρτάται από τον τύπο του ερωτήµατος που αντιµετωπίζει η 
προσοµοίωση (περιοδικές δεσµικές συνθήκες, κελύφη διάλυ-
σης κ.α.)[XX]. 
 
 

Υπολογισµός ενέργειας συστήµατος 
 

Εξίσωση κίνησης 
 
 Η περιγραφή της κίνησης των µορίων γίνεται µε τη 
χρήση του δεύτερου νόµου του Νεύτωνα ή εξίσωση της 
κίνησης:  
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  Fi = miai 

 όπου Fi είναι η δύναµη που ασκείται στο άτοµο i, mi  

είναι η µάζα του και ai είναι η επιτάχυνσή του. Από την 
παραπάνω εξίσωση διαδοχικά παίρνουµε: 

  Fi = miai = mi d
2ri/dt

2 = - ∂V/ ∂ri 
όπου V είναι η δυναµική ενέργεια του συστήµατος. Η 

εξίσωση κίνησης του Νεύτωνα συνδέει συνεπώς την παράγωγο 
της δυναµικής ενέργειας µε τη µεταβολή της θέσης του 
ατόµου συναρτήσει του χρόνου [2]. 

Ολοκλήρωση της παραπάνω εξίσωσης δίνει ένα τροχιακό 
που περιγράφει τις θέσεις, τις ταχύτητες και τις 
επιταχύνσεις των µορίων όπως ποικίλλουν στο χρόνο 
(µονοπάτι που ακολουθείται από τα άτοµα). 

 
 

∆υναµικά Πεδία (Force Fields) 
   

Τα δυναµικά πεδία ή εµπειρικές συναρτήσεις δυναµικής 
ενέργειας αποτελούνται από ένα σετ παραµέτρων και έχουν 
την ικανότητα να αναπαράγουν εµπειρικά φυσικές ιδιότητες 
όπως δοµικά, δυναµικά και θερµοδυναµικά δεδοµένα. 
Παρέχουν µια καλή συµβιβαστική λύση µεταξύ της ακρίβειας 
των αποτελεσµάτων και της υπολογιστικής επάρκειας. Τα 
ευρέως χρησιµοποιούµενα δυναµικά πεδία είναι πολλά 
(AMBER, CHARMM, GROMOS, OPLS/AMBER). 

Ένα άτοµο επηρεάζεται από τις συναρτήσεις δυναµικής 
ενέργειας κάθε ατόµου στο σύστηµα: 

-Αλληλεπιδράσεις δεσµικών ατόµων (µήκη και γωνίες 
δεσµών)[2]. 

-Αλληλεπιδράσεις µη-δεσµικών ατόµων (άτοµα στο ίδιο 
ή διαφορετικά µόρια): Ο υπολογισµός τους αποτελεί το πιο 
χρονοβόρο µέρος των προσοµοιώσεων. Ιδανικά, κάθε άτοµο θα 
έπρεπε να αλληλεπιδρά µε κάθε άλλο άτοµο στο µοντέλο 
(ηλεκτροστατικές δυνάµεις και δυνάµεις Van der Waals). 
Αυτό δηµιουργεί έναν αλγόριθµο υπολογισµού δυνάµεων 
τετάρτης τάξης. Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ ατόµων που 
απέχουν µεγάλες αποστάσεις µεταξύ τους µπορούν να 
αγνοηθούν χωρίς µεγάλη απώλεια ακρίβειας µε ορισµένες 
µεθόδους αποκοπής {παράρτ.1}[66]. 

Το µειονέκτηµα των εµπειρικών δυναµικών πεδίων είναι 
οι πολλαπλές προσεγγίσεις που λαµβάνουν χώρα για τη 
µείωση του υπολογιστικού κόστους και οδηγούν σε 
ορισµένους περιορισµούς (αποκλεισµός ηλεκτρονιακής κατά-
στασης, οµαδοποίηση ατοµικών τύπων, κατά-ζεύγη προσθετική 
προσέγγιση){παράρτ.2}. Για να ξεπεραστούν αυτοί οι 
περιορισµοί, νέα µικτά δυναµικά πεδία κβαντοµηχανικής-
µοριακής µηχανικής αναπτύσσονται στα εργαστήρια. 
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Αλγόριθµοι ολοκλήρωσης 
 

Έχουν αναπτυχθεί αρκετοί αλγόριθµοι για την 
ολοκλήρωση των εξισώσεων κίνησης (Verlet, Leap-frog, 
Velocity Verlet, Beeman’s κ.α.).  

Όλοι οι αλγόριθµοι ολοκλήρωσης θεωρούν ότι οι 
θέσεις, οι ταχύτητες και οι επιταχύνσεις των ατόµων σε 
κάθε χρονικό βήµα (step) µπορούν να προσεγγιστούν από µια 
σειρά εξισώσεων Taylor: 

r(t + δt) = r(t) + v(t)δt + 1/2α(t)δt2 +... 

v(t + δt) = v(t) + α(t)δt + 1/2b(t)δt2 +... 

        α(t + δt) =  α(t) + b(t)δt +... 

Όπου r είναι η θέση, v η ταχύτητα (η πρώτη παράγωγος 
του χρόνου), α η επιτάχυνση (η δεύτερη παράγωγος του 
χρόνου), κ.ο.κ. [XX].  
 

 

Αρχικές συντεταγµένες 
 

Χρειάζονται ακόµα οι αρχικές συντεταγµένες του 
µορίου (αρχικές θέσεις και αρχική κατανοµή ταχυτήτων). Οι 
αρχικές θέσεις µπορούν να ληφθούν από πειραµατικές δοµές, 
όπως την κρυσταλλική δοµή ακτίνων-Χ της πρωτεΐνης ή τη 
δοµή που καθορίζεται από τη φασµατοσκοπία NMR. Η αρχική 
κατανοµή των ταχυτήτων συνήθως επιλέγεται τυχαία από µία 
κατανοµή κατά Maxwell-Boltzmann ή Gauss. 
 

Τελικά, µε τις αρχικές συντεταγµένες του µορίου, τη 
χρήση των εµπειρικών δυναµικών πεδίων και την ολοκλήρωση 
της εξίσωσης κίνησης  µπορούν να υπολογιστούν οι θέσεις 
των µορίων στο µοντέλο σε κάθε χρονικό βήµα. 

 
 

Εύρος κινήσεων 
 

Οι Προσοµοιώσεις Μοριακής ∆υναµικής είναι δυνατόν να 
περιγράψουν τοπικές κινήσεις (ατόµων, πλευρικών αλυσίδων, 
βρόχων) και κινήσεις σταθερού σκελετού (έλικας, δοµικών 
µονάδων, υποµονάδων) αφού η διάρκειά τους είναι πολύ 
µικρή {παράρτ.3}[5,XV]. Το χρονικό βήµα καθορίζεται από την 
ταλάντωση υψηλότερης συχνότητας που συµβαίνει στο 
σύστηµα. 
 

 
Πολλές µέθοδοι έχουν αναπτυχθεί για να ξεπεραστούν 

οι περιορισµοί και τα δύσκολα σηµεία (οι µεγάλης 
εµβέλειας ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις, το πολύ µικρό 
χρονικό βήµα, η ανάγκη για ικανή δειγµατολειψία του χώρου 
διαµορφώσεων)[XXIV] ώστε να αυξηθεί η ακρίβεια κατά τους 
υπολογισµούς στις µοριακές προσοµοιώσεις.  
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Περιοδικές Οριακές συνθήκες (Periodic Boundary Conditions) 
 

Ένα σύστηµα µοριακής δυναµικής µε περιοδικές οριακές 
συνθήκες [5,66] αποτελείται από ένα κεντρικό κουτί γεµάτο 
άτοµα που περιβάλλεται από όλες τις πλευρές µε 
πανοµοιότυπα εικονικά κουτιά, αντίγραφα του κεντρικού, µε 
χωροπληρωτικό τρόπο. Έτσι µια προσοµοίωση εκτελείται 
χρησιµοποιώντας ένα σχετικά µικρό αριθµό µορίων µε τέτοιο 
τρόπο ώστε τα µόρια να υφίστανται δυνάµεις σαν να 
βρίσκονται σε όγκο διαλύµατος. 

Το κουτί µπορεί να 
έχει σχήµα κυβικό, εξαγωνι-
κού πρίσµατος, ροµβικού 
δωδεκάεδρου, επιµηκυµένου 
δωδεκάεδρου ή κολοβωµένου 
οκτάεδρου. 

Στην απλούστερη περί-
πτωση το κεντρικό κουτί 
περιβάλλεται από 26 
γειτονικά (Σχ.8). Οι συντε-
ταγµένες των γειτονικών 
µορίων, που βρίσκονται στα 
περιβάλλοντα κουτιά σχετί-
ζονται µε αυτά του πρωταρ-
χικού κουτιού µε απλές 
µεταθέσεις. Οι δυνάµεις που 
ασκούνται στα κύρια µόρια 
υπολογίζονται από τα µόρια 
του ίδιου κουτιού όπως και 
από τα µόρια των γειτονικών 
κουτιών. Το κατώφλι υπολο-
γίζεται έτσι ώστε ένα µόριο στο πρωταρχικό κουτί να µη 
βλέπει την εικόνα του στα διπλανά κουτιά. Όταν ενα ατοµο 
µετακινηθεί εκτός µιας πλευράς του κουτιού, επανεµφανί-
ζεται στην αντιδιαµετρική πλευρά. 
 

 

Η µέθοδος Particle Mesh Ewald (PME) 
 

Η µέθοδος Particle Mesh Ewald (PME) αποτελεί έναν 
αποτελεσµατικό τρόπο για τον υπολογισµό των 
ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων µεγάλου εύρους στο 
περιοδικό σύστηµα [66,VI].  

Το ηλεκτροστατικό δυναµικό στις περιοδικές οριακές 
συνθήκες δίνεται από τον τύπο: 

∑∑
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Όπου N τα µόρια, q το φορτίο, r οι θέσεις και L το 
µήκος του κουτιού. Η απευθείας άθροιση της παραπάνω 
εξίσωσης είναι µη εφαρµόσιµη (Σχ.9Α)[15]. 
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Στην PME τα ηλεκτροστατικά δυναµικά χωρίζονται σε 
δύο τµήµατα [15]: τα δυναµικά µικρού εύρους (άµεσος χώρος) 
που µεταβάλλονται γρήγορα σε µικρές αποστάσεις και τα 
δυναµικά µεγάλου εύρους (χώρος Fourier) τα οποία 
µειώνονται αργά καθώς η απόσταση µεγαλώνει (Σχ.9Β): 
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Σχ.9  Χειρισµός των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων σε περιοδικό σύστηµα. (Α) Ο ευθύς 
υπολογισµός δεν είναι εφαρµόσιµος. (Β) µε την PME ο χώρος υπολογισµού χωρίζεται σε δύο 
τµήµατα: άµεσος χώρος (µπεζ χρώµα) και χώρος Fourier (γαλάζιο χρώµα) [37]. 

 
Ο υπολογισµός των δυναµικών µεγάλου εύρους (Vrec) 

απαιτεί ανάλυση κατά Fourier της πυκνότητας φορτίου [15]. 
Ένα τρισδιάστατο πλέγµα δηµιουργείται στο σύστηµα πάνω 
στο οποίο κατανέµεται το φορτίο (Σχ.10). Η συνέλιξη του 
πλέγµατος µε το ατοµικό φορτίο δίνει το φορτίο στα σηµεία 
του πλέγµατος. Από αυτό το φορτίο καθορίζονται τα 
δυναµικά και οι δυνάµεις στα άτοµα του συστήµατος [37].  
 

 

Σχ.10  (Α) Εναπόθεση του τρισδιάστατου πλέγµατος πάνω στο σύστηµα και (Β) ανάλυση των 
φορτίων των ατόµων στα γειτονικά σηµεία του πλέγµατος. 
 
 

∆υναµικά Langevin (Langevin Dynamics) 
 

Ένα µόριο σε διάλυµα βοµβαρδίζεται συνεχώς από όλες 
τις πλευρές από άλλα µόρια. Αυτά ασκούν δυνάµεις που 
σπρώχνουν το µόριο προς διάφορες κατευθύνσεις καθώς και 
δυνάµεις τριβής που µειώνουν την ταχύτητα της κίνησης του 
µορίου στο διάλυµα. Οι δυνάµεις αυτές αναπαρίστανται µε 
την εξίσωση Langevin που δηµιουργεί κλασσικά δυναµικά 
Brownian που περιγράφουν την κίνηση ενός µορίου κάτω από 
την επιρροή τυχαίων συγκρούσεων µε τον περιβάλλον διαλύτη 
[XVI]. 
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Στην εξίσωση Langevin η δύναµη που ασκείται στο 
µόριο χωρίζεται σε τρία συστατικά: 

mia = Fi {xi(t)} – γivimi + Ri(t) 

  - Την δια-ατοµική δύναµη, Fi {xi(t)}, εξαιτίας της 
αλληλεπίδρασης µεταξύ των ατόµων του συστήµατος, που 
είναι ίδια µε τη δύναµη που χρησιµοποιείται στην εξίσωση 
κίνησης του Νεύτωνα.  

- Τη δύναµη τριβής Ri(t) που περιγράφει την έλξη στο 
µόριο εξαιτίας του διαλύτη. Το µέγεθος της έλξης 
σχετίζεται µε τον συντελεστή τριβής γi . 

- Την τυχαία ή στοχαστική δύναµη εξαιτίας θερµικών 
διακυµάνσεων του διαλύτη. 

Τα δυναµικά Langevin επιφέρουν αύξηση του εύρους των 
δυναµικών κινήσεων των ατόµων, προκαλούν δηλαδή 
περισσότερη κινητικότητα του συστήµατος σε µικρότερο 
χρόνο προσοµοίωσης. 

 

 

Πιστότητα αναπαράστασης 
 
Η Προσοµοίωση Μοριακής ∆υναµικής αποτελεί µια 

ντετερµινιστική αλλά µη προβλέψιµη µέθοδο [25]. Τα 
εξαγόµενα δεδοµένα συνδέονται αιτιακά µε τα εισαγόµενα 
δεδοµένα του συστήµατος. Ο αλγόριθµος που χρησιµοποιείται 
επεξεργάζεται τα εισαγόµενα δεδοµένα και εξάγει 
αποτελέσµατα, που όµως δεν είναι προβλέψιµα. Αυτό 
οφείλεται στον τύπο των δυνάµεων που δρουν στα συστατικά 
του συστήµατος. το σύστηµα περιέχει αντικείµενα που 
αλληλεπιδρούν µη γραµµικά και η σταθερότητα του 
αλγορίθµου είναι ευαίσθητη σε ενδιάµεσους υπολογισµούς. Ο 
υπολογισµός της συµπεριφοράς ενός µοντέλου δεν εγγυάται 
ότι η υπολογισµένη συµπεριφορά είναι αντιπροσωπευτική 
αυτού του µοντέλου. 
 Εφόσον προσοµοιώνονται µοριακά µοντέλα (απλούστερα 
από την πραγµατικότητα) και όχι οι ίδιες οι πρωτείνες, 
υπάρχει µια αβεβαιότητα για το κατά πόσο το µοντέλο 
µιµείται πιστά την πραγµατικότητα (απόπειρα ερµηνείας της 
φύσης και όχι επακριβούς περιγραφής της). Ο ρεαλισµός των 
µοντέλων προσοµοίωσης ελέγχεται µέσω σύγκρισης µε 
πειραµατικά δεδοµένα (π.χ. NMR)[29]. 
  

 

Εφαρµογές 
 

Οι προσοµοιώσεις µοριακής δυναµικής αποτελούν ένα 
χρήσιµο συµπληρωµατικό εργαλείο των πειραµατικών µελετών 
καθώς παρέχουν περιγραφή διαφόρων κινήσεων σε ατοµικό 
επίπεδο που δεν είναι πειραµατικά παρατηρήσιµες. Επιτρέ-
πουν έτσι τη µελέτη περίπλοκων, δυναµικών διαδικασιών που 
συµβαίνουν στα βιολογικά συστήµατα [XV], όπως:  

o Σταθερότητα των πρωτεϊνών 
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o ∆οµικές αλλαγές 
o Αναδίπλωση πρωτεϊνών 
o Θερµοδυναµικές µελέτες (αλλαγές ελεύθερης 

ενέργειας) 
o Μοριακή αναγνώριση: πρωτεΐνες, DNA, µεµβράνες, 

σύµπλοκα 
o Μεταφορά ιόντων στα βιολογικά συστήµατα 

και παρέχουν τα µέσα για τη διεξαγωγή των παρακάτω 
µελετών:   

           •  Σχεδιασµός φαρµάκων 
           •  Προσδιορισµός δοµής: ακτίνες-Χ και NMR. 
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Προσοµοιώσεις 
 
 

Προετοιµασία συστήµατος 
 

Η αρχική δοµή της πρωτεΐνης (θέσεις ατόµων και 
αρχικές ταχύτητες) προέρχεται από την πειραµατικά 
προσδιορισµένη κρυσταλλική δοµή ακτίνων-Χ της Rop από τη 
βάση δεδοµένων Protein Data Bank(PDB) καταχώρηση 1ROP 
[III]. Αποτελείται συνολικά από 894 άτοµα και 56 κατάλοιπα 
σε κάθε µονοµερές. Τα 7 καρβοξυτελικά κατάλοιπα κάθε 
µονοµερούς (57-63) είναι υπερκινητικά και δεν εµφανί-
ζονται στους χάρτες ηλεκτρονιακής πυκνότητας ενώ τρεις 
πλευρικές αλυσίδες ανά µονοµερές είναι ηµιτελείς (Lys3, 
Lys6, Met11)[3]. 

Ακολούθησε αντικατάσταση των ιστιδινών της πρωτείνης 
µε πλήρως προτονιωµένες ιστιδίνες (HIS→HSP) που 
αντιστοιχούν στο χαµηλό pH του συστήµατος. Οι αδρανειακοί 
άξονες του µορίου στοιχίσθηκαν (µέσω του προγράµµατος 
moleman [VIII]) για να µειωθεί ο όγκος του ορθογώνιου 
κουτιού και συνεπώς ο αριθµός των µορίων νερού αργότερα 
κατά την προσοµοίωση. Οι υπολογισµοί της ενέργειας και ο 
προσδιορισµός των τροχιακών πιθανώς θα παρουσίαζαν 
απόκλιση εαν ακόµα και ένα άτοµο της πρωτείνης έλειπε 
[XVI]. Η κρυσταλλική δοµή από την PDB δεν περιέχει άτοµα 
υδρογόνου οπότε αυτά προστέθηκαν εκ των υστέρων µε το 
πρόγραµµα psfgen [VII]. Το ίδιο πρόγραµµα συµπλήρωσε και 
τα υπόλοιπα άτοµα της πρωτείνης που έλειπαν (C, O, N). 

Για την επίτευξη ενός τυπικού βιολογικού 
περιβάλλοντος ακολούθησε ενυδάτωση και προσθήκη ιόντων 
στην πρωτείνη (solvate και autoionize του προγράµµατος 
VMD [XIX]). 

Ο διαλύτης (το νερό) έχει σηµαντική επιρροή στη 
δοµή, την κίνηση και τη θερµοδυναµική της πρωτεΐνης, τόσο 
τοπικά όσο και συνολικά (διηλεκτρική σταθερά, δεσµοί 
υδρογόνου)[5,24]. Η ενυδάτωση πραγµατοποιήθηκε µε προσθήκη 
της πρωτεΐνης σε κουτί µε µόρια νερού (explicit 
treatment), χειρισµό πολύ πιο ακριβή αν και υπολογιστικά 
απαιτητικό σε σχέση µε την απλή χρήση διηλεκτρικής 
σταθεράς (implicit treatment)[41,63,XII]. Το µέγεθος του 
κουτιού (15Å από τα άκρα του µορίου προς κάθε κατεύθυνση) 
επιλέχθηκε ώστε το νερο να εµβυθίζει σηµαντικά την 
πρωτεΐνη όταν είναι πλήρως εκτεταµένη και ώστε να µην 
αλληλεπιδρά µε τις απεικονίσεις της στα διπλανά κουτιά 
(περιοδικές οριακές συνθήκες)[XXI].  

Η πρωτεΐνη φέρει θετικό φορτίο. Για να γίνει το 
σύστηµα ουδέτερο (διαδικασία απαραίτητη για τη χρήση της 
µεθόδου PME [14]) προστέθηκε κατάλληλος αριθµός ιόντων 
χλωρίου και νατρίου µε τυχαία κατανοµή (χειρισµός 
κατάλληλος για µικρά φορτία) και µέση ιοντική συγκέντρωση 
στο διάλυµα 0.05Μ. Τα ιόντα προφυλάσσουν τις περιοχές της 
πρωτεΐνης που φέρουν το φορτίο και κάνουν το σύστηµα πιο 
σταθερό [31]. 
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Προσοµοίωση 
 

Παράµετροι προσοµοίωσης 
 
 Ολοι οι υπολογισµοί 
εκτελέστηκαν σε µια 
συστοιχία υπολογιστών 16 
κόµβων OpenMosix Linux 
[XI] µε τη χρήση του προ-
γράµµατος NAMD (version 
2.5)[II]. Οι προσοµοιώ-
σεις είναι NpT σε συνθή-
κες σταθερής πίεσης (1 
atm) και θερµοκρασίας 
(320 Κ). Για τον ορισµό 
ορίων στο σύστηµα χρησι-
µοποιήθηκαν περιοδικές 
οριακές συνθήκες µε 
ορθογώνια στοιχειώδη 
κυψελίδα (σελ.20). 

Η πίεση και η 
θερµοκρασία ρυθµίζονται 
µε τη µέθοδο Langevin 
piston Nose-Hoover 
[20,II]. Στο περιοδικό σύστηµα χρησιµοποιείται ένας βαρο-
στάτης που µεταβάλλει τον όγκο του κελιού και διατηρεί µε 
αυτόν τον τρόπο την πίεση σταθερή (Σχ.11). Για τον έλεγχο 
των διακυµάνσεων στο βαροστάτη χρησιµοποιούνται τα δυνα-
µικά Langevin [66]. Με τη µέθοδο αυτή η πίεση διατηρείται 
σταθερή στην χαρακτηριστική τιµή της 1 atm (ατµοσφαιρική 
πίεση στο επίπεδο της θάλασσας). Με τα δυναµικά Langevin 
επιπρόσθετες δυνάµεις τριβής και τυχαίες δυνάµεις επάγο-
νται στο σύστηµα και διατηρούν τη θερµοκρασία σταθερή 
στους 320 Κ (σελ.21). 

Για την προβολή των θέσεων και των ταχυτήτων των 
ατόµων στο χρόνο χρησιµοποιείται η µέθοδος ολοκλήρωσης 
Verlet [66]. Τα µήκη των δεσµών συµπεριλαµβανοµένων των 
υδρογόνων και των µητρικών τους ατόµων ορίστηκαν στις 
τιµές ισορροπίας  µε τη χρήση του αλγόριθµου SHAKE [66]. 
Για περαιτέρω µείωση του κόστους υπολογισµού των ολικών 
ηλεκτροστατικών δυνάµεων ακολουθείται ένα σχήµα ολοκλή-
ρωσης πολλαπλών χρονικών βηµάτων [66,II]. Οι δεσµικές 
αλληλεπιδράσεις υπολογίζονται σε κάθε χρονικό βήµα (2fs), 
οι δυνάµεις van der Waals και οι µικρού εύρους (µέχρι 
12Å) ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις κάθε 2 χρονικά 
βήµατα (4fs), ενώ οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 
µεγαλύτερης εµβέλειας (πάνω από 12Å) κάθε 4 χρονικά βήµα-
τα (8fs) µε τη χρήση της µεθόδου PME (Σχ.12)(σελ.20)[14]. 
Το µέγεθος του πλέγµατος επιλέχθηκε αρκετά µεγάλο έτσι 
ώστε οι αποστάσεις του πλέγµατος να αναπαριστούν µε 
ακρίβεια την κατανοµή του φορτίου, αλλά όχι τόσο µεγάλο 
ώστε να καθυστερεί την προσοµοίωση παρέχοντας άχρηστη 
ακρίβεια [II]. Η διηλεκτρική σταθερά του συστήµατος είναι 



 26

1, ώστε να µην τροποποιούνται οι ηλεκτροστατικές 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ των ατόµων [II].  

 

Σχ.12  Διάγραµµα υπολογισµού των ηλεκτροστατικών δυνάµεων των προσοµοιώσεων µέχρι (µωβ 
τµήµα) και πάνω (πράσινο τµήµα) από 12Å µε τη χρήση ολικών ηλεκτροστατικών (σχήµα 
πολλαπλών χρονικών βηµάτων).  

 
Οι µη-δεσµικές αλληλεπιδράσεις van der Waals 

περικόπτονται οµαλά (ώστε να διατηρείται η ενέργεια) σε 
απόσταση αποκοπής 12Å µε τη χρήση της µεθόδου του διακόπτη 
{παράρτ.1}. Ο τύπος του διακόπτη ξεκινά να έχει επίδραση 
στα 10Å (απόσταση διακόπτη) ώσπου να µηδενίσει οµαλά το 
δυναµικό van der Waals στην απόσταση αποκοπής (Σχ.13)[II]. 

 

 Σχ.13  Διάγραµµα των δυνάµεων van der Waals µε και χωρίς τη µέθοδο του διακόπτη. Με τη 
λειτουργία του διακόπτη, το δυναµικό µηδενίζεται οµαλά στην απόσταση αποκοπής. Χωρίς το 
διακόπτη, εµφανίζεται µια ασυνέχεια εκεί που αποκόπτεται το δυναµικό (αναπαράγεται χωρίς 
άδεια από τους Bhandarkar et al [II] ). 

 
Τα ζεύγη των ατόµων για τα οποία πρέπει να 

υπολογιστούν οι µη-δεσµικές τοπικές αλληλεπιδράσεις 
(δυνάµεις van der Waals και οι µικρού εύρους ηλεκτρο-
στατικές αλληλεπιδράσεις) ορίζονται κάθε 8 χρονικά βήµατα 
και απέχουν ακτίνα απόστασης 13.5Å. Η απόσταση αυτή 
εξασφαλίζει τη διατήρηση της ενέργειας αφού κανένα ζεύγος 
ατόµων δεν µετακινείται περισσότερο από 1.5Å (13.5-12) 
στη διάρκεια 8 χρονικών βηµάτων (Σχ.14)[II].  
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Σχ.14  Αναπαράσταση της διαφοράς µεταξύ της 
απόστασης αποκοπής και της απόστασης υπολο-
γισµού των µη-δεσµικών τοπικών αλληλεπι-
δράσεων. Η απόσταση υπολογισµού ορίζει µία 
σφαίρα λίγο µεγαλύτερη από αυτήν της αποκοπής 
έτσι ώστε να επιτρέπεται στα ζεύγη ατόµων να 
µετακινούνται εντός και εκτός της απόστασης 
αποκοπής χωρίς να προκαλούν διατάραξη της 
διατήρησης της ενέργειας. (αναπαράγεται χωρίς 
άδεια από τους Bhandarkar et al [II] ). 
 
 
 

 

Ελαχιστοποίηση ενέργειας (energy minimization) 
 

Αποτελεί εναρµόνιση της αρχικής δοµής (αρχικές 
συντεταγµένες) µε το δυναµικό πεδίο που χρησιµοποιείται 
[XX]. Η ενεργειακή ελαχιστοποίηση περιλαµβάνει αναζήτηση 
του ενεργειακού τοπίου του µορίου για τοπικά ελάχιστα, µε 
συστηµατική αλλαγή της διαµόρφωσης του συστήµατος (θέσεις 
των ατόµων) και υπολογισµό της ενέργειας (µε τη χρήση του 
δυναµικού πεδίου)[66,IX]. Η ελαχιστοποίηση του συστήµατος 
πραγµατοποιήθηκε σε δύο στάδια (για εξοικονόµηση υπολο-
γιστικής προσπάθειας){παράρτ.4}. Στο πρώτο έγινε ελαχιστο-
ποίηση των πλευρικών αλυσίδων της πρωτεΐνης (µε διατήρηση 
του πρωτεϊνικού σκελετού σταθερού στο χώρο) ενώ στο 
δεύτερο συµµετείχαν όλα τα άτοµα της πρωτεΐνης. Με την 
εύρεση δοµών χαµηλότερης ενέργειας, αποµακρύνθηκαν τυχόν 
ισχυρές αλληλεπιδράσεις van der Waals και η δοµή 
σταθεροποιήθηκε. 
  
 

Προθέρµανση (heating) 
 

Αποδόθηκαν αρχικές ταχυτήτες στα άτοµα σε χαµηλή 
θερµοκρασία µε τα CA άτοµα συγκρατηµένα και το σύστηµα 
ξεκίνησε να κινείται (ολοκλήρωση της εξίσωσης κίνησης του 
Νεύτωνα και προσδιορισµός των ατοµικών θέσεων και 
ταχυτήτων διαδοχικά για τα επόµενα στιγµιότυπα). Η 
θερµοκρασία αυξήθηκε σταδιακά (ανά 20Κ) µέχρι να φτάσει 
τους 320Κ {παράρτ.4}. 
 
 

Εξισορρόπηση (equilibration) 
 

Ο ρυθµιστής της πίεσης (Langevin piston) τέθηκε σε 
λειτουργία και η προσοµοίωση έτρεξε µέχρι να σταθερο-
ποιηθούν οι ιδιότητες του συστήµατος (ενέργεια, όγκος, 
πίεση, θερµοκρασία) στο χρόνο. Αρχικά πραγµατοποιήθηκε 
εξισορρόπηση µε τα CA άτοµα της πρωτεΐνης συγκρατηµένα 
και έπειτα το σύστηµα εξισορροπήθηκε στο χρόνο χωρίς 
περιορισµούς {παράρτ.4}. Ο περιορισµός των CA ατόµων 
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επιτρέπει µόνο στα υπόλοιπα άτοµα της πρωτεΐνης, που 
ανταποκρίνονται στις δυνάµεις γρηγορότερα, να συµµε-
τάσχουν στην προθέρµανση και το πρώτο βήµα της 
εξισορρόπησης (εξοικονόµηση υπολογιστικής ισχύος). 
 
 

Παραγωγή (production) 
 

Μετά τη σταθεροποίηση του συστήµατος η προσοµοίωση 
συνέχισε να τρέχει µέχρι να συµπληρωθούν συνολικά 10ns  
(25000 frames){παράρτ.4}. Η διαδικασία επαναλήφθηκε για 
δεύτερη φορά µε τη χρήση των ίδιων παραµέτρων µε 
αποτέλεσµα τελικά την παραγωγή δύο ανεξάρτητων τροχιακών. 
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Ανάλυση 
 

Οι συντεταγµένες και οι ενέργειες των δύο τροχιακών 
παραγωγής αποθηκεύτηκαν και χρησιµοποιήθηκαν για την 
ανάλυση της κάθε προσοµοίωσης (1' και 2') ξεχωριστά, 
καθώς και για τη µεταξύ τους σύγκριση. Οι περισσότερες 
αναλύσεις έγιναν µετά από προσαρµογή ελαχίστων τετραγώνων 
(βέλτιστη υπέρθεση) των συντεταγµένων ως προς µια δοµή 
αναφοράς για την απάλειψη των µεταθετικών και 
περιστροφικών κινήσεων της πρωτεΐνης. ∆ιαφορετικά, οι 
κινήσεις διάχυσης της πρωτεΐνης θα έδιναν ψευδείς 
συσχετίσεις µεταξύ των ατόµων και οι (ενδιαφέρουσες) 
εσωτερικές διακυµάνσεις θα επηρεάζονταν ή θα χάνονταν στο 
θόρυβο [30]. Η ανάλυση των τροχιακών πραγµατοποιήθηκε µε 
τα προγράµµατα VMD [XIX], XPLOR [IV], Rasmol [I], carma [VI] 
και R [V].  
 
 

Ανάλυση των προσοµοιώσεων 1 & 2 
 

Σταθερότητα αρχικής δοµής 
 

Ως µέτρο της πρωτεϊνικής σταθερότητας και ελαστι-
κότητας χρησιµοποιήθηκε κατά την ανάλυση η ρίζα της µέσης 
τετραγωνικής απόκλισης (RMSD), που αποτελεί αριθµητικό 
δείκτη της αλλαγής στη διαµόρφωση του µορίου σε σχέση µε 
κάποια δοµή αναφοράς (π.χ. αρχική ή µέση δοµή).  

Η RMSD µεταξύ της αρχικής (κρυσταλλικής) δοµής και 
των διαµορφώσεων της πρωτεΐνης κατά τη διάρκεια της 
προσοµοίωσης υπολογίστηκε µε την ακόλουθη εξίσωση 
(πρόγραµµα carma [VI]): 
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τη χρονική στιγµή tj. Η απεικόνιση των αποτελεσµάτων έγινε 
µε το πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]. 
 
 
Προσοµοίωση 1 
 
 Η RMSD της συνολικής πρωτεΐνης από την αρχική δοµή 
κατά την προσοµοίωση 1 απεικονίζεται στο Σχ.15Α. Κατά τα 
αρχικά 0.1ns (που αντιστοιχούν στη φάση προθέρµανσης του 
τροχιακού) παρατηρείται πολύ απότοµη αύξηση της 
απόκλισης. Η αύξηση συνεχίζεται µε πιο αργούς ρυθµούς 
µέχρι τα 1.7ns περίπου. Πέρα από αυτό το σηµείο το 
τροχιακό σταθεροποιείται στα 1.86(±0.08)Å. Η πορεία της 
απόκλισης των ατόµων του άλφα-άνθρακα γίνεται σταθερή 
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κοντά στα 0.3ns µε µέσο όρο στα 0.77(±0.12)Å (Σχ.15Β). Τα 
άτοµα CA παρουσιάζουν διαµορφώσεις πλησιέστερα στην 
κρυσταλλική δοµή από ότι η συνολική πρωτεΐνη, ενώ το 
εύρος των διακυµάνσεων της απόκλισής τους παρουσιάζεται 
ελαφρά µεγαλύτερο. Η τελευταία παρατήρηση ίσως οφείλεται 
στο γεγονός ότι επειδή το πλήθος των ατόµων είναι 
µικρότερο, οι ουρές έχουν µεγαλύτερη επίδραση στο RMSD. 
Οι παραπάνω τιµές υποδεικνύουν ότι η κρυσταλλική δοµή 
ακτίνων-Χ της Rop δεν υπόκειται µεγάλη αλλαγή σε υδατικό 
διάλυµα. 
 
  
Προσοµοίωση 2 
 
 Κατά τη διάρκεια της δεύτερης προσοµοίωσης η RMS 
απόκλιση της ολικής πρωτεΐνης από την αρχική δοµή 
παρουσιάζει πολύ γρήγορη αύξηση στα πρώτα 0.1ns, κατά τα 
οποία το σύστηµα εξισορροπείται (Σχ.16Α). Μέχρι τα 0.9ns η 
αύξηση συνεχίζεται και έπειτα επιτυγχάνεται σταθερο-
ποίηση της δοµής στα 1.76(±0.09)Å. Η πορεία της RMSD των 
ατόµων CA παρουσιάζει πλατώ αρκετά νωρίτερα, στα 0.4ns, 
µε µέση τιµή στα 0.7(±0.11)Å (Σχ.16Β). Οι συντεταγµένες 
των CA ατόµων εµφανίζουν κάπως εντονότερες διακυµάνσεις 
από αυτές της συνολικής πρωτεΐνης και µικρότερη απόκλιση 
από τη κρυσταλλική δοµή. Γενικά σε κανένα από τα 
διαγράµµατα δεν παρατηρούνται αλλαγές µεγάλης κλίµακας. 
Τα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν ότι δεν υπήρξαν µεγάλες 
αλλαγές στη διαµόρφωση της αρχικής δοµής κατά το τρέξιµο 
της προσοµοίωσης.  
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(A) 

(B)

 
 
Σχ.15  RMSD των ατοµικών θέσεων (Α) όλων των ατόµων (Β) των CA ατόµων της πρωτεΐνης 
σε σχέση µε την αρχική δοµή κατά τη διάρκεια της προσοµοίωσης 1.  
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(A)

 

(B)

 

 
Σχ.16  RMSD των ατοµικών θέσεων (Α) όλων των ατόµων (Β) των CA ατόµων της πρωτεΐνης 
σε σχέση µε την αρχική δοµή κατά τη διάρκεια της προσοµοίωσης 2.  
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Υπολογισµός µέσης δοµής και σταθερότητα δοµών του 
τροχιακού 
 

Η µέση δοµή της πρωτεΐνης (µέσες τιµές των συντετα-
γµένων όλων των ατόµων της) υπολογίστηκε µε το πρόγραµµα 
xplor [IV]. Η µέση τιµή των συντεταγµένων του ατόµου α 
ορίζεται ως: 
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 Όπου Nt ο αριθµός των χρονικών βηµάτων που διαρκεί η 

κίνηση της πρωτεΐνης και 
)( jtrα

r

 η θέση (συντεταγµένες) του 
ατόµου α τη χρονική στιγµή tj. 

Κατόπιν υπολογίστηκε η RMSD από τη µέση δοµή (xplor 
[IV]) που αποδίδεται από τον τύπο: 
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Όπου Nα ο αριθµός των ατόµων των οποίων οι θέσεις 

συγκρίνονται, 
)( jtrα

r

 η θέση του ατόµου α τη χρονική στιγµή 

tj και σr
r

 η θέση του ατόµου α στη µέση δοµή. 
 
 
Προσοµοίωση 1 
 

Στο Σχ.17 φαίνεται η µέση δοµή της Rop κατά την 
Προσοµοίωση 1, σε σχέση µε την αρχική της δοµή (προηγή-
θηκε βέλτιστη υπέρθεση). Σηµαντικές αποκλίσεις στη θέση 
των καταλοίπων παρουσιάζονται στα Ν’-τελικά άκρα των δύο 
µονοµερών (κατάλοιπα 1-3). Επίσης διαφορές µικρότερης 
κλίµακας παρουσιάζονται σε άλλα κατάλοιπα των ελίκων 
(κατάλοιπα 10, 36, 37, 38, 44, 47) και των φουρκετών 
(κατάλοιπα 28, 32, 33). Τα κατάλοιπα που παρουσιάζουν 
απόκλιση είναι στις περισσότερες περιπτώσεις τα ίδια στα 
δύο µονοµερή. 

Η προκύπτουσα RMSD της πρωτεΐνης σε σχέση µε τη µέση 
δοµή κατά την προσοµοίωση 1 παρουσιάζεται στο Σχ.18Α. 
Εµφανίζει µέση τιµή γύρω στα 0.50(±0.07)Å και δεν παρου-
σιάζει απότοµες µεταπτώσεις υποδεικνύοντας ότι δε συµβαί-
νουν µεγάλες αλλαγές στη διαµόρφωση της πρωτεΐνης κατά τη 
διάρκεια της προσοµοίωσης. Η RMS απόκλιση των CA ατόµων 
από τη µέση δοµή ταλαντώνεται γύρω από τα 0.88(±0.07)Å 
(Σχ.18Β), ενώ οι αντίστοιχες τιµές για το ένα µονοµερές 
(0.84(±0.09)Å) (Σχ.18Γ) και τη µία έλικα (0.38(±0.09)Å) 
(Σχ.18∆), υποδεικνύουν ότι τη µεγαλύτερη απόκλιση από τη 
µέση δοµή παρουσιάζουν τα ακραία κατάλοιπα και η στροφή 
φουρκέτας κάθε µονοµερούς. 
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Σχ.17  Σύγκριση της 
µέσης δοµής της 
πρωτεΐνης Rop από το 
Τροχιακό 1 (κόκκινο 
χρώµα) µε την αρχική 
της δοµή (µπλε 
χρώµα), µετά από 
βέλτιστη χωρική 
υπέρθεση. Οι δοµές 
παρουσιάζονται µε τη 
µορφή “trace” και 
παρατηρούνται από µια 
πλευρική άποψη και 
την κάτοψη. (Οι 
εικόνες δηµιουργήθηκαν 
µε τη βοήθεια του 
προγράµµατος VMD 
[XIX] ). 
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Σχ.18  RMSD των ατοµικών θέσεων σε σχέση µε τη µέση δοµή κατά τη διάρκεια της 
προσοµοίωσης 1, (Α) για ολόκληρη την πρωτείνη, (Β) για τα CA άτοµα ολόκληρης της 
πρωτεΐνης, (Γ) για τα CA άτοµα του ενός µονοµερούς, (∆) για τα CA άτοµα της µιας έλικας.  

 
(A) 

 
(B)

 
 

 



 36

 

 

(Γ) 

 
(∆) 
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Προσοµοίωση 2 
 
 Από τη σύγκριση της µέσης δοµής της πρωτεΐνης µε την 
αρχική της δοµή (Σχ.19), παρατηρούνται διαφορές που 
εντοπίζονται κυρίως στις περιοχές των Ν'-τελικών άκρων 
των µονοµερών (καταλοιπα 1-4). Αποκλίσεις επίσης παρα-
τηρούνται σε ορισµένα κατάλοιπα των ελίκων (7, 26, 35, 
54) και των φουρκετών των δύο µονοµερών (28, 32, 33). 
 Κατά την πορεία της δεύτερης προσοµοίωσης η RMSD της 
ολικής πρωτεΐνης σε σχέση µε τη µέση δοµή κυµαίνεται γύρω 
από τα 0.5(±0.08)Å (Σχ.20Α). Η αντίστοιχη µέση RMSD των CA 
ατόµων είναι 0.87(±0.07)Å (Σχ.20Β). Τα διαγράµµατα της 
RMSD από τη µέση δοµή δείχνουν ότι η πρωτεΐνη λαµβάνει 
µια καλά ορισµένη και σταθερή διαµόρφωση κατά την 
προσοµοίωση. Οι τιµές της RMSD των CA ατόµων για το ένα 
µονοµερές και τη µία έλικα της πρωτεΐνης είναι αντίστοιχα 
0.88(±0.10)Å (Σχ.20Γ) και 0.40(±0.11)Å (Σχ.20∆). Η µικρή 
σχετικά απόκλιση των ατόµων της έλικας υποδηλώνει ότι 
µεγαλύτερη απόκλιση επιδεικνύουν τα κατάλοιπα των 
στροφών, καθώς και τα αρχικά και τελικά άτοµα κάθε 
µονοµερούς. 
 
 
 
Σχ.19  Σύγκριση της 
µέσης δοµής της 
πρωτεΐνης Rop από 
το Τροχιακό 2 
(πράσινο χρώµα) µε 
την αρχική της δοµή 
(µπλε χρώµα), µετά 
από βέλτιστη χωρική 
υπέρθεση. Οι δοµές 
παρουσιάζονται µε τη 
µορφή “trace” και 
παρατηρούνται από 
µια πλευρική άποψη 
και την κάτοψη. (Οι 
εικόνες 
δηµιουργήθηκαν µε 
τη βοήθεια του 
προγράµµατος VMD 
[XIX] ). 
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Σχ.20  RMSD των ατοµικών θέσεων σε σχέση µε τη µέση δοµή κατά τη διάρκεια της 
προσοµοίωσης 2, (Α) για ολόκληρη την πρωτείνη, (Β) για τα CA άτοµα ολόκληρης της 
πρωτεΐνης, (Γ) για τα CA άτοµα του ενός µονοµερούς, (∆) για τα CA άτοµα της µιας έλικας. 
 

(A)

 

(B) 
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(Γ) 

 
(∆) 
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Ατοµικές διακυµάνσεις 
 
 Οι RMS αποκλίσεις δεν αντανακλούν απαραίτητα την 
κινητικότητα των δοµικών στοιχείων. Μία πιο σαφής 
πληροφορία για την κινητικότητα των περιοχών της πρω-
τεΐνης επιτυγχάνεται συγκρίνοντας τις ρίζες της µέσης 
τετραγωνικής διακύµανσης (RMSF) των CA ατόµων κατά µήκος 
της πρωτεϊνικής αλληλουχίας [23] (µε το πρόγραµµα xplor 
[IV]):  
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Όπου Ν ο αριθµός των στιγµιότυπων (frames) του 
τροχιακού, )( jtrα

r
 οι συντεταγµένες του ατόµου α στο 

στιγµιότυπο j και αr
r

 οι µέσες συντεταγµένες του ατόµου α 

στο τροχιακό. Η απόκλιση από τη µέση δοµή κατά τη 
διάρκεια των δύο προσοµοιώσεων δε φαίνεται να κατανέµεται 
οµοιόµορφα κατά µήκος της πρωτεϊνικής αλληλουχίας 
(Σχ.21Α). 

Για τη σύγκριση των τιµών αυτών µε τις πειραµατικές 
τιµές, υπολογίστηκαν οι ατοµικοί θερµικοί παράγοντες (B-
factors) των προσοµοιώσεων από τις RMSF των CA ατόµων από 
τον τύπο: 

( )2
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8
αα

π
RMSFB =  

Ακολούθησε σύγκρισή τους µε τους πειραµατικά 
προσδιορισµένους ατοµικούς θερµικούς παράγοντες από την 
κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ. Έχουν δoθεί, ωστόσο, ορισµένες 
εξηγήσεις για τις διαφορές µεταξύ των πειραµατικών και 
των προσοµοιούµενων θερµικών παραγόντων [30], που οδηγούν 
στο συµπέρασµα ότι αυτά τα δεδοµένα θα πρέπει να 
συγκρίνονται πολύ προσεκτικά. 
  
 
Προσοµοίωση 1 
 

Το Σχ.21Α δείχνει τις µέσες ατοµικές διακυµάνσεις των 
CA ατόµων κατά τη διάρκεια του τροχιακού κατά µήκος της 
πρωτεΐνικής αλληλουχίας και τονίζει τα ευκίνητα 
κατάλοιπα. Οι µεγαλύτερες διακυµάνσεις παρατηρούνται στα 
άκρα του κάθε µονοµερούς της πρωτεΐνης. Τα ακραία 
κατάλοιπα όχι µόνο εµφανίζουν τη µεγαλύτερη κινητικότητα 
στη δοµή αλλά κινούνται και πολύ γρήγορα. Οι δύο στροφές 
φουρκέτας Φ(Α) και Φ(Β) παρουσιάζουν επίσης µεγάλο RMSD. 
Τα τµήµατα που ταλαντώνονται λιγότερο δίνοντας παρόµοιες 
τιµές RMSF είναι οι τέσσερις έλικες του µορίου. Αυτό 
είναι αναµενόµενο, καθώς τα αµινοξέα των ελίκων συµβάλ-
λουν στον υδρόφοβο πυρήνα. Χαρακτηριστικό είναι ότι στις 
περιοχές αυτές συµβαίνουν επαναλαµβανόµενες αυξοµειώσεις 
της ατοµικής διακύµανσης που αντιστοιχούν στην κατανοµή 
των καταλοίπων σύµφωνα µε το µοτίβο επτάδας (σελ.11). Τα 
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κατάλοιπα στις θέσεις a και d (κατάλοιπα υδρόφοβου 
πυρήνα) δείχνουν τη µικρότερη RMSF, ενώ τα εκτεθειµένα 
κατάλοιπα των υπόλοιπων θέσεων έχουν µεγαλύτερες τιµές 
RMSF.  

Κατά τη σύγκριση, οι θερµικοί παράγοντες που υπολο-
γίστηκαν από την προσοµοίωση 1 εµφανίζονται συνεχώς 
χαµηλότεροι από τους πειραµατικούς παράγοντες µε εξαίρεση 
τα ακραία κατάλοιπα κάθε µονοµερούς (Σχ.21Β). Πιο συγκε-
κριµένα, στις περιοχές των φουρκετών οι πειραµατικοί 
παράγοντες-B είναι διπλάσιοι των προσοµοιούµενων, ενώ 
στις έλικες εµφανίζονται κατά µιάµιση φορά µεγαλύτεροι. 
Παρόλα αυτά οι περιοχές µε τις υψηλότερες τιµές από τις 
προσοµοιώσεις αντιστοιχούν αδρά στις περιοχές µε τις 
υψηλότερες πειραµατικές τιµές. 
 
 
Προσοµοίωση 2 
  

Η ρίζα της µέσης τετραγωνικής διακύµανσης των CA 
ατόµων κατά µήκος της πρωτεΐνης απεικονίζεται στο Σχ.22Α. 
Τα αρχικά και τελικά κατάλοιπα των µονοµερών επιδείχνουν 
πολύ µεγάλη RMSF που οφείλεται στον ασταθή και 
υπερκινητικό χαρακτήρα τους [3]. Οι περιοχές των στροφών 
φουρκέτας (κατάλοιπα 25-35, 81-91) εµφανίζουν επίσης 
αρκετά υψηλές διακυµάνσεις ενώ οι έλικες είναι οι 
λιγότερο ελαστικές δοµές ειδικά στις περιοχές που διαµορ-
φώνουν τον υδρόφοβο πυρήνα κάθε µονοµερούς. Η οδοντωτή 
µορφή των διακυµάνσεων στις περιοχές των ελίκων προβάλλει 
την περιοδική κατανοµή των καταλοίπων εντός και εκτός του 
υδρόφοβου πυρήνα σύµφωνα µε το µοτίβο της επτάδας (θέσεις 
a-g)(σελ.11). 

Συγκρίνοντας τους ατοµικούς θερµικούς παράγοντες της 
προσοµοίωσης µε τους πειραµατικούς (Σχ.22Β) διαφαίνεται η 
σχεδόν συνεχής υπεροχή των δεύτερων σε σχέση µε τους 
πρώτους κατά µήκος του µορίου (εξαίρεση αποτελούν τα άκρα 
κάθε µονοµερούς). Στις περιοχές των ελίκων οι παράγοντες 
παρουσιάζονται µιάµιση φορά µεγαλύτεροι στη δοµή των 
ακτίνων-Χ ενώ στις περιοχές των στροφών φουρκέτας η 
διαφορά φτάνει σχεδόν στο διπλό. Πάντως αξιοσηµείωτο 
είναι ότι οι κορυφές της προσοµοίωσης αντιστοιχούν 
χονδρικά στις κορυφές της κρυσταλλογραφικής δοµής. 
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Σχ.21  (Α) RMSF των CA ατόµων της προσοµοίωσης 1 γύρω από τη µέση δοµή κατά µήκος 
της πρωτεϊνικής αλληλουχίας. (Β) Σύγκριση των κρυσταλλογραφικά προσδιορισµένων 
ατοµικών θερµικών παραγόντων µε αυτούς της προσοµοίωσης 1.  

(A)

 
(B)
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Σχ.22  (Α) RMSF των CA ατόµων της προσοµοίωσης 2 γύρω από τη µέση δοµή κατά µήκος 
της πρωτεϊνικής αλληλουχίας. (Β) Σύγκριση των κρυσταλλογραφικά προσδιορισµένων 
ατοµικών θερµικών παραγόντων µε αυτούς της προσοµοίωσης 2. 

(A)

(B)
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Χάρτης µέσης CΑ-CΑ απόστασης και rms από αυτό 
 
 Για τη µελέτη των αποστάσεων µεταξύ των CA ατόµων 
της πρωτεΐνης κατά τη διάρκεια των προσοµοιώσεων 
υπολογίσθηκαν οι χάρτες απόστασης και οι χάρτες RMSD 
(πρόγραµµα carma [VI]). Οι άξονες x και y στους χάρτες 
απεικονίζουν την αλληλουχία της πρωτεΐνης κατά αύξοντα 
αριθµό καταλοίπων (ατόµων CA) από αριστερά προς τα δεξιά 
και από πάνω προς τα κάτω (Σχ.23-24). Η απόχρωση καθενός 
σηµείου Ρ(x,y) στο χάρτη απόστασης αναπαριστά τη µέση 
απόσταση (κατά τη διάρκεια της προσοµοίωσης) µεταξύ των 
ατόµων CA που αντιστοιχούν στις συντεταγµένες του (x και 
y). Οι κοντινές αποστάσεις αναπαρίστανται µε µαύρες 
αποχρώσεις, οι ενδιάµεσες αποστάσεις µε γκρι και οι 
µεγάλες αποστάσεις µε λευκό. Στο χάρτη RMSD  ο 
χρωµατισµός αναπαριστά τις RMS αποκλίσεις από τις 
προαναφερθείσες µέσες αποστάσεις και είναι αντεστραµένος 
(οι σκουρότερες περιοχές αντιστοιχούν σε υψηλότερο RMSD). 
Οι παραπάνω χάρτες υποδεικνύουν τη συµπεριφορά των 
διαφόρων δοµικών στοιχείων της πρωτεΐνης κατά την κίνησή 
τους, καθώς και τη σχετική κίνηση των δοµικών στοιχείων 
των δύο µονοµερών. Από τη στιγµή που κάθε διάγραµµα είναι 
πανοµοιότυπο κατά το ήµισυ µε άξονα συµµετρίας τη 
διαγώνιο, οι δυο χάρτες ενοποιήθηκαν για ευκολότερη 
σύγκριση σε ένα χάρτη συγχώνευσης. 
 
 
Προσοµοίωση 1 
 
 Στο χάρτη απόστασης της προσοµοίωσης 1 (Σχ.23 πάνω 
µισό) πολλαπλές τριτοταγείς επαφές µεταξύ διαφορετικών 
τµηµάτων δευτεροταγούς δοµής είναι εµφανείς (µαύρες 
περιοχές στο διάγραµµα). Εντός των µονοµερών η στροφή 
φουρκέτας Φ(Α) βρίσκεται πλησίον του C’-τελικού άκρου της 
έλικας 1 και το Ν’-τελικό άκρο της έλικας 2 (αντιστοίχως 
η Φ(Β) µε C’-Ε1’ και Ν’-Ε2’). Μεταξύ των µονοµερών, οι 
δύο φουρκέτες φαίνεται να απέχουν πολύ µεταξύ τους, ενώ 
επαφές παρατηρούνται µεταξύ της Φ(Α), του Ν’-τελικού 
άκρου της έλικας Ε1’ και του C’-τελικού άκρου της έλικας 
Ε2’ (αντίστοιχα µεταξύ της Φ(Β), Ν’-Ε1 και C’-Ε2). Όλα τα 
παραπάνω αποτελέσµατα συνάδουν µε τη δοµή της Rop (Σχ.1).  

Η κινητικότητα κάθε τµήµατος της πρωτεΐνης διαφαί-
νεται στο διάγραµµα RMSD (Σχ.23 κάτω µισό). Μεγάλη 
κινητικότητα γενικά παρουσιάζουν τα Ν’-τελικά κατάλοιπα 
των Ε1 και Ε1’ και οι δύο στροφές φουρκέτας του µορίου 
(εµφανίζουν µεγάλη RMS απόκλιση κατά µήκος όλοκληρης της 
δοµής). Κατά τα άλλα εντός των µονοµερών δε φαίνεται να 
επισυµβαίνουν µεγάλες κινήσεις ενώ µεταξύ των δύο 
µονοµερών οι µαυρισµένες περιοχές στο διάγραµµα υποδη-
λώνουν κάπως έντονη κινητικότητα ορισµένων περιοχών σε 
σχέση µε άλλες. Πιο συγκεκριµένα µεγάλο εύρος κινητι-
κότητας επιδεικνύει η κάθε φουρκέτα σε σχέση µε τα άκρα 
των ελίκων του άλλου µονοµερούς (Φ(Α) µε Ν’-Ε1’ και C’-
E2’, Φ(Β) µε Ν’-Ε1 και C’-Ε2). Τα «λευκά» τµήµατα του 
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χάρτη δείχνουν τµήµατα του µορίου που κινούνται σε φάση 
(σαν rigid bodies). Συνεπώς, κάθε έλικα φαίνεται να 
συµπεριφέρεται ως ένα στερεό σώµα. Οι σχετικές κινήσεις 
µεταξύ των διαφόρων ελίκων των δύο µονοµερών σχετίζεται 
µε τη µεταξύ τους διάταξη (οι παράλληλες έλικες κινούνται 
στην ίδια φάση κατά µήκος της αλληλουχίας τους). 
 

 
Σχ.23  Ενοποίηση του χάρτη αποστάσεων Ca-Ca (πάνω µισό) και του χάρτη Ca-Ca RMSD 
(κάτω µισό) της προσοµοίωσης 1. Οι αριθµοί δείχνουν τον αριθµό των καταλοίπων ενώ µε 
ροζ οριοθετούνται οι διαφορετικές δευτεροταγείς δοµές της πρωτεΐνης. Ε: έλικες, Φ: στροφές 
φουρκέτας. 
 

 
 

Προσοµοίωση 2 
 
 Στον χάρτη απόστασης της προσοµοίωσης 2 (Σχ.24 πάνω 
µισό) διακρίνονται οι τύποι των επαφών µεταξύ των 
διαφορετικών δευτεροταγών δοµών της πρωτεΐνης (µαύρες 
περιοχές). Όπως ήταν αναµενόµενο από την ήδη γνωστή δοµή 
της Rop (Σχ.1) το διάγραµµα παρουσιάζει συµµετρία εξαι-
τίας της οµοιότητας των δύο µονοµερών. Εφόσον κάθε 
µονοµερές αποτελείται από δύο έλικες που ενώνονται στο 
ένα άκρο τους µε µία στροφή φουρκέτας, εντός κάθε 
µονοµερούς (πάνω τριγωνικές περιοχές στο διάγραµµα) 
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παρατηρούνται επαφές µεταξύ της στροφής φουρκέτας και των 
αντίστοιχων άκρων των ελίκων (Φ(Α) µε C’-τελικό άκρο της 
Ε1 και Ν’-τελικό άκρο της Ε2, Φ(Β) µε C’-E1’ και Ν’-Ε2’). 
Η αντιπαράλληλη διάταξη των δύο όµοιων µονοµερών ερµη-
νεύει τις δια-µονοµερείς επαφές (τετράγωνο πάνω αριστε-
ρά). Για παράδειγµα, οι όµοιες έλικες (Ε1 µε Ε1’και Ε2 µε 
Ε2’) συγκλίνουν στα αντίθετα άκρα τους (Ν’-τελικό µε C’-
τελικό). 

 

  
 
Σχ.24  Ενοποίηση του χάρτη αποστάσεων Ca-Ca (πάνω µισό) και του χάρτη Ca-Ca RMSD 
(κάτω µισό) της προσοµοίωσης 2. Οι αριθµοί δείχνουν τον αριθµό των καταλοίπων ενώ µε 
ροζ οριοθετούνται οι διαφορετικές δευτεροταγείς δοµές της πρωτεΐνης. Ε: έλικες, Φ: στροφές 
φουρκέτας. 
 
 Όσον αφορά την κινητικότητα του µορίου από τον χάρτη 
RMSD (Σχ.24 κάτω δεξιά) διαπιστώνεται ότι εντός των 
µονοµερών οι ευρύτερες κινήσεις είναι αυτές των φουρκετών 
και των ευκίνητων αρχικών (Ν’-τελικών) καταλοίπων των 
ελίκων Ε1 και Ε1’. Σηµαντική και περισσότερη κινητικότητα 
παρατηρείται στο κάθε µονοµερές σε σχέση µε το άλλο 
(µαύρες περιοχές στο τετράγωνο κάτω δεξιά). Τα άκρα των 
ελίκων του ενός µονοµερούς κινούνται αρκετά σε σχέση µε 
τη στροφή φουρκέτας και τα άκρα των ελίκων του άλλου 
µονοµερούς. Από τη µέλέτη των «λευκών» τµηµάτων του 
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διαγράµµατος γίνεται φανερό ότι οι έλικες συµπεριφέρονται 
ως στερεά σώµατα, ενώ οι σχέσεις µεταξύ των ελίκων των 
διαφορετικών µονοµερών φαίνεται να εξαρτώνται από τη 
σχετική τους διάταξη (παράλληλη ή αντιπαράλληλη). 
 

 

Ανάλυση cross-correlation 
 
 Για περαιτέρω 
αξιολόγηση της κίνησης της 
πρωτεΐνης υπολογίστηκαν οι 
cross-correlations των 
διακυµάνσεων µεταξύ των 
ατόµων CA (πρόγραµµα carma 
[VI]). Η cross-correlation 
(covariance) αποτελεί 
στατιστικό µέτρο της 
σχετικής διασποράς µεταξύ 
δύο οµάδων δεδοµένων, πόσο 
δηλαδή αυτά διαφέρουν από τη 
µέση τιµή σχετικά το ένα µε 
το άλλο (Σχ.25). Όσο πιο 
στενά συγκεντρώνονται τα 
σηµεία σε οµάδες, τόσο πιο 
υψηλή είναι η συσχέτιση 
µεταξύ των δύο µεταβλητών 
και τόσο µεγαλύτερη η 
ικανότητα να προβλεφθεί η 
µία µεταβλητή από την άλλη.  

Σε αυτή την ανάλυση 
υπολογίστηκαν και παρου-
σιάζονται µε τη µορφή 
διαγράµµατος οι cross-
correlations ανάµεσα στις 
διακυµάνσεις των ατόµων CA 
της Rop (Σχ.26). Οι δύο κάθετοι άξονες απεικονίζουν τον 
αριθµό των καταλοίπων της πρωτεΐνης, ενώ η τιµή της 
cross-correlation παρουσιάζεται µε τη µορφή χρωµατικού 
κώδικα (µε αύξουσα τιµή από τα ψυχρά προς τα θερµά 
χρώµατα)(πρόγραµµα gnuplot [ΧΧΙΙ]). Οι υψηλές θετικές 
τιµές cross-correlation των διακυµάνσεων υποδηλώνουν ίδια 
φάση κίνησης των ατόµων, οι µηδενικές τιµές διαφορετικές 
φάσεις κίνησης, ενώ οι αρνητικές τιµές αντίθετες φάσεις 
κίνησης. 

Στη συνέχεια ακολούθησε σύγκριση των διαγραµµάτων 
των cross-correlations από τις προσοµοιώσεις µοριακής 
δυναµικής µε διαγράµµατα cross-correlations που προέκυψαν 
από πειραµατικά δεδοµένα (δοµές NMR). Οι δοµές NMR 
προήλθαν από τη βάση δεδοµένων Protein Data Bank(PDB) 
[ΧΙΙΙ]. Από αυτές τις δοµές δηµιουργήθηκε ένα ψευδο-
τροχιακό (πρόγραµµα VMD [XIX]) από το οποίο µε το 
πρόγραµµα carma [VI] υπολογίστηκε το διάγραµµα των cross-
correlations. Τα NMR-διαγράµµατα, σε αντίθεση µε αυτά των 
προσοµοιώσεων, διαθέτουν και τα  καρβοξυτελικά άκρα των 
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µονοµερών της πρωτεΐνης. Η µορφή ψηφιδωτού οφείλεται 
πιθανώς στον µικρό αριθµό των δοµών NMR (δέκα) που 
χρησιµοποιήθηκαν για τον υπολογισµό. 
 
 
Προσοµοίωση 1 
 
  Από τη µελέτη του διαγράµµατος των cross-
correlation (Σχ.26Α) προκύπτει ότι οι έλικες δίνουν 
περιοχές θετικής συσχέτισης κατά µήκος της διαγωνίου για 
αποστάσεις αλληλουχίας ∆ ≤ 4.5. Σε αντίθεση, τα ζεύγη 
ατόµων στην κορυφή των στροφών φουρκέτας συγκλίνουν για ∆ 

≤ 1.5. Τα στοιχεία εκτός της διαγωνίου αποτελούν ζεύγη 
ατόµων που κινούνται προς την ίδια µεριά και είναι µη 
συνεχόµενα στην αλληλουχία. Γενικώς παρατηρείται συσχέ-
τιση µεταξύ όλων των ελίκων, και των ελίκων εντός του 
κάθε µονοµερούς και αυτών µεταξύ των δύο µονοµερών. Ο 
τρόπος που κατανέµονται οι περιοχές θετικής συσχέτισης 
µεταξύ των ελίκων, και συνεπώς ο τρόπος κίνησής τους, 
συσχετίζεται µε τον τρόπο διάταξης των εκάστοτε ελίκων 
(παράλληλος ή αντιπαράλληλος). Οι δύο φουρκέτες φαίνεται 
να κινούνται στην ίδια φάση µεταξύ τους, όπως και µε την 
πρώτη έλικα του κάθε µονοµερούς (έλικα 1 και έλικα 1’ µε 
τις φουρκέτες Α και Β αντίστοιχα). Από τις µπλε περιοχές 
του διαγράµµατος φαίνεται ποια τµήµατα της πρωτεΐνης 
κινούνται σε αντίθετες φάσεις. Κατά τη σύγκριση µε το 
διάγραµµα από τα πειραµατικά δεδοµένα (Σχ.26Β) παρα-
τηρείται οµοιότητα όσον αφορά τις περιοχές µεγάλης 
συσχέτισης (κίτρινες περιοχές), αν και εµφανίζονται 
ορισµένες αποκλίσεις (πχ. στη συσχέτιση µεταξύ των ελίκων 
1 και 2). 
 
 
Προσοµοίωση 2 
 
 Στο χάρτη των cross-correlations (Σχ.27Α) διακρί-
νεται ότι οι συσχετίσεις µεταξύ των ατόµων στις α-έλικες 
συγκλίνουν για αποστάσεις αλληλουχίας ∆ ≤ 4.5, ενώ τα 
ζεύγη ατόµων στην κορυφή των στροφών φουρκέτας συγκλίνουν 
µόνο για ∆ ≤ 1.5. Όσον αφορά τα διαφορετικά στοιχεία 
δευτεροταγούς δοµής, όλες οι διαφορετικές έλικες φαίνεται 
να συσχετίζονται στην κίνησή τους και µε τρόπο που 
εξαρτάται από τη µεταξύ τους διάταξη (παράλληλη ή 
αντιπαράλληλη). Επίσης, οι φουρκέτες των δύο µονοµερών 
παρουσιάζουν µεγάλη θετική συσχέτιση. Οι µπλε περιοχές 
του διαγράµµατος υποδεικνύουν τις περιοχές της πρωτεΐνης 
που κινούνται αντίθετα µεταξύ τους. Σε σχέση µε το χάρτη 
cross-correlation που προκύπτει από τις δοµές NMR (Σχ.27Β) 
δεν εµφανίζονται ιδιαίτερες διαφορές, υποδεικνύοντας την 
οµοιότητα των κινήσεων που υπαγορεύονται από την 
προσοµοίωση και τη διαδικασία NMR. 
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Σχ.26  Χάρτες cross-correlation για τα ζεύγη ατόµων Ca της Rop. (A) Aπό την Προσοµοίωση 
1. (Β) Από τα πειραµατικά δεδοµένα NMR (Ε: έλικα, Φ: φουρκέτα, C: καρβοξυτελικό άκρο). 
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Σχ.27  Χάρτες cross-correlation για τα ζεύγη ατόµων Ca της Rop. (A) Aπό την Προσοµοίωση 
2. (Β) Από τα πειραµατικά δεδοµένα NMR (Ε: έλικα, Φ: φουρκέτα, C: καρβοξυτελικό άκρο). 
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Principal Component Analysis 
 
 Η Principal Component Analysis αποτελεί µια χρήσιµη 
στατιστική τεχνική για την εύρεση µοτίβων σε δεδοµένα 
µεγάλων διαστάσεων. Στην περίπτωση της ανάλυσης των 
προσοµοιώσεων µοριακής δυναµικής, µε αυτή την τεχνική 
µπορούν να υπολογιστούν οι χαρακτηριστικότερες κινήσεις 
της Rop από το σύνολο του τροχιακού. Αυτό γίνεται µε τον 
υπολογισµό των χαρακτηριστικών συναρτήσεων (eigenvectors) 
και των χαρακτηριστικών τιµών (eigenvalues) του πίνακα 
συσχέτισης µεταξύ των CA ατόµων της πρωτεΐνης (carma 
[VΙ]). 
 
 
Προσοµοίωση 1 
  
 Στο Σχ.28 φαίνονται οι δέκα πρώτες χαρακτηριστικές 
τιµές σε φθίνουσα σειρά µεγέθους, σε σχέση µε τους 
αντίστοιχους δείκτες χαρακτηριστικών συναρτήσεων. Από τη 
στιγµή που οι χαρακτηριστικές τιµές αποτελούν µέσες 
τετραγωνικές αποκλίσεις, γίνεται φανερό από το Σχ.28 ότι ο 
χώρος των διαµορφώσεων της πρωτεΐνης δεν είναι οµογενής, 
από την άποψη της κίνησης κατά µήκος των κατευθύνσεων που 
αντιστοιχούν στις χαρακτηριστικές κινήσεις. 
 
Σχ.28  Οι δέκα πρώτες χαρακτηριστικές τιµές που αντιστοιχούν στις δέκα πρώτες 
χαρακτηριστικές συναρτήσεις του covariance matrix της Προσοµοίωσης 1, σε φθίνουσα 
σειρά (πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 

 
 

Για µια καλύτερη άποψη των χαρακτηριστικών κινήσεων 
της πρωτεΐνης ακολούθησε προβολή του τροχιακού πάνω στις 
ξεχωριστές χαρακτηριστικές συναρτήσεις. Στο Σχ.29 φαίνο-
νται οι προβολές του τροχιακού των ατόµων CA πάνω στις 
δέκα πρώτες χαρακτηριστικές συναρτήσεις, κατά την πάροδο 
του χρόνου. Από αυτό το σχήµα γίνεται φανερό πως όσο 
αυξάνεται ο αριθµός της χαρακτηριστικής συνάρτησης, τόσο 
η κίνηση παρουσιάζεται µε λιγότερες διακυµάνσεις 
(sufficient sampling). 
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Σχ.29  Προβολή του Τροχιακού 1 πάνω στις δέκα πρώτες χαρακτηριστικές συναρτήσεις 
(πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 

 

 
 

Σε µια προσπάθεια να δειχθεί ότι έχει καλυφθεί 
επαρκώς ο χώρος διαµορφώσεων του µορίου κατά τη διάρκεια 
της προσοµοίωσης, ετοιµάστηκαν δύο ειδών διαγράµµατα 
(Σχ.30, Σχ.31).  

Το πρώτο είδος διαγραµµάτων είναι ιστογράµµατα των 
διακυµάνσεων που αντιστοιχούν στις πρώτες έξι χαρα-
κτηριστικές συναρτήσεις (Σχ.30). Από τη µορφή τους 
(κεντραρισµένα στο 0 και συµµετρικά) υποδεικνύεται ότι το 
µόριο καλύπτει επαρκώς το χώρο των δυνατών διαµορφώσεών 
του.  

Το δεύτερο είδος διαγραµµάτων αποτελείται από την 
προβολή των διακυµάνσεων ζευγών χαρακτηριστικών συναρ-
τήσεων. Το Σχ.31 δείχνει το τροχιακό προβεβληµένο σε έξι 
επίπεδα, που το καθένα ορίζεται από δύο χαρακτηριστικές 
συναρτήσεις. Σε όλες τις περιπτώσεις τα τροχιακά εµ-
φανίζουν εξάπλωση που υποδηλώνει ανεξάρτητη κίνηση 
(συστάδες σηµείων µε κέντρο το (0,0)). 
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Σχ.30  Ιστόγραµµα των διακυµάνσεων κατά µήκος των πρώτων έξι χαρακτηριστικών 
συναρτήσεων της Προσοµοίωσης 1 (πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 
 

 
 
Σχ.31 Προβολή του τροχιακού στα επίπεδα που ορίζονται από δύο χαρακτηριστικές 
συναρτήσεις από τον πίνακα covariance στην προσοµοίωση 1. (1) Οριζόντιος άξονας: 
µετατόπιση κατά µήκος της πρώτης χαρακτηριστικής συνάρτησης. Κάθετος άξονας: 
µετατόπιση κατά µήκος της δεύτερης χαρ. συνάρτησης. (2) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση 
κατά µήκος της δεύτερης χαρ. συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της 
τρίτης χαρ. συνάρτησης. (3) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της πρώτης χαρ. 
συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της τρίτης χαρ. συνάρτησης. (4) 
Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της πρώτης χαρ. συνάρτησης. Κάθετος άξονας: 
µετατόπιση κατά µήκος της δέκατης χαρ. συνάρτησης. (5) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση 
κατά µήκος της πέµπτης χαρ. συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της 
δέκατης χαρ. συνάρτησης. (6) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της έννατης χαρ. 
συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της δέκατης χαρ. συνάρτησης 
(πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 
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 Θα πρέπει να σηµειωθεί, ότι τα παραπάνω αποτελέσµατα 
αποτελούν αναγκαίες αλλά όχι επαρκείς ενδείξεις για 
sufficient sampling. 
 Ακολούθησε χαρακτηρισµός της κίνησης που αντιστοιχεί 
στις 3 σηµαντικότερες χαρακτηριστικές συναρτήσεις. Το 
Σχ.32 δείχνει µια υπέρθεση δέκα σειριακών προβολών της 
κίνησης των CA ατόµων πάνω στην πρώτη (Α), τη δεύτερη (Β) 
και την τρίτη (Γ) χαρακτηριστική συνάρτηση. Μεταξύ τους 
οι προβολές απέχουν 0.8 ns. Από τα διαγράµµατα γίνεται 
φανερή η έντονη κινητικότητα των άκρων της πρωτεΐνης. 
 

 
Σχ.32  Υπέρθεση δέκα διαµορφώσεων που προκύπτουν από την προβολή της κίνησης των CA 
στην πρώτη (Α), δεύτερη (Β) και τρίτη (Γ) χαρακτηριστική συνάρτηση στην προσοµοίωση 1 
(πρόγραµµα VMD [XIX]). 
 
 Στη συνέχεια υπολογίστηκε η συνεισφορά των διαφόρων 
χαρακτηριστικών συναρτήσεων στην κινητικότητα των 
καταλοίπων. Στα διαγράµµατα των διακυµάνσεων των έξι 
πρώτων χαρακτηριστικών συναρτήσεων κατά µήκος των 
καταλοίπων της πρωτεΐνης (Σχ.33) παρουσιάζονται διαφορές 
αλλά γενικά υπάρχει οµοιοµορφία ως προς τις κορυφές που 
εµφανίζονται στις περιοχές των καταλοίπων (0-3), (25-32), 
(52-59), (82-88) και (107-110). Οι περιοχές αυτές είναι 
παρόµοιες µε τις περιοχές υψηλών τιµών στο διάγραµµα της 
ρίζας της µέσης τετραγωνικής διακύµανσης των ατόµων CA 
κατά µήκος της πρωτεΐνης (Σχ.21Α) και του διαγραµµατος των 
ατοµικών θερµικών παραγόντων (Σχ.21Β) και αντιστοιχούν 
στις φουρκέτες και τα άκρα της πρωτεΐνης. 
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Σχ.33 Οι διακυµάνσεις που προκύπτουν από την κίνηση κατά µήκος των πρώτων έξι 
χαρακτηριστικών συναρτήσεων στην προσοµοίωση 1. Κάθετος άξονας: διακυµάνσεις· 
οριζόντιος άξονας: αριθµός καταλοίπου (πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 
 

 

Προσοµοίωση 2 
 
 Παροµοίως για την προσοµοίωση 2 οι δέκα πρώτες 
χαρακτηριστικές τιµές σε φθίνουσα σειρά µεγέθους, σε 
σχέση µε τους αντίστοιχους δείκτες χαρακτηριστικών 
συναρτήσεων δείχνονται στο Σχ.34. 
 
Σχ.34 Οι δέκα πρώτες χαρακτηριστικές τιµές που αντιστοιχούν στις δέκα πρώτες 
χαρακτηριστικές συναρτήσεις του covariance matrix της Προσοµοίωσης 2, σε φθίνουσα 
σειρά (πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 

 
 
 Οι προβολές του τροχιακού κατά µήκος των δέκα πρώτων 
χαρακτηριστικών συναρτήσεων φαίνονται στο Σχ.35. 
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Σχ.35  Προβολή του Τροχιακού 2 πάνω στις δέκα πρώτες χαρακτηριστικές συναρτήσεις 
(πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 

 
 

 
 Από τη µορφή των Σχ.36 και Σχ.37 υποδεικνύεται ότι ο 
χώρος διαµορφώσεων της πρωτεΐνης έχει εκπροσωπηθεί 
επαρκώς κατά την προσοµοίωση 2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 57

 
 
 
Σχ.36  Ιστόγραµµα των διακυµάνσεων κατά µήκος των πρώτων έξι χαρακτηριστικών 
συναρτήσεων της Προσοµοίωσης 2 (πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 

 
 
Σχ.37 Προβολή του τροχιακού στα επίπεδα που ορίζονται από δύο χαρακτηριστικές 
συναρτήσεις από τον πίνακα covariance στην προσοµοίωση 2. (1) Οριζόντιος άξονας: 
µετατόπιση κατά µήκος της πρώτης χαρακτηριστικής συνάρτησης. Κάθετος άξονας: 
µετατόπιση κατά µήκος της δεύτερης χαρ. συνάρτησης. (2) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση 
κατά µήκος της δεύτερης χαρ. συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της 
τρίτης χαρ. συνάρτησης. (3) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της πρώτης χαρ. 
συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της τρίτης χαρ. συνάρτησης. (4) 
Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της πρώτης χαρ. συνάρτησης. Κάθετος άξονας: 
µετατόπιση κατά µήκος της δέκατης χαρ. συνάρτησης. (5) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση 
κατά µήκος της πέµπτης χαρ. συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της 
δέκατης χαρ. συνάρτησης. (6) Οριζόντιος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της έννατης χαρ. 
συνάρτησης. Κάθετος άξονας: µετατόπιση κατά µήκος της δέκατης χαρ. συνάρτησης 
(πρόγραµµα xmgr [ΧΧΙΙΙ]). 
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Η κίνηση που αντιστοιχεί στις 3 σηµαντικότερες 
χαρακτηριστικές συναρτήσεις απεικονίζεται στο Σχ.38. 
∆ιακρίνεται σαφώς η µεγάλη κινητικότητα των άκρων της 
πρωτεΐνης. 
 

 

Σχ.38  Υπέρθεση δέκα διαµορφώσεων που προκύπτουν από την προβολή της κίνησης των CA 
στην πρώτη (Α), δεύτερη (Β) και τρίτη (Γ) χαρακτηριστική συνάρτηση στην προσοµοίωση 2 
(πρόγραµµα VMD [XVI]). 
 
 Από τον υπολογισµό της συνεισφοράς των έξι πρώτων 
χαρακτηριστικών συναρτήσεων στην κινητικότητα των κατα-
λοίπων παίρνουµε τα διαγράµµα του Σχ.39. Οι τιµές της 
διακύµανσης παρουσιάζουν αυξηµένες τιµές στις περιοχές 
των καταλοίπων (0-4), (26-30), (53-60), (81-87) και (107-
112), που έρχονται σε συµφωνία µε τις αντίστοιχες κορυφές 
των διαγραµµάτων της ρίζας της µέσης τετραγωνικής 
διακύµανσης των ατόµων CA (Σχ.22Α) και του διαγραµµατος 
των ατοµικών θερµικών παραγόντων (Σχ.22Β). 
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Σχ.39 Οι διακυµάνσεις που προκύπτουν από την κίνηση κατά µήκος των πρώτων έξι 
χαρακτηριστικών συναρτήσεων στην προσοµοίωση 2. Κάθετος άξονας: διακυµάνσεις· 
οριζόντιος άξονας: αριθµός καταλοίπου (πρόγραµµα xmgr [XXIII]). 
 

 

Ανάλυση κινητικότητας πλευρικών οµάδων 
 

Λόγω στερεοχηµικών παρεµποδίσεων τα άτοµα σε µία 
πλευρική οµάδα εµφανίζουν περιορισµένη ικανότητα 
περιστροφής γύρω από τους δεσµούς που τα ενώνουν 
(κατέχουν ορισµένες τιµές δίεδρων χ γωνιών). Έτσι, η κάθε 
πλευρική οµάδα χαρακτηρίζεται από ακολουθία χ δίεδρων 
γωνιών (χ1, χ2, χ3,...) ανάλογα µε τον αριθµό των 
ελεύθερων περιστροφικά δεσµών της (Σχ.40Α)[66], που περι-
γράφει τις προτιµώµενες διαµορφώσεις (στροφοµερή-
rotamers) του καταλοίπου στο χώρο (Σχ.40Β). 

Οι στροφοµερικές προτιµήσεις των πλευρικών οµάδων 
επηρεάζονται ισχυρά από το περιβάλλον τους (θέση τους 
στην πρωτεΐνη). Τα αµινοξέα που βρίσκονται στην επιφάνεια 
της πρωτεΐνης είναι σχετικά ελεύθερα να µεταβούν από µία 
στροφοµερική κατάσταση σε µια άλλη ενώ τα κατάλοιπα στο 
εσωτερικό της πρωτεΐνης αναµένονται να είναι κάπως πιο 
περιορισµένα [XVI]. 

Μελετήθηκαν και παρουσιάζονται τα στροφοµερή των 
καταλοίπων του υδρόφοβου πυρήνα της Rop (xplor [IV]). 
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Σχ.40  Δίεδρες χ γωνίες και στροφοµερή πλευρικών οµάδων. (Α) Παράδειγµα ορισµού δίεδρων χ 
γωνιών καταλοίπου. Οι τρεις δίεδρες γωνίες της αργινίνης (χ1-χ3) αντιστοιχούν στους τρεις 
ελεύθερους περιστροφικά δεσµούς της πλευρικής οµάδας (βέλη στο σχήµα). (Β) Μία τυχαία 
δειγµατοληψία των διαµορφώσεων µιας πλευρικής αλυσίδας όταν υπερτίθενται πέφτουν σε 
συγκεκριµένο αριθµό τάξεων που ονοµάζονται στροφοµερή και αντιστοιχούν σε ενεργειακά 
ελάχιστα.  

 
 
Προσοµοίωση 1 
 
 Τα στροφοµερή των καταλοίπων µε µία ή τρεις δίεδρες 
γωνίες φαίνονται στον Πιν.2 (xmgr [XIII]). Οι διαµορφώσεις 
των καταλοίπων µε δύο δίεδρες γωνίες δείχνονται σε 
διαγράµµατα χ1-χ2 (Σχ.41)(xmgr [XIII]). Οι τιµές έχουν 
υπολογιστεί και για τα δύο όµοια µονοµερή της πρωτεΐνης, 
A και Β. Στις παρενθέσεις είναι οι συντεταγµένες των 
κεντροϊδών (φανταστικά σηµεία µε συντεταγµένες τον µέσο 
όρο των συντεταγµένων όλων των σηµείων κάθε οµάδας) της 
κάθε οµάδας σηµείων και δίπλα το ποσοστό των διαµορφώσεων 
που ανήκουν σε κάθε οµάδα σηµείων (R [V]). Τα περισσότερα 
κατάλοιπα βρίσκονται σε µία µόνο στροφοµερική κατάσταση 
καθόλη τη διάρκεια της προσοµοίωσης, γεγονός που 
δικαιολογείται από την περιορισµένη ικανότητα κίνησής 
τους στο εσωτερικό της πρωτεΐνης. Επίσης, στις περισ-
σότερες περιπτώσεις δεν παρατηρούνται σηµαντικές διαφορές 
ανάµεσα στα δύο στροφοµερή, ούτε ακόµα και ως προς τη 
θέση των κεντροϊδών. 
 Στη συνέχεια συγκρίθηκαν τα στροφοµερή όλων των 
λευκινών και των ισολευκινών του εσωτερικού της Rop µε τα 
στροφοµερή όλων των αντίστοιχων καταλοίπων του εξωτερικού 
της πρωτεΐνης (Σχ.42). Αυτό έγινε για να ελεγθεί το κατά 
πόσο τα επιφανειακά αµινοξέα λαµβάνουν περισσότερες 
στροφοµερικές διαµορφώσεις από τα εσωτερικά αµινοξέα. 
Κάτι τέτοιο, όµως, δεν παρατηρείται. Στην περίπτωση 
µάλιστα των ισολευκινών συµβαίνει το αντίθετο (Σχ.42Α). Το 
γεγονός αυτό, ίσως οφείλεται στη µικρή διάρκεια της 
προσοµοίωσης, κατά την οποία πιθανώς τα κατάλοιπα δεν 
πρόλαβαν να µεταβούν σε όλες τις στροφοµερικές κατα-
στάσεις. Ακόµα µία πιθανή εξήγηση, είναι ότι τα κατάλοιπα 
λαµβάνουν ορισµένες µόνο διαµορφώσεις εξαιτίας του 
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σχηµατισµού του δεµατίου των 4 α-ελίκων, άσχετα από τη 
θέση τους σε αυτό. Οι συντεταγµένες που σηµαδεύονται µε Χ 
αποτελούν τις συνήθεις τιµές στροφοµερών που παίρνει 
γενικά το κάθε αµινοξύ, προερχόµενες από τη βιβλιογραφία 
[43]. Καθώς παρατηρείται συµφωνία, γενικά, των τιµών που 
προέρχονται από την προσοµοίωση µε τα παραπάνω 
βιβλιογραφικά δεδοµένα, τα αποτελέσµατα της προσοµοίωσης 
κρίνονται αξιόπιστα. Αδρή συµφωνία επίσης συναντάται και 
κατά τη σύγκριση µε καταγραφή στροφοµερών πλευρικών 
αλυσίδων σε δεµάτια τεσσάρων α-ελίκων [19]. Εξαίρεση 
συµφωνίας κατά τη σύγκριση µε βιβλιογραφικές τιµές 
αποτελεί η συστάδα διαµορφώσεων της λευκίνης µε 
συντεταγµένες κέντρου ~(195,295)(Σχ.42Β). Αυτό µπορεί να 
οφείλεται σε λάθος κατά την προσοµοίωση ή σε ανεπαρκή 
επεξεργασία των γωνιών των στροφοµερών (πρόσθεση/αφαίρεση 
90º/180º µοιρών) ώστε να είναι συγκρίσιµες µε τις 
βιβλιογραφικές τιµές. 
 
 
Πιν.2   Στατιστικά στοιχεία των στροφοµερών των καταλοίπων του υδρόφοβου πυρήνα, που 
έχουν µία ή τρεις δίεδρες γωνίες, κατά την προσοµοίωση 1. 

 
Κατάλοιπο 

 
Μονοµερές 

Μέση 
Chi 1 

Τυπική 
απόκλιση  
Chi 1 

Μέση 
Chi 2 

Τυπική 
απόκλιση 
Chi 2 

Μεση 
Chi 3 

Τυπική 
απόκλιση 
Chi 3 

Thr 19 Α 50 6 - - - - 
 Β 49 7 - - - - 

Gln 34 Α 295 7 71 19 46 47 
 Β 296 7 70 9 67 82 

Cys 38 Α 198 8 - - - - 
 Β 198 8 - - - - 

Cys 52 Α 292 13 - - - - 

 Β 293 9 - - - - 
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Σχ.41 ∆ιαγράµµατα χ1-χ2 των καταλοίπων του υδρόφοβου πυρήνα της Rop όπου 
διακρίνονται τα στροφοµερή κάθε καταλοίπου κατά την προσοµοίωση 1 (Α: µονοµερές Α, 
Β: µονοµερές Β). 
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Σχ.42  Σύγκριση των διαγραµµάτων χ1-χ2 των ισολευκινών και των λευκινών που βρίσκονται 
στον υδρόφοβο πυρήνα της Rop µε αυτά των αντίστοιχων καταλοίπων που εντοπίζονται στο 
εξωτερικό της πρωτεΐνης (προσοµοίωση 1). Στις παρενθέσεις φαίνεται ο αριθµός των καταλοίπων 
σε κάθε περίπτωση. Με Χ σηµαδεύονται οι συντεταγµένες που αποτελούν τις συνήθεις τιµές 
στροφοµερών που παίρνει το κάθε αµινοξύ στη βιβλιογραφία [43]. 
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Προσοµοίωση 2 
 
 Με αντίστοιχο τρόπο παρουσιάζονται και τα στροφοµερή 
των πλευρικών οµάδων των καταλοίπων του υδρόφοβου πυρήνα 
κατά την προσοµοίωση 2 (Πιν.3, Σχ.43). Οι στροφοµερικές 
διαµορφώσεις που λαµβάνονται από τα κατάλοιπα είναι 
περιορισµένες (στις περισσότερες περιπτώσεις µονάχα µία) 
και οι αποκλίσεις ανάµεσα στα δύο µονοµερή µικρές. 
 Τα συγκριτικά διαγράµµατα χ1-χ2 µεταξύ των 
εσωτερικών και εξωτερικών ισολευκινών και λευκινών (Σχ.44) 
δεν εµφανίζουν κάποια αξιοσηµείωτη διαφορά, εκτός από την 
περίπτωση των ισολευκινών, όπου οι πλευρικές οµάδες των 
εσωτερικών καταλοίπων αποκτούν περισσότερες διαµορφώσεις 
από αυτές των εξωτερικών (Σχ.44Α). Από τις θέσεις των 
σηµείων Χ συµπεραίνεται ότι οι παρατηρούµενες στροφοµε-
ρικές διαµορφώσεις δεν αποκλίνουν από τις καταγεγγραµένες 
τιµές της βιβλιογραφίας [19,43]. 
 

Πιν.3  Στατιστικά στοιχεία των στροφοµερών των καταλοίπων του υδρόφοβου πυρήνα, που έχουν 
µία ή τρεις δίεδρες γωνίες, κατά την προσοµοίωση 2. 

 
Κατάλοιπο 

 
Μονοµερές 

Μέση 
Chi 1 

Τυπική 
απόκλιση  
Chi 1 

Μέση 
Chi 2 

Τυπική 
απόκλιση 
Chi 2 

Μεση 
Chi 3 

Τυπική 
απόκλιση 
Chi 3 

Thr 19 Α 49 6 - - - - 
 Β 49 6 - - - - 

Gln 34 Α 295 6 69 11 41 28 
 Β 295 7 69 8 41 32 

Cys 38 Α 197 8 - - - - 
 Β 199 10 - - - - 

Cys 52 Α 292 12 - - - - 

 Β 293 8 - - - - 
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Σχ.43  ∆ιαγράµµατα χ1-χ2 των καταλοίπων του υδρόφοβου πυρήνα της Rop όπου 
διακρίνονται τα στροφοµερή κάθε καταλοίπου κατά την προσοµοίωση 2 (Α: µονοµερές Α, 
Β: µονοµερές Β). 
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Σχ.44  Σύγκριση των διαγραµµάτων χ1-χ2 των ισολευκινών και των λευκινών που βρίσκονται 
στον υδρόφοβο πυρήνα της Rop µε αυτά των αντίστοιχων καταλοίπων που εντοπίζονται στο 
εξωτερικό της πρωτεΐνης (προσοµοίωση 2). Στις παρενθέσεις φαίνεται ο αριθµός των καταλοίπων 
σε κάθε περίπτωση. Με Χ σηµαδεύονται οι συντεταγµένες που αποτελούν τις συνήθεις τιµές 
στροφοµερών που παίρνει το κάθε αµινοξύ στη βιβλιογραφία [43]. 
 

 

Σύγκριση των δύο προσοµοιώσεων 
 

 Εφόσον οι δύο προσοµοιώσεις έχουν διεξαχθεί κάτω από 
τις ίδιες συνθήκες, θα ήταν ενδιαφέρον να µελετηθούν οι 
διαφορές των αποτελεσµάτων της ανάλυσής τους.  

 

 

Σύγκριση σταθερότητας αρχικής δοµής & δοµών τροχιακού 
 

 Αρχικά συγκρίθηκαν οι τιµές της RMSD της Rop από την 
αρχική της δοµή κατά µήκος των δύο τροχιακών (Σχ.45). Όπως 
ήταν αναµενόµενο δεν παρατηρούνται ιδιαίτερες αποκλίσεις 
ανάµεσα στις δύο προσοµοιώσεις. 

 Ανάλογες επίσης είναι οι διακυµάνσεις της RMSD της 
Rop από τη µέση της δοµή κατά τη διάρκεια των δύο 
προσοµοιώσεων (Σχ.46Α-∆). 
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Σχ.45  Σύγκριση της εξέλιξης της RMSD της Rop από την αρχική της δοµή µεταξύ των 2 
τροχιακών: (Α) για ολόκληρη την πρωτείνη, (Β) για τα CA άτοµα. 

(Α) 

 
 

(Β) 
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Σχ.46  Σύγκριση της εξέλιξης της RMSD της Rop από τη µέση της δοµή µεταξύ των 2 
τροχιακών: (Α) για ολόκληρη την πρωτείνη, (Β) για τα άτοµα CA ολόκληρης της πρωτεΐνης, (Γ) για τα 
άτοµα CA του ενός µονοµερούς, (∆) για τα άτοµα CA της µιας έλικας. 

(Α) 

 
 

(Β) 
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(Γ) 

 
 

(Δ) 
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Σύγκριση των δοµικών αλλαγών από την αρχική δοµή 
 
 Από τη σύγκριση της διαφοράς της αρχικής από τη µέση 
δοµή των δύο προσοµοιώσεων µε ειδικό πρόγραµµα (Σχ.47) 
συµπεραίνουµε ότι η κατανοµή των αποκλίσεων από την 
αρχική δοµή παρουσιάζεται ίδια στα κατάλοιπα και των δύο 
περιπτώσεων (σελ.32,37), ενώ στην προσοµοίωση 2 οι δοµικές 
αλλαγές είναι γενικά λίγο µεγαλύτερες.   
 

Σχ.47  Σύγκριση των δοµικών αλλαγών της µέσης από την αρχική δοµή (µπλε χρώµα) για τα 
τροχιακά 1 (κόκκινο χρώµα) και 2 (πράσινο χρώµα) (πρόγραµµα VMD [XIX]). 

 
 
 

Σύγκριση της κατανοµής των στροφοµερών 
 
 Στη συνέχεια έγινε σύγκριση των στροφοµερικών 
διαµορφώσεων των καταλοίπων της πρωτεΐνης των δύο 
τροχιακών (Σχ.48). Όπως φαίνεται από τα διαγράµµατα η 
πρωτεΐνη και στις δύο περιπτώσεις αποκτά παρόµοιες 
διαµορφώσεις και δεν υπάρχουν σηµαντικές αποκλίσεις όσων 
αφορά τη θέση των κεντροϊδών των συστάδων. Κάπως πιο 
σηµαντική διαφορά παρατηρείται στα ποσοστά των διαφορε-
τικών διαµορφώσεων που ανήκουν στα κεντροϊδή των 
καταλοίπων της Ile15. Αυτό υποδεικνύει ότι η πρωτεΐνη 
«περνά» διαφορετικό χρονικό διάστηµα στις διαµορφώσεις 
των διαφορετικών συστάδων, γεγονός που οφείλεται στον 
τυχαίο χαρακτήρα των προσοµοιώσεων. 
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Σχ.48  Παράπλευρη σύγκριση των διαγραµµάτων χ1-χ2 των καταλοίπων του υδρόφοβου 
πυρήνα της Rop για τις προσοµοιώσεις 1 και 2 (Α: µονοµερές Α, Β: µονοµερές Β, 1: 
προσοµοίωση 1, 2: προσοµοίωση 2). 
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Σύγκριση της cross-correlation 
 

 Η σύγκριση των χαρτών cross-correlation των ατόµων 
CA των δύο τροχιακών δεν παρουσιάζει αξιοσηµείωτες 
διαφοροποιήσεις, όπως φαίνεται από τη σχεδόν κατοπτρική 
µορφή του χάρτη συνένωσης των δύο αρχικών χαρτών (Σχ.49). 
Εποµένως τα άτοµα άνθρακα κινούνται µε τον ίδιο τρόπο 
σχετικά το ένα µε το άλλο και στις δύο προσοµοιώσεις. 

 

Σχ.49  Αντιπαραβολή των χαρτών cross-correlation των ατόµων CA για τις προσοµοιώσεις 1 
(κάτω δεξιά της διαγωνίου) και 2 (πάνω αριστερά της διαγωνίου). 

 
 

 

 

Σύγκριση του χάρτη απόστασης CA-CA RMSD 
 
 Σύγκριση των χαρτών απόστασης CA-CA RMSD µεταξύ των 
δύο τροχιακών αποκαλύπτει προφανή οµοιότητα στον τρόπο 
που κινούνται οι έλικες και τα λοιπά δοµικά στοιχεία της 
πρωτεΐνης κατά τη διάρκεια των δύο προσοµοιώσεων (Σχ.50). 
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Σχ.50   Ενοποίηση των χαρτών Ca-Ca RMSD της προσοµοίωσης 1 (πάνω αριστερά της 
κίτρινης διαγωνίου) και της προσοµοίωσης 2 (κάτω δεξιά της κίτρινης διαγωνίου). Οι 
αριθµοί δείχνουν τον αριθµό των καταλοίπων ενώ µε ροζ οριοθετούνται οι διαφορετικές 
δευτεροταγείς δοµές της πρωτεΐνης. Ε: έλικες, Φ: στροφές φουρκέτας. 
 

 

Σύγκριση των ατοµικών διακυµάνσεων 
 
 Για τη σύγκριση των ατοµικών διακυµάνσεων των δύο 
τροχιακών παραβάλλονται σε διάγραµµα οι ατοµικοί θερµικοί 
παράγοντες που υπολογίστηκαν για τις δύο προσοµοιώσεις 
(Σχ.51) (σελ.40). Η οµοιότητα είναι εξαιρετική, ειδικά στις 
περιοχές των ελίκων. Στις περιοχές των φουρκετών και των 
άκρων της πρωτεΐνης παρουσιάζονται µικρές αποκλίσεις, 
αλλά οι κορυφές και τα ελάχιστα των τιµών παρατηρούνται 
στα ίδια κατάλοιπα. 
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Σχ.51  Σύγκριση των ατοµικών θερµικών παραγόντων που υπολογίστηκαν από την 
προσοµοίωση 1 (µελιτζανί χρώµα) & 2 (γαλάζιο χρώµα) σε σχέση µε τους 
κρυσταλλογραφικά προσδιορισµένους παράγοντες (µαύρο χρώµα).  

 
 

 

Σύγκριση της µέσης δοµής 
 
 Για τη σύγκριση των µέσων δοµών των δύο τροχιακών 
χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα VMD [XIX] (Σχ.52). Οι δύο 
µέσες δοµές είναι σχεδόν πανοµοιότυπες µε µέση απόκλιση 
(RMSD) µεταξύ των CA ατόµων τους 0.17Å. Οι µεγαλύτερες 
αποκλίσεις παρατηρούνται, όσον αφορά το µονοµερές Α, σε 
ένα κατάλοιπο της φουρκέτας (29), πέντε κατάλοιπα των 
άκρων (1-4, 56) και τέσσερα κατάλοιπα της έλικας (10, 24, 
25, 28). Για το µονοµερές Β της πρωτεΐνης τα αντίστοιχα 
κατάλοιπα είναι τέσσερα στην ουρά (1-4), τρία στην έλικα 
(7, 10, 11) και έξι στην περιοχή της φουρκέτας (27-31, 
33).  
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Σχ.52   Σύγκριση των µέσων δοµών των δύο τροχιακών µετά από βέλτιστη χωρική υπέρθεση 
(κόκκινο: µέση δοµή προσοµοίωσης 1, πράσινο: µέση δοµή προσοµοίωσης 2).  

 
 

 

 

Συζήτηση 
 
 
 ∆ύο ανεξάρτητα τροχιακά δείχνουν πάρα πολύ καλή 
µεταξύ τους συµφωνία τόσο όσον αφορά τη δοµή, όσο και τη 
δυναµική της Rop. Οι ενδείξεις από αυτά τα τροχιακά 
υποδεικνύουν ότι έχει επιτευχθεί sufficient sampling το 
οποίο επιτρέπει τη λεπτοµερή ανάλυση των δυναµικών 
ιδιοτήτων της Rop. Η διαθεσιµότητα αυτών των τροχιακών 
είναι ένα σηµαντικό και αναγκαίο βήµα για τη συγκριτική 
ανάλυση µε τροχιακά από µεταλλάγµατα και παραλλαγές της 
Rop. Τέτοιες συγκρίσεις (σε επίπεδο µοριακής δυναµικής) 
ίσως βοηθήσουν στην κατανόηση του µηχανισµού αναδίπλωσης 
αυτής της πρωτεΐνης και στη µελέτη της σχέσης 
αλληλουχίας-δοµής. 
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Παράρτηµα 
 
{1} Μεθοδοι αποκοπής: 

 
Η µέθοδος του ∆ιακόπτη (SWITCH): Το δυναµικό αλλη-

λεπίδρασης µειώνεται κατά µήκος ενός προκαθορισµένου 
εύρους αποστάσεων. Η δυναµική ενέργεια παίρνει την 
κανονική της τιµή µέχρι το πρώτο κατώφλι και µετά 
«διακόπτεται» σταδιακά µέχρι µηδενισµού µεταξύ του πρώτου 
και του δεύτερου κατωφλιού (Σχ.13).  

 
Μοντέλο ζευγαρώµατος (pairwise model): Για να επι-

ταχυνθούν οι υπολογισµοί, αγνοούνται οι αλληλεπιδράσεις 
µεταξύ των ατόµων που απέχουν κατά µία προκαθορισµένη 
απόσταση, τη λεγόµενη απόσταση-κατώφλι. Έχουν αναπτυχθεί 
διάφοροι τρόποι τερµατισµού της αλληλεπίδρασης µεταξύ δύο 
ατόµων·  

 
Κολόβωση (trancation): Οι αλληλεπιδράσεις απλά 

µηδενίζονται για διατοµικές αποστάσεις πάνω από την 
απόσταση-κατώφλι. Αυτή η µέθοδος δε χρησιµοποιείται 
ευρέως. 

Η µέθοδος της Αλλαγής (SHIFT): Τροποποιείται ολόκλη-
ρη η δυναµική ενέργεια καθόλη την έκταση της έτσι ώστε η 
αλληλεπίδραση δυναµικού στην απόσταση-κατώφλι να είναι 
µηδενική. 

  

 

{2} Περιορισµοί λόγω χρήσης εµπειρικών δυναµικών πεδίων: 

• ∆εν επιτρέπονται δραστικές αλλαγές στην ηλεκτρονιακή 
δοµή (π.χ. δε µπορούν να αναπαρασταθούν γεγονότα όπως η 
δηµιουργία ή το σπάσιµο δεσµών).  

• Γίνεται χρήση καθορισµένων ατοµικών τύπων κατά τον 
προσδιορισµό των παραµέτρων του δυναµικού πεδίου. Οι 
ατοµικοί τύποι χρησιµοποιούνται για τον καθορισµό ενός 
ατόµου σε µια συγκεκριµένη δεσµική κατάσταση, για 
παράδειγµα ένα αλειφατικό άτοµο άνθρακα σε έναν sp3 
δεσµό έχει διαφορετικές ιδιότητες από ένα άτοµο άνθρακα 
που βρίσκεται σε δακτύλιο ιστιδίνης. Αντί να 
αναπαρίσταται κάθε άτοµο στο µόριο ως µοναδικό µε 
µοναδική σειρά παραµέτρων να το περιγράφουν, υφίσταται 
ορισµένη οµαδοποίηση για να µειωθεί ο αριθµός των 
ατοµικών τύπων. Αυτό µπορεί να οδηγήσει σε λάθη. Οι 
ιδιότητες ορισµένων ατόµων (π.χ.αλειφατικοί άνθρακες ή 
άτοµα υδρογόνου) είναι λιγότερο ευαίσθητες σε σχέση µε 
το περιβάλλον τους και µια απλή σειρά παραµέτρων µπορεί 
να δουλέψει αρκετά καλά, ενώ άλλα άτοµα (όπως το οξυγόνο 
και το άζωτο) επηρεάζονται κατά πολύ περισσότερο από τα 
γειτονικά τους άτοµα. Αυτά τα άτοµα απαιτούν 
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περισσότερους τύπους και παραµέτρους για τα διαφορετικά 
δεσµικά περιβάλλοντα. 

• Η κατά-ζεύγη προσθετική προσέγγιση. Η ενέργεια 
αλληλεπίδρασης µεταξύ ενός ατόµου και του υπόλοιπου 
συστήµατος υπολογίζεται ως άθροισµα των κατά-ζευγών 
(άτοµο µε άτοµο) αλληλεπιδράσεων, σαν να είναι 
αποµονωµένο το εκάστοτε ζεύγος ατόµων από τα άλλα άτοµα 
του συστήµατος. Η ταυτόχρονη αλληλεπίδραση µεταξύ τριών 
ή περισσοτέρων ατόµων δεν υπολογίζεται, και ως εκ τούτου 
ορισµένα φαινόµενα πόλωσης δεν περιλαµβάνονται σαφώς στο 
δυναµικό πεδίο. Αυτό µπορεί να οδηγήσει σε λεπτές 
διαφορές µεταξύ υπολογισθέντων και πειραµατικών 
αποτελεσµάτων (π.χ.διαφορά στην τιµή της pK). 

• Η συνάρτηση δυναµικής ενέργειας δεν περιλαµβάνει 
εντροπικά φαινόµενα. Έτσι, µία ελάχιστη τιµή Ε που  

• υπολογίζεται ως άθροισµα των δυναµικών συναρτήσεων δεν 
αντιστοιχεί απαραίτητα στην ισορροπία, την πιο πιθανή 
κατάσταση του συστήµατος· αυτό αντιστοιχεί στην ελάχιστη 
τιµή της ελεύθερης ενέργειας. Εξαιτίας του γεγονότος ότι 
τα πειράµατα διεξάγονται γενικώς υπό ισόθερµες-ισοβαρείς 
συνθήκες (σταθερή πίεση, θερµοκρασία και µέγεθος του 
συστήµατος) η θέση ισορροπίας αντιστοιχεί στο ελάχιστο 
της ελεύθερης ενέργειας του Gibbs, G. Ενώ, δηλαδή, οι 
ενεργειακοί υπολογισµοί αγνοούν τα εντροπιακά φαινόµενα, 
αυτά περιλαµβάνονται στις µοριακές δυναµικές 
προσοµοιώσεις.  

 
 
{3} Κινήσεις βιολογικών µορίων [5] 

 
Τα βιολογικά µόρια επιδεικνύουν µια σειρά κινήσεων 

που συµβαίνουν σε διαφορετική χρονική κλίµακα. 
 
Ι. Τοπικές Κινήσεις (0.01 µε 5 Å, 10-15 µε 10-1s) 
 
   (α) Ατοµικές διακυµάνσεις  

1. Μικρές εκτοπίσεις απαιτούµενες για πρόσδεση 
υποστρώµατος (πολλά ένζυµα) 

2. Ελαστικότητα απαιτούµενη για κινήσεις «σταθερού 
σκελετού» (λυσοζύµη, ηπατική αλκοολική 
αφυδρογονάση, l-arabinose binding protein) 

3. Ενεργειακή «πηγή» για υπέρβαση ορίων και λοιπών 
ενεργοποιουµενων διαδικασιών) 

4. Εντροπική «πηγή» για δέσµευση προσδέτη και δοµικές 
αλλαγές 

 
   (β) Κινήσεις πλευρικών αλυσίδων 

1. Άνοιγµα µονοπατιών για την είσοδο και την έξοδο 
του προσδέτη 

2. Κλείσιµο της ενεργούς περιοχής (καρβοξυπεπτιδάση) 
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   (γ) Κινήσεις φουρκετών 

1. Μετάβαση ενεργοποίησης-απενεργοποίησης µέσω 
κάλυψης της ενεργούς περιοχής (τριόζη της 
φωσφορικής ισοµεράσης, πενικιλοπεψίνη) 

2. Αναδιάταξη µέρος της κίνησης σταθερού σκελετού 
(ηπατική αλκοολική αφυδρογονάση) 

3. Μετάβαση ενεργοποίησης-απενεργοποίησης µέρος της 
ενζυµικής ενεργοποίησης (τρυψινογόνο-τρυψίνη) 

4. Μετάβαση ενεργοποίησης-απενεργοποίησης µέρος του 
ιϊκού σχηµατισµού (tobacco mosaic virus, tomato 
bush stunt virus) 

 
   (δ) Κινήσεις βραχίονα 

1. Εξειδίκευση της πρόσδεσης (αλληλεπίδραση λ-
καταστολέα-χειριστή) 

 
ΙΙ. Κινήσεις Σταθερού Σκελετού (1 µε 10 Å, 10-9 µε 1s) 
 
   (α) Κινήσεις έλικας 

1. Επαγωγή µεγαλύτερης κλίµακας δοµικών αλλαγών 
(ινσουλίνη) 

2. Μεταβάσεις µεταξύ καταστάσεων (µυογλοβίνη) 
 

   (β) Κινήσεις δοµικών µονάδων 

1. Άνοιγµα και κλείσιµο της επικράτειας της ενεργούς 
περιοχής(εξωκινάση, ηπατική αλκοολική δεϋδρογονάση, 
l-arabinose binding protein) 

2. Άυξηση της περιοχής πρόσδεσης των αντιγόνων 
(αντισώµατα) 

 
    (γ) Κινήσεις υποµονάδων 

1. Αλλοστερικές µεταπτώσεις που ελέγχουν την πρόσδεση 
και την ενεργότητα (αιµοσφαιρίνη, ασπαρτική 
τρανσκαρβαµοϋλάση) 

 
 
ΙΙΙ. Μεγάλης Κλίµακας Κινήσεις (>5 Å, 10-7 µε 104s) 
 
   (α) Μεταθέσεις ελικοειδούς σπειράµατος 

1. Ενεργοποίηση ορµονών (γλουκαγόνο) 
2. Αναδίπλωση πρωτεϊνών 
 

    (β) Συνδέσεις/Αποσυνδέσεις και ∆οµικές Αλλαγές κατά 

Ζεύγη 

1. Σχηµατισµός ιών (tobacco mosaic virus, tomato bush 
stunt virus) 

2. Ενεργοποίηση κυτταρικών πρωτεϊνών διάχυσης 
(αιµαγλουτινίνη) 

 
   (γ) Άνοιγµα και ∆ιακυµάνσεις Συστροφής 
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1. Πρόσδεση και ενεργοποίηση (πρωτεΐνες πρόσδεσης 
ασβεστίου) 

 
   (δ) Αναδίπλωση και Ξετύλιγµα 

1. Σύνθεση και αποδόµηση πρωτεϊνών 

 
 

{4} Τα αρχεία εκτέλεσης (scripts) των προσοµοιώσεων 
(πρόγραµµα NAMD [ΙΙ]). 

 
• ελαχιστοποίηση (minimization) και προθέρµανση 

(heating):  
 

# 
# Input files 
# 
structure               ionized.psf 
coordinates             ionized.pdb 
parameters              par_all27_prot_na.inp 
paraTypeCharmm          on 
 
# 
# Output files & writing frequency for DCD 
# and restart files 
# 
outputname              output/heat_out 
binaryoutput            off 
restartname             output/restart 
restartfreq             1000 
binaryrestart           yes 
dcdFile                 output/heat_out.dcd 
dcdFreq                 200 
 
# 
# Frequencies for logs and the xst file 
# 
outputEnergies          20 
outputTiming            200 
xstFreq                 200 
 
# 
# Timestep & friends 
# 
timestep                2.0 
stepsPerCycle           8 
nonBondedFreq           2 
fullElectFrequency      4 
 
# 
# Simulation space partitioning 
# 
switching               on 
switchDist              10 
cutoff                  12 
pairlistdist            13.5 
 
# 
# Basic dynamics 
# 
temperature             0 
COMmotion               no 
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dielectric              1.0 
exclude                 scaled1-4 
1-4scaling              1.0 
rigidbonds              all 
 
# 
# Particle Mesh Ewald parameters.  
# 
Pme                     on 
PmeGridsizeX            80                       
PmeGridsizeY            64                       
PmeGridsizeZ            60                       
 
 
# 
# Periodic boundary things 
# 
wrapWater               on 
wrapNearest             on 
 
cellBasisVector1        78.60   00.00   00.00    
cellBasisVector2        00.00   60.10   00.00    
cellBasisVector3        00.00   00.00   56.83    
cellOrigin               0.00    0.00    2.44    
 
# 
# Fixed atoms for initial heating-up steps 
# 
fixedAtoms              on 
fixedAtomsForces        on 
fixedAtomsFile          fix_backbone.pdb 
fixedAtomsCol           B 
 
# 
# Restrained atoms for initial heating-up steps 
# 
constraints             on 
consRef                 restrain_ca.pdb 
consKFile               restrain_ca.pdb 
consKCol                B 
 
# 
# Langevin dynamics parameters 
# 
langevin                on 
langevinDamping         10 
langevinTemp            320                      
langevinHydrogen        on 
 
langevinPiston          on 
langevinPistonTarget    1.01325 
langevinPistonPeriod    200 
langevinPistonDecay     100 
langevinPistonTemp      320                      
 
useGroupPressure        yes 
 
# 
# run one step to get into scripting mode 
# 
minimize                0 
 
# 
# turn off pressure control until later 
# 
langevinPiston          off 
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# 
# minimize nonbackbone atoms 
# 
minimize                2000                      
output                  output/min_fix 
 
# 
# min all atoms 
# 
fixedAtoms              off 
minimize                2000                      
output                  output/min_all 
 
# 
# heat with CAs restrained 
# 
set temp 20; 
while { $temp < 321 } {                          
langevinTemp            $temp 
run                     2000                      
output                  output/heat_ca 
set temp [expr $temp + 20]                       
} 
 
# 
# equilibrate volume with CAs restrained 
# 
langevinPiston          on 
run                     10000                      
output                  output/equil_ca 
 
# 
# equilibrate volume without restraints 
# 
constraintScaling       0 
run                     100000                     
 

 
• εξισορρόπηση (equilibration): 

 
# 
# Input files 
# 
structure               ionized.psf 
coordinates             heat_out.coor 
velocities              heat_out.vel 
extendedSystem          heat_out.xsc 
parameters              par_all27_prot_na.inp 
paraTypeCharmm          on 
 
# 
# Output files & writing frequency for DCD 
# and restart files 
# 
outputname              output/equi_out 
binaryoutput            off 
restartname             output/restart 
restartfreq             1000 
binaryrestart           yes 
dcdFile                 output/equi_out.dcd 
dcdFreq                 200 
 
# 
# Frequencies for logs and the xst file 
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# 
outputEnergies          20 
outputTiming            200 
xstFreq                 200 
 
# 
# Timestep & friends 
# 
timestep                2.0 
stepsPerCycle           8 
nonBondedFreq           2 
fullElectFrequency      4 
 
# 
# Simulation space partitioning 
# 
switching               on 
switchDist              10 
cutoff                  12 
pairlistdist            13.5 
 
# 
# Basic dynamics 
# 
COMmotion               no 
dielectric              1.0 
exclude                 scaled1-4 
1-4scaling              1.0 
rigidbonds              all 
 
# 
# Particle Mesh Ewald parameters.  
# 
Pme                     on 
PmeGridsizeX            80                       
PmeGridsizeY            64                       
PmeGridsizeZ            60                       
 
 
# 
# Periodic boundary things 
# 
wrapWater               on 
wrapNearest             on 
wrapAll                 on 
 
 
# 
# Langevin dynamics parameters 
# 
langevin                on 
langevinDamping         1 
langevinTemp            320                      
langevinHydrogen        on 
 
langevinPiston          on 
langevinPistonTarget    1.01325 
langevinPistonPeriod    200 
langevinPistonDecay     500 
langevinPistonTemp      320                      
 
useGroupPressure        yes 
 
firsttimestep           146000                      
run                     5000000                     
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Βεβαίωση 

 
 

Βεβαιώνω ότι πραγµατοποίησα τη συγκεκριµένη εργασία 
αυτόνοµα και δε χρησιµοποίησα άλλες πήγες και βοηθήµατα 
από όσα έχουν προαναφερθεί. 
 
 
 
 
 
 Ηµεροµηνία     Υπογραφή 
 

 
 


