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Abstract

Drug delivery systems provide the ability to specifically target where a drug is released in
the body and the rate at which it gets released. This ability benefits patients in multiple ways.
A targeted drug delivery system can allow doctors to transport medicine to an exact location in
the body, a cancerous tumor, for example, while minimizing or even eliminating systemic side
effects and damage to tissues surrounding the treatment site. Targeted delivery can also help
ensure the medicine reaches the area where it is needed without any degradation that might
occur if it has to pass through bodily systems like the digestive tract or circulatory system.

Peptides with tailored functionalities are to be used as drug delivery carriers. In this thesis
I focus on the study of the interaction of cell penetrating peptides (CPPs) with the cell mem-
brane, modeled as a lipid bilayer, in an effort to understand the mechanisms of this interaction.

It is a fact that the clinical use of efficient therapeutic agents is often limited by the poor
permeability of the biological membranes. Since many therapeutics must be found in the cell
interior to be activated, crossing the membrane is essential. A very effective class of transporters
harnessed for this purpose are the cell penetrating peptides. These are short amphipathic pep-
tides that have been intensively studied during the last two decades. Using Pep-1, a CPP that
adopts different secondary structures depending on its environment, I built three different sys-
tems that were studied in order to observe how these peptides act, if they form aggregates and
whether they penetrate the cell membrane. The study was carried out using atomistic modelling
that provides us detailed information about our system of interest.

To summarize, the goal of this thesis is to use Molecular Dynamics to study the specific drug
delivery system. I demonstrate that atomistic models can be successfully used to get insights of
the aggregation mechanisms and the way this biological system functions. The work that is done
in this thesis is preliminary. A natural future extension of this work will be to use more complex
systems that contain small drug molecules, like peptides and m-RNA. Then, by studying these
upgraded systems we will acquire new knowledge about membrane permeability, a crucial factor
that is a key in the design of efficient delivery of therapeutic agents.





3

Περίληψη

Τα συστήματα διανομής φαρμάκων παρέχουν τη δυνατότητα να στοχεύουν ειδικά όπου απελευ-

θερώνεται ένα φάρμακο στο σώμα και ο ρυθμός με τον οποίο απελευθερώνεται. Αυτή η δυνατότητα

ωφελεί τους ασθενείς με πολλούς τρόπους. ΄Ενα στοχευμένο σύστημα χορήγησης φαρμάκων μπο-

ρεί να επιτρέψει στους γιατρούς να μεταφέρουν φάρμακο σε ακριβή θέση στο σώμα, έναν καρκινικό

όγκο, για παράδειγμα, ελαχιστοποιώντας ή και εξαλείφοντας συστηματικές παρενέργειες και βλάβες

σε ιστούς που περιβάλλουν τον τόπο θεραπείας. Η στοχοθετημένη παράδοση μπορεί επίσης να βοη-

θήσει να διασφαλιστεί ότι το φάρμακο φθάνει στην περιοχή όπου χρειάζεται χωρίς καμία υποβάθμιση

που μπορεί να συμβεί εάν πρέπει να περάσει από σωματικά συστήματα όπως το πεπτικό σύστημα ή

το κυκλοφορικό σύστημα.

Τα πεπτίδια με προσαρμοσμένες λειτουργικότητες πρόκειται να χρησιμοποιηθούν ως φορείς με-

ταφοράς φαρμάκων. Σε αυτή τη διπλωματική εργασία εστιάζομαι στη μελέτη της αλληλεπίδρασης

των πεπτιδίων διείσδυσης κυττάρων (CPPs) με την κυτταρική μεμβράνη, διαμορφωμένη ως λιπιδική

διπλοστοιβάδα, σε μια προσπάθεια κατανόησης των μηχανισμών αυτής της αλληλεπίδρασης.

Είναι γεγονός ότι η κλινική χρήση αποτελεσματικών θεραπευτικών παραγόντων περιορίζεται

συχνά από την κακή διαπερατότητα των βιολογικών μεμβρανών. Επειδή πρέπει να βρεθούν πολλά

θεραπευτικά μέσα στο εσωτερικό του κυττάρου, η διέλευση της μεμβράνης είναι απαραίτητη. Μια

πολύ αποτελεσματική κατηγορία μεταφορέων που χρησιμοποιούνται για το σκοπό αυτό είναι τα

πεπτίδια διείσδυσης κυττάρων. Αυτά είναι σύντομα αμφιπαθητικά πεπτίδια που έχουν μελετηθεί

εντατικά κατά τη διάρκεια των τελευταίων δύο δεκαετιών. Χρησιμοποιώντας το Pep-1, ένα CPP
που υιοθετεί διαφορετικές δευτερογενείς δομές ανάλογα με το περιβάλλον του, δημιουργήσαμε τρία

διαφορετικά συστήματα που μελετήθηκαν για να εξετάσουμε πώς αυτά τα πεπτίδια δρουν, αν σχη-

ματίζουν συσσωματώματα και αν διεισδύουν στη μεμβράνη των κυττάρων. Η μελέτη διεξήχθη με

χρήση ατομικής μοντελοποίησης που μας παρέχει λεπτομερείς πληροφορίες για το σύστημα που μας

ενδιαφέρει.

Συνοψίζοντας, ο στόχος αυτής της εργασίας είναι η χρήση της Μοριακής Δυναμικής για τη

μελέτη του συγκεκριμένου συστήματος χορήγησης φαρμάκων. Δείχνουμε ότι τα ατομικά μοντέλα

μπορούν να χρησιμοποιηθούν με επιτυχία για να καταλάβουμε τους μηχανισμούς συσσωμάτωσης

και τον τρόπο λειτουργίας του βιολογικού αυτού συστήματος. Η δουλεία που πραγματοποιείται σε

αυτή τη διατριβή είναι προκαταρκτική. Μια φυσική μελλοντική επέκταση αυτής της εργασίας θα

είναι η χρήση πιο πολύπλοκων συστημάτων που περιέχουν μικρά μόρια φαρμάκων, όπως πεπτίδια

και m-RNA. Στη συνέχεια, μελετώντας αυτά τα αναβαθμισμένα συστήματα, θα αποκτήσουμε νέες

γνώσεις σχετικά με τη διαπερατότητα των μεμβρανών, έναν κρίσιμο παράγοντα που είναι ένα κλειδί

στο σχεδιασμό αποτελεσματικής παροχής θεραπευτικών παραγόντων.
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If, in some cataclysm, all of scientific knowledge were to be destroyed,
and only one sentence passed on to the next generations of creatures,

what statement would contain the most information in the fewest words?
I believe it is the atomic hypothesis (or the atomic fact, or whatever you wish to call it) that all

things are made of atoms — little particles that move around in perpetual motion, attracting
each other when they are a little distance apart, but repelling upon being squeezed into one

another.
In that one sentence, you will see, there is an enormous amount of information

about the world, if just a little imagination and thinking are applied.

-Richard Feynman, Lectures in Physics
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Κεφάλαιο 1

Εισαγωγή

Σε αυτή τη διπλωματική εργασία, εφαρμόζω μοριακά μοντέλα που περιλαμβάνουν όλα τα άτομα

για να διασαφηνιστούν οι μηχανισμοί αυτο-συναρμολόγησης και των αλληλεπιδράσεων πεπτιδίου-

μεμβράνης. Ο στόχος αυτού του κεφαλαίου είναι η κατανόηση των στοιχείων των συστημάτων

(πεπτίδια, μεμβράνες λιπιδίων) και τα βασικά χαρακτηριστικά τους. Θα αναπτύξω γιατί είναι σημα-

ντικό να μελετήσουμε και να κατανοήσουμε τις αλληλεπιδράσεις πεπτιδίου-πεπτιδίου και πεπτιδίου-

μεμβράνης, πώς οι προσομοιώσεις υπολογιστών και η μοριακή μοντελοποίηση μπορούν να βοη-

θήσουν στην απόκτηση αυτής της γνώσης και να αναθεωρήσουν την κατάσταση της τέχνης στον

τομέα αυτό.

1.1 Αμονοξέα και πεπτίδια

Τα αμινοξέα είναι οργανικές ενώσεις που περιέχουν λειτουργικές ομάδες αμίνης (ΝΗ2) και καρβοξυ-

λίου(COOH), μαζί με μία πλευρική αλυσίδα (ομάδα R) ειδική για κάθε αμινοξύ. Τα βασικά στοιχεία

ενός αμινοξέος είναι ο άνθρακας, το υδρογόνο, το οξυγόνο και το άζωτο, αν και άλλα στοιχεία

βρίσκονται στις πλευρικές αλυσίδες ορισμένων αμινοξέων. Περίπου 500 αμινοξέα είναι γνωστά (αν

και μόνο 20 εμφανίζονται στον γενετικό κώδικα που σχηματίζει πρωτεΐνες) και μπορούν να ταξι-

νομηθούν με πολλούς τρόπους. [1] Η αλληλουχία αμινοξέων καθορίζει την τελική τρισδιάστατη

διαμόρφωση της κάθε πρωτεΐνης. Μπορούν να ταξινομηθούν ανάλογα με την ικανότητά τους να

αλληλεπιδρούν με το νερό. Χρησιμοποιώντας αυτό το κριτήριο, μπορούν να διακριθούν τέσσερις

κατηγορίες: μη πολικά, πολικά, όξινα και βασικά. Το σχήμα 1.1 δείχνει ακριβώς αυτές τις τέσσερις

κατηγορίες.
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8 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Σχήμα 1.1: Τα 20 αμινοξέα ταξινομούνται κατά πολικότητα και φορτίζονται. Οι πλευρικές αλυσίδες

υποδεικνύονται από τα σκιασμένα [2]

.

Δεδομένου ότι αυτά τα κριτήρια είναι σημαντικά για τον τύπο των αλληλεπιδράσεων που θα

μελετηθούν στην παρούσα εργασία, θα εξηγήσουμε περαιτέρω αυτές τις τέσσερις κατηγορίες.

Μη πολικά αμινοξέα

Τα μη πολικά αμινοξέα περιέχουν κυρίως υδρογονάνθρακες που δεν φέρουν θετικά ή αρνητικά

φορτία. Τα μη πολικά (δηλ. Υδρόφοβα) αμινοξέα διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διατήρηση

των τρισδιάστατων δομών των πρωτεϊνών, επειδή αλληλεπιδρούν ελάχιστα με το νερό. Δύο τύποι

πλευρικών αλυσίδων βρίσκονται σε αυτή την ομάδα:οι αρωματικές και οι αλειφατικές. Αρωματικοί

υδρογονάνθρακες περιέχουν κυκλικές δομές που αποτελούν μια κατηγορία ακόρεστων υδρογοναν-

θράκων. Η φαινυλαλανίνη και η τρυπτοφάνη περιέχουν αρωματικά δακτυλίων. Γλυκίνη, αλανίνη,

βαλίνη, λευκίνη, ισολευκίνη και προλίνη έχουν αλειφατικών ομάδων R.

Πολικά αμινοξέα

Τα πολικά αμινοξέα αλληλεπιδρούν με το νερό λόγω των λειτουργικών τους ομάδων που είναι ικανές

να δεσμεύονται με υδρογόνο (υδρόφιλες). Η σερίνη, η θρεονίνη, η τυροσίνη, η ασπαραγίνη, και η

γλουταμίνη ανήκουν σε αυτήν την κατηγορία. Η σερίνη, η θρεονίνη και η τυροσίνη περιέχουν μια

πολική υδροξύλομάδα, η οποία τους επιτρέπει να συμμετέχουν στη δέσμευση υδρογόνου, ένα ση-

μαντικό παράγοντα της πρωτεϊνικής δομής. Οι ομάδες υδροξυλίου εξυπηρετούν άλλες λειτουργίες

σε πρωτεΐνες. Παραδείγματος χάριν, ο σχηματισμός του φωσφορικού εστέρα της τυροσίνης είναι

ένας κοινός μηχανισμός ρύθμισης. Επιπλέον, οι ομάδες -ΟΗ σερίνης και θρεονίνης είναι σημεία

συνδεσης για τους υδατάνθρακες. Η ασπαραγίνη και η γλουταμίνη είναι αμιδικά παράγωγα των

όξινων αμινοξ΄ρων ασπαρτικού και γλουταμικού οξέος, αντίστοιχα. Επειδή η αμινομάδα είναι πολύ

πολική, η ικανότητα δέσμευσης υδρογόνου της ασπαραγίνης και της γλουταμίνης έχει σημαντική

επίδραση στην σταθερότητα της πρωτεΐνης. Η σουλφυδρυλομάδα (-SH) κυστεΐνης είναι εξαιρετικά

δραστική και αποτελεί σημαντικό συστατικό πολλών ενζύμων. Επίσης δεσμεύει τα μέταλλα (π.χ.

ιόντα σιδήρου και χαλκού) σε πρωτεΐνες.



1.1. ΑΜΟΝΟΞΕΑ ΚΑΙ ΠΕΠΤΙΔΙΑ 9

Φορτισμένα αμινοξέα

Δύο πρότυπα αμινοξέα έχουν πλευρικές αλυσίδες με καρβοξυλικές ομάδες. Επειδή οι πλευρικές

αλυσίδες του ασπαρτικού οξέος και του γλουταμινικού οξέος είναι αρνητικά φορτισμένα στο φυσιο-

λογικό pH, αναφέρονται συχνά ως ασπαρτικά και γλουταμικά.

Βασικά αμινοξέα

Τα βασικά αμινοξέα φέρουν ένα θετικό φορτίο στο φυσιολογικόpH. Συνεπώς, μπορούν να σχη-

ματίσουν ιονικούς δεσμούς με όξινα αμινοξέα. Η λυσίνη, η οποία έχει μια αμινομάδα, δέχεται ένα

πρωτόνιο από το νερό για να σχηματίσει το συζευγμένο οξύ (ΝΗ3). Η αργινίνη είναι μόνιμα πρωτο-

νιωμένη στο φυσιολογικόpH και συνεπώς δεν λειτουργεί σε αντιδράσεις οξέος-βάσης. Η ιστιδίνη,

από την άλλη χέρι, είναι μια ασθενής βάση επειδή είναι μόνο μερικώς ιονισμένο σε pH 7 επειδή

το ρΚα είναι περίπου 6. Η ικανότητά του υπό φυσιολογικές συνθήκες να αποδεχθεί ή να δω-

ρίσει πρωτονίων σε απόκριση σε μικρές αλλαγές στο pH παίζει σημαντικό ρόλο στον καταλυτικό

δραστηριότητα πολλών ενζύμων. [2]

Συνήθεις συντομογραφίες για τα πρότυπα αμινοξέα χρησιμοποιούνται για να διευκολύνουν τη

γραπτή επικοινωνία. Αυτά παρατίθενται στο σχήμα 1.2
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Σχήμα 1.2: Ονόματα και συντμήσεις των πρότυπων αμινοξέων.

Πολυμερή των αμινοξέων

Τα πεπτίδια είναι πολυμερή αμινοξέων. Γενικά, υπάρχουν 20 διαφορετικά αμινοξέα που βρίσκονται

συνήθως σε πεπτίδια και πρωτεΐνες. Καθένα από αυτά σχηματίζεται από μία αμινομάδα, μια καρ-

βοξυλομάδα, μια κεντρική ομάδα CH (ο άνθρακας αυτής της κεντρικής ομάδας CH είναι συνήθως

ονομάζεται α-άνθρακας ή Cα) και μια συγκεκριμένη πλευρική αλυσίδα. Η ακολουθία του Cα άτομα

που συνδέονται μέσω ομοιοπολικών πεπτιδικών δεσμών, συμπεριλαμβανομένου του Ν-τερματικού

άκρου (ελεύθερη αρχική ομάδα ΝΗ2) και C-τελική (ελεύθερη τελική ομάδα COOH) τη ραχοκοκαλιά

του πεπτιδίου. Είναι το κύριο δομικό μέρος του πεπτιδίου που καθορίζει τις συνολικές γεωμετρικές

του ιδιότητες. Οι πλευρικές αλυσίδες ενός πεπτιδίου ορίζουν τις φυσικές και χημικές ιδιότητες. Η

δομή ενός πεπτιδίου ή μιας πρωτεΐνης μπορεί να περιγραφεί σε διαφορετικά επίπεδα (Σχήμα 1.3).

Η κύρια δομή του πεπτιδίου περιγράφει την πραγματική αλληλουχία των αμινοξων εντός του πε-

πτιδίου. Ο όρος δευτερογενής δομή αναφέρεται στο τη γεωμετρία ή τη διαμόρφωση συμπεριφοράς

αυτής της πρωτογενούς αλληλουχίας. Πολλά πεπτίδια έχουν σαφώς καθορισμένη τρισδιάστατη

δευτερεύουσα δομή. Τρεις από τις πιο συχνές δομές είναι η α-έλικα, το β-πτυχωτό φύλλο και

τα β- turns. Σε μια μεγαλύτερη πρωτεΐνη, η τρισδιάστατη διάταξη χαρακτηρίζεται από την τριτο-

γενή δομή, ενώ τα συγκροτήματα διαφόρων πρωτεϊνών χαρακτηρίζονται ως τεταρτοταγείς δομές. [4]
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Σχήμα 1.3: Διαφορετικά επίπεδα δομής σε πρωτεΐνες - Αιμοσφαιρίνη. Πρωτογενείς και δευτερογε-

νείς δομές πεπτιδικής αλυσίδας που ανήκουν στην αιμοσφαιρίνη. Στην τριτοταγή δομή μπορούμε να

δούμε τη θέση του α-ελικοειδούς πεπτιδίου σε μία από τις πολυπεπτιδικές αλυσίδες της πρωτεΐνης,

ενώ στην τεταρτοταγή δομή παρουσιάζεται ολόκληρη η πρωτεΐνη.[3]

΄Ενα κοινό δευτερογενές δομικό μοτίβο στα βιολογικά ενεργά πεπτίδια είναι η αμφιπαθητικη α-

έλικα. Μία α-έλικα σχηματίζεται όταν μια αλυσίδα αμινοξέων στρέφεται γύρω από τον εαυτό της με

καλά οργανωμένο τρόπο (Σχήμα 1.4). Αυτή η ελικοειδής δομή σταθεροποιείται από ένα δίκτυο των

δεσμών υδρογόνου σκελετού μεταξύ του σκελετού καρβονυλίου οξυγόνου του υπολείμματος ι και

το πρωτόνιο αμιδίου του υπολείμματος ί + 4, με τις πλευρικές ομάδες των υπολειμμάτων αμινοξέων

να προεξέχουν προς τα έξω από την ελικοειδή ραχοκοκαλιά.
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Σχήμα 1.4: ΄Ενας α - helix που δείχνει τους δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των υπολειμμάτων ι τη και

ι + 4 τη.[4]

1.2 Η διαδικασία της αυτοοργάνωσης

Η μοριακή αυτοσύνθεση είναι η διαδικασία με την οποία τα μόρια υιοθετούν μια καθορισμένη δι-

άταξη χωρίς καθοδήγηση ή διαχείριση από μια εξωτερική πηγή. [5] ΄Ενα διαταραγμένο σύστημα

προϋπαρχόντων στοιχείων αποτελεί μια οργανωμένη δομή ή μοτίβο ως συνέπεια συγκεκριμένων,

τοπικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ των ίδιων των συστατικών. Η αυτό-συναρμολόγηση οδηγείται

από διαμοριακές αλληλεπιδράσεις όπως είναι οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις, η δέσμευση με

υδρογόνο, η στοίβαξη pi-pi και η υδρόφοβια.

΄Ενας αριθμός βραχέων πεπτιδικών αμφίφιλων αποτελούμενων από διπεπτίδια συνδεδεμένα με

φθορενυλομεθοξυκαρβονύλιο (Fmoc) σχηματίζουν αυθόρμητα με αυτόν τον τρόπο ινώδη υδρογέλες

υπό φυσιολογικές συνθήκες. Το σχήμα 1.5 εντοπίζει ακριβώς αυτή τη διαδικασία. Η δευτεροταγής

δομή των πεπτιδίων διεγείρει αρχικά την αυτοσυναρμολόγηση. Στη συνέχεια, μετά από μια σειρά

αλληλεπιδράσεων, συναρμολογούνται νανοΐνες που σχηματίζουν δέσμες ινιδίων και συνεπώς ινωδών

δικτύων. Αυτά τα δίκτυα συνθέτουν αυτό το πορώδες υλικό που ονομάζεται υδρογέλη.
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Σχήμα 1.5: Hydrogel όπως απεικονίζεται με τη βοήθεια μικροσκοπίου.

Η αυτοσυναρμολόγηση παρατηρείται όχι μόνο στο σχηματισμό υδρογελών, αλλά και σε πολλές

βιολογικές διαδικασίες. Υποστηρίζει το σχηματισμό μιας ευρείας ποικιλίας πολύπλοκων βιολογικών

δομών (Σχήμα 1.5). Αυτές οι διαδικασίες είναι επίσης κοινές σε όλη τη φύση και την τεχνολο-

γία. Περιλαμβάνουν στοιχεία από τη μοριακή (κρύσταλλα) έως την πλανητική κλίμακα (κλίμακα

καιρικών συνθηκών) και πολλά διαφορετικά είδη αλληλεπιδράσεων. Είναι επομένως προφανές ότι

η έννοια της αυτοσυναρμολόγησης χρησιμοποιείται όλο και περισσότερο σε πολλούς κλάδους, με

διαφορετική γεύση και έμφαση σε κάθε μία.

Αυτό που αξίζει επίσης να αναφερθεί είναι ο κρίσιμος ρόλος των ενδομοριακών αλληλεπιδράσε-

ων που οδηγούν τα μόρια στην αυτοσυναρμολόγηση. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις περιλαμβάνουν

τη δέσμευση με υδρογόνο, τη στοίβα pi-pi και την υδρόφοβη επίδραση. Παρόλο που μπορούν να

θεωρηθούν αδύναμοι σε σχέση με τους ομοιοπολικούς δεσμούς για παράδειγμα, είναι απαραίτητοι

για τη διαδικασία αυτόματης συναρμολόγηση. Μια λεπτομερέστερη ανάλυση για αυτές τις αλληλε-

πιδράσεις μπορεί να βρεθεί στο τμήμα 2.7 (Βασικές αλληλεπιδράσεις στην πεπτιδική αυτοσύνθεση

και πεπτιδική μεμβράνη συστήματα) αυτής της διατριβής.

1.3 Λιπίδια και κυτταρική μεμβράνη

Η κυτταρική μεμβράνη είναι το βασικό δομικό μέρος του κυττάρου που ενθυλακώνει τα περιεχόμε-

νά του και ορίζει τον εσωτερικό και τον εξωκυτταρικό χώρο. [4] Παρέχει την ακεραιότητα της

κυτταρικής δομης αποτρέποντας τη διαρροή των περιεχομένων του κυττάρου, ρυθμίζει τη μεταφορά

των μορίων στο κύτταρο (ιόντα, θρεπτικά συστατικά κλπ.) και διατηρεί το κυτταρικό δυναμικό.

Επί πλέον, η κυτταρική μεμβράνη χρησιμεύει ως προστατευτικό φράγμα, το οποίο εμποδίζει τη

μεταφορά των ανεπιθύμητων μορίων και των παθογόνων στο κύτταρο.
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Σχήμα 1.6: Μοριακό μοντέλο μορίου λιπιδίου POPC. Αυτό το συγκεκριμένο μόριο χρησιμοποι-

ήθηκε για την κατασκευή της λιπιδικής διπλοστοιβάδας που μελετήθηκε σε αυτή τη διατριβή. Α-

ναπαράστασημε τη βοήθεια του VMD.

Η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη αναπαράσταση των βιολογικών μεμβρανών, η οποία εισήχθη το

1972, είναι το υγρό μοντέλο μωσαϊκού (Σχήμα 1.7). Στην περιγραφή αυτή, μια μεμβράνη αποτελείται

κυρίως από λιπίδια και πρωτεΐνες που σχηματίζουν ένα λεπτό (από 6 nm έως 10 nm πλάτος)

φιλμ διπλής στιβάδας με πρωτεΐνες μεμβράνης είτε ενσωματωμένες σε αυτό δομή ή βρίσκεται στην

επιφάνεια της μεμβράνης. Κυτταρικές μεμβράνες αποτελούμενες από είναι επίσης δυνατές πολλές

στρώσεις αυτού του τύπου. ΄Αλλα συστατικά της κυτταρικής μεμβράνης μπορεί να περιλαμβάνουν

χοληστερόλη, σάκχαρα και άλλα οργανικά είδη. Η δομή της μεμβράνης είναι εξαιρετικά ευέλικτη και

επιτρέπει την πλευρική διάχυση τόσο των πρωτεϊνών όσο και των λιπιδίων και αυτό που συγκρατεί

τη λιπιδική διπλοστοιβάδα είναι η υδρόφοβη έλξη λιπιδικών ουρών στο νερό. [4]

1.4 Sanofi

Η Sanofi είναι μια γαλλική εταιρεία που δεσμεύεται να μεταμορφώσει την επιστημονική καινοτομία

σε λύσεις υγειονομικής περίθαλψης. Με συνολικά έσοδα 8 δισ. Ευρώ το 2016, η Sanofi κατέχει την

πέμπτη θέση στις 10 πρώτες φαρμακευτικές εταιρείες το 2017. Με παρουσία σε περισσότερες από

100 χώρες και βιομηχανικούς χώρους σε περισσότερες από 87 χώρες σε όλο τον κόσμο, η Sanofi
συγκεντρώνει περισσότερους από 110000 υπαλλήλους που περίπου 25.000 εδρεύουν στη Γαλλία.

Η εταιρεία επικεντρώνει τις ερευνητικές της προσπάθειες σε πέντε βασικές θεραπευτικές περιο-

χές: διαβήτη και καρδιαγγειακά, εμβόλια, ειδικότητα (σπάνιες ασθένειες, σκλήρυνση κατά πλάκας,

ογκολογία και ανοσολογία), ιατρική περίθαλψη και γενικά φάρμακα και αναδυόμενες αγορές.

Ομάδα σχεδιασμού και μοντελοποίησης φαρμάκων με τη βοήθεια υπολογιστών στη Sanofi Di-
scovery France αριθμεί 10 ερευνητές και διευθύνεται από τον Dr. Herve Minoux. Η πρακτική

άσκηση πραγματοποιήθηκε στην περιοχή Chilly-Mazarin στη Γαλλία, η οποία είναι έδρα του R &
D και ο χώρος εργασίας περίπου 2000 ατόμων. Η διπλωματική αυτηή εργασία καθοδηγήθηκε από

την Δρ. Παρασκευή Γκέκα.
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Σχήμα 1.7: Το υγρό μωσαϊκό μοντέλο. Η μεμβράνη αποτελείται από μια δομή διπλής στιβάδας,

ενσωματωμένες και περιφερειακές πρωτεΐνες και διάφορα άλλα οργανικά μόρια. Οι πρωτεΐνες μεμ-

βράνης και τα λιπίδια είναι ελεύθερα να διαχέονται πλευρικά στη διπλοστοιβάδα. Η εικόνα προσαρ-

μόστηκε από την ιστοσελίδα της Ενςψςλοπεδια Βριταννιςα [6].

Σχήμα 1.8: Sanofi, Chilly-Mazarin.
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Κεφάλαιο 2

Μέθοδοι

Αυτό το κεφάλαιο είναι μια σύντομη περιγραφή της μεθοδολογίας που χρησιμοποιείται σε αυτό το

έργο. Σε αυτή τη διατριβή, η Μοριακή Δυναμικη (Molecular Dynamics (MD))είναι ένα βασικό

εργαλείο. Οι ρίζες των προσεγγίσεων MD και άλλων μοριακών μοντέλων που χρησιμοποιούνται

σε αυτή τη μελέτη βρίσκονται στη στατιστική μηχανική, έναν τομέα επιστήμης, που στοχεύει στην

κατασκευή μακροσκοπικών ιδιοτήτων ενός συστήματος από βασικές πληροφορίες σχετικά με τις

διαμοριακές αλληλεπιδράσεις.

2.1 Μοριακή δυναμική

Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής είναι σημαντικά εργαλεία για την κατανόηση της φυσικής

βάσης της δομής και της λειτουργίας των βιολογικών μορίων. Πρόκειται για μια μέθοδο προσο-

μοίωσης υπολογιστή για τη μελέτη των φυσικών κινήσεων ατόμων και μορίων. Τα άτομα και τα

μόρια επιτρέπεται να αλληλεπιδρούν για ένα συγκεκριμένο χρονικό διάστημα δίνοντας μια εικόνα

της δυναμικής εξέλιξης του συστήματος. Στην πιο συνηθισμένη εκδοχή, οι τροχιές των ατόμων και

των μορίων καθορίζονται με την αριθμητική επίλυση των εξισώσεων κίνησης του Νεύτωνα για ένα

σύστημα αλληλεπιδρώντων σωματιδίων, όπου οι δυνάμεις μεταξύ των σωματιδίων και των δυνητι-

κών ενεργειών τους υπολογίζονται χρησιμοποιώντας τα διατοτομικά δυναμικά ή τα πεδία δυνάμεων

μοριακής μηχανικής. Ο γενικός αλγόριθμος MD μπορεί να εξηγηθεί με λίγα λόγια με τη βοήθεια

του Σχήματος 2.1.

17
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Σχήμα 2.1: Ο αλγόριθμος MD. Σχήμα προσαρμοσμένο από το εγχειρίδιο GROMACS [11].

Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής επιλύουν τις εξισώσεις κίνησης του Νεύτωνα για ένα

σύστημα Ν αλληλεπιδρώντων ατόμων:

mi
∂2ρι
∂t2

= Φι, i = 1, ..., N

Οι δυνάμεις είναι οι αρνητικές παράγωγοι μιας συνάρτησης δυναμικού V (r1r2, ..., rN ):

Fi = −∂V
∂ri

Οι εξισώσεις επιλύονται ταυτόχρονα σε μικρά χρονικά βήματα. Το σύστημα ακολουθείται για κάποιο

χρονικό διάστημα, φροντίζοντας ώστε η θερμοκρασία και η πίεση να παραμείνουν στις απαιτούμε-

νες τιμές και τις συντεταγμένες γράφονται σε ένα αρχείο εξόδου σε τακτά χρονικά διαστήματα. Οι
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συντεταγμένες ως συνάρτηση του χρόνου αντιπροσωπεύουν μια τροχιά του συστήματος. Μετά τις

αρχικές αλλαγές, το σύστημα θα φτάσει συνήθως σε ισορροπία κατάσταση. Μέσα κατά μέσο όρο

σε μια τροχιά ισορροπίας, μπορεί να υπάρχουν πολλές μακροσκοπικές ιδιότητες εξάγεται από το

αρχείο εξόδου.

2.1.1 Ελαχιστοποίηση ενέργειας

Στις περισσότερες περιπτώσεις απαιτείται ελαχιστοποίηση της ενέργειας πριν από μια πραγματική

προσομοίωση. Τα πακέτα MD, όπως το GROMACS, παρέχουν μια σειρά μεθόδων για τοπική

ελαχιστοποίηση της ενέργειας. ΄Ενας από αυτούς τους αλγόριθμους είναι η μέθοδος της απότομης

καθόδου steepest descent.

Η μέθοδος της απότομης καθόδου είναι ένας αλγόριθμος για την εύρεση του πλησιέστερου

τοπικού ελάχιστου μιας συνάρτησης που προϋποθέτει ότι μπορεί να υπολογιστεί η κλίση της συ-

νάρτησης αυτής. Η μέθοδος της πιο απότομης κάθοδος, που ονομάζεται επίσης μέθοδος κλίσης

, ξεκινά από ένα σημείο x 0 και μετακινείται απόξ ι σε ξ ι + 1 με την ελαχιστοποίηση κατά μήκος

της γραμμής που εκτείνεται από τεξτιτ ξ ι προς την κατεύθυνση∇f(xι), η τοπική κατηφορική κλίση.

Για να δούμε αυτό ας θεωρήσουμε τη συνάρτηση φ(t) = f(x0 + tυ) όπου υ είναι ένα διάνυσμα

τέτοιο ώστε ‖u‖ = 1.
Τότε από κανόνα αλυσίδας έχουμε,

φ′(t) =
∂f

∂x1

∂x1
∂t

+ · · ·+ ∂f

∂xν

∂xν
∂t

=
∂f

∂x1
u1 + · · ·+ ∂f

∂xν
uν

= ∇f(x0 + tυ)υ

και συνεπώς

φ′(0) = ∇f(x0)υ = ‖∇f(x0)‖cosθ

όπου θείναι η γωνία μεταξύ ∇f(x0) ανδ υ. ΄Επεται ότι η φ′(0) ελαχιστοποιείται όταν θ = π το

οποίο μας δίνει τελικά

υ = − ∇f(x0)

‖∇f(x0)‖
, φ′(0) = −‖∇f(x0)‖

Επομένως, μπορούμε να μειώσουμε το πρόβλημα της ελαχιστοποίησης μιας συνάρτησης δια-

φόρων μεταβλητών σε ένα πρόβλημα ελαχιστοποίησης μιας μεταβλητής, βρίσκοντας το ελάχιστο

φ(t) για αυτή την επιλογή του υ. Δηλαδή, βρίσκουμε την τιμή τ, για τ > 0, που ελαχιστοποιεί

φ0(t) = f(x0 − t∇f(x0)).
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Μετά την εύρεση του ελαχιστοποιητή τ0,μπορούμε να θέσουμε

x1 = x0 − t0∇f(x0)

και να συνεχίσουμε τη διαδικασία, αναζητώντας από το ξ1 στην κατεύθυνση του −∇f(x1) ώστε

να πάρουμε το ξ2 ελαχιστοποιώντας το φ1(t) = f(x1 − t∇f(x1)), και ούτω καθέξής.

Αυτή είναι η μέθοδος του Steepest Descent : με μια αρχική εικασία ξ 0, η μέθοδος υπολογίζει

μια ακολουθία επαναλήψεων ξ κ, όπου

xκ+1 = xκ − tκ∇f(xκ), k = 0, 1, 2, . . .

οπου το τκ>0 ελαχιστοποιεί τη συνάρτηση

φκ(t) = f(xκ − t∇f(xκ)

.

2.1.2 Ο αλγόριθμος Verlet

Στη μοριακή δυναμική ο πιο συχνά χρησιμοποιούμενος αλγόριθμος ολοκλήρωσης χρόνου είναι ο

αλγόριθμος Verlet. Η βασική ιδέα είναι να γράψουμε τις εκφράσεις Taylor τρίτης τάξης για τις

θέσεις ρ (τ), μία προς τα εμπρός και μία προς τα πίσω στο χρόνο. Οι κλήσεις v οι ταχύτητες, α οι

επιταχύνσεις και β οι τρίτες παράγωγοι του ρ

ρ(t+ ∆t) = ρ(t) + v(t) +
1

2
α(t)∆t2 +

1

6
β(t)∆t3 +O(∆t4)

ρ(t−∆t) = ρ(t)− v(t)− 1

2
α(t)∆t2 − 1

6
β(t)∆t3 −O(∆t4)

Προσθέτοντας τα παραπάνω πάιρνουμε:

ρ(t−∆t) = 2ρ(t)− ρ(t−∆t) + α(t)∆t2 +O(∆t4)

Αυτή είναι η βασική μορφή του αλγορίθμου Verlet. Δεδομένου ότι ενσωματώνουμε τις εξισώσεις

του Νεύτωνα, το a (t) είναι ακριβώς η δύναμη που διαιρείται από τη μάζα και η δύναμη είναι με τη

σειρά της μια συνάρτηση των θέσεων r (t):

α(t) = − 1

m
∇V (ρ(τ))

΄Οπως μπορεί κανείς να δει αμέσως, το σφάλμα περικοπής του αλγορίθμου κατά την εξέλιξη του

συστήματος από ∆t είναι της τάξης ∆t4, ακόμα και αν τα τρίτα παράγωγα δεν εμφανίζονται ρητά.

Αυτός ο αλγόριθμος είναι ταυτόχρονα απλός στην εφαρμογή, ακριβής και σταθερός, εξηγώντας τη

μεγάλη του δημοτικότητα μεταξύ των προσομοιωτών μοριακής δυναμικής.

΄Ενα πρόβλημα με αυτή την έκδοση του αλγόριθμου Verlet είναι ότι οι ταχύτητες δεν δημιουργο-

ύνται άμεσα. Ενώ δεν χρειάζονται για την εξέλιξη του χρόνου, οι γνώσεις τους είναι μερικές φορές

απαραίτητες. Επιπλέον, απαιτείται να υπολογιστεί η κινητική ενέργεια Κ, της οποίας η αξιολόγηση

είναι απαραίτητη για τον έλεγχο της διατήρησης της συνολικής ενέργειας Ε = Κ + V. Αυτή είναι

μια από τις πιο σημαντικές δοκιμές για να βεβαιωθείτε ότι η προσομοίωση MD προχωρά σωστά.

Θα μπορούσαμε να υπολογίσουμε τις ταχύτητες από τις θέσεις χρησιμοποιώντας:

v(t) =
ρ(t+ ∆t)− ρ(t−∆t)

2∆t
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2.2 Force Field

Διεξάγουμε προσομοιώσεις ηλεκτρονικών υπολογιστών με την ελπίδα να κατανοήσουμε τις ιδιότη-

τες των μορίων όσον αφορά τη δομή τους και τους μηχανισμούς που χρησιμοποιούνται κατά τη

διάρκεια των μικροσκοπικών αλληλεπιδράσεών τους. [13] Αυτό συμπληρώνει τα συμβατικά πει-

ράματα, επιτρέποντάς μας να μάθουμε κάτι νέο, κάτι που δεν μπορεί να βρεθεί με άλλους τρόπους.

΄Ετσι, η μοριακή δυναμική είναι μια τεχνική προσομοίωσης υπολογιστών, όπου οι κλασικές εξι-

σώσεις κίνησης ατόμων ή μορίων χρησιμοποιούνται για τον υπολογισμό της χρονικής εξέλιξης του

συστήματος. Είναι το υπολογιστικό μας μικροσκόπιο που μας δίνει γνώσεις σε ένα ατομικό επίπεδο.

Τα άτομα και τα μόρια επιτρέπεται να αλληλεπιδρούν για μια καθορισμένη χρονική περίοδο,

δίνοντας μια εικόνα της δυναμικής εξέλιξης του συστήματος. Στο πλαίσιο της μοριακής μοντελοπο-

ίησης, ένα πεδίο δύναμης (Force field)αναφέρεται στη λειτουργική μορφή και τα σύνολα παραμέτρων

που χρησιμοποιούνται για τον υπολογισμό της δυνητικής ενέργειας ενός συστήματος ατόμων ή χον-

δρόκοκκων σωματιδίων στη μοριακή μηχανική και προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής. Οι παράμε-

τροι των ενεργειακών λειτουργιών μπορεί να προέρχονται από πειράματα στη φυσική ή τη χημεία,

υπολογισμοί στην κβαντική μηχανική ή και τα δύο.

Οι προαναφερθείσες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ατόμων μπορούν να ταξινομηθούν σε δύο

κύριες κατηγορίες. Οι ενδομοριακές και ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις. Οι διαμοριακές αλληλεπι-

δράσεις συμβαίνουν μεταξύ μορίων και είναι λιγότερο ισχυρές από τις ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις

που παρατηρούνται μεταξύ ατόμων του ίδιου μορίου.

΄Οσον αφορά τις διαμοριακές αλληλεπιδράσεις παρατηρούμε δύο τύπους δυναμικών, το van der
Waals και το ηλεκτροστατικό. Τα άτομα έχουν την τάση να προσελκύουν το ένα το άλλο σε

μικρές αποστάσεις. Μόλις τα άτομα είναι αρκετά κοντά για να έχουν αλληλεπικαλυπτικά σύννεφα

ηλεκτρονίων, θα απωθούν ο ένας τον άλλον με εκπληκτική δύναμη. Μια από τις πιο ευρέως

χρησιμοποιούμενες λειτουργίες για το δυναμικό van der Waals είναι ο Lennard-Jones. Πρόκειται

για συμβιβασμό μεταξύ ακρίβειας και υπολογιστικής ικανότητας. Η παρακάτω εξίσωση περιγράφει

αυτό το δυναμικό

U = 4ε

[(σ
r

)12
−
(σ
r

)6]
,

όπου ε είναι το βάθος του πηγαδιού δυναμικού και σ είναι η απόσταση όπου το δυναμικό ισούται

με το μηδέν.
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Σχήμα 2.2: Γραφική παράσταση της συνάρτης Lennard-Jones.Το δυναμικό καθορίζεται από την

άποψη του βάθους ε και του διακένου (σ).

Το ηλεκτροστατικό δυναμικό, από την άλλη πλευρά, περιγράφεται από τον νόμο του Coulomb:
Τα αντίθετα φορτία έλκονται, ενώ τα όμοια απωθούνται. Η δύναμη της έλξης είναι αντιστρόφως

ανάλογη του τετραγώνου της απόστασης.

F =
q1q2

4πε0r2

Οι ενδομοριακές ή δεσμευμένες αλληλεπιδράσεις περιγράφουν τις δυνάμεις που αναπτύσσονται

μεταξύ των ατόμων που σχηματίζουν έναν ομοιοπολικό δεσμό. Τα μέρη των ομοιοπολικών δεσμών

μπορούν να κατηγοριοποιηθούν ως εξής: Τεντωμα κατά μήκος του δεσμού, κάμψης μεταξύ των

δεσμών και περιστροφή γύρω από τους δεσμούς. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις προσομοιώνονται ως

ελατήρια με απόσταση ισορροπίας ίση με το μήκος του πειραματικού μήκους δεσμού και σταθερές

ελατηρίων που εξαρτώνται από τον τύπο πεδίου δύναμης που επιλέγουμε να χρησιμοποιήσουμε.

Το σχήμα 2.3 παρουσιάζει τους τρεις τύπους αλληλεπιδράσεων με τις αντίστοιχες συναρτήσεις.

i)Estretch =
∑
Kb(b− b0)2

ii)Ebend =
∑
Kθ(θ − θ0)2

iii)Erotate =
∑
Kφ(1− cos(nφ))2

Σχήμα 2.3: Οι τρεις δεσμευμένες αλληλεπιδράσεις που απεικονίζονται στο μόριο του τριπεπτιδίου

VAL-ALA-ALA. Παρακολουθούμε το τέντωμα κατά μήκος του δεσμού (i), την κάμψη μεταξύ των

δεσμών (ii) και την περιστροφή γύρω από τον δεσμό (iii).

Προσθέτοντας τις προαναφερθείσες αλληλεπιδράσεις μαζί λαμβάνουμε την εξίσωση του πεδίου

δυνάμεων:

U = Ustretch + Ubend + Urotate + UvdW + Uelectostatic

Προκειμένου να μελετηθεί ένα βιολογικό σύστημα μπορούν να χρησιμοποιηθούν πολλά πεδία δυ-

νάμεων. Κάθε μία από αυτές περιέχει διαφορετικά σύνολα παραμέτρων και λειτουργικών μορφών,
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έτσι ώστε το τελικό αποτέλεσμα μπορεί να διαφέρει ανάλογα με την επιλογή του πεδίου ισχύος. Οι

περισσότερες από αυτές τις λειτουργικές μορφές επιλέγονται με βάση συγκεκριμένα σύνολα πειρα-

ματικών δεδομένων ή διαισθητική κατανόηση του συστήματος. [14] Για παράδειγμα, τα δεσμευμένα

άτομα αλληλεπιδρούν μέσω της αρμονικής ελατηρίου. Οι παράμετροι που σχετίζονται με αυτή τη

λειτουργική μορφή εξαρτώνται από τη διαθεσιμότητα των πειραματικών δεδομένων, καθώς και από

το πρόβλημα ενδιαφέροντος. Αυτό είναι όπου τα περισσότερα πεδία δύναμης διαφέρουν, και γιατί η

επιλογή του πεδίου δύναμης είναι πολύ σημαντική.

Προκειμένου να είναι βέβαιοι ότι η συμπεριφορά που παρατηρείται στις προσομοιώσεις είναι

αντιπροσωπευτική πραγματικών δυναμικών συστημάτων, είναι απαραίτητη η επιλογή ενός ακριβούς

πεδίου δράσης. Στην περίπτωσή μας αποφασίστηκε ότι το πιο ακριβές πεδίο δύναμης για το σύστημά

μας είναι το OPLS3. Το OPLS3, σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, προτιμάται σε σύγκριση με άλλα

πεδία δύναμης, καθώς είναι πιο κατάλληλο για την παραμετροποίηση πρωτεϊνών και πεπτιδίων.

2.3 Στατιστικά σύνολα

Η μαθηματική ευρωστία που απαιτείται για να έχουμε ένα ρεαλιστικό μοντέλο των προς μελέτη συ-

στημάτων περιγράφεται από τη στατιστική μηχανική. Η στατιστική μηχανική είναι ένας κλάδος της

θεωρητικής φυσικής που χρησιμοποιεί θεωρία πιθανοτήτων για να μελετήσει τη μέση συμπεριφορά

ενός μηχανικού συστήματος, όπου η κατάσταση του συστήματος είναι αβέβαιη. [15]

Στη στατιστική μηχανική, ένα σύνολο είναι μια συλλογή μεγάλου αριθμού εικονικών αντιγράφων

ενός συστήματος, καθένα από τα οποία αντιπροσωπεύει μια πιθανή κατάσταση που μπορεί να είναι

το σύστημα. Είναι μια κατανομή πιθανοτήτων για την κατάσταση του συστήματος.

Ανάλογα με την αλληλεπίδραση με το περιβάλλον, ένα θερμοδυναμικό σύστημα χαρακτηρίζε-

ται ως απομονωμένο, κλειστό ή ανοιχτό σύστημα. Ομοίως, τα στατιστικά σύνολα ταξινομούνται

επίσης σε τρεις διαφορετικούς τύπους. Η ταξινόμηση των συγκροτημάτων εξαρτάται και πάλι από

τον τύπο της αλληλεπίδρασης του συστήματος με το περιβάλλον, που μπορεί να είναι είτε μόνο με

την ανταλλαγή ενέργειας είτε με την ανταλλαγή τόσο ενέργειας όσο και ύλης (σωματίδια ή μάζα).

[16] Σε ένα απομονωμένο σύστημα δεν ανταλλάσσεται ούτε ενέργεια ούτε ύλη και το αντίστοιχο

σύνολο είναι γνωστό ως microcanonical ensemble. ΄Ενα κλειστό σύστημα που ανταλλάσσει μόνο

ενέργεια (όχι θέμα) με το περιβάλλον του περιγράφεται από το canonical ensemble. Τόσο η ενέρ-

γεια όσο και η ύλη ανταλλάσσονται μεταξύ του συστήματος και του περιβάλλοντος σε ένα ανοιχτό

σύστημα και το αντίστοιχο σύνολο ονομάζεται grand canonical ensemble.

Δύο από τα πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα σύνολα στη μοριακή δυναμική περιγράφονται σύντομα

παρακάτω.

NVT (κανονικό σύνολο)
Η κύρια θερμοδυναμική μεταβλητή του κανονικού συνόλου, που καθορίζει την κατανομή πιθα-

νότητας των καταστάσεων, είναι η απόλυτη θερμοκρασία (Τ). [17] Το σύνολο συνήθως εξαρτάται

επίσης από μηχανικές μεταβλητές όπως ο αριθμός των σωματιδίων στο σύστημα (Ν ) και ο όγκος

του συστήματος (῞), καθένας από τους οποίους επηρεάζει τη φύση του συστήματος εσωτερικές

καταστάσεις. Σε ένα σύνολο NVT ο αριθμός των σωματιδίων καθώς και η θερμοκρασία είναι στα-

θερά. Είναι κατάλληλο για την περιγραφή ενός κλειστού συστήματος που μπορεί να έρθει σε ασθενή

θερμική επαφή με άλλα συστήματα αλλά δεν υπάρχει ανταλλαγή σωματιδίων με το περιβάλλον.

NPT (ισόθερμο- ισοβαρές σύνολο)



24 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΜΕΘΟΔΟΙ

Σε αυτό το είδος θερμοδυναμικού συνόλου η πίεση καθώς και η θερμοκρασία και ο αριθμός των

σωματιδίων διατηρούνται ως σταθερά. Είναι ένα σύνολο που διαδραματίζει πολύ σημαντικό ρόλο στη

χημεία, καθώς μπορεί να αντιπροσωπεύει με πολύ ρεαλιστικό τρόπο τα συστήματα που μπορούμε να

βρούμε στη φύση. Οι διανύσματα κυψέλης μονάδας επιτρέπεται να αλλάζουν και η πίεση ρυθμίζεται

ρυθμίζοντας την ένταση. Αυτό είναι το σύνολο επιλογής όταν η σωστή πίεση, όγκος και πυκνότητες

είναι σημαντικές στη προσομοίωση. Αυτό το σύνολο μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί κατά την

εξισορρόπηση για να επιτευχθεί η επιθυμητή θερμοκρασία και πίεση πριν μεταβείτε στο σύνολο

σταθερού όγκου ή σταθερής ενέργειας όταν ξεκινήσει η συλλογή δεδομένων. [18]
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2.4 ΄Ελεγχος πίεσης και θερμοκρασίας (Barostats and
Thermostats)

Κατά τη διάρκεια μιας προσομοίωσης μοριακής δυναμικής δύο κρίσιμοι παράγοντες που πρέπει να

κρατηθούν υπό έλεγχο είναι η πίεση και η θερμοκρασία. Ωστόσο, η συντήρηση αυτών των δύο

παραγόντων είναι μια υπολογιστική απαιτητική διαδικασία, που δείχνει τη χρήση θερμοστατών και

βαροστατικών. ΄Ενας θερμοστάτης είναι μια διαδικασία όπου το σύστημα συνδέεται με ένα θερμό

λουτρό, το οποίο σταδιακά προσθέτει ή αφαιρεί ενέργεια προς / από το σύστημα με μια κατάλληλη

χρονική σταθερά. Η κινητική ενέργεια του συστήματος τροποποιείται και πάλι με κλιμάκωση των

ταχυτήτων, αλλά ο ρυθμός μεταφοράς θερμότητας ελέγχεται από μια παράμετρο συζεύξεως τ .

dT

dt
=

1

τ
(Tdesired − Tactual)⇔

velocityscalefactor =

√
1 +

∆t

τ

(
Tdesired
Tactual

− 1

)
Οι μέθοδοι θερμοστάτου όπως η προηγούμενη εξίσωση χρησιμοποιούνται ευρέως αλλά δεν πα-

ράγουν ένα κανονικό σύνολο. Παρέχουν τους σωστούς μέσους όρους, αλλά δίνουν λανθασμένες

διακυμάνσεις των ιδιοτήτων.

Η πίεση μπορεί επίσης να διατηρηθεί (περίπου) σταθερή χρησιμοποιώντας το λεγόμενο λουτρό

πίεσης. [19] Αντί να αλλάζουμε τις ταχύτητες των σωματιδίων, ο όγκος του συστήματος αλλάζει

με κλιμάκωση όλων των συντεταγμένων σύμφωνα με την ακόλουθη εξίσωση.

dP

dt
=

1

τ
(Pdesired − Pactual)⇔

coordinatescalefactor =
3

√
1 + κ

∆t

τ
(Pactual − Pdesired)

Εδώ η σταθερά κ είναι η συμπιεστότητα του συστήματος. Τέτοιες μέθοδοι βαροστατ χρησιμοποιο-

ύνται και πάλι ευρέως σε προσομοιώσεις MD, αλλά δεν παράγουν αυστηρώς σωστά σύνολα.[19]

Το πεδίο δύναμης OPLS3 [20] χρησιμοποιήθηκε για να μοντελοποιήσει όλες τις αλληλεπιδράσεις

και το μοντέλο TIP3P [21] χρησιμοποιήθηκε για το νερό. Η μέθοδος Ewald (PME) [22] χρησι-

μοποιήθηκε για τον υπολογισμό ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων μεγάλης απόστασης με μια

απόσταση μεταξύ των πλεγμάτων στα 0.8 Α̊. Ο θερμοστάτης Nose-Hoover [23] χρησιμοποιήθηκε

για τη διατήρηση της θερμοκρασίας σταθερής κατά τη διάρκεια της προσομοίωσης, και η μέθοδος

Κλειν [23] χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο της πίεσης. Περιοριστικές οριακές συνθήκες εφαρ-

μόστηκαν. Για τις προσομοιώσεις κενού κατά τη διαδικασία ελαχιστοποίησης χρησιμοποιήθηκε η

μέθοδος της απότομης καθόδου με μέγιστο αριθμό 2.000 βημάτων. Στη συνέχεια, το σύστημα

χαλάρωσε χρησιμοποιώντας δύο NVT προσομοιώσεις σε 10 και 325 Κ, αντίστοιχα. Τέλος, για

την ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε μια προσομοίωση 2 ns NVT στους 325 Κ.

2.5 Υπολογιστικά εργαλεία

2.5.1 Visual Molecular Dynamics - VMD

Το VMD είναι ένα πρόγραμμα μοριακής απεικόνισης για την προβολή, την κίνηση και την ανάλυση

μεγάλων βιομοριακών συστημάτων χρησιμοποιώντας 3D γραφικά και ενσωματωμένο πίνακα εντο-
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λών. [25] Η πιο σημαντική χρήση του VMD δεν είναι άλλη από την απεικόνιση του μοριου που

θέλουμε να μελετήσουμε. Αυτό γίνεται αυτόματα φορτώντας το αρχείο συντεταγμένων του μο-

ρίου στο πρόγραμμα. Υπάρχουν επίσης πολλές επιλογές σχετικά με τον τύπο της παράστασης που

θέλουμε να υιοθετήσουμε, τα χρώματα και τα υλικά που θέλουμε να χρησιμοποιήσουμε και την

επιλογή των ατόμων που θέλουμε να απεικονίσουμε. Το VMD είναι ένα πολύ χρήσιμο εργαλείο

στα χέρια των χημικών και των ατόμων που ασχολύνται με τη μοριακή μοντελοποίηση, καθώς είναι

ικανό να προσφέρει μια εικόνα των μορίων και των αλληλεπιδράσεών τους σε ατομικό επίπεδο.

2.5.2 GROMACS

Το GROningen MAchine for Chemical Simulations (GROMACS) είναι ένα πακέτο μοριακής δυ-

ναμικής σχεδιασμένο κυρίως για προσομοιώσεις πρωτεϊνών, λιπιδίων και νουκλεϊνικών οξέων. [26]

Είναι ένας κινητήρας για τη διεξαγωγή προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής και ελαχιστοποίησης

της ενέργειας. Η μοριακή μοντελοποίηση υποδεικνύει τη γενική διαδικασία περιγραφής σύνθετων

χημικων συστήματων από την άποψη ενός ρεαλιστικού ατομικού μοντέλου, με στόχο την κατανόη-

ση και την πρόβλεψη μακροσκοπικών ιδιοτήτων με βάση λεπτομερείς γνώσεις σε ατομική κλίμακα.

Συχνά, η μοριακή μοντελοποίηση χρησιμοποιείται για τον σχεδιασμό νέων υλικών.

Για να δουλέψει κάποιος με το GROMACS, πρέπει να εξοικειωθεί με τα ακόλουθα αρχεία που

χρησιμοποιεί το πακέτο ως αρχεία εισόδου και εξόδου.

Molecular topology file (.top)
Αυτό το αρχείο τοπολογίας περιέχει μια πλήρη περιγραφή όλων των αλληλεπιδράσεων στη δομή

μας. Προέρχεται από το πρόγραμμα gmx pdb2gmx
Παράδειγμα:

#inc lude ” mart in i v2 . 1 . i t p ”
#inc lude ” mart in i v2 . 0 l i p i d s . i t p ”

[ system ]

DSPC BILAYER SELF−ASSEMBLY
[ molecu le s ]
DSPC 128
W 768

Σημειώστε ότι στο αρχείο τοπολογίας πρέπει να συμπεριλάβουμε το αρχείο του forcefield που επι-

λέγουμε να χρησιμοποιήσουμε, συμπεριλαμβανομένων των δεσμευμένων και των μη συνδεδεμένων

παραμέτρων.

Molecular Structure file
΄Οταν το πρόγραμμα gmx pdb2gmx εκτελείται για τη δημιουργία μοριακής τοπολογίας, μεταφράζει

επίσης το αρχείο δομής (αρχείο . pdb) σε αρχείο δομής γρομος (αρχείο .gro). Η κύρια διαφορά

μεταξύ ενός αρχείου pdb και ενός αρχείου γρομος είναι η μορφή τους και ότι ένα αρχείο .gro
μπορεί επίσης να συγκρατήσει ταχύτητες.

Example:
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DSPC BILAYER SELF−ASSEMBLY
2560

1DSPC NC3 1 3.278 3 .202 6 .543 −0.2371 −0.0388
1DSPC PO4 2 3.715 3 .053 6 .431 0 .1288 −0.1317 −0.0876
1DSPC GL1 3 3.826 3 .063 6 .044 0 .1362 0 .5198 −0.1827

.

.

.

894W W 2558 6 .276 4 .398 6 .697 0 .0116 −0.0349 −0.1815
895W W 2559 4 .682 0 .202 6 .278 0 .2208 0 .0766 −0.1320
896W W 2560 6 .523 4 .203 1 .424 0 .0663 0 .1518 −0.1550

6.78337 6.06122 6.97132

Molecular Dynamics Parameter file (.mdp)
Το αρχείο παραμέτρων μοριακής δυναμικής περιέχει όλες τις πληροφορίες σχετικά με τη μόνη

προσομοίωση μοριακής δυναμικής π.χ. χρόνος-βήμα, αριθμός βημάτων, θερμοκρασία, πίεση κ.λπ.

Παραδειγμα: (minimization.mdp)

i n t e g r a t o r = steep ; Run s t e e p e s t descent energy
minimizat ion a lgor i thm

dt = 0.04
nsteps = 1000 ; Number o f s t eep s t ep s to run
nstcomm = 100
comm−grps =

nstxout = 5000
nstvout = 5000
n s t f ou t = 0
n s t l o g = 1000 ; Output f requency f o r e n e r g i e s to l og f i l e
nstenergy = 100 ; Output f requency f o r e n e r g i e s to energy f i l e
ns txtcout = 1000 ; Output f requency f o r . xtc f i l e
x t c p r e c i s i o n = 100
xtc−grps =
energygrps = System

Index file (.ndx)
Αρχείο ευρετήριο που καθορίζει τις ομάδες ατόμων στις οποίες θέλουμε να εφαρμόσουμε μια ε-

νέργεια.

Run input file (.tpr)
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Αυτό το αρχείο περιέχει όλες τις πληροφορίες που απαιτούνται για την εκκίνηση μιας προσομοίωσης

με το] GROMACS. Το πρόγραμμα gmx grompp επεξεργάζεται όλα τα αρχεία εισόδου και παράγει

το αρχείο.tpr εισόδου εκτέλεσης.

Trajectory file (.trr)
Το αρχείο εξόδου του gmx mdrun. Περιέχει την έξοδο της προσομοίωσης. Το μόνο αρχείο ει-

σόδου του gmx mdrun που συνήθως χρειάζεται να ξεκινήσει μια εκτέλεση είναι το αρχείο εισόδου

εκτέλεσης (αρχείο .tpr).

Η όλη διαδικασία που ακολουθούμε για να τρέξουμε μια μοριακή προσομοίωση μπορεί να περι-

γραφεί από τον ακόλουθο πίνακα:
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Σχήμα 2.4: Διάγραμμα ροής αρχείων GROMACS.

Οι βασικές μονάδες στοGROMACS είναι nm, πς, Κ, φορτίο ηλεκτρονίων (ε) και μονάδα ατο-

μικής μάζας (υ) και μπορούν να συνοψιστούν στον πίνακα που παρουσιάζεται στο Σχήμα 2.5:
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Σχήμα 2.5: Οι μονάδες GROMACS. Τα αρχεία και οι βασικές εντολές που απαιτούνται για την

εκτέλεση προσομοίωσης MD.

2.5.3 Maestro

Το Maestro είναι ένα υπολογιστικό περιβάλλον που δεν παρέχει μόνο μια γραφική διεπαφή για τη

μοριακή μοντελοποίηση, αλλά έχει επίσης ενσωματώσει προγράμματα που εκτελούν pm προσομοι-

ώσεις και ανάλυση των αποτελεσμάτων. Στο δεύτερο μέρος της διατριβής μου, πραγματοποίησα

MD χρησιμοποιώντας αυτό το ειδικό πρόγραμμα του Maestro που ονομάζεται Desmond.

Το Desmond διαιρεί όλη τη διαδικασία της προσομοίωσης MD σε οκτώ στάδια:

Stage 1 - task
Stage 2 - simulate, Brownian Dynamics NVT, T = 10 K, small timesteps, and restraints on
solute heavy atoms, 100 ps
Stage 3 - simulate, NVT, T = 10 K, small timesteps, and restraints on solute heavy atoms, 12
ps
Stage 4- simulate, NPT, T = 10 K, and restraints on solute heavy atoms, 12 ps
Stage 5 - solvate pocket
Stage 6 - simulate, NPT and restraints on solute heavy atoms, 12 ps
Stage 7 - simulate, NPT and no restraints, 24 ps
Stage 8 - simulate
Τα στάδια με αρίθμηση 2 έως 8 αντιπροσωπεύουν τη φάση χαλάρωσης. Το πρώτο στάδιο της

λίστας είναι η κύρια εργασία και η τελευταία εργασία είναι η παραγωγή. Υπάρχει ένα επιπλέον

στάδιο (αριθμός 5) για συστήματα που απαιτούν ειδική επεξεργασία, η οποία δεν περιλαμβάνεται

στην κανονική ρύθμιση που χρησιμοποιούμε για την κατασκευή του συστήματός μας. Από προεπι-

λογή, αυτό το στάδιο παραλείπεται.

Κατά τη διάρκεια του δεύτερου βήματος που διαρκεί 100 πς, εκτελείται η δυναμική Brownian.
Αυτός ο τύπος δυναμικής μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να περιγράψει την κίνηση μορίων σε μο-

ριακές προσομοιώσεις ή στην πραγματικότητα. Αντιστοιχεί στο όριο όπου δεν επιτυγχάνεται μέση

επιτάχυνση. Η θερμοκρασία διατηρείται σταθερή στα 10Κ και οι περιορισμοί κρατούν τα βαριά

άτομα στις αρχικές τους θέσεις.

Στα στάδια 3 και 4 εκτελούνται δύο προσομοιώσεις των 12 πς. Κατά τη διάρκεια της πρώτης,

η θερμοκρασία και ο αριθμός των σωματιδίων είναι σταθερά, ενώ κατά τη διάρκεια της τελευταίας

εξασφαλίζουμε επίσης ότι η πίεση δεν αλλάζει. (Αυτά τα δύο ¨σύνολα’ αναλύθηκαν περαιτέρω στο

τμήμα 2.3)
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Τα δύο τελικά βήματα της φάσης χαλάρωσης πριν από την παραγωγή περιλαμβάνουν μια προσο-

μοίωση των 12 πς και των 24 πς αντιστοίχως. Η θερμοκρασία έχει ρυθμιστεί σε αυτή που δίνεται

από το χρήστη. Κατά τη διάρκεια του σταδίου 7 τα βαριά άτομα εξακολουθούν να συγκρατούνται,

αλλά απελευθερώνονται στο στάδιο 7. Στη συνέχεια, η παραγωγή είναι έτοιμη να αρχίσει.

2.6 Χαρακτηρισμός δευτεροταγούς δομής

Root Mean Square Deviation (RMSD)
Το RMSD είναι μια συνάρτηση που συγκρίνει την αρχική και την τελική διαμόρφωση δύο μορίων

(συνήθως πρωτεϊνών) μετρώντας τη μέση απόσταση συνήθως των ατόμων της σπονδυλικής τους

στήλης σε υπερτιθέμενες θέσεις. Μια συγκλίνουσα συνάρτηση RMSD συνήθως υποδεικνύει τη

σταθερότητα του συστήματος που μελετάται. Μετράται σε μονάδες μήκους, συνήθως Angstroms.
΄Ενα Angstrom ισούται με 10

-10 m.

Εάν το δι είναι η απόσταση μεταξύ του ατόμου i και της δομής αναφοράς ή της μέσης θέσης

των Ν ισοδυνάμων ατόμων, τότε η εξίσωση RMSD έχει την ακόλουθη μορφή:

RMSD =

√√√√ 1

N

n∑
i=1

δ2i .

Κανονικά μια άκαμπτη υπέρθεση που ελαχιστοποιεί το RMSD εκτελείται και αυτό το ελάχιστο

επιστρέφεται. Λαμβάνοντας υπόψη δύο σύνολα ν σημείων ν και w, το RMSD ορίζεται ως εξής:

RMSD(v, w) =

√√√√ 1

N

n∑
i=1

||vi − wi||.

Γράφημα Ramachandran
΄Ενα από τα εργαλεία που παρέχει η VMD για τη μελέτη των συστημάτων ενδιαφέροντος είναι η

απεικόνιση του οικοπέδου Ramachandran. Σε ένα πολυπεπτίδιο οι κύριοι άλυσοι Ν-Ο άλφα και Ο

άλφα-Ο είναι σχετικά ελεύθεροι να περιστρέφονται. Αυτές οι περιστροφές αντιπροσωπεύονται από

τις γωνίες στρέψης phi και psi, αντίστοιχα.

Ο G.N..Ramachandran χρησιμοποίησε μοντέλα υπολογιστών μικρών πολυπεπτιδίων για τη συ-

στηματική μεταβολή των phi και psi με στόχο την εύρεση σταθερών διαμορφώσεων. Για κάθε

διαμόρφωση, η δομή εξετάστηκε για στενές επαφές μεταξύ των ατόμων. Τα άτομα αντιμετωπίστη-

καν ως σκληρές σφαίρες με διαστάσεις που αντιστοιχούσαν στις ακτίνες van der Waals. Επομένως,

οι γωνίες phi και psi που προκαλούν συγκρούσεις σφαιρών αντιστοιχούν σε στερεοχημικά μη ανα-

γνωρισμένες διαμορφώσεις του σκελετού πολυπεπτιδίου.
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Σχήμα 2.6: Το γράφημα Ramachandran.

Στο Σχήμα 2.6 οι λευκές περιοχές αντιστοιχούν σε διαμορφώσεις όπου τα άτομα στο πολυπε-

πτίδιο έρχονται πιο κοντά από το άθροισμα των ακτίνων τους van der Waals. Αυτές οι περιοχές

είναι στερικά απαγορευμένες για όλα τα αμινοξέα εκτός από γλυκίνη που είναι μοναδική στο ότι στε-

ρείται πλευρικής αλυσίδας. Οι κόκκινες περιοχές αντιστοιχούν σε διαμορφώσεις όπου δεν υπάρχουν

στερικές συγκρούσεις, δηλαδή αυτές είναι οι επιτρεπόμενες περιοχές, δηλαδή οι αλφα-ελικες καιται

β-φύλλα. Οι κίτρινες περιοχές δείχνουν τις επιτρεπόμενες περιοχές εάν χρησιμοποιούνται ελαφρώς

μικρότερες ακτίνες van der Waals στον υπολογισμό, δηλαδή τα άτομα επιτρέπεται να έρθουν λίγο

πιο κοντά. Αυτό αναδεικνύει μια επιπλέον περιοχή που αντιστοιχεί στην αριστερόχειρη α-ελικα. [28]
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2.7 Βασικές αλληλεπιδράσεις σε συστήματα αυτο-συναρμολόγησης

πεπτιδίων και πεπτιδίου-μεμβράνης

Δεσμοί υδρογόνου

΄Ενας δεσμός υδρογόνου είναι μια ηλεκτροστατική έλξη μεταξύ ενός ατόμου υδρογόνου και ενός

ατόμου με υψηλό ηλεκτρομαγνητικό όριο. Εμφανίζεται όταν ένα άτομο υδρογόνου (Η) ομοιοπο-

λικά δεσμευμένο σε ένα εξαιρετικά ηλεκτροαρνητικό άτομο όπως το άζωτο (Ν), το οξυγόνο (Ο)

ή το φθόριο (F) βιώνουν το ηλεκτροστατικό πεδίο άλλου πολύ ηλεκτροαρνητικού ατόμου κοντά.

Οι δεσμοί υδρογόνου μπορούν να εμφανιστούν μεταξύ μορίων (διαμοριακών) ή εντός διαφορετικών

τμημάτων ενός μορίου (ενδομοριακά). [30]

Σε ένα δεσμό υδρογόνου, το ηλεκτροαρνητικό άτομο που δεν συνδέεται ομοιοπολικά με το

υδρογόνο ονομάζεται δέκτης πρωτονίων, ενώ το ένα ομοιοπολικά συνδεδεμένο με το υδρογόνο

ονομάζεται δότης πρωτονίων. Η σύνδεση ενδομοριακού υδρογόνου είναι εν μέρει υπεύθυνη για τις

δευτερεύουσες και τριτογενείς δομές των πρωτεϊνών και των νουκλεϊνικών οξέων, καθώς συμβαίνει

μεταξύ ατόμων του ίδιου μορίου και βοηθά στη δημιουργία α -ελικων.

Σχήμα 2.7: Υποκατανομή δεσμών υδρογόνου σε ένα μόριο Pep-1. Μπορούμε να παρατηρήσουμε

πως η δέσμευση υδρογόνου βοηθά το μόριο να αποκτήσει την α - έλικα και κατά συνέπεια την

δευτερογενή δομή του.

Γέφυρες άλατος

Οι γέφυρες άλατος εμφανίζονται συχνά στις πρωτεΐνες, παρέχοντας τη διαμόρφωση της ειδικότητας

και συμβάλλοντας στη μοριακή αναγνώριση και στην κατάλυση. Είναι δύσκολο να προβλεφθούν με

ακρίβεια και να μοντελοποιηθούν. Μία γέφυρα άλατος μπορεί να οριστεί ως αλληλεπίδραση μεταξύ

δύο ομάδων αντίθετου φορτίου στα οποία τουλάχιστον ένα ζεύγος βαρέων ατόμων βρίσκεται μέσα

σε απόσταση δέσμευσης υδρογόνου. Οι γέφυρες αλάτων μπορούν να συμβάλουν στη σταθερότητα
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της πρωτεΐνης, αν και η επίδραση εξαρτάται από το περιβάλλον. [32]

Η γέφυρα άλατος συνήθως προκύπτει από το ανιονικό καρβοξυλικό (RCOO-) ασπαρτικού οξέος

ή γλουταμινικού οξέος και το κατιονικό αμμώνιο (RNH3 +) από λυσίνη ή το γουανιδίνιο (RNHC
(NH2) 2+) αργινίνης. Αν και αυτές είναι οι συνηθέστερες, άλλα υπολείμματα με ιονίζουσες πλευ-

ρικές αλυσίδες όπως η ιστιδίνη, η τυροσίνη και η σερίνη μπορούν επίσης να συμμετέχουν.[33]

Σχήμα 2.8: Παράδειγμα γέφυρας άλατος μεταξύ αμινοξέων γλουταμικού οξέος και λυσίνης που

καταδεικνύει ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση και δεσμό υδρογόνου. Εικόνα από τη Βικιπαίδεια.

pi-pi αλληλεπιδράσεις
Μεταξύ των μη ομοιοπολικών αλληλεπιδράσεων που μπορεί να εμφανιστούν σε ένα σύστημα μορίων,

η στοίβαξη pi-pi παίζει έναν πολύ σημαντικό ρόλο στην αυτοσυναρμολόγηση των μορίων. Εμφανίζε-

ται μεταξύ αρωματικών ενώσεων και η θέση τους είναι ευνοϊκή. Οι δύο πιο σταθερές διαμορφώσεις

είναι οι παράλληλες μετατοπίσεις και το σχήμα Τ, οι οποίες είναι ουσιαστικά ισοενεργογενείς και

αντιπροσωπεύουν ενεργειακά ελάχιστα. Αντίθετα, η διαμόρφωση σάντουιτς μεγιστοποιεί την επι-

κάλυψη του συστήματος πι, είναι λιγότερο σταθερή και αντιπροσωπεύει ένα ενεργό σημείο σέλας.

Οι προαναφερθείσες διαμορφώσεις απεικονίζονται στο Σχήμα 2.10.

Σχήμα 2.9: Τρεις αντιπροσωπευτικές διαμορφώσεις της στοίβαξης pi-pi αντιπροσωπεύονται με τη

βοήθεια ενός διμερούς βενζολίου. Το σχήμα προσαρμόστηκε από τη Βικιπεδια.
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Σχήμα 2.10: pi-pi αλληλεπιδράσεις μεταξύ των αρωματικών ενώσεων ενός γλυκο-νουκλεο-

ολιγοπεπτιδίου. Αντιπροσώπευση με VMD.
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2.8 Ανάλυση διπλοστιβάδας λιπιδίων

΄Οταν θέλουμε να μελετήσουμε τη συμπεριφορά μιας λιπιδικής διπλοστοιβάδας υπάρχουν τρεις πα-

ράγοντες που πρέπει να έχουμε κατά νου. Η περιοχή ανά λιπίδιο, το πάχος της διπλοστοιβάδας

καθώς και οι παραμέτρι τάξης Ρ 2.

Περιοχή ανά λιπίδιο Είναι ένα μικροσκοπικό χαρακτηριστικό που αναφέρεται στον

αριθμό μορίων λιπιδίων που βρίσκονται σε μια συγκεκριμένη περιοχή της διπλοστοιβάδας. Πρόκει-

ται για ένα μέτρο της πυκνότητας της διπλής στρώσης.

Πάχος μεμβράνης Είναι η μέση απόσταση μεταξύ των λιπιδικών κεφαλών της δι-

πλοστοιβάδας κατά τη διάρκεια ολόκληρης της διαδικασίας προσομοίωσης. Το πάχος αυτού του

κρίσιμου αλλά πολύ λεπτού στρώματος σε σύγκριση με τη διάμετρο του κυττάρου είναι παρόμοιο με

το πάχος της ατράκτου του αεροπλάνου σε σύγκριση με τη διάμετρο του σώματος του αεροσκάφους,

με αποτέλεσμα την αναλογία διαστάσεων 1: 500. Για παράδειγμα, το φωσφολιπίδιο POPC που χρη-

σιμοποιήθηκε στα συστήματά μας, έχει μήκος κεφαλής έως ουράς 2 nm. Αυτό συνεπάγεται ένα

συνολικό πάχος μεμβράνης διπλής πυκνότητας 4 nm (3 nm από τα οποία είναι έντονα υδρόφοβα και

το υπόλοιπο αποτελείται από τις πολικές κεφαλές.) Το Σχήμα 2.11 δείχνει ακριβώς αυτό το πάχος

.

Σχήμα 2.11: Διπλάσια λιπιδίων με πεπτίδια Pep-1 μετά από προσομοίωση MD αρκετών νανοδευ-

τερολέπτων. Το πορτοκαλί βέλος δείχνει το πάχος της διπλής στρώσης.

Ρ2 παράμετροι τάξης

Οι λιπιδικές διπλοστοιβάδες είναι εξαιρετικά εύκαμπτες και δυναμικές στην υγρή κατάσταση και

προσαρμόζονται σε διαφορετικές διαδικασίες όπως η σηματοδότηση και η μεταφορά. Η παράμετρος

τάξης είναι ένα ευαίσθητο μέτρο του δομικού προσανατολισμού ή της ευκαμψίας των λιπιδίων σε

μια διπλή στοιβάδα. [34] Είναι επίσης μια ιδιότητα που μπορεί να μετρηθεί πειραματικά και, κατά

συνέπεια, να αξιολογηθεί χρησιμοποιώντας προσομοιώσεις. Επομένως, είναι μια πολύ σημαντική

παράμετρος που πρέπει να ληφθεί υπόψη σε όλες σχεδόν τις μελέτες, καθώς μας παρέχει πληροφο-
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ρίες για την κατάσταση του συστήματος.

Αξιολογείται από τον ακόλουθο τενσορ, Σ όπου θi είναι η γωνία μεταξύ του μοριακού άξονα ι

τη και του άξονα που περνάει κάθετα στη διπλοστιβάδα:

Sij =
1

2
〈3cosθicosθj − δij〉

.



38 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΜΕΘΟΔΟΙ



Κεφάλαιο 3

Διερεύνηση αλληλεπιδράσεων

πεπτιδίου-μεμβράνης

Τα πεπτίδια που διεισδύουν στο κύτταρο (CPPs) είναι πεπτίδια που μετατοπίζονται στην κυτταρική

μεμβράνη και φτάνουν στο κυτταρικό εσωτερικό. Είναι μικρά πεπτίδια που διευκολύνουν την κυτ-

ταρική πρόσληψη διαφόρων μοριακών δομών που κυμαίνονται από νανοσωματίδια και μικρά χημικά

μόρια έως μεγάλα θραύσματα DNA. Το ¨φορτίο’ συνδέεται με τα πεπτίδια είτε μέσω χημικής σύνδε-

σης μέσω ομοιοπολικών δεσμών είτε μέσω μη ομοιοπολικών αλληλεπιδράσεων. Η τρέχουσα χρήση

περιορίζεται από την έλλειψη κυτταρικής εξειδίκευσης στην παράδοση φορτίου με μεσολάβηση της

CPP και την ανεπαρκή κατανόηση των τρόπων πρόσληψης.

3.1 Εισαγωγή

Η πρώτη CPP ανακαλύφθηκε ανεξάρτητα από δύο εργαστήρια το 1988, όταν διαπιστώθηκε ότι ο

μεταγραφικός ενεργοποιητής μεταγραφής (ΤΑΤ) από ιό ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας 1 (HIV-1)
θα μπορούσε να απορροφηθεί αποτελεσματικά από τα περιβάλλοντα μέσα από πολυάριθμους κυτ-

ταρικούς τύπους. ΄Εκτοτε, ο αριθμός των γνωστών ΟΡΡ έχει επεκταθεί σημαντικά και συνθετικά

ανάλογα μικρού μορίου με πιο αποτελεσματικές ιδιότητες μεταγωγής πρωτεΐνης έχουν παραχθεί.

Σε αυτό το κεφάλαιο μελετάω ένα σύστημα εννέα CPPs που τοποθετούνται σε μια διπλοστοιβάδα

λιπιδιων. Αυτό που μας ενδιαφέρει είναι αν σχηματίζουν συσσωματώματα, οι αλληλεπιδράσεις

πεπτιδίου-πεπτιδίου και πεπτιδίου-μεμβράνης και υπό την προϋπόθεση ότι διεισδύουν στη μεμβράνη,

θέλουμε επίσης να διερευνήσουμε τον μηχανισμό που χρησιμοποιείται.

3.1.1 Η ιδιαίτερη περίπτωση του Pep-1

Τα CPP τυπικά έχουν σύνθεση αμινοξέων που είτε περιέχει υψηλή σχετική αφθονία θετικά φορ-

τισμένων αμινοξέων όπως λυσίνη ή αργινίνη είτε έχει αλληλουχίες που περιέχουν εναλλασσόμενο

πρότυπο πολικών / φορτισμένων αμινοξέων και μη πολικών, υδρόφοβων αμινοξέων. Αυτοί οι δύο

τύποι δομών αναφέρονται ως πολυκατιονικοί ή αμφιπαθικοί, αντίστοιχα. Μία τρίτη κατηγορία CPPs
είναι τα υδρόφοβα πεπτίδια που περιέχουν μόνο απολίνια κατάλοιπα με χαμηλό καθαρό φορτίο ή

έχουν υδρόφοβες ομάδες αμινοξέων που είναι κρίσιμες για την κυτταρική πρόσληψη. [35]
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Τα CPP μπορούν να ομαδοποιηθούν σε δύο κύριες κατηγορίες, η πρώτη απαιτεί χημική σύνδεση

με το φάρμακο για κυτταρική εσωτερίκευση και η δεύτερη περιλαμβάνει το σχηματισμό σταθερών,

μη ομοιοπολικών συμπλεγμάτων με φάρμακα. [36]

Τα τελευταία χρόνια, πολλές βιοτεχνολογικές εταιρείες έχουν δείξει ενδιαφέρον για τις τεχνολο-

γίες CPP, αποδίδοντας αρκετές εμπορικά διαθέσιμες CPPs όπως το σύστημα μεταφοράς Chariot,
γνωστό ως Pep-1. Η πρώτη συστηματική μελέτη για το Pep-1 πραγματοποιήθηκε το 2001 από

τους May C. Morris et al. [37]. Σχεδίασαν τον φορέα πεπτιδίου 21 υπολειμμάτων και στη συνέχεια

εξέτασαν σε ποιο βαθμό το Pep-1 θα μπορούσαν να αλληλεπιδράσουν με μια ποικιλία διαφορετι-

κών πεπτιδίων και πρωτεϊνών. Στη συνέχεια αξιολόγησαν την ικανότητα του Pep-1 να μεταφέρει

πεπτίδια και πρωτεΐνες σε ανθρώπινα κύτταρα. Για να χαρακτηρίσουν την αποτελεσματικότητα του

Pep-1 για την παροχή πρωτεϊνών, επέλεξαν τρεις πολύ διαφορετικούς τύπους πρωτεϊνών: 30 kDa
GFP, 119 kDa b-Gal και πλήρους μήκους ειδικά αντισώματα και τελικά επιβεβαίωσαν ότι το Pep-1
δεν επηρέασε τον κυτταρικό εντοπισμό μεγαλύτερων πρωτεϊνών.

Τρία χρόνια αργότερα, ο Sebastian Deshayes περιγράφει μια νέα στρατηγική για την παροχή

πρωτεϊνών και πεπτιδίων σε κύτταρα θηλαστικών με τη βοήθεια του Pep-1. Στο ίδιο έτος διεξήχθη

ο χαρακτηρισμός σε υδατικό μέσο και η ποσοτικοποίηση της κατανομής σε διπλοστιβάδες [38].

Το ειδικό πεπτίδιο έχει επίσης διερευνηθεί ευρέως από τους Σονια Τροειρακαι τους συνερ-

γάτες της (2009). Στην εργασία τους, η δευτερογενής δομή του Pep-1 σε απουσία / παρουσία

λιπιδικών διπλοστοιχείων προσδιορίστηκε με φασματοσκοπίες και η εμφάνιση σχηματισμού πόρων

αξιολογήθηκε με ηλεκτροφυσιολογικές μετρήσεις με επίπεδες λιπιδικές μεμβράνες και με ομοεστια-

κή μικροσκοπία χρησιμοποιώντας γιγαντιαία μονοστρωματικά κυστίδια.

Αυτό το μέρος της διατριβής μου, μελετά το πεπτίδιο Pep-1 που διεισδύει στο κύτταρο. Το

πεπτίδιο έχει ένα υδρόφοβο τμήμα το οποίο είναι α -ελικα, ένα υδρόφιλο τμήμα με τυχαία δομή και

ένα υπόλειμμα προλίνης που λειτουργεί ως συνδετήρας μεταξύ αυτών των δύο μερών. Ειδικότερα,

η α-έλικα αποτελείται από μία αλληλουχία 14 αμινοξέων (Lys-Glu-Thr-Trp-Trp-Glu-Thr-Trp-Trp-
Thr-Glu-και η τυχαία loop αποτελείται από 6 αμιοξέαν (Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val).

΄Οταν δεν υπάρχει φορτίο, σχηματίζει άμορφα αδρανή. Τα νανοσωματίδια παρατηρούνται όταν

ο λόγος πεπτιδίου-φορτίου είναι 20: 1 και μεγάλα συσσωματώματα με αναλογία 50: 1. [4]

Αυτό που κάνει το Pep-1 άξιο μελέτης, χωρίς να αναφέρουμε τις ιδιότητες διείσδυσής του, είναι

το γεγονός ότι υιοθετεί και διαφορετικές δευτερεύουσες δομές ανάλογα με το περιβάλλον στο οποίο

βρίσκεται. Αυτές οι δευτεροταγείς δομές μπορεί να περιλαμβάνουν πεπτίδια με α-έλικες και τυχαίες

δομες σε πεπτίδια με δύο α-έλικες, οι οποίες ενώνονται μαζί με ένα βρόχο.
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Σχήμα 3.1: Το πεπτίδιο Pep-1. Μια περίληψη. [4]

Το Pep-1 θα μπορούσε να διευκολύνει την ταχεία κυτταρική πρόσληψη διαφόρων πεπτιδίων,

πρωτεϊνών και ακόμη και πλήρους μήκους αντισωμάτων με υψηλή αποτελεσματικότητα και μικρότε-

ρη τοξικότητα. Η δομή του Pep-1 χαρακτηρίζεται ως πορώδης. Κάτι που συμβάλλει σε αυτό είναι

η δευτερεύουσα δομή του που περιέχει την α-έλικα. Σύμφωνα με τις μελέτες, τα χαρακτηριστι-

κά διείσδυσης του Pep-1 συμβαίνουν εξαιτίας του σχηματισμού διαύλων ιόντων στην κυτταρική

μεμβράνη όταν συνδέονται με αυτό. Τα κανάλια ιόντων είναι πρωτεΐνες που σχηματίζουν πόρους

μεμβράνης, οι λειτουργίες των οποίων περιλαμβάνουν την καθιέρωση δυναμικού στη μεμβράνη και

την μορφοποίηση ηλεκτρικών σημάτων, προκειμένου να κατευθύνουν και να ελέγχουν τη ροή των

ιόντων διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης ρυθμίζοντας έτσι τον όγκο των κυττάρων

3.2 Αλληλεπιδράσεις πεπτιδίου-μεμβράνης

Οι αλληλεπιδράσεις πεπτιδίου-μεμβράνης εμπλέκονται σε διάφορες σημαντικές βιολογικές διεργα-

σίες. Αρκετά παραδείγματα βρίσκονται στη φύση, όπως τα αντιβιοτικά και τα πεπτίδια που διεισδύουν

στα κύτταρα. Είναι σαφές ότι η καλύτερη κατανόηση των αλληλεπιδράσεων πεπτιδίου-μεμβράνης σε

μοριακό επίπεδο δεν είναι μόνο σημαντική για την αποσαφήνιση διαφόρων βιολογικών διεργασιών,

αλλά επίσης θα μπορούσε να συμβάλει στο σχεδιασμό πεπτιδίων με προσαρμοσμένες λειτουργικότη-

τες, για παράδειγμα, για εφαρμογές αντιβιοτικών και φαρμάκων.

Οι αλληλεπιδράσεις πεπτιδίου-μεμβράνης είναι πολύπλοκα και πολύ διαφορετικά φαινόμενα. Α-

νάλογα με τη σύνθεσή τους, το φορτίο και η δομή διαφορετικών πεπτιδίων προκαλούν διαφορετικούς

μηχανισμούς αλληλεπίδρασης με τη μεμβράνη. Ας εξετάσουμε πρώτα διαφορετικούς μηχανισμούς

εσωτερικοποίησης πεπτιδίων. Αυτοί οι μηχανισμοί μπορούν να ταξινομηθούν σε εισόδους με μεσο-

λάβηση ενδοκυττάρωσης και άμεση διείσδυση στη μεμβράνη.

Ενδοκύτωση είναι μια σημαντική βιολογική διαδικασία, που χρησιμοποιείται από το κύτταρο

για τη μεταφορά του διάφορα μοριακά είδη κατά μήκος της κυτταρικής μεμβράνης. Στην περίπτωση

μεταφοράς πεπτιδίων, ο μηχανισμός του μπορεί να περιγραφεί ως εξής: Πρώτον, αρκετά πεπτίδια

σχηματίζουν ένα συσσωμάτωμα στην υδατική φάση, τότε το κύτταρο απορροφά το συσσωμάτωμα
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από το εξωτερικό περιβάλλον με την απορρόφηση της με την κυτταρική μεμβράνη και τέλος, σχημα-

τίζεται ένα κυστίδιο (ενδοσωματικό) και απελευθερώνεται στην εσωτερική πλευρά της μεμβράνης.

Καταρχήν, ο σχηματισμός ενός ενδοσώματος είναι πιθανός ως αποτέλεσμα της διακύμανσης της

μεμβράνης. Ωστόσο, πιο συχνά, η ενδοκύτωση είναι ένας διαμεσολαβητής υποδοχέα και ενεργεια-

κά εξαρτώμενη διαδικασία. Διάφορες κατηγορίες πεπτιδίων διεισδύσεως κυττάρων πιστεύεται ότι

επάγουν αυτόν τον μηχανισμό.

Οι μηχανισμοί άμεσης διεισδυσης, από την άλλη πλευρά, είναι υποδοχέας και ενεργειακή

ανεξαρτησία, και μπορεί επίσης να ταξινομηθούν σε διάφορα ξεχωριστά σενάρια. ΄Ενας από αυτούς

τους μηχανισμούς είναι το μοντέλο βυθιζόμενης σχεδίας. Σε αυτό το μοντέλο, τα πεπτίδια σχη-

ματίζουν συσσωματώματα περιορισμένου μεγέθους και να συνεργάζονται με μία από τις επιφάνειες

της μεμβράνης. Η ανισορροπία μάζας της λιπιδικής διπλοστοιβάδας λόγω αυτής της συσχέτισης

προκαλεί καμπυλότητα που παρέχει την κινητήρια δύναμη τη μετατόπιση των πεπτιδίων σε όλη την

διπλή στιβάδα. Αυτός ο μηχανισμός έχει προταθεί για διάφορα αντιμικροβιακά πεπτίδια, για πα-

ράδειγμα δ-λυσίνη.

΄Ενα άλλο σενάριο άμεσης διείσδυσης είναι ο σχηματισμός ενός ινvερτεδ μιςελλε. Σε αυτό

περίπτωση, ένα πεπτίδιο αλληλεπιδρά με τα αρνητικά φορτισμένα φωσφολιπίδια, προκαλώντας το

σχηματισμό ενός ανεστραμμένου μικκυλίου εντός της λιπιδικής διπλοστοιβάδας. Στη συνέχεια,

είτε το πεπτίδιο παγιδεύεται εντός του μικκυλίου και στη συνέχεια απελευθερώνεται εντός του κυτ-

τάρου ή του σχηματισμού του μικκυλίου περιβάλλει τοπικά τη μεμβράνη και επάγει μια νέα εισαγωγή

πεπτιδίου [4]

Ο σχηματισμός διαμεμβρανικών πόρων είναι ένας άλλος τρόπος αλληλεπίδρασης μεταξύ

α-ελικοειδούς πεπτίδιου και μεμβράνων. Τρεις διαφορετικές δομές πόρων, το βαρέλι, το χαλί και

το μοντέλο των δακτυλιοειδών πόρων, έχουν προταθεί και διερευνηθεί. Οι κύριες διαφορές μεταξύ

αυτών των μοντέλων βρίσκονται στη λιπιδική δομή γύρω από τους πόρους και την σταθερότητα του

πόρου. Στο μοντέλο βαρέλι, τα λιπίδια είναι παράλληλα μεταξύ τους και τα πεπτίδια σχηματίζουν

μια καλά καθορισμένη, πολύ σταθερή δέσμη, η οποία, αν έχει επαρκή διάμετρο, μπορεί χρησιμεύει

ως πόρος. Αυτό πιστεύεται ότι είναι η δομή των πεπτιδίων στα ιοντικά κανάλια, είτε ως τμήμα μίας

μεγαλύτερης πρωτεΐνης, είτε σχηματιζόμενης δια μιας διαδικασίας αυτο-συναρμολογήσεως. Στην

περίπτωση του δακτυλιοειδούς μοντέλου, τα λιπίδια δημιουργούν ένα τοροειδές σχήμα (ή σχήμα

ντόνατς) με καλυμμένοάνοιγμα και με τα πεπτίδια σε διαφορετικούς προσανατολισμούς. Αυτοί οι

πόροι ειναι είναι γενικώς λιγότερο σταθεροί (δηλ. είναι παροδικοί) από τους πόρους της κοιλότητας.

Μερικές μελέτες υποδηλώνουν ότι αυτός ο μηχανισμός εμπλέκεται στη δράση διαταραχής μεμβράνης

ορισμένων αντιμικροβιακών πεπτίδιων, οδηγώντας σε διαρροή κυττάρων στο περιεχόμενό τους. [42]

Αρκετοί μηχανισμοί αλληλεπίδρασης πεπτιδίου-μεμβράνης περιλαμβάνουν ένα πεπτίδιο που ει-

σάγεται στο μεμβράνη. Στη μεμβρανική σύντηξη, τα πεπτίδια σύντηξης, σύντομα υδρόφοβα τμήματα

σύντηξης πρωτεϊνών, αποσταθεροποιούν τη δομή διπλής στιβάδας λιπιδίων υιοθετώντας έναν λοξό

προσανατολισμό εντός της μεμβράνης. Αυτός ο προσανατολισμός έχει συνδεθεί με την κλίση του

υδροφοβου μέρους κατά μήκος του ελικοειδούς άξονα των πεπτιδίων. [43]

΄Αλλα πεπτίδια, με διαφορετική κατανομή της υδροφοβικότητας, υιοθετούν προσανατολισμούς

μεταξύ των επιφανειών ή διαμεμβράνης σε σχέση με τη μεμβράνη. Πολλοί μηχανισμοί περιλαμβάνουν

διάφορα στάδια αλληλεπίδρασης μεταξύ πεπτιδίων και μεμβράνης ή μεταξύ διαφορετικών πεπτιδίων.

Για παράδειγμα, στην περίπτωση του Pep-1, μία από τις προτεινόμενες εσωτερίκευση οι μηχανισμοί

αποτελούνται από τέσσερα βήματα: ένας αριθμός ελίκων Pep-1 σχηματίζουν ένα σύμπλεγμα με το

φορτίο, άλλες έλικες σχηματίζουν πόρους, το σύμπλεγμα φορτίου-πεπτιδίου διέρχεται από τον πόρο
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και τελικά απελευθερώνεται στην κυτταροπλασματική πλευρά.[44]

3.3 Μέθοδοι

Για τη μελέτη της συμπεριφοράς των πεπτιδίων Pep-1 σε λιπιδική διπλοστοιβάδα κατασκευάστηκαν

τρία διαφορετικά συστήματα προκειμένου να εξεταστούν οι πιθανές διαφορές που θα προέκυπταν

λόγω της διαφορετικής δευτερογενούς δομής που υιοθετεί το πεπτίδιο.

Το πρώτο σύστημα αποτελείται από μία διπλοστιβάδα λιπιδίων POPC με εννέα πεπτίδια που

έχουν την ίδια διαμόρφωση. Μία α-έλικα που καταλήγει σε μια τυχαια σπείρα. Το δεύτερο σύστη-

μα διαφέρει από το πρώτο, καθώς η δευτερεύουσα δομή που υιοθετεί είναι ένας συνδυασμός δύο

α-ελικιών που συνδέονται μαζί με ένα βρόχο. Το τρίτο σύστημα είναι ένας συνδυασμός των δύο

προαναφερθέντων συστημάτων. Συντίθεται από εναλλακτικά τοποθετημένα πεπτίδια των δύο συ-

στημάτων. Το σχήμα 3.2 δείχνει τα τρία διαφορετικά συστήματα στην αρχική τους διαμόρφωση.
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Σχήμα 3.2: Αρχικές αναπαραστάσεις των τριών συστημάτων που θα μελετηθούν. ΄Ολα τα συ-

στήματα αποτελούνται από μια μεμβράνη διπλής στιβάδας POPC με εννέα πεπτίδια που διεισδύουν

κύτταρα Pep-1. Η διαφορά μεταξύ των συστημάτων αποδίδεται στην διαφορετική δευτερογενή δομή

που υιοθετούν τα πεπτίδια. Το σύστημα 1 (i) αποτελείται από πεπτίδια με α-έλικα και σπείρα. Το

σύστημα 2 (ιι) αποτελείται από πεπτίδια με δύο α-έλικες, ενώ το σύστημα 3 (ιιι) είναι ένας συν-

δυασμός των δύο προαναφερθέντων συστημάτων. Χρώματα: Οξυγόνο: κόκκινο, Φώσφορος: μοβ,

ουρές λιπιδίων: κυανό. Οι αναπαραστάσεις έγιναν με τη βοήθεια του VMD.

Τα συστήματα κατασκευάστηκαν χρησιμοποιώντας την TK Console του VMD, ένα τερματικό

που επιτρέπει στον χρήστη να χρησιμοποιεί βασικές εντολές για να επεκτείνει τις δυνατότητες του

προγράμματος. Το VMD παρέχει ενσωματωμένες γλώσσες (Python, Tcl) για το σκοπό αυτό.

Η ιδέα είναι να αναπαραγουμε ένα αρχικό μπλοκ λιπιδικής διπλοστοιβάδας με ένα πεπτίδιο επί

εννέα φορές και να τοποθετήσουμε όλα τα νέα μπλοκ με τέτοιο τρόπο, ώστε να δημιουργήσουμε

ένα μεγαλύτερο μπλοκ διπλής στρώσης 3ξ3. Το σχήμα 3.3 παρουσιάζει την αρχική δομική μονάδα,

από την οποία χτίστηκε το σύστημα 1 και το μισό του συστήματος 3. Τα μόρια νερού δεν παρου-

σιάζονται για να έχουν καλύτερη εικόνα της δευτεροταγούς δομής του πεπτιδίου. Οι εντολές που
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χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή των συστημάτων μπορούν να βρεθούν στο Παράρτημα.

Σχήμα 3.3: Αρχικό δομικό στοιχείο, ενός πεπτιδίου και μιας λιπιδικής διπλοστοιβάδας. Η οπτι-

κοποίηση έγινε με τη βοήθεια του VMD για να παρατηρηθεί η δευτερογενής δομή του πεπτιδίου

(τυχαίο πηνίο και α-έλικα).

Τα πεπτίδια επιλέχθηκαν με βάση τη διαφορά στη δευτεροταγή δομή τους. Προσπαθήσαμε

να δημιουργήσουμε συστήματα που έχουν την ελάχιστη ομοιότητα, προκειμένου να παρατηρηθούν

διαφορετικά φαινόμενα. Αυτό επιτεύχθηκε με τη βοήθεια της λειτουργίας RMSD που μπορεί να

συγκρίνει δύο πεπτίδια. Η ιδέα είναι να συγκριθεί η αρχική διαμόρφωση κάθε πεπτιδίου με όλες τις

αρχικές διαμορφώσεις όλων των πεπτιδίων. Αυτό που κάνει η λειτουργία είναι ότι μετρά τη μέση

απόσταση μεταξύ των ίδιων ατόμων δύο πεπτιδίων που έχουν υποδειχθεί ότι έχουν διαφορετική

διάπλαση. Ως αποτέλεσμα λαμβάνουμε ένα μέτρο της διαφοράς δομής μεταξύ των πεπτιδίων. Τα

αποτελέσματα που αποκτήθηκαν παρουσιάζονται στο Σχήμα 3.4. Γενικά, όσο μεγαλύτερο είναι το

RMSD, τόσο περισσότερο διαφέρουν τα πεπτίδια.

Σχήμα 3.4: Σύγκριση των διαφορετικών πεπτιδικών μοντέλων χρησιμοποιώντας RMSD. Τα μο-

ντέλα αποκτήθηκαν από τον ¨Πεπφολδ¨, έναν εξυπηρετητή πρόβλεψης πεπτιδικής δομής, που παρείχε

το πανεπιστήμιο του Παρισιού Διδεροτ.

Από το Σχήμα 3.4 (πίνακας RMSD) μπορούμε να δούμε ότι το μοντέλο 1 διαφέρει περισσότερο
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Σχήμα 3.5: Τα πεπτίδια Pep-1 που επιλέχθηκαν να μελετηθούν. Το Σχήμα 3.1 (i) παρουσιάζει

το Μοντέλο 1, (α -ελέξ με τυχαία σπειροειδή διαμόρφωση), ενώ το Σχήμα 3.1 (ii) παρουσιάζει

Μοντέλο 4 (διπλή διαμόρφωση α-ελικας).

από όλα τα άλλα, καθώς το RMSD είναι πάνω από 5 σε όλες τις περιπτώσεις. Για τα υπόλοιπα

μοντέλα παρατηρήσαμε ότι ήταν παρόμοια, γι άυτό επιλέξαμε έναν εκπρόσωπο. Αυτό ήταν το μο-

ντέλο 4, που έχει το μεγαλύτερο RMSD, σε σύγκριση με το μοντέλο 1.
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3.4 Αποτελέσματα

Τα τρία συστήματα αναλύθηκαν με τη βοήθεια του VMD και του GROMACS. Οι αποστάσεις, οι

αλληλεπιδράσεις και άλλα ποσοτικά μέτρα υπολογίστηκαν για να καταλήξουμε σε συμπεράσματα

σχετικά με τη συμπεριφορά του συστήματος.

Χρονική πορεία του συστήματος

Πραγματοποιήσαμε 200 ns αμερόληπτης προσομοίωσης MD για τα τρία συστήματα. Σε όλες τις

περιπτώσεις παρατηρήσαμε το σχηματισμό μικρών συσσωματωμάτων που αποτελούνταν από δύο ή

τρία πεπτίδια, παρόλο που οι διαδικασίες αυτο-συναρμολόγησης πεπτιδίων εμφανίζονται σε κλίμακα

χρόνου μικροδευτερόλεπτων παραμένει δύσκολο να παρακολουθούνται και να ποσοτικοποιούνται.

Ο χρόνος προσομοίωσης δεν ήταν αρκετός για να παρατηρήσουμε τη διείσδυση της μεμβράνης.

Παρ ΄όλα αυτά, σε μερικές περιπτώσεις παρατηρήσαμε κάποια πεπτίδια που διεισδύουν στις λιπιδικές

κεφαλές της μεμβράνης αλλά μόνο για μικρό χρονικό διάστημα.

Τα Σχήματα 3.6, 3.7 και 3.8 απεικονίζουν συγκεκριμένα στιογμιότυπα της προσομοίωσης για

τα τρία συστήματα. Οι εικόνες παρουσιάζουν κάθε 25 ns του συνολικού χρόνου προσομοίωσης.
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Σχήμα 3.6: Στιογμιότυπα της προσομοίωσης κάθε 25 ns της όλης διαδικασίας για το σύστημα

1. Μπορούμε να παρατηρήσουμε το σχηματισμό μικρών συσσωματωμάτων. Αναπαράσταση VMD:

Κεφαλές λιπιδίων: κόκκινο και μοβ, ουρές λιπιδίων: κυανό, πεπτίδια οπτικοποιημένα με ατομική

αναπαράσταση και δευτερεύουσα δομή ταυτόχρονα.
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Σχήμα 3.7: Στιογμιότυπα της προσομοίωσης κάθε 25 ns της όλης διαδικασίας για το Σύστημα

2. Μπορούμε να παρατηρήσουμε το σχηματισμό μικρών συσσωματωμάτων. Αναπαράσταση VMD:

Κεφαλές λιπιδίων: κόκκινο και μοβ, ουρές λιπιδίων: κυανό, πεπτίδια που απεικονίζονται με ατομική

αναπαράσταση και δευτερεύουσα δομή ταυτόχρονα.
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Σχήμα 3.8: Στιογμιότυπα της προσομοίωσης κάθε 25 ns της όλης διαδικασίας για το Σύστημα

3. Μπορούμε να παρατηρήσουμε το σχηματισμό μικρών συσσωματωμάτων. Αναπαράσταση VMD:

Κεφαλές λιπιδίων: κόκκινο και μοβ, ουρές λιπιδίων: κυανό, πεπτίδια που απεικονίζονται με ατομική

αναπαράσταση και δευτερεύουσα δομή ταυτόχρονα.

Κατά τη διάρκεια της αυτοσυναρμολογούμενης, τα περισσότερα πεπτιδικά συσσωματώματα που

σχηματίστηκαν στο αρχικό στάδιο (0-50 ns) παρέμειναν άθικτα μέχρι το τέλος της προσομοίωσης.

Ωστόσο, άλλα συστάδες διαχωρίστηκαν και επανασυνδέθηκαν και πάλι μετά από αρκετά ns). Η

τελική διαμόρφωση που παρατηρήθηκε σε όλα τα συστήματα, ήταν δύο μεγάλα συσσωματώματα και

μερικά μονομερή, και στην επιφάνεια της μεμβράνης. Πρέπει να σημειώσουμε ότι τα πεπτίδια που

εμφανίζονται στον πυθμένα της μεμβράνης δεν υπάρχουν επειδή διεισδύθηκαν στη μεμβράνη, αλλά

παρατηρούνται εκεί λόγω των περιοδικών οριακών συνθηκών των συστημάτων μας.
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Αλληλεπιδράσεις μεταξύ πεπτιδίων

΄Εχουμε αναθέσει αριθμούς στα πεπτίδια (Εικόνα 3.9) και στη συνέχεια μετρήθηκε η απόσταση

μεταξύ όλων αυτών κατά τη διάρκεια ολόκληρης της προσομοίωσης για όλα τα συστήματα. Αυτό μας

επέτρεψε να καταλήξουμε σε ένα συμπέρασμα σχετικά με το ποια πεπτίδια πλησίασαν μεταξύ τους

και σχημάτισαν συσσωματώματα. Στο Σχήμα 3.10 παρουσιάζεται η απόσταση για κάθε πεπτίδιο

που αφορά το Σύστημα 1.

Σχήμα 3.9: ΄Ενας αριθμός ανατέθηκε σε κάθε πεπτίδιο, προκειμένου να τα μελετήσει πιο εύκολα.
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Σχήμα 3.10: Ελάχιστη απόσταση μεταξύ των πεπτιδίων του συστήματος 1.
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Σχήμα 3.11: Ελάχιστη απόσταση μεταξύ των πεπτιδίων του συστήματος 1.

Είναι σαφές ότι τα πεπτίδια μετά το τέλος της προσομοίωσης έχουν σχηματίσει διαχωρισμένα

συσσωματώματα, το μεγαλύτερο από τα οποία αποτελείται από 3 πεπτίδια (πεπτίδια 1, 7 και 8).

Το Σχήμα 3.12 δείχνει ότι τα τρία πεπτίδια αλληλεπιδρούν έντονα μεταξύ τους στην επιφάνεια της

λιπιδικής διπλοστοιβάδας. Δίπλα στο συσσωμάτωμα μπορούμε να δούμε το πεπτίδιο 5, το οποίο

δεν έχει σχηματίσει ακόμα συσσωματώματα (μονομερές).
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Σχήμα 3.12: Αναπαράσταση ενός συνόλου που αποτελείται από 3 πεπτίδια και ένα μονομερές. Οι

δεσμοί μεταξύ των πεπτιδίων που συγκρατούν το συσσωμάτωμα μαζί αντιπροσωπεύονται με μια

διακεκομμένη γραμμή.

Για τα Συστήματα 2 και 3 έχουμε εκτελέσει τους ίδιους υπολογισμούς.
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Σχήμα 3.13: Ελάχιστη απόσταση μεταξύ των πεπτιδίων του συστήματος 2.
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Σχήμα 3.14: Ελάχιστη απόσταση μεταξύ των πεπτιδίων του συστήματος 2.

Αυτό που βλέπουμε από τα Σχήματα 3.13 και 3.14 είναι ότι σχηματίσθηκαν δύο συσσωματώματα

από το τέλος της προσομοίωσης. Το πρώτο αποτελείται από τρία πεπτίδια (πεπτίδια 1,3 και 9) και το

δεύτερο αποτελείται από 2 πεπτίδια (πεπτίδια 2 και 8). Θα καταλήξουμε σε παρόμοια συμπεράσματα

αν εξετάσουμε τα αποτελέσματα του Συστήματος 3, τα οποία παρουσιάζονται στα Σχήματα 3.15 και

3.16. Τα πεπτίδια 2, 7 και 9 σχηματίζουν ένα συσσωμάτωμα τριών πεπτιδίων, ενώ τα πεπτίδια 1 και

5 σχηματίζουν ένα μικρότερο. Μερικές μεγάλες διαταραχές στην απόσταση μεταξύ των πεπτιδίων

φαίνονται ανώμαλες. Για παράδειγμα, με μια πιο προσεκτική ματιά στις αποστάσεις που αφορούν

το πεπτίδιο 8, παρατηρούμε ότι είναι πολύ κοντά στο πεπτίδιο 2. Εντούτοις, μεταξύ 100 και 150

ns χρόνου προσομοίωσης, είναι προφανές ότι τα δύο πεπτίδια διαχωρίζονται με έντονο και ξαφνικό

τρόπο αντί να διατηρούντα κοντά το ένα στο άλλο. Αυτές οι διαταραχές οφείλονται στις περιοδικές

οριακές συνθήκες, επομένως τα αποτελέσματα αυτά πρέπει να ερμηνεύονται με προσοχή.
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Σχήμα 3.15: Ελάχιστη απόσταση μεταξύ των πεπτιδίων του συστήματος 3.
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Σχήμα 3.16: Ελάχιστη απόσταση μεταξύ των πεπτιδίων του συστήματος 3.
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RMSD υπολογισμοί

Για να καταλήξουμε σε συμπεράσματα σχετικά με τη σταθερότητα του συστήματος, υπολογίσαμε

αρχικά το RMSD κάθε πεπτιδίου για όλα τα συστήματα. Τα Σχήματα 3.17, 3.18 και 3.19 δείχνουν

ότι τα RMSD των πεπτιδίων συγκλίνουν στο τέλος της προσομοίωσης, έτσι ώστε το σύστημα να

είναι κατάλληλο για περαιτέρω ανάλυση.

Σχήμα 3.17: RMSD γραφήματα για κάθε Pep-1 πεπτιδιο του συστήματος 1.
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Σχήμα 3.18: RMSD γραφήματα για κάθε Pep-1 πεπτιδιο του συστήματος 2.

Σχήμα 3.19: RMSD γραφήματα για κάθε Pep-1 πεπτιδιο του συστήματος 3.
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΄Ογκος και πυκνότητα του συστήματος.

Ο όγκος και η πυκνότητα των τριών συστημάτων υπολογίστηκαν. Αυτό που θέλουμε να παρατη-

ρήσουμε, είναι και οι δύο σταθεροί κατά τη διάρκεια της προσομοίωσης. Τα σχήματα 3.23 και 3.24

απεικονίζουν ακριβώς αυτό το επιθυμητό αποτέλεσμα.

Σχήμα 3.20: ΄Ογκος των τριών συστημάτων ως συνάρτηση του χρόνου. Η μαύρη γραμμή αντιπρο-

σωπεύει τη μέση τιμή των δεδομένων.

Σχήμα 3.21: Πυκνότητηα των τριών συστημάτων ως συνάρτηση του χρόνου. Η μαύρη γραμμή

αντιπροσωπεύει τη μέση τιμή των δεδομένων.
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Χαρακτηρισμός δευτεροταγούς μορφής

Η ανάλυση διαγράμματος Ramachandan χρησιμοποιήθηκε σε κάθε ένα από τα πεπτίδια για να έχει

κάποιες επιπλέον πληροφορίες σχετικά με τη δευτεροταγή δομή των πεπτιδίων. Τα Σχήματα 3.20,

3.21 και 3.22 παρουσιάζουν τα αποτελέσματα. Στην κάτω δεξιά γωνία των γραφημάτων μπορούμε

να δούμε το αντίστοιχο πεπτίδιο. Η πλειοψηφία των σημείων που αντιστοιχούν στα διαφορετικά

αμινοξέα βρίσκονται στην περιοχή που αντιπροσωπεύει την α-έλικα. Εντούτοις, σε μερικές περι-

πτώσεις μπορούμε να δούμε μερικά σημεία στην περιοχή β- φύλλου, στην επάνω αριστερή γωνία,

ακόμη και αν δεν παρατηρούμε ένα β-φύλλο στη δευτερεύουσα δομή του πεπτιδίου. Λόγω του γε-

γονότος ότι τα σημεία αυτά είναι πολύ μικρά, συμπεραίνουμε ότι δεν είναι δυνατή η δημιουργία ενός

φύλλου β. Η εμφάνισή τους στο συγκεκριμένο οικόπεδο μπορεί να αποδοθεί είτε σε σφάλματα του

προγράμματος είτε σε πιθανότητα σχηματισμού ενός β- φύλλου αν υπήρχε περισσότερος αριθμός.
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Σχήμα 3.22: Διάγραμμα Ramachandran για κάθε Pep-1 πεπτίδιο του συστήματος 1.
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Σχήμα 3.23: Διάγραμμα Ramachandran για κάθε Pep-1 πεπτίδιο του συστήματος 2.
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Σχήμα 3.24: Διάγραμμα Ramachandran για κάθε Pep-1 πεπτίδιο του συστήματος 3.

Γέφυρες ΄Αλατος

Οι γέφυρες άλατος θεωρούνται πολύ σημαντικές, καθώς είναι γνωστό ότι σταθεροποιούν τις πρω-
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τεΐνες και τα πρωτεϊνικά σύμπλοκα. Εμφανίζονται από το ανιονικό καρβοξυλικό (RCOO-) είτε

ασπαρτικού οξέος είτε γλουταμικού οξέος και το κατιονικό αμμώνιο (RNH3+) από λυσίνη ή αρ-

γινίνη. Στο μόριο ενός πεπτιδίου Pep-1 μπορούμε να βρούμε τρία γλουταμινικά οξέα. ΄Ολοι τους

έκαναν γέφυρες αλατιού με τα λυσίνη και την αργινίνη του πεπτιδίου. Ωστόσο, λόγω του περιο-

ρισμού του χρόνου και του χώρου θα αναλυθούν μόνο τα αποτελέσματα για ένα συγκεκριμένο

γλουταμινικό οξύ, σε όλα τα συστήματα.

Τα Σχήματα 3.22, 3.23 και 3.24 δείχνουν τον αριθμό των γεφυρών άλατος του γλουταμινικού

οξέος κατά τη διάρκεια του συνολικού χρόνου προσομοίωσης. Οι υπολογισμοί έγιναν με το εργαλείο

VMD. Παρατηρούμε ορισμένες πολύ μεγάλες διαταραχές στον αριθμό των γεφυρών αλάτων με

κάποια υπολείμματα λυσίνης που δεν είναι φυσιολογικά. Αυτά προκαλούνται από τις περιοδικές

οριακές συνθήκες του συστήματος. Ορισμένα πεπτίδια που βρίσκονται στην άκρη του πλαισίου

των περιοδικών οριακών συνθηκών φαίνεται να εμφανίζονται και να εξαφανίζονται κατά τη διάρκεια

της προσομοίωσης, προκαλώντας το πρόβλημα αυτό στα γραφήματα. Ωστόσο, η αναμενόμενη

συμπεριφορά είναι αυτή που παρατηρήθηκε για τηLys17 που σχηματίζει γέφυρες άλατος των οποίων

ο αριθμός αυξάνεται μέχρι να συγκλίνει.

Σχήμα 3.25: Αριθμός γεφυρών άλατος που σχηματίζονται μεταξύ του γλουταμικού οξέος, της

αργινίνης και των λυσινών στο σύστημα 1.
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Σχήμα 3.26: Αριθμός γεφυρών άλατος που σχηματίζονται μεταξύ του γλουταμικού οξέος, της

αργινίνης και των λυσινών στο σύστημα 2.

Σχήμα 3.27: Αριθμός γεφυρών άλατος που σχηματίζονται μεταξύ του γλουταμικού οξέος, της

αργινίνης και των λυσινών στο σύστημα 3.

Ο ρόλος της τρυπτοφάνης και της λυσίνης

Μια βασική παρατήρηση από τις προσομοιώσεις μας είναι ο ρόλος της τρυπτοφάνης στη δέσμευση

του Pep-1 στη μεμβράνη καθώς και σε άλλα πεπτίδια. Η πυκνότητα των υπολειμμάτων τρυπτοφάνης

υπολογίστηκε κατά μήκος του κατακόρυφου άξονα της διπλής στιβάδας μεμβράνης. Η διακεκομ-
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μένη γραμμή στις Εικόνες 3.28, 3.29, 3.30, αντιπροσωπεύει τις λιπιδικές κεφαλές της μεμβράνης.

Παρατηρούμε υψηλή συγκέντρωση υπολειμμάτων τρυπτοφάνης κοντά σε αυτές τις λιπιδικές κεφα-

λές. Από την άλλη πλευρά, τα υπολείμματα βαλίνης (Εικόνες 3.31, 3.32, 3.33) φαίνεται να είναι

περαιτέρω από τις λιπιδικές κεφαλές και έξω από την επιφάνεια της μεμβράνης.

Σχήμα 3.28: Μερική πυκνότητα τρυπτοφάνης κατά μήκος του κατακόρυφου άξονα της λιπιδικής

μεμβράνης για το σύστημα 1.



3.4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 69

Σχήμα 3.29: Μερική πυκνότητα τρυπτοφάνης κατά μήκος του κατακόρυφου άξονα της λιπιδικής

μεμβράνης για το σύστημα 2.

Σχήμα 3.30: Μερική πυκνότητα τρυπτοφάνης κατά μήκος του κατακόρυφου άξονα της λιπιδικής

μεμβράνης για το σύστημα 3.
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Σχήμα 3.31: Μερική πυκνότητα λυσίνης κατά μήκος του κατακόρυφου άξονα της λιπιδικής μεμ-

βράνης για το σύστημα 1.

Σχήμα 3.32: Μερική πυκνότητα λυσίνης κατά μήκος του κατακόρυφου άξονα της λιπιδικής μεμ-

βράνης για το σύστημα 2.



3.4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 71

Σχήμα 3.33: Μερική πυκνότητα λυσίνης κατά μήκος του κατακόρυφου άξονα της λιπιδικής μεμ-

βράνης για το σύστημα 3.
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3.5 Συζήτηση

Ο αρχικός στόχος αυτής της μελέτης είναι να καταλήξουμε σε συμπεράσματα σχετικά με τη συ-

μπεριφορά των πεπτιδίων που διεισδύουν κυττάρων Pep-1 και να λάβουμε γνώση για τον τρόπο

λειτουργίας τους.

Αρχικά, μελετήθηκαν τρία διαφορετικά συστήματα από εννέα πεπτίδια που διεισδύουν στην

κυψέλη τοποθετημένα σε ένα σύστημα διπλής στιβάδας λιπιδίων. Τα πεπτίδια, μετά από μερικά

δευτερόλεπτα προσομοίωσης MD, σχημάτισαν συσσωματώματα, αλλά ο χρόνος προσομοίωσης δεν

ήταν αρκετός για να παρατηρηθει η διείσδυση των πεπτιδίων. Μια κομψή λύση για αυτό το πρόβλημα

θα ήταν να χρησιμοποιηθεί η μοντελοποίηση ¨χονδρόκοκκων’ coarse graining, για να μελετηθούν

τα ίδια συστήματα. Αυτή η μέθοδος μπορεί να είναι πιο περίπλοκη, αλλά οδηγεί σε απλούστερα

συστήματα και επομένως σε μεγαλύτερες χρονικές κλίμακες. Με τη μέθοδο αυτή, περίπου τέσσε-

ρα βαριά άτομα του αρχικού μας συστήματος χαρτογραφούνται σε μία ενιαία χάντρα που διατηρεί

τις ιδιότητες των ατόμων. Επίσης η δευτερεύουσα δομή διατηρείται μέσω συγκρατημάτων. Αυτό

έχει ως αποτέλεσμα μια επιτάχυνση της ταξης των 2-3 μεγεθων, επομένως θα ήταν ευκολότερο να

παρατηρηθούν πιθανοί μηχανισμοί διείσδυσης.

Ωστόσο, ακόμη και χωρίς ανίχνευση των μηχανισμών διείσδυσης, είχαμε την ευκαιρία να με-

λετήσουμε τη συσσωμάτωση των πεπτιδίων Pep-1. Χρησιμοποιήθηκαν ιδιότητες, αλληλεπιδράσεις

και ενέργειες και καταλήξαμε σε σημαντικά συμπεράσματα σχετικά με τη συμπεριφορά αυτού του

υποσχόμενου πεπτιδίου. Κατά τη διάρκεια των 200 ns MD προσομοιώσεων και μέσω της ατομικής

μοντελοποίησης, είχαμε την ευκαιρία να πάρουμε πληροφορίες για το πώς λειτουργεί ένα σύστημα

μεμβρανών πρωτεΐνης στα αρχικά του βήματα. Παρατηρήσαμε το σχηματισμό μικρών συσσωμα-

τωμάτων των πεπτιδίων και μελετήσαμε τη συμπεριφορά της μεμβράνης που μοιάζει με ανθρώπινο

κύτταρο. Αυτό μας δίνει το κίνητρο να συνεχίσουμε τη μελέτη για αυτό το πολύ ενδιαφέρον βιολο-

γικό σύστημα κατασκευάζοντας πιο σύνθετα συστήματα και εφαρμόζοντας νέες μεθόδους.
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Supplementary material

Building the membrane systems

I0307863 1 package require topotools
Main (I0307863) 2 set syst [atomselect top all]
atomselect0
Main (I0307863) 3 % $syst moveby {27 0 0}
Main (I0307863) 4 % $syst moveby {27 0 0}
Main (I0307863) 5 % $syst moveby {54 0 0}
Main (I0307863) 6 % $syst moveby {54 0 0}
Main (I0307863) 7 % $syst moveby {0 23 0}
Main (I0307863) 8 % $syst moveby {0 23 0}
Main (I0307863) 9 % $syst moveby {-27 0 0}
Main (I0307863) 10 % $sys moveby {-27 0 0}
Main (I0307863) 11 % $syst moveby {-27 0 0}
Main (I0307863) 12 % $syst moveby {-27 0 0}
Main (I0307863) 13 % $syst moveby {0 46 0}
Main (I0307863) 14 % $syst moveby {54 0 0}
Main (I0307863) 15 % $syst moveby {54 0 0}
Main (charmm-gui) 51 % set sellist {}
Main (charmm-gui) 52 % set sel [atomselect 21 all]
atomselect1
Main (charmm-gui) 53 % lappend sellist $sel
atomselect1
Main (charmm-gui) 54 % set sel [atomselect 22 all]
atomselect2
Main (charmm-gui) 55 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2
Main (charmm-gui) 56 % set sel [atomselect 23 all]
atomselect3
Main (charmm-gui) 57 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2 atomselect3
Main (charmm-gui) 58 % set sel [atomselect 24 all]
atomselect4
Main (charmm-gui) 59 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2 atomselect3 atomselect4
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Main (charmm-gui) 60 % set sel [atomselect 25 all]
atomselect5
Main(charmm-gui) 61 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2 atomselect3 atomselect4 atomselect5
Main (charmm-gui) 62 % set sel [atomselect 26 all]
atomselect6
Main (charmm-gui) 63 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2 atomselect3 atomselect4 atomselect5 atomselect6
Main (charmm-gui) 64 % set sel [atomselect 27 all]
atomselect7
Main (charmm-gui) 65 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2 atomselect3 atomselect4 atomselect5 atomselect6 atomselect7
Main (charmm-gui) 66 % set sel [atomselect 28 all]
atomselect8
Main (charmm-gui) 67 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2 atomselect3 atomselect4 atomselect5 atomselect6 atomselect7 atomse-
lect8
Main (charmm-gui) 68 % set sel [atomselect 29 all]
atomselect9
Main (charmm-gui) 69 % lappend sellist $sel
atomselect1 atomselect2 atomselect3 atomselect4 atomselect5 atomselect6 atomselect7 atomse-
lect8 atomselect9
Main (charmm-gui) 70 % set mol [::TopoTools::selections2mol $sellist]
30
Main (charmm-gui) 71 % animate write pdb system.pdb
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Analysis of Pep-1 systems

0. Trajectory preperation (DONE FOR ALL SYSTEMS)

echo 0 0 ‖gmx trjconv -pbc mol -ur compact -f prod1 traj comp.xtc -s step7 1.tpr -o prod1.xtc
echo 0 0 ‖ gmx trjconv -pbc mol -ur compact -f prod2 traj comp.xtc -s step7 2.tpr -o prod2.xtc
.
.
.
echo 0 0 ‖ gmx trjconv -pbc mol -ur compact -f prod5 traj comp.xtc -s step7 5.tpr -o prod5.xtc
gmx trjcat -f prod1.xtc prod2.xtc prod3.xtc prod4.xtc prod5.xtc -o traj Total.xtc
echo 1 0 ‖ gmx trjconv -f traj Total.xtc -fit rot+trans -s step7 5.tpr -o final traj.xtc

1. Ramachandran plot for each peptide + 3D ram plot (DONE for system 2)

2. More analysis for secondary structure

3. Interactions between peptides (DONE FOR ALL SYSTEMS + PLOTS)

gmx mindist -f ../final traj.xtc -s ../step7 5.tpr -n seperate peps1.ndx -od 2 3 dist

4. Interaction energies (DONE FOR ALL SYSTEMS)
With -rerun an input trajectory can be given for which forces and energies will be (re)calculated.
Neighbor searching will be performed for every frame, unless nstlist is zero (see the .mdp file).

gmx mdrun -s step7 5.tpr -rerun final traj.xtc -dn seperate peps3.ndx -o rerun.trr

gmx eneconv -f prod1 ener.edr prod2 ener.edr prod3 ener.edr
prod4 ener.edr prod5 ener.edr -o ene.edr

echo 20 ‖ gmx energy -f ener.edr -o volume.xvg
echo 23 ‖ gmx energy -f ener.edr -o enthalpy.xvg
echo 21 ‖ gmx energy -f ener.edr -o density.xvg
echo 14 ‖ gmx energy -f ener.edr -o temp.xvg
echo 9 ‖ gmx energy -f ener.edr -o coulomb.xvg

5. Peptides- Membrane interactions (index with sepetare peptides - DONE FOR ALL SYS-
TEMS)

gmx make ndx -n seperate peps3.ndx only lipid heads.ndx -o pep1 POPC.ndx
gmx mindist -f ../final traj.xtc -s ../step7 5.tpr -n pep1 POPC.ndx -od first pep POPC dist

6. Order parameters of lipids (index with lipid heads - DONE FOR ALL SYSTEMS + plots)

Deuterium Order Parameters

For deuterium order parameter analysis, you will need an index group that contains only the
carbons along the lipid acyl chains. Each chain must be considered separately! Deuterium order
parameters can be helpful in verifying whether or not your membrane entered a gel phase during
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the simulation. between peptides gmx make ndx -f system1.pdb -o deuter order param.ndx
a C2
a C21
a C22
a C23
...
a C316
del 0-15
q

Measure deuterium order parameters with the normal to the bilayer along the z-axis:
gmx order -s step7 5.tpr -f final traj.xtc -n chain1.ndx -d z -od deuter chain1.xvg
gmx order -s step7 5.tpr -f final traj.xtc -n chain2.ndx -d z -od deuter chain2.xvg

7. Hydrogen bonds/ solvation (LYS and positive charged amino acids (Lys, Arg- side chains
often make salt bridges interactions with memnbrane+ VMD representation)

8. Salt brigdes (VMD) (killed when using GROMACS)
i)peptide- membrane
ii) betweeen residues (DONE WITH VMD FOR ALL SYSTEMS)

gmx saltbr -f final traj.xtc -s step7 5.tpr

9.Density of the Membrane (DONE for lipid heads for all systems + plots)
gmx density -s ..energystep7 5.tpr -f ..final traj.xtc -n density groups.ndx -o only lipid heads.xvg
-d Z

10. Lateral Diffusion of Lipids (DONE FOR ALL SYSTEMS)
gmx trjconv -f final traj.xtc -s step7 5.tpr -o final traj nojump.xtc -pbc nojump
(choose POPC)
gmx msd -s step7 5.tpr -f final traj nojump.xtc -n lipids.ndx -o msd lipids.xvg -lateral z

11. SASA (DONE FOR ALL SYSTEMS)

Save the first and the last frame from the trajectories

echo 1 1 0 ‖ gmx trjconv -f last frame.pdb -s energystep7 5.tpr -pbc cluster -center -o fi-
nal centered all.pdb
echo 1 ‖ gmx sasa -f first frame.pdb -s energystep7 5.tpr -o sasa init.xvg
echo 1 ‖ gmx sasa -f final centered all.pdb -s energy/step7 5.tpr -o sasa end.xvg

12. Moments of Inertia

gmx clustsize -f ..SASAfinal centered all.pdb -s ..energystep7 5.tpr -n seperate peps3.ndx -
mcn maxclust.ndx -cut 0.5
13. RMSD calculations (DONE FOR ALL SYSTEMS + plots)

Using VMD and the index number of each peptide with RMSD trajectory tool
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14. Lysine and tryptophane density along the Z axis (DONE FOR ALL SYSTEMS + plots)

make index with the aminoacids of each peptide seperately
gmx make ndx -f ../system3.pdb -n seperate peps3.ndx -o lysines3.ndx

21 & r 1
.
.
.
21 & r 20

.. ‖.. ‖.. ‖..
calculate the density for each peptide
gmx density -s ..energystep7 5.tpr -f ..final traj.xtc -n lysines3.ndx -o lys pep2.xvg -d Z

gmx make ndx -f ..system3.pdb -n ....seperate peps3.ndx -o trp3.ndx
gmx density -s ..energystep7 5.tpr -f ..final traj.xtc -n trp3.ndx -o trp pep1.xvg -d Z
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