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Η παρούσα διατριβή εκπονήθηκε στο Ερευνητικό Εργαστήριο Χημείας 

Πεπτιδίων του Τομέα Οργανικής Χημείας και Βιοχημείας του Πανεπιστημίου 

Ιωαννίνων σε συνεργασία με το Ινστιτούτο Βιολογίας του Ερευνητικού Κέντρου 

‘Δημόκριτος' στην Αθήνα για το χρονικό διάστημα από 0.510.2002 έως 05.02.2003.

Η ανάθεση του θέματος έγινε από την κ. Μαρία Σακαρέλλου-ΔαΤτσιώτου, στα 

πλαίσια του ΠΕΝΕΔ 2001, με τίτλο ‘Κυτταρική Ανοσολογική Απόκριση κατά του 

La/SSB αυτοσνπγόνου’. Η τριμελής συμβουλευτική επιτροπή σποτελείται από την 

Καθηγήτρια κ. Μαρία Σακαρέλλου-Δαϊτσιώτου, τον Καθηγητή κ. Κωνσταντίνο 

Σακαρέλλο και τον Αναπληρωτή Καθηγητή κ. Αθανάσιο Τζιούφα.

Θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα την Καθηγήτρια του Τμήματος Χημείας 

του Πανεπιστήμιου Ιωαννίνων κ. Μαρία Σακαρέλλου-Δαϊτσιώτου, ως επιβλέπουσα, 

για την ανάθεση του θέματος, την άμεση επίβλεψη και την ουσιαστική καθοδήγηση. Η 

κ. Μαρία Σακαρέλλου σε όλη τη διάρκεια της εκπόνησης της διδακτορικής μου 

διατριβής μου παρείχε πολύπμη βοήθεια τόσο σε επιστημονικό όσο και σε 

προσωπικό επίπεδο. Η συμβολή της ήταν καθοριστική για την επιτυχή ολοκλήρωση 

της διατριβής αυτής.

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τον Καθηγητή του Τμήματος Χημείας του 

Πανεπιστήμιου Ιωαννίνων κ. Κωνσταντίνο Σακαρέλλο για το συνεχές ενδιαφέρον του 

όσον αφορούσε την πρόοδο και εξέλιξη της παρούσας διατριβής καθώς επίσης για 

τις εποικοδομητικές συζητήσεις και συναντήσεις μας καθ’ όλη την διάρκεια της 

διατριβής. Η συμμετοχή του στην δημιουργία μιας μικρής μονάδας υπολογιστικής 

χημείας ήταν σημαντική για την ολοκλήρωση της παρούσας διατριβής και θα 

μπορούσε να σηματοδοτήσει την αρχή νέων επιστημονικών προσεγγίσεων στο 

εργαστήριο της Χημείας των Πεπτιδίων.

Ευχαριστίες απευθύνω επίσης στον Αναπληρωτή Καθηγητή της Ιατρικής 

Σχολής του Πανεπιστημίου Αθηνών κ. Αθανάσιο Τζιούφα, ως επιστημονικό 

υπεύθυνο του προγράμματος ΠΕΝΕΔ 2001, για την ευκαιρία που μου έδωσε να 

συμμετάσχω σε αυτό.

Θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τον Λέκτορα του Οικονομικού Τμήματος 

του Πανεπιστήμιου Ιωαννίνων κ. Αθανάσιο Σταυρακούδη για την πολύτιμη βοήθεια 

που μου προσέφερε σε θέματα Υπολογιστικής Χημείας και για πς σημαντικές 

γνώσεις που μου μετέδωσε καθ' όλη την διάρκεια της διατριβής.

Ευχαριστώ επίσης θερμά την Δρα κ. Μεταξία Βλάσση στο Ινστιτούτο 

Βιολογίας στο Ερευνητικό Κέντρο 'Δημόκριτος*, για την ουσιαστική βοήθεια που μου 

παρείχε στα πρώτα μου βήματα στο χώρο της Υπολογιστικής Χημείας και για το 

συνεχές ενδιαφέρον της.

V



Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τα μέλη της επταμελούς εξεταστικής 

επιτροπής για τη μελέτη αυτής της διατριβής και τα εύστοχα σχόλιά τους.

Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω όλους τους συναδέλφους μου στο 

εργαστήριο της Χημείας των Πεπτιδίων για τη φιλική τους διάθεση καθ’ όλη τη 

διάρκεια της παραμονής μου στο εργαστήριο και για όλες τις ευχάριστες αναμνήσεις 

που μοιραζόμαστε.
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ΘΕΠΡΗΤΊΚΟ ΜΕΡΟΣ



ΚΕΦΑΛΑΙΟ I 

ΤΟ ΛΛΕΙΖΟΝ ΣΥΣΤΗΜΑ
ΙΣΤΟΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΑΣ (MHC)



ΓΕΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΩΝ MHC ΜΟΡΙΩΝ

Το μείζον σύστημα ιστοσυμβατότητας MHC (major histocompatibility 

complex) είναι μια περιοχή υψηλά πολυμορφικών γονιδίων, τα προϊόντα των οποίων 

εκφράζονται στις επιφάνειες μιας ποικιλίας κυπάρων. Τα γονίδια παίζουν κεντρικό 

ρόλο στην ανοσολογική απόκριση σε πρωτεΐνικά αντιγόνα. Αυτό συμβαίνει διότι τα Τ 

λεμφοκύτταρα (ειδικά για τα αντιγόνα) δεν αναγνωρίζουν τα αντιγόνα σε ελεύθερη ή 

διαλυτή μορφή αλλά αντί αυτού αναγνωρίζουν περιοχές των πρωτεΤΥικών αντιγόνων 

(π.χ. πεπτίδια), τα οποία προσδένονται μη ομοιοπολικά στα προϊόντα των γονιδίων. 

Με άλλα λόγια τα MHC μόρια παρέχουν ένα σύστημα έκθεσης των αντιγονικών 

πεπτιδίων στα Τ  κύτταρα. Αυτό επιτρέπει στα Τ κύπαρα να αξιολογήσουν την 

παρουσία πεπτιδίων που προέρχονται από ξένες πρωτεΐνες. Υπάρχουν 2 τύποι 

προϊόντων των γονιδίων που καλούνται τάξης I και τάξης II μόρια και κάθε Τ κύτταρο 

που αναγνωρίζει ξένα αντιγόνα προσδένεται μόνο σε ένα εκ των δύο MHC μορίων. 

Επιπλέον ο αντιγονικός υποδοχέας των ώριμων Τ κυπάρων είναι ειδικός για το 

σύμπλοκο μεταξύ ενός ξένου πρωτεϊνικού αντιγόνου και του MHC μορίου. Έτσι τα 

MHC μόρια δεν εκθέτουν μόνο τα αντιγονικά πεπτίδια, αλλά αποτελούν 

αναπόσπαστο συστατικό των υποκαταστατών που αναγνωρίζουν τα Τ κύπαρα111.

Παρακάτω περιγράφονται περιληπτικά οι κύριες φυσιολογικές συνέπειες της 

εξειδίκευσης των Τ λεμφοκυπάρων για το σύμπλοκο MHC-αντιγόνου. 1 2

1. Η ανοσολογική απόκριση προς μια ξένη πρωτεΐνη καθορίζεται από την έκφραση 

ειδικών MHC μορίων που μπορούν να προσδέσουν και να παρουσιάσουν 

πεπτιδικά κομμάτια της πρωτεΐνης αυτής στα Τ κύπαρα. Τα MHC γονίδια είναι 

πολυμορφικά π.χ. πολλά διαφορετικά αλληλόμορφα υπάρχουν μέσα στον 

πληθυσμό, τα οποία διαφέρουν ως προς την ικανότητά τους να προσδένουν και 

να παρουσιάζουν τους διαφορετικούς αντιγονικούς καθοριστές των πρωτεϊνών. 

Αν ένα πεπτίδιο έχει τέτοια δομή ώστε να μη μπορεί να προσδεθεί σε κανένα 

αλληλόμορφο των MHC μορίων, τα Τ κύτταρα δε μπορούν να ανταποκριθούν σε 

αυτό το πεπτίδιο. Με αυτό το τρόπο τα MHC γονίδια επηρεάζουν την 

ανοσολογική απόκριση έναντι των πρωτεϊνικών αντιγόνων.

2. Επειδή τα MHC μόρια είναι μεμβρανικά και όχι εσωτερικά κρυμμένα, τα Τ 

λεμφοκύπαρα μπορούν να αναγνωρίσουν ξένα αντιγόνα μόνο όταν αυτά 

προσδένονται στην επιφάνεια άλλων κυπάρων. Αυτό περιορίζει την 

ενεργοποίηση των Τ κυττάρων διόπ τα Τ κύτταρα αλληλεπιδρούν με άλλα 

κύπαρα που φέρουν το σύμπλοκο MHC-αντιγόνου και όχι με διαλυτά αντιγόνα. 

Στην πραγματικότητα ο αντιγονικός υποδοχέας των Τ κυττάρων προσδένεται στις
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παράπλευρες αλυσίδες των αμινοξέων του πεπτιδίου και του MHC μορίου. Το 

κύτταρο που φέρει το MHC μόριο 'παρουσιάζει’ το αντιγόνο στο Τ λεμφοκύτταρο. 

Η αναγνώριση του αντιγόνου στην επιφάνεια ενός κυττάρου περιορίζει την 

ενεργοποίηση του Τ κυττάρου στις περιοχές όπου είναι συγκεντρωμένο το 

αντιγόνο, π.χ. στην επιφάνεια ενός μολυσμένου κυττάρου ή σε ένα ειδικό 

δευτερογενές λεμφοειδές οργανίδιο που λειτουργεί με το να συλλέγει το αντιγόνο. 

Τα αντισώματα αντίθετα λειτουργούν με το να προσδένονται σε διαλυτά αντιγόνα 

και να τα εξουδετερώνουν.

3. Ο τύπος πρόσδεσης του αντιγόνου με το MHC- Ι  και MHC-II μόριο καθορίζει το 

είδος των Τ κυττάρων που διεγείρονται από διαφορετικούς τύπους αντιγόνων. Τα 

μονοπάτια βιοσύνθεσης και συνάθροισης των MHC- Ι  και M HC-II πρωτεϊνών 

καθορίζουν την πηγή των πεπτιδίων που σχετίζονται με κάθε τάξης MHC μόρια. 

Τμήματα πεπτιδίων, που παράγονται στα ενδοσώματα ή στα λυσοσώματα από 

πρωτεΐνες που έχουν υποστεί ενδοκυττάρωση, προσδένονται στο MHC-II μόριο. 

Σε αντίθεση τα πεπτίδια που παράγονται στο κυτοσόλιο σχετίζονται με το MHC-I 

μόριο. Σαν συνέπεια οι πρωτεΐνες που συντίθενται εξωγενώς ή ενδογενώς 

αναγνωρίζονται από διαφορετικούς λειτουργικούς πληθυσμούς Τ κυττάρων 

(Εικ.1).

Εικόνα 1: Παρουσίαση των πεπτιδίων που προσδένονται στα MHC μόρια τάξης I και II για 

την αναγνώριση των συμπλόκων MHC-πεπτιδίου από διαφορετικούς Τ κυπαρικούς 

υποδοχείς.

ΜΗΟ-Ι/ττεπτίδιο

ττρι

μεταφορά δημιουργία
συμττλόκου πρωγε6Αϋση

δημιουργία
συμττΛόκου
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ΜΕΛΕΤΕΣ ΣΕ ΑΝΘΡΩΠΟΥΣ

Το είδος των πειραμάτων που έγιναν για να προσδιορίσουμε τα MHC γονίδια 

στα ποντίκια, δε μπορούν να χρησιμοποιηθούν στους ανθρώπους. Παρόλα αυτά οι 

μέθοδοι θεραπείας που χρησιμοποιήθηκαν στην κλινική ιατρική παρείχαν μια ισχυρή 

ώθηση για την ανίχνευση και τον προσδιορισμό MHC γονιδίων στους ανθρώπους. 

Παρατηρήθηκε ότι οι ασθενείς που είχαν χαλασμένο συκώτι ή έκαναν μετάγγιση 

αίματος συχνά ανέπτυσσαν κυκλοφορούντο αντισώματα ενεργά με τα αντιγόνα των 

λευκοκυττάρων του αίματος ή με οργανικούς δότες. Αυτοί οι οροί που δρούσαν 

εναντίον των κυττάρων των οργανισμών ονομάστηκαν αλοαντιγόνα. Έχει αναφερθεί 

ότι αυτά τα αλοαντιγόνα είναι προϊόντα πολυμορφικών γονιδίων που διακρίνουν ξένα 

σώματα από τα ίδια. Προσπάθειες σε διεθνές επίπεδο έδειξαν ότι υπάρχουν 

τουλάχιστον έξι ξεχωριστοί πολυμορφικοί γενετικοί τόποι (loci). Επειδή αυτά 

εκφράζονται στα ανθρώπινα λευκοκύτταρα, τα αλοαντιγόνα που αναγνωρίζονται από 

αυτούς τους ορούς έγιναν γνωστά ως ανθρώπινα λευκοκυτταρικά αντιγόνα (Human 

Leukocyte Antigens) HLAsP1 (Εικ.2).

χρωμόσωμα 6
HLA-D

I---------------------------- 1

Τάξη II Τάξη I
Γενετικός Τόττος (locus) ΑΛλύΛια

-220

-110

- 4 0 0

1 a a n d  - 3 0 0  β 

22 κ  and 4 8  β 

20 α. and 98 β

Εικόνα 2: Απεικόνιση του ανθρώπινου λευκοκυτταρικού αντιγόνου HLA (Human Leukocyte 

Antigen).

Τα τρία πρώτα γονίδια καλούνται HLA-A, HLA-Β και HLA-C, ενώ τα επόμενα 

τρία γονίδια καλούνται HLA-D. Το πρώτο προϊόν γονιδίου που ανιχνεύτηκε από τα
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αλοαντισώματα και βρέθηκε στην περιοχή HLA-D ονομάστηκε HLA-D related ή DR. 

Τα επόμενα ονομάστηκαν αλφαβητικά HLA-DQ και HLA-DP. Η HLA περιοχή είναι 

τώρα γνωστή σαν ανθρώπινο (human) MHC και είναι ισοδύναμη με την Η-2κ περιοχή 

των ποντικιών. Οι διάφοροι HLA και Η-2 τόποι καθώς και τα παράγωγα των γονιδίων 

τους είναι δομικά και λειτουργικά ομόλογα. Συγκεκριμένα τα ανθρώπινα HLA-A, HLA- 

Β και HLA-C μοιάζουν με τα Η-2κ, D και L του ποντικού και καλούνται MHC μόρια 

τάξης I. Πράγματι παρόμοια πολυμορφικά γονίδια και προϊόντα πρωτεϊνών έχουν 

βρεθεί σε κάθε είδος σπονδυλωτού που εξετάστηκε13,4*.

Δυο τάξεις Τ λεμφοκυττάρων αναγνωρίζουν και ανταποκρίνονται σε 

διαφορετικούς τύπους των προϊόντων των MHC γονιδίων. Τα CD4+ Τ κύτταρα, τα 

περισσότερα εκ των οποίων είναι βοηθητικά κύτταρα που παράγουν κυτοκίνη, είναι 

ειδικά για τάξης II μόρια π.χ. HLA-DR, -DQ και DP στους ανθρώπους και Ι-Α και Ι-Ε 

στα ποντίκια. Τα CD8+ Τ κύτταρα, τα περισσότερα εκ των οποίων είναι κυτολιτικά Τ  

λεμφοκύτταρα, είναι ειδικά για τάξης I μόρια και στους ανθρώπους και στα ποντίκια. 

Αυτή η ειδική αναγνώριση από Τ κύτταρα δεν απευθύνεται μόνο στην αναγνώριση 

από MHC μόρια αλλά και στην αναγνώριση από άλλες πρωτεΐνες π.χ. μικροβιακά 

αντιγόνα, που σχετίζονται με MHC μόρια. Με άλλα λόγια τα CD4+ Τ κύτταρα 

αναγνωρίζουν ξένα αντιγόνα που προσδένονται σε M HC-II μόρια και τα CD8+ Τ 

κύτταρα αναγνωρίζουν ξένα αντιγόνα που προσδένονται σε MHC- Ι  μόρια.

Το συνολικό σετ των αλληλόμορφων σε κάθε χρωμόσωμα καλείται MHC 

απλότυπος. Στους ανθρώπους σε κάθε αλληλόμορφο δίνεται μια αριθμητική 

ονομασία. Για παράδειγμα, ένας HLA απλότυπος ενός ανθρώπου μπορεί να είναι 

HLA-A2, -Β5, DR3 κ.λ.π. Όλοι οι ετερόζυγοι οργανισμοί φυσικά έχουν δύο HLA 

απλότυπους. Στα ποντίκια σε κάθε HLA αλληλόμορφο δίνεται μια γραμματική 

ονομασία. Ποντίκια που είναι ομόζυγα έχουν απλό απλότυπο. Έτσι ο απλότυπος 

ενός Η-2κ ποντικιού είναι Η-2κ*, Ι-Ακ, ΙΈ*. Έτσι εκτεταμένοι απλότυποι, στους 

οποίους πολλαπλά HLA γονίδια παραμένουν συνδεδεμένα, σχετίζονται με 

συγκεκριμένες αυτοάνοσες παθήσεις.

ΔΟΜΗ ΤΩΝ MHC ΜΟΡΙΩΝ

Η αντίληψη ότι τα MHC μόρια παίζουν σημαντικό ρόλο στην αναγνώριση 

όλων των πρωτεϊΥικών αντιγόνων από τα Τ κύτταρα οδήγησε σε μια τεράστια 

προσπάθεια πολλών εργαστηρίων να επιλύσουν τη δομή αυτών των μορίων. Η 

βιοχημική ανάλυση των MHC μορίων ήταν ιδιαίτερα επιτυχημένη, ειδικά με την 

επίλυση της κρυσταλλικής δομής των MHC μορίων τάξης I και II.
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1. MHC μόρια τάξης I

Όλα τα MHC μόρια τάξης I έχουν δυο ττολυπεπτιδικές αλυσίδες την α ή βαριά 

αλυσίδα μεγέθους 44KD στους ανθρώπους και 47KD στα ποντίκια και την β-αλυσίδα 

μεγέθους 12KD και για τα δυο είδη. Η α-αλυσίδα σχηματίζεται από ένα βασικό 

πολυπεπτίδιο μεγέθους περίπου 40KD και περιέχει ένα ή δυο Ν-συνδεδεμένους 

ολιγοσακχαρίτες στους ανθρώπους και στα ποντίκια αντίστοιχα. Κάθε α-αλυσίδα 

προσανατολίζεται έτσι ώστε τα 3/4 ενός ολοκληρωμένου πολυπεπτιδίου, 

συμπεριλαμβανομένου του αμινο-τελικού άκρου και των ομάδων των 

ολιγοσακχαριτών να εκτείνονται στο εξωκυττάριο περιβάλλον, ένα μικρό υδρόφοβο 

τμήμα να καλύπτει τη μεμβράνη και το καρβοξυ-τελικό άκρο 30 αμινοξέων περίπου 

να εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα. Η β-αλυσίδα αλληλεπιδρά μη ομοιοπολικά με την 

εξωκυττάρια περιοχή της α-αλυσίδας και δεν έχει άμεση επαφή με το κύτταρο151.

Τα MHC-μόρια τάξης I μπορούν να διαιρεθούν σε 4 ξεχωριστές περιοχές:

□ μια εξωκυττάρια περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων στο αμινο-τελικό άκρο 

α μια εξωκυττάρια lg-περιοχή

□ μια μεταμεμβρανική περιοχή και

□ μια κυτταροπλασματική περιοχή

Η κύρια λειτουργία των MHC μορίων τάξης I είναι η πρόσδεση τμημάτων 

ξένων πρωτεϊνών ώστε να σχηματιστούν σύμπλοκα MHC-πρωτεϊνών τα οποία 

αναγνωρίζονται από τα Τ λεμφοκύτταρα. Το τμήμα των MHC μορίων τάξης I, που 

αλληλεπιδρά με το αντιγονικό πεπτίδιο, σχηματίζεται από 180 περίπου αμινοξέα που 

βρίσκονται στο Ν-τελικό άκρο της α-αλυσίδας. Αυτή η περιοχή αποτελείται από δυο 

ομόλογες περιοχές περίπου 90 αμινοξέων που αναφέρονται ως αι και α2. Η α2 

περιοχή περιέχει ένα δισουλφιδικό δεσμό και σχηματίζει θηλειά 63 περίπου 

αμινοξέων. Οι α, και α2 περιοχές αλληλεπιδρούν σχηματίζοντας 8 β-πτυχωτά φύλλα 

και 2 παράλληλες α-έλικες.

Τα 4 φύλλα του β-πτυχωτού φύλλου και η μια από τις δυο α-έλικες 

σχηματίζονται από τα αμινοξέα της α, περιοχής. Τα υπόλοιπα 4 φύλλα και η άλλη α- 

έλικα σχηματίζονται από τα αμινοξέα της α2 περιοχής. Οι α-έλικες σχηματίζουν ένα 

άνοιγμα λόγω των πτυχωτών φύλλων. Το μέγεθος του ανοίγματος είναι τέτοιο ώστε 

να προσδένει 9-11 αμινοξέα μιας ξένης πρωτεΐνης σε μια εύκαμπτη εκτεταμένη 

διαμόρφωση και είναι η περιοχή που τα αντιγονικά πεπτίδια προσδένονται στα MHC 

μόρια και αναγνωρίζονται από Τ κύπαρα. Το άνοιγμα είναι αρκετά μικρό για να
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μπορεί να προσδεθεί μια ανέπαφη σφαιρική πρωτεΐνη και έτσι διαφέρει από το 

επίπεδο τμήμα πρόσδεσης των αντισωμάτων. Το μικρό μέγεθος του ανοίγματος στα 

MHC μόρια απαιτεί οι φυσικές σφαιρικές πρωτεΐνες να τεμαχίζονται σε μικρότερα 

κομμάτια ώστε να μπορούν να προσδεθούν στα MHC μόρια επιτρέποντας την 

αναγνώριση με τα Τ λεμφοκύτταρα.

Η α3 περιοχή περιλαμβάνει περίπου 90 αμινοξέα που εντοπίζονται στο 

καρβοξυ-τελικό άκρο της α2 περιοχής. Η αμινοξική ακολουθία είναι υψηλά 

διατηρημένη ανάμεσα σε όλα τα MHC μόρια τάξης I που εξετάστηκαν και με ανάλυση 

της αλληλουχίας προέκυψε ότι είναι ομόλογη με περιοχές της lg και περιέχει μια 

παρόμοια θηλειά με κείνη της lg οφειλόμενη σε δισουλφιδικούς δεσμούς1®·81.

Εικόνα 3: Σχηματική αναπαράσταση ενός MHC μορίου τάξης I.

Η β-αλυσίδα των MHC μορίων τάξης I είναι ίδια για όλα τα MHC μόρια που 

εξετάστηκαν και κωδικοποιείται από ένα γονίδιο έξω από το MHC. Το πολυπεπτίδιο 

αυτό είναι όμοιο με μια πρωτεΐνη, που προσδιορίστηκε στην ανθρώπινη ουρίνη και 

καλείται β2-μικρογλοβουλίνη, όσον αφορά στην ηλεκτροφορητική ευκινησία, στο 

μέγεθος και στη διαλυτότητα. Η β-αλυσίδα του MHC μορίου τάξης I καλείται συνήθως 

β2-μικρογλοβουλίνη ακόμη και όταν προσδένεται στην επιφάνεια του κυττάρου 

(Εικ.3). Όπως η α3, έτσι και η βΣ-μικρογλοβουλίνη περιέχει μια περιοχή ομόλογη της 

lg και ένα δισουλφιδικό δεσμό παρόμοιο με αυτόν που συναντάται στην lg. Επίλυση 

της κρυσταλλικής δομής του MHC μορίου τάξης I επιβεβαίωσε ότι η α3-αλυσίδα και η 

β2-μικρογλοβουλίνη συγκροτούνται σε περιοχές σαν την lg. Θεωρήθηκε έτσι ότι τα 

MHC μόρια ανήκουν στην υπεροικογένεια των lg. Αυτές οι δυο περιοχές (α3 και β2)
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αλληλεπιδρούν μεταξύ τους και η β2 επιπλέον αλληλεπιδρά με τη περιοχή !

πρόσδεσης του πεπτιδίου αλληλεπιδρώντας έτσι με τις α·\ και α2 περιοχές. Η 

πρόσδεση του πεπτιδίου σταθεροποιείται από την αλληλεπίδραση μεταξύ της β2- 

μικρογλοβουλίνης με την α-αλυσίδα.

I
ί

Άρα το φυσικό MHC μόριο τάξης I θεωρείται ως ένα τριμερές που αποτελείται από τα

εξής:
α την α-αλυσίδα 

α τη β2-μικρογλοβουλίνη και 

□ το πεπτίδιο.

Η ισχυρή συσχέτιση της έκφρασης των CD8+ Τ κυττάρων με εξειδίκευση στα 

σύμπλοκα MHC-1/πεπτιδίου οδήγησε στην απλή πρόταση ότι τα CD8+ μπορεί να 

λειτουργούν με το να προσδένονται σε μια μη πολυμορφική περιοχή του μορίου(9).

Αυτή η υπόθεση έχει τώρα αποδειχτεί. Μελέτες έδειξαν ότι η μη πολυμορφική 03 

περιοχή περιέχει μια προεξέχουσα θηλειά, 25 περίπου υδρόφοβων αμινοξέων, η 

οποία είναι υπεύθυνη για τη πρόσδεση των CD8+ Τ κυττάρων.

2. MHC μόρια τάξης II

Όλα τα MHC μόρια τάξης II αποτελούνται από 2 μη ομοιοπολικά σχετιζόμενες 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες (Εικ.4). Οι δύο αλυσίδες μοιάζουν πολύ μεταξύ τους στη 

συνολική δομή τους. Η α-αλυσίδα μεγέθους 32-34KD είναι ελαφρά μεγαλύτερη από 

την β-αλυσίδα μεγέθους 29-32KD ως αποτέλεσμα της πιο εκτεταμένης 

γλυκοζυλίωσης. Στα MHC μόρια τάξης II και οι δυο αλυσίδες περιέχουν Ν- 

συνδεδεμένες ομάδες ολιγοσακχαριτών, το Ν-τελικό άκρο είναι εξωκυττάριο και το C -  

τελικό άκρο είναι εσωκυτταρικό και πάνω από τα 2/3 της αλυσίδας εντοπίζονται 

εξωκυττάρια. Οι δυο αλυσίδες των MHC μορίων τάξης II κωδικοποιούνται από 

διαφορετικά γονίδια με λίγες εξαιρέσεις και είναι πολυμορφικές. Η τρισδιάστατη δομή 

των μορίων αυτών έχει επιλυθεί με κρυσταλλογραφία ακτίνων X. Επιπλέον η 

νουκλεοτιδική και αμινοξική αλληλουχία πολλών MHC μορίων τάξης II είναι γνωστή.

Μελέτες δείχνουν ότι μεταξύ των μορίων τάξης I και II υπάρχουν ομοιότητες κυρίως 

στο άνοιγμα που προσδένεται το πεπτίδιο1®· β*,°ι.
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MHC II

Εικόνα 4: Σχηματική αναπαράσταση του MHC-II μορίου.

To MHC μόριο τάξης II διαιρείται στις εξής περιοχές:

□ μια περιοχή πρόσδεσης του πεπτιδίου

□ μια περιοχή ανάλογη με την lg

□ μια μεταμεμβρανική περιοχή και

□ μια κυτοπλασματική περιοχή.

Οι εξωκυττάριες περιοχές των α και β αλυσίδων έχουν υποδιαιρεθεί σε δυο 

περιοχές περίπου 90 αμινοξέων που καλούνται αι, α2 και βι, β2 αντίστοιχα. Η 

περιοχή πρόσδεσης του πεπτιδίου για το MHC μόριο σχηματίζεται από την 

αλληλεπίδραση και των δυο αλυσίδων (αι και β!). Αυτό διαφέρει σε σχέση με το MHC 

μόριο τάξης I όπου μόνο η α-αλυσίδα εμπλέκεται στο σχηματισμό του ανοίγματος στο 

οποίο προσδένεται το πεπτίδιο. Οι αλυσίδες αι και βι σχηματίζουν β-πτυχωτό φύλλο 

(8 φύλλα) και δυο α-έλικες. Τα τέσσερα φύλλα και η μια α-έλικα σχηματίζεται από την 

αι-αλυσίδα ενώ τα άλλα τέσσερα φύλλα και η άλλη α-έλικα σχηματίζεται από την βι- 

αλυσίδα. Η α-αλυσίδα δεν περιέχει δισουλφιδική θηλειά σε αντίθεση με τη βι- 

αλυσίδα που περιέχει. Η θηλειά της βι-αλυσίδας είναι στην ίδια θέση με τη θηλειά της 

α2-αλυσίδας για MHC μόρια τάξης I. Όπως συμβαίνει για τα MHC μόρια τάξης I, τα 

MHC μόρια τάξης II χρησιμοποιούν τις α-έλικες και τα β-πτυχωτά φύλλα για να 

σχηματίσουν το άνοιγμα στο οποίο θα προσδεθεί το πεπτίδιο. Οι α2 και β2 αλυσίδες 

περιέχουν δισουλφιδικούς δεσμούς και με βάση την ανάλυση αμινοξέων ανήκουν 

στην lg υπεροικογένεια. Αυτές οι περιοχές καθώς και η α3-αλυσίδα του MHC μορίου 

τάξης I και η β2-μικρογλοβουλίνη συγκροτούνται στις lg περιοχές μέσα στο φυσικό 

MHC μόριο. Οι α2 και β2 αλυσίδες είναι πολυμορφικές για τα διάφορα αλληλόμορφα
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ενός συγκεκριμένου γονιδίου τάξης II αλλά παρουσιάζουν κάποιες διαφορές για 

διαφορετικούς γενετικούς τόπους. Έτσι οι α2 περιοχές όλων των DR αλληλόμορφων 

είναι όμοιες ενώ η DRa2 διαφέρει από την DPa2 και DQa2.

Οι περιοχές που είναι ομόλογες με την lg για ένα MHC μόριο τάξης II είναι 

πιθανόν σημαντικές για τις μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στις δυο 

αλυσίδες αν και άλλες περιοχές της πολυπεπτιδικής αλυσίδας συνεισφέρουν επίσης. 

Γενικά οι α-αλυσίδες ενός γενετικού τόπου (locus) π.χ. DR, αλληλεπιδρούν καλύτερα 

με τη β-αλυσίδα του ίδιου γενετικού τόπου (locus) και λιγότερο συχνά με β-αλυσίδες 

άλλου τόπου π.χ. DQ ή DP. Τα C-τελικά άκρα των α2 και β2 τμημάτων συνεχίζουν με 

HLA αλληλουχίες 25 υδρόφοβων αμινοξέων που καλύπτουν τη μεμβράνη. Η 

μεταμεμβρανική περιοχή τελειώνει με ένα σύμπλεγμα βασικών αμινοξέων και για τις 

δυο αλυσίδες. Αυτά ακολουθούνται από τα C-τελικά άκρα των πολυπεπτιδίων που 

σχηματίζουν κοντές υδρόφιλες κυπαροπλασματικές ουρές.

3. Η δομική βάση της ττρόσδεσης του πεπτιδίου στα MHC μόρια

Πριν αναφερθούν τα κύρια χαρακτηριστικά πρόσδεσης των πεπτιδίων στα 

MHC μόρια τάξης I και II, θα περιγραφούν περιληπτικά τα χαρακτηριστικά κλειδιά 

αυτής της αλληλεπίδρασης όπως έχουν προσδιοριστεί από βιοχημικές μελέτες111.

1. Η συσχέτιση των αντιγονικών πεπτιδίων με τα MHC μόρια είναι μια χαμηλής 

συγγένειας αλληλεπίδραση με ένα αργό ρυθμό σύμπλεξης και ένα πολύ αργό 

ρυθμό αποσύμπλεξης. Τα χαρακτηριστικά αυτά προσδιορίστηκαν αρχικά με τις 

τεχνικές ισορροπητικής διαπίδυσης (equilibrium dialysis) και διήθησης σε πήγμα 

(gel filtration), χρησιμοποιώντας καθαρά MHC μόρια τάξης II και φθορίζοντα 

ραδιενεργά ιχνηθετημένα πεπτίδια. Η αλληλεπίδραση MHC-πεπτιδίου είναι 

αρκετά ασθενέστερη από εκείνη μεταξύ αντιγόνου-αντισώματος, η οποία 

συνήθως έχει Kd=10'7 έως 10‘11M. Σε ένα διάλυμα η πρόσδεση του πεπτιδίου 

πάνω στο MHC μόριο τάξης II παίρνει 15 έως 30 λεπτά. Αν γίνει η πρόσδεση το 

πεπτίδιο μπορεί να μείνει συνδεδεμένο από ώρες μέχρι εβδομάδες. Πριν να 

συμβεί η πρόσδεση MHC-πεπτιδίου, το πεπτίδιο και το MHC υφίστανται 

διαμορφωτικές αλλαγές γεγονός που αποδεικνύεται από τον αργό ρυθμό 

πρόσδεσης. Η πρόσδεση του πεπτιδίου στο MHC τάξης I είναι ακόμη πιο αργή 

και συνήθως απαιτεί το διαχωρισμό της α-αλυσίδας από τη β2- 

μικρογλοβουλίνη1111.
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2. Κάθε MHC μόριο τάξης I ή II προσδένει ένα μόνο πεπτίδιο κάθε φορά. Αυτό

επιβεβαιώθηκε με την επίλυση της κρυσταλλικής δομής των MHC μορίων τάξης I

και II, η οποία έδειξε ότι το πεπτίδιο καταλαμβάνει ένα μόνο άνοιγμα πρόσδεσης.
%

3. Πολλά διαφορετικά πεπτίδια μπορούν να προσδεθούν στο ίδιο MHC μόριο, ένα 

όμως κάθε φορά. Αυτό αποδείχθηκε πειραματικά αφού η αναγνώριση ενός 

συμπλόκου MHC-πεπτιδΙου από ένα Τ κύτταρο μπορούσε να ανασταλεί από την 

προσθήκη ενός άλλου δομικά παρόμοιου πεπτιδίου. Σε αυτά τα πειράματα το 

MHC μόριο μπορούσε να προσδέσει διαφορετικά πεπτίδια αλλά το Τ 

λεμφοκύτταρο αναγνώριζε μόνο ένα σύμπλοκο MHC-πεπτιδίου κάθε φορά. 

Σαφείς πληροφορίες για την ικανότητα ενός MHC μορίου να προσδένει 

διαφορετικά πεπτίδια προήλθαν από μελέτες της πρόσδεσης καθαρών MHC 

μορίων σε διάλυμα καθώς και από την ανάλυση των πεπτιδίων που εκλούσθηκαν 

από τα σύμπλοκα MHC-πεπτιδίου. Αυτές οι παρατηρήσεις σε συνδυασμό με τον 

περιορισμένο αριθμό αλληλόμορφων που εκφράζονται σε κάθε οργανισμό 

στηρίζουν την υπόθεση ότι τα MHC μόρια δείχνουν ευρεία εξειδίκευση για την 

πρόσδεση πεπτιδίων και ότι η εξειδίκευση της αναγνώρισης του πεπτιδίου 

αποδίδεται σε μεγάλο βαθμό στους αντιγονικούς υποδοχείς.

4. Όλα τα πεπτίδια που προσδένονται σε ένα συγκεκριμένο αλληλόμορφο MHC 

μόριο εμφανίζουν κοινά χαρακτηριστικά που πιθανόν δεν είναι τα ίδια με κείνα 

των πεπτιδίων που προσδένονται σε διαφορετικό τύπο αλληλόμορφου MHC 

μορίου. Παράδειγμα κοινών χαρακτηριστικών είναι ένα υδρόφοβο αμινοξύ στη 

θέση 2 ή ένα θετικά φορτισμένο αμινοξύ στη θέση 7. Πειράματα 

μεταλλαξογένεσης έχουν επιβεβαιώσει ότι τέτοιες θέσεις είναι κρίσιμες για την 

πρόσδεση του πεπτιδίου σε συγκεκριμένα MHC αλληλόμορφα.

5. Υπάρχουν έντονες διαφορές για τη φύση των πεπτιδίων που προσδένονται στα 

MHC μόρια τάξης I και II. Τα πεπτίδια που εκλούονται από τα σύμπλοκα MHC-  

πεπτιδίου τάξης I έχουν μήκος 9-11 αμινοξέα περίπου ενώ αυτά που εκλούονται 

από σύμπλοκα MHC-πεπτιδίου τάξης II έχουν μήκος 9-30 αμινοξέα ή 

περισσότερα.

6. Τα αμινοξέα, που διαφέρουν ανάλογα με το MHC αλληλόμορφο τάξης I ή II, 

περιορίζονται κυρίως στην αμινο-τελική περιοχή πρόσδεσης του πεπτιδίου. 

Πειράματα μετάλλαξης των MHC μορίων επιβεβαιώνουν ότι πολλά από αυτά τα 

πολυμορφικά αμινοξέα προσδιορίζουν την εξειδίκευση πρόσδεσης του πεπτιδίου 

από το μόριο που κωδικοποιείται από ένα συγκεκριμένο MHC αλληλόμορφο. 

Άλλα πολυμορφικά αμινοξέα που εντοπίζονται στην αμινο-τελική περιοχή 

πρόσδεσης του πεπτιδίου, δεν επηρεάζουν την πρόσδεση του πεπτιδίου αλλά 

επηρεάζουν την αναγνώριση του Τ κυττάρου από το σύμπλοκο MHC-πεπτιδίου.
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Αυτά τα χαρακτηριστικά της αλληλεπίδρασης MHC-πεπτιδίου μπορούν να 

εξηγηθούν με ακριβείς δομικές προσεγγίσεις. Για παράδειγμα οι πλευρές της α-έλικας 

του ανοίγματος για το MHC μόριο τάξης I, που συγκλίνουν στα άκρα του ανοίγματος, 

οριοθετούν το μέγεθος των πεπτιδίων που προσαρμόζονται στο άνοιγμα από 9 έως 

10 αμινοξέα. Η πρόσδεση ενός 11-πεπτιδίου είναι πιθανή αλλά απαιτεί κάμψη του 

πεπτιδίου κεντρικά έτσι ώστε να προσαρμοστεί. Ένα 12-πεπτίδιο είναι αρκετά μεγάλο 

ώστε να χωρέσει στο συγκεκριμένο άνοιγμα. Σε αντίθεση, στο MHC μόριο τάξης II, οι 

πλευρές της α-έλικας δε συγκλίνουν, επιτρέποντας στα πεπτίδια που πρόκειται να 

προσδεθούν να επεκταθούν εξωτερικά από τα άκρα του ανοίγματος. Έτσι τα 

πεπτίδια που προσδένονται στα MHC μόρια τάξης II δεν έχουν μέγιστο μήκος. Στα 

MHC μόρια τάξης I τα φορτισμένα αμινο-τελικά και καρβοξυ-τελικά άκρα του 

πεπτιδίου πρόσδεσης δεν αλληλεπιδρούν ηλεκτροστατικά με αντίθετα φορτία στο 

MHC μόριο. Αντιθέτως, τέτοιες αλληλεπιδράσεις παρατηρούνται για το MHC μόριο 

τάξης II1121.

Σε κάθε MHC μόριο τάξης I ή II οι χαρακτηριστικές διατηρημένες δομές των 

πεπτιδίων που προσδένονται σε αυτόν τον αλληλόμορφο τύπο μορίου 

συμπληρώνονται από την παρουσία ειδικών δομικών χαρακτηριστικών του MHC 

μορίου όπως η παρουσία θυλάκων (pockets) στο άνοιγμα πρόσδεσης (groove). 

Αυτοί οι θύλακες είναι στη πραγματικότητα διαστήματα ανάμεσα στο πεπτιδικό 

σκελετό και τα β-πτυχωτά φύλα. Η παρουσία ή απουσία ενός θύλακα καθορίζεται 

από την αμινοξική αλληλουχία των β-πτυχωτών φύλων και όταν ένας θύλακας 

σχηματιστεί, η πολυμορφική ακολουθία του MHC μορίου, που σχηματίζει το θύλακα, 

καθορίζει τη φύση της πεπτιδικής παράπλευρης αλυσίδας που μπορεί να ταιριάζει 

στο θύλακα π.χ. υδρόφοβη, φορτισμένη κ.λπ. Διατηρημένες πεπτιδικές ακολουθίες, οι 

οποίες ταιριάζουν στους θύλακες των MHC μορίων καλούνται αμινοξέα-άγκυρες 

(anchor residues) επειδή είναι κρίσιμες για την επαφή του πεπτιδίου με το MHC 

μόριο. Στις αρχικές δομές που επιλύθηκαν για τα MHC μόρια τάξης I τα αμινοξέα- 

άγκυρες εντοπίστηκαν κοντά στα άκρα του πεπτιδίου θέτοντας ένα μικρό περιορισμό 

στην πεπτιδική αλληλουχία εκτός από τα άκρα. Παρόλα αυτά τα αμινοξέα-άγκυρες 

μπορεί να παρατηρηθούν στη μέση του πεπτιδίου και να αλληλεπιδράσουν με 

θύλακες στη μέση του ανοίγματος. Τα αμινοξέα-άγκυρες συνεισφέρουν ισχυρά στη 

πρόσδεση του πεπτιδίου αλλά δεν αποτελούν τη μόνη βάση για την επαφή του με τα 

MHC μόρια. Μερικά πολυμορφικά αμινοξέα στις α-έλικες του MHC μορίου έρχονται 

σε επαφή με το πεπτίδιο και μπορούν επίσης να συνεισφέρουν στη πρόσδεση. 

Τελικά μερικές επαφές ανάμεσα στο MHC μόριο και το πεπτίδιο εμπλέκουν μη 

πολυμορφικά αμινοξέα των α-ελ(κων. Αυτά τα αμινοξέα τυπικά αλληλεπιδρούν με
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διατηρημένες περιοχές του πεπτιδίου, όπως ο πεπτιδικός σκελετός, δεν 

συνεισφέρουν στην εξειδίκευση αλλά σταθεροποιούν τη πρόσδεση.

ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΑΝΤΙΓΟΝΩΝ ΤΩΝ Τ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

Η αναγνώριση των αντιγόνων από τα Τ λεμφοκύτταρα είναι κεντρικής 

σημασίας για την παραγωγή και ρύθμιση της αποτελεσματικής απόκρισης. Πολλά 

σημαντικά ερωτήματα στην ανοσολογία έχουν επικεντρωθεί στη φύση των 

υποδοχέων των Τ κυττάρων, που μεσολαβούν στην αναγνώριση των ειδικών 

αντιγόνων11'131. Ένας υποδοχέας των Τ κυττάρων (Τ Cell Receptor, TCR) 

καθορίστηκε αρχικά και παρήχθη σε καθαρή μορφή χρησιμοποιώντας ειδικά 

αντισώματα που κατευθύνονταν εναντίον ειδικών καθοριστών στα Τ κύτταρα. 

Ονομάστηκε αβ TCR γιατί πρόκειται για ετεροδιμερές μόριο που αποτελείται από μια 

α αλυσίδα και μια β αλυσίδα, οι οποίες συνδέονται με δισουλφιδικό δεσμό. Αργότερα 

απομονώθηκε ένας δεύτερος υποδοχέας των Τ κυττάρων που ονομάστηκε γδ.

1. Δομή του ετεροδιμερούς μορίου αβ TCR

Το ετεροδιμερές μόριο αβ TCR αποτελείται από τις ετεροδιμερείς υπομονάδες 

α (40-50kDa) και β (35-47kDa) που συνδέονται με δισουλφιδικό δεσμό11 ·14,1δ1. Τα 

δομικά χαρακτηριστικά του ετεροδιμερούς μορίου αβ TCR παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 5.

Εικόνα 5: Σχηματική απεικόνιση του ανθρώπινου ετεροδιμερούς αβ TCR.
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Κάθε πολυπεπτιδική αλυσίδα αποτελείται από δυο περιοχές, μία μεταβλητή 

περιοχή V (variable region domain) και μια σταθερή περιοχή C (constant region 

domain) που μοιάζουν με την ανοσοσφαιρίνη και περιέχουν περίπου 110 αμινοξέα, 

είναι δε συνδεδεμένες στην κυτταρική μεμβράνη μέσω ενός διαμεμβρανικού 

πεπτιδίου και φέρουν μια βραχεία κυτταροπλασματική ουρά. Η διαφορά του 

μοριακού βάρους στις αλυσίδες α και β οφείλεται στην παρουσία ενός επιπλέον 

υδατάνθρακα στο Ν-τελικό άκρο της αλυσίδας α. Ο δισουλφιδικός δεσμός που 

συνδέει τις αλυσίδες α και β εντοπίζεται κοντά στο C-τελικό άκρο. Ένα ασυνήθιστο 

χαρακτηριστικό των διαμεμβρανικών περιοχών τόσο της α-αλυσίδας όσο και της β- 

αλυσίδας είναι ότι περιλαμβάνουν θετικά φορτισμένα υπολείμματα αμινοξέων116,171. Τα 

φορτισμένα αυτά υπολείμματα θεωρείται ότι συμμετέχουν στη συνάθροιση και 

ενδοκυτταρική μεταφορά του συμπλέγματος TCR. Η μεταβλητότητα της αλληλουχίας 

των αμινοξέων εντοπίζεται στις Ν-τελικές περιοχές των πολυπεπτιδίων α και β, που 

είναι ομόλογες με τις μεταβλητές περιοχές των ανοσοσφαιρινών. Αυτή η περιοχή 

κωδικοποιείται ανακατατάσσοντας τα τμήματα V, D και J των γονιδίων στην β- 

αλυσίδα και τα τμήματα V και J των γονιδίων στην α-αλυσίδα. Η ανάλυση των 

αλληλουχιών των αμινοξέων των διαφόρων V περιοχών του TCR έχει δείξει περιοχές 

σχετικά μεγαλύτερης μεταβλητότητας, που αντιστοιχούν σε υπερμεταβλητές περιοχές 

ανοσοσφαιρινών (CDRs).

2. Δομή του ετεροδιμερούς μορίου γδ TCR

Η γενική δομή του γδ TCR είναι παρόμοια με τη δομή του αντίστοιχου αβ 

TCR, όπου κάθε αλυσίδα αποτελείται από περιοχές που μοιάζουν με την 

ανοσοσφαιρίνη, ένα διαμεμβρανικό τμήμα που περιλαμβάνει θετικά φορτισμένα 

υπολείματα αμινοξέων και μια βραχεία κυτταροπλασματική ουρά. Οι ανθρώπινες γ 

και δ αλυσίδες συνδέονται είτε με δισουλφιδικό δεσμό είτε με μη δισουλφιδικό. Στο 

ποντίκι δεν έχουν αναφερθεί μορφές του γδ TCR που να συνδέονται με μη- 

δισουλφιδικό δεσμό'1®·201.

3. Κατανομή των μορφών αβ και γδ του TCR

Οι δυο μορφές του TCR φαίνεται ότι εντοπίζονται σε διαφορετικά κύτταρα. Το 

μόριο αβ TCR βρίσκεται στο περισσότερο από το 95% των περιφερικών κυττάρων 

και στη μεγαλύτερη πλειονότητα των θυμοκυττάρων που εκφράζουν το TCR, 

αντίθετα με τα γδ Τ κύτταρα. Αν και τα γδ Τ κύτταρα βρίσκονται σε ελάχιστη αναλογία 

στο θύμο και τα δευτερογενή λεμφοειδή όργανα, εντούτοις βρίσκονται σε αφθονία
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στα διάφορα επιθήλια, όπως την επιδερμίδα (στα ποντίκια αλλά όχι τον άνθρωπο), 

το εντερικό επιθήλιο, τη μήτρα και τη γλώσσα.

ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΑ TOY MHC

Ένα από τα χαρακτηριστικά του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας 

(MHC) είναι ο μεγάλος βαθμός πολυμορφίας που κωδικοποιείται μέσα από αυτά. Η 

πολυμορφία αυτή δεν είναι κατανεμημένη σε όλο το MHC. Σε ένα συγκεκριμένο MHC 

μόριο τάξης I ή II η πολυμορφία της δομής συγκεντρώνεται σε ορισμένες περιοχές 

του. Η μεταβλητότητα της αλληλουχίας των αμινοξέων στα αντιγόνα της τάξης I 

συγκεντρώνεται σε τρεις κύριες περιοχές των αί και α2. Η περιοχή της α3 φαίνεται ότι 

είναι πολύ πιο σταθερή. Στα μόρια της τάξης II, ο βαθμός της μεταβλητότητας 

εξαρτάται από την υποπεριοχή και από την πολυπεπτιδική αλυσίδα. Για παράδειγμα, 

στα μόρια της τάξης II στον άνθρωπο η μεγαλύτερη πολυμορφία εμφανίζεται στις 

αλυσίδες DR και ΟΟβ, ενώ οι αλυσίδες ϋΡβ εμφανίζουν ελαφρώς λιγότερη 

πολυμορφία. Η αλυσίδα DQa είναι ουσιαστικά αμετάβλητη, επίσης οι αλυσίδες DRa 

αντιπροσωπεύονται από δυο αλληλόμορφα. Γ ενικά, η υψηλότερη πολυμορφία των 

αμινοξέων των αντιγόνων τάξης I και II βρίσκεται συγκεντρωμένη στο πάνω μέρος 

του μορίου στη βάση της αύλακας σύνδεσης του αντιγόνου ή συγκλίνει από τα 

πλάγια της περιοχής της α-έλικας121'231.

Για τα MHC μόρια τάξης I, η υψηλότερη μεταβλητότητα σε αμινοξικά 

κατάλοιπα παρατηρείται στις αι και α2 αλληλουχίες που σχηματίζουν την αύλακα που 

αλληλεπιδρά με τα αμινοξικά κατάλοιπα του πεπτιδίου πρόσδεσης (Εικ.6). Γ ια κάθε 

MHC μόριο τάξης I, η πρόσδεση ενός πεπτιδίου συνήθως απαιτεί το πεπτίδιο να έχει 

ένα ή περισσότερα ειδικά αμινοξικά κατάλοιπα σε μια σταθερή συγκεκριμένη θέση. 

Τα υπόλοιπα αμινοξικά κατάλοιπα μπορεί να διαφέρουν τόσο, ώστε κάθε MHC μόριο 

τάξης I να μπορεί να προσδέσει πολλά διαφορετικά πεπτίδια. Άλλα πολυμορφικά 

κατάλοιπα του MHC μορίου τάξης I είναι αυτά που βρίσκονται σε επαφή με τον Τ 

κυτταρικό υποδοχέα (TCR), ο οποίος αλληλεπιδρά τόσο με το πεπτίδιο όσο και με το 

MHC μόριο.
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πολυμορφία του μορίου MHC-I

αμινοξικά κατάλοιπα

Εικόνα 6: Η υψηλότερη μεταβλητότητα σε αμινοξικά κατάλοιπα σε διαφορετικές θέσεις κατά 

μήκος της α-αλυσίδας του MHC μορίου τάξης I συμβαίνει στις αι και α2 περιοχές. Ο 

πολυμορφισμός απαντάται κυρίως για τα αμινοξικά κατάλοιπα που σχηματίζουν τη γραμμή 

μεταξύ του τείχους (wan) και του πατώματος (floor) της αύλακας που προσδένει τα πεπτίδια.

πολυμορφία του μορίου MHC-II

I I
!« 299

αμινοξικά κατάλοιπα

Εικόνα 7: Ο υψηλότερος πολυμορφισμός για τη β-αλυσ(δα των MHC μορίων τάξης II 
εντοπίζεται στη β, περιοχή για εκείνα τα αμινοξικά κατάλοιπα, που σχηματίζουν τη γραμμή 

μεταξύ του τείχους (wal) και του πατώματος (floor) της αύλακας που προσδένει τα πεπτίδια.

Όπως και στην περίπτωση των MHC μορίων τάξης I, έτσι και για τα MHC 

μόρια τάξης II, η υψηλότερη πολυμορφική μεταβλητότητα στα αμινοξικά κατάλοιπα 

εντοπίζεται στην περιοχή πρόσδεσης του πεπτιδίου (Εικ.7). Ο γενετικός 

πολυμορφισμός καθορίζει τη χημική δομή της αύλακας πρόσδεσης και επηρεάζει την 

εξειδίκευση και ικανότητα πρόσδεσης του πεπτιδίου καθώς και την Τ κυτταρική 

αναγνώριση.
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CD4+/CD8+ Τ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ

Η υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών (IgSF) περιλαμβάνει ένα μεγάλο
%

αριθμό πρωτεϊνών που βρίσκονται στην επιφάνεια του κυττάρου με ποικίλες 

βιολογικές λειτουργίες. Αυτή η οικογένεια των μορίων παίζει σημαντικό ρόλο στην 

ανοσία, κυρίως στην μεσολάβηση της αναγνώρισης μέσω της κυτταρικής επιφάνειας. 

Τα μέλη της IgSF, όπως CD4, CD8, CD28, CD3 και άλλα είδη ανοσοσφαιρινών, είναι 

απαραίτητα για την κυτταρική προσκόλληση ή πρόσδεση που σχετίζεται με ένα 

λειτουργικό γεγονός124'.

Πιο συγκεκριμένα, η CD4+ είναι μια γλυκοπρωτεϊνη που εκφράζεται στην 

επιφάνεια των Τ κυττάρων, τα οποία εμφανίζουν TCR εξειδίκευση για αντιγόνα που 

παρουσιάζονται από τα MHC-τάξης II μόρια πάνω σε ένα αντιγονοπαρουσιαστικό 

κύτταρο APC (Antigen Presenting Cell). Τα Τ κύτταρα που εκφράζουν τα CD4+ είναι 

γενικά τα Τ κύτταρα βοηθοί (Th), τα οποία παρέχοντας κυτοκίνες ενισχύουν τη 

έναρξη της ανοσολογικής απόκρισης. Η αλληλεπίδραση ανάμεσα στα CD4+ και τις 

μη-πολυμορφικές περιοχές του MHC-II μορίου στο APC είναι κρίσιμη για την σωστή 

ενεργοποίηση του Τ κυττάρου125·27'.

Ε ικ ό ν α  8: Τα  C D 4 +  Τ  βοηθητικά λεμφοκύτταρα και τα C D 8 +  κυτοτοξικά Τ  λεμφ οκύπαρα  

αλληλεπ ιδρούν με  τα αντιγονοπαρουσιαστικά  κύτταρα (A PC ), ό π ω ς  τα δενδριτικά κύπ αρα  

(DC ), τα οπο ία  επ ιδεικνύουν στην  επιφάνεια  του κυττάρου όλα  τα μοριακά σήματα  π ο υ  

απα ιτούντα ι για τη ν  Τ  κυτταρική ενεργοποίηση.
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1. Λειτουργεί ως συνυποδοχέας με το TCR για τα αντιγόνα που προσδένονται στα 

MHC μόρια τάξης I αυξάνοντας την ισχύ της λειτουργικής σύνδεσης του TCR για τον 

υποκαταστάτη του.

2. Έχει ικανότητες μεταγωγής σήματος. Τα CD8+ Τ κύτταρα είναι συστατικά-κλειδιά 

της ανοσολογικής απόκρισης έναντι μολυσματικών παθογόνων οργανισμών, αφού 

αποτελούν σημαντική πηγή κυτοκινών, συμπεριλαμβανομένης της ιντερφερόνης-γ. 

Επίσης, λαμβάνουν μέρος σε αντιδράσεις μεταφύτευσης και αποτελούν μικρούς 

μοριακούς παράγοντες που ρυθμίζουν την δραστικότητά τους και βρίσκουν 

σημαντικές κλινικές εφαρμογές.

H CD8+ πρωτεΐνη είναι γνωστό ότι συμμετέχει σε δυο κρίσιμες λειτουργίες:

ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ ΤΩΝ ΑΝΤΙΓΟΝΩΝ / ΣΥΝΔΕΣΗ ΑΝΤΙΓΟΝΟΥ-ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΟΣ

Τα αντισώματα και οι υποδοχείς των αντιγόνων στα Τ κύτταρα έχουν πολλά 

κοινά χαρακτηριστικά. Και τα δυο έχουν μεταβλητές (V) και σταθερές (C) περιοχές και 

οι διεργασίες ανασυνδυασμού των γονιδίων που παράγουν τις μεταβλητές περιοχές 

για κάθε τύπο υποδοχέα, είναι επίσης παρόμοιες. Ωστόσο, ο τρόπος με τον οποίο τα 

Β κύπαρα και τα Τ κύπαρα αναγνωρίζουν τα αντιγόνα, είναι τελείως διαφορετικός. 

Τα αντισώματα αναγνωρίζουν τα αντιγόνα μέσα σε διαλύματα ή πάνω στις 

επιφάνειες των κυπάρων, πάντα στην αρχική τους μορφή, ενώ οι υποδοχείς των Τ 

κυττάρων αναγνωρίζουν τα αντιγόνα μόνο σε σχέση με τα MHC μόρια στην 

επιφάνεια των κυπάρων. Συχνά, τα αντιγόνα που αναγνωρίζονται από τα Τ κύτταρα 

έχουν υποστεί κάποια αποικοδόμηση ή επεξεργασία, ώστε ο προσδιοριστής που 

αναγνωρίζεται από τον αντιγονικό υποδοχέα στο Τ κύτταρο να αποτελεί μόνο ένα 

μικρό τμήμα του αρχικού αντιγόνου.

Αλλη διαφορά μεταξύ του αντισώματος και του αντιγονικού υποδοχέα του Τ 

κυπάρου είναι ότι το αντίσωμα μπορεί να παραχθεί σε δυο μορφές, είτε ως 

αντιγονικός υποδοχέας Β κυττάρου είτε ως εκκρινόμενο αντίσωμα, ενώ ο υποδοχέας 

αντιγόνων των Τ κυττάρων αποτελεί πάντα μια ακέραιη μεμβρανική πρωτεΐνη. 

Ουσιαστικά, το εκκρινόμενο αντίσωμα είναι ένα λειτουργικό μόριο με δυο λειτουργίες, 

οι μεταβλητές περιοχές (V) εμπλέκονται κυρίως με τη σύνδεση των αντιγόνων και οι 

σταθερές περιοχές (C) αλληλεπιδρούν με τους υποδοχείς στους ιστούς του ξενιστή.

Η σύνδεση του αντιγόνου με το αντίσωμα λαμβάνει χώρα με το σχηματισμό 

πολλαπλών μη ομοιοπολικών δεσμών, μεταξύ του αντιγόνου και των αμινοξέων της 

θέσης σύνδεσης. Μολονότι οι ελκτικές δυνάμεις που συμμετέχουν (δηλαδή δεσμοί
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υδρογόνου καθώς και ηλεκτροστατικές, Van der Waals και υδρόφοβες δυνάμεις) είναι 

αδύναμες σε σύγκριση με τους ομοιοπολικούς δεσμούς, η πληθώρα των δεσμών 

οδηγεί σε σημαντική ενέργεια σύνδεσης.

Οι δυνάμεις σύνδεσης που αναπτύσσονται ανάμεσα στο αντιγόνο και στο 

αντίσωμα απαιτούν τη στενή προσέγγιση των ομάδων που αλληλεπιδρούν. Ο 

δεσμός υδρογόνου είναι το αποτέλεσμα σχηματισμού γεφυρών υδρογόνου μεταξύ 

των κατάλληλων ατόμων. Οι ηλεκτροστατικές δυνάμεις οφείλονται στην έλξη αντίθετα 

φορτισμένων ομάδων που βρίσκονται στις πλευρικές αλυσίδες δυο πρωτεϊνών. Οι 

δεσμοί Van der Waals παράγονται από την αλληλεπίδραση μεταξύ νεφών 

ηλεκτρονίων. Οι υδρόφοβοι δεσμοί (που μπορεί να συμβάλλουν μέχρι και στη μισή 

συνολική δύναμη του δεσμού αντιγόνου-αντισώματος) βασίζονται στο συσχετισμό μη 

πολικών, υδρόφοβων ομάδων ώστε η επαφή με μόρια νερού να ελαχιστοποιείται. Η 

απόσταση διαχωρισμού μεταξύ των ομάδων που αλληλεπιδρούν διαφέρει ανάλογα 

με τον τύπο του δεσμού.

Η ισχύς ενός μονοσθενούς δεσμού αντιγόνου-αντισώματος προκύπτει από 

την άθροιση των ελκτικών και απωθητικών δυνάμεων που περιγράφηκαν. Η 

αλληλεπίδραση μεταξύ ενός αντισώματος με ένα αντιγόνο μπορεί να διερευνηθεί με 

διάφορες μεθόδους. Σε κάθε μέθοδο δημιουργείται ένα σύστημα όπου το αντιγόνο 

και το αντίσωμα μπορούν να έρθουν σε ισορροπία σύμφωνα με την αντίδραση:

Ab + Ag ◄--------- ► AbAg

Στη συνέχεια μετρούνται οι ποσότητες του ελεύθερου αντιγόνου και του 

αντιγόνου που έχει συμπλεχθεί, χωρίς να διαταραχθεί η ισορροπία. Τα δεδομένα από 

αυτά τα συστήματα μπορούν να αναλυθούν με την εφαρμογή του νόμου της δράσης 

των μαζών ώστε να βρεθεί η σταθερά ισορροπίας Κ, που αποτελεί μέτρο της ισχύς 

ενός μονοσθενούς δεσμού αντιγόνου-αντισώματος σύμφωνα με τη σχέση,

[AbAg]

" [Ab][Ag]

όπου [Ab], [Ag] οι συγκεντρώσεις του ελεύθερου αντισώματος και του ελεύθερου 

αντιγόνου αντίστοιχα και [AbAg] η συγκέντρωση του συμπλεγμένου αντιγόνου.
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Η εξειδίκευση των Τ λεμφοκυττάρων για σύμπλοκα ανάμεσα στα αντιγονικά 

πεπτίδια και στα MHC μόρια αποκαλύπτουν πολλά χαρακτηριστικά για την Τ 

κυπαρική αναγνώριση του αντιγόνου, η οποία διαφέρει σε πολλά σημεία κατά την 

αναγνώριση ενός αντιγόνου από τα αντισώματα.

1. Τα περισσότερα Τ κύτταρα αναγνωρίζουν μόνο πεπτίδια, ενώ τα Β κύτταρα 

μπορούν να αναγνωρίζουν διάφορα μόρια όπως, πεπτίδια, νουκλεϊκά οξέα, 

πολυσακχαρίτες, λιπίδια και μικρά χημικά μόρια. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, οι 

Τ κυτταρικές ανοσολογικές αποκρίσεις να προκαλούνται μόνο από 

πρωτείνικά αντιγόνα, ενώ οι χυμικές ανοσολογικές αποκρίσεις μπορεί να 

προκληθούν από πρωτείνικά ή μη πρωτείνικά αντιγόνα. Σπάνια 

παραδείγματα Τ κυττάρων που αναγνωρίζουν μη-πεπτιδικά αντιγόνα, 

συμπεριλαμβανομένων λιπιδίων που είναι προσδεδεμένα σε μη πολυμορφικά 

MHC μόρια, έχουν περιγραφεί, αλλά η σπουδαιότητα αυτών των Τ κυττάρων 

δεν είναι γνωστή.

2. Τα Τ κύτταρα αναγνωρίζουν μόνο γραμμικούς πεπτιδικούς επιτόπους που 

προκύπτουν από πρωταρχικές αμινοξικές αλληλουχίες. Τα γραμμικά πεπτίδια 

έχουν εκτεταμένες διαμορφώσεις μέσα στην αύλακα των MHC μορίων. Τα Β 

κύτταρα, ειδικά για πρωτείνικά αντιγόνα, μπορούν να αναγνωρίσουν 

διαμορφωτικούς επιτόπους που υπάρχουν όταν οι πρωτεΐνες είναι στη 

φυσική τριτοταγή δομή τους ή επιτόπους που εκτίθενται κατά τη μετουσίωση 

ή την πρωτεόλυση. Έτσι, όταν ένα ζώο ανοσοποιείται με μια φυσική 

πρωτεΐνη, τα αντιγονοειδικά Τ κύτταρα που διεγείρονται θα αποκριθούν σε 

μετουσιωμένα ή ακόμη σε πρωτεολυτικά προϊόντα πέψης αυτής της 

πρωτεΐνης. Τα αντισώματα που παράγονται από τα Β κύτταρα μετά την 

ανοσοποίηση με τη φυσική πρωτεΐνη αντιδρούν πλέον μόνο με αυτή. Αυτό 

έχει σημαντικές εφαρμογές για την ανάπτυξη εμβολίων, αφού είναι θεωρητικά 

πιθανό να μειώνει την Τ κυπαρική ανοσία.

3. Τα Τ κύπαρα αναγνωρίζονται και αποκρίνονται σε ξένα πεπτιδικά αντιγόνα 

όταν το αντιγόνο είναι προσδεδεμένο στην επιφάνεια άλλων κυττάρων. Αυτό 

διόπ τα MHC μόρια αποτελούν μέρος του συμπλόκου που αναγνωρίζουν τα Τ 

κύπαρα. Η έκθεση των συμπλόκων MHC-πεπτιδίων σε μια μορφή 

αναγνωρίσιμη από τα Τ κύπαρα καλείται παρουσίαση αντιγόνου. Τα κύπαρα 

που εκθέτουν τα αντιγόνα σε αυτή τη μορφή καλούνται 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύπαρα (Antigen Presenting Cells, APCs).

ΤΥΠΟΙ ΑΝΤΙΓΟΝΩΝ ΠΟΥ ΑΝΑΓΝΩΡΙΖΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΤΑ Τ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ
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KESAAAIO II 

TO LA/SSB ΑΥΤΟΑΝΤΙΓΟΝΟ



ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Μια ιδιαίτερα άφθονη πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη, γνωστή ως La πρωτεΐνη, 

είναι η πρώτη πρωτεΐνη που σχετίζεται με όλες τις νεοσυντιθέμενες μεταγραφές της 

RNA πολυμεράσης III111. Η La πρωτεΐνη (που καλείται επίσης SS-B) περιγράφηκε 

αρχικά σαν ένα αυτοαντιγόνο σε ασθενείς που έπασχαν από ρευματικές ασθένειες, 

όπως Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο (SLE) και Sjogren’s Σύνδρομο (SS). Το 

όνομα La προέρχεται από το όνομα ενός ασθενούς, στον οποίο ανιχνεύτηκε το 

αντίσωμα και το SS-B αναφέρεται στην επικράτηση των αντισωμάτων στο Sjogren’s 

σύνδρομο121. Αν και η La χαρακτηρίστηκε αρχικά σαν μια ανθρώπινη πρωτεΐνη, 

ομόλογες πρωτεΐνες αυτής έχουν αναγνωριστεί σε μεγάλο πλήθος ευκαρυωτικών 

οργανισμών. Πειράματα, στα οποία ασθενείς με αντί-La αντισώματα 

χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοκαταβύθιση La ριβονουκλεοπρωτεϊνών (RNPs) από 

ραδιοιχνηθετημένα εκχυλίσματα κυττάρων, απεκάλυψαν ότι η La πρωτεΐνη σχετίζεται 

με ένα πολύ μεγάλο αριθμό μικρών νεοσυντιθέμενων RNAs.

Τα RNAs που αναγνωρίστηκαν σε αντί-La ανοσοκαταβυθίσεις περιελάμβαναν 

μεταξύ άλλων pre-tRNAs, pre-5S rRNA, U6 μικρά πυρηνικά RNA (snRNA), RNase P 

RNA, MRP RNA, 7SL RNA και Y RNAs11,31. Πειράματα, στα οποία χρησιμοποιήθηκαν 

κύτταρα προσβεβλημένα από ιό, απεκάλυψαν ότι η La επίσης προσδένει έναν 

αριθμό ιΤκά κωδικοποιημένων RNAs.

Για την πλειοψηφία των κυτταρικών RNAs, η La προσδένεται περισσότερο 

στα πρόδρομα παρά στα ώριμα RNAs. Για παράδειγμα, τα U6 RNAs, που 

προσδένονται από την La πρωτεΐνη εκτείνονται προς το 3' τελικό άκρο και 

παρουσιάζουν λιγότερες τροποποιήσεις από το ώριμο RNA. Παρόμοια, η La 

πρωτεΐνη προσδένει πρόδρομα μόρια στα tRNAs και στα 5S rRNA, αλλά δεν 

προσδένει τα ώριμα RNAs. Ο λόγος που η La πρωτεΐνη σχετίζεται αρχικά με τα 

μεταγραφήματα της RNA πολυμεράσης III έγινε σαφής όταν φάνηκε ότι η 

αναγνώριση της πρωτεΐνης γίνεται μέσω του τμήματος UUUoh, το οποίο βρίσκεται 

στο 3'τελικό άκρο όλων των RNAs. Αυτές οι τελικές ουριδιλικές ομάδες συνήθως 

μετακινούνται κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης του RNA, εξαλείφοντας έτσι την 

περιοχή πρόσδεσης για την La πρωτεΐνη131.

Επειδή η πλειοψηφία των RNAs που σχετίζονται με την La πρωτεΐνη 

προκύπτουν από μεταγραφές της RNA πολυμεράσης III, έχει θεωρηθεί ότι η 

πρωτεΐνη επιδρά με κάποιο τρόπο στην βιογένεση αυτών των RNAs. Μια από τις 

πρώτες λειτουργίες που αποδόθηκε στην La πρωτεΐνη ήταν ως ένας παράγοντας 

τερματισμού της μεταγραφής για την RNA πολυμεράση III. Πιο πρόσφατα, έγινε 

ξεκάθαρο, ότι ο κύριος ρόλος της La είναι να σταθεροποιεί νεοσυντιθέμενα μικρά
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RNAs από την πέψη λόγω εξωνουκλεασών. Αυτή η σταθεροποίηση στα 3*τελικά 

άκρα έχει διαφορετικές συνέπειες για τα διάφορα RNAs που προσδένονται. Για 

συγκεκριμένα άλλα μικρά RNAs, η πρόσδεση από τη La συνεισφέρει στην πυρηνική 

κατακράτηση των εν τω γεννάσθαι μεταγραφημάτων και/ή στην συγκέντρωση των 

RNAs μέσα σε λειτουργικά RNPs. Επειδή η παροδική πρόσδεση από τη La πρωτεΐνη 

διευκολύνει τη σωστή διατήρηση πολλών νεοσυντιθέμενων μικρών RNAs, η La έχει 

προταθεί να λειτουργεί σαν ένα μοριακό τσαπερόνιο για την βιογένεση μικρών 

RNAs.

Υποκυτταρική κατανομή

Η La πρωτεΐνη είναι μια πολύ άφθονη πρωτεΐνη. Η ανθρώπινη La πρωτεΐνη 

έχει εκτιμηθεί ότι βρίσκεται σε 2 χ 107 αντίγραφα ανά κύτταρο, και είναι τόσο άφθονη 

όσο μια ριβοσωμική πρωτεΐνη. Το ποσό της La πρωτεΐνης που βρίσκεται σε 

ανθρώπινα εκχυλίσματα και εκχυλίσματα ζύμης έχει εκτιμηθεί στα 50ηΜ για ένα 

ανθρώπινο S100 εκχύλισμα και 12ηΜ για ένα S100 Saccharomyces cerevisiae 

εκχύλισμα.

Αν και η La πρωτεΐνη κυρίως βρίσκεται στον πυρήνα, έχει επίσης βρεθεί στον 

πυρηνίσκο και στο κυτταρόπλασμα. Η διανομή της La στο κυπαρόπλασμα μπορεί να 

αυξηθεί κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες συμπεριλαμβάνοντας ιϊκές μολύνσεις και 

απόπτωση14'61.
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ΔΟΜΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΗΣ La ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

1. Οργάνωση των περιοχών

Σύγκριση ομόλογων περιοχών των La πρωτεϊνών από διάφορα είδη 

απεκάλυψε όπ αυτές οι πρωτεΐνες μπορούν να διαιρεθούν τουλάχιστον σε τρεις 

περιοχές (Εικ.1). Τα Ν-τελικά άκρα όλων των γνωστών La πρωτεϊνών περιέχουν ένα 

μοτίβο 60 αμινοξέων με υψηλά διατηρημένη αλληλουχία που είναι επίσης παρούσα 

σε έναν αριθμό άλλων μη σχετικών πρωτεϊνών. To La μοτίβο ακολουθεί ένα λιγότερο 

διατηρημένο μοτίβο αναγνώρισης RNA (RNA Recognition Motif, RRM: επίσης 

γνωστό ως RNP περιοχή) και ένα φορτισμένο και λιγότερο διατηρημένο C-τελικό 

άκρο. Η C-τελική περιοχή είναι η λιγότερο διατηρημένη περιοχή της La, ποικίλλει 

ανάμεσα στα είδη ως προς το μήκος (από 70 αμινοξέα στους ζυμομύκητες

S.Cerevisiae και S.pombe σε περισσότερα από 220 αμινοξέα στον άνθρωπο και 

στον Xenopus laevis) και την αλληλουχία και συνήθως περιέχει μεταξύ 40% και 50% 

φορτισμένα αμινοξέα. Άλλες περιοχές που έχουν προσδιοριστεί ότι βρίσκονται στο C- 

τελικό άκρο της ανθρώπινης La περιλαμβάνουν ένα σήμα πυρηνικού εντοπισμού 

NLS (Nuclear Localization Signal), ένα σήμα πυρηνικής κατακράτησης NRE (Nuclear 

Retention Element) και μια εν δυνάμει περιοχή διμερισμούιχ7].

Η ανθρώπινη La πρωτεΐνη φωσφορυλιώνεται σε πολλαπλές περιοχές, που 

όλες φαίνεται να βρίσκονται στο C-τελικό άκρο. Μέχρι σήμερα, τέσσερα σημεία 

φωσφορυλίωσης έχουν προσδιοριστεί στην ανθρώπινη πρωτεΐνη. Το κύριο σημείο 

φωσφορυλίωσης είναι η σερίνη 366. Επιπλέον, η πρωτεΐνη φωσφορυλιώνεται στη 

θρεονίνη 302, σερίνη 325 και θρεονίνη 362181. Συγκρίνοντας τις αλληλουχίες είναι 

σαφές ότι κανένα από τα σημεία αυτά δε φαίνεται να διατηρείται πέρα από τις La 

πρωτεΐνες των σπονδυλωτών. Το μοριακό βάρος της La πρωτεΐνης ποικίλει από 

50kD στα σπονδυλωτά μέχρι 32kD στο S.Cerevisiae (Εικ.1).

Ένα εν δυνάμει άτυπο RRM έχει παρατηρηθεί στο C-τελικό άκρο των La 

πρωτεϊνών των σπονδυλωτών. Μοντελοποίηση αυτής της περιοχής των Drosophila 

και C.EIegans πρωτεϊνών δίνει περιορισμένη ένδειξη για την παρουσία του RRM στη 

Drosophila και δεν προβλέπει ένα RRM στην C.EIegans πρωτεΐνη. Η θέση ενός 

μικρού βασικού μοτίβου SBM (Short Basic Motif), στην ανθρώπινη πρωτεΐνη έχει 

εντοπιστεί, καθώς είναι μια περιοχή της πρωτεΐνης που προτείνεται ότι σχετίζεται με 

το διμερισμό. Οι La πρωτεΐνες των σπονδυλωτών περιέχουν το εν δυνάμει Walker A 

μοτίβο, GXXXXXGKX, μέσα στο SBM μοτίβο. To NLS για τον ζυμομύκητα

S.Cerevisiae δεν έχει τελικά χαρτογραφηθεί αλλά έχει προσδιοριστεί μέσα σε ένα 

τμήμα 113 αμινοξέων που περιλαμβάνει το RRM.
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περιοχή ττρόσδεσης RNA φορτισμένο C -τεΑικό άκρο 

La μοτίβο RRM RRM SBM  NLS
Η. sopfsne la JbbM  m Μ  4oe

dimer.
390

C. slogans C44C4.4 ] 393

S. prnbe Slat

S. csrevistae Lhplp 275
NLS

T. touce/La IB 335

Εικόνα 1: Σύγκριση ομόλογων περιοχών της La πρωτεΐνης (ανθρώπινη, Drosophila, 
C.EIegans, S.Poπιbe, S.Cerevisiae, T.Brucei). Για κάθε La πρωτεΐνη, ο αριθμός των 

αμινοξέων φαίνεται στη δεξιά στήλη. La μοτίβο: διατηρημένη περιοχή 60 αμινοξέων, RRM 

(RNP): περιοχή αναγνώρισης RNA, NLS: σήμα πυρηνικού εντοπισμού, dimer: περιοχή 

διμερισμού, SBM: μικρό βασικό μοτίβο.

2. Η τριτοταγής δομή του La225-334

Η τριτοταγής δομή της ανθρώπινης La(1-408) δεν είναι ακόμη πλήρως 

γνωστή. Παρόλα αυτά, πρόσφατες βιβλιογραφικές μελέτες έχουν δώσει σημαντικά 

στοιχεία για την δομή ορισμένων τμημάτων αυτής. Πρόσφατα1®1, το 2003, 

χαρακτηρίστηκε η δομή ολόκληρης της C-τελικής περιοχής της hLa με ένα 

συνδυασμό από αναλυτικές τεχνικές που εφαρμόστηκαν σε τρία διαφορετικά τμήματα 

της hLa (La225-408, La225-359 και La225-334, Εικ.2). Τα τμήματα αυτά περιέχουν 

το θεωρούμενο C-τελικό RRM, που προβλέφθηκε ότι αρχίζει από το κατάλοιπο 231. 

To La225-408 περιέχει ολόκληρο το CTD (C Terminal Domain), το La225-359 

προέκυψε από τη διάσπαση της πρωτεΐνης από κύτταρα που έχουν μολυνθεί από 

τον ιό της πολιομυελίτιδας και το La225-334 προέκυψε από την πρωτεολυτική 

αποικοδόμηση από την έκφραση της La225-408 στο E.coli. Η ανάλυση του 

φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού CD (Circular Dichroism) για το La225-334 έδειξε την 

παρουσία α έλικας και β πτυχωτού φύλλου σε διάλυμα. Αν και τα φάσματα CD είναι 

πολύ παρόμοια για τα La225-359 και La225-408, οι γραμμομοριακές ελλειπτικότητες 

είναι μικρότερες για τα μεγαλύτερα τμήματα, δείχνοντας ότι τα πρόσθετα κατάλοιπα 

που συνθέτουν τα μεγαλύτερα τμήματα μεταβάλλουν αισθητά τη δευτεροταγή δομή 

του αρχικού τμήματος La225-334(EiK.3).
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La μοτίβο RRM '366
_________ RRM SBM 4·

1*1-498

Εικόνα 2: Τμήματα του C-τελικού άκρου της La πρωτεΐνης που εκφράστηκαν ως 

μεταλλάγματα διαγραφής. La μοτίβο: διατηρημένη περιοχή 60 αμινοξέων, RRM (RNP): 

περιοχή αναγνώρισης RNA, NLS: σήμα πυρηνικού εντοπισμού, SBM: μικρό βασικό μοτίβο. 

NRE: σήμα πυρηνικής κατακράτησης, dimerization?: περιοχή διμερισμού.

A(nm)

Εικόνα 3: Φάσμα κυκλικού διχρωίσμού για τα τμήματα La225-408, La225-359 και La225-334. 

Η δευτεροταγής δομή όπως προέκυψε από την εκτίμηση του φάσματος έδωσε τα εξής 

ποσοστά: La225-334 (30% α, 40% β διάταξη, 10% στροφή, 20% τυχαία δομή), La225-359 

(23% α. 33% β διάταξη. 7% στροφή, 36% τυχαία δομή) και La225-408 (18% α, 30% β 

διάταξη, 5% στροφή και 49% τυχαία δομή).
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Η τρισδιάστατη δομή σε διάλυμα του La225-334 προσδιορίστηκε με NMR 

φασματοσκοπία. Η υπέρθεση 20 δομών για το La225-334 φαίνονται στην Εικ.4Α. Η 

τοπολογία του La225-334 διαφέρει σημαντικά από τα συνήθη RRMs. Σε ένα τυπικό

σχηματίζει ένα β-πτυχωτό φύλλο με τέσσερις αντιπαράλληλες πτυχές οι οποίες 

μπορούν να δώσουν τη β4-β1-β3-β2 διευθέτηση. Η επιφάνεια του β-φύλλου που 

είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη σχηματίζει την επιφάνεια πρόσδεσης RNA, ενώ η 

επιφάνεια που βρίσκεται απέναντι από τις δύο α έλικες δημιουργεί τον υδρόφοβο 

πυρήνα της περιοχής.

Εικόνα 4: Υπέρθεση 20 δομών για το La22S*334 (RRM). Φαίνεται το Ν-τελικό και το C-τελικό 

άκρο και αριθμούνται τα β-τττυχωτά φύλλα (Α). Οι θέσεις των β-πτυχωτών φύλλων και των α- 

ελίκων πάνω στην αμινοξική αλληλουχία φαίνονται στο (Β). Τα RNP μοτίβα σημειώνονται με 

πλαίσιο και οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις θέσεις των καταλοίπων μέσα σε αυτά τα μοτίβα 

που είναι τα αρωματικά στα περισσότερα RRMs. Τα διατηρημένα βασικά και όξινα κατάλοιπα 

στο NRE σημειώνονται με υπογράμμιση και οι μπάρες δείχνουν τις θέσεις της τριάδας των 

όξινων καταλοίπων στην επιφάνεια του β·πτυχωτού φύλλου.

RRM, η β1-α1-β2-β3-α2-β4 τοπολογία των στοιχείων δευτεροταγούς δομής

Β

•RNP2
β3 αΖ β4'
■ f — W A M M A — · φ »

VKG£KppI3<EKAKEALGKAK0AHMGNLQLRKKCVTW? (JS4)
RNP1 ·

α3

VLEGEVEKEALKKII|>DQ(l|5l.HKWKSKGR (»«)
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Επιπλέον, οι τυπικές RRM περιοχές περιέχουν δύο μικρά μοτίβα (RNP-1 και 

RNP-2), ττου βρίσκονται στο κεντρικό ζεύγος των πτυχών και συνήθως περιέχουν 

αρωμαπκά κατάλοιπα διατηρημένα σε θέσεις κλειδιά, τα οποία αλληλεπιδρούν με το 

RNA. To RRM μέσα στο La225-334 κατέχει μια β1-α1-β2-β3-α2-β4'-β4-α3 τοπολογία 

που σχηματίζει ένα β-πτυχωτό φύλλο με πέντε πτυχές και καταλήγει σε μια α έλικα. Η 

πέμπτη πτυχή, που βρίσκεται ανάμεσα στα α2 και β4, και καλείται β4', εκτείνεται 

αντιπαράλληλα στο β4 στην άκρη του β-πτυχωτού φύλλου, και προσλαμβάνει έτσι 

μια β4'-β4-β1-β3-β2 διευθέτηση. Στο La225-334, είναι επίσης προφανές ότι η τυπική 

επιφάνεια πρόσδεσης με το RNA επικαλύπτεται από τη C-τελική α3 έλικα (κατάλοιπα 

308-325). Αυτή η έλικα (α3) συνδέεται με το β4 με ένα πολύ μικρό συνδέτη, 

επεκτείνεται για πέντε στροφές, η δομή της σε διάλυμα είναι πολύ καλά καθορισμένη 

και σταθεροποιείται με το β-πτυχωτό φύλλο με υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. 

Συγκεκριμένα, τα κατάλοιπα Val310, Ala314 και Ile318 σχηματίζουν μια υδρόφοβη 

αλληλουχία στην πλευρά της έλικας που επικοινωνεί με ένα μη πολικό κομμάτι στο β- 

πτυχωτό φύλλο που περιλαμβάνει τα Leu233,Trp261, Ile272, Leu274 και Leu306 

(Εικ.5).

A Β

Εικόνα 5: Δομικά χαρακτηριστικά της La22S-334 (Α), Στερεοαπεικόνιση της La225-334 όπου 

φαίνεται ότι η έλικα α3 επικαλύπτει το πάνω μισό του β-φύλλου (Β), Στερεοαπεικόνιση των 

υδρόφοβων αμινοξέων που συμμετέχουν στη σταθεροποίηση της έλικας α3 πάνω στην 

επιφάνεια του β-φύλλου (Γ).
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3. Η τριτοταγής δομή του La μοτίβου (1-103)

Η δομή του La μοτίβου και του Ν-τελικού άκρου της La ήταν σε μεγάλο βαθμό 

αμφισβητούμενη την περασμένη δεκαετία (Εικ.6). Η τριτοταγής δομή που 

παρουσιάζεται εδώ προέρχεται από την NMR φασματοσκοπία και αποκαλύπτει ότι 

το La μοτίβο προσλαμβάνει μια δομή διαφορετική από αυτή του RRM1101. Στην 

πραγματικότητα, η συμπαγής δομή του αποτελείται από έξι α-έλικες και τρία β- 

αντιπαράλληλα πτυχωτά φύλλα (Εικ.7).

κεντρικό
La μοτίβο C-RRM r r m  SBM  +

La(1-408) M e i J E B U E B n

366

Ν-τελικό άκρο
>-+ NRE

C-τελικό άκρο

1.Ζ13

Le{1—194) 

Lo(1-103)

La (105-202) 

La(105-334) 

La(104-408)

Εικόνα 6: Τμήματα της La πρωτεΐνης (1-408) και μεταλλάγματα διαγραφής. La μοτίβο: 

διατηρημένη περιοχή 60 αμίνοξέων, RRM (RNP): περιοχή αναγνώρισης RNA, NLS: σήμα 

πυρηνικού εντοπισμού, SBM: μικρό βασικό μοτίβο, NRE: σήμα πυρηνικής κατακράτησης.

Η δομή του La μοτίβου κυριαρχείται από μια μεγάλη αμφιπαθητική α-έλικα 

(α1, κατάλοιπα 8-25), η οποία μετά από ένα μικρό κόμβο στην Gly26, ακολουθείται 

από μια μικρή έλικα που καλείται α 1 Η  πολική πλευρά της έλικας αι είναι σε μεγάλο 

βαθμό εκτεθειμένη στο διαλύτη, ενώ η μη πολική πλευρά μέσω υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων με άλλα τμήματα του La μοτίβου, σχηματίζει τον υδρόφοβο 

πυρήνα της περιοχής. Τα τρία β-πτυχωτά φύλλα συνεισφέρουν μη πολικά κατάλοιπα 

στον πυρήνα αλλά επίσης παρουσιάζουν και μια επιφάνεια εκτεθειμένη στο διαλύτη 

και στην έλικα α1. Η έλικα α1 φαίνεται να παρέχει ένα εκμαγείο γύρω από το οποίο η 

υπόλοιπη περιοχή μπορεί να αναδιπλωθεί (Εικ.7).
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Εικόνα 7: Δομική ανάλυση του La μοτίβου και του παρακείμενου RRM. Υπέρθεση των 

πεπτιδικών σκελετών 20 βελτιωμένων δομών, (Α) για το La μοτίβο (κατάλοιπα 6-100) και (Β) 

για το κεντρικό RRM της hLa (κατάλοιπα 106-195). Φαίνονται το Ν- και C-τελικό άκρο, οι 

έλικες και τα β-φυλλα αριθμούνται από 1 έως 4. (Γ) Διάγραμμα του La μοτίβου που δείχνει τη 

δευτεροταγή δομή της πρωτεΐνης. Σημειώνονται τα βασικά αμινοξέα. (Δ) Δομή του κεντρικού 

RRM. (Ε) Δομή της C-τελικής περιοχής της hLa. (ΣΤ) Απεικόνιση των πολικών και 

υδρόφοβων αμινοξέων που εμπλέκονται στη σταθεροποίηση της έλικας α3.

Εκτός από τη Ν- και C-τελική περιοχή της πολυπεπτιδικής αλυσίδας, η θηλειά 

που συνδέει την α5 αλυσίδα και το β2 πτυχωτό φύλλο είναι το λιγότερο καλά 

προσδιορισμένο τμήμα του μορίου. Η C-τελική επέκταση του β3 πτυχωτού φύλλου 

περιέχει μια καλά-προσδιορισμένη θηλειά που ακολουθείται από έναν εκτεταμένο 

βραχίονα που αναδιπλώνεται πίσω και επάνω στο μόριο, επικοινωνώντας με την 

έλικα α1' και τις θηλιές που τον συνδέουν με τις α1 και α2 (Εικ.7Α, Γ).
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4. Η τρισδιάστατη δομή του κεντρικού RRM

Σύμφωνα με την τρισδιάστατη δομή του La (105-202), αυτή η περιοχή 

προσλαμβάνει μια κλασικού RRM-τύπου αναδίπλωση*101 (Εικ.7Δ). Η C—τελική έλικα 

(α3, κατάλοιπα 185-194) συνδέεται με το β4 με έναν εξαιρετικά μικρό, ενός μόνο 

κατάλοιπου (Phe184), συνδέτη και εντοπίζεται στην β4 πλευρά της επιφάνειας 

πρόσδεσης-RNA του β-φύλλου. Σταθεροποιείται από υδρόφοβες επαφές ανάμεσα 

στις παράπλευρες αλυσίδες των καταλοίπων Tyr188, Lys185, Asp186 και Asp187 

της έλικας και Tyr114, Leu183 και Phe184 του β-φύλλου. Μπορεί επίσης να υπάρχει 

μια αλληλεπίδραση λόγω σχηματισμού γέφυρας άλατος ανάμεσα στα κατάλοιπα 

Α$ρ186 και Lys109. Η C-τελική έλικα επίσης καταλήγει σε μια μικρή 310 στροφή στο 

Ν-τελικό άκρο της περιοχής (αΟ, κατάλοιπα 108-111) (Εικ.7).

Η έλικα α3 είναι σημαντικά υδρόφιλη και εξέχει προς το διαλύτη. Αυτή η 

ασυνήθιστη διευθέτηση της C-τελικής α3 έλικας δεν έχει παρατηρηθεί σε άλλες RRM 

περιοχές. Η β-πτυχωτή επιφάνεια του κεντρικού RRM φαίνεται να είναι διαθέσιμη για 

RNA αλληλεπιδράσεις. Τα διατηρημένα RNP μοτίβα που προβλέφθηκαν για το 

κεντρικό RRM της hLa (113-VYIKGF-118 151-KGSIFW-158) και είναι εντοπισμένα 

στο κεντρικό ζεύγος των β-φύλλων, περιέχουν δυο από τα τρία κατάλοιπα (Tyr114 

και Phe155), τα οποία είναι γενικά διατηρημένα στις RRM περιοχές και μπορούν να 

αλληλεπιδρούν με το RNA με τις παράπλευρες αλυσίδες τους, ενώ το τρίτο 

αρωματικό κατάλοιπο έχει υποκατασταθεί από την Ser153. Η Tyr114 συμμετέχει σε 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις με τη βάση της C-τελικής έλικας. Αν η Tyr114 

εμπλέκεται στην RNA πρόσδεση, τότε αυτή η αλληλεπίδραση θα απαιτήσει εκτόπιση 

της α3 έλικας.

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΕΣ ΔΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ La ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

Γενετικές και βιοχημικές μελέτες έχουν αποκαλύψει ότι ο κύριος ρόλος της La 

είναι να προστατεύει το 3' τελικό άκρο μικρών εν τω γενάσθαι RNAs οπτό την πέψη 

λόγω εξωνουκλεασών. Αυτή η σταθεροποίηση, που οφείλεται στην διαμεσολάβηση 

της La πρωτεΐνης, έχει διαφορετικές συνέπειες για τα διάφορα RNAs που 

προσδένονται. Για παράδειγμα, για μερικά μικρά RNAs, η πρόσδεση με τη La μπορεί 

να διευκολύνει το συνολικό RNP να συνεισφέρει στη διατήρηση του νεοσυντεθέντος 

RNA στο πυρήνα ή να σταθεροποιήσει τη δομή του RNA. Αν και λιγότερα είναι 

γνωστά για το ρόλο που παίζει η La πρωτεΐνη σε διαδικασίες που εμπλέκουν 

μεγαλύτερα RNAs, έχει επίσης προταθεί ότι η La διευκολύνει τη μετάφραση 

συγκεκριμένων κυτταρικών ή ιϊκών mRNAs.
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ΠΡΟΣΔΕΣΗ ΣΤΟ RNA ΤΗΣ La ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

Η πλειοψηφία των μικρών RNAs που προσδένοντσι στη La πρωτεΐνη 

καταλήγει στην αλληλουχία UUU0h Αν και τα περισσότερα από αυτά τα RNAs είναι εν 

τω γεννάσθαι μεταγραφήματα της RNA πολυμεράσης III, η La επίσης προσδένεται 

στα RNAs που προκύπτουν από άλλες πολυμεράσες που καταλήγουν σε UUU0h. 

Ένας αριθμός μελετών υποστηρίζει ότι στις τελικές ουριδιλικές ομάδες οφείλεται η 

υψηλή συγγένεια πρόσδεσης με τη La πρωτεΐνη. Η συστηματική μελέτη 

χρησιμοποιώντας καθαρή πρωτεΐνη και μοντέλα RNA ως υποστρώματα απεκάλυψε 

ότι η La προτιμά να προσδένει RNAs που καταλήγουν στα τρία ουρυδιλικά 

κατάλοιπα1111.

Αν και οι 3 ' ουριδιλικές ομάδες είναι ένας κύριος προσδιοριστής για την 

πρόσδεση της La πρωτεΐνης, η πρωτεΐνη αυτή πρέπει επίσης να αναγνωρίζει και 

άλλα χαρακτηριστικά της δομής του RNA. Για παράδειγμα, η συνεισφορά της 5' 

τριφωσφορικής ομάδας στην συνολική αναγνώριση από τη La μπορεί να είναι 

συγκρίσιμη με τις τελικές ουριδιλικές ομάδες. Έχει επίσης προταθεί ότι η La πρωτεΐνη 

μπορεί να αναγνωρίσει εσωτερικές ολιγο-ουριδιλικές ομάδες κάτι που δεν έχει 

αποδειχτεί πειραματικά.

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΗΣ La ΠΟΥ ΣΥΝΕΙΣΦΕΡΟΥΝ ΣΤΗΝ RNA ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ

Αν και δεν είναι ακόμη γνωστό ποιες περιοχές της La πρωτεΐνης έρχονται σε 

απευθείας επαφή με το RNA, πειράματα έδειξαν ότι η La πρωτεΐνη περιέχει τρεις εν 

δυνάμει περιοχές πρόσδεσης του RNA, που είναι το La μοτίβο (LM, La Motif) και τα 

μοτίβα αναγνώρισης RRM1 και RRM2, τα οποία προσδένουν διάφορα RNA 

υποστρώματα με μια συγγένεια συγκρίσιμη με αυτή της συνολικής πρωτεΐνης171 

(Εικ.8).

RRM1 + LM

RNA + La
RRM1

RNA La

χ /  RNA La

RNA La
RRM! *2 r n a  La

RRM1 *2 «LM

Εικόνα 8: Υποθετικό μοντέλο για την ακολουθούμενη συσχέτιση των τριών εν δυνάμει 

περιοχών πρόσδεσης του RNA της hLa με το pre-tRNA.

Το υποθετικό μοντέλο προέκυψε από το συνδυασμό διαφορετικών in vivo και 

in vitro πειραμάτων πρόσδεσης. Κατά το πρώτο βήμα το RRM1 είναι κρίσιμο για τη 

συσχέπση με το pre-tRNA. Ακολούθως, η επαφή με το La μοτίβο μπορεί να
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συμβάλλει στον αποφασιστικό έλεγχο της εξειδίκευσης ακολουθούμενο από τη 

συσχέτιση του RRM2 δίνοντας στη πρόσδεση χαρακτηριστικά υψηλής συγγένειας- 

Εναλλακτικά, το RRM2 μπορεί να προσδέσει αργότερα το RRM1 πριν το La μοτίβο 

έρθει σε επαφή με το RNA. **
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ III 

ΤΟ ΣΥΝΔΡΟΜΟ SJOSREN'S (SS)



ΤΟ ΣΥΝΔΡΟΜΟ S J0 G R E N 'S  (SS)

To ανοσοποιητικό σύστημα σε υγιή άτομα είναι ικανό να διακρίνει ένα ξένο συστατικό 

από τα συστατικά του ίδιου του οργανισμού. Η ικανότητα αυτή αναπτύσσεται κατά τη 

διάρκεια της ωρίμανσης του ανοσοποιητικού συστήματος. Σε ασθενείς με αυτοάνοσα 

νοσήματα, το ανοσοποιητικό σύστημα επιτίθεται λανθασμένα εναντίον του ίδιου του 

οργανισμού στοχεύοντας τα κύτταρα, τους ιστούς και τα όργανά του. Η συσσώρευση 

κυττάρων και μορίων του ανοσοποιητικού συστήματος σε ένα σημείο του σώματος 

που δέχεται επίθεση, αναφέρεται ως φλεγμονή. Υπάρχουν πολλά διαφορετικά 

αυτοάνοσα νοσήματα που καθένα μπορεί να προσβάλει τον οργανισμό με 

διαφορετικούς τρόπους.

Το σύνδρομο Sjdgren's (SS) είναι ένα αυτοάνοσο νόσημα, στο οποίο οι 

σιελογόνοι και δακρυικοί αδένες είναι οι κύριοι στόχοι μιας χρόνιας φλεγμονής που 

καταλήγει σε ατροφία των αδένων και ανεπαρκή λειτουργία με συνέπεια να 

προκαλείται ξηρότητα στα μάτια και στο στόμα. Στην ιατρική ορολογία, για τα ξηρά 

μάπα χρησιμοποιείται ο όρος keratoconjunctivitis sicca ή KCS, ενώ για το ξηρό 

στόμα ο όρος ξηροστομία. Το νόσημα μπορεί να επηρεάσει και άλλους αδένες, όπως 

αυτούς που βρίσκονται στο στομάχι, στο πάγκρεας και στα εντόσθια, και μπορεί να 

προκαλέσει ξηρότητα και σε άλλα μέρη που χρειάζονται υγρασία, όπως η μύτη, ο 

λαιμός, οι αεραγωγοί και το δέρμα.

To SS είναι μια σχετικά πρόσφατη ασθένεια (Πίνακας I). Μέχρι το τέλος του 

19°“ αιώνα υπήρχαν απομονωμένες αναφορές, ενώ το 1933 το SS περιέγραψε 19 

περιπτώσεις και η ασθένεια άρχισε να εγκαθιδρύεται σαν μια οντότητα111.

Πίνακας I: Ιστορική αναδρομή της εμφάνισης του Συνδρόμου Sjogren's (SS).

Έτος__________ Αναδρομή της εμφάνισης του SS_______________________

1888 Single case reports by Hadden and Rowlands
1892 Case report and histology described by Miculicz
1926 Three patients described by Gougerot
1928 Link with arthritis reported by Houwer
1933 Sjogren's thesis describing 19 patients with ‘keratoconjuctivitis sicca’
1946 Sjogren's thesis translated into English
1953 The term Sjogren’s syndrome’ becomes established in literature
1965 Primary versus secondary Sjogren's syndrome described
1970 Autoantibodies Ro (SS-A) and La (SS-B) described. Routine

diagnostic tests available in 1990s 
1980* 1990 Extraglandular manifestations
1990 Trials on disease-modifying drugs
1993 The preliminary European criteria
2002 The revised American-European consensus criteria
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To SS εκτείνεται σε τρεις ειδικότητες: οφθαλμολογία, οδοντιατρική και

ρευματολογία. Στα πρώιμα χρόνια, η βιβλιογραφία κυρίως εντοπίστηκε σε

οφθαλμολογικά περιοδικά, και το SS δεν χαρακτηρίζονταν σαν ρευματική ασθένεια
%

μέχρι την περιγραφή της διάκρισης του πρωτοπαθούς σε σχέση με το δευτεροπαθές 

SS το 1965. Τα χαρακτηριστικά αυτοαντισώματα κατά των αυτοαντιγόνων Ro(SS-A) 

και La(SS-B) περιγράφηκαν το 1970, αλλά είναι μόνο στα τελευταία δεκαπέντε 

χρόνια που τα πειράματα έχουν γίνει ευρέως διαθέσιμα. Σε σύγκριση με άλλες 

ρευματικές παθήσεις όπως η Ρευματοειδής Αρθρίτιδα (RA) και ο Συστηματικός 

Ερυθηματώδης Λύκος (SLE), το SS είναι σχετικά πιο ήπιο.

To SS μπορεί να εμφανιστεί μόνο του, και χαρακτηρίζεται ως πρωτοπαθές 

SS (pSS), ή σε συσχέτιση με άλλες ασθένειες του συνδετικού ιστού, πιο συχνά με 

Ρευματοειδή Αρθρίτιδα (RA), Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο (SLE) ή 

Σκληρόδερμα, και τότε καλείται δευτεροπαθές SS (sSS)|2). To SS έχει μια 

προσεγγιστική επικράτηση 0.6% του συνολικού πληθυσμού και συγκρινόμενο με 

άλλες αυτοάνοσες ρευματικές παθήσεις και εμφανίζεται σε υψηλότερες συχνότητες 

στις γυναίκες σε σχέση με τους άνδρες (9:1). Ο πίνακας II δείχνει τις αναλογίες 

μεταξύ γυναικών και ανδρών στις αυτοάνοσες παθήσεις.

Πίνακας II: Αναλογίες εμφάνισης των αυτοάνοσων παθήσεων ανάμεσα σε Γυναίκες- Ανδρες.

Αυτοάνοσες παθήσεις Αναλογία

Hashimoto's disease/hypothyroiditis 50:1
Systemic lupus erythematosus 9:1
Sjogren’s syndrome 9:1
Antiphospholipid syndrome 9:1
Primary biliary cirrhosis 9:1
Mixed connective tissue disease 8:1
Chronic active hepatitis 8:1
Graves' disease/hyperthyroiditis 7:1
Rheumatoid arthritis 4:1
Scleroderma 3:1
Myasthenia gravis 2:1
Multiple sclerosis 2:1
Chronic idiopathic thrombo-cytopenic purpura 2:1

Το πρωτοπαθές SS ανιχνεύεται στους δακρυικούς και σιελογόνους αδένες. 

Ασθενείς με πρωτοπαθές SS είναι περισσότερο πιθανό να έχουν αντισώματα κατά 

Ro/SS-A και SS-B να κυκλοφορούν στο αίμα τους σε σχέση με εκείνους με 

δευτεροπαθές SS,3). Σε ασθενείς με δευτεροπαθές SS είχε ήδη διαγνωσθεί ένα 

αυτοάνοσο νόσημα όπως η ρευματοειδής αρθρίτιδα ή ο λύκος πριν να αναπτυχθεί το
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SS. Οι ασθενείς με δευτεροπαθές SS έχουν περισσότερα προβλήματα υγείας διότι 

εμφανίζουν δυο νοσήματα, και είναι λιγότερο πιθανό να έχουν τα αντισώματα που 

σχετίζονται με το πρωτοταγές SS.

Για λόγους που δεν είναι κατανοητοί, περίπου το 75% των αυτοάνοσων 

παθήσεων συμβαίνουν στις γυναίκες, κυρίως κατά τη διάρκεια της κύησης. Η έρευνα 

προσπαθεί να ρίξει φως στους γενετικούς, ορμονικούς και περιβαλλοντικούς 

παράγοντες κινδύνου που συνεισφέρουν στην πρόκληση των ασθενειών αυτών14,51. 

Στην πραγματικότητα, οι ασθένειες αυτές δεν είναι πολύ συχνές, με εξαίρεση τον 

θυρεοειδισμό, το διαβήτη, και το λύκο. Παρόλα αυτά, συνολικά αντιπροσωπεύουν την 

τέταρτη μεγαλύτερη αιτία ανικανότητας στις γυναίκες στις ΗΠΑ.

ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ ΤΟΥ ΣΥΝΔΡΟΜΟΥ SJOGREN’S

Στο SS, τα λεμφοκύτταρα στοχεύουν τους αδένες που παράγουν υγρασία 

κυρίως τους δακρυικούς και τους σιελογόνους αδένες. Αν και δεν είναι γνωστό πως 

ακριβώς συμβαίνει, οι κατεστραμμένοι αδένες δεν μπορούν πλέον να παράγουν 

δάκρυα και σάλιο με αποτέλεσμα την ξηρότητα των ματιών και του στόματος. Όταν 

το δέρμα, οι αεραγωγοί, οι ιστοί του κολεού επηρεαστούν τότε δημιουργείται 

ξηρότητα και σε αυτά τα μέρη επίσης.

Τα κυριότερα συμπτώματα είναι:

• Ξηρά μάτια: Τα μάτια μπορεί να είναι κόκκινα, να καίνε και να φαγουρίζουν 

(κνησμός). Οι ασθενείς λένε πως νιώθουν σα να έχουν άμμο στα μάτια τους. Επίσης, 

η όραση δεν είναι φυσιολογική και ο ανοικτός φωτισμός, ιδίως ο φθορίζων φωτισμός 

μπορεί να ενοχλεί.

• Ξηρό στόμα: Οι ασθενείς έχουν την αίσθηση ότι το στόμα τους είναι γεμάτο από 

βαμβάκι. Είναι δύσκολη η κατάποση και η ομιλία και επιπλέον αλλοιώνεται η αίσθηση 

της γεύσης. Η αίσθηση της όσφρησης μπορεί να αλλάξει επίσης και εκδηλώνεται 

ξηρόβηχας. Στο ξηρό στόμα λόγω της έλλειψης του σάλιου ελαττώνεται η 

προστατευτική του επίδραση και αυξάνονται οι πιθανότητες να αναπτυχθούν 

μολύνσεις.

Τόσο το πρωτοπαθές όσο και το δευτεροπαθές SS μπορεί να επηρεάσει και 

άλλα μέρη του σώματος, συμπεριλαμβανομένου του δέρματος, των αρθρώσεων, των 

πνευμόνων, του ήπατος, των αγγείων του αίματος και του νευρικού συστήματος και 

να προκαλέσει συμπτώματα όπως, ξηρό δέρμα, δερματικά εξανθήματα, προβλήματα 

στο θυρεοειδή, πόνο στις αρθρώσεις και στους μύες, πνευμονία, ξηρότητα του
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κολεού, νάρκωση και σουβλερούς πόνους στα άκρα. Όταν το SS επηρεάζει άλλα 

μέρη του σώματος, η κατάσταση καλείται υπεραδενοειδής ανάμειξη διότι τα 

προβλήματα εκτείνονται πέρα από τα δακρυϊκούς και σιελογόνους αδένες. Τέλος, το 

SS μπορεί να προκαλέσει υπερβολική κούραση, η οποία μπορεί να έχει συνέπεια 

στην καθημερινή ζωή.

ΑΙΤΙΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΕΜΦΑΝΙΣΗ ΤΟΥ ΣΥΝΔΡΟΜΟΥ SJOGREN'S

Οι ερευνητές πιστεύουν πως το SS προκαλείται από ένα συνδυασμό 

γενετικών και περιβαλλοντικών παραγόντων. Πολλά διαφορετικά γονίδια φαίνεται να 

εμπλέκονται, αλλά δεν είναι βέβαιο ποιο από αυτά σχετίζεται με την ασθένεια αφού 

τα διαφορετικά γονίδια φαίνεται να διαφοροποιούν το ρόλο τους ανάλογα με τον 

άνθρωπο. Για παράδειγμα, υπάρχει ένα γονίδιο που προδιαθέτει τους Καυκασιανούς 

στην ασθένεια. Άλλα γονίδια σχετίζονται με το SS σε άτομα Ιαπωνικής, Κινεζικής και 

Αφρικανο-Αμερικανικής καταγωγής. Παρόλα αυτά, αν ένα άτομο έχει ένα από αυτά 

τα γονίδια δεν είναι σίγουρο ότι θα εμφανίσει την ασθένεια. Κάποιο είδος σκανδάλης 

πρέπει να ενεργοποιεί το ανοσοποιητικό σύστημα.

Οι επιστήμονες πιστεύουν ότι η σκανδάλη μπορεί να είναι μια ιϊκή ή 

βακτηριακή μόλυνση που λειτουργεί ως εξής: Ένα άτομο που διαθέτει ένα γονίδιο 

που συσχετίζεται με το SS προσβάλλεται από ιϊκή μόλυνση. Ο ιός διεγείρει το 

ανοσοποιητικό σύστημα για να δράσει, άλλα το γονίδιο μεταβάλλει το στόχο του 

παράγοντας κύτταρα μαχητές (λεμφοκύτταρα) στους αδένες των ματιών και του 

στόματος. Τα λεμφοκύτταρα επιτίθενται στα υγιή κύτταρα, προκαλώντας την 

φλεγμονή που καταστρέφει τους αδένες και τους αποτρέπει από το να λειτουργούν 

σωστά. Αυτά τα κύτταρα μαχητές θα έπρεπε να πεθάνουν μετά την επίθεση με μια 

φυσιολογική διαδικασία που καλείται απόπτωση, αλλά σε ανθρώπους με SS 

συνεχίζουν να επιτίθενται προκαλώντας περαιτέρω βλάβη. Οι επιστήμονες πιστεύουν 

ότι η αντίσταση στην απόπτωση μπορεί να είναι γενετική. Η πιθανότητα ότι τα 

ενδοκρινή και νευρικά συστήματα παίζουν ένα ρόλο είναι επίσης υπό διερεύνηση141.

ΔΙΑΓΝΩΣΗ ΚΑΙ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΟΥ ΣΥΝΔΡΟΜΟΥ SJOGREN’S

To SS μπορεί να προσδιοριστεί σαν μια αυτοάνοση φλεγμονώδης 

εξωκρινοπάθεια (exocrynopathy) που επηρεάζει τους σιελογόνους και δακρυϊκούς 

αδένες οδηγώντας σε ξηρό στόμα και ξηρά μάτια. Για να γίνει διάγνωση, είναι 

αναγκαίο να αποδειχθεί ότι η εξωκρινής δυσλειτουργία είναι αυτοάνοσης φύσης. 

Δυσλειτουργίες που μιμούνται το SS περιλαμβάνουν ατροφία που σχετίζεται με την
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ηλικία, χρόνια ανησυχία και ένα φάσμα λειτουργικών διαταραχών στο χρόνιο 

σύνδρομο κούρασης/ινομυαλγίας που συνδέεται με συμπτώματα ξηρών ματιών και 

στόματος. Είναι καλά γνωστό ανάμεσα στους κλινικούς ερευνητές ότι η εφαρμογή 

των διαγνωστικών κριτηρίων είναι απαραίτητη για την εκτίμηση κάθε εμπλεκόμενης 

ομάδας ασθενών.

Σε μια ασθένεια τόσο ετερογενή όπως το SS, τα κριτήρια κατάταξης είναι 

χρήσιμα για την κλινική διάγνωση. Τα κοινώς χρησιμοποιούμενα κριτήρια 

καθορίζονται από την απόδειξη ξηροστομίας και ξηροφθαλμίας, την απόδειξη 

ύπαρξης κεντρικής φλεγμονής στην βιοψία σιελογόνων αδένων και την παρουσία 

αυτοαντισωμάτων στον ορό.

Τα κριτήρια αυτά είναι τα εξής:

1. Προσοφθάλμια συμπτώματα

2. Στοματικά συμπτώματα

3. Προσοφθάλμια σημεία

4. Λεμφοκυτταρικά διηθήματα στην βιοψία του χείλους

5. Ανάμειξη του σιελογόνου αδένα

6. Αυτοαντισώματα στον ορό (ρευματοειδείς παράγοντες, αντι-πυρηνικά 

αντισώματα και/ή Ro ή La αντισώματα)

Τα τέσσερα από τα έξι κριτήρια απαιτούνται για τη διάγνωση του SS.

Οι πιο συνήθεις εξετάσεις για τα μάτια και το στόμα είναι οι εξής:

• To Schirmer test κατά το οποίο ο γιατρός βάζει λεπτές λουρίδες χαρτιού κάτω 

από τα χαμηλότερα βλέφαρα και μετρά το ποσό της υγρασίας επάνω στο χαρτί μετά 

από 5 λεπτά. Άνθρωποι με SS συνήθως παράγουν λιγότερο από 8mm δακρύων. Το 

Schimier II τεστ είναι παρόμοιο, αλλά ο γιατρός χρησιμοποιεί ένα βαμβακερό 

σφουγγαράκι για να προκαλέσει ένα δάκρυ να μετακινηθεί στο εσωτερικό της μύτης.

Εικόνα 1: Στο Schirmer's test λεπτές λουρίδες χαρτιού τοποθετούνται κάτω από τα 

χαμηλότερα βλέφαρα και μετράται το ποσό της υγρασίας επάνω στο χαρτί μετά από 5 λεπτά.
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• Η Βιοψία των σιελογόνων αδένων του χείλους. Αυτό το τεστ είναι ο καλύτερος 

τρόπος για να ανακαλυφθεί αν η ξηροστομία προκαλείται από το SS. Ο γιατρός 

παραλαμβάνει ελάχιστους σιελογόνους αδένες από το εσωτερικό του χαμηλότερου 

χείλους και τους εξετάζει στο μικροσκόπιο. Αν οι αδένες περιέχουν συγκεκριμένο 

είδος λεμφοκυττάρων, το τεστ είναι θετικό για SS.

Γενικά, θεωρείται ότι ένα άτομο πάσχει από SS αν έχει ξηρά μάτια, ξηρό 

στόμα και θετική βιοψία χείλους. Πρόσθετα τεστ μπορεί να γίνουν για να διαπιστωθεί 

αν άλλα μέρη του σώματος έχουν επηρεαστεί. Αυτά τα τεστ συμπεριλαμβάνουν 

ανάλυση αίματος, ανοσολογικά τεστ, ακτινογραφία στον θώρακα και ανάλυση ούρων.

ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ ANTI-La/SSB - ΚΛΙΝΙΚΗ ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ TOY SS ΜΕ ΤΗΝ ΠΑΡΟΥΣΙΑ 
ΑΥΤΩΝ

Η παρουσία των αντι-Ro/SSA και αντι-La/SSB αντισωμάτων σε ορούς 

ασθενών με SS αποτελεί κριτήριο διάγνωσης του SS, καθώς η συσχέτιση 

συνύπαρξής τους με τη νόσο είναι πολύ στενή151. Συγκεκριμένα, με τη χρήση της 

τεχνικής της απλής ανοσοδιάχυσης, ανιχνεύθηκε ότι αντισώματα αντι-La/SSB 

βρίσκονται στο 40-50% ασθενών με πρωτοπαθές SS και στο 15-20% των ασθενών 

με SLE. Παράλληλα αντισώματα αντι-La/SSB εντοπίζονται σε χαμηλό ποσοστό σε 

ορούς ασθενών και με άλλα αυτοάνοσα νοσήματα, όπως ρευματοειδής αρθρίτιδα, 

καθώς επίσης εντοπίζονται και σε ασθενείς με υποξύ-δερματικό λύκο και στην 

πλειοψηφία των βρεφών με νεογνικό λύκο16,71. Πρέπει επίσης να αναφερθεί πως τα 

αντισώματα αντι-La/SSB και αντι-Ro/SSA συνυπάρχουν πάντα σε ορούς ασθενών. 

Όμως το αντίθετο δεν συμβαίνει. Δηλαδή αντι-Ro/SSA θετικοί οροί ασθενών δεν 

συνοδεύονται πάντα από την ύπαρξη αντισωμάτων αντι-La/SSB. Το γεγονός της 

συσχέτισης και της συχνής συνύπαρξης των αντισωμάτων αντι-Ro/SSA και αντι- 

La/SSB πιθανόν να οφείλεται στην μοριακή σύζευξη των παραπάνω πρωτεϊνών 

έμμεσα μεταξύ τους, στο σύμπλοκο των YRNAs, σε συνδυασμό με το μηχανισμό της 

ενδο-διαμοριακής εξάπλωσης των αντισωμάτων.

Τα αντι-Ro/SSA και αντι-La/SSB αντισώματα είναι μη οργανο-ειδικά 

αυτοαντισώματα. Είναι πιθανό αυτά τα αντισώματα να παράγονται τοπικά στους 

σιελογόνους αδένες1®1. Η έκφραση, στην επιφάνεια των σιελογόνων αδένων, ενός 

αντιγόνου που αντιδρά με αντί- Ro/SSA θετικό ορό φάνηκε μετά από ακτινοβόληση 

των κερατινοκυττάρων με UV. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι ο TNF-alpha παράγοντας 

μεσολαβεί στην έκφραση στην επιφάνεια των κερατινοκυττάρων των αυτοαντιγόνων
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52-kDa Ro/SSA και La/SSB σε ασθενείς με SS και SLE|e|. Η μόλυνση των 

επιθηλιακών κυττάρων με τον αδενοϊό 2 προάγει τη μετάθεση του La/SSB αντιγόνου 

από τον πυρήνα στο κυπαρόπλασμα και στην κυπαρική μεμβράνη.

Η μοριακή μίμηση θεωρείται ότι είναι η πιο πιθανή υπόθεση για την 

παραγωγή αυτοαντισωμάτων. Στην πραγματικότητα έχουν αναφερθεί ομοιότητες 

στην αλληλουχία των αντί γονικών καθοριστών (επιτόπων) των Ro/SSA και La/SSB 

με άλλα μόρια. Για παράδειγμα, ένας από τους κύριους αντιγονικούς καθοριστές του 

La/SSB εμφανίζει μια ομολογία στην αλληλουχία του με μια ρετροιΐκή gag πρωτεΐνη, 

που δείχνει ένα πιθανό ρόλο για μια ρετροιΐκή μόλυνση στην επαγωγή της αντι- 

La/SSB απόκρισης191. Η έναρξη των ανοσοαποκρίσεων με τη μοριακή μίμηση μπορεί 

να ακολουθηθεί από ενδομοριακή διάχυση των ανοσοαποκρίσεων.

Όπως προαναφέρθηκε, ασθενείς που πάσχουν από SLE αρκετά συχνά 

φέρουν αντισώματα αντι-La/SSB. Το ποσοστό κυμαίνεται από 10 μέχρι 20% και 

γενικότερα οι παραπάνω ασθενείς συχνά παρουσιάζουν κλινικά χαρακτηριστικά 

δευτεροπαθούς SS. Συγκεκριμένα στο 50% των ασθενών με SLE που φέρουν 

κλινικά χαρακτηριστικά SS, είναι παρόντα αντισώματα αντι-La/SSB(101.

Ένα ακόμα ενδιαφέρον γεγονός είναι η υψηλή συσχέτιση που φαίνεται να 

υπάρχει μεταξύ της εμφάνισης συγγενούς εμφράγματος του μυοκαρδίου σε βρέφη 

που πάσχουν από νεογνικό λύκο και της παρουσίας αντισωμάτων αντι-La/SSB στον 

ορό μητέρας και νεογνού. Τα μητρικά αντισώματα διαπερνούν τον πλακούντα, 

εισέρχονται στο κυκλοφοριακό σύστημα του εμβρύου και προκαλούν σειρά ιστικών 

βλαβών στο έμβρυο, στις οποίες οφείλεται το σύνδρομο του νεογνικού λύκου από το 

οποίο πάσχει το βρέφος·71.

Τα τελευταία χρόνια επιχειρείται να βρεθεί η συσχέτιση της εξέλιξης των 

νοσημάτων SS και SLE σε σχέση με τον τίτλο των αυτοαντισωμάτων αντι-La/SSB και 

ανπ-Ro/SSA στον ορό των ασθενών·111. Η συνολική διαδικασία είναι αρκετά επίπονη 

διότι απαιτείται η στενή παρακολούθηση πολλών ασθενών, διαφόρων κατηγοριών 

για μακρύ χρονικό διάστημα και η αναγκαία συχνή αιμοληψία αυτών. Οι περισσότεροι 

ασθενείς δεν παρουσίασαν διακύμανση των επιπέδων του τίτλου των 

αυτοαντισωμάτων τους κατά την πάροδο του χρόνου, παρ’ όλα αυτά υπήρχαν και 

κάποιοι στους οποίους η αυξομείωση των επιπέδων των αυτοαντισωμάτων 

συμβάδιζε με την εξέλιξη της έντασης της νόσου (έξαρση της νόσου // άνοδος του 

τίτλου των αυτοαντισωμάτων, ύφεση της νόσου // μείωση του τίτλου των 

αυτοαντισωμάτων). Παράλληλα παρατηρήθηκε μια διακύμανση των επιπέδων των 

αντισωμάτων αντι-La/SSB, που στρέφονται εναντίον διαφορετικών τμημάτων του 

αυτοαντιγόνου La/SSB κατά την εξέλιξη της νόσου. Η παρατήρηση αυτή αποδεικνύει
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πως υπάρχουν διαφορετικοί υποπληθυσμοί αντισωμάτων αντι-La/SSB που 

στρέφονται σε διαφορετικές περιοχές του αυτοαντιγόνου La/SSB1121.

Οι παραπάνω  παρατηρήσεις οδήγησαν τους επιστήμονες στο να μελετήσουν 

την πιθανότητα συσχέτισης* αναγνώρισης συγκεκριμένου επιτόπου του ίδιου 

αυτοαντιγόνου σε διαφορετικές αυτοάνοσες ασθένειες. Συγκεκριμένα, μελέτες σε 

ασθενείς με SS και SLE δεν μπόρεσαν να εντοπίσουν επιτόπους απόλυτα 

συσχετισμένους με τα παραπάνω αυτοάνοσα νοσήματα. Παρ’ όλα αυτά βρέθηκε 

πως διαφορετικές περιοχές του La/SSB αυτοαντιγόνου αναγνωρίζονται από τις 

παραπάνω ασθένειες. Συγκεκριμένα αντι-La/SSB θετικοί οροί ασθενών με SLE 

αναγνωρίζουν κυρίως την αμινοτελική και την κεντρική περιοχή του La/SSB 

αυτοαντιγόνου, ενώ αντίθετα στην περίπτωση ασθενών με SS αναγνωρίζουν κυρίως 

την καρβοξυτελική περιοχή1131.

Οι τεχνικές με τις οποίες μπορούν να ανιχνευθούν τα αντισώματα στους ορούς των 

ασθενών είναι οι εξής:

•  Ανοσοφθορισμός

•  Ανοσοαποτύπωση

•  Ανοσοδιάχυση

• Αντίθετη Ανοσοηλεκτροφόρηση

•  Ανοσοκαθίζηση

• ELISA
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ΚΕ5ΑΑΑΙΟ IV 

ΑΡΧΕΣ ΟΜΟΛΟΓΗΣ ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗΣ



ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΔΟΜΗΣ ΜΙΑΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

Ο  λειτουργικός χαρακτηρισμός μιας πρωτεΙΥικής αλληλουχίας είναι ένα από 

τα πιο συχνά προβλήματα στη βιολογία. Το θέμα αυτό, συνήθως, διευκολύνει η 

τρισδιάστατη δομή της υπό μελέτη πρωτεΐνης. Απουσία μιας πειραματικά 

καθορισμένης δομής μιας πρωτείνης, η συγκριτική (comparative) ή ομόλογη 

(homology) μοντελοποίηση μπορεί μερικές φορές να παρέχει ένα χρήσιμο 

τρισδιάστατο μοντέλο για την πρωτεΐνη, το οποίο να σχετίζεται με τη γνωστή 

τρισδιάστατη-δομή (3D ) μιας πρωτεΐνης. Η ομόλογη μοντελοποίηση προβλέπει την 

30-δομή για μια δεδομένη πρωτεϊνική αλληλουχία-στόχο (target), η οποία βασίζεται 

κυρίως στην ομολογία της με μια ή περισσότερες πρωτεϊνικές αλληλουχίες-εκμαγεία 

(templates) με γνωστές 3ϋ-δομές. Ο  αριθμός των πρωτεϊνικών αλληλουχιών που 

μπορούν να μοντελοποιηθούν και η ακρίβεια των προβλέψεων αυξάνεται σταθερά 

λόγω της ανάπτυξης του αριθμού των δομών των πρωτεϊνών και της βελτίωσης των 

προγραμμάτων μοντελοποίησης.

Η ομόλογη μοντελοποίηση παραμένει η μόνη μέθοδος, η οποία μπορεί 

αξιόπιστα να προβλέψει την τρισδιάστατη δομή μιας πρωτεΐνης με μια ακρίβεια 

συγκρίσιμη με μια χαμηλής διακριτικής ικανότητας πειραματικά προσδιορισμένη 

δομή. Η μέθοδος βασίζεται στην παρατήρηση ότι στη φύση η δομική διαμόρφωση 

μιας πρωτεΐνης είναι περισσότερο διατηρημένη από την αμινοξική της αλληλουχία και 

ότι μικρές ή μεσαίες αλλαγές στην αλληλουχία τυπικά έχουν ως αποτέλεσμα μόνο 

μικρές αλλαγές στην 30-δομή.

Εξαιτίας της έλλειψης δομικής πληροφορίας για πολλές πρωτεΐνες, μέχρι 

σήμερα, παρατηρείται ιδιαίτερο ενδιαφέρον για την μελέτη αυτών με τη θεωρητική- 

υπολογιστική μέθοδο της ομόλογης μοντελοποίησης. Για το σκοπό αυτό 

αναπτύχθηκαν πολλά υπολογιστικά προγράμματα που αυτοματοποιούν την 

διαδικασία της ομόλογης μοντελοποίησης (Πίνακας I). Η μοντελοποίηση των 

πρωτεϊνών με τη μέθοδο της ομόλογης μοντελοποίησης απαιτεί ακριβά λειτουργικά 

συστήματα (hardware and software), ειδικές υπολογιστικές γνώσεις και είναι προσιτή 

μόνο για ένα μικρό ποσοστό ερευνητικών εργαστηρίων. Παρόλα αυτά τα 

υπολογιστικά προγράμματα είναι αποτελεσματικά στην αντιμετώπιση προβλημάτων 

όπως σε μία δύσκολη ή ασυνήθιστη περίπτωση ομόλογης μοντελοποίησης είτε λόγω 

της προβληματικής ομολογίας εκμαγείου-στόχου (alignments) είτε λόγω της 

μοντελοποίησης δύσκολων περιοχών λόγω της παρουσίας πολλαπλών 

διαμορφωτικών καταστάσεων(1].
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Πίνακας I: Υπολογιστικά προγράμματα που χρησιμοποιούνται στην ομόλογη μοντελοποίηση 

πρωτεϊνών.

Πρόγραμμα Διαθεσιμότητα Ηλεκτρονική Διεύθυνση

COMPOSER Δημόσιο http://www.felix.bioc.cam.ac.uk/soft-base/html

CONGEN Δημόσιο email:bruc@dino.squibb.com

DRAGON Δημόσιο httD://www.nimr.mrc.ac.uk

MODELLER Δημόσιο http://www.guitar.rockefeller.edu/modeller/modellr.html

NAOMI Δημόσιο httD://www.ocms.ox.ac.uk

WHAT IF Δημόσιο httD-.//www.sander./embl. heidelbera.de/vriend

INSIGHT II Εμπορικό httD://www.msi.com

LOOK Εμπορικό httD.V/www.maa.com

QUANTA Εμπορικό http://www.msi.com

SYBYL Εμπορικό http://www.tripos.com

SWISS-MOD Δημόσιο http://www-isrec.unil.ch/SWISS-MODEL.html

To SYBYL συμπεριλαμβάνει το COMPOSER. To QUANTA και το INSIGHT II 

συμπεριλαμβάνουν το MODELLER. To INSIGHT II επίσης συμπεριλαμβάνει το 

CONSENSUS. Το πρόγραμμα SWISS-MOD διατίθεται δωρεάν στο διαδίκτυο. 

Πολλά προγράμματα ενδείκνυται για την μοντελοποίηση μόνο των παράπλευρων 

αλυσίδων (sidechains) και των θηλέων (loops).

ΒΗΜΑΤΑ ΣΤΗΝ ΟΜΟΛΟΓΗ ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ

Η ομόλογη μοντελοποίηση χρησιμοποιεί μια ή περισσότερες πειραματικά 

προσδιορισμένες πρωτεϊνικές δομές για να προβλέψει τη διαμόρφωση μιας άλλης 

πρωτεΐνης, η οποία έχει παρόμοια αμινοξική αλληλουχία. Η διαδικασία της ομόλογης 

μοντελοποίησης περιλαμβάνει 4 κύρια βήματα: την ταυτοποίηση των περιοχών 

δίπλωσης (fold assignment), την εύρεση της ομολογίας ανάμεσα στις πρωτεϊνικές 

αλληλουχίες (sequence alignment), την κατασκευή του ομόλογου μοντέλου (model 

building) και την βελτιστοποίηση του μοντέλου (model refinement) (Εικ.1).
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πρωτεΐνη άγνωστης δομής 
(protein of unknown structure)

4
ταυτοποίηση των περιοχών αναδίπλωσης 

(fold assignment)

I
εύρεση της ομολογίας ανάμεσα στις αλληλουχίες 

(sequence structure alignment)

I
κατασκευή του μοντέλου 

(model bulding: sidechains, loops)

4
βελτιστοποίηση του μοντέλου 

(model refinement)

Εικόνα 1: Τα βήματα που εμπλέκονται στην πρόβλεψη της δομής μιας πρωτεΐνης με την 

τεχνική της ομόλογης μοντελοποίησης.

1. Ταυτοποίηση των περιοχών δίπλωσης και επιλογή του εκμαγείου

Το σημείο έναρξης στην ομόλογη μοντελοποίηση είναι ο προσδιορισμός όλων 

των πρωτεΤΥικών δομών που σχετίζονται με την αλληλουχία του μορίου-στόχου, και η 

επιλογή εκείνων των δομών που θα χρησιμοποιηθούν ως εκμαγεία. Αυτό το βήμα 

διευκολύνεται από έναν αριθμό πρωτεϊΥικών αλληλουχιών και βάσεων δεδομένων με 

πειραμαπκά προσδιορισμένες δομές καθώς και από υπολογιστικά προγράμματα. Τα  

εκμαγεία μπορούν να βρεθούν χρησιμοποιώντας σαν βάση την αμινοξική αλληλουχία 

του μορίου-στόχου και με την αναζήτηση σε δομικές βάσεις δεδομένων όπως η 

ΡΟΒρι (Protein Data Bank), η SCOP131, το DALI141 και το C ATH151. Η πιθανότητα να 

βρεθεί μια σχετική πρωτεΐνη γνωστής δομής στις βάσεις δεδομένων, που εμφανίζει 

υψηλή ομολογία στην πρωτοταγή δομή με το μορίο-στόχο, κυμαίνεται από 20%  έως 

70%.

Υπάρχουν τρεις κύριες τάξεις μεθόδων σύγκρισης πρωτεϊνών που είναι 

χρήσιμες στην αναγνώριση των περιοχών δίπλωσης. Η πρώτη τάξη περιλαμβάνει 

τις μεθόδους που συγκρίνουν την αλληλουχία του στόχου με κάθε μία από τις
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αλληλουχίες των βάσεων δεδομένων ξεχωριστά, χρησιμοποιώντας την σύγκριση 

αλληλουχίας-αλληλουχίας1®1. Η εφαρμογή των μεθόδων αυτών στην αναζήτηση 

παραπλήσιων πρωτεϊνικών αλληλουχιών και δομών έχει μελετηθεί και εκτιμηθεί 

εκτενώς. Τα συνήθη χρησιμοποιούμενα προγράμματα σε αυτή τη τάξη είναι το 

FASTA'7' και το BLAST1®1.

Η δεύτερη τάξη περιλαμβάνει μεθόδους, οι οποίες χαρακτηρίζονται από 

πολλαπλές συγκρίσεις αλληλουχίας ώστε να βελτιωθεί η ευαισθησία της έρευνας. 

Ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο πρόγραμμα που ανήκει σε αυτή τη τάξη είναι το PSI- 

BLAST191, το οποίο επαναληπτικά βρίσκει και παρουσιάζει όλες εκείνες τις 

αλληλουχίες που είναι ομόλογες με την αλληλουχία του στόχου. Για μια δεδομένη 

αλληλουχία, συλλέγονται αρχικά οι ομόλογες αλληλουχίες, με την υψηλότερη 

ομολογία ως προς την πρωτοταγή δομή, από μια βάση δεδομένων με αλληλουχίες, 

δημιουργείται μια σταθμισμένη πολλαπλή ομολογία από την εξεταζόμενη αλληλουχία 

και τα ομολογά της, κατασκευάζεται από την ομολογία μια ειδική μήτρα (matrix) και η 

μήτρα αυτή χρησιμοποιείται για την αναζήτηση στη βάση δεδομένων επιπλέον 

ομόλογων αλληλουχιών. Αυτά τα βήματα επαναλαμβάνονται μέχρι να μην 

ανιχνεύονται άλλα ομόλογα.

Η τρίτη τάξη μεθόδων περιλαμβάνει τις μεθόδους ταιριάσματος των 3D  

δομών των εκμαγείων ή 'threading', οι οποίες βασίζονται στην σύγκριση κατά ζεύγη 

μιας πρωτεϊνικής αλληλουχίας και μιας πρωτεΐνης με γνωστή δομή. Αυτές οι μέθοδοι 

είναι κυρίως χρήσιμες όταν δεν υπάρχουν αλληλουχίες που να σχετίζονται ευκρινώς 

με τον μοντελοποιημένο στόχο, και έτσι η αναζήτηση δεν μπορεί να ωφεληθεί από 

την αυξημένη ευαισθησία των μεθόδων που βασίζονται στο προφίλ της αλληλουχίας. 

Αφού δημιουργηθεί ένας κατάλογος με όλες τις σχετιζόμενες πρωτεϊνικές δομές, είναι 

αναγκαίο να επιλέξουμε εκείνα τα εκμαγεία που είναι πιο κατάλληλα για ένα 

συγκεκριμένο πρόβλημα μοντελοποίησης. Συνήθως όσο μεγαλύτερη είναι η ομολογία 

ανάμεσα στο εκμαγείο και τον στόχο τόσο καλύτερο είναι το προκύπτον μοντέλο.

Διάφοροι άλλοι παράγοντες πρέπει να ληφθούν υπόψιν κατά την επιλογή του 

εκμαγείου. Το περιβάλλον του εκμαγείου θα πρέπει να συγκριθεί με το απαιτούμενο 

περιβάλλον για το μοντέλο. Το περιβάλλον, το οποίο περιλαμβάνει όλους τους 

παράγοντες που καθορίζουν την πρωτεϊνική δομή εκτός από την αλληλουχία του 

(διαλύτης, υποκαταστάτες, τετραδικές αλληλεπιδράσεις, pH), παίζει σημαντικό ρόλο 

όταν κατασκευάζονται μοντέλα πρωτεϊνών με τη τεχνική της ομόλογης 

μοντελοποίησης. Η ποιότητα της πειραματικής δομής του εκμαγείου είναι ένας άλλος 

σημαντικός παράγοντας. Η διακριτική ικανότητα, ο R-παράγοντας μιας 

κρυσταλλογραφικής δομής και ο αριθμός των περιορισμών ανά κατάλοιπο για μια 

NM R-δομή είναι ενδεικτικά της ακρίβειάς του εκμαγείου111.

60



Οι προτεραιότητες των κριτηρίων για την επιλογή του εκμαγείου εξαρτώνται 
από το σκοπό του συγκριτικού μοντέλου. Για παράδειγμα αν ένα μοντέλο πρωτεΐνης- 
υποκαταστάτη πρόκειται να κατασκευαστεί, η επιλογή του εκμαγείου που περιέχει 
ένα παρόμοιο υποκαταστάτη είναι πιθανόν πιο σημαντική από τη διακριτική 

ικανότητα του εκμαγείου. Από την άλλη πλευρά, αν το μοντέλο πρόκειται να 

χρησιμοποιηθεί για να αναλύσει τη γεωμετρία π.χ. του ενεργού κέντρου ενός 

ενζύμου, είναι προτιμότερο να χρησιμοποιηθεί ένα εκμαγείο υψηλής διακριτικής 

ικανότητας. Δεν είναι απαραίτητο να επιλεγεί ένα μόνο εκμαγείο. Στην 

πραγματικότητα η χρήση πολλών εκμαγείων αυξάνει την ακρίβεια του ομόλογου 

μοντέλου.

2. Ομολογία ανάμεσα στις αλληλουχίες στόχου-εκμαγείου

Οι περισσότερες μέθοδοι προσδιορισμού της δευτεροταγούς δομής 

δημιουργούν μια ομολογία ανάμεσα στις αλληλουχίες του στόχου και του εκμαγείου. 
Παρόλα αυτά, αυτή η ομολογία συχνά δεν είναι η ιδανική ομολογία στόχου-εκμαγείου 

για την ομόλογη μοντελοποίηση. Όταν το εκμαγείο έχει επιλεγεί, μια ειδική μέθοδος 

θα πρέπει να χρησιμοποιηθεί ώστε να γίνει η ομολογία μεταξύ της αλληλουχίας του 

στόχου και της αλληλουχίας του εκμαγείου. Για πρωτεϊΥικές αλληλουχίες με 
ομοιότητα υψηλότερη από 40% η ομολογία είναι σχεδόν πάντα σωστή. Όταν η 

συνολική ομοιότητα ανάμεσα στην αλληλουχία του στόχου και την αλληλουχία του 

εκμαγείου είναι κάτω από 40% εμφανίζονται περιοχές με χαμηλή τοπική ομοιότητα 

στην αλληλουχία. Η ομολογία γίνεται πιο δύσκολη όταν η ομοιότητα είναι μικρότερη 

από 30%. Καθώς η ομοιότητα στην αλληλουχία μειώνεται, οι ομολογίες περιέχουν 

έναν αυξανόμενο αριθμό από λάθη, τα οποία ορισμένες φορές μπορούν να 

διορθωθούν αυτόματα ή δια χειρός. Γ ια παράδειγμα, μόνο το 80% των καταλοίπων 

είναι πιθανόν να έχει σωστή ομολογία ανάμεσα σε δυο πρωτεΐνες που μοιράζονται 
30% ομοιότητα στην αλληλουχία. Απαιτείται μέγιστη προσπάθεια για την επίτευξη της 

μεγαλύτερης δυνατής ομολογίας διότι καμία σύγχρονη μέθοδος ομόλογης 

μοντελοποίησης δεν μπορεί να διορθώσει τα αποτελέσματα μιας λανθασμένης 

ομολογίας*10·131.

Υπάρχει μια μεγάλη ποικιλία μεθόδων ομολογίας πρωτεϊνικών αλληλουχιών. 
Ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο πρόγραμμα για ομολογία πολλαπλών αλληλουχιών 

είναι το CLUSTAL*141, το οποίο διατίθεται στο διαδίκτυο. Στις περιπτώσεις δύσκολης 

ομολογίας, γίνεται επεξεργασία και χρήση των πληροφοριών που προέρχονται από 

ένα σύνολο πολλών δομών και αλληλουχιών. Αρχικά, προετοιμάζεται η ομολογία των 

εν δυνάμει εκμαγείων με την υπέρθεση των δομών τους και οι αλληλουχίες που
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σχετίζονται με τα εκμαγεία και έχουν ομολογοττοιηθεί εύκολα με αυτές, προστίθενται 
στην ομολογία. Το Ιδιο γίνεται και με την αλληλουχία του στόχου. Τελικά, τα δυο 

προφίλ ομολογοποιούνται το ένα με το άλλο λαμβάνοντας υπόψιν όσο το δυνατό 

περισσότερο τη δομική πληροφορία.

3. Κατασκευή του μοντέλου

Αφού βρεθεί η ομολογία στόχου-εκμαγείου, μια ποικιλία μεθόδων μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την κατασκευή ενός τρισδιάστατου μοντέλου για την πρωτεΐνη- 
στόχο115'191. Η πρώτη μέθοδος που χρησιμοποιείται μέχρι και σήμερα είναι η 

μοντελοποίηση με άκαμπτα σώματα. Μια άλλη οικογένεια μεθόδων, η μοντελοποίηση 

με τμηματικό ταίριασμα, βασίζεται στις θέσεις προσέγγισης των διατηρημένων 

ατόμων στα εκμαγεία. Η τρίτη ομάδα μεθόδων, η μοντελοποίηση που ικανοποιεί 
χωρικούς περιορισμούς, χρησιμοποιεί είτε τη γεωμετρία απόστασης ή βελτιωμένες 

τεχνικές ώστε να ικανοποιήσει τους χωρικούς περιορισμούς που προκύπτουν από 

ομολογία. Άλλοι παράγοντες όπως η επιλογή του εκμαγείου και η ακρίβεια της 

ομολογίας, συνήθως έχουν μεγαλύτερη βαρύτητα στην ακρίβεια του μοντέλου, 
κυρίως για μόρια που βασίζονται σε ομοιότητα στην αλληλουχία μικρότερη από 40% 

με το εκμαγείο.

4. Εκτίμηση του μοντέλου

Η ορθότητα του μοντέλου προσδιορίζει τη χρησιμότητα του. Το μοντέλο 

μπορεί να εκτιμηθεί ως ολόκληρο μόριο καθώς και ως ξεχωριστές περιοχές11 ·11,181. 
Υπάρχουν στο διαδίκτυο πολλά προγράμματα για την εκτίμηση των μοντέλων. Το 

πρώτο βήμα στην εκτίμηση του μοντέλου είναι να προσδιορίσουμε αν το μόριο έχει 
τη σωστή αναδίπλωση. Ένα μοντέλο θα έχει τη σωστή αναδίπλωση αν το σωστό 

εκμαγείο έχει επιλεγεί και αν αυτό το εκμαγείο έχει ομολογοποιηθεί τουλάχιστον 
σωστά με την αλληλουχία του στόχου. Ο προσδιορισμός της σωστής αναδίπλωσης 

του μοντέλου γενικά αυξάνεται από την υψηλή ομοιότητα στην αλληλουχία με το 

πλησιέστερο εκμαγείο και τη διατήρηση των λειτουργικών ή δομικών καταλοίπων- 
κλειδιά στην αλληλουχία του στόχου. Όταν γίνει δεκτή μια αναδίπλωση για το 

μοντέλο, μια πιο λεπτομερής εκτίμηση της συνολικής ακρίβειας του μοντέλου μπορεί 
να παραχθεί βασιζόμενη στην ομοιότητα ανάμεσα στις αλληλουχίες του στόχου και 
του εκμαγείου.

Ομοιότητα στην αλληλουχία πάνω από 30% είναι ικανή να προβλέψει την 

αναμενόμενη ορθότητα ενός μοντέλου. Οι λόγοι είναι η γνωστή σχέση ανάμεσα στις
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δομικές ομοιότητες και στις ομοιότητες στην αλληλουχία των δυο πρωτεϊνών, η 

γεωμετρική φύση της μοντελοποίησης, που αναγκάζει το μοντέλο να είναι όσο το 

δυνατόν πιο κοντά στο εκμαγείο και η ανικανότητα κάθε μεθόδου μοντελοποίησης να 

διορθώσει τα αποτελέσματα μιας λανθασμένης ομολογίας. Αν η ομοιότητα στην 

αλληλουχία ανάμεσα στο στόχο και το εκμαγείο πέσει κάτω από το 30%, η ομοιότητα 

γίνεται ανακριβής σαν μέτρο της αναμενόμενης ορθότητας ενός μοντέλου. Μοντέλα 

που παρεκκλίνουν σημαντικά από τη μέση ορθότητα είναι συχνά. Σε τέτοιες 

περιπτώσεις οι μέθοδοι της εκτίμησης μοντέλων είναι χρήσιμες.
Εκτός από την ομοιότητα στην αλληλουχία ανάμεσα στο στόχο και το 

εκμαγείο και το περιβάλλον μπορεί να επηρεάσει ισχυρά την ορθότητα ενός 

μοντέλου. Για παράδειγμα, μερικές πρωτεΐνες, που δεσμεύουν ασβέστιο, επάγουν 

μεγάλες διαμορφωτικές αλλαγές όταν προσλαμβάνουν το ασβέστιο. Αν 

χρησιμοποιηθεί ως εκμαγείο η ελεύθερη ασβεστίου πρωτεΐνη για να μοντελοποιηθεί ο 

στόχος, ο οποίος δεσμεύει ασβέστιο, είναι πιθανό ότι το μοντέλο θα είναι λανθασμένο 

άσχετα με την ομοιότητα στην αλληλουχία ή την ορθότητα της δομής του εκμαγείου. 
Αυτό εφαρμόζεται στον πειραματικό προσδιορισμό μιας πρωτεΐνικής δομής, όπου μια 

δομή πρέπει να προσδιορίζεται μέσα σε ένα λειτουργικό περιβάλλον.
Μια βασική απαίτηση για ένα μοντέλο είναι να έχει καλή στερεοχημεία. Μερικά 

καλά προγράμματα για την εκτίμηση της στερεοχημείας είναι το PROCHECK1201, το 

PROCHECK-NMR121', το AQUA1211 και το WHATCHECK. Τα χαρακτηριστικά του 

μοντέλου που ελέγχονται με αυτά τα προγράμματα περιλαμβάνουν μήκη δεσμών, 
γωνίες δεσμών, επιπεδότητες του πεττπδικού σκελετού και δακτυλίων των 

παράπλευρων αλυσίδων, χειρικότητα, γωνίες στρέψης των κύριων και παράπλευρων 

αλυσίδων και κρούσεις ανάμεσα στα αδέσμευτα ζεύγη ατόμων.
Υπάρχουν επίσης μέθοδοι για την εξέταση της τρισδιάστατης δομής των 

μοντέλων που λαμβάνουν υπόψιν τους χαρακτηριστικά, που έχουν συλλεχθεί από 

πρωτεϊνικές δομές υψηλής διακριτικής ικανότητας. Αυτές οι μέθοδοι βασίζονται σε 
προφίλ τρισδιάστατης δομής και στατιστικά δυναμικά μέσης δύναμης και λαμβάνουν 

υπόψιν το περιβάλλον κάθε καταλοίπου στο μοντέλο. Υπάρχει μια υπόθεση για τη 

θεωρητική ισχύ των ενεργειακών προφίλ για την ανίχνευση περιφερειακών λαθών 

στα μοντέλα.

ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗΣ ΜΟΝΤΕΑΟΠΟΙΗΣΗΣ

Η ομόλογη μοντελοποίηση είναι μια ικανοποιητική μέθοδος για να παραχθεί 
χρήσιμη πληροφορία για τις πρωτεΐνες που μας ενδιαφέρουν. Για παράδειγμα, τα 

συγκριπκά μοντέλα μπορεί να είναι χρήσιμα στο σχεδίασμά μεταλλαγμάτων για να
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ανιχνευθεΙ η βιολογική λειτουργία μιας πρωτεΐνης122'241, στην ταυτοποίηση των 

ενεργών κέντρων και περιοχών πρόσδεσης, στην ταυτοποίηση, στο σχεδίασμά και 
στη βελτίωση υποκαταστατών για μια συγκεκριμένη περιοχή πρόσδεσης125'281, στη 

μοντελοποίηση της εξειδίκευσής του υποστρώματος1291, στην πρόβλεψη αντιγονικών 

επιτόπων130'361, στον έλεγχο και στη βελτίωση μιας ομολογίας αλληλουχίας-δομής, 
στην επιβεβαίωση μιας μακρινής δομικής σχέσης και στην λογικοποίηση γνωστών 

πειραματικών παρατηρήσεων129,371. Ευτυχώς ένα τρισδιάστατο μοντέλο δεν χρειάζεται 
να είναι απόλυτα τέλειο για να είναι χρήσιμο στη βιολογία, σύμφωνα με τις εφαρμογές 

που προαναφέρθηκαν. Παρόλα αυτά η χρήση των μοντέλων εξαρτάται από την 

ορθότητα τους111. Οι κατηγορίες των μοντέλων ανάλογα με το επίπεδο της ορθότητας 

αναφέρονται πιο κάτω:

• Μοντέλα που βασίζονται σε λιγότερο από 30% ομοιότητα στην αλληλουχία και 
έχουν λιγότερο από το 50% των ατόμων τους να βρίσκεται σε ακτίνα μέχρι 3.5 Α από 

τις σωστές θέσεις. Τέτοια μοντέλα εμφανίζουν δομικές διαφορές και τα κενά στην 

ομολογία είναι πιο συχνά και μεγαλύτερα. Παρόλα αυτά, ένας τέτοιος τύπος μοντέλου 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να προβλεφθεί η βιοχημική λειτουργία μιας πρωτεΐνης 
με μη προσδιορισμένη πειραματικά δομή.

• Μοντέλα που βασίζονται σε ομοιότητα στην αλληλουχία μεταξύ 30%-50% και 
το 85% των ατόμων τους, που έχει μοντελοποιηθεί, να βρίσκονται σε απόσταση 

μέχρι 3.5 Α από τις σωστές θέσεις. Οι ενεργές περιοχές και οι περιοχές πρόσδεσης 

είναι συχνά πιο διατηρημένες και μοντελοποιούνται με μεγαλύτερη ακρίβεια. Συχνά 

είναι πιθανό να προβλέψουμε ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης-στόχου 

τα οποία δεν απαντώνται στην δομή του εκμαγείου. Για παράδειγμα, η εύρεση της 

περιοχής πρόσδεσης μπορεί να προβλεφθεί από ένα σύμπλεγμα φορτισμένων 

καταλοίπων και το μέγεθος του υποκαταστάτη μπορεί να προβλεφθεί από τον όγκο 
της αύλακας στην περιοχή πρόσδεσης. Τα μοντέλα μεσαίας διακριτικής ικανότητας 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την κατασκευή περιοχών μεταλλαγμάτων με 
αλλαγμένη ή κατεστραμμένη ικανότητα πρόσδεσης, η οποία θα μπορούσε να ελέγξει 
την υπόθεση για τη σχέση αλληλουχίας-δομής-λειτουργίας. Γενικά, μοντέλα μεσαίας 

διακριτικής ικανότητας συχνά επιτρέπουν βελτιστοποίηση (refineoient) της 

λειτουργικής πρόβλεψης, που βασίζεται μόνο στην αλληλουχία διότι η πρόσδεση του 
υποκαταστάτη προσδιορίζεται κυρίως από τη δομή της περιοχής πρόσδεσης παρά 

από την αλληλουχία του.
• Μοντέλα που βασίζονται σε ομοιότητα στην ομολογία μεγαλύτερη από 50%. Η 

μέση ορθότητα των μοντέλων αυτών πλησιάζει εκείνη των X-ray δομών χαμηλής 

διακριτικής ικανότητας ή των NMR δομών μ εσ α ία ς  διακριτικής ικανότητας. Οι
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ομολογίες στις οποίες βασίζονται αυτά τα μοντέλα γενικά δεν περιέχουν καθόλου 

λάθη. Επιπλέον με τις προαναφερθείσες εφαρμογές, τα μοντέλα υψηλής ποιότητας 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν για το ‘docking’ μικρών υποκατάστατων ή ολόκληρων 
πρωτεΤνών σε μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη.

ΛΑΘΗ ΣΤΑ ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΑ ΜΟΝΤΕΛΑ

Καθώς η ομοιότητα ανάμεσα στο στόχο και στο εκμαγείο μειώνεται, τα λάθη 

στο μοντέλο αυξάνονται138,391. Τα λάθη στα συγκριτικά μοντέλα μπορούν να 

διαιρεθούν σε πέντε κατηγορίες.

• Λάθη στο πακετάρισμα των παράπλευρων αλυσίδων (side-chain packing 

errors). Καθώς οι πρωτεϊνικές αλληλουχίες είναι διαφορετικές, το πακετάρισμα των 

παράπλευρων αλυσίδων των καταλοίπων του πρωτεϊνικού σκελετού αλλάζει. Ακόμη 

και αν υπάρχουν πανομοιότυπες παράπλευρες αλυσίδες η διαμόρφωση δεν είναι η 

ίδια, γεγονός που αποτελεί μειονέκτημα για πολλές μεθόδους ομόλογης 

μοντελοποίησης. Τα λάθη στις παράπλευρες αλυσίδες είναι κρίσιμα αν συμβαίνουν 

σε περιοχές που εμπλέκονται στη λειτουργία των πρωτεϊνών, όπως ενεργά κέντρα 

και περιοχές πρόσδεσης υποκαταστατών.

• Λάθη λόγω παραμορφώσεων και αλλαγών στον άκαμπτο-σκελετό σε σωστά 

ομολογοποιημένες περιοχές. Σαν συνέπεια των αλλαγών στην αλληλουχία, η 

διαμόρφωση του κύριου σκελετού αλλάζει, ακόμη και αν η συνολική αναδίπλωση 

παραμένει η ίδια. Επιπλέον, είναι πιθανό ότι σε μερικά σωστά ομολογοποιημένα 

τμήματα ενός μοντέλου, το εκμαγείο να διαφέρει τοπικά από το στόχο, οδηγώντας σε 
λάθη στην περιοχή αυτή. Οι δομικές διαφορές μερικές φορές δεν οφείλονται σε 
διαφορές στην αλληλουχία, αλλά είναι συνέπεια της τεχνικής που χρησιμοποιείται 
εκάστοτε για τον προσδιορισμό της δομής ή οφείλονται στον προσδιορισμό της 

δομής σε διαφορετικά περιβάλλοντα (πακετάρισμα κρυστάλλου (crystal packing), 
διαλύτης, υποκαταστάτες). Η ταυτόχρονη χρήση πολλών εκμαγείων μπορεί να 

ελαχιστοποιήσει ένα τέτοιο λάθος.

• Λάθη λόγω παραμορφώσεων και αλλαγών στον άκαμπτο-σκελετό από την 

παρεμβολή αμινοξέων. Αν πρόκειται για λιγότερα από 9 αμινοξέα τότε μερικές 

μέθοδοι μπορούν σωστά να προβλέψουν τη διαμόρφωση του πεπτιδικού σκελετού. 
Οι συνθήκες για επιτυχή πρόβλεψη είναι η σωστή ομολογία και ένα ακριβές 

περιβάλλον μοντελοποίησης.

• Λάθη κατά την ομολογία. Το μεγαλύτερο ποσοστό των λαθών που 

εμφανίζονται κατά την διαδικασία της συγκριτικής μοντελοποίησης οφείλεται σε 
ελλιπείς ομολογίες (misalignments), κυρίως όταν η αλληλουχία αναγνώρισης του
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στόχου-εκμαγείου είναι μικρότερη οπτό 30%. Τα λάθη αυτά μπορούν να 

ελαχιστοποιηθούν με τη χρήση ενός μεγάλου αριθμού αλληλουχιών ώστε να 

επιτευχθεί μια πολλαπλή ομολογία, ακόμη και αν οι περισσότερες από αυτές τις 

αλληλουχίες δεν έχουν δομές.*

• Λάθη που προκύπτουν όταν σαν εκμαγεία χρησιμοποιούνται πρωτεΐνες που 

εμφανίζουν λιγότερο από 25% ομοιότητα στην αλληλουχία σε σχέση με την 

πρωτεΐνη-στόχο. Η διάκριση ανάμεσα σε ένα μοντέλο που βασίζεται σε ένα 

λανθασμένο εκμαγείο και σε ένα μοντέλο που βασίζεται σε μια λανθασμένη ομολογία 

με το σωστό εκμαγείο είναι δύσκολη. Και στις δυο περιπτώσεις, οι μέθοδοι εκτίμησης 

προβλέπουν ένα μη αξιόπιστο μοντέλο.
Παρόλο που η τεχνική της ομόλογης μοντελοποίησης χρειάζεται βελτιώσεις, 

ωστόσο αποτελεί μια ώριμη τεχνική που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να επιλύσει 
πολλά πρακτικά προβλήματα. Ο αυξανόμενος ρυθμός επίλυσης των πρωτεϊΥικών 

δομών με κρυσταλλογραφικές τεχνικές και φασματοσκοπικές τεχνικές NMR έχει ως 

αποτέλεσμα την συνεχή βελτίωση και χρήση της ομόλογης μοντελοποίησης για την 

κατανόηση και τον έλεγχο διαδικασιών που εμπλέκονται σε βιολογικές λειτουργίες.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ V 

Τ  ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΙ ΕΤΤΙΤΟΓΤΟΙ-
ΜΕΘΟΔΟΙ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ



ΜΕΘΟΔΟΙ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ ΤΗΣ ΑΝΤΙΓΟΝΙΚΟΤΗΤΑΣ

Οι μέθοδοι πρόβλεψης της αντιγονικότητας μπορούν να ταξινομηθούν στις 

ακόλουθες κατηγορίες:
1. πρόβλεψη του προφίλ αντιγονικότητας
2. πρόβλεψη των πρωτεοσωμικών περιοχών διάσπασης
3. πρόβλεψη των MHC περιοχών πρόσδεσης
4. πρόβλεψη των Τ κυτταρικών επιτόπων

1. Πρόβλεψη του προφίλ αντιγονικότητας

Η ικανότητα πρόβλεψης των αντιγονικών περιοχών (ή αντιγογικών 

καθοριστών ή επιτόπων) σε μια πρωτεΐνη αποτελεί ένα σημαντικό θέμα για την 

ανάπτυξη και παραγωγή εμβολίων, τα οποία βασίζονται σε συνθετικά πεπτίδια, με 
σκοπό την αντιμετώπιση και θεραπεία πολλών παθήσεων. Οι αντιγονικές περιοχές 

μπορούν να ταξινομηθούν στις διαδοχικές (sequential) (δηλαδή εξαρτώνται από την 

αμινοξική αλληλουχία και όχι από την διαμόρφωση) και στις διαμορφωτικές 

(conformational). Χαρακτηρίζονται επιπλέον σαν συνεχείς (continuous) και μη 

συνεχείς (discontinuous), στις οποίες τα αμινοξικά κατάλοιπα του επιτόπου δεν είναι 
συνεχόμενα, αλλά έρχονται κοντά όταν αναδιπλώνεται το πρωτεϊνικό μόριο. Είναι 
γενικά αποδεκτό ότι οι περισσότερες περιοχές, αν όχι ολόκληρη η επιφάνεια μιας 

πρωτεΐνης, είναι εν δυνάμει αντιγονικές11'51.
Οι αντιγονικές περιοχές σε μια πρωτεΐνη μπορούν να προβλεφθούν είτε από 

την τρισδιάστατη είτε από πρωτοταγή δομή της πρωτεΐνης. Η πρώτη προσέγγιση για 

την πρόβλεψη της αντιγονικότητας βασίστηκε στην επιλογή των αμινοξικών 

καταλοίπων, που βρίσκονταν στην επιφάνεια της πρωτεΐνης, με βάση την 

υδροφιλικότητά τους. Η στατιστική πιθανότητα ενός καταλοίπου να βρίσκεται 
εκτεθειμένο στην επιφάνεια της πρωτεΐνης εισήχθη ως παράμετρος. Αργότερα 

βρέθηκε ότι υπάρχει σημαντική συσχέτιση ανάμεσα στην αντιγονικότητα και την 

μερική ευκινησία της αντιγονικής περιοχής της πρωτεΐνης. Η συσχέτιση ανάμεσα 

στην ευκινησία και την έκθεση στην επιφάνεια δικαιολογείται αφού οι περιοχές της 

πρωτεΐνης που δεν είναι εκτεθειμένες τείνουν να είναι λιγότερο εύκαμπτες από 

εκείνες που εκτίθενται στην επιφάνεια*6·81. Επιπλέον, ο προσδιορισμός της 

προσβασιμότητας στην επιφάνεια απευθείας από την πρωτοταγή δομή, η 

πιθανότητα πρόβλεψης της ευκινησίας και ευκαμψίας, ο υπολογισμός των 

κρυσταλλογραφιών παραγόντων θερμοκρασίας και η πρόβλεψη της
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υδροπαθητικότητας αποτελούν τη βάση για τον προσδιορισμό ενός εν δυνάμει 
αντιγονικού προφίλ μέσα σε μια πρωτεΤνική αλληλουχία1®·10’

1.1 Περιορισμοί

Τα αντιγονικά προφίλ δεν παρέχουν σαφείς πληροφορίες για τον τύπο του 

επιτόπου, παρ' όλα αυτά μπορούν να μειώσουν σε κάποιο βαθμό το πειραματικό 
κόστος.

Πίνακας I: Κατάλογος των διαθέσιμων προγραμμάτων για την πρόβλεψη της
αντιγονικότητας.

Πρόγραμμα Ηλεκτρονική διεύθυνση

EMBOSS ftp://ftp.uk.embnet.org/pub/EMBOSS/

AntheProt111'131 http://antheprot-pbil.ibcp.fr/Documentation_antheprot.html

Sci Protein ΕΜΠΟΡΙΚΟ
Available at: http://www.scivision.com/sciProtein.html

ProAnal114’ ftp://ftp.nig.ac.jp/pub/dos/proanai/

EpiPlot 1.0I16) http://genamics.com/software/files/epiplot1.exe

GCG
ΕΜΠΟΡΙΚΟ

Available from: http://www.accelrys.com/about/gcg.html

Protean116·171
ΕΜΠΟΡΙΚΟ

Available from: http://www.dnastar.com/products/Protean.html

ProtScale1161
(Expasy)

http://www.expasy.ch/cgl-bin/protscale.pl

JaMBW118’

PrediTop120’

http://www.EMBL-Heidelberg.DE/Ja
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2. Πρόβλεψη των ττρωτεοσωμικών περιοχών διάσπασης

Τα πρωτεΓνικά αντιγόνα μέσα στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα 

αττοικοδομούνται σε μικρά πεπτίδια από εσωκυττάριες πρωτεάσες. Μερικά από τα 

πεπτίδια αυτά ικανοποιούν τις προϋποθέσεις για να είναι Τ κυτταρικοί επίτοποι. Έτσι, 
μοτίβα που αναγνωρίζονται από πρωτεάσες μπορεί να αποτελέσουν πιθανούς 

υποψήφιους. Μέθοδοι για την πρόβλεψη πρωτεοσωμικών περιοχών διάσπασης 

(proteosomal cleavage regions) έχουν αναπτυχθεί και πρόσφατα έχουν δημοσιευτεί 
δυο νέοι αλγόριθμοιρ1"241.

Πίνακας II: Κατάλογος των διαθέσιμων προγραμμάτων για την πρόβλεψη των 
πρωτεοσωμικών περιοχών διάσπασης (proteosomal cleavage regions).

Πρόγραμμα Ηλεκτρονική διεύθυνση

NetChop'21221 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/

PaProc12324' http://paproc.de/

2.1 Περιορισμοί

- Λόγω του μεγάλου αριθμού των πρωτεολυτικών ενζύμων, μερικά εκ των 

οποίων δεν είναι γνωστά, είναι πιθανό κατά τη διάρκεια του σχηματισμού των 

αντιγονικών πεπτιδίων να παραλειφθούν ορισμένα πεπτίδια.
- Οι αλγόριθμοι, που χρησιμοποιούνται για την πρόβλεψη των περιοχών 

αναγνώρισης των πρωτεϊνών από πρωτεάσες, δεν λαμβάνουν υπόψη τη 

συσχέτιση ανάμεσα στη πρόσβαση στην επιφάνεια και την πιθανότητα 
τερματισμού.

3. Πρόβλεψη των MHC-περιοχών πρόσθεσης

Μετά από μερική πρωτεόλυση μερικά από τα πεπτίδια προσδένονται στα 

MHC μόρια και μεταφέρονται στη κυτταρική επιφάνεια για αναγνώριση από τα 

αντιγονοειδικά Τ κύτταρα. Έτσι η πρόσδεση στο MHC είναι μια αρχική απαίτηση για 

ένα πεπτίδιο να είναι Τ κυτταρικός επίτοπος. Πολλοί αλγόριθμοι έχουν προταθεί για
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την πρόβλεψη των MHC-πεπτιδίων πρόσδεσης. Αυτοί μπορεί να βασίζονται α) στη 

δομή, β) σε μοτίβα πρόσδεσης, γ) σε μήτρες (matrices), και δ) στα τεχνητά 

νευρωνικά δίκτυα (Artificial Neural Network, ANNs). Οι αλγόριθμοι που βασίζονται 
στη δομή χρησιμοποιούν διαμορφωτικές παραμέτρους για να προβλέψουν τις MHC 

περιοχές πρόσδεσης ενός αντιγόνου. Αυτοί οι αλγόριθμοι απαιτούν ανώτερους 

μαθηματικούς υπολογισμούς με συνέπεια να μην έχουν ευρεία χρήση. Πιο συχνά 

χρησιμοποιούνται οι αλγόριθμοι που βασίζονται στα μοτίβα πρόσδεσης, στις μήτρες 

και στα ANNs. Ένα μοτίβο προσδιορίζεται από την τοποθέτηση των συμβαλλόντων 

αμινοξικών καταλοίπων σε συγκεκριμένες θέσεις σε μια πεπτιδική αλληλουχία. Αυτοί 
οι αλγόριθμοι έχουν χαμηλή ακρίβεια πρόβλεψης καθώς το 60%-70% των 

προσδετών (binders) περιέχουν μοτίβα πρόσδεσης. Η μήτρα είναι ένα βελτιωμένο 

μοτίβο που καλύπτει όλα τα αμινοξέα του πεπτιδίου πρόσδεσης. Η ακρίβεια τους 

είναι καλύτερη από εκείνη των μοτίβων, αλλά μπορεί να χάσουν τους μη 

σχετιζόμενους προσδέτες. Επιπλέον, είναι απαραίτητη η δημιουργία νέας μήτρας αν 

προκύψουν νέα δεδομένα. Για να αντιμετωπισθούν οι περιορισμοί αυτοί εισήχθησαν 

τα ANNs, τα οποία χρησιμοποιούν πλέγματα (networks) για να διακρίνουν τους 

προσδέτες από τους μη-προσδέτες.

3.1 Περιορισμοί

- Αν και η πρόσδεση στο MHC είναι το πρώτο στάδιο για ένα Τ κυτταρικό 

επίτοπο, δεν είναι όλοι οι MHC-προσδέτες Τ επίτοποι.
- Στην περίπτωση του MHC-II μορίου, ο πεπτιδικός πυρήνας πρόσδεσης είναι 

κυρίως μη προσδιοριζόμενος εξαιτίας των ανοικτών άκρων της αύλακας του 

MHC που προσδένεται το αντιγονικό πεπτίδιο.
- Οι περισσότερες μέθοδοι πρόβλεψης είναι περιορισμένες για μία ομάδα 

αλλυλίων, έτσι τα προβλεπόμενα πεπτίδια μπορεί να μη προσδένονται σε όλο 

τον πληθυσμό οπότε να μην είναι ολικά αποτελεσματικά.
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ΠΙΝΑΚΑΣ III: Κοπάλογος των διαθέσιμων βάσεων δεδομένων και προγραμμάτων για την 
πρόβλεψη των πεπτιδίων που προσδένονται στα MHC μόρια τάξης I και II.

Πρόγραμμα Ηλεκτρονική διεύθυνση

MHCPEP1251 http://wehih.wehi.edu.au/mhcpep/

SYFPEITHI1261 http://134.2.96.221/Scripts/MHCServer.dll/EpPredict.htm

BIMAS1271 http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/

ΜΑΡΡΡ*281 http://www.mpiib-berlin.mpg.de/MAPPP/expertquery.html

MHCPred129·311 http://www.jenner.ac.uk/MHCPred

EpIPredict132·3®1 http://www.epipredict.de/index.html

ΤΕΡΙΤΟΡΕ13* 401 http://mypage.ihost.com/usinet.hamme76/Vaccinome_-
_TEPITOPE_-_T_cell_epitope_-_prediction_-_MHC_-

_HLA_class_l l_-_bioinformatics_tools414.html

ProPred'411 http://www.imtech.res.in/raghava/propred

Multi Prod142"451 http://antigen.i2r.a-star.edu.sg/multipred/

RANKPEP14* 471 http://mif.dfd.harvaFd.edu/Tools/rankpep.html

4. Πρόβλεψη Τ κυτταρικών επιτόττων

Τα Τ κύτταρα είναι οι μεσολαβητές κλειδιά των ειδικών ανοσολογικών 

αποκρίσεων εναντίον ασθενειών όπως αλλεργίες, μολυσματικές ασθένειες, 
αυτοάνοσα νοσήματα και καρκίνο. Ένα σημαντικό γεγονός στην Τ κυτταρική 

ενεργοποίηση είναι η παρουσίαση των αντιγονικών πεπτιδίων, που σχετίζονται με 
μια ασθένεια, μέσω του μείζονος συστήματος ιστοσυμβατότητας (MHC) στην 

επιφάνεια του αντιγονσπαρουσιαστικού κυττάρου (APC), για την αναγνώριση από 

τους Τ κυτταρικούς υποδοχείς (TCR).
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Το κρίσιμο βήμα στο σχεδίασμά εμβολίων είναι η ταυτοποίηση των Τ 
κυτταρικών εττιτόπων σε ομάδες προϊόντων ασθενο-ειδικών γονιδίων. Οι 
πειραματικές προσεγγίσεις για την ταυτοποίηση των Τ κυτταρικών επιτόπων μέσα σε 
αυτά τα αντιγόνα, όπως η σύνθεση και ο προσδιορισμός αλληλοεπικαλυπτόμενων 

πεπτιδίων από την πρωτείνη-αντιγόνο, δεν είναι εφαρμόσιμες για μεγάλο αριθμό 

πρωτεϊνικών αλληλουχιών. Παρόλα αυτά, υπολογιστικά μοντέλα ικανά να 

προσομοιώσουν και να προβλέψουν τη βιολογική διαδικασία της παρουσίασης του 

αντιγόνου μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να ελαχιστοποιήσουν τον αριθμό των 

πειραμάτων, επιτρέποντας τη συστηματική ανίχνευση για υποψήφιους Τ κυτταρικούς 

επιτόπους.
Πολλές προσεγγίσεις έχουν αναπτυχθεί για την πρόβλεψη των Τ κυτταρικών 

επιτόπων κυρίως λόγω της αυξημένης δομικής και λειτουργικής πληροφορίας που 

είναι διαθέσιμη την τελευταία δεκαετία, αντανακλώντας τα χαρακτηριστικά τόσο για τα 

MHC μόρια τάξης I όσο και για τα MHC μόρια τάξης II1481. Οι μέθοδοι πρόβλεψης Τ 

κυτταρικών επιτόπων περιλαμβάνουν τα μοτίβα πρόσδεσης, τα τεχνητά νευρωνικά 

δίκτυα (ANNs), τις ποσοτικές μήτρες (quantitative matrices), τις φαινομενικές μήτρες 

(virtual matrices), τα μοντέλα ΗΜΜ (Hidden Markov Models) και την μοριακή 

μοντελοποίηση.
Πιο συγκεκριμένα, τα μοτίβα πρόσδεσης περιγράφουν γενικά μοτίβα-θέσης 

επαναλαμβανόμενων αμινοξέων, που συνήθως βρίσκονται σε συγκεκριμένες θέσεις 

μέσα σε πεπτίδια τα οποία προσδένονται στα MHC μόρια'49·521. Τα μοτίβα αυτά 

επιδεικνύουν ποιες θέσεις και ποια αμινοξέα είναι σημαντικά για την πρόσδεση και 
περιλαμβάνουν ή όχι αλγορίθμους με πολύ υψηλά αρνητικά σφάλματα (high false 

negative rates).
Τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα (ANNs) είναι αυτο-ασκούμενα συστήματα (self

training) ικανά να εξάγουν και να διατηρήσουν μοτίβα με βάση τα υποβληθέντα 

δεδομένα'531. Τα ANNs παρέχουν αυτόματη βελτιστοποίηση καθώς νέες ομάδες 

δεδομένων είναι συνεχώς διαθέσιμες. Τα μοντέλα που βασίζονται στα τεχνητά 

νευρωνικά δίκτυα έχουν αποδειχθεί πολύ αποτελεσματικά για την πρόβλεψη HLA-I 
και HLA-II υποκαταστατών, αλλά η χρήση τους είναι περιορισμένη εξαιτίας του 

μεγάλου αριθμού των δεδομένων (και δεν είναι διαθέσιμα για τα περισσότερα HLA 

αλλύλια) που πρέπει να εισαχθούν. Επιπλέον, τα δεδομένα για ένα αλλύλιο δεν 

μπορούν να γενικευθούν και για άλλα αλλύλια.
Οι ποσοτικές μήτρες παρέχουν πολύ λεπτομερή μοντέλα, στα οποία η 

συνεισφορά στην πρόσδεση καθενός αμινοξέος σε κάθε θέση μέσα στον πυρήνα 

πρόσδεσης ενός πεπτιδίου ποσοτικοποιείται'54'. Οι τιμές που αντιστοιχούν στα 

αμινοξέα ανάλογα με τη θέση τους μέσα στον πεπτιδικό πυρήνα αντανακλούν τις
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δομικές ιδιότητες των HLA αλλυλίων και αποτελούν ένα είδος ‘αποτυπώματος’ των 

HLA περιοχών πρόσδεσης. Τα συστήματα πρόβλεψης που βασίζονται στις 

ποσοτικές μήτρες είναι γραμμικά μοντέλα, εφαρμόζονται εύκολα και καταλήγουν σε 
ένα σκορ-πρόσδεσης για κάθε εξεταζόμενο πεπτίδιο. Η ακρίβεια της πρόβλεψης είναι 
σημαντική, αλλά εμφανίζουν μικρότερη ικανότητα να αποκωδικοποιήσουν μη 

γραμμικές περιοχές.
Οι φαινομενικές μήτρες, όπως οι ποσοτικές μήτρες, παρέχουν ένα 

λεπτομερές μοντέλο στο οποίο η συνεισφορά στη πρόσδεση καθενός αμινοξέος 

(υποκαταστάτη) με κάθε τσέπη/θέση (άνοιγμα πρόσδεσης) μέσα στο HLA 

ποσοτικοποιείται1551. Παρόλα αυτά, ενώ οι ποσοτικές μήτρες προσδιορίζονται 
ξεχωριστά για κάθε HLA αλλύλιο, οι φαινομενικές μήτρες σχηματίζονται καθορίζοντας 

και συνδυάζοντας τις ποσοτικές τιμές πρόσδεσης των αμινοξέων ανάλογα με τη θέση 

τους μέσα στον πεπτιδικό πυρήνα, που προέρχονται από ένα HLA αλλύλιο σε άλλα 

HLA αλλύλια μέσω της σύγκρισης των HLA αλληλουχιών. Το πλεονέκτημα των 

φαινομενικών μητρών έναντι των ποσοτικών είναι ότι οι φαινομενικές μήτρες 

αντιμετωπίζουν το πρόβλημα του HLA πολυμορφισμού και επιτρέπουν τη 

συστηματική πρόβλεψη πεπτιδικών υποκαταστατών για ένα ευρύ φάσμα της HLA 

εξειδίκευσης πρόσδεσης. Η πρόβλεψη υποκαταστατών θεωρείται ότι είναι 
προαπαιτούμενη για τις περισσότερες στρατηγικές πρόβλεψης ανάπτυξης εμβολίων. 
Τα μοντέλα πρόβλεψης που βασίζονται στις φαινομενικές μήτρες έχουν καταστεί 
έγκυρα για τη μελέτη των HLA-II μορίων και έχουν εφαρμοστεί επιτυχώς για την 

πρόβλεψη Τ κυτταρικών επιτόπων στο πεδίο της ογκολογίας, των αλλεργιών και των 

αυτοάνοσων παθήσεων. Το μοναδικό πρόγραμμα που χρησιμοποιεί τις φαινομενικές 

μήτρες μέχρι τώρα είναι το ΤΕΡΙΤΟΡΕ.

Τα Hidden Markov μοντέλα (HMMs) είναι στατιστικά μοντέλα που μπορούν 

να ‘συλλάβουν’ τις σχέσεις συμπλόκου HLA-επιτόπου σε ομάδες δεδομένων156-571. 
Ένα ΗΜΜ είναι μια μηχανή πεπερασμένης κατάστασης που κατευθύνει τη μετάβαση 

μιας διαδικασίας του συστήματος ανάμεσα στις καταστάσεις χρησιμοποιώντας 

κατανομές πιθανότητας. Μπορούν να μοντελοποιήσουν ομάδες αλληλουχιών 

ποικίλου μήκους και να καταστούν έτσι ικανά για την μοντελοποίηση βιολογικών 

αλληλουχιών. Τα HMMs έχουν αναφερθεί ως η μέθοδος υψηλής ακρίβειας 

προσδιορισμού πεπτιδίων που προσδένονται στα MHC μόρια. Επιπλέον, τα HMMs 

εμφανίζουν παρόμοια αξιοπιστία με τα ANNs, απαιτούν μεγαλύτερο πληθυσμό 

δεδομένων και το κύριο πλεονέκτημά τους είναι ότι δεν απαιτείται να ελεγχθεί η 

ομολογία των πεπτιδίων πριν την πρόβλεψη.
Η μοριακή μοντελοποίηση χρησιμοποιεί τη λεπτομερή γνώση που παρέχει η 

κρυσταλλική δομή των MHC μορίων και των αλληλεπιδράσεων πρωτεΤνης-
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πεπτιδίου158,591. Η ομόλογη (homology) ή συγκριτική (comparative) μοντελοποίηση 

χρησιμοποιείται, αν είναι γνωστή η κρυσταλλική δομή και οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

πρωτεΐνης-πεπτιδίου, για την κατασκευή μιας 3ϋ-δομής μια πρωτεΐνης, της οποίας η 

δομή δεν έχει προσδιοριστεί πειραματικά. Η ομόλογη μοντελοποίηση ουσιαστικά 

αποτελεί συμπληρωματική μέθοδο άλλων προσεγγίσεων και παρέχει μια εικόνα της 

θεωρητικής 3ϋ-δομής της πρωτεΐνης και των αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης- 
πεπτιδίου. Παρόλο που η μέθοδος αυτή είναι μια υπολογιστικά απαιτητική μέθοδος 

εφαρμόζεται εκτενώς για τον προσδιορισμό των Τ κυπαρικών επιτόπων.

4.1 Η ιδέα των HLA-II μητρών

Τα HLA-II μόρια είναι πολυμορφικά. Αυτό δημιουργεί σε υψηλό βαθμό δομική 

ποικιλομορφία που επηρεάζει την HLA-II εξειδίκευση πρόσδεσης. Πρόσφατα 

εκτεταμένες δομικές και λειτουργικές μελέτες βελτίωσαν την κατανόηση της 

αλληλεπίδρασης HLA-πετπιδίου και οδήγησαν στον καθορισμό ορισμένων κανόνων.

1. Το πεπτίδιο που αλληλεπιδρά με την HLA-αύλακα έχει μήκος 9 αμινοξέων 

και μπορεί να φέρει διαφορετικά είδη αμινοξέων στις διάφορες θέσεις του 9- 
μερούς κεντρικού τμήματος.

2. Οι θέσεις του πεπτιδίου που αλληλεπιδρούν με το HLA-II καλούνται θέσεις 

'άγκυρες' (anchor positions).
3. Τα αμινοξικά κατάλοιπα που εντοπίζονται στην αύλακα πρόσδεσης και 

συνεισφέρουν στο σχηματισμό των τσεπών πρόσδεσης (binding pockets) 
είναι συχνά διαφορετικά για τα διάφορα HLA αλλύλια. Αυτό έχει ως 

συνέπεια οι τσέπες πρόσδεσης να έχουν διαφορετικό μέγεθος και χημικά 

χαρακτηριστικά για διαφορετικά αλλύλια. Τα αμινοξικά κατάλοιπα του 
πεπτιδικού υποκαταστάτη που αυξάνουν την ικανότητα και την εξειδίκευση 

πρόσδεσης καλούνται ‘άγκυρες1 (anchor residues), ενώ τα κατάλοιπα που 

μπορούν να επεμβαίνουν στην αρχιτεκτονική της τσέπης και να μειώνουν 

την πρόσδεση και καλούνται 'αναστολείς' (inhibitory residues).
4. Η επίδραση των 'anchor residues' είναι HLA-ειδική και εξαρτάται 

περισσότερο από τη σχετική τους θέση μέσα στο πεπτιδικό πλαίσιο 

πρόσδεσης, παρά από τα γειτονικά κατάλοιπα, οδηγώντας έτσι στην 

υπόθεση ότι κάθε αμινοξύ λειτουργεί ανεξάρτητα και επηρεάζει την 

συνολική ικανότητα πρόσδεσης του πεπτιδίου.
5. Όλα αυτά τα χαρακτηριστικά επιτρέπουν μια αξιοσημείωτη ποικιλομορφία 

όσον αφορά τις πεπτιδικές αλληλουχίες των υποκαταστατών.
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Το συμπέρασμα αυτών των παρατηρήσεων είναι ότι αφού καθοριστεί το 

προφίλ τσέπης in vitro, μπορεί να χρησιμοποιηθεί στα HLA-DR αλλύλια αρκεί τα 

αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν σε κάθε τσέπη να είναι ίδια. Τα προφίλ για 

όμοιες τσέπες επιλέγονται από μια ομάδα (pool) και δεν προσδιορίζονται για κάθε 

αλλύλιο χωριστά. Έτσι, ένας σχετικά μικρός αριθμός προφίλ μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την κατασκευή ενός μεγάλου αριθμού HLA-DR μητρών, που 

καλούνται 'φαινομενικές μήτρες’. Εκτεταμένη πειραματική εργασία επέτρεψε τον 

προσδιορισμό των προφίλ τσέπης για δεκάδες διαφορετικές πολυμορφικές τσέπες 

που συνδυάστηκαν περαιτέρω ώστε να κατασκευαστούν >50 HLA-DR μήτρες. Από 

αυτές τις μήτρες 25 αποτελούν τη βάση του προγράμματος πρόβλεψης επιτόπων 

ΤΕΡΙΤΟΡΕ1601.
Μερικά από τα προγράμματα που διατίθεται στο δίκτυο για την απευθείας 

πρόβλεψη Τ κυπαρικών επιτόπων φαίνονται στον Πίνακα IV.

ΠΙΝΑΚΑΣ IV: Κατάλογος των διαθέσιμων προγραμμάτων για την πρόβλεψη των Τ 
κυτταρικών επιτόπων.

Πρόγραμμα Ηλεκτρονική διεύθυνση

EpiPlot 1.0>,5> http://genamics.com/software/files/epiplot1.exe

EpiMer/Optlmer*611 http://www.brown.edu/Research/TB- 
HIV_Lab/epimatrix/TIGR/epimer1 .htm

ΑΜΡΗΙ1621 Margatit et al., 1987

SOHHA163®41 Reyes etal., 1991

ΤΕΡΙΤΟΡΕ13*40·601 http://mypage.ihost.com/usinet.hamme76/Vaccin
ome_-_TEPITOPE_-_T_cell_epitope_-
_prediction_-_MHC_-_HLA_class_ll_-

_bioinformatics_tools414.html

MultlPred142-451 http://antigen.i2r.a-star.edu.sg/multipred/

MHCPred129·311 httD://www,ienner.ac.uk/MHCPred
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ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ TEPITOPE

1. Αλγόριθμοι και παράμετροι του προγράμματος TEPITOPE

Το πρόγραμμα TEPITOPE χρησιμοποιεί δεδομένα από φαινομενικές μήτρες 

σε ένα γραμμικό μοντέλο πρόβλεψης, το οποίο δε λαμβάνει καθόλου υπόψη τη 

διαμόρφωση του πεπτιδίου. Οι παράμετροι που περιγράφουν την πρόσδεση του 

πεπτιδίου είναι το πεπτιδικό πλαίσιο (peptide frame: PF), η επίδραση των 

παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων κατά την πρόσδεση (peptide side chain 

effect: PS) και το μήκος του πεπτιδίου (peptide length: PL). Η βασική ανάλυση που 

γίνεται στο TEPITOPE περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα. Αρχικά, όλα τα πιθανά 

PFs εξάγονται από την πρωτεϊνική αλληλουχία εισαγωγής. Στη συνέχεια, οι PS τιμές, 
που προέρχονται από τις φαινομενικές μήτρες και εξαρτώνται από τη θέση και την 

παράπλευρη αλυσίδα του αμινοξέος, κατανέμονται σε κάθε αμινοξύ μέσα στο 

πεπτιδικό πλαίσιο. Τέλος, οι γραμμικοί συνδυασμοί για όλες τις PS τιμές για κάθε PF 

καταλήγουν σε μια αριθμητική τιμή, το συνολικό πεπτιδικό σκορ (peptide score: 
PSC). Το υπολογιζόμενο PSC έχει φανεί ότι σχετίζεται με την ικανότητα των HLA-DR 

υποκαταστατών, αποτελώντας ένα μέτρο για την πιθανότητα ενός πεπτιδίου με 
συγκεκριμένο PF να προσδεθεί σε ένα HLA-II μόριο. Καμία από τις παραμέτρους 

αυτές δεν εμφανίζεται στην οθόνη του υπολογιστή όταν εκτελείται το πρόγραμμα. 
Παρόλα αυτά, η βασική κατανόηση αυτών των παραμέτρων βελτιώνει τη μετάφραση 

των αποτελεσμάτων πρόβλεψης.

• To PF είναι μια μεταβλητή που χαρακτηρίζει το κεντρικό 9-μερες τμήμα μιας 

πεπτιδικής αλληλουχίας. Κάθε PF μέσα σε μια πρωτεϊνική αλληλουχία αρχίζει κατά 

κανόνα από τα αμινοξέα που έχουν μια υδρόφοβη παράπλευρη αλυσίδα (π.χ. 
αλειφατικά ή αρωματικά), διότι αυτό είναι η αναγκαία απαίτηση για τη σχετική θέση 1 
(Ρ1) ενός HLA-DR πεπτιδίου πρόσδεσης. Μια πρωτεϊνική αλληλουχία μήκους > 9 

αμινοξέων μπορεί να περιέχει πολλαπλά αλληλοεπικαλυπτόμενα PFs. Για 

απλοποίηση, το TEPITOPE αρχικά θεωρεί μόνο ένα PF τη φορά και ολοκληρώνει τα 

αποτελέσματα των πολλαπλών PF μέσω μιας ορατής στο χρήστη διεπιφάνειας 

(interface). Έτσι, προβλέπεται η ικανότητα ενός πεπτιδικού πλαισίου να προσδεθεί 
σε HLA-II μόρια περισσότερο από ότι όλη η πεπτιδική αλληλουχία.

• To PL επηρεάζει την πρόσδεση ενός HLA-II υποκαταστάτη, όπως έχει φανεί 
από μελέτες περικοπής πεπτιδίων (peptide truncation studies) in  vitro. Αυτές οι 
μελέτες αποδεικνύουν ότι το PL θα μπορούσε να παραλειφθεί από ένα μοντέλο 

πρόβλεψης, όταν το κεντρικό 9-μερες πεπτιδικό τμήμα της πεπτιδικής αλληλουχίας 

πλαισιώνεται από τουλάχιστον δυο αμινοξέα σε κάθε πλευρά.
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• Οι PS τιμές προέρχονται από τις αντίστοιχες φαινομενικές μήτρες και ορίζονται 
με βάση το γράμμα και τη θέση μέσα στο PF. Αυτά είναι σχετικά δεδομένα 

πρόσδεσης, τα οποία για παράδειγμα υπολογίστηκαν κανονικοποιώντας 

(noimalizing) τα πειραματικά IC5o δεδομένα με τιμές IC50 που προέκυψαν για την 

αλανίνη στην ίδια πεπτιδική θέση. Τα δεδομένα αυτά εκφράζονται ως ο λογάριθμος 

των δεδομένων της αλανίνης που κανονικοποιήθηκε (normalized). Συνεπώς, ο 

γραμμικός συνδυασμός των PS τιμών για τον υπολογισμό του PSC είναι η 

πρόσθεση των PS τιμών.

Μια παράμετρος που χρειάζεται να επιλεχθεί από το χρήστη είναι το % 

‘κατώφλιο’ (threshold). Για παράδειγμα, μία τιμή κατωφλίου 1% προβλέπει πεπτίδια 

σε οποιαδήποτε πρωτεΐνική αλληλουχία που ανήκουν στο 1% των καλύτερων 

βαθμολογικά φυσικών πεπτιδίων. Έτσι, η τιμή του κατωφλίου είναι ένας επιπλέον 

δείκτης για την πιθανότητα τα προβλεπόμενα πεπτίδια να είναι ικανά να 

προσδεθούν σε ένα HLA μόριο. Το % κατώφλιο (threshold) επιτρέπει στο χρήστη να 

επιλέξει διαφορετικά επίπεδα ‘αυστηρότητας’, ώστε να ρυθμίσει τα αποτελέσματα 

πρόβλεψης, για παράδειγμα ένα μικρότερο κατώφλι αποκρίνεται σε πρόβλεψη 

υψηλής αυστηρότητας. Εν συντομία, για την ίδια πρωτεΐνική αλληλουχία τιμή 

κατωφλίου 1% θα προβλέψει χαμηλότερο αριθμό πεπτιδικών αλληλουχιών και για 

μικρότερο αριθμό HLA-II αλλυλίων, συγκρινόμενο με τιμή κατωφλίου 2%. 
Φυσιολογικά, τουλάχιστον για την πρώτη πρόβλεψη, τιμές κατωφλίου υψηλότερες 

από 3% δεν είναι επιθυμητές αφού η αναλογία των ψευδώς θετικών μπορεί να 

αυξήσει το μέγεθος του προβλεπόμενου πλήθους σε ένα ποσό μη αποδεκτό για 

πειραματικό έλεγχο.
Το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ1601 διαθέτει 25 HLA-DR μήτρες, οι οποίες 

αποτελούν τη βάση του προγράμματος για την πρόβλεψη επιτόπων (Εικ.1).

Εικόνα 1: Δ ια θ έσ ιμ ες  H L A - II μήτρες στο πρόγραμμα  Τ Ε Ρ ΙΤ Ο Ρ Ε .
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Εικόνα 2: Σχηματική απεικόνιση του τρόπου παρουσίασης των αποτελεσμάτων του 
προγράμματος. (Α) Τοποθετείται στο ειδικό πλαίσιο του TEPITOPE η προς αάρωση 
αλληλουχία και επιλέγονται η % τιμή του κατωφλίου (1%) και τα HLA-DR αλλύλια, με βάση τα 
οποία θα γίνει η πρόβλεψη. (Β) Μετά τη σάρωση της αλληλουχίας, διακρίνονται τα 
προβλεπόμενα πεπτιδικά πλαίσια για κάθε HLA-DR αλλύλιο (με μπλε γράμματα) και το 
αμινοξικό κατάλοιπο που βρίσκεται στη θέση Ρ1 του 9-μερους πεπτιδίου (με κόκκινο γράμμα).
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Εικόνα 3: Φόρμες του προγράμματος ΤΕΡΙΤΟΡΕ που αντιστοιχούν στην ποσοτική και 

~ ποιοτική ανάλυση ενός προβλεπόμενου πεπτιδίου. (Α) Η φόρμα για την ποσοτική ανάλυση 

(quantitative analysis) δείχνει τα επίπεδα του κατωφλίου, με τιμές από 1% έως 10%, στα 

οποία το πεπτίδιο θα προβλεπόταν για καθένα από τα HLA-DR αλλύλια της μήτρας. Οι X 

μπάρες επιδεικνύουν τα επίπεδα του κατωφλίου. (Β) Η φόρμα για την ποιοτική ανάλυση 

(qualitative analysis) του 9-μερούς πεπτιδίου, το οποίο συμπεριλαμβάνεται στο 14-μερες 

πεπτίδιο της ποσοτικής ανάλυσης (το αμινοξικό κατάλοιπο που βρίσκεται στη θέση Ρ1 είναι η 

Met), δείχνει όλα τα ‘anchor1 (Α) και τα ‘inhibitory’ (I) αμινοξικά κατάλοιπα σε κάθε θέση μέσα 

στο πεπτιδικό πλαίσιο για κάθε HLA-DR αλλύλιο.

2. Εφαρμογές του ΤΕΡΙΤΟΡΕ

Ο προσδιορισμός των Τ κυτταρικών επιτόττων είναι σημαντικός για την 

αντιμετώπιση ασθενειών, όπως οι αλλεργίες, οι μολυσματικές ασθένειες, τα 

αυτοάνοσα νοσήματα και ο καρκίνος, καθώς και για την ανάπτυξη αποτελεσματικών 

εμβολίων. Πειραματικές προσεγγίσεις για τον προσδιορισμό των Τ κυτταρικών 

επιτόκων, που μεταξύ άλλων περιλαμβάνουν την σύνθεση ενός μεγάλου αριθμού 

πεπτιδικών αλληλουχιών, δεν μπορούν να πραγματοποιηθούν λόγω του μεγάλου 

αριθμού των πρωτεϋΥικών αλληλουχιών και της πολυμορφίας των HLA μορίων. Τα 

υπολογιστικά μοντέλα μπορούν να προβλέψουν τη βιολογική διαδικασία της 

παρουσίασης του αντιγόνου και να χρησιμοποιηθούν για τη συστηματική ανίχνευση
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των Τ κυτταρικών εττιτόπων, ελαχιστοποιώντας τον αριθμό των πειραμάτων. Το 

πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ αποτελεί ένα τέτοιο υπολογιστικό μοντέλο πρόβλεψης Τ 

κυτταρικών επιτόπων και βρίσκει σήμερα πολλές εφαρμογές.
Ο Schroers και συν. χρησιμοποίησαν το ΤΕΡΙΤΟΡΕ για τον προσδιορισμό 

των HLA-DR7 επιτόπων από την αντίστροφη τρανσκιπτάση της ανθρώπινης 

τελομεράσης (human telomerase reverse transcriptase, hTRT)'651. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι τα CD4+ Τ κύτταρα ειδικά για τους HLA-DR7 επιτόπους αναγνώρισαν 

τους επιτόπους της hTRT που προβλέφθηκαν με το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ.
Με αφορμή τη σημασία της ενεργοποίησης των Τ κυττάρων βοηθών στην 

ανοσοθεραπεία του καρκίνου, το ΤΕΡΙΤΟΡΕ χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό 

των πεπτιδίων του RAGE-1, τα οποία προσδένονται πιθανά στα HLA-DR μόρια με 
σκοπό την επαγωγή μιας ανοσολογικής απόκρισης. Τα υπολογιστικά προβλεπόμενα 

πεπτίδια του RAGE-1 μπορούν να μελετηθούν in vitro οδηγώντας πιθανά σε μία 
RAGE-1 βασισμένη μέθοδο ανοσοθεραπείας'661.

Η Ag γλυκοπρωτεΐνη 100 που σχετίζεται με το μελάνωμα αναλύθηκε με το 

πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ και προέκυψαν επτά υποψήφιοι Τ κυτταρικοί επίτοποι. Ο 

εμβολιασμός με πεπτίδια που προσδένονται σε MHC μόρια τάξης II γίνεται ένα 

σημαντικό εργαλείο για την ανοσοθεραπεία του καρκίνου'671.
Το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ χρησιμοποιήθηκε και για τον προσδιορισμό 

αλληλουχιών από το MAGE-3, οι οποίες εμφάνιζαν χαρακτηριστικά πρόσδεσης στα 

HLA-DR μόρια'681. To MAGE-3 είναι ένα ογκο-ειδικό αντιγόνο που κωδικοποιείται από 

ένα γονίδιο που εκφράζεται σε υψηλή αναλογία σε μελανώματα και άλλους 

ιστότυπους όγκων (καρκίνωμα της κύστης και του πνεύμονα) και όχι σε 

φυσιολογικούς ιστούς. Τα CD8+ CTLs από ασθενείς με μελάνωμα αναγνωρίζουν 

MAGE-3 επιτόπους που προσδένονται σε HLA τάξης I, επιπλέον το αντιγόνο MAGE- 
3 είναι μια εξαιρετική υποψήφια πρωτεΐνη για τη μελέτη της αντικαρκινικής CD4+ Τ 
κυτταρικής απόκρισης. Ο χαρακτηρισμός των CD4+ Τ κυπαρικών επιτόπων θα 

μπορούσε να βελτιώσει τη δύναμη των πρωτοκόλλων ανοσοποίησης που βασίζονται 
σε πεπτίδια, σε ασθενείς με νεοπλασίες.

Αν και η ατοπική αλλεργία επηρεάζει λιγότερο από το 20% του συνολικού 

πληθυσμού, το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των 

υποψήφιων επιτόπων του αλλεργιογόνου Lol p5a από το φυτό της σίκαλης, με 
σκοπό να δοκιμαστούν in vitro για την ικανότητα πρόσδεσής τους από HLA-DR 

αλλύλια και να επιβεβαιωθεί ότι οι προβλεπόμενοι αυτοί υποψήφιοι επίτοποι 
μπορούν να διεγείρουν τα Τ κύτταρα ασθενών με ατοπική αλλεργία. Η υπολογιστική 

πρόβλεψη επιτρέπει το σχεδίασμά Τ κυπαρικών επιτόπων με εφαρμογή σε νέες 

ανοσοθεραπευτικές στρατηγικές1691.
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ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ MULTIPRED

To MULTIPRED είναι ένα δικτυακό υπολογιστικό σύστημα για την πρόβλεψη 

των πεπτιδίων που προσδένονται σε πολλαπλά μόρια (πρωτεΐνες) που ανήκουν στα 

ανθρώπινα λευκοκυτταρικά αντιγόνα (HLA) τάξης I, Α2, A3 και τα τάξης II DR 

αλλύλια. Χρησιμοποιεί τα μοντέλα Hidden Markov (HMMs) και τα τεχνητά νευρωνικά 

δίκτυα (Artificial Neural Networks, ANNs) σαν μηχανές πρόβλεψης. To MULTIPRED 

είναι ικανό να προβλέψει αντιγονικά πεπτίδια, που μπορούν να προσδεθούν σε 
πολλαπλά HLA αλλύλια επιλέγοντας ένα μόνο HLA αλλύλιο. Εκτεταμένες εργασίες, 
που έγιναν για την εκτίμηση των μοντέλων πρόβλεψης (ΗΜΜ και ANNs) έδειξαν ότι 
το MULTIPRED αποτελεί μία ευαίσθητη και εξειδικευμένη μέθοδο για την πρόβλεψη 

αντιγονικών πεπτιδίων142'451.

1. Περιγραφή του Συστήματος

Το επικρατέστερο μήκος των πεπτιδίων που προσδένονται στις HLA-A2/-A3 

τάξης I πρωτεΐνες είναι εννέα αμινοξέα. ΟΙ HLA-DR τάξης II πρωτεΐνες προσδένουν 

πεπτίδια μεγαλύτερα σε μήκος διατηρώντας στο κεντρικό τμήμα πρόσδεσης εννέα 

αμινοξέα. Τα δεδομένα του συστήματος αποτελούνται από 3050 9-μερεις πεπτιδικές 

αλληλουχίες (664 προσδέτες και 2386 μη-προσδέτες), που σχετίζονται με 15 

παραλλάγματα του HLA-A2 υπερ-τύπου, 2216 9-μερείς πεπτιδικές αλληλουχίες (680 

προσδέτες και 1536 μη-προσδέτες), που σχετίζονται με οκτώ παραλλάγματα του 

HLA-A3 υπερ-τύπου και 2396 9-μερή πεπτίδια (448 προσδέτες και 1948 μη- 

προσδέτες) που σχετίζονται με έξι HLA-DR παραλλάγματα. Αυτά τα δεδομένα 

προέρχονται κυρίως από τρεις πηγές: την βάση δεδομένων MHCPEP, δημοσιευμένα 

άρθρα και ένα σύνολο από πεπτίδια που δεν προσδένονται στα HLA μόρια. Το 

πρόγραμμα λαμβάνει υπόψη μόνο τα κατάλοιπα επαφής, που διαφέρουν από τύπο 

σε τύπο HLA παραλλαγμάτων και απορρίπτει τα διατηρημένα κατάλοιπα.
Στο MULTIPRED ερευνήθηκαν διάφορες τεχνικές, όπως η βελτιστοποίηση 

της αρχιτεκτονικής των τεχνητών νευρωνικών δικτύων, ώστε να βελτιωθεί η ακρίβεια 

πρόβλεψης των ΑΝΝ μοντέλων. Η εναλλακτική μηχανή πρόβλεψης που διαθέτει το 

MULTIPRED είναι τα μοντέλα HMMs (Hidden Markov Models). Ο χρήστης μπορεί να 

επιλέξει οποιαδήποτε από τις δυο μεθόδους, αφού και οι δύο μέθοδοι έχουν 

βελτιστοποιηθεί και εμφανίζουν παρόμοια απόδοση. Επιπλέον το MULTIPRED 

προβλέπει τις περιοχές υψηλής συγκέντρωσης σε 9-μερή πεπτίδια προσδέτες, που 

καλούνται ‘κρίσιμες περιοχές1 (hotspots).
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To MULTIPRED εκτελεί τρεις βασικές λειτουργίες: (α) εκτελεί προβλέψεις, (β) 
‘χτίζει’ μοντέλα και (γ) υπολογίζει την ακρίβεια πρόβλεψης. Για την πρόβλεψη των 

πεπτιδίων, που προσδένονται σε έναν HLA υπερ-τύπο, ο χρήστης πρέπει να εισάγει 
τον υπερ-τύπο που επιθυμεί* και να επιλέξει την καταλληλότερη μέθοδο πρόβλεψης 

(ANNs ή HMMs) από το μενού του προγράμματος. Μετά την εισαγωγή της 

πρωτε'ίΥικής αλληλουχίας, το μήκος της οποίας κυμαίνεται από 9 έως 2000 αμινοξέα, 
το πρόγραμμα εκτελεί την πρόβλεψη και προκύπτουν διάφορες φόρμες 
παρουσίασης των αποτελεσμάτων (Εικ.4).

THE PREDICTED PEPTIDE BINDING AFFINITY TO HLA cl at fell DR using
Artificial Neural Network Method

Thu Jan 5 10:34:21 2006

N ote In the table, the binding scores range torm 1 to 9, vsith scores 4-9 referring to predicted MHC 
binders (High binders: 8-9; Moderate binders: 6*7; Lowblnders: 4-5). Scores of 1 -3 refer to predded 
non-blndets.

Sequence 
Heme: la 
Result ID : 1400

* A scoring scheme to Idertlfy immunological hotspots v>lthln antigens was developed. The scheme tor 
HLA d a ss lI supertype Is based on average scores of Individual 8-mers vtftHn a window of 15 amino 
adds.JFor a 9-mer peptide, "Sum" Is the sum total of the individual binding scores of the peptide to the 
MHC molecules and "Average" is the average of seven consecutive "Sum" values (There are seven 9- 
mersin e 1S«mer wndov^.

Other D isplay form ats o f prediction result: Alignment View | Sort the Result | Plot Sum 
Value | Plot Average Value

Using Average vefue et threshold. 20 (Suggested threshold using Average value is 20): Oat hotspots

Ho I Peptides
Molecules j

Surrf j
1
Average*!0RB1- DRB1-! 

0101 0301 |
DRB1- 
0401 j

DRB1-0RB1- 
0701 ! 0801 J

DR81-! 
H01 j

DRB1-I 
1301 ;

0R81-; 
1501 1

1 Ia d fr g th h h ! 1.09 J.09 1.47 ! 1.18 1 07 : 1.00 | 1.24 j 1 .1 3 ; 9.35: 1 4 J 0 J

J L i
.3 I

DFRGJHHHYj
FRGTHHHYPj

1.19 1.20 
5.91·., 5.60 ; 

I f l i ' T o F )
,5.49

I 1.36 i TIB]

m m

1.17 ;
r£ M \
I o i j

I. 46 j
W M
J . .Q0J

1.25 i

M

1067]
49.29;

14.69 j 
14.49 j

J . , i RGTHHHYPL! 1.15; - I M  j  . j.o|o ] J 0 4 j a.3B j JJ2.90 J

5 iIgthhhyplk] 0.99 0.99 | 1.03 ] vbi ! 0 .9 9 1 0 .9 9 ! 1.03 ! i.bo | 8.03 j 13.05 |

U_.j THHHYPLWvlj 1.12 _ 1 . 13  j JI.3Bj 1.26 i 1.09 | 1 .1 1 : 1.33 j 1.1Θ j 9.60 j 17.52 J
7 | HHHYPLKWN 101 1.01 ! 1.09 107 ]  J OOj 1.00 1.06 ;[Ί βεΠ 830 j 17.34 j
Β I^ Y pLK^_Hj 1.03 1.03J 1.17 I 1.11 1 1.02 i J  Ό3 !

T o t l
1.11 jT i p ]

l l T j
8.60 j 18.53 |

D L i \w : , T l9~ j 1.07] 1.25 j 9.20: 18.41_:

.10 YPLXMNHGVj 4.46 4.4D ;4;B3j 5 7 Q ^ -4 .ifl 4:25 5.09 J 38.70; 18.221
11 PLKMNHGVF 1_.P5_1.05; 1.22 j 1.16 ] 1.03 j 1.05 j 1.15 j 1.14 | Θ.Θ5 13 .97)

Εικόνα 4: Φόρμα πρόβλεψης αποτελεσμάτων του προγράμματος που MULTIPRED για μια 

τυχαία πρωτεϊνική αλληλουχία, στην οποία απεικονίζονται τα προβλεπόμενα 9-μερή πεπτίδια 

για τα διάφορα HLA-DR αλλύλια .Στον πίνακα το 'ποσό' πρόσδεσης κυμαίνεται από 1 έως 9, 

ενώ χρησιμοποιήθηκαν τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα ως μέθοδος πρόβλεψης.
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2. Εφαρμογές του MULTIPRED

To MULTIPRED μπορεί να προβλέψει πεπτίδια ικανά να προσδεθούν σε 
πολλαπλές HLA πρωτεΤνες. Αφού οι HLA πρωτεΐνες είναι υψηλά πολυμορφικές, τα 

πεπτίδια που μπορούν να προσδεθούν σε περισσότερες από μια HLA πρωτεΤνες 

είναι οι κύριοι στόχοι για την ανάπτυξη της ανοσοθεραπείας και εμβολίων διότι 
σχετίζονται με το υψηλότερο ποσοστό του ανθρώπινου πληθυσμού. Οι περιοχές που 

χαρακτηρίζονται κατά την πρόβλεψη ως ‘κρίσιμες περιοχές’ (hotspots) αποτελούν 

περιοχές ιδιαίτερου ενδιαφέροντος ως στόχοι των Τ κυτταρικών αποκρίσεων και θα 

μπορούσαν να ελεγχθούν πειραματικά σαν εν δυνάμει εμβόλια144·451.
To MULTIPRED παρέχει πολλές λειτουργίες, οι οποίες δεν διατίθεται σε άλλα 

συστήματα πρόβλεψης, όπως το ‘χτίσιμο’ ενός μοντέλου από το χρήστη και την 

εκτίμηση της ακρίβειας. Το μονοπάτι από την πρόβλεψη ενός επιτόπου μέχρι την 

παρασκευή ενός εμβολίου είναι αρκετά δύσβατο και απαιτεί μεγάλο οικονομικό 

κόστος και εκτεταμένες εργαστηριακές προσπάθειες. Ο βασικός στόχος του 

MULTIPRED αφορά στην επιλογή των αντιγονικών περιοχών-κλειδιών ώστε να 

ελαχιστοποιηθεί ο αριθμός των πειραμάτων που απαιτούνται για την χαρτογράφηση 

των Τ κυπαρικών επιτόπων.
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ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ MHCPREO

Τα υπολογιστικά προγράμματα που χρησιμοποιούνται για την πρόβλεψη της %
ικανότητας πρόσδεσης πεπτιδίων σε HLA μόρια τάξης I και II συνεχώς πληθαίνουν. 
Η προέλευση και η χρησιμότητα μερικών προγραμμάτων παραμένουν αβέβαιες, 
καθώς οι μέθοδοι πρόβλεψης στις οποίες βασίζονται δεν έχουν δημοσιευτεί σε 
έγκυρα επιστημονικά περιοδικά.

To MHCPred είναι ένα υπολογιστικό πρόγραμμα, το οποίο εφαρμόζει μια 2D- 
QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) προσέγγιση για την πρόβλεψη 

της ικανότητας πρόσδεσης πεπτιδίων σε HLA μόρια τάξης I και II. Η μέθοδος αυτή 

καλείται διαφορετικά ‘additive’ μέθοδος και χρησιμοποιεί όρους για να υπολογίσει την 

επίδραση της παράπλευρης αλυσίδας1701.

1. Περιγραφή του Συστήματος

To MHCPred περιέχει μια ομάδα μοντέλων από διαφορετικά ανθρώπινα MHC 

αλλύλια. Αυτά συμπεριλαμβάνουν αλλύλια τάξης I (HLA-A*0101, HLA-A*0201, HLA- 
Α*0202, HLA-A*0203, HLA-A*0206, HLA-A*0301, HLA-A*1101, HLA-A*3301, HLA- 
A*6801, HLA-A*6802 και HLA-A*3501) και αλλύλια τάξης II (HLA-DRB1*0101, HLA- 
DRB1*0401 και HLA-DRB1*0701).

Τα μοντέλα αυτά που δημιουργήθηκαν από τις ICso τιμές, οι οποίες 

χαρακτηρίζουν την ικανότητα πρόσδεσης των πεπτιδίων στα MHC μόρια, 
συλλέχθηκαν από τη βιβλιογραφία και συγκεντρώθηκαν στη βάση δεδομένων 

JenPep1711. Οι IC5o τιμές προέκυψαν από συναγωνιστικά πειράματα 

ραδιοπροσδέματος (radioligand competition assays). Η ICso τιμή είναι η συγκέντρωση 

που απαιτείται για να επιτευχθεί 50% αναστολή ενός πρότυπου ιχνηθετημένου 

πεπτιδίου από το πεπτίδιο που εξετάζεται. Επιπλέον, η ικανότητα πρόσδεσης ενός 

πεπτιδίου στα MHC μόρια είναι αντιστρόφους ανάλογη της ICSo τιμής. Όταν ένα 

πεπτίδιο έχει προσδεθεί σε ένα MHC μόριο, ώστε να αναγνωριστεί από το 

ανοσοποιητικό σύστημα, πρέπει αρχικά το σύμπλοκο MHC-πεπτιδίου να 

αναγνωριστεί από το TCR. Γενικά είναι αποδεκτό ότι το σύμπλοκο MHC-πεπτιδίου 

μπορεί να αναγνωριστεί από το TCR, αν η τιμή plC5o> 6.3 Μ.
Προκειμένου να γίνει μια πρόβλεψη ο χρήστης καθορίζει τις παραμέτρους του 

προγράμματος, όπως το MHC αλλύλιο, τα αμινοξικά κατάλοιπα που θα αντιστοιχούν 

στις θέσεις Ρ1-Ρ9 και άλλες παραμέτρους (Εικ. 5Α).
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Εικόνα 5: Μια τυπική απεικόνιση της επιφάνειας του προγράμματος MHCPred για την 
πρόβλεψη και την παρουσίαση του αποτελέσματος. (Α) Η πρόβλεψη περιλαμβάνει την 
εισαγωγή της πρωτεΐνικής αλληλουχίας, για την οποία εξετάζονται ως προς την ικανότητα 
πρόσδεσής τους υποψήφια 9-μερή πεπτίδια, την επιλογή του κατάλληλου MHC αλλυλίου. την 
έξοδο των αποτελεσμάτων με βάση την pIC» τιμή και την επιλογή στα αντίστοιχα πλαίσια των 
ομ^οξικων καταλοίπων που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ1-Ρ9 του κεντρικού τμήματος του προς 
εξέταση 9-μερούς πεπτιδίου ανάλογα με τις προτιμήσεις του χρήστη για τις συγκεκριμένες 
θέσεις. (Β) Φόρμα παρουσίασης των αποτελεσμάτων για μια συγκεκριμένη πρωτεΤνική 
αλληλουχία.
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Ο πίνακας των αποτελεσμάτων περιλαμβάνει 3 στήλες (Εικ. 5Β). Η πρώτη
παρουσιάζει όλους τους συνδυασμούς με τα προβλεπόμενα 9-μερή πεπτίδια που
έχουν στις θέσεις Ρ1-Ρ9 ένα ή περισσότερα αμινοξικά κατάλοιπα από εκείνα που

%
επιλέχθηκαν αρχικά για τη πρόβλεψη. Η δεύτερη και η τρίτη στήλη περιλαμβάνουν τις 

θεωρητικά υπολογιζόμενες τιμές -log[IC5o] (ή pICso) και IC5o αντίστοιχα.
Σύμφωνα με την additive μέθοδο, οι IC5o τιμές που προκύπτουν 

μετατρέπονται σε log[1/IC5o] (ή -log[ICS0] ή plC5o). Η pICso μπορεί να συσχετιστεί με 
την ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης AGbmd, αφού AGbind— RT lnlC5o . Οι τιμές pICso 

προβλέφθηκαν από ένα συνδυασμό που περιλαμβάνει τις συνεισφορές (Ρ) για 

καθένα αμινοξύ σε κάθε θέση του πεπτιδίου και τις συνεισφορές από τις 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων του πεπτιδίου 

που απέχουν μεταξύ τους μία (γειτονικά κατάλοιπα) ή δύο θέσεις.

2. Σύγκριση του MHCPred με άλλα προγράμματα

Ένας μεγάλος αριθμός προγραμμάτων είναι σήμερα διαθέσιμος για τον 

προσδιορισμό της ικανότητας πρόσδεσης πεπτιδίων στα MHC μόρια τάξης I και II. 
To MHCPred διαφέρει από τα υπόλοιπα προγράμματα διότι βασίζεται σε μια 

ποσοτική προσέγγιση της πρόβλεψης της πρόσδεσης πεπτιδίων από τα MHC μόρια, 
η οποία είναι σημαντική για τρεις κυρίως λόγους.

1. Επιτρέπει μια αντικειμενική σύγκριση των θεωρητικών σε σχέση με τις 

πειραματικά υπολογιζόμενες ικανότητες πρόσδεσης.
2. Η ικανότητα πρόσδεσης είναι το προϊόν των αλληλεπιδράσεων 

ολόκληρου του πεπτιδίου με το μόριο-υποδοχέα.
3. Βρίσκει σημαντική εφαρμογή στη πεδίο της δημιουργίας ετερόκλητων 

πεπτιδίων.
Τα ετερόκλητα (heteroclitic) πεπτίδια είναι τροποποιημένα φυσικά, ήπια 

ανοσογονικά πεπτίδια με αυξημένη τάση για πρόσδεση στα MHC μόρια1721. Η χρήση 

της μεθόδου αυτής επιτρέπει την αναγνώριση των αμινοξικών καταλοίπων που 

πρέπει να υποκατασταθούν ώστε να αυξηθεί πιθανά η πρόσδεση ενός πεπτιδίου στο 

MHC μόριο και άρα η Τ κυτταρική ενεργοποίηση, με πλεονέκτημα την ανάπτυξη 

εμβολίων, τα οποία θα βασίζονται σε επιτόπους. Μόνο το πρόγραμμα BIMAS 

εφαρμόζει μια επίσης ποσοτική μέθοδο πρόβλεψης. Παρόλα αυτά, το πρόγραμμα 

αυτό διαφέρει από το MHCPred διότι προβλέπει τις κινητικές, και όχι τις 

θερμοδυναμικές ιδιότητες της διάσπασης του ΜΗϋβ2 συμπλόκου της 

μικρογλοβουλίνης και δεν μελετά ενεργειακά την αλληλεπίδραση του συμπλόκου.
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ΚΕϊΑΛΑΙΟ V I

ΜΟΡΙΑΚΗ ΔΥΝΑΜΙΚΗ ΜΑΚΡΟΜΟΡΙΠΝ



ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η μέθοδος των προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής (MD simulations) 
αποτελεί ένα από κύρια εργαλεία για τη θεωρητική μελέτη βιολογικών μορίων, αφού 

εξετάζει την συμπεριφορά ενός μοριακού συστήματος σε συνάρτηση με το χρόνο.
Η μέθοδος των προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής εφαρμόστηκε αρχικά 

από τους Alder Wainwright στα τέλη του 1950 με σκοπό να μελετηθούν οι 
αλληλεπιδράσεις των σκληρών σφαιρών11,21. Το επόμενο κύριο βήμα έγινε το 1964, 
όταν ο Rahman πραγματοποίησε την πρώτη προσομοίωση χρησιμοποιώντας ένα 

‘ρεαλιστικό δυναμικό’ για το υγρό αργό131. Η πρώτη προσομοίωση μοριακής 

δυναμικής ενός ‘ρεαλιστικού συστήματος’ έγινε από τους Rahman και Stillinger το 

1974, όπου το μελετούμενο σύστημα ήταν το νερό141, ενώ οι πρώτες προσομοιώσεις 

μοριακής δυναμικής σε πρωτεΐνες εμφανίστηκαν το 1977 για τον αναστολέα της 

τρυψίνης του ΒΡΤΙ (bovine pancreatic trypsin inhibitor) παγκρέατος βοδινού [S1.
Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής βρίσκουν σήμερα εφαρμογή σε τρία 

κύρια πεδία1®1. Πρώτον, οι MD προσομοιώσεις χρησιμοποιούνται για να παράγουν 

δομές βιομορίων, παρέχοντας βαθιά γνώση της φυσικής δυναμικής των βιομορίων 

αυτών σε διάλυμα, σε διαφορετικές χρονικές κλίμακες. Δεύτερον, οι MD 

προσομοιώσεις παρέχουν τους θερμικούς μέσους όρους των ιδιοτήτων των 

βιομορίων. Η προσομοίωση ενός μορίου με το περιβάλλον του για μια χρονική 

περίοδο μπορεί να παρέχει τους χρονικά εξαρτώμενους μέσους όρους των ιδιοτήτων 

του μορίου, οι οποίοι προσεγγίζουν τους πειραματικά μετρήσιμους αντίστοιχους 

μέσους όρους. Αυτό χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό των ιδιοτήτων των υγρών 

και των διαφορών στην ελεύθερη ενέργεια για μια χημική διαδικασία, όπως η 

πρόσδεση ενός υποκαταστάτη σε έναν υποδοχέα. Τρίτον, οι MD προσομοιώσεις 

μπορούν να διερευνήσουν ποιες από τις διαμορφώσεις ενός μορίου ή συμπλόκου 

είναι θερμικά προσβάσιμες. Είναι γενικά γνωστό ότι σχεδόν όλες οι δομές των 

βιομορίων, που έχουν προσδιοριστεί με κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ ή με NMR 

φασματοσκοπία, μπορούν να βελτιωθούν με τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής.
Ο αριθμός των τεχνικών προσομοίωσης έχει αναπτυχθεί πολύ και υπάρχουν 

πια πολλές εξειδικευμένες τεχνικές για συγκεκριμένα προβλήματα. Οι προσομοιώσεις 

μοριακής δυναμικής μπορεί να είναι χρονοβόρες και υπολογιστικά ακριβές. Για 

επιδιαλυτωμένες πρωτεΐνες, οι MD προσομοιώσεις πραγματοποιούνται σε χρονική 

κλίμακα νανο-δευτερολέπτων (ns), όμως έχουν αναφερθεί και προσομοιώσεις σε 
χρονική κλίμακα μιλι-δευτερολέπτων (ms)[71.
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1. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΜΗΧΑΝΙΚΗ

Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής παρέχουν πληροφορία σε 
μικροσκοπικό επίπεδο περιλαμβάνοντας τις ατομικές θέσεις και ταχύτητες των 

μικροσκοπικών συστημάτων (ατόμων, μορίων, ιόντων κ.λ.π.). Η μετατροπή της 

μικροσκοπικής πληροφορίας σε μακροσκοπικά παρατηρούμενα μεγέθη όπως η 

πίεση, η ενέργεια, η θερμοκρασία κ.λ.π. επιτυγχάνεται με την βοήθεια της στατιστικής 

μηχανικής.
Συγκεκριμένα, η στατιστική μηχανική είναι ο κλάδος των φυσικών επιστημών 

που μελετά μακρομοριακά συστήματα από μοριακής άποψης. Σε μία προσομοίωση 

μοριακής δυναμικής, ο στόχος είναι η διερεύνηση των μακροσκοπικών ιδιοτήτων του 

συστήματος διαμέσου των μικροσκοπικών προσομοιώσεων, για παράδειγμα ο 

υπολογισμός της μεταβολής της ελεύθερης ενέργειας κατά την πρόσδεση ενός 

συγκεκριμένου υποκαταστάτη-υποψήφιου φαρμάκου και η μελέτη του μηχανισμού 

μιας διαμορφωτικής αλλαγής. Ο υπολογισμός αυτός στηρίζεται στην αναγνώριση ότι 
οι μακροσκοπικές ιδιότητες παριστάνουν τη μέση συμπεριφορά μυριάδων ατόμων, 
μορίων κ.λ.π.

Η στατιστική μηχανική παρέχει τις αυστηρές μαθηματικές εκφράσεις που 

συσχετίζουν τις μακροσκοπικές ιδιότητες προς την κατανομή και κίνηση των ατόμων 

και μορίων ενός συστήματος Ν-ατόμων. Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής 

παρέχουν το μέσο για την επίλυση των εξισώσεων κίνησης, την εκτίμηση αυτών των 

μαθηματικών τύπων και τη μελέτη των θερμοδυναμικών ιδιοτήτων και/ή του κινητικού 

φαινομένου.

Θερμοδυναμική

κατάσταση 1 κατάαταπ} 2 κατάντα*η 3

Κινητική

κατάντανη 1 κατάντα* η 2 κατά*τ*νη3

Εικόνα 1: Η θερμοδυναμική περιγράφει την κινητήρια δύναμη για μια χημική διαδικασία, ενώ 

η κινητική περιγράφει τον μηχανισμό μιας χημικής διαδικασίας.
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Προκειμένου να γίνει η σύνδεση μεταξύ του μακροσκοπικού συστήματος με 
το μικροσκοπικό, συχνά εισάγονται χρονο-εξαρτώμενοι στατιστικά μέσοι όροι. Δύο 

χαρακτηριστικά παραδείγματα μέσων όρων είναι η μέση δυναμική ενέργεια V και η 

μέση κινητική ενέργεια Κ1® 91 (Σχέσεις 1.1 και 1.2)

όπου Μ είναι ο αριθμός των διαμορφώσεων σε μια τροχιά μοριακής δυναμικής και 
είναι η δυναμική ενέργεια για τη διαμόρφωση ί.

όπου Μ είναι ο αριθμός των διαμορφώσεων στην προσομοίωση, Ν ο αριθμός των 

ατόμων του συστήματος, mi η μάζα του στοιχείου ΐ και ^ η ταχύτητα του στοιχείου ί.

Μια προσομοίωση μοριακής δυναμικής πρέπει να είναι ικανοποιητικά μακρά ώστε να 

έχουν προκύψει αρκετές αντιπροσωπευτικές διαμορφώσεις.

2. ΚΛΑΣΙΚΗ ΜΗΧΑΝΙΚΗ

Η μέθοδος προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής βασίζεται στον δεύτερο 

νόμο του Νεύτωνα ή αλλιώς την εξίσωση κίνησης F=ma, όπου F είναι η δύναμη που 

δέχεται το άτομο μάζας m και επιτάχυνσης α. Αν είναι γνωστή η δύναμη F που 

δέχεται κάθε άτομο είναι δυνατό να προσδιοριστεί η επιτάχυνση κάθε ατόμου στο 

σύστημα. Η ολοκλήρωση των εξισώσεων κίνησης αποδίδει μια τροχιά που 

περιγράφει τη μεταβολή στις θέσεις, στις ταχύτητες και στις επιταχύνσεις των ατόμων 

σε συνάρτηση με το χρόνο. Από αυτή τη τροχιά, μπορούν να προσδιοριστούν οι 
μέσες τιμές των ιδιοτήτων. Η μέθοδος αυτή είναι καθοριστική, δηλαδή μόλις οι θέσεις 

και οι ταχύτητες κάθε ατόμου προσδιοριστούν, τότε η κατάσταση του συστήματος 

μπορεί να προβλεφθεί για κάθε στιγμή στο μέλλον ή το παρελθόν.

1.1

1.2
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Ο δεύτερος νόμος κίνησης του Νεύτωνα δίνεται οπτό τη σχέση 2.1:

„ dv d2xF = mxa = m x —  = mx —-  
dt .,d t2

Αν η επιτάχυνση είναι σταθερή δίνεται από τη σχέση:

dv a = —  
dt

Με ολοκλήρωση της σχέσης (2.2) προκύπτει για την ταχύτητα:

V = at + ν 0

2.1

2.2

2.3

Η ταχύτητα δίνεται από τη σχέση:

dx
dt ^

Με ολοκλήρωση της σχέσης (2.4) προκύπτει για την θέση:

X  =  V X t +  χ0 2.5

Συνδυάζοντας τις εξισώσεις 2.3 και 2.5 προκύπτει η σχέση 2.6, η οποία δίνει την 

θέση χ σε χρόνο t σαν συνάρτηση της επιτάχυνσης α, της αρχικής θέσης χ0 και της 

αρχικής ταχύτητας ν0.

X =  α X t 1 -I- V0 x /  +  Χ0 2.6

Η επιτάχυνση είναι συνάρτηση της δυναμικής ενέργειας του συστήματος,

1 dEα, = --------
m dr 2.7

Οι εξισώσεις κίνησης είναι καθοριστικές για παράδειγμα οι θέσεις και οι ταχύτητες σε 
χρόνο μηδέν καθορίζουν τις θέσεις και τις ταχύτητες σε χρόνο t. Οι αρχικές θέσεις 

λαμβάνονται από πειραματικά προσδιορισμένες δομές, όπως η κρυσταλλογραφία 

ακτίνων-Χ των πρωτεϊνών ή οι δομές σε διάλυμα που προσδιορίστηκαν με 

φασματοσκοπία NMR.
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Η αρχική κατανομή των ταχυτήτων συνήθως προσδιορίζεται από μια τυχαία 

κατανομή όπου τα μεγέθη προσαρμόζονται στην απαιτούμενη θερμοκρασία και 
διορθώνονται έτσι ώστε να μην υπάρχει συνολική ροπή Ρ, δηλαδή

Οι ταχύτητες, ν(, συχνά επιλέγονται τυχαία είτε από μια κατανομή Maxwell-Boltzmann 

είτε από μια Γκαουσιανή κατανομή σε δεδομένη θερμοκρασία και δίνουν την 

πιθανότητα το άτομο ΐ να έχει μια ταχύτητα νχ στην χ διεύθυνση σε θερμοκρασία Τ.

Η θερμοκρασία Τ μπορεί να υπολογιστεί από τις ταχύτητες χρησιμοποιώντας τη 

σχέση 2.10,

όπου Ν είναι ο αριθμός των ατόμων του συστήματος.
Η θερμοκρασία του συστήματος στη μοριακή δυναμική είναι μια πολύ 

σημαντική παράμετρος. Κατά τη διάρκεια της μοριακής δυναμικής το υπο μελέτη 

σύστημα πρέπει να έχει σταθερή θερμοκρασία με κάποια φυσική έννοια.
Όταν ξεκινά η μοριακή δυναμική δίνονται στα άτομα του συστήματος 

ταχύτητες που αναλογούν στην κινητική ενέργεια και η κατανομή τους υπακούει το 

νόμο Maxwell-Boltzmann. Η επιλογή αυτή είναι αυθαίρετη αλλά στα επόμενα βήματα 

της μοριακής δυναμικής γίνονται οι απαραίτητες διορθώσεις ώσπου το σύστημα να 

εξισορροπήσει. Οι ταχύτητες των ατόμων μεταβάλλονται κάτω από την επίδραση του 

πεδίου δύναμης οπότε μεταβάλλεται και η θερμοκρασία. Συνεπώς, για να διατηρηθεί 
η θερμοκρασία σταθερή απαιτείται συνεχής αναπροσαρμογή των ταχυτήτων.

3. ΑΛΓΟΡΙΘΜΟΙ ΟΛΟΚΛΗΡΩΣΗΣ

Η δυναμική ενέργεια είναι μια συνάρτηση των ατομικών θέσεων (3Ν) όλων 

των ατόμων στο σύστημα. Εξαιτίας της πολυπλοκότητας της συνάρτησης αυτής, δεν

Ν

2.8

2.9

2.10
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υπάρχει αναλυτική επίλυση των εξισώσεων κίνησης και πρέπει αυτές να επιλυθούν 
αριθμητικά. Πολλοί αριθμητικοί αλγόριθμοι έχουν αναπτυχθεί για την ολοκλήρωση 

των εξισώσεων κίνησης*10,111. Κατά την επιλογή του αλγορίθμου πρέπει να 

λαμβάνονται υπόψη τα εξής κριτήρια:

1. Ο αλγόριθμος πρέπει να διατηρεί την ενέργεια και την ορμή
2. Πρέπει να είναι υπολογιστικά αποτελεσματικός
3. Πρέπει να επιτρέπει μια μακρά χρονική περίοδο για την ολοκλήρωση.

Μια καθοριστική παράμετρος για τη μοριακή δυναμική είναι η χρονική 

περίοδος At στη διαδικασία της ολοκλήρωσης. Επειδή πρέπει να ληφθούν υπόψη 

όλες οι δονήσεις του μορίου (ακόμη και η ταχύτερη ~10'14sec για το δεσμό C-H) και 
επειδή η ολοκλήρωση είναι αριθμητική (-10 τμήματα απαιτούνται για καλή 

αναπαράσταση της καμπύλης), το At είναι συνήθως 1fs (10'1S sec). Η τιμή αυτή έχει 
άμεση επίπτωση στη ποιότητα της προσομοίωσης. Για πεπτίδια και πρωτεΐνες η τιμή 

αυτή δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 2fs, ενώ για πιο ακριβείς υπολογισμούς πρέπει να 

είναι μικρότερη από 1fs.

Οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενοι αλγόριθμοι είναι:
1. Ο Verlet αλγόριθμος
2. Ο Leap-frog αλγόριθμος
3. Ο velocity Verlet αλγόριθμος
4. Ο αλγόριθμος του Beeman

Σε προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής ο συνηθέστερα χρησιμοποιούμενος 

είναι ο αλγόριθμος Verlet*12,131. Οι βασικές εξισώσεις που συνιστούν τον αλγόριθμο 

Verlet είναι οι εξής:

r(t + 8t) = r(t)+  v(t)5t + —a(t)6 t2
2

3.1

r(t -  5t) = r(t) -  v(t)5t + — a (t)5 t2
2

3.2

Αθροίζοντας τις εξισώσεις 3.1 και 3.2 προκύπτει η εξίσωση 3.3:

r(t + 6t) = 2 r ( t ) -  r(t -  5 t)+  a (t)5 t2 3.3
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O Veriet αλγόριθμος χρησιμοποιεί τις θέσεις και τις επιταχύνσεις για τη 

χρονική στιγμή t και τις θέσεις από τη χρονική στιγμή t-dt ώστε να υπολογίσει τις νέες 

θέσεις στη χρονική στιγμή t+dt. Ο Veriet αλγόριθμος είναι πολύ συμβατός, μπορεί 
εύκολα να προγραμματιστεί και γενικά είναι ένας απλός αλγόριθμος ενώ ως 

μειονέκτημά του αναφέρεται η μέτρια ακρίβεια του.

4. ΣΥΝΑΡΤΗΣΕΙΣ ΔΥΝΑΜΙΚΗΣ ΕΝΕΡΓΕΙΑΣ

Οι θεωρητικές μελέτες των βιολογικών μορίων επιτρέπουν τη μελέτη ανάμεσα 

στη σχέση μεταξύ δομής, λειτουργίας και δυναμικής σε ατομικό επίπεδο. Αφού τα 

βιολογικά συστήματα περιλαμβάνουν πολλά άτομα, δεν είναι δυνατό να 

χρησιμοποιηθεί η κβαντική μηχανική για την αντιμετώπιση τυχόν προβλημάτων. 
Παρόλα αυτά, τα προβλήματα γίνονται ευκολότερα όταν γίνεται χρήση των 

συναρτήσεων δυναμικής ενέργειας, οι οποίες είναι λιγότερο απαιτητικές υπολογιστικά 

από την κβαντική μηχανική αλλά η χρήση τους κοστίζει περισσότερο σε υπολογιστικό 

εξοπλισμό.

Η δημιουργία των συναρτήσεων δυναμικής ενέργειας (potential energy 

functions ή force fields) έχει σαν συνέπεια να παρέχεται ένας ισόρροπος 

συμβιβασμός ανάμεσα στην ακρίβεια και την υπολογιστική αποδοτικότητα. Η 

ικανότητα τους να αναπαράγουν τις φυσικές ιδιότητες που μετρούνται από το 

πείραμα εξετάζεται. Αυτές οι ιδιότητες περιλαμβάνουν δομικά δεδομένα που 

προέρχονται από την κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ και την NMR φασματοσκοπία, 
δυναμικά δεδομένα που προέρχονται από την ανελαστική σκέδαση νετρονίου και 
θερμοδυναμικά δεδομένα. Η ανάπτυξη ενός συνόλου παραμέτρων είναι μία πολύ 

επίπονη διαδικασία, που απαιτεί εκτεταμένη βελτιστοποίηση. Αυτό αποτελεί πεδίο 

συνεχούς έρευνας με εφαρμογές τόσο στην βασική έρευνα όσο και στην 

εφαρμοσμένη με έμφαση στην φαρμακευτική βιομηχανία.
Πολλές ομάδες εργάζονται τις τελευταίες δεκαετίες ώστε να δημιουργήσουν 

λειτουργικές φόρμες και παραμέτρους για τις συναρτήσεις δυναμικής ενέργειας 

γενικής εφαρμογής σε βιολογικά μόρια. Ανάμεσα στα πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα 

πεδία δυνάμεων είναι το AMBER114·151, το CHARMM11617', το GROMOS118,19’ και το 

OPLS/AMBER120·231. Όπως προαναφέρθηκε, υπάρχουν ορισμένοι περιορισμοί για τις 

συναρτήσεις δυναμικής ενέργειας. Ένας από τους πιο σημαντικούς είναι ότι δεν 

επιτρέπονται δραστικές αλλαγές στην ηλεκτρονική δομή, για παράδειγμα δεν 

επιτρέπεται η δημιουργία ή η διάσπαση ενός δεσμού στις προσομοιώσεις μοριακής 

δυναμικής.
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ν

Εικόνα 2: Μορφές δυναμικής ενέργειας.

Ολοκληρωμένες συναρτήσεις δυναμικής ενέργειας είναι διαθέσιμες για 

μακρομοριακές προσομοιώσεις. Ένα ιδιαίτερο παράδειγμα είναι το CHARMM27124*251 
που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για προσομοιώσεις πρωτεϊνών, νουκλεϊΥικών οξέων, 
λιπιδίων και υδρογονανθράκων.

4.1 Η ΣΥΝΑΡΤΗΣΗ ΔΥΝΑΜΙΚΗΣ ΕΝΕΡΓΕΙΑΣ CHARMM

Σύμφωνα με το μοντέλο δυναμικής ενέργειας CHARMM, η δυναμική ενέργεια 

Ε είναι συνάρτηση των ατομικών θέσεων όλων των ατόμων στο σύστημα, οι οποίες 

συνήθως εκφράζονται ως καρτεσιανές συντεταγμένες116,17,24,251. Η τιμή της δυναμικής 

ενέργειας υπολογίζεται ως το άθροισμα των εσωτερικών ή δεσμευμένων όρων, 
Etonded. οι οποίοι περιγράφουν τους δεσμούς, τις γωνίες και τις περιστροφές δεσμών
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σε ένα μόριο και των εξωτερικών ή μη δεσμικών ατόμων, En0n-bonded· Αυτοί οι όροι 
εξηγούν τις αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στα μη δεσμικά άτομα (nonbonded atoms) ή 

τα άτομα που χωρίζονται με 3 ή περισσότερους ομοιοπολικούς δεσμούς.

=  Ε  bonded +  Ε  non-bonded 4 .1 .1

Ο όρος Ebonded είναι το άθροισμα τριών επιμέρους όρων, οι οποίοι 
ανταποκρίνονται στους τρεις τύπους κίνησης των ατόμων:

Ε = F + Ε + Ε^ bonded ^  bonded-strech * ^angle-bend Α"/ rotate-along-bond 4.1.2

Ο πρώτος όρος στην εξίσωση 4.1.2 είναι μια αρμονική δυναμική που 

αντιπροσωπεύει την αλληλεπίδραση ανάμεσα σε ζεύγη ατόμων όπου τα άτομα 

χωρίζονται με έναν ομοιοπολικό δεσμό για παράδειγμα 1,2-ζεύγη. Αυτή είναι η 

προσέγγιση στην ενέργεια ενός δεσμού σαν συνάρτηση της αντικατάστασης από το 

ιδανικό μήκος δεσμού, bo. Η σταθερά δύναμης, Kb, εκφράζει την ισχύ του δεσμού. Το 

ιδανικό μήκος δεσμού b0 και η σταθερά δύναμης Kb είναι συγκεκριμένα για κάθε 

ζεύγος ατόμων και εξαρτώνται από το χημικό τύπο αυτών.
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4.1.3Ε bond-stretch £ K k(b -b 0 ) 1
,2pairs

Ο δεύτερος όρος στην εξίσωση 4.1.2 είναι επίσης μια αρμονική δυναμική που 

σχετίζεται με την αλλαγή της γωνίας θ από την ιδανική τιμή θ0. Οι τιμές για τη θ0 και 
τη σταθερά Κβ εξαρτώνται από το χημικό τύπο των ατόμων που αποτελούν τη γωνία. 
Αυτοί οι δύο όροι περιγράφουν την απόκλιση από μια ιδανική γεωμετρία και σε μια 

τέλεια βελτιστοποιημένη δομή, το άθροισμά τους θα έπρεπε να είναι κοντά στο 

μηδέν.

Εbond-bend =  γ κ , φ - θ , Ϋ
angles

4.1.4

Ο τρίτος όρος στην εξίσωση 4.1.2 αντιπροσωπεύει την περιστροφή μιας 

δίεδρης γωνίας γύρω από το μέσο δεσμό. Η δυναμική υποτίθεται ότι είναι περιοδική 

και συνήθως είναι συνάρτηση του συνημίτονου.
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4.1.5Erotate-along-bend ~  COS( ΐ ϊ φ ) )
1,4 pain

Ο ενεργειακός όρος Encj.onded ττου αντιπροσωπεύει τις μη-δεσμικές 

αλληλεπιδράσεις στη δυναμική συνάρτηση CHARMM έχει δύο συστατικά, την 

ενέργεια αλληλεπίδρασης Van der Waals και την ηλεκτροστατική ενέργεια 

αλληλεπίδρασης.

^  non-bonded — ^  van-der-Waals ^electrostatic 4.1.6

Η van der Waals αλληλεπίδραση μεταξύ δύο ατόμων προκύπτει από μια 

ισορροπία ανάμεσα στις απωθητικές και τις ελκτικές δυνάμεις. Η απωθητική δύναμη 

Οφείλεται στην ισχυρή αλληλεπίδραση μεταξύ ηλεκτρονίων λόγω της μικρής 

απόστασης μεταξύ τους. Η ελκτική δύναμη προκύπτει από διακυμάνσεις στην 

κατανομή φορτίου στο ηλεκτρονιακό νέφος. Η διακύμανση στην ηλεκτρονιακή 

κατανομή ενός ατόμου ή μορίων καταλήγει σε ένα ακαριαίο δίπολο, το οποίο επάγει 
ένα δίπολο σε ένα δεύτερο άτομο ή μόριο καταλήγοντας σε μια ελκτική 

αλληλεπίδραση.

Οι επιδράσεις αυτές είναι μηδέν σε άπειρη ατομική απόσταση τ και γίνονται 
σημαντικές όταν η απόσταση μειώνεται. Η ελκτική αλληλεπίδραση είναι μεγαλύτερη 

από την απωστική αλλά καθώς η απόσταση μικραίνει, επικρατεί η απωστική 

αλληλεπίδραση. Αυτό έχει σαν συνέπεια ένα ενεργειακό ελάχιστο. Η τοποθέτηση των 

ατόμων σπς βέλτιστες θέσεις σταθεροποιεί το σύστημα.
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5. ΠΟΡΕΙΑ ΤΗΣ ΠΡΟΣΟΜΟΙΩΣΗΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΔΥΝΑΜΙΚΗΣ

Σε μια προσομοίωση μοριακής δυναμικής, η χρονικά εξαρτώμενη 

συμπεριφορά του συστήματος προκύπτει ολοκληρώνοντας τις εξισώσεις κίνησης του 

Νεύτωνα, χρησιμοποιώντας έναν από τους αριθμητικούς ολοκληρωτές που 
περιγράφηκαν προηγουμένως (κλασσική μηχανική) και τη συνάρτηση δυναμικής 

ενέργειας. Το αποτέλεσμα της προσομοίωσης είναι ένα σύνολο από διαμορφώσεις, 
οι οποίες καλούνται τροχιές (trajectories). Οι περισσότερες προσομοιώσεις μοριακής 

δυναμικής πραγματοποιούνται κάτω από συνθήκες σταθερής πίεσης (Ρ) και 
θερμοκρασίας (Τ) και με τον ίδιο αριθμό ατόμων (Ν), ώστε να μιμηθούν καλύτερα τις 

πειραματικές συνθήκες. Τα βήματα τα οποία αποτελούν μια ολοκληρωμένη πορεία 

προσομοίωσης μοριακής δυναμικής περιγράφονται στο παρακάτω σχεδιάγραμμα.
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Για να αρχίσει μια προσομοίωση μοριακής δυναμικής, πρέπει να επιλεγεί μια 

αρχική διαμόρφωση για το σύστημα, το σημείο έναρξης, που αντιστοιχεί σε χρόνο 

t=0. Συνήθως σε προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής οι αρχικές, πειραματικά 

προσδιορισμένες, δομές παρέχονται από την PDB βάση δεδομένων 

(http://www.rcsb.ora/pdbA. Επίσης είναι πιθανό να χρησιμοποιηθεί μια θεωρητική 

δομή που έχει προκύψει από ομόλογη μοντελοποίηση. Η επιλογή της αρχικής 

διαμόρφωσης πρέπει να γίνει πολύ προσεκτικά διότι αυτή μπορεί να επηρεάσει την 

ποιότητα της προσομοίωσης.
Πριν την έναρξη μιας προσομοίωσης μοριακής δυναμικής, είναι 

επίσης απαραίτητο να γίνει ενεργειακή ελαχιστοποίηση της αρχικής δομής. Αυτό 

οδηγεί σε μετακίνηση όλων των πιθανών ισχυρών van der Waals αλληλεπιδράσεων, 
που υπάρχουν και θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε τοπικές δομικές παραμορφώσεις 

καταλήγοντας σε μια ασταθή προσομοίωση. Η ενεργειακή ελαχιστοποίηση (energy 

minimization) ή αλλιώς γεωμετρική βελτιστοποίηση (geometry optimization) είναι η 

κύρια ασχολία της μοριακής μηχανικής και αφορά την εύρεση σταθερών σημείων 

πάνω στην επιφάνεια δυναμικής ενέργειας. Αυτό επιτυγχάνεται με την εύρεση 

διαμορφώσεων που είναι πιο σταθερές από την αρχική, αφαιρώντας δηλαδή 

δυναμική ενέργεια από το σύστημα χωρίς να προστίθεται κινητική ενέργεια. Κατά τη 

διάρκεια της ενεργειακής ελαχιστοποίησης μπορούν να εφαρμοστούν διάφοροι 

περιορισμοί και να ληφθούν τα κατάλληλα συμπεράσματα. Πάντα πρέπει να έχουμε 

κατά νου ότι οι συναρτήσεις δυναμικού είναι πολυδιάστατες και η γραφική τους 

παράσταση είναι μια υπερεπιφάνεια. Πάνω σε αυτή την υπερεπιφάνεια υπάρχουν 

πολλά σταθερά σημεία, γνωστά σαν τοπικά ελάχιστα (local minimum) και ένα σημείο 

με τη χαμηλότερη ενέργεια, γνωστό σαν ολικό ελάχιστο (global minimum).
Στο σημείο αυτό προστίθενται διακριτά (explicit) ή μη διακριτά (implicit) μόρια 

νερού ώστε να επιδιαλυτωθεί η πρωτεΐνη. Αν η αρχική δομή έχει προέλθει από 

κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ, τότε είναι πολύ πιθανό μερικά νερού να είναι ήδη 

παρόντα, αλλά δεν είναι αρκετά για την επιδιαλύτωση της πρωτεΐνης. Τα διακριτά 

μόρια νερού συνήθως παρέχονται από ένα κατάλληλο μεγάλο κουτί που έχει 
προηγουμένως έλθει σε ισορροπία. Ολόκληρο το κουτί νερού επικαλύπτει όλη την 

πρωτεΐνη και εκείνα τα μόρια νερού που σκεπάζουν την πρωτεΐνη μετακινούνται. Στο 

σημείο αυτό, γίνεται πάλι ελαχιστοποίηση της ενέργειας, η οποία επιτρέπει στα μόρια 

του νερού να επαναδιευθετηθούν στο πρωτεϊνικό μόριο.

Οι αρχικές ταχύτητες σε χαμηλή θερμοκρασία καθορίζονται για κάθε άτομο 

του συστήματος και η προσομοίωση αρχίζει. Περιοδικά, νέες ταχύτητες 

προσδιορίζονται σε μια ελαφρά υψηλότερη θερμοκρασία και η προσομοίωση 

συνεχίζεται. Αυτό επαναλαμβάνεται μέχρι να επιτευχθεί η επιθυμητή θερμοκρασία.
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Αφού επιτευχθεί η επιθυμητή θερμοκρασία, η προσομοίωση του συστήματος 

πρωτεΐνης-νερού συνεχίζεται προκειμένου να ελεγχθούν κάποιες ιδιότητες όπως η 

δομή, η πίεση, η θερμοκρασία και η ενέργεια. Αυτό το χρονικό διάστημα καλείται 
φάση εξισορρόπησης και διαρκεί τόσο, ώστε οι παραπάνω ιδιότητες να μην 
μεταβάλλονται σε σχέση με το χρόνο.

Το τελευταίο βήμα της προσομοίωσης είναι η φάση παραγωγής, που μπορεί 
να έχει χρονική διάρκεια από μερικές εκατοντάδες ps σε ns ή περισσότερο. Κατά τη 

διάρκεια της φάσης παραγωγής μπορούν επίσης να υπολογιστούν οι 
θερμοδυναμικές παράμετροι του συστήματος.

5.1 ΦΥΣΙΚΕΣ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΠΟΥ ΜΕΤΡΑ Η ΜΟΡΙΑΚΗ ΔΥΝΑΜΙΚΗ

Οι φυσικές ιδιότητες, που υπολογίζονται σε μια προσομοίωση μοριακής 

δυναμικής, είναι συνήθως συνάρτηση των ατομικών συντεταγμένων και ταχυτήτων. 
Ένα πείραμα συνήθως εκτελείται σε ένα μακροσκοπικό δείγμα που περιέχει ένα 

πολύ μεγάλο αριθμό ατόμων ή μορίων με ένα τεράστιο αριθμό διαμορφώσεων.

Για παράδειγμα, για μια γενική φυσική ιδιότητα Α, η οποία μεταβάλλεται με το 

χρόνο t,

Πειραματικές Συνθήκες

Μικροσκοτπκό Επίπεδο

A(t) = f(r1(t).....rN(t),..., vN(t)) 5.1.1
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ο μέσος όρος <Α> δίνεται αϊτό τη σχέση 5.1.2:

<a> = J - £ a(.)
1ΝΤ f t

5.1.2

όπου Ντ είναι ο συνολικός αριθμός των βημάτων της μοριακής δυναμικής. Οι πιο 

συνήθης μετρούμενες φυσικές ιδιότητες είναι οι εξής:

□ Ολική Δυναμική Ενέργεια
□ Κινηπκή Ενέργεια
α Ελεύθερη Ενέργεια Πρόσδεσης 

α Θερμοκρασία
□ Η τετραγωνική ρίζα της μέσης τιμής του τετραγώνου της απόκλισης, RMSD (Root 

Mean Square Deviation)
□ Ακτίνα Περιστροφής (radius of gyration)

To RMSD (Root Mean Square Distance or Deviation) είναι ο πιο γνωστός 

εκτιμητής δομικής ποιότητας ανάμεσα σε ισοδύναμα άτομα και υπολογίζεται μετά 

από υπέρθεση των δομών που πρόκειται να συγκριθούν.Το RMSD υπολογίζεται από |
τη σχέση 5.1.3:

5.1.3

όπου Γι™*' είναι η θέση του C“ του ατόμου i της πρωτεΐνης-εκμαγείου και nmodel είναι η 

θέση του C0 του αντίστοιχου ατόμου I της πρωτεΐνης-μοντέλου. Ν είναι ο αριθμός των 

C° ατόμων της πρωτεΐνης.

Η ακτίνα περιστροφής αποτελεί επίσης έναν δείκτη για την εκτίμηση
των δομικών διαφορών σε μια πρωτεΐνη. Ορίζεται σαν το μέσο σταθμικό βαθμωτό 

μήκος (mass weighted scalar length) για κάθε άτομο της πρωτεΐνης από το κέντρο 

μάζας του (centre of mass, COM). Η ακτίνα περιστροφής υπολογίζεται από τη σχέση
5.1.4:

5.1.4
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5.2 ΣΥΝΑΡΤΗΣΙΑΚΗ ΠΡΟΣΟΜΟΙΩΣΗ ΔΙΑΛΥΤΗ

Η αξιόπιστη μοντελοποίηση των βιολογικών μακρομορίων σε διάλυμα 

χρησιμοποιώντας τη μοριακή μηχανική απαιτεί ρεαλιστικά μοντέλα για την 

αλληλεπίδραση του διαλύτη* με το εκάστοτε μόριο'26·291. Για το σκοπό αυτό έχουν 

αναπτυχθεί τα διακριτά μοντέλα διαλύτη (explicit solvent models) και τα μη διακριτά 

μοντέλα διαλύτη (implicit solvent models).

- Διακριτά μοντέλα διαλύτη

Τα διακριτά μοντέλα διαλύτη (explicit solvent models) βασίζονται στην χρήση 

εκατοντάδων ή χιλιάδων διακριτών μορίων διαλύτη'301. Οι μέθοδοι που 

χρησιμοποιούν τα διακριτά μοντέλα διαλύτη είναι ευρέως διαδεδομένες για την 

πραγματοποίηση προσομοιώσεων σε διαλύτη'3*'331. Τέτοιοι υπολογισμοί γίνονται 
σχετικά αργά λόγω του μεγάλου αριθμού των ατόμων που συμμετέχουν. Επειδή τα 

διακριτά μοντέλα διαλύτη είναι πολύ απαιτητικά υπολογιστικά, υπάρχει σημαντικό 

ενδιαφέρον για τα λιγότερο απαιτητικά μη διακριτά μοντέλα διαλύτη'34·351.

- Μη διακριτά μοντέλα διαλύτη

Τα μη διακριτά μοντέλα διαλύτη (implicit solvent models) μεταχειρίζονται το 

διαλύτη σαν ένα συνεχές μέσο, το οποίο έχει τις μέσες ιδιότητες του πραγματικού 

διαλύτη και περιβάλλει το διαλυτοποιημένο μόριο αρχίζοντας από την επιφάνεια van 

der Waals'36"391. Διάφορα συνεχή μοντέλα έχουν περιγραφεί τα τελευταία χρόνια 

μεταξύ των οποίων το γενικευμένο μοντέλο του Bom (GB, Generalized Born)'40·441, το 

SA (surface area) μοντέλο'45,461 και ο συνδυασμός τους GB/SA'40,471.

Εικόνα 3: Προσομοίωση μοριακής δυναμικής για μια μικρή πρωτεΐνη. (Α) Απεικόνιση στο 
εσωτερικό του κουτιού προσομοίωσης, το οποίο περιλαμβάνει διακριτά (explicit) μόρια νερού. 
(Β) Απεικόνιση στο εσωτερικό του κουτιού προσομοίωσης, στο οποίο η επίδραση των μορίων 
του νερού γίνεται αισθητή στην πρωτεΐνη μέσω δυνάμεων (implicitly).
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Στην πρώτη περίπτωση το συνολικό σύστημα σποτελείται από 1229 άτομα 

για την πρωτεΐνη και 6009 άτομα για το νερό, ενώ στη δεύτερη το συνολικό σύστημα 

σποτελείται μόνο από τα 1229 άτομα της πρωτεΐνης.

5.3 Η ΕΞΙΣΩΣΗ POISSON-BOLTZMANN

Οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις παίζουν ουσιαστικό ρόλο σε όλες τις 

βιοχημικές διαδικασίες. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις μπορούν να διερευνηθούν στη 

βάση θεωρητικών μοντέλων χρησιμοποιώντας την εξίσωση Poisson-Boltzmann (ΡΒ). 
Η εξίσωση Poisson-Boltzmann (ΡΒ) χρησιμοποιείται κατά παράδοση για την εύρεση 

του ηλεκτροστατικού δυναμικού γύρω από ένα μακρομόριο148·511. Ένα κλασικό ΡΒ 

μοντέλο αγνοεί τον όγκο των ιόντων στο μέσο. Επιπλέον, η εξίσωση ΡΒ είναι έγκυρη 

για ασθενή ιοντικά διαλύματα π.χ. συγκέντρωσης <0.15 Μ. Αυτό το μοντέλο έχει 
χρησιμοποιηθεί για τον υπολογισμό των ιδιοτήτων των μορίων σε διάλυμα.

Το ΡΒ μοντέλο ερμηνεύει την μη διακριτότητα των μορίων του διαλύτη 

(solvent molecules implicitly) μέσω της διηλεκτρικής σταθερός που είναι χαμηλή μέσα 

στο μόριο και θεωρείται ότι αυξάνεται σταδιακά μακριά από το μόριο ενδιαφέροντος. 
Διαλύματα σε απλά προβλήματα με σφαιρική, κυλινδρική ή επίπεδη συμμετρία είναι 
διαθέσιμα για την γραμμική ΡΒ εξίσωση·521.

Αν ένα μόριο μπορεί να αναπαρασταθεί σαν μια κοιλότητα διαλυμένης ουσίας 

με φορτισμένα άτομα μέσα σε αυτήν, τα οποία περιβάλλονται από το διαλύτη, η 

εύρεση του ηλεκτροστατικού δυναμικού γύρω από το μόριο επιτυγχάνεται με την 

εξίσωση 5.3.1:

V (e(r)V<j>(r)) -  e ( r ) K 2( r ) s m h  φ{τ)  = - ( 4 n / k T ) p ( r )  5.3.1

όπου ε ( τ )  είναι η διηλεκτρική σταθερά, φ (Ρ ) είναι το αδιάστατο ηλεκτροστατικό 

δυναμικό (σε μονάδες kT/e , όπου k είναι η σταθερά Boltzmann, Τ η απόλυτη 

θερμοκρασία, e το μέγεθος του φορτίου του ηλεκτρονίου, p(r) η πυκνότητα του 

ελεύθερου φορτίου (σε μονάδες e) και κ 2( ΐ )  = 8πΙ/ε·(Γ^Τ (όπου l=e2c η ιονική 

ισχύς του καθαρού διαλύματος και c η συγκέντρωση του διαλύματος).
Κατά την προσπάθεια επίλυσης της ΡΒ εξίσωσης με τη χρήση αριθμητικών 

μεθόδων για συστήματα με πολύπλοκες μοριακές γεωμετρίες και κατανομές φορτίου, 
παρουσιάστηκαν πολλές προκλήσεις·55-571. Λόγω του υψηλού υπολογιστικού κόστους 

επίλυσης των εξισώσεων ΡΒ, η χρήση τους περιορίστηκε για πολλές εφαρμογές
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συμπεριλαμβανομένης και τη ς  μοριακής δυναμικής. Αναλυτικές προσεγγίσεις της 

εξίσωσης ΡΒ, όπως το συνεχές μοντέλο GB/SA έχουν ευρεία χρήση.

5.4 ΤΟ ΣΥΝΕΧΕΣ ΜΟΝΤΕΛΟ ΕΠΙΔΙΑΛΥΤΩΣΗΣ GB/S A

Η ακριβής μοντελοποίηση μορίων σε διάλυμα χρησιμοποιώντας τη μοριακή 

μηχανική αποτελεί ένα προκλητικό πρόβλημα διότι ο διαλύτης είναι ένα εκτεταμένο 

μέσο που περιλαμβάνει ένα αστρονομικό ποσό καταστάσεων χαμηλής ενέργειας. Για 

το χειρισμό ενός τέτοιου μέσου έχουν αναπτυχθεί μοριακά και συνεχή μοντέλα του 

διαλύτη. Τα μοριακά μοντέλα διαλύτη αποτελούνται από εκατοντάδες ή χιλιάδες 

διακριτά μόρια διαλύτη και είναι η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος για την 

εκτέλεση προσομοιώσεων σε υγρά περιβάλλοντα. Ωστόσο πολλές από τις ιδιότητες 

των μετάλλων έχουν αναπαραχθεί λόγω του μεγάλου αριθμού των στοιχείων που 

μετέχουν και των καταστάσεων που εμπλέκονται. Στην πραγματικότητα οι μοριακοί 
υπολογισμοί απαιτούν περισσότερο CPU χρόνο. Λόγω του ότι τα μοριακά μοντέλα 

διαλύτη είναι τόσο απαιτητικά υπολογιστικά, αναπτύχθηκαν τα περισσότερο γρήγορα 

συνεχή μοντέλα επιδιαλύτωσης.
Τα συνεχή μοντέλα επιδιαλύτωσης χειρίζονται το διαλύτη σαν ένα συνεχές 

μέσο που έχει τις μέσες ιδιότητες του πραγματικού διαλύτη και περιβάλλει την 

διαλυμένη ουσία αρχίζοντας στην van der Waals επιφάνειά της ή κοντά σε αυτήν. 
Τέτοια μοντέλα παρέχουν τις επιδράσεις της διαλυτοποίησης με σχετικά μικρή 

υπολογιστική προσπάθεια, αφενός διότι οι ιδιότητες ενός αναλυτικού συνεχούς 

διαλύτη συγκλίνουν με τη φύση αφετέρου διότι το μοντέλο δεν περιλαμβάνει άλλα 

άτομα εκτός από εκείνα της διαλυμένης ουσίας. Πολλά συνεχή μοντέλα 

επιδιαλύτωσης έχουν περιγραφεί. Αναπτύχθηκαν κατάλληλες μέθοδοι ώστε να 

υπολογισθούν η συνολική ελεύθερη ενέργεια επιδιαλύτωσης (Gsolv), η ελεύθερη 

ενέργεια των ηλεκτροστατικών επιδράσεων μεταξύ της διαλυμένης ουσίας και του 

διαλύτη (Gpol), η ελεύθερη ενέργεια σχηματισμού μιας κοιλότητας στο συνεχές του 

διαλύτη (Gcav) και ο όρος αλληλεπίδρασης van der Waals (Gvdw) μεταξύ της 

διαλυμένης ουσίας και του διαλύτη. Εξαιτίας των αδυναμιών που εμφάνισαν τα 

συνεχή μοντέλα επιδιαλύτωσης δημιουργήθηκε το συνεχές μοντέλο επιδιαλύτωσης 

GB/SA (Generalized Bom/Surface Area)140,471.
Στο συνεχές μοντέλο επιδιαλύτωσης GB/SA, η συνολική ελεύθερη ενέργεια 

επιδιαλύτωσης εκφράζεται από το άθροισμα τριών ενεργειακών όρων ως εξής:

G ,oh =  G cav +  G vdW +  G pol 5.4.1
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Επειδή οι κορεσμένοι υδρογονάνθρακες και τα μη πολικά μόρια έχουν Gpol* ο 

και η Gsolv στο νερό είναι γραμμική εξάρτηση της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη 

στο διαλύτη (Solvent-Accessible Surface Area), το μοντέλο GB/SA υπολογίζει το 

άθροισμα Gcav + Gvdw, εκτιμώντας έτσι την επιφάνεια που είναι εκτεθειμένη στο 

διαλύτη, ως εξής:

A S P ( k ) A S A ( k )  5.4.2
*.ι

όπου ASA(k) είναι η συνολική επιφάνεια που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη για όλα τα 

άτομα του τύπου k και ASP(k) (σκ) είναι μια εμπειρικά προσδιοριζόμενη παράμετρος 

επιδιαλύτωσης. Για υδρόφοβα άτομα και με επιφάνεια περίπου 1.4 Α έξω από την 

van der Waals επιφάνεια , το σ* (ASP(k)) έχει τιμή ~0.01Kcal/mol Α2. Ο όρος Gpol 
προκύπτει από την πόλωση του συνεχούς του διαλύτη λόγω της κατανομής του 

φορτίου της διαλυμένης ουσίας.
Για τον υπολογισμό του Gpol (Kcal/mol) η γενικευμένη εξίσωση του Born 

τροποποιήθηκε ώστε να μπορούν να μελετηθούν και διαλυμένες ουσίες ακανόνιστου 

σχήματος ως εξής:

G ρ°> ~
Μ

ή  + a 2,j expl
• ο

5.4.3

όπου 0| = (ασ,)05, D, = t2i / (2α()2, r, η απόσταση μεταξύ των ατόμων ΐ και j με φορτία 

qi και qj αντίστοιχα, ε η διηλεκτρική σταθερά του διαλύτη και αι η ακτίνα του Born για 

το άτομο ϊ. Αν και η εξίσωση αυτή φαίνεται απλή, ωστόσο απαιτεί μια ακτίνα του Born 

(α) για κάθε άτομο διαλυμένης ουσίας έχοντας ένα ατομικό φορτίο ή μερικό φορτίο.
Για μια απλή σφαιρική διαλυμένη ουσία με ένα φορτίο τοποθετημένο στο 

κέντρο του (π.χ. το μοντέλο ενός μεταλλικού ιόντος), η ακτίνα α μπορεί απλά να 

θεωρηθεί σαν την van der Waals ακτίνα της διαλυμένης ουσίας. Γ ια πιο πολύπλοκες 

σχημαπκά ουσίες, η ακτίνα του Bom για το άτομο ί (α() εξαρτάται από τις θέσεις και 
τους όγκους των άλλων ατόμων της ουσίας επειδή επιδεικνύουν την διηλεκτρική 

σταθερά του μέσου. Η ακτίνα του Bom ενός φορτισμένου στοιχείου στην 

πραγματικότητα δεν είναι τόσο μια ακτίνα καθώς είναι ένα είδος μέσης απόστασης 

από το ατομικό φορτίο στην περιοδικότητα του διηλεκτρικού μέσου. Για συγκεκριμένα 

απλά συστήματα η τιμή του α είναι προφανής. Γ ια παράδειγμα, η α για ένα άτομο στο
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κέντρο ενός σφαιρικού μακρομορίου θα ήταν η ακτίνα του μακρομορίου, ενώ είναι 
πολύ πολύπλοκο να εκτιμηθεί για συστήματα που περιλαμβάνουν ακανόνιστα 

σχήματα.

6. Η ΜΕΘΟΔΟΣ LIE ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΤΗΣ ΕΛΕΥΘΕΡΗΣ ΕΝΕΡΓΕΙΑΣ 

ΠΡΟΣΔΕΣΗΣ ΑΠΟ MD ΠΡΟΣΟΜΟΙΩΣΕΙΣ

Μια από τις κύριες προκλήσεις στον υπολογιστικό σχεδιασμό υποκαταστατών 

είναι ο υπολογισμός της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης του συμπλόκου υποδοχέα- 
υποκαταστάτη. Πολλές υπολογιστικές προσεγγίσεις έχουν αναπτυχθεί, όπως η 

μοριακή μηχανική (ΜΜ), οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής (MD), και οι Monte 

Carlo (MC) υπολογισμοί. To 1998 οι Merelius και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν την 

μέθοδο LIE (Linear Interaction Energy) για την πρόβλεψη της ελεύθερης ενέργειας 

πρόσδεσης ενός συμπλόκου υποδοχέα-υποκαταστάτη, η οποία βασίζεται κυρίως σε 
MD προσομοιώσεις158,591.

Η ιδέα ήταν να θεωρηθεί η απόλυτη ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης ενός 

υποκαταστάτη (ligand, I) σαν την αλλαγή στην ελεύθερη ενέργεια όταν ο 

υποκαταστάτης μεταφέρεται από την ελεύθερη κατάσταση, στην οποία βρίσκεται, 
στην συμπλεγμένη κατάσταση, δηλαδή,

AGbind = ^ G pso,( l ) -AGwso,(l) 6.1

όπου οι εκθέτες ρ και w υποδηλώνουν την πρωτεΐνη (υποδοχέα) και το νερό 

(διαλύτη) αντίστοιχα. Η ενέργεια επιδιαλύτωσης ενός υποκαταστάτη σε ένα 

περιβάλλον, ΔΟ'5οι(Ι), αντικατοπτρίζει τη διαδικασία μεταφοράς του μορίου από την 

αέρια φάση στο περιβάλλον αυτό. Αυτή η διαδικασία μπορεί να θεωρηθεί ότι 
αποτελείται από δύο ξεχωριστά βήματα: (α) τη δημιουργία της μοριακής van der 
Waals κοιλότητας στο συγκεκριμένο περιβάλλον και (β) τη διέγερση των 

ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στο μόριο και τα περιβάλλοντα μόρια 

(πρωτεΐνη-υποδοχέας, διαλύτης, ιόντα κ.λ.π.).
Η μέθοδος LIE συνυπολογίζοντας το ηλεκτροστατικό μέρος της ελεύθερης 

ενέργειας πρόσδεσης καθώς και τις μη πολικές συνεισφορές κατά την πρόσδεση, 
όπως για παράδειγμα τις υδρόφοβες και τις van der Waals αλληλεπιδράσεις, εκτιμά 

ότι η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης ακολουθεί τη γενική σχέση 6.2:
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& G „ = a A { V '* , - .  ) + βΑ{ν“,-, ) + r 6.2

όπου < > δηλώνει τους μέσους όρους των van der Waals (vdw) και των 

ηλεκτροστατικών (el) αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στον υποκαταστάτη και τον 

υποδοχέα (l-s), όπως προέκυψαν από MD προσομοιώσεις ή Monte Carlo 

υπολογισμούς. Το Δ στην εξίσωση 6.2 δηλώνει τη διάφορά των μέσων όρων του 

δυναμικού van der Waals και του ηλεκτροστατικού δυναμικού του υποκαταστάτη 

όταν αυτός βρίσκεται στην ελεύθερη και στη δεσμευμένη κατάσταση δηλαδή,

= a ((v vdwi-,bound > -<  V*dwi-M fr e e } )  + fi{{vdι-, bound > -<  Ve'i-S f r e e } )  + γ

Τα α και β στην παραπάνω εξίσωση είναι συντελεστές για την συνεισφορά των μη 

πολικών και πολικών αλληλεπιδράσεων στην ενέργεια πρόσδεσης και το γ είναι μια 

επιπλέον σταθερά. Πειραματικές μελέτες οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι οι τιμές για 

πς παραμέτρους α, β και γ είναι περίπου σταθερές και ίσες με 0.16, 0.5 και 0 για ένα 

μεγάλο αριθμό συ μπλόκων1601.
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KEiAAAIO V II 

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ



ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ

Η κυπαρική ανοσολογική απόκριση που γίνεται από τα Τ κύτταρα ξεκινάει με 
τη δέσμευση αντιγονικών θραυσμάτων από τους αντιγονικούς υποδοχείς των Τ 

κυττάρων (TCR). Τα Τ κύτταρα αναγνωρίζουν το αντιγόνο μόνο όταν αυτό 

παρουσιαστεί στην επιφάνεια των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (APCs) σε 
σύμπλεξη με τις πρωτεΐνες του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC). Τα 

Τ κύτταρα διαδραματίζουν ένα σημαντικό ρόλο σε ειδικές ανοσολογικές αποκρίσεις 

κατά ασθενειών, όπως οι μολυσματικές ασθένειες, ο καρκίνος, οι αλλεργίες και τα 

αυτοάνοσα νοσήματα. Ο προσδιορισμός των Τ κυτταρικών επιτόπων για πρωτεΐνες 

του MHC τάξης II αποτελεί ένα σημαντικό βήμα για τον σχεδίασμά εμβολίων και την 

ανάπτυξη Τ κυτταρικών αναστολέων ως ανοσοθεραπευτικών σε αυτοάνοσες 

παθήσεις.
Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν ο ακριβής προσδιορισμός των Τ 

κυτταρικών επιτόπων του La/SSB αυτοαντιγόνου, που είναι ο κύριος στόχος της 

ανοσολογικής απόκρισης σε ασθενείς με Σύνδρομο Sjogren’s (SS) και με 
Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο (SLE), σε σχέση με τα μόρια τάξης II DQ2 (HLA- 

- DQA1*0501/DQB1 *0201) και DQ7 (HLA-DQA1*0501/DQB1*0201), με υπολογιστικές 

μεθόδους.

Για την επίτευξη του στόχου αυτού χρησιμοποιήθηκε ένας συνδυασμός 

υπολογιστικών μεθόδων, ο οποίος περιλάμβανει:

> Χρήση της τεχνικής της ομόλογης μοντελοποίησης προκειμένου να 

μοντελοποιηθούν τα μόρια DQ2 και DQ7 δεδομένου ότι δεν έχει επιλυθεί 
πειραματικά η δομή τους μέχρι τώρα. Για την μοντελοποίηση των DQ2 και DQ7 

μορίων χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο η κρυσταλλικά προσδιορισμένη δομή του 

μορίου DQ8.

> Εφαρμογή τριών διαφορετικών υπολογιστικών μεθόδων για τον προσδιορισμό 

των Τ κυτταρικών επιτόπων του La/SSB αυτοαντιγόνου. Οι μέθοδοι αυτοί 
βασίζονται σε ένα γενικό μοτίβο αλληλουχίας, κοινό για Τ επιτόπους (Taylor 
προσέγγιση), στις πολλαπλές ποσοτικές μήτρες (ΤΕΡΙΤΟΡΕ πρόγραμμα) και στα 

τεχνητά νευρωνικά δίκτυα (MULTIPERD πρόγραμμα).
> Δομικός έλεγχος των συμπλοκών 002-επίτοπος και 007-επίτοπος με το 

υπολογιστικά προγράμματα ΤΕΡΙΤΟΡΕ και MHCPred.
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ



ΚΕΦΑΛΑΙΟ V m

______ ΟΜΟΛΟΓΗ ΜΟΝΤΕΛΟΤΤΟΙΗΣΗ ΤΩΝ
DQ2 ΚΑΙ DQ7 ΜΕ ΒΑΣΗ TO DQ8



1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Τα MHC μόρια είναι πεπτιδικοί υποδοχείς. Η λειτουργία τους είναι να 

συλλέγουν αντιγονικά πεπτίδια μέσα από το κύτταρο και να τα μεταφέρουν στην 

επιφάνεια του κυττάρου, όπου το σύμπλοκο MHC-πεπτιδίου αναγνωρίζεται από 

υποδοχείς των Τ λεμφοκυττάρων και αρχίζει η ανοσολογική απόκριση. Η πιο 

δημιουργική προσέγγιση για να κερδίσουμε πληροφορίες για την δομή και τη 

λειτουργία των MHC μορίων, τα οποία έχουν δεσμεύσει ή όχι κάποιο πεπτίδιο, είναι η 

κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ. Βιβλιογραφικές μελέτες δείχνουν ότι σε αυτοάνοσα 

νοσήματα όπως ο Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος (SLE) και το σύνδρομο 

Sjogren’s (SS), η ανοσολογική απόκριση σχετίζεται με MHC μόρια τάξης II και 
στρέφεται κυρίους εναντίον του αυτοαντιγόνου La-SS/B. Πιο συγκεκριμένα στη 

διαδικασία αυτή συμμετέχουν τα μόρια DQ2 (HLA-DQA1*501/DQB1*201) και DQ7 

(HLA-DQA1 ‘501/DQB1 *301).
Η δομή του μορίου DQ7 είχε προβλεφθεί στο παρελθόν από τον Ρούτσια και 

τους συνεργάτες του χρησιμοποιώντας ως πρότυπο μοντέλο το κρυσταλλογραφικά 

προσδιορισμένο HLA-DR μόριο. Πρόσφατα ο Lee και οι συνεργάτες του κατάφεραν 

με τη χρησιμοποίηση της κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ να προσδιορίσουν την 

τρισδιάστατη δομή του μορίου HLA-DQ8 (PDB code: 1JK8), που ήταν

συμπλοκοποΐημένο με ένα ανοσοεπικρατές πεπτίδιο της ινσουλίνης Β. Το μόριο αυτό 

παρουσιάζει 96% και 91% ομολογία για την β-αλυσίδα των μορίων DQ7 (DQB1*301) 
και DQ2 (DQB1 *201) αντίστοιχα και 90% για την α-αλυσίδα (DQA1*501) που είναι 
ίδια και στα δυο μόρια και αποτελεί το ιδανικότερο μόριο-μήτρα για την πρόβλεψη της 

δομής των μορίων DQ2 και DQ7 με τη χρήση της τεχνικής της ομόλογης (ή 

συγκριτικής) μοντελοποίησης.

2. ΕΥΡΕΣΗ ΤΗΣ ΟΜΟΛΟΓΙΑΣ ΤΩΝ ΜΟΡΙΩΝ HLA-DQ2 ΚΑΙ DQ7

Η διαδικασία εύρεσης της ομολογίας των μορίων DQ2 και DQ7 με άλλα, κατά 

προτίμηση HLA-DQ, μόρια των οποίων η δομή έχει επιλυθεί με κρυσταλλογραφία 

ακτίνων-Χ (ή με NMR φασματοσκοπία), περιέλαβε αρχικά την εισαγωγή στη βάση 

δεδομένων NCBI (National Centre for Biotechnology Information) 
(www.ncbi.nlm.nih.QOvi και στη συνέχεια την επιλογή του εργαλείου ανάλυσης 

δεδομένων BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Επιλέχθηκε το Protein- 
Protein BLAST (BLASTp), από τους διάφορους τύπους του BLAST ως το πιο 

κατάλληλο, προκειμένου να βρεθεί ποιες δομές μορίων εμφανίζουν την μεγαλύτερη
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ομολογία στην πρωτοταγή τους δομή με τα DQ2 και DQ7 μόρια και έχουν καταγραφεί 
στην PDB βάση δεδομένων για πρωτεΐνες. Κατά την πρόβλεψη το πρόγραμμα 

λαμβάνει υπόψη αλληλουχίες που προέρχονται από όλα τα είδη οργανισμών και 
περιέχονται στην PDB βάση, δεδομένων και χρησιμοποιεί την μήτρα BLOSUM62 για 

την εκτίμηση της ποιότητας της ομολογίας μεταξύ ενός ζεύγους πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών. Εν συνεχεία, εισάγονται διαδοχικά οι αλληλουχίες των αλυσίδων α και 
β για τα μόρια DQ2 και DQ7 και γίνεται αυτόματα η πρόβλεψη.

Ο αριθμός των αλληλουχιών που παρουσίασαν ομολογία ως προς την 

πρωτοταγή δομή της α-αλυσίδας του DQ2, ή/και του DQ7, ήταν αρκετά μεγάλος και 
δεν είναι σκόπιμο να παρουσιαστεί εδώ. Η αλληλουχία που εμφάνισε την υψηλότερη 

ομολογία προήλθε από την κρυσταλλική δομή του συμπλόκου μεταξύ του 

ανθρώπινου HLA-DQ8 με ένα πεπτίδιο της ινσουλίνης Β.

α-c h a in  DQ7 VADHVASYGVNLYQ SYGPS GQYTHBFDGDBQFYVDLGRKBTVUCLPBLRQFRGFDPQFAL 63 
« -c h a in  DQZ VADHVASYGVNLYQSYGPS GQYTHBFD GD BQF YVDLGFKBT VWClΡ E L RQ FRGFD P QFAL 63 
« -c h a in  DQ8 VADHVAS YGVNLYQ SYGPS GQYSHBFD GD B EFYVD L B RKHTVWQL PLFRRFRRFDPQFAL 60

« -c h a in  DQ7 TNIAVLKHNLNSLIKRSNSTAATNBVPIVTVFSKSPVTLGQPNTLICLVDNXFPPWNIT 1Z3 
« -c h a in  DQZ TNXAVLKHNLNSLIKRSNS TAATNEVP B VTVF SKS PVTLGQ PNTLI CL VDNIF P P WNIT 1Z3 
« -c h a in  DQ8 TNIAVLKHNLNIVIKRSNS TAATNEVP B VT VFSKS P VTL GQ PNTL IC L VDNI FPP WNIT 120

« -c h a in  DQ7 WLTNGHSVTEGVSBTTFLSKSDHSFFKISYLTLLPSAEESYDCKVEHUGLDKPLLKHWBP 183 
« -c h a in  DQZ WLTNGHSVTBGVSRTTFLSKSDHSFFKISYLTLLPSABKSYDCKVHHNGLDKPLLKH»BP 183 
« -c h a in  DQ8 WLSNGHSVTBCVSBTSFLSKSDHSFFKISYLTFLPSDDBIYDCKVBHNCLDEPLLKHUBP 180

α-c h a in  DQ7 B 184 
a -c h a in  X>QZ B 184 
ct-chain  DQ8 B 181

Εικόνα 1: Σύγκριση της α-αλυσίδας των μορίων DQ2 και DQ7 (ίδιες αμινοξικές αλληλουχίες) 
με την α-αλυσίδα του DQ8. Οι αμινοξικές αλληλουχίες έχουν μήκος 181 κατάλοιπα και η 
ακριβής ομοιότητα μεταξύ τους είναι 90% (164/181 όμοια κατάλοιπα), ενώ η κατά σύμβαση 
ομοιότητα είναι 95% (172/181 κατάλοιπα με παρόμοιες ιδιότητες για παράδειγμα Glu/Asp, 
Leu/Val κ.λ,π.).

β -c h a in  DQ2 SPBDFVYQFKGHCYFTNGTBRVRLV5RSIYNRBBIVRFDSDVGBFRAVTLLCLPAABYUN 62 
β -c h a in  DQ8 SΡBDFVYQFKGHCYFTNGTΒRVRLVTRYIYNRBΒYARFDSDVGVYRAVTΡLGPΡλΑΒΥΝΝ 60

β-c h a in  DQZ SQKDILBRKRAAVDRVCRHNYQLBLRTTLQRRVBPTVTISPSRTBALNHKNLLVCSVTDF 122 
β-c h a in  DQ8 SQKBVLBRTRABLDTVCRHNYQLELRTTLQRRVEPTVTISPSRTBALNNHNLLVCSVTDF 120

β -c h a in  DQ2 YPAQIKVRWFRNDQBBTAGWSTPLIRNGDWTFQILVMLEHTPQRGDVYTCHVBHPSLQS 182 
β -c h a in  DQ8 YPAQIKVRMFRNDQEETTGWSTPLIRNGDWTFQILVHLEHTPQRGDVYTCHVBHPSLQN 180

β - c h a in  D02 PITVBWRAQS 192 
β-c h a in  DQ8 PIIVEWRAQS 190

Εικόνα 2: Σύγκριση της β-αλυσίδας του μορίου DQ2 με τη β-αλυσ(δα του DQ8. Οι αμινοξικές 
αλληλουχίες έχουν μήκος 190 κατάλοιπα και η ακριβής ομοιότητα μεταξύ τους είναι 91% 
(173/190 όμοια κατάλοιπα), ενώ η κατά σύμβαση ομοιότητα είναι επίσης 94% (179/190 
κατάλοιπα με παρόμοιες ιδιότητες για παράδειγμα Glu/Asp, Leu/Val κ.λ.π.).
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8 -c h a in  DQ7 SPHDFVVQFKAMCYFTNGTKRVRYVTRYIYNREKYARFDSDVEVYRAVTPLGPPBAEYUN 62 
β -ch a in  DQ8 SPKDFVYQFKGMCYPTNGTBRVRLVTRYIYNRHEYARFDSDVGVYRAVTPLGPPAAEYUN 60

β-c h a in  DQ7 SQKEVLBRTRA8I.DTVCRHNYQLHLRTTLQRRVEPTVTISPSRTKAI.NHHNLLVCSVTDP 122 
p-C hain  DQ8 SQKBVLHRTRABLDTVCKHNYQLBLRTTLQRRVEPTVTISPSRTEALNHHNLLVCSVTDF 120

P -ch a in  DQ7 YPACUKVRWFRNDQBBTTGWSTPLIPNGDOTFQILVHLEMTPQHGDVYTCHVEHPSLQN 182 
P-C hain DQ8 YPAQIKVRWFRND Q E E TTGWST P LI RNGDUT F QILVMLBHTPQRGDVYTCHVEHPSLQN 180

p -c h a in  007 PITVBITRAQS 192 
p -c h a in  DQ8 PIIVEURAQS 190

Εικόνα 3: Σύγκριση της β-αλυσίδας του μορίου DQ7 με τη β-αλυσίδα του DQ8. Οι αμινοξικές 
αλληλουχίες έχουν μήκος 190 κατάλοιπα και η ακριβής ομοιότητα μεταξύ τους είναι 96% 
(184/190 όμοια κατάλοιπα), ενώ η κατά σύμβαση ομοιότητα είναι επίσης 96% (184/190 
κατάλοιπα με παρόμοιες ιδιότητες για παράδειγμα Glu/Asp, Leu/Val κ.λ.π.).

3. ΟΜΟΛΟΓΗ ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ DQ2 ΚΑΙ DQ7 ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΗΝ

ΚΡΥΣΤΑΛΛΙΚΗ ΔΟΜΗ TOY DQ8

Η ομόλογη μοντελοποίηση των μορίων DQ2 και DQ7, χρησιμοποιώντας ως 

δομή-εκμαγείο την δομή του DQ8, έγινε με τη χρήση του προγράμματος Swiss-Pdb 

Viewer. Για τα μόρια DQ2 και DQ7, οι αλυσίδες α και β μοντελοποιήθηκαν με βάση 

τις αντίστοιχες αλυσίδες α και β του DQ8 ξεχωριστά και ενώθηκαν οι δυο επιμέρους 

δομές ώστε να σχηματιστούν ολόκληρα τα μόρια. Στη συνέχεια τα μόρια αυτά 

ελαχιστοποιήθηκαν ενεργειακά και προέκυψαν τα τελικά μοντέλα DQ2 και DQ7.
Η ελαχιστοποίηση της ενέργειας έγινε με σκοπό την ομαλή μετάβαση του 

μορίου από μια δυναμική κατάσταση στην επόμενη, ενώ οι αρχικές συντεταγμένες 

των μορίων DQ2 και DQ7 προέκυψαν από την κρυσταλλική δομή του μορίου- 
εκμαγείου DQ8. Χρησιμοποιήθηκε η συνάρτηση δυναμικής ενέργειας CHARMM27, 
το συνεχές μοντέλο επιδιαλύτωσης GB/SA και η διηλεκτρική σταθερά καθορίστηκε 

Ιση με 1.0. Η διηλεκτρική σταθερά χρησιμοποιήθηκε για την προσομοίωση του 

υδατικού περιβάλλοντος, εξαρτάται από την συνάρτηση δυναμικής ενέργειας, και 
συνήθως τίθεται Ιση με τη μονάδα. Τα κατώτερα όρια (cut-offs) για τις 

ηλεκτροστατικές (charged-charged) και τις van der Waals αλληλεπιδράσεις 

ορίστηκαν στα 15.0 και 12.0 Α.

Η διαδικασία της ελαχιστοποίησης έγινε με τον αλγόριθμο ελαχιστοποίησης L- 
BFGS. Η RMS βαθμίδωση ήταν μικρότερη από 0.01 Kcal.morVA'1 για όλες τις 

ελαχιστοποιημένες δομές και ολοκληρώθηκε μετά από 10.000 βήματα.
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Η διαδικασία ομόλογης μοντελοποίησης έγινε σε Silicon Graphics (INDIG02) 
και οι ελαχιστοποιήσεις ενέργειας των μοντέλων με το πρόγραμμα TINKER σε 
υπολογιστή με Linux λειτουργικό (Mandrake 10.0) με διπλό επεξεργαστή.

**

A Β

Εικόνα 4: Υπέρθεση των δομών DQ7/DQ8 (Α) και DQ2/DQ8 (Β), όπως προέκυψαν μετά την 
ομόλογη μοντελοποίηση. Οι αλυσίδες α και β του μορίου DQ8 φαίνονται με κόκκινο και μωβ 
χρώμα αντίστοιχα, ενώ οι αλυσίδες α και β των μορίων DQ2 και DQ7 φαίνονται με μπλε και 
πράσινο. Οι δομικές διαφορές εντοπίζονται στα σημεία διαφορετικού χρώματος. Οι εικόνες 
σχεδιάστηκαν με το πρόγραμμα Swiss-Pdb Viewer.
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Εικόνα 5: (Α) Σχηματική απεικόνιση του μοντελοποιημένου μορίου HLA-DQ7. Διακρίνονται οι 
α1. α2, β1 και β2 αλυσίδες του μορίου. Οι α μ ινο-τελικές α1 και β1 περιοχές κάθε αλυσίδας 
σχηματίζουν το άνοιγμα πρόσδεσης αντιγονικών πεπτιδίων. (Β) Άλλη άποψη του μορίου 
HLA-DQ7, στην οποία διακρίνεται εμφανώς η αύλακα πρόσδεσης πεπτιδίου. Οι εικόνες 

σχεδιάστηκαν με το PyMol.
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4. ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΤΩΝ ΜΟΝΤΕΛΩΝ DQ2 ΚΑΙ DQ7 ME TO DQ8

Η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου DQ8 με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β 

απεκάλυψε ότι το πεπτίδιο τρς ινσουλίνης Β προσδένεται στο DQ8 μόριο κυρίως στις 

θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 με τα αμινοξέα Ε, Υ και Ε αντίστοιχα, ενώ τα αμινοξέα στα άκρα 

του πεπτιδίου εκτείνονται έξω από την αύλακα πρόσδεσης του DQ8 (Εικ.δΑ). Οι ίδιοι 
δεσμοί παρατηρήθηκαν ανάμεσα στην κύρια αλυσίδα του πεπτιδίου και στα 

διατηρημένα αμινοξικά κατάλοιπα σε διάφορα είδη HLA II μορίων και ομόλογων 

μοντέλων (DR και DQ) (Εικ.6Β).

A

Εικόνα 6: (Α) Απεικόνιση της αύλακας πρόσδεσης του DQ8 με προσδεδεμένο το πεπτίδιο 
της ινσουλίνης Β. Οι παράπλευρες αλυσίδες των καταλοίπων στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1 (Ε), 
Ρ4 (Υ) και Ρ9 (Ε) βρίσκονται βαθιά τοποθετημένες στις αντίστοιχες τσέπες. (Β) Δεσμοί 
υδρογόνου στην Ρ9 τσέπη για τα μόρια DQ8, DR1 και Ι-Α®7. Οι δεσμοί δημιουργούνται 
ανάμεσα στη παράπλευρη αλυσίδα του αμινοξικού καταλοίπου του πεπτιδίου στη θέση αυτή 
και στα διατηρημένα αμινοξικά κατάλοιπα των μορίων HLA II που σχηματίζουν την τσέπη 

πρόσδεσης.
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Η Ρ1 τσέπη στο DQ8 μόριο σχηματίζεται από δύο θετικά φορτισμένα 

αμινοξέα, His240 και Arg520, και από δύο αρνητικά φορτισμένα αμινοξέα, Glu31a και 
Glueep. Το καρβοξύλιο της παράπλευρης αλυσίδας του γλουταμινικού οξέος (Ε) του 

πεπτιδίου της ινσουλίνης Β σχηματίζει δεσμούς-Η με την γουανιδινομάδα της Arg52a, 
μέσω ενός μορίου νερού, και με το ιμιδαζόλιο της His24a. Στο μόριο DQ7 η Ρ1 τσέπη 

σχηματίζεται με αντικατάσταση της Arg52a από την GlySSa και αντικατάσταση του 

Glus,a από την Gin330 ενώ τα υπόλοιπα αμινοξικά κατάλοιπα είναι ίδια (Εικ.7).

ι
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Εικόνα 7: Απεικόνιση των αμινοξικών καταλοίπων που σχηματίζουν την τσέπη Ρ1 στο μόριο 
DQ7. Η Ρ1 τσέπη γεμίζει με την παράπλευρη αλυσίδα του γλουταμικού οξέος του πεπτιδίου 
της ινσουλίνης Β (πράσινο χρώμα).

Η πιο βαθιά τσέπη στο DQ8 μόριο, η Ρ4 (100 Α3), γεμίζεται πλήρως με την 

παράπλευρη αλυσίδα της τυροσίνης (Υ) του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β. Η Ρ4 

τυροσίνη αλληλεπιδρά με το διατηρημένο δισουλφιδικό δεσμό Cys7ep-Cys15p. Στο 

μόριο DQ7 η Ρ4 τσέπη είναι μικρότερη από εκείνη στο μόριο DQ8 λόγω της
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υποκατάστασης της Leu26p στο DQ8 με Tyr28* στο DQ7, υποδηλώνοντας ότι αμινοξέα 

με μικρή σχετικά παράπλευρη αλυσίδα μπορεί να χωρέσουν στη τσέπη αυτή (Εικ.8).

Εικόνα 8: Απεικόνιση των αμινοξικών καταλοίπων που σχηματίζουν την τσέπη Ρ4 στο μόριο 
DQ7 (κόκκινα χρώμα). Η Ρ4 τσέπη γεμίζει με την παράπλευρη αλυσίδα της τυροσίνης του 
πεπτιδίου της ινσουλίνης Β (πράσινο χρώμα).

Στο σύμπλοκο ϋΟδ-πεπτιδίου παρατηρήθηκε ότι στην Ρ9 τσέπη το 

καρβοξύλιο της παράπλευρης αλυσίδας του γλουταμινικού οξέος (Ε) του πεπτιδίου 

της ινσουλίνης Β σχηματίζει δεσμούς-Η με την Arg760 του DQ8 ενώ στο σχηματισμό 

της τσέπης συμβάλουν τα αμινοξέα Ala57p, Pro58p και Pro55p. Στο μόριο DQ7 η Ρ9 

τσέπη σχηματίζεται με αντικατάσταση της Ala57p από την Asp57p, ενώ τα υπόλοιπα 
αμινοξικά κατάλοιπα είναι ίδια (Εικ.9).
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Εικόνα 9: Απεικόνιση των αμινοξικών καταλοίπων που σχηματίζουν την τσέπη Ρ9 στο μόριο 
DQ7 (κόκκινα χρώμα). Η Ρ4 τσέπη γεμίζει με την παράπλευρη αλυσίδα του γλουταμικού 
οξέος του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β (πράσινο χρώμα).

Στο μόριο DQ2 η τσέπη Ρ1 σχηματίζεται με αντικατάσταση του Glu310 από 

Gin310 και αντικατάσταση του Glu86p από Thr868. Τα αμινοξέα που συμμετέχουν στο 

σχηματισμό της τσέπης Ρ4 είναι ακριβώς τα ίδια με εκείνα στο μόριο DQ8, ενώ η 

τσέπη Ρ9 σχηματίζεται με αντικατάσταση της Ρτο55β από Leu55p (Πίνακας I). 
Χαρακτηριστικός είναι ο διατηρημένος δισουλφιδικός δεσμός μεταξύ των κυστεϊνών 

(2.03 Α).

ΠΙΝΑΚΑΣ I: Τα αμινοξικά κατάλοιπα που σχηματίζουν τις τσέπες πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 
για τα μόρια DQ8, DQ2 και DQ7.

OQ Ρ1 P4 P9
DQ8 His',d GluJ,d Arg“ ° Glu"* Cys'”p Cys,3p Leu'3’’ Arg'”  Ala3'8 Pro^8 Pro33p
DQ7 His"° Glnjja Gly” ° Glu"1* Cys'"’1 Cys,3p Tyr"p Arg,bil Asp8'1* ΡτοΜψ Pro33p

DQ2 His''”  GlnJ1° Arg3"  Thr"01* -Cys7Bp̂ ys15pTeiii2Bp Arg™1 Leu’3" Pro'**’ Alas‘,,,—
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Εικόνα 10: Απεικόνιση της επιφάνειας των μοντελοποιημένων μορίων HLA-DQ2 (Α) και HLA- 
DQ7 (Β) στην περιοχή της αύλακας πρόσδεσης με βάση το σχετικό δυναμικό επιφάνειας της 

π ρω τεΐνης  (relative protein surface potential). Διακρίνονται οι Ρ1, Ρ4 και Ρ9 τσέπες των 

μορίων. Οι εικόνες σχεδιάστηκαν με το πρόγραμμα PyMol.

5. Ο ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΜΟΝΤΕΛΩΝ

Τα μοντελοττοιημένα μόρια DQ2 και DQ7 ελέχθησσν για την στερεοχημική 

τους ποιότητα με το πρόγραμμα PROCHECK. Ο σκοπός του PROCHECK είναι να 

εκτιμήσει πόσο φυσιολογική ή μη είναι η γεωμετρία των αμινοξικών καταλοίπων, σε 

μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη συγκρινόμενη με τις στερεοχημικές παραμέτρους, που 

προέρχονται από καλά προσδιοριζόμενες δομές υψηλής διακριτικής ικανότητας. Οι 

μη φυσιολογικές περιοχές που παρουσιάζονται στο PROCHECK δεν είναι 

απαραίτητα λανθασμένες αλλά μπορεί να έχουν ασυνήθιστα χαρακτηριστικά για τα
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οποία υπάρχει λογική εξήγηση (π.χ. αποκλίσεις λόγω της πρόσδεσης ενός 

υποκαταστάτη στο ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης) [Morris ,1992], Τα διαγράμματα που 

περιλαμβάνει το PROCHECK είναι τα εξής:

1. Ramachandran διαγράμματα
2. Ramachandran διαγράμματα με βάση τον τύπο του καταλοίπου

3. Διαγράμματα xr x2 (chi,-chi2)
4. Διαγράμματα με παραμέτρους για την κύρια αλυσίδα (Main-chain parameters)
5. Διαγράμματα με παραμέτρους για την παράπλευρη αλυσίδα (Side-chain 

parameters)
6. Διαγράμματα για τις ιδιότητες των καταλοίπων (Residue properties)
7. Διαγράμματα κατανομής για το μηκός δεσμού καταλοίπων στην κύρια 

αλυσίδα (Main-chain bond length distributions)
8. Διαγράμματα κατανομής για το μέτρο γωνιών καταλοίπων στην κύρια αλυσίδα 

(Main-chain bond angle distributions)

9. RMSD διαγράμματα από την επιπεδότητα
10. Διαγράμματα γεωμετρίας (Distorted geometry)

Τα διαγράμματα Ramachandran δείχνουν τις φ και ψ γωνίες περιστροφής για 

όλα τα κατάλοιπα στη δομή (εκτός από εκείνες στα άκρα). Τα κατάλοιπα γλυκίνης και 

προλίνης περιγράφονται από διαφορετικά διαγράμματα. Οι περιοχές Ramachandran 

όπως περιγράφονται από τον Morris είναι οι εξής:

• A-core alpha
• a-allowed alpha
• ~a-generous alpha
• B-core beta
• b- allowed beta
• -b-generous beta
• L-core left-handed alpha
• I- allowed left-handed alpha
• H-generous left-handed alpha
• p-allowed epsilon
• ~p-generous epsilon

Οι περιοχές αυτές προκύπτουν από τις παρατηρούμενες φ και ψ γωνίες για 

121.870 κατάλοιπα από 463 γνωστές πρωτεϊΥικές δομές. Οι δυο πιο προτιμούμενες 

περιοχές είναι οι ‘core’ και οι 'allowed'. Ιδανικά αναμένεται πάνω από το 90% των 

καταλοίπων να βρίσκεται σπς 'core' περιοχές. Το ποσοστό των καταλοίπων που
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βρίσκεται στις 'core' περιοχές είναι ο καλύτερος οδηγός για τη στερεοχημική ποιότητα 
μιας πρωτεϊΥικής δομής.

Κατά τον έλεγχο της ποιότητας των μοντέλων η διακριτική ικανότητα 
ρυθμίστηκε στα 2Α. Τα Ramechandran διαγράμματα των μοντελοποιημένων μορίων 

DQ2 και DQ7 καθώς και του μορίου-εκμαγείου, DQ8, έδειξαν ότι τα περισσότερα 

κατάλοιπα βρίσκονται σε επιτρεπτές (preferred regions) περιοχές (DQ8: 98.1%, 
DQ2: 98.2% και DQ7: 97.6%) και μόνο ένα μικρό ποσοστό σε μη επιτρεπτή 

(disallowed region) περιοχή (Εικ.11,12).

Ramachandran Διάγραμμα 
DQ2

v;v4j

i

1ΓΤ.'Ι^Λί^^ν■?·* *

Λ

^■?ζ>τΑΔτίί'

ASH St (C)

•Vw-'i' Ι '? '£ ιτό 

JfcSk
-180 -05 4ύ  0 45

φ

eb & Μ

κατάλοιπα στις περιοχές [A, Β, L] 283 86.8%
κατάλοιπα σπς περιοχές [a, b, 1, ρ] 41 12.4%
κατάλοπτα σπς περιοχές ~a, ~b, ~Ι, ~ρ 3 0.9%
κατάλοιπα σε μη επιτρεπτές περιοχές 3 0.9%
κατάλοιπα χωρίς Gly και Pro 330 100%

κατάλοιπα Gly 17
κατάλοιπα Pro 20
κατάλοιπα Ν- και C-τελικών άκρων 4

συνολικά κατάλοιπα 371

Εικόνα 11: Ramachandran διάγραμμα για το μοντελοποιημένο μόριο 0Q2, στο οποίο 
παρουσιάζεται η στατιστική της πρόβλεψης. Τα αμινοξικά κατάλοιπα Asn33p, Asn134p και 
Arg105p βρίσκονται σε μη επιτρεπτές περιοχές του διαγράμματος.
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Ramachandran Διάγραμμα

φ

κατάλοιπα σπς περιοχές [A, Β, L] 305 89.7%
κατάλοιπα σπς περιοχές [a, b, 1, ρ] 27 7.9%
κατάλοιπα σπς περιοχές -a, -b, ~Ι, ~ρ 5 1.5%
κατάλοιπα σε μη επιτρεπτές περιοχές 3 03%
κατάλοιπα χωρίς Gly και Pro 340 100%

κατάλοιπα Gly 16
κατάλοιπα Pro 22
κατάλοιπα Ν- και C-τελικών άκρων 6
συνολικά κατάλοπτα 383

Εικόνα 12: Ramachandran διάγραμμα για το μοντελοποιημένο μόριο DQ7, στο οποίο 
παρουσιάζεται η στατιστική της πρόβλεψης. Τα αμινοξικά κατάλοιπα Asn33p, Asn134p και 
Arg10ep βρίσκονται σε μη επιτρεπτές περιοχές του διαγράμματος.

Τα 'main-chain parameters' διαγράμματα (6 γραφήματα συνολικά) δείχνουν 

πως η δομή συγκρίνεται με καλά καθορισμένες δομές παρόμοιας διακριτικής 

ικανότητας. Οι έξι ιδιότητες που περιγράφονται είναι οι εξής:

• Η ποιότητα του διαγράμματος Ramachandran. Αυτή η ιδιότητα μετράται από το 

% ποσοστό των πρωτεΙΥικών καταλοίπων που βρίσκονται στις πιο επιθυμητές ή 

'core' περιοχές του διαγράμματος Ramachandran. Για μια καλή δομή μοντέλου 

αναμένεται αυτό το ποσοστό να είναι πάνω από 90%.
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• Η εττπτεδότητα του πεπτιδικού δεσμού. Αυτή η ιδιότητα μετράται 
υπολογίζοντας την τυπική απόκλιση (standard deviation) για την ω γωνία στρέψης 

πρωτεϊνικών δομών. Όσο μικρότερη είναι η τιμή τόσο πιο επίπεδος εμφανίζεται ο 
πεπτιδικός δεσμός, με ιδανικιΤ τιμή για την γωνία ω 180°.

• Μη δεσμικές (non-bonded) αλληλεπιδράσεις. Αυτή η ιδιότητα μετράει τον 

αριθμό των κακών επαφών (bad contacts) ανά 100 αμινοξέα. Οι κακές επαφές 

δημιουργούνται όταν δύο στοιχεία διαφορετικών καταλοίπων βρίσκονται σε 
απόσταση μικρότερη ή ίση από 2.6 Α.

• Ca τετραεδρική διαστροφή (distortion). Αυτή η ιδιότητα μετράται υπολογίζοντας 

την τυπική απόκλιση για την z γωνία στρέψης πρωτεϊνικών δομών. Αυτή είναι μια 

φανταστική γωνία στρέψης, η οποία δεν ορίζεται για κανένα πραγματικό (actual) 
δεσμό στη δομή. Προσδιορίζεται από 4 άτομα Ca, Ν, C, Cb.

• Ενέργεια του δεσμού-Η της κύριας αλυσίδας. Αυτή η ιδιότητα μετράται από την 
τυπική απόκλιση για τις ενέργειες του δεσμού-Η, στην κύρια αλυσίδα.

• Ο συνολικός G-παράγοντας. Ο συνολικός G-παράγοντας αποτελεί μέτρο της 

συνολικής κανονικότητας της δομής. Με τον όρο κανονικότητα εννοείται πόσο 

‘φυσιολογική’ ή ‘ασυνήθιστη’ είναι μια στερεοχημική ιδιότητα. Η συνολική τιμή 

προκύπτει από το μέσο όρο όλων των διαφορετικών G-παραγόντων για κάθε 

κατάλοιπο στη δομή.
Σε ένα διάγραμμα Ramachandran τα κατάλοιπα που βρίσκονται σε μη 

επιτρεπτές περιοχές θα έχουν χαμηλό ή αρνητικό G-παράγοντα. Το ίδιο συμβαίνει 
για μη επιτρεπτές τιμές για τις γωνίες Χι και χ2. Συνεπώς, αν μια πρωτεϊνική δομή 

εμφανίσει πολλά κατάλοιπα με χαμηλούς G-παράγοντες σημαίνει ότι υπάρχει 
πρόβλημα στην συνολική του γεωμετρία. Ο G-παράγοντας στο Procheck 

υπολογίζεται για τις ακόλουθες ιδιότητες:
1. γωνίες στρέψης (φ,ψ συνδυασμοί, χ̂ Χί συνδυασμοί, Χ3,Χ4 συνδυασμοί και ω 

συνδυασμοί)
2. ομοιοπολική γεωμετρία (μήκη δεσμού της κύριας αλυσίδας και γωνίες δεσμού 

της κύριας αλυσίδας).
Τα 'residues properties' διαγράμματα δείχνουν πως οι γεωμετρικές ιδιότητες 

μιας πρωτεΐνης ποικίλουν κατά μήκος της αλληλουχίας της. Αποτελούν μια εικόνα για 

το ποιες περιοχές εμφανίζουν φτωχή ή ασυνήθιστη γεωμετρία και ποιες εμφανίζουν 

φυσιολογική γεωμετρία. Όλα τα χαρακτηριστικά διαγράμματα για τα μοντέλα DQ2 και 
DQ7 βρίσκονται στο Παράρτημα I.
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ΠΙΝΑΚΑΣ II: Αποκλίσεις (κόκκινο χρώμα) ορισμένων αμινοξικών καταλοίπων του 

μοντελοποιημένου μορίου DQ2 από την ιδανική (μπλε χρώμα) γεωμετρία (μήκος δεσμού και 
γωνία δεσμού). Η διαφορά των παραπάνω τιμών σημειώνεται με μαύρο χρώμα.

Μ Ο Ρ ΙΟ Α Τ Ο Μ Α Α Μ ΙΝ Ο Ξ Ε Α Μ Η Κ Ο Σ
Δ Ε Σ Μ Ο Υ

Γ Ω Ν ΙΑ
Δ Ε Σ Μ Ο Υ

D Q 2
CA-CB A-Thr1S2

1.540
1.596
0.056

B-Val50 1.540
1.627
0.087

N-CA-C A-Ala*
111.2
101.2
10.0

A-Val13 111.2
100.7
10.5

A-His27 111.2
100.5
10.7

A-Pha*4 111.2
123.1
11.9

A-Val110 111.2
99.2
12.0

A-Leu157
111.2
100.8
10.4

A-Leum
111.2
99.6
11.6

A-Glu102-
Pro,w

111.2
127.8
16.6

ι
I
I

B-Phe7

111.2
100.5
10.7

fl
[
|>

B-Qlu*

111.2
101.1
10.1

I
)
l
\

B-Phe40
111.2
98.2
13.0

I

B-Ala40
111.2
100.6
10.6

B-Aep,J1
111.2
121.7
10.5
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ΠΙΝΑΚΑΣ III: Αποκλίσεις (κόκκινο χρώμα) ορισμένων αμινοξικών καταλοίπων του 
μοντελοποιημένου μορίου OQ7 από το ιδανική (μπλε χρώμα) γεωμετρία (μήκος δεσμού και 
γωνία δεσμού). Η διαφορά των παραπάνω τιμών σημειώνεται με μαύρο χρώμα.

ΜΟΡΙΟ ΑΤΟΜΑ ΑΜΙΝΟΞΕΑ ΜΗΚΟΣ
ΔΕΣΜΟΥ

ΓΩΝΙΑ
ΔΕΣΜΟΥ

DQ7
C-0 A-Tyi*

1.231
1.177
0.054

C-N
A-Pro1M-Glu1M

1.329
1.119
0.210

B-Ser104-Arg105
1.329
1.262
0.067

B-His112-Asn113
1.329
1271
0.058

N-CA-C ΑΛ/ai13 1112
99.7
115

B-Ala49
1112
103.3
10.9

B-Gly54
1112
123.1
10.6

B-Thr94
1112
100.5
10.7

CA- C-N B-Ser104-Arg105 116.2
130.1
13.9

C- Ν- CA B-Ser104-Arg105 1217
138.1
16.4

0-C-N
B-Ser1M-Arg105

123.0
104.2
18.8

Τα μοντελοποιημένα μόρια DQ2 και DQ7 ελαχιστοποιήθηκαν ενεργειακά 

(energy minimization) με τη χρήση του προγράμματος TINKER και υπολογίστηκε ο 

δομικός δείκτης απόκλισης RMSD (Root Mean Square Deviation) για τα ζεύγη DQ8/ 
DQ2 και DQ8/ DQ7, με υπέρθεση της δεύτερης δομής του κάθε ζεύγους πάνω στην 

δομή του μορίου-εκμαγείου DQ8, σε 0.034 και 0.033 αντίστοιχα λαμβάνοντας υπόψη 

μόνο τα C° άτομα.
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Γη  την ελαχκποτκ*ιση ιης ενέργειας χρησιμοποιήθηκε η συνάρτηση 

δυναμικής ενέργειας CHARMM27 και το συνεχές μοντέλο ετπδιαλύτωσης GB/SA και 

η δκ)λεκτρική σταθερά καθορίστηκε Ιση με 1.0. Τα κατώτερα όρια (cut-offs) για τις 

ηλεκτροστατικές (charged-charged) και τις van der Waals αλληλεπιδράσεις 

ορίστηκαν στα 15.0 και 12.0 Α. Η διαδικασία της ελαχιστοττοίησης έγινε με τον 

αλγόριθμο ελαχιστοττοίησης L-BFGS. Η RM S βαθμίδωση ήταν μικρότερη αττό 0.01 

KcaLmoT’.A*1

IS!



ΚΕϊΑΛΑΙΟ IX 

ΠΡΟΒΛΕΨΗ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΕΠΙΤΟΠΩΝ



1. ΠΡΟΒΛΕΨΗ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΕΠΙΤΟΠΩΝ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ TAYLOR

Η ανάλυση των γνωστών κυτταροτοξικών και Τ βοηθητικών κυτταρικών 

εττιτόττων αττεκάλυψε μια ομοιότητα στις πρωτοταγείς δομές τους. Η παρουσία 

παρόμοιων μοτίβων δηλώνει ότι η πρόσδεση των πεπτιδίων-αντιγόνων στα MHC 

μόρια τάξης I και II είναι παρόμοια στη φύση. Επιπλέον αυτά τα μοτίβα μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για τη πρόβλεψη περιοχών μέσα σε πρωτεΐνες ικανές να 

αναγνωρίζονται από MHC μόρια τάξης I και II. Ένα δομικό μοντέλο για την 

αναγνώριση των πεπτιδίων έχει προκόψει από πειράματα πρόσδεσης που 

αποδεικνύουν ότι ανθρώπινες ιστοσυμβατές πρωτεΐνες τάξης II δεσμεύουν ειδικά 

αντιγόνα. Στην πλειοψηφία των περιπτώσεων το αντιγονικό πεπτίδιο δεσμεύτηκε 

από τα MHC μόρια τάξης II όπου έγινε η αναγνώριση από τα Τ κύτταρα. Πειράματα 

έδειξαν ότι η αναγνώριση Τ κυττάρων περιλαμβάνει τον αντιγονικό υποδοχέα να 

δεσμεύει το σύμπλοκο MHC-πεπτιδίου. Οι γνωστοί βοηθητικοί και κυπαροτοξικοί Τ 

κυπαρικοί επίτοποι που χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό διατηρημένων 

μοτίβων στη πρωτοταγή δομή τους οδήγησαν σε 13 μοτίβα: Φ-Υ-Υ-Φ, G-Υ-Υ-Φ, G- 
Υ-Υ-Π, Π-Υ-Υ-Π, Φ-Υ-Υ-Π, φ-γ-γ-γ-φ, Π-Υ-Υ-Φ, Φ-Υ-Π-Φ, G-n-Y-Y-n, G-Π-Υ-Π, Φ- 
Υ-Π-Π, Φ-Υ-Π-Υ-Π και Φ-Π-Υ-Φ (Φ= φορτισμένα αμινοξέα, Υ= υδρόφοβα αμινοξέα, 
Π= πολικά αμινοξέα και G= γλυκίνη).

Αρχικά ελέγχθηκε αν αυτά τα διατηρημένα μοτίβα εμφανίζονται στην 

πρωτοταγή αλληλουχία της πρωτεΐνης La/SSB με τη βοήθεια του προγράμματος 

PATTINPROT, με σκοπό να προβλεφθούν οι πιθανοί Τ κυπαρικοί επίτοποι. Το 

πρόγραμμα αυτό είναι ένα εργαλείο το οποίο σαρώνει μια πρωτεϊνική αλληλουχία και 
προσδιορίζει ένα ή περισσότερα μοτίβα μέσα σε αυτή. Το επίπεδο ομοιότητας του 

προς εξέταση μοτίβου μέσα στην πρωτεϊνική αλληλουχία ήταν 100%. Στον αλγόριθμο 

του προγράμματος η βιολογική πληροφορία διανέμεται ανάμεσα στα στοιχεία του 

μοτίβου. Η πρωτοταγής αλληλουχία της πρωτεΐνης La/SSB προήλθε από τη βάση 

δεδομένων SwissProt (www.expasv.chT σε FASTA format.
Ειδικότερα, η πρωτοταγής αλληλουχία της πρωτεΐνης καθώς και τα προς 

εξέταση μοτίβα τοποθετούνται στις κατάλληλες φόρμες του προγράμματος με ειδική 

σύνταξη. Κάθε ένα από τα παρατηρούμενα διατηρημένα μοτίβα σαρώνει την 

αμινοξική αλληλουχία του αυτοαντιγόνου La/SSB. Η σημασία των προτεινόμενων 

μοτίβων μέσα στους Τ κυτταρικούς επιτόπους γίνεται πιο έντονη όταν αυτοί 
ελέγχονται ως προς το μέγεθος και την ειδικότητα τους. Επειδή το ελάχιστο μέγεθος 

ενός Τ κυπαρικού επιτόπου είναι 8-12 αμινοξέα, προφανώς ένα μοτίβο 4 ή 5 

αμινοξέων δε θα ήταν ικανοποιητικό για την αναγνώριση. Αυτό αντιμετωπίστηκε με 

την προσθήκη 6 αμινοξέων δεξιά και αριστερά για το μοτίβο των 4 αμινοξέων και με

155

http://www.expasv.chT


την προσθήκη 5 σμινοξέων δεξιά και αριστερά για το μοτίβο των 5 αμινοξέων. Στην 

πρώτη περίπτωση σχηματίζεται ένας επίτοπος της τάξης των 16 αμινοξέων ενώ στη 

δεύτερη περίπτωση 15 αμινοξέων. Ανιχνεύτηκαν συνολικά 37 υποψήφιοι επίτοποι με 
βάση τα διατηρημένα μοτίβα Taylor. (Πίνακας I).

ΠΙΝΑΚΑΣ I: Πρόβλεψη Τ κυτταρικών επιτόπων του αυτοαντιγόνου La/SSB με τη χρήση των 
13 διατηρημένων μοτίβων του Taylor. Τα διατηρημένα μοτίβα απεικονίζονται με κόκκινο 
χρώμα.

ΜΟΤΙΒΟ ΠΙΘΑΝΟΣ Τ-ΕΠΙΤΟΠΟΣ La/SSB ΠΕΡΙΟΧΗ

FNLPRDKFLKEQ1KLD (28-43)
LSKSKAELMEISEDKT (72-87)
MRRTLHKAFKGSIFW (142-157)
SIESAKKFVETPGQKY (160-175)

Φ-Υ-Υ-Φ GEIKWIDFVRGAKEGI (257-272)
NKEVTWELVEGEVEKE (298-313)
EGEVEKEALKKIIEDQ (307-322)
EKEALKKIIEDQQESL (311-326)

G-Υ-Υ-Φ DENGATGPVKRAREET (377-389)

G-Υ-Υ-Π RSVYIKGFPTDATLDD (111-126)

Π-Υ-Υ-Π WLEDKGQVLNIQMRRT (130-145)

DFNVIVEALSKSKAEL (64-79)

Φ-Υ-Υ-Π
GKG KGN KAAQPGSGKG (338-353)
FQGKKTKFASDDEHDE (357-372)
EETDKEEPASKQQKTE (387-402)

Φ-Υ-Υ-Υ-Φ GWVPLEIMIKFNRLN (45-59)
RRSPSKPLPEVTDEY (89-104)

Π-Υ-Υ-Φ YYFGDFN LPRDKFLKE (23-38)
ILFKDDYFAKKNEERK (182-197)
LEEKIGCLLKFSGDLD (226-241)

PLEIMIKFNRLNRLTT (48-63)

Φ-Υ-Π-Φ IMIKFNRLNRLTTDFN (51-66)
SKAELMEISEDKTKIR (75-90)
PSKPLPEVTDEYKNDV (93-108)

G-Π-Υ-Υ-Π WLEDKGQVLNIQMRR (130-144)

G-Π-Υ-Π AKDANNGN^QLRNKEV (286-301)

MAALEAKICHGIEYYF (10-25)

Φ-Υ-Π-Π
KFNRLNRLTTDFNVIV (54-69)
ALGKAKDANNGLNQLR (282-297)
LQLRNKEVTWELVEGE (294-309)

Φ-Υ-Π-Υ-Π GSGKGKVOFOGKKTK (349-363)

RDKFLKEQIKLDEGWV (32-47)
TLDDIKEWLEDKGQVL (123-138)
SIFWFDSIESAKKFV (153-168)

Φ-Π-Υ-Φ WFDSIESAKKFVETP (156-171)
EEDAEMKSLEEKIGCL (218-233)
SNHGEIKWIDFVRGAK (254-269)
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2. ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΤΩΝ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΕΠΙΤΟΠΩΝ ΜΕ ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ

ΤΕΡΙΤΟΡΕ

Η ανάγκη για την κατανόηση της παρουσίασης του αντιγόνου σε μοριακό 

επίπεδο αύξησε την ανάπτυξη των υπολογιστικών αλγορίθμων, που 

χρησιμοποιούνται στην πρόβλεψη Τ κυτταρικών επιτόπων. Οι περισσότεροι 
διαθέσιμοι αλγόριθμοι βασίζονται σε δεδομένα για την πρόσδεση μεταξύ των μορίων 

HLA με τα αντιγονικά πεπτίδια. Το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ χρησιμοποιείται για να 

προβλέψει εν δυνάμει Τ κυτταρικούς επιτόπους λαμβάνοντας υπόψη δεδομένα για 

την πρόσδεση μεταξύ των μορίων HLA με τα αντιγονικά πεπτίδια και δομικά 

δεδομένα που προκύπτουν από σύμπλοκα HLA-πεπτιδίου.
Προτού γίνει η σάρωση της La/SSB αλληλουχίας (408 κατάλοιπα) με το 

πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ ρυθμίζονται οι παράμετροι πρόβλεψης, όπως τα HLA-DR 

αλλύλια και η % πμή κατωφλιού. Επιλέχθηκαν 14 (από τα 25 που διαθέτει το 

ΤΕΡΙΤΟΡΕ) HLA-DR αλλύλια (DRB1*0101, DRB1*0102, DRB1*0301, DRB1*0401, 
ORB1*0402, DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*0802, DRB1*1101, DRB1*1104, 
DRB1*1305, DRB1*1501, DRB1*1502, DRB5*0101) και τέθηκε η τιμή κατωφλίου ίση 

με 4%. Τα αλλύλια αυτά επιλέχθηκαν με βάση την υψηλότερη ομολογία στην 

πρωτοταγή δομή τους με την αντίστοιχη β-αλυσίδα για τα HLA-DQ2 και DQ7 μόρια, 

ενώ το επίπεδο αυστηρότητας της πρόβλεψης, που καθορίζεται από την % τιμή 

κατωφλίου, επιλέχθηκε να είναι 4% ως το καταλληλότερο για τη συγκεκριμένη 

πρόβλεψη σύμφωνα με βιβλιογραφικές μελέτες.
Η παράμετρος που σχετίζεται με την ικανότητα πρόσδεσης ενός 

προβλεπόμενου πεπτιδικού πλαισίου (PF) είναι το πεπτιδικό σκορ (Peptide Score, 
PSC). Οι υπολογισμένες τιμές PSC έχει βρεθεί να συνδέονται με την μετρούμενη 

ικανότητα πρόσδεσης των HLA-DR υποκαταστατών και αποτελούν μια εκτίμηση της 

πιθανότητας ενός πεπτιδίου, το οποίο περιέχει το PF, να προσδεθεί σε HLA-II 

πρωτεΐνες. Η καμπύλη κατανομής των PSC για τα 14 HLA-DR, που 

χρησιμοποιήθηκαν στην πρόβλεψη, παρουσιάζεται αναλυτικά στο Παράρτημα II. Τα 

PFs ταξινομούνται με βάση τις τιμές PSC, οι οποίες αντσποκρίνονται στις % τιμές 

κατωφλίου 1%, 2%, 3% κ.λ.π., επιβεβαιώνοντας ότι η % τιμή κατωφλίου σχετίζεται με 
τις τιμές PSC.

Για τον προσδιορισμό των υποψήφιων Τ κυτταρικών επιτόπων είναι συνετό 

να επιλέγονται αλλύλια του τύπου HLA-DRxx01, αφού αυτά φαίνεται να εμφανίζουν 

διαφορές σε υψηλότερο ποσοστό μεταξύ τους και επομένως διαφορετικά πεπτίδια 

αναμένεται να προβλεφθούν. Ο σχετικά μικρός αριθμός των HLA-DRxx01 αλλυλίων 

απλοποιεί επίσης την σάρωση της προς εξέταση πρωτεΐνης διευκολύνοντας

157



σημαντικά το χρήστη κατά την πρόβλεψη των πεπτιδίων και κατά την επεξεργασία 
των αποτελεσμάτων.

Πίνακας II: Πρόβλεψη των επιτόπων που προέκυψαν για τα 14 επιλεχθέντα HLA-DR αλλύλια 
και για επίπεδο αυστηρότητας της πρόβλεψης 4%. Διακρίνεται το προβλεφθέν πετττιδικό 
πλαίσιο (PF.peptide frame) στη θέση Ρ1 του πεπτιδικού πλαισίου (μαύρο έντονο χρώμα). 
Ανάμικτοι υποψήφιοι επίτοποι με ένα 9-μερές πεπτιδικό πλαίσιο και πολλαπλά 
αλληλοεπικαλυπτόμενα πλαίσια προβλέφθηκαν. Οι αλληλουχίες με την γραμμή 
αποκαλύπτουν την παρουσία ενός καταλοίπου σε ένα πεπτιδικό πλαίσιο με περισσότερη από 
10χ ανασταλτική επίδραση.

HLA-DR ΠΡΟΒΛΕΠΟΜΕΝΟΙ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΙ ΕΠΙΤΟΠΟΙ
ΤΟΥ ΑΥΤΟΑΝΤΙΓΟΝΟΥ La/SSB

DRB 1*0101 FNRLNRTTr IRRSPSKPLrYDCGFPTDA, LNIQMRRTL
FVVFDSIES, LHILFSNHG, FVRGAKEGI

MAALEAKIC, IKFNRLNRTT, IRRSPSKPL 
DRB 1*0102 LNIQMRRTL, FW FD SIESr LHILFSNHG

DRB1*0301
DCLDEGWVPLEIMIKFNR, YKNDVKNRS 
LHKAFKGSIFW FD SIESAr LLILFKDDY 
IGCLLKFSG, ILFSNHGEI, FVRGAKEGI

DRB1*0401
YFGDFNLPR, WVPLEIMIK, LNRLTTPFNVIVEALSKS 
IRRSPSKPL, YKNPVKNRS.-FPTPA TLDP, IQMRRTLHK 
FW FD SIESA, LHILFSNHG, FQGKKTKFA

P4BiFNRLNrIVEALSKSK, IRRSPSKPL·, VKNRSVY1K 
IQMRRTLHK, FW FD SIES, ILFKDDYFA, LHILFSNHG 

D R B 1 0 4 0 2  LRNKEVTWB, LNKWKSKGR,-FQGKKTKFA

DRB1*0701

DRB1*0801

IKFNRLNRL, IRRSPSKPLrM RRTLHKAFKGSIFW FPSIES 
FVETPGQKVKETPLLIL,ILFSNHGEIr FVRGAKEGI

WVPLEIMIKFNRLNRLTT, VKNRSVYTKGFPTD

LQLRNKEVTWE, WKSKGRRFKGKGKGNK, FQGKKTKFA

WVPLEIMIKFNRLNRLTT, FNVIYEALS 
VKNDVKNRSVYIK, IQMRRTLHKr FW FPSIE S 
VEAKLRAKQEQEA, ILFKBKAKB, LQLRNKBVTWE 

DRB1*0802 WKSKGRRFKGKGKGNK, FQGKKTKFA

DRB1*1101 WVPLEIMIKFNRLNRLTT, FNVIVEALS 
IQMRRTLHK, FVVFDSIES, FQGKKTKFA

DRB1*1104 WVPLEIMIKFNRLNRLTT, IQMRRTLHK
FVVFDSIES, VQFQGKKTK

DRB1*1305 WVPLEIMIKFNRLNRLTT, FNVTVEALS

DRB1*1501 MIKFNRLNRLTT, IRRSPSKPL. IQMRRTLHK 
FW FD SIES, LILFKDDYF, LHILFSNHG

DRB1*1502 MIKFNRLNRLTT, IRRSPSKPL, IQMRRTLHK 
FVVFDSIES. LILFKDDYF. LHILFSNHG

DRB5*0101
W VPLEIM BtFNR, IVEALSKSK, IRRSPSKPL 
1QMRRTLHKAE, F W FDSIESAKKFVETPGQKV 
LHILFSNHG, HLFKEKAK, WKSKGRRFK, VQFQGKKTK
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Πίνακας III: Σύγκριση των προβλεπόμενων επίτοπων που είναι κοινοί ανάμεσα στα 14 
επιλεχθέντα HLA-DR αλλύλια και για επίπεδο αυστηρότητας της πρόβλεψης 4%.

HLA-DR αλλύλια ΠΡΟΒΛΕΠΟΜΕΝΟΙ ΕΠΙΤΟΠΟΙ

DRB1*010I,DRB1*0102 DLHILFSNHGE
D R B l*0301, DRB1*0401 (248-258)
DRB1 *0402, DRB1 *0701 
DRB1*1S01, DRB1*1502 
DRB5*0101

DRB1*0101, DRB1*0102 
DRB1 *0301 .DRB1 *0401 
DRB1 *0402, DRBI*O70l 
DRB1 *0801, DRB1 *0802 
DRB1 *1101, DRBI*1104 
DRB1*1305, DRB1*1501 
DRB1M 502, DRB5*0101

MKFNRLNRLTTD
(52-64)

DRBI*0101,DRB1*0102 
DRB 1*0301, DRB1*0401 
DRB 1*0402, DRB 1*0701 
DRB1 *0801, DRB1 *0802 
DRB1M 10I, DRB1*I 104 
DRB1*1305. DRBl*1501 
DRB I *1502, DRB5*0101

KFNRLNRLTTD
(54-64)

DRB 1*0301, DRB1*0401 
DRB 1*0801, DRB 1*0802 
D R B !*1101, DRB1 *1104 
DRB1*1305, DRB5*0101

DRB1*0401, DRB1*0402 
DRB1 *0802, DRB! *1101 
DRB1M 305, DRB5*0101

DRB 1*0301, DRB 1*0801 
DRB 1*0802, DRB1*U01 
D R B l*l 104, DRB1 *1305 
DRB5*0101

DRB1*0101,DRB1*0102 
DRB1*0301, DRB 1*0401 
DRB1*0402. DRB 1*0701 
DRB 1*0801, DRB 1*0802 
DRB1*1101, DRB1*1104 
DRBl*1305t DRBI*1501 
DRB1*1502, DRB5*010I

D R B )*010l, DRB 1*0102 
DRB 1*0401, DRB 1*0402 
DRB 1*0701, DRB I *0801 
D RBl *0802, DRB1M 10I 
DRB1*1104, DRB1M305 
DRB1*1501,DRB1*1502 
DRB5*0!01

PLEIM IKFNRLNRLTro
(48-64)

RLNRLTTDFNVIVEALSKSK
(57-76)

HMIKFNRLNR
(50-60)

IFW FD SIESA
(154-164)

NIQMRRTLHKA
(139-149)

DRB1 *0301, DRB1 *0401 
DRB 1*0801, DRB 1*0802 
DRB1*1101, DRB1*1104 
DRB1M 30S, DRB5*0101

QJKLDEGWVPU3MIKFNRL
(39-58)

DRB1*0301, DRB1*0701
TLBKAFKGSIFW FDSnSSA 
_________(145-164)_________
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Η ποσοτική ανάλυση της επιλεγμένης αλληλουχίας (μήκους >=9 καταλοίπων) 
επιδεικνύει ένα προφίλ κατωφλίου με τη μορφή ιστογράμματος, το οποίο δείχνει σε 
ποια επίπεδα κατωφλίου η αλληλουχία θα προβλέπονταν για κάθε ένα από τα 
αλλύλια που συμπεριλαμβόνονται στον αλγόριθμο. Οι φόρμες για την ποσοτική 

ανάλυση των πεπτιδίων ‘IFWFDSIESA’ (154-164) και ‘PLEIMIKFNRLNRLTTD’ 
(48-64) του Πίνακα III, απεικονίζονται στην Εικ.1. Η ποιοτική ανάλυση επιτυγχάνεται 
μόνο για 9-μερή πεπτιδικά πλαίσια και επιδεικνύει τα 'anchor' (Α) και τα ‘inhibitory1 (I) 
κατάλοιπα που βρίσκονται σε κάθε θέση του πεπτιδικού πλαισίου για κάθε HLA-DR 

αλλύλιο (Εικ.2,3). Τα προβλεπόμενα πεπτίδια μπορούν να ταξινομηθούν με βάση την 

παρουσία των ‘inhibitory’ (I) καταλοίπων, τα οποία μειώνουν την συγγένεια 

πρόσδεσης των πεπτιδίων στα HLA-II αλλύλια.

Εικόνα 1: Φόρμες του προγράμματος ΤΕΡΙΤΟΡΕ για την ποσοτική ανάλυση των 
προβλεπόμενων πεπτιδίων. Οι X μπάρες είναι χαρακτηριστικές για την τιμή του κατωφλίου 
στην οποία προβλέπονται τα πεπτίδια για κάθε HLA-DR αλλύλιο.

Quantitative Analysis of 'IFWFDSIESA* Quantitative Analysis of 'PLEIMIKFNRLNRLTTD*

Threshold (% ): 10 09 os on oe 0 5  04 0 3  0 2 0 1 Threshold (% ): 1 0  os oe 0 7 os os 04 os 0 2  os

DRBi+ 0 1 0 1
DRBi+ 0 10 2
DRB1*0301 
DRB1*0401 
DRBl*0402 
DRB1*0404 
DRS1*0405 
DRB1*0410 
DRB1O421 
DRBl*0701 
DRB1*0801 
DRB1*O0O2 
DRBl*0804 
DRB1*0806 
DRB1*1101 
DRBl*1104 
DRB1*1106 
DRB1*1107 
DRB1*1305 
DRBl*1307 
DRBl*1311 
DRBl*1321 
DRBl*1501 
DRB1*1502 
DRB5*0101

XXXXXXXXXJOOOOCXXXXXXXXXXXIOOOOOOOOCXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX)OOOOOOOOOOOODOOO(
XXXXXXXttOOOOOOOOOOOQOOOOOOOOOOOOOOOOOC
XXXXXXXXXXXXXXXJOCOOOOOCXOOOOOOOOOOOOOCX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXJOOOOOOOOOOOOOOOOOOC

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.. . .
XJOOOOOOOOOOOOOOOOOCXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
JOOOOOOOOCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXJOOOOOOOOOOOOODOOCXXXXXXXXXXXXXXXX
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx___
χχχχχχχχχχχχχχχχχχχχχχχχχχτοσοοοοοσοαχ

XJOOOOOOOOOOOCXXXXXXXXXSOOOOOOOOOOOOOOOC
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX5QOOOOOOOOOOOOC
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
nooooooooooooooooooooooooooooooooooooc

XXXXXXXXXXXJOOOOOOOOOODOOODOOOOOOOOOOOC
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXIOOOOOOOOC

DRB1*0101 
DRB1*0102 
DRBl*0301 
DRB1*0401 
ORB1*0402 
DRB1*0404 
OR81*0405 
DRB1*0410 
DRBl*0421 
DRB1*0701 
DRB1*0001 
DRBl*0902 
DRBl*0904 
DRB1*090€ 
ORBi«U01 
DRBl*1104 
DRB1*110€ 
DRB1*1107 
DRBl*1905 
DRBl*1307 
0RB1*1311 
0RB1*1321 
0RB1*1S01 
DRB1*1502 
DRB5*0101

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX.....................
XXXXXXXXTOOOOOOOOOOODOOOOOOOOOOOOOC. . . .
joooooooooooooi............................................
xxxxxxxioooooooooooooooooooooooooooaocx
xxxxxx............................................................
XIOOOOOOOOOOOOOOOCX....................................

XXX30000000000C............................................
joqoooooooooooooooooooooooc.....................
XXXWOOOOOOOOOOOOOOOOOQOOCXXXXXXXXXXXXX 
XXXJOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCXRX. . . .
lOOOOOOOOOOOOOQOOOOOOOOOOOOOOOOOOOC___
X)OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCXX
XWOOOQOOOOOOOOOOOOOOOOPOOPOOOOOOOOOOOC
JOOOOOQOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOC
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXJOOOOOOOOOOOOO(

XXXXXXXXXDOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCXX
XXXXXXXXXXXXX»OOOOOOOOOOCXXXWOOOOOOOOC
XXXXXXIOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCXX
XXXXJOOOOOOQOOOOOOOOOOOOOODDOOOOOOOOOOt
XXXX?OOOOOOCXXXXXXXXXXXXX)OOOOOOOOOOOOOt
XXXXJOOOCXXXXXJPOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOt

To πεπτίδιο ‘IFWFDSIESA’ (154-164) μπορεί να προβλεφθεί σε επίπεδο 

κατωφλίου έως 2% για όλα τα HLA-DR αλλύλια, υποδηλώνοντας ότι πρόκειται για 

έναν πολύ καλό υποψήφιο επίτοπο. Το πεπτίδιο ‘PLEIMIKFNRLNRLTTD’ (48-64) 
παρουσιάζει διαφορετική συμπεριφορά, αφού είναι δυνατόν να προβλεφθεί για 

επίπεδα κατωφλίου έως 2% (για τα αλλύλια DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0402, 
DRB1*0801, DRB1*0802, DRB1*0804, DRB1*0806, DRB1*1101, DRB1*1104, 
DRB1*1106, DRB1*1305, DRB1*1307, DRB1*1311, DRB1*1321, DRB1*1501, 
DRB1*1502, DRB50101) και για επίπεδο κατωφλίου > 4% (για τα αλλύλια
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DRB1O401, DRB1*0404, DRB1*0405, DRB1*0410, DRBT0421, DRB1O701). To 

πεπτίδιο αυτό μπορεί να θεωρηθεί λιγότερο καλός υποψήφιος Τ κυτταρικός επίτοπος 

για εκείνα τα αλλύλια για τα οποία ανιχνεύεται σε επίπεδα κατωφλίου > 4%.

A Β
O M U tttin  Α η*ΐρ·ι· οt  * LEDdcniR' Q u iiu tin  ' i r a n n n 1

p o s it io n · : 2 3 4 6 7 9 p o s itio n s : 2 3 4 S ' 7 9

0981*0101 . A I X 0101*0101 A . - I  ̂ . I
801*0102 . A X . I 0101*0102 A . w X . I

001*0301 . A A . . 0101*0301 A . X A . ; .....................

001*0401 , A X X X 0101*0401 A . ' X .. Ϊ  .

801*0402 , A I . X 0101*0402 A . X A t  .
001*0404 , A A I , 0981*0404 A . A X I
001*0405 . A A X , X 0101*0409 A . A X . X. ·

001*0410 , A A X X 0101*0410 A . A I • V I
001*0421 . A I X . 0101*0421 A . X 1
001*0701 . A X A 0101*0701 A . . X A .· 1
801*0001 . A A A X 0101*0801 A ·* A r  . . . \

801*0002 . A A A X 0981*0802 A . ' A . •x · j

001*0004 . A A A 0101*0804 A . . A i  !

801*0606 A A A 0101*0806 A . . A X

801*1101 A A A X 0101*1101 A . . A A I

8 0 ΐ* ι ιθ 4 , A A A 0981*1104 A . .. A A X

001*1106 A A A X 0981*1106 A . . A A X I

801*1107 A A 0981*1107 A . X A ·. I

0 0 1*1305 A A A 0981*1305 A . . •A A * · · ' 1

8 0 1 * 1 3 0 ? A A A X 0101*1307 A . A I

801*1311 A A A' X 0101*1311 A . . A A * !
P IB IU S I A A A X 0981*1321 A . . A A I .

0 0 1 * 1  so i
*

A A 1
1

A X 0101*1501 A . A A A ■ I  '

8 0 1*1502 A ■ A' A X 0101*1502 A . A A A I  \

p m  9 * ο ιο ι A A X A 0985*0101 A . *· X • A

r
QuiUUtiT· A niU ilf ot ·ΓΗΚυπαΠ*

p o o ltlo n o * 3 3 4 6 7 3

80L*O 1O 1 . , X 0
8 0 1 * 0 1 0 9 l •
8881*0901 » , A 4
8 0 1 * 0 4 0 1 # # X Z
80L*O 4O 2 X A X
8 0 1 * 0 4 0 4 , * λ X z
8 0 1 * 0 4 0 5 A X ,
8 0 1 * 0 1 1 0 p , A 1
8 0 1 * 0 4 2 1 I
8 0 1 * 0 7 0 1 t t X A
8 0 1 * 0 0 0 1 • 4 A
8 0 1 * 0 0 2 4 9 A z
8 0 1 * 0 8 0 4 4 ft A z
8 0 1 * 0 0 6 • $ A #
8 0 1 * 1 1 0 1 4 8 A A A z
8 0 1 * 1 1 0 4 • 4 A A A X
8 0 1 * 1 1 0 6 • $ A A A z
8 0 1 * 1 1 0 7 0 · , A X
8 0 1 * 1 9 0 5 4 $ A A A
5 0 1 * 1 3 0 7 • 0 A A e X
5 0 1 * 1 3 1 1 4 4 A A A X
8 0 1 * 1 3 3 1 • i A A A 4-

8 0 1 * 1 3 0 1 • 0 • A A 4

5 0 1 * 1 5 0 3 4 4 • A A t

8 0 3*0101 ♦ , • I , ,

Εικόνα 2: Φόρμες του προγράμματος ΤΕΡΙΤΟΡΕ για την ποιοτική ανάλυση του πεπτιδίου 
‘PLEIMIKFNRLNRLTTD’ (48-64). Οι φόρμες (A), (Β) και (Γ) αντιστοιχούν στα 9-μερη πεπτίδια 
‘LEIMIKFNR1, ‘MIKFNRLNR' και 'FNRLNRLTT' αντίστοιχα. Η εμφάνιση τριών διαγραμμάτων 
ποιοτικής ανάλυσης δικαιολογείται από το γεγονός ότι στο πεπτίδιο 48-64 προσδιορίστηκαν 
τρία διαφορετικά πεπτιδικά πλαίσια με τα κατάλοιπα λευκίνη (L), μεθειονίνη (Μ) και 
φαινυλαλανίνη (F) στην θέση Ρ1 του πλαισίου αντίστοιχα.
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A B

Q u a lita tiv e  A n a l* ·!*  a t  ’ rW FD SB S1 Q u a lita tiv e  A nalyst*  o t 'W TSU BA 1

DUB1*0101
9181*0102
9181*0301
9181*0401
9181*0402
9181*0404
0181*0405
9181*0410
9181*0421
9181*0701
9181*0001
9181*0802
9181*0804
9181*0006
DPB1*1101
9181*1104
9181*1106
0181*1107.
9181*1305
0181*1307
9181*1311
0981*1321
9181*1501
0981*1502
0X05*0101

2 3 » 6 7 9
p e titio n s t 2 3 4 6 7 9

A . •  a  ·
A . 9981*0101 A . I I  .

A . I . . A 0181*0102 A . z Z .
A . h a w 9981*0301 A . A ,  ,

A . A . 9181*0401 A . A .  ·

A . A A . . 9181*0402 A . I . z
A . A A 0181*0404 A . I • .

A . A A 9181*0409 A . I • ft

A . a  a  . 9181*0410 A . z » » .

A 9181*0421 A . A .

A
• A s 9181*0701 A . Z

a  : 9981*0001 A . I· .  1
A

• ·  r 9181*0002 A v z . z
· ' < 9181*0004 A . z • z

Λ 9801*0006 A . z .  z
A ft 9981*1101 A . z .  t
A 9181*1104 A . z .  z
A a 9181*1106 A . z .  z
A . Z 0181*1107 A . A ·-  · ·
A .  .  A 0981*1303 A . z .  z
A . • ·  ψ 0181*1307 A . z .  z
A . 9181*1311 A . z ,  X

A . i  a  * 0181*1321 A . z .  X

A . A .  A . 9181*1501 A .

A . A . A . 0181*1502 A .
A , * . A . 9185*0101 A . I I  .

Εικόνα 3: Φόρμες του προγράμματος ΤΕΡΙΤΟΡΕ για την ποιοτική ανάλυση του πεπτιδίου 
‘IFWFDSIESA’ (154-164). Οι φόρμες (Α) και (Β) αντιστοιχούν στα 9-μερη πεπτίδια 
‘FWFDSIES’ και 'WFDSIESA’ αντίστοιχα. Η εμφάνιση δύο διαγραμμάτων ποιοτικής 
ανάλυσης δικαιολογείται από το γεγονός ότι στο πεπτίδιο 154-164 προσδιορίστηκαν δύο 
διαφορετικά πεπτιδικά πλαίσια με τα κατάλοιπα φαινυλαλανίνη (F) και βαλίνη (V) στην θέση 
Ρ1 του πλαισίου αντίστοιχα.
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3. ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΤΟΝ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΝ ΕΠΙΤΟΠΩΝ ΜΕ ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ 

MULTIPRED

To MULTIPRED είναι ένα υπολογιστικό πρόγραμμα για την πρόβλεψη 

πεππδίων που προσδένονται στα HLA αλλύλια και χρησιμοποιεί τα μοντέλα Hidden |
Markov (HMMs) και τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα (ANNs) σαν μηχανές πρόβλεψης. ι
Για την πρόβλεψη των υποψήφιων Τ κυπαρικών επιτόπων του αυτοαντιγόνου !

I
La/SSB ετπλέχθηκαν τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα ως η καταλληλότερη μέθοδος >I
πρόβλεψης. Προέκυψαν 400 9-μερη πεπτίδια, τα οποία ταξινομήθηκαν με βάση μια |
‘τιμή’ (score) χαρακτηριστική για την πρόσδεση στα HLA-II αλλύλια (Παράρτημα III). |
Η ‘τιμή’ αυτή κυμαίνεται από 1 έως 9 με τα πεπτίδια που έχουν τιμές από 4 έως 9 να 

χαρακτηρίζονται σαν HLA προσδέτες (8-9 υψηλής συγγένειας προσδέτες, 7-6 

μέτριας συγγένειας προσδέτες και 4-5 χαμηλής συγγένειας προσδέτες). Τα είκοσι 
πρώτα 9-μερη πεπτίδια, που εμφάνισαν την υψηλότερη ‘τιμή’, απεικονίζονται στον 

Πίνακα IV. Τα προβλεπόμενα 9-μερη πεπτίδια, που είναι συνολικά 400, μπορούν να 

παρουσιαστούν και με τη μορφή διαγράμματος (Παράρτημα III).
Επιπλέον, τσυτοποιήθηκαν οι 'κρίσιμες περιοχές’ (hotspots regions) για την 

πρόσδεση, οι οποίες προέκυψαν με επέκταση των 9-μερών πεπτιδίων και από τα 

δυο άκρα του Πίνακα IV. Η πρόβλεψη των κρίσιμων περιοχών έγινε σε τιμή 

κατωφλίου 20 με την μέθοδο ANNs (Πίνακας V). Τα πεπτίδια που αποτελούν τις 

‘κρίσιμες περιοχές* μπορούν να παρουσιαστούν και με τη μορφή διαγράμματος 

(Παράρτημα III). Οι κρίσιμες περιοχές συνδυάστηκαν κατάλληλα ώστε να προκόψουν 

οι τελικές αλληλουχίες, που αποτελούν τους υποψήφιους εν δυνάμει Τ κυτταρικούς 

εππόπους του αυτοαντιγόνου La/SSB (Πίνακας VI).
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Πίνακας V: ΓΙροβλεττόμενες κρίσιμες περιοχές (hotspots regions) του αυτοαντιγόνου La/SSB. 
Η πρώτη στήλη δείχνει την θέση του πεπτιδίου στην πρωτεΐνη, η δεύτερη στήλη δείχνει την 
αλληλουχία των πεπτιδίων και η τρίτη απεικονίζει τη 'μέση τιμή’ της πρόβλεψης. Η 'μέση τιμή' 
ορίζεται ως το ‘ποσό’ (Πίνακας IV) διαιρεμένο με τον αριθμό των αλλυλίων (ΝΗια) που έχουν 
δώσει σημαντικές 'τιμές'.

ΘΕΣΗ ΠΕΠΤΙΔΙΑ ΜΕΣΗ ΤΙΜΗ® ΠΟΣΟ/Nhla

16-32* CHQIEYYFGDFNLPR 21.22
19-33’ HQ1EYYFGDFNLPRD 22.20
20-34* QIEYYFGDFNLPRDK 22.07
21-35* IEYYFGDFNLPRDKF 22.17
22-36* EYYFGDFNLPRDKFL 20.32
23-37* YYFGDFNLPRDKFLK 20.36
45-59* GWVPLEIMIKFNRLN 22.25
46-60’ WVPLEIMIKFNRLNR 25.67
47-61’ VPLEIMIKFNRLNRL 29.56
48-62' PLEIMIKFNRLNRLT 28.07
49-63* LEIMIKFNRLNRLTT 32.76
50-64* EIMIKFNRLNRLTTD 27.91
51-65’ IMIKFNRLNRLTTDF 27.94
52-66’ MIKFNRLNRLTTDFN 24.97
53-67* IKFNRLNRLTTDFNV 21.61
102-116* DEYKNDVKNRSVYIK 20.52
103-117* EYKNDVKNRSVYIKG 20.57
104-118* YKNDVKNRSVYIKGF 20.67
112-126’ SVYIKGFPTDATLDD 20.25
113-127* VYIKGFPTDATLDDI 20.14
134-148’ KGQVLNIQMRRTLHK 23.06
135-149’ GQVLNIQMRRTLHKA 23.34
136-150* QVLNIQMRRTLHKAF 27.99
137-151’ VLNIQMRRTLHKAFK 27.86
138-152’ LNIQMRRTLHKAFKG 25.36
139-153' NIQMRRTLHKAFKGS 20.30
140-154* IQMRRTLHKAFKGSI 23.86
150-164’ FKGSIFW FDSIESA 22.30
155-169’ FWFDSIESAKKFVE 20.63
178-192* TDLLILF KDD YFAKK 20.71
179-193* DLLILFKDDYFAKKN 20.72
160-194* LLILFKDDYFAKKNE 20.75

ΠΙΝΑΚΑΣ VI: Προβλεπόμενοι υποψήφιοι Τ κυτταρικοί επίτοποι. Η κατάταξη των επιτόπων 
έχει γίνει με βάση τον μέσο όρο αυτών.

ΘΕΣΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΜΕΣΟΣ ΟΡΟΣ ΜΗΚΟΣ

45-67 GWVPLEIMIKFNRLNRLTTDFNV 26.75 23
134-169 KGQVLNIQMRRTLHKAFKGSIFWFDSIESAKKFVE 23.86 36
18-37 CHQIEYYFGDFNLPRDKFLK 21.39 20

178-194 TDLLILFKDDYFAKKNE 20.73 17
102-127 DEYKNDVKNRSVYIKGFPTDATLDDI 20.43 26
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4. ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΤΩΝ ΜΕΘΟΔΩΝ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ ΤΩΝ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ 
ΕΠΙΤΟΠΩΝ

Οι Τ κυτταρικοί εττίτοττοι ττου προσδιορίστηκαν με τη χρήση των μοτίβων 

του Taylor (Πίνακας I) ελέχθησαν ως προς την ομοιότητά τους με τους επιτόπους 

που προέκυψαν με τη χρήση των υπολογιστικών προγραμμάτων ΤΕΡΙΤΟΡΕ 

(Πίνακας III) και MULTIPRED (Πίνακας VI). Από σύνολο των επιτόπων Taylor (37) 
μόνο οι έντεκα (11) φάνηκε να έχουν τα (δια και/ή παρόμοια μοτίβα στην αλληλουχία 

τους με είκοσι (20) επιτόπους που προέκυψαν με το ΤΕΡΙΤΟΡΕ και δύο (2) 
επιτόπους προέκυψαν με το MULTIPRED (Πίνακας VI).

Ο επίτοπος ΤΕΡΙΤΟΡΕ(57-76) αποτελεί τμήμα του επιτόπου Taylor(64-79), 
ο επίτοπος Taylor(89-104) εμπεριέχει τον επίτοπο ΤΕΡΙΤΟΡΕ(87-97) και ο επίτοπος 

Taylor(254-269) εμφανίζει το ίδιο τμήμα, 254-265, με τον επίτοπο ΤΕΡΙΤΟΡΕ(248- 
265). Και στις τρεις αυτές εν δυνάμει αντιγονικές περιοχές δεν προσδιορίστηκε 
επίτοπος με το πρόγραμμα MULTIPRED, που να παρουσιάζει στατιστική 

σημαντικότητα (αξιοσημείωτη τιμή μέσου όρου (Πίνακας V)).
Ο επίτοπος MULTIPRED(45-67), μήκους 23 καταλοίπων, περιλαμβάνει στο 

κεντρικό του τμήμα 4 διαδοχικά μοτίβα Taylor, τα οποία αλληλεπικαλύπτονται μεταξύ 

τους. Τα μοτίβα αυτά, ΕΙΜΙΚ (Φ-Υ-Υ-Υ-Φ), KFNR (Φ-Υ-Π-Υ), RLNR (Φ-Υ-Π-Φ) και 
RLTT (Φ-Υ-Π-Π), απαντώνται σε ένα μεγάλο μέρος των επιτόπων που ανιχνεύθηκαν 

με τη μέθοδο Taylor και το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ. Ο επίτοπος MULTIPRED(134- 
169), μήκους 36 καταλοίπων, περιλαμβάνει 6 διαδοχικά μοτίβα Taylor, εκ των 

οποίων εκείνα που βρίσκονται στο τελικό τμήμα 159-169 να αλληλεπικαλύπτονται 
μεταξύ τους. Τα μοτίβα QVLN (Π-Υ-Υ-Π), GQVLN (Γλυκίνη-Π-Υ-Υ-Π), KAFK (Φ-Υ-Υ- 
Φ), DSIE (Φ-Π-Υ-Φ), ESAK (Φ-Π-Υ-Φ), KFVE (Φ-Υ-Υ-Φ) είναι χαρακτηριστικά των 

επιτόπων Taylor και ΤΕΡΙΤΟΡΕ.
Ο συνδυασμός τριών διαφορετικών μεθόδων πρόβλεψης για τον προσδιορισμό 

των Τ κυτταρικών επιτόπων του La/SSB αυτοαντιγόνου μπορεί να αποδειχτεί μια 

ακριβής και αξιόπιστη μεθοδολογία, αφού είναι εμφανής η ομοιότητα ανάμεσα στα 

προβλεπόμενα πεπτίδια (Πίνακας VII).
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ΠΙΝΑΚΑΣ VII: Σύγκριση των υποψήφιων Τ κυτταρικών εττιτόττων που προέκυψαν με τη 
μέθοδο του Taylor, το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ και το πρόγραμμα MULTIPRED και εμφανίζουν 
κοινά ή/και παρόμοια μοτίβα στην αλληλουχία τους. Τα κοινά μοτίβα φαίνονται με μαύρο 
έντονο χρώμα.

TAYLOR ΤΕΡΙΤΟΡΕ MULTIPRED

MRRTLHKAFKGSffW TLHKAFKGSffWFDSIESA KGQVLNIQMRRTLHKAFKGSIFWFDSIESAKKFVE
(142-157) (145-164) (134-169)

DFNVTVEALSKSKAEL RLNRLTTDFNVIVEALSKSK -

(64-79) (57-76)
GWVPLEIMIKFNRLN PLEIMIKFNRLNRLTTD GWVPLEIMIKFNRLNRLTTDFNV

(4̂ 59) (48-64) (45-67)
PLEIMIKFNRLNRLTT QDCLDEGWVPLEIMIKFNRL GWVPLEIMIKFNRLNRLTTDFNV

<«*-«) (39-58) (45-67)
RRSPSKPLPEVTDEY KIRRSPSKPLPB

(19-104) (87-97)
KFNRLNRLTTD

(54-64)
NflKFNRLNRLTTO GWVPLEIMIKFNRLNRLTTDFNV

PLEIMIKFNRLNRLTT (52-64) (45-67)
(<*-«) PLEIMIKFNRLNRLTTD

(48-64)
QDCLDEGWVPLEIMIKFNRL

(39-58)
KFNRLNRLTTD

(54-64)
MUCFNRLNRLTTD

(52-64) GWVPLEIMIKFNRLNRLTTDFNV
D4DCFNRLNRLTTDFN PLEIMIKFNRLNRLTTD (45-67)

(51-66) (48-64)
QDCLDEGWVPLEIMIKFNRL

(39-58)
KFNRLNRLTTD

(54-64)
MDCFNRLNRLTTD

KFNRLNRLTTDFNVTV (52-64) GWVPLEIMIKFNRLNRLTTDFNV
(54-69) PLEIMIKFNRLNRLTTD

(48-64)
(45-67)

SIFWFDSIESAKKFV 1FWFDSIESA KGQVLNIQMRRTLHKAFKGSIFWFDSIRSAKKFVE
(153*164) (154-164) (134*169)

WFDSKSAKKFVETP TLHKAFKGSIFWFDSIESAK KGQVLNIQMRRTLHKAFKGSIFWFDSIESAKKFVB
(156-171) (145-165) (134-169)

SNHGEHCWIDFVRGAK DLHILFSNHGE1KWIDF
(254-269) (248-265) -
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ΚΕ5ΑΛΑΙΟ X 

ΕΠΙΛΟΓΗ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΕΠΙΤΟΠΩΝ



ΟΜΟΛΟΓΗ ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΕΠΙΤΟΠΩΝ ΠΟΥ ΠΡΟΕΚΥΨΑΝ ΜΕ ΤΗ 
ΜΕΘΟΔΟ TAYLOR ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΗ ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΠΕΠΤΙΔΙΟΥ ΤΗΣ ΙΝΣΟΥΛΙΝΗΣ 
Β

Το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β, το οποίο είναι δεσμευμένο στο DQ8 μόριο, 
παρουσιάζει τρία κύρια σημεία επαφής με το DQ8 στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 στον 

κύριο ττεττηδικό σκελετό. Στην πρόσδεση αυτή συμμετέχουν τα αμινοξικά κατάλοιπα 

του πεπτιδίου Ε, Υ και Ε στις θέσεις Ρ1Γ Ρ4 και Ρ9 αντίστοιχα σχηματίζοντας 

δεσμούς-Η με εκείνα τα κατάλοιπα του μορίου DQ8, τα οποία συνθέτουν τις τσέπες 

πρόσδεσης.
Τα πεπτίδια που προέκυψαν χρησιμοποιώντας ως μέθοδο πρόβλεψης τα 

διατηρημένα μοτίβα του Taylor, για τα μοντελοποιημένα DQ2 και DQ7 μόρια, 
υπέρ τέθηκαν με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β με αλληλουχία LVEALYLVCGERGG. Η 

διαδικασία αυτή, που ονομάστηκε Βήμα προς Βήμα Ομολογία’, απαιτούσε να 

γίνουν διάφοροι συνδυασμοί ώστε να προκύψουν τα καλύτερα υπερτεθημένα 

(superimposed) πεπτίδια στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και ήταν ιδιαίτερα 

χρονοβόρα.
Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα της μεθοδολογίας αυτής, αποτελεί το προς 

εξέταση πεπτίδιο SIFWFDSIESAKKFV (153-168) του La/SSB αυτοαντιγόνου, το 

οποίο προσδιορίστηκε και με τρεις μεθόδους πρόβλεψης που προαναφέρθηκαν 

(Πίνακας VII, Κεφ. IX). Για την εξέταση της ομολογίας του πεπτιδίου 153-168 με το 

πεπτίδιο της ινσουλίνης Β χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Swiss-Pdb Viewer. To 

πεπτίδιο 153-168 υπερτέθηκε στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και μετακινήθηκε, δεξιά 

και αριστερά, κατά ένα αμινοξύ τη φορά. Η διαδικασία σταμάτησε όταν το μήκος των 

ετπμέρους πεπτιδίων ήταν μικρότερο από εννέα αμινοξικά κατάλοιπα. Έτσι, 
προέκυψαν οκτώ ετπμέρους πεπτίδια με διαφορετικά κατάλοιπα σπς θέσεις Ρ1, Ρ4 

και Ρ9(Εκ.1).

Τα ετπμέρους πεπτίδια τοποθετήθηκαν στη συνέχεια μέσα στην αύλακα 

πρόσδεσης των μοντελοποιημένων DQ2 και DQ7 μορίων και τα σύμπλοκα που 

δημκχιργήθηκαν ελαχιστοποιήθηκαν ενεργειακά (συνολικά προέκυψαν 16 

σύμπλοκα). Η ενεργειακή ελαχκποποίηση πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα 

Swes-Pdb Viewer και φάνηκε όπ διαφορετικά πεπτίδια ‘χωράνε’ στην αύλακα 

πρόσδεσης των DQ2 και DQ7 αναδεικνύοντας επιπλέον μια ποικιλία στα αμινοξικά 

κατάλοιπα που αντιστοιχούν σπς θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού πεττπδικού 

πυρήνα (Ε«.1,2). Η στερεοχημική ποιότητα των σχηματιζόμενων συμπλόκων 

ελέγχθηκε με το Procheck και τα πεπτίδια που εξασφάλισαν την καλύτερη 

στερεοχημική ποιότητα στα σύμπλοκα 002Λτεπτίδιο και [Χ37/πεπτιδίο θεωρήθηκαν
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ως οι καλύτεροι τελικοί υποψήφιοι Τ κυτταρικοί επίτοποι του La/SSB αυτοαντιγόνου 

(Πίνακας I). Τα αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 
φαίνονται στον Πίνακα II.

* (Α)
S I FWFDS I Ε SAKKFV 

LVEALYLVCGERGC

(Β)
SIFV V F D S I E S  AKKFV 

LVEALYLVCGERGC

(Π
SIFVV FDS IES A KKFV 

.· * '  ̂ ·
l v e  a l y l v c  g  e  r g g

(Δ)
SIFVV FDS IE SAKKFV 

*
L VEALYLVCGER GG

(E)
SIFVVFD S IE SAKKFV 

LVE A LY LVCGERGG

(Z)
SIFVVFDS I E SAKKFV

LVEALY LVCGERGG

(H)
S I FVVF DS I E SAKKFV 

*
LVEALYLVCGE RGG

(ΣΤ)
S I F V V F D S I E S A K K F V

LVEALYL VCGE RGC

Εικόνα 1: 'Βήμα προς Βήμα Ομολογία’ του πεπτιδίου SIFWFDSIESAKKFV (153-168) του 
La/SSB αυτοαντιγόνου με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β με αλληλουχία LVEALYLVCGERGG. 
(Α) Αρχικά το πεπτίδιο 153-168 τοποθετείται πάνω στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β έχοντας ως 
πρώτο αμινοξύ την σερίνη (S). Σε αντιστοιχία με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β τα αμινοξικά 
κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 είναι η φαινυλαλανίνη (F), η 
φαινυλαλανίνη (F) και η σερίνη (S) (με κόκκινο γράμμα). (Β) Στη συνέχεια κρατώντας σταθερό 
το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β μετακινείται μια θέση προς τα αριστερά το πεπτίδιο 153-168 
οπότε αλλάζουν τα αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 σε βαλίνη 
(V), ασπαρτικό (D) και αλανίνη (Α) (με κόκκινο γράμμα). Επαναλαβάνεται η ίδια διαδικασία (Α- 
ΣΤ). Τα όμοια αμινοξέα ανάμεσα στα δύο πεπτίδια συμβολίζονται με * και τα αμινοξέα που 

έχουν παρόμοια χαρακτηριστικά με .. ή ..
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ΠΙΝΑΚΑΣ I: Προβλεπόμενοι Τ κυτταρικοί εττίτοποι του La/SSB αυτοαντιγόνου για τα 
μοντελοποιημένα DQ2 και DQ7 μόρια. Τα αμινοξικά κατάλοιπα ττου αντιστοιχούν στις θέσεις 
Ρ1, Ρ4 και Ρ9 φαίνονται με κόκκινο γράμμα. Το μήκος των ττροβλεττόμενων Τ κυτταρικών 
ετάτοττων κυμαίνεται από 9 έως 14 αμινοξέα.

DQ7 ΜΟΡΙΟ 

ΠΕΠΤΙΔΙΟ

ΠΕΡΙΟΧΗ TOY La/SSB

IVEALSKSKAEL (68-79)
ELMEISEDKTKIR (78-90)
AFKGSIFWFDSI (149-161)
GSIFWFDSIESAK (152-165)
IFWFDSIESAKKF (154-167)
AKDANNGNLQLRNK (286-299)

DQ2 ΜΟΡΙΟ ΠΕΡΙΟΧΗ TOY La/SSB

ΠΕΠΤΙΔΙΟ
LKEQIKLDEGWV (36-47)
IVEALSKSKAEL (68-79)
SKAELMEISEDKT (75-87)
LEDKGQVLNIQMRR (131-144)
AFKGSIFWFDS1E (149-162)
IESAKKFVETPGQK (161-174)
AKOANNGNLQLR (286-297)
AKDANNGNLQLRNK (286-299)
EKEALKKIIEDQES (311-324)

Πίνακας II: Αμινοξικά κατάλοιπα των π επ τιδ ίω ν π ου  βρίσκονται στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του 
κεντρικού ττετπιδικού σκελετού, όπως προκύπτουν μετά από την διαδικασίας της 'Βήμα προς 
Βήμα Ομολογίας* του πεπτιδίου 153-168 πάνω στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και τον 
στερεοχημικό έλεγχο των σχηματιζόμενων συμπλόκων 002/πεπτιδ(ου και 0Ο7/πεππδΙου.

DQ P1 P4 P9

DQ2 EADK KSMQI N W E D Q T L
DQ7 EMKI  VD SI VDN EKDAL

DQ8 E Y E
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A

Εικόνα 2: (A) Απεικόνιση του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, όπου τα αμινοξικά κατάλοιπα στις 
θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 (Ε, Υ και Ε αντίστοιχα) φαίνονται με πράσινο χρώμα. (Β) Υπέρθεση του 
πεπτιδίου 68-79 του La/SSB αυτοαντιγόνου στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β για το μόριο DQ2. 
(Γ) Υπέρθεση του πεπτιδίου 149-161 του La/SSB αυτοαντιγόνου στο πεπτίδιο της ινσουλίνης 
Β για το μόριο DQ7. Ο κεντρικός πεπτιδικός πυρήνας μήκους 9 αμινοξέων του πεπτιδίου της 
ινσουλίνης Β ταυτίζεται με τους κεντρικούς πυρήνες για τα πεπτίδια 68-79 και 149-161 του 
La/SSB αυτοαντιγόνου. Τα αμινοξικά κατάλοιπα στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 των πεπτιδίων 68- 
79 και 149-161 φαίνονται με κόκκινο χρώμα. Οι παράπλευρες αλυσίδες των αμινοξικών 
καταλοίπων μπορεί να έχουν την ίδια ή και διαφορετική διευθέτηση από εκείνες του πεπτιδίου 
της ινσουλίνης Β.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ X I

ΕΝΕΡΓΕΙΑΚΟΣ ΚΑΙ ΔΟΜΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ 
ΤΩΝ Τ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΕΠΙΤΟΠΩΝ



1. ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΤΗΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ ΜΕ ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ GETAREA

To GETAREA είναι ένα πρόγραμμα που διατίθεται δωρεάν στο διαδίκτυο για 

τον υπολογισμό της επιφάνειας πρωτεϊνικών μορίων που είναι εκτεθειμένη στο 

διαλύτη (solvent accessible surface area, SASA). Προσδιορίστηκε η επκράνειά των 

πεπτιδίων του Πίνακα I (Κεφ.Χ) μέσα στα σύμπλοκα ϋ02-πεπτιδίου και DQ7- 
πεπτιδίου. Η ακτίνα του νερού, που χρησιμοποιήθηκε ως διαλύτης, τέθηκε ίση με 1.4 

Α. Η SASA των πεπτιδίων (σε Α2) υπολογίστηκε ανά αμινοξικό κατάλοιπο.
Τα αμινοξικά κατάλοιπα των προβλεπόμενων πεπτιδίων που αντιστοιχούν 

στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 της αύλακας πρόσδεσης των μοντελοποιημένων DQ2 και 
DQ7 αναμένεται να έχουν πολύ χαμηλή έκθεση στο διαλύτη (μικρή τιμή SASA) 
συγκρινόμενα με γειτονικά κατάλοιπα, ενώ τα αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν 

στα άκρα των πεπτιδίων αναμένεται να έχουν υψηλή έκθεση στο διαλύτη (μεγάλη 

τιμή SASA). Πράγματι τα διαγράμματα που προέκυψαν για όλα τα προβλεπόμενα 

πεπτίδια μέσα σύμπλοκα 002-πεπτιδίου και ϋ07-πεπτιδίου επιβεβαιώνουν την 

παρατήρηση αυτή (Εικ.1,2).

Εικόνα 1: Ενδεικτικό διαγράμμα προσδιορισμού της εκτεθειμένης στο διαλύτη επιφάνειας του 
πεπτιδίου 39-47 του La/SSB αυτοαντιγόνου, όπως προέκυψε από το πρόγραμμα GETAREA. 
Τα αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 εμφανίζουν πολύ χαμηλή 
τιμή επιφάνειας, που είναι χαρακτηριστικό ότι βρίσκονται βαθιά μέσα στις τσέπες Ρ1, Ρ4 και 
Ρ9 στην αύλακα πρόσδεσης του DQ2, σε αντίθεση με εκείνα στα άκρα των πεπτιδίων που 
εμφανίζουν υψηλές τιμές επιφάνειας.

200

1·υ Lyt Gtu(P1) Sin Β· Ly*(P4) L#u Atp Glu Gty Trp(P9) VaJ
κοταλοπτο 36-47 του La/S6B
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a ,  2βΟ

300

160 ·

100

Ph« Lys(P1) Gly S«r lt«(P4) Phe Vel Val

κατάλοιπα 149-161 του La/SSB
Ph·

Εικόνα 2: Ενδεικτικό διαγράμμα προσδιορισμού της εκτεθειμένης στο διαλύτη επιφάνειας του 
πεπτιδίου 149-161 του La/SSB αυτοαντιγόνου, όπως προέκυψε από το πρόγραμμα 
GETAREA. Τα αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 εμφανίζουν 
πολύ χαμηλή τιμή επιφάνειας, που είναι χαρακτηριστικό ότι βρίσκονται βαθιά μέσα στις 
τσέπες Ρ1, Ρ4 και Ρ9 στην αύλακα πρόσδεσης του DQ7, σε αντίθεση με εκείνα στα άκρα των 
πεπτιδίων που εμφανίζουν υψηλές τιμές επιφάνειας.

Η προσεκτική μελέτη των διαγραμμάτων οδήγει στην υπόθεση ότι και η τσέπη 

Ρ6 ενδέχεται να είναι σημαντική στην πρόσδεση για τα μόρια DQ2 και DQ7, αφού οι 
τιμές SASA των αμινοξικών καταλοίπων των προβλεπόμενων πεπτίδιων, που 

αντιστοιχούν στη θέσεις Ρ6, είναι πολύ χαμηλές για όλα τα πεπτίδια. Επιπλέον, τα 

αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ5 φαίνεται να είναι εκτεθειμένα 

(υψηλές τιμές SASA) και πιθανά να συμμετέχουν στην αλληλεπίδραση με τον Τ 

κυτταρικό υποδοχέα (TCR).

2. ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΤΗΣ ΔΥΝΑΜΙΚΗΣ ΕΝΕΡΓΕΙΑΣ ΜΕ ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ TINKER 
ΤΩΝ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ DQ-ΠΕΠΤΙΔΙΟΥ

Το πρόγραμμα TINKER χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της 

δυναμικής ενέργειας αλληλεπίδρασης των συμπλόκων DQ-πεπτίδιου της ινσουλίνης 

Β, 002-πεπτίδιου και ϋ07-πεπτίδιου. Η δυναμική ενέργεια αλληλεπίδρασης των 

συμπλόκων υπολογίσθηκε με βάση την εξίσωση 2.1,

ΔΕ|ηΐ« EpMHc ~ Emhc· Ερ 2.1
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όπου Epmhc είναι η συνολική δυναμική ενέργεια του συμττλόκου ΜΗΟ-ττεττπδίου σε 

συμττλεγμένη κατάσταση, Emhc και Ερ είναι οι δυναμικές ενέργειες του MHC μορίου 

και του ττετττιδίου (ρ) σε μη συμττλεγμένη κατάσταση. Στον Πίνακα I παρουσιάζονται 
οι τιμές ΔΕ* για όλα τα σύμπλοκα. Τα πεπτίδια που εμφανίζουν μεγαλύτερη τάση 

πρόσδεσης στα DQ2 και DQ7 μόρια οδηγούν σε χαμηλότερες τιμές δυναμικής 

ενέργειας στα σχημαπζόμενα σύμπλοκα.
Κατά τον υπολογισμό της δυναμικής ενέργειας αλληλεπίδρασης 

χρησιμοποιήθηκε η συνάρτηση δυναμικής ενέργειας CHARMM27, το συνεχές 

μοντέλο επιδιαλύτωσης GB/SA και η διηλεκτρική σταθερά καθορίστηκε ίση με 1.0. 
Τα κατώτερα όρια (cut-offs) για τις ηλεκτροστατικές (charged-charged) και τις van der 
Waals αλληλεπιδράσεις ορίστηκαν στα 15.0 και 12.0 Α.

ΠΙΝΑΚΑΣ I: Η δυναμική ενέργεια αλληλεπίδρασης (ΔΕη ) των συμπλόκων ΡΟδ-πεπτΙδιου, 
002-ττετττίδιου και 007-ττεπτιδίου, σε Kcal/mol.

ΣΥΜΠΛΟΚΟ AEjnt
OQ8
DQ8-P -74.778
DQ7

DQ7-P049-161) -122.63

DQ7-P(78-90) -72.785

DQ7-P(28e-299) -69.358

DQ7-P(154-187) -65.879
DQ7-P(6S-7B) -51.545

OQ7-P(tS2.i6S) -28.388
DQ2

OQ2-P(286-297) -88.272

DQ2'P(140.162) -86.230
DQ2-p(131.144, -76.134

DQ2-P(26e>290) -74.111
DQ2-P(iei.174) -71.061
DQ2-POH-324) -65.917

DQ2-p(ee-7B) -49.201
DQ2-P(36-47) -47.912
DQ2"P(7M7) -47.781
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3. ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΤΗΣ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ ΠΡΟΣΔΕΣΗΣ ΤΩΝ ΠΡΟΒΛΕΠΟΜΕΝΩΝ
ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ ΣΤΑ ΣΥΜΠΛΟΚΑ ΤΟΥΣ ΜΕ ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ MHCPred

Η συγγένεια πρόσδεσης των υποψήφιων Τ κυτταρικών εκιτόπων (Πίνακας I, 
Κεφ. X) μέσα στα σύμπλοκα Τους προσδιορίστηκε με τη χρήση του προγράμματος 

MHCPred. Σύμφωνα με βιβλιογραφικά δεδομένα, όσο αυξάνεται η συγγένεια 

πρόσδεσης ενός πεπτιδίου σε ένα MHC μόριο, τόσο μεγαλύτερη είναι η πιθανότητα 

να αναγνωριστεί από έναν Τ κυτταρικό υποδοχέα (TCR) και να αρχίσει η 

ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος. Ένας τρόπος μέτρησης της 

συγγένειας πρόσδεσης είναι ο υπολογισμός της τιμής ICso, η οποία δείχνει την 

συγκέντρωση του πεπτιδίου που απαιτείται για 50% αναστολή σε ένα ανταγωνιστικό 

πείραμα πρόσδεσης (competitive binding assay). Ένα πεπτίδιο προσδένεται σε ένα 

MHC μόριο όταν plC5o> 6.3 ή όταν οι τιμές IC5o κυμαίνονται από 0.01 έως 5000ηΜ.
Για τη μελέτη αυτή επιλέχθηκε το αλλύλιο τάξης II, DRB1*0101, λόγω της 

υψηλής ομολογίας στην πρωτοταγή δομή του με τα DQ2 και DQ7 μόρια. Το μοντέλο 

πρόβλεψης της συγγένειας πρόσδεσης που χρησιμοποιήθηκε στη παρούσα μελέτη 

βασίζεται στη συνεισφορά των αμινοξικών κατάλοιπων στην πρόσδεση για τις θέσεις 

από Ρ1 έως Ρ9 του κεντρικού πεπτιδικού πυρήνα και στις αλληλεπιδράσεις αυτών με 
γειτονικά κατάλοιπα.

Τα αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 

τοποθετήθηκαν στην ειδική φόρμα του προγράμματος MHCPred και υπολογίστηκαν 

οι τιμές 1C50 για καθένα από τα προβλεπόμενα πεπτίδια (Πίνακας II). Επιπλέον, 
προβλέφθηκαν οι τιμές plC5o (-loglC50) από ένα συνδυασμό που περιλαμβάνει τις 
συνεισφορές (Ρ) για καθένα αμινοξικό κατάλοιπο σε κάθε θέση του πεπτιδίου και τις 

συνεισφορές από τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των παράπλευρων αλυσίδων των 

αμινοξικών καταλοίπων του πεπτιδίου που απέχουν μεταξύ τους μία (γειτονικά 

κατάλοιπα) ή δύο θέσεις. Οι τιμές plC50 μπορούν να συσχετιστούν με την ελεύθερη 

ενέργεια πρόσδεσης AGbtnd, αφού AGblnd— RT lnlC5o.
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Πίνακας II: Πρόβλεψη της συγγένειας ττρόσδεσης των ττροβλεττόμενων ανπγονικών 
πεπτιδίων των μορίων DQ8, DQ2 και DQ7. Η πρώτη στήλη δείχνει το 9-μερες κεντρικό τμήμα 
των πεπτιδίων, η δεύτερη στήλη περιέχει τις τιμές -ioglCso (ή pIC») και η τρίτη στήλη περιέχει 
πς τιμές 1C» (πΜ). Τα αμινοξικά κατάλοιπα στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 φαίνονται με κόκκινο.

Αλληλουχία Προβλεττόμενη
-loglCso(M)

Προβλεπόμενη 
1C» (nM)

OQ8
Ε w A L Υ L V C G Ε 4S 6.988 102.80

DQ7
l 1MF V V F D S I E 162 7.714 19.32
E toALSKSKAE™ 7.348 44.87

DzmANNGNLQLz* 6.816 152.76
Κ 151 G S I F V V F D ,» 6.685 206.54
v 156v f d s i e s a 164 6.455 350.75
M n E I S E D K T K n 6.004 990.83

DQ2
E toALS KSKAE; , 7.348 44.87
Ε 3,3 A L Κ Κ 11 E D 7.17 67.61
A 77 E L Μ Ε I S E D 8s 7.151 70.63

D m A N N G N L Q L w 6.816 152.76
OjmA N N G N L Q L zm 6.816 152.76
K ,5, G S I F V V F D , » 6.685 206.54
EaeQI K L D E G W « 6.348 448.75
D ,33 K G Q V L N t Q 141 6.196 636.80
E,m SAKKFVET,7o 6.137 729.46

Τα πεπτίδια που έχουν υψηλές τιμές p IC »  (ή χαμηλότερες τιμές ICso) 

θεωρούνται να είναι καλύτεροι προσδέτες στα DQ2 και DQ7 μόρια. Όλα τα πεπτίδια 

που προβλέφθηκαν φαίνεται να είναι εν δυνάμει Τ κυτταρικοί επίτοποι εκτός από τα 

πεπτίδιο 78-90, που το κεντρικό του 9-μερες τμήμα είναι το 80-88 για το DQ7 μόριο 

και τα πεπτίδια 131-144 και 161-174, που το κεντρικό τους 9-μερες τμήμα είναι το 

133-141 και 162-170 για το DQ2 μόριο (p !C » <  6.3).



4. ΠΡΟΣΟΜΟΙΩΣΕΙΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΔΥΝΑΜΙΚΗΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ DQ8- 
ΠΕΠΤΙΔΙΟΥ ΤΗΣ ΙΝΣΟΥΛΙΝΗΣ Β ΚΑΙ ΤΩΝ ΣΥΜΠΛΟΚΑ DQ7-ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ

Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής στο σύμπλοκο ανάμεσα στο 0Q8 

μόριο με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και στα σύμπλοκα ανάμεσα στο DQ7 μόριο με 
καθέναν από τους προβλεπόμενους Τ κυτταρικούς επιτόπους του La/SSB 

αυτοαντιγόνου (Πίνακας I, Κεφ.Χ) έγιναν με σκοπό να διερευνηθούν περαιτέρω τα 

δομικά χαρακτηριστικά των συμπλόκων σε διαφορετικές χρονικές κλίμακες, να 

υπολογιστούν οι μέσες τιμές κάποιων από τις θερμοδυναμικές ιδιότητες των μορίων 

και να προσδιοριστούν οι δομές που είναι πιο σταθερές θερμοδυναμικά. Τα άτομα 

θεωρούνται σφαιρικές μάζες που διαθέτουν κάποιο φορτίο (σχεδόν πάντα κλάσμα 

του φορτίου το ηλεκτρονίου) και δέχονται τις αλληλεπιδράσεις που περιγράφει το 

πεδίο δυνάμεων από τα υπόλοιπα άτομα, δηλαδή ‘αισθάνονται’ κάποιο δυναμικό και 
κινούνται πάνω σε αυτό. Την κίνηση αυτή καθορίζει μια δύναμη που είναι 
παράγωγος της δυναμικής ενέργειας. Οι αρχικές θέσεις των ατόμων (έναρξη της 

μοριακής δυναμικής) προέρχονται από την ενεργειακή ελαχιστοποίηση, οι αρχικές 

ταχύτητες ανατίθενται στα άτομα σύμφωνα με την κατανομή Boltzmann και 
αντιστοιχούν σε κάποια θερμοκρασία και η επιτάχυνση υπολογίζεται από την 

παράγωγο της δύναμης.
Προκειμένου να βρεθεί η πιο κατάλληλη μεθοδολογία, οι προσομοιώσεις 

μοριακής δυναμικής έγιναν αρχικά μόνο για το σύμπλοκο ανάμεσα στο DQ8 μόριο με 
το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β, που χρησιμοποιήθηκε μέχρι τώρα ως εκμαγείο, σε 
διάφορα χρονικά διαστήματα και μελετήθηκε η συμπεριφορά του συστήματος 

λαμβάνοντας υπόψη ένα σύνολο από παραμέτρους. Στις παραμέτρους αυτές 

συγκαταλέγονται η συνάρτηση δυναμικής ενέργειας CHARMM27, το συνεχές μοντέλο 

επιδιαλύτωσης GB/SA και ο αλγόριθμος ολοκλήρωσης Verlet. Η διηλεκτρική σταθερά 

καθορίστηκε ίση με 1.0. Τα κατώτερα όρια (cut-offs) για τις ηλεκτροστατικές (charged- 
charged) και τις van der Waals αλληλεπιδράσεις ορίστηκαν στα 15.0 και 12.0 A 

αντίστοιχα και οι παράγοντες chg-taper και vdw-taper ορίστηκαν στα 0.9 Α. Οι 
προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής έγιναν με τη χρήση του προγράμματος TINKER 
σε μια Linux υπολογιστική μονάδα με διπλό επεξεργαστή και λειτουργικό Mandrake
10.0. Οι μεθοδολογίες που εξετάστηκαν για την παρούσα μελέτη αναπτύσσονται 
παρακάτω.
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Πολλές φορές είναι ενδιαφέρον να περιοριστεί η κίνηση κάποιων ατόμων του 

συστήματος για να μελετηθεί καλλίτερα κάποιο υποσύστημα ή να περιοριστεί η 

κίνηση κάποιων ατόμων σε κάποιες ιδιαίτερες περιοχές. Τέτοιοι περιορισμοί μπορεί 
να είναι η ολική ακινησία ατόμων, ο περιορισμός σε μήκη και γωνίες δεσμών (ή 

δίεδρες) σε κάποιες τιμές μόνο. Στην περίπτωση που ο περιορισμός θέτει σε πλήρη 

ακινησία ορισμένα άτομα τότε αυτά δεν επιτρέπεται να κινηθούν. Έτσι εστιάζεται η 

προσοχή σε κάποιο άλλο τμήμα του συστήματος και επιταχύνονται οι υπολογισμοί 
διότι μειώνονται οι βαθμοί ελευθερίας του συστήματος.

Σύμφωνα με την μεθοδολογία αυτή όλα τα άτομα του DQ8 μορίου παρέμειναν 

ακίνητα σε όλη τη διάρκεια της μελέτης, ενώ τα άτομα του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β 

κινήθηκαν ελευθέρα, χωρίς περιορισμούς. Η εντολή ‘active’ του προγράμματος 

TINKER ενεργοποίησε την κίνηση των ατόμων του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β και 
κατέστησε ακίνητα όλα τα άτομα του DQ8 μορίου. Οι προσομοιώσεις μοριακής 

δυναμικής με τη μεθοδολογία αυτή έγιναν σε θερμοκρασία 300Κ και διήρκεσαν μόνο 

20 ps. Υπολογίστηκε η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης (RMSD) σε 

συνάρτηση με το χρόνο για το σύμπλοκο 008-πεππδίου της ινσουλίνης Β, για το 

DQ8 και για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β ξεχωριστά.
Δεν παρατηρήθηκε μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το DQ8 μόριο 

(RMSD=0 Α) ενώ για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και για το σύμπλοκο DQ8- 
πεπτίδιου η τιμή του RMSD κυμάνθηκε από 0.189 έως 1.620 Α και από 0.0465 έως 

0.382 Α, αντίστοιχα (Εικ.3). Δεν παρατηρήθηκε ιδιαίτερη μετατόπιση στο κεντρικό 9- 
μερες τμήμα του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, όπως φάνηκε από την υπέρθεση των 

δομών του συμπλόκου και των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξικών καταλοίπων 

στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 (Εικ.4,5).

4.1 Ακινητοττοιημένο το DQ8, σε κίνηση το πεπτίδιο
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Εικόνα 3: Μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο για το 
σύμπλοκο ϋ08-πετπιδίου της ινσουλίνης Β (-), για το DQ8 μόριο (-) και για το πεπτίδιο της 
ινσουλίνης Β(η ) .

Εικόνα 4: Απεικόνιση της μετατόπισης του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β μέσα στην αύλακα 
πρόσδεσης του OQ8 μορίου με την πάροδο του χρόνου και ενώ το DQ8 μόριο παραμένει 
ακίνητο για τα χρονικά διαστήματα 0.1,5,10,15 και 20 ps.
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Εικόνα 5: Υπέρθεση των αμινοξικών καταλοίπων Ε, Υ και Ε του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β 
στις θέσεις Ρ1. Ρ4 και Ρ9 αντίστοιχα για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 5,10,15 και 20 ps.

4.2 Ακινητοττιημένο το πεπτίδιο, σε κίνηση το DQ8

Σύμφωνα με την μεθοδολογία αυτή όλα τα άτομα του DQ8 μορίου κινήθηκαν 

ελευθέρα χωρίς περιορισμούς, ενώ όλα τα άτομα του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β 

παρέμειναν ακίνητα σε όλη τη διάρκεια της μελέτης. Η εντολή ‘active’ του 

προγράμματος TINKER ενεργοποίησε την κίνηση των ατόμων του DQ8 μορίου και 
κατέστησε ακίνητα όλα τα άτομα του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β. Οι προσομοιώσεις 

μοριακής δυναμικής με τη μεθοδολογία αυτή διήρκεσαν μόνο 20 ps και υπολογίστηκε 

η μεταβολή του δομικού δείκτη RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο για το σύμπλοκο 

DQe-πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, για το DQ8 και για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β 

ξεχωριστά (Εικ.6).
Δεν παρατηρήθηκε μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το πεπτίδιο 

της ινσουλίνης Β (RMSD=0 Α), ενώ για το DQ8 μόριο και για το σύμπλοκο DQ8- 
πεπτίδιου η τιμή του RMSD αυξήθηκε απότομα κατά τη διάρκεια των 3 ps και στη 

συνέχεια παρέμεινε περίπου σταθερή (η μέση τιμή RMSD υπολογίστηκε σε 2.467 και 
2.531 Α για το DQ8 μόριο και για το σύμπλοκο Ρ08-πεπτιδίου αντίστοιχα, για το 

χρονικό διάστημα από 3 έως 20 ps). Κατά τη διάρκεια της προσομοίωσης 

παρατηρήθηκε αποδιάταξη της ελικοειδούς δομής των αλυσίδων α1 και β1 του 

μορίου DQ8, οι οποίες σχηματίζουν την αύλακα πρόσδεσης του αντιγονικού 

πεπτιδίου (Εικ.7).
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Εικόνα 6: Μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο για το 
σύμπλοκο 008-πεπτιδΙου της ινσουλίνης Β (-), για το DQ8 μόριο (-) και για το πεπτίδιο της 
ινσουλίνης Β ( η ) .

Εικόνα 7: Απεικονίσεις των διαμορφώσεων του DQ8 μορίου που προκύπτουν από 
προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 5, 10, 15 και 20 ps και 
ενώ το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β παραμένει ακίνητο μέσα στην αύλακα πρόσδεσης.
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Σύμφωνα με την μεθοδολογία αυτή όλα τα άτομα του DQ8 μορίου και του 

πεπτιδίου της ινσουλίνης Β κινήθηκαν ελευθέρα χωρίς περιορισμούς σε όλη τη 

διάρκεια της μελέτης. Η εντολή ‘active’ του προγράμματος TINKER ενεργοποίησε την 

κίνηση των ατόμων του DQ8 μορίου και του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β. Οι 
προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής με τη μεθοδολογία αυτή διήρκεσαν μόνο 20 ps 

και υπολογίστηκε η μεταβολή του δομικού δείκτης RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο 

για το σύμπλοκο 008-πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, για το DQ8 και για το πεπτίδιο της 

ινσουλίνης Β ξεχωριστά (Εικ.8).

4.3 Σε κίνηση χωρίς περιορισμούς το DQ8 και το πεπτίδιο

Εικόνα 8: Μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο για το 
σύμπλοκο 008·πεπτιδΙου της ινσουλίνης Β (-), για το DQ8 μόριο (-) και για το πεπτίδιο της 
ινσουλίνης Β(η ) .

Παρατηρήθηκε απότομη αύξηση του RMSD για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β 

για το χρονικό διάστημα από 0 έως 13.5 ps (μέγιστη τιμή RMSD=8.862 Α). Την 

απότομη αύξηση διαδέχτηκε η απότομη μείωση του RMSD μέχρι το τέλος της 

προσομοίωσης (20 ps). Η τιμή του RMSD για το DQ8 μόριο και το σύμπλοκο DQ8- 
πεπτιδίου αυξανόταν συνεχώς καθ' όλη τη διάρκεια της προσομοίωσης (20 ps). Κατά 

τη διάρκεια της προσομοίωσης παρατηρήθηκε αποδιάταξη της ελικοειδούς δομής 

των αλυσίδων α1 και β1 του μορίου DQ6, οι οποίες σχηματίζουν την αύλακα
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πρόσδεσης του αντιγονικού πεπτιδίου (Εικ.9). Επίσης, λόγω της απότομης 

μεταβολής του RMSD για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β σε ιδιαίτερα υψηλές τιμές, το 

πεπτίδιο φαίνεται να αποχωρεί από την αύλακα πρόσδεσης (Εικ.10).

Εικόνα 9: Απεικονίσεις των διαμορφώσεων του συμπλόκου μεταξύ του DQ8 μορίου και του 
πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, όπως προκύπτουν από προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής για 
τα χρονικά διαστήματα 0.1, 5,10,15 και 20 ps.

Εικόνα 10: Απεικονίσεις των διαμορφώσεων του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, όπως 
προκύπτουν από προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 5, 10,
15 και 20 ps.
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Σύμφωνα με την μεθοδολογία αυτή όλα τα άτομα του DQ8 μορίου και του 

πεπτιδίου της ινσουλίνης Β κινήθηκαν με τους ίδιους περιορισμούς για το χρονικό 

διάστημα 0-50 ps. Οι περιορισμοί διατηρήθηκαν μέχρι το τέλος των προσομοιώσεων 

για το DQ8 μόριο, ενώ άρθηκαν για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β, το όποιο αφέθηκε 

ελεύθερο να κινηθεί για το χρονικό διάστημα 51-100 ps. Η εντολή ‘restrain-position’ 
του προγράμματος TINKER εφαρμόστηκε για τα C° άτομα του DQ8 μορίου και τα Ca 
άτομα του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β θέτοντας την σταθέρα δύναμης ίση με 20 Kcal/ 
Α2 για το χρονικό διάστημα 0-50 ps , ενώ για το χρονικό διάστημα 51-100 ps η 

σταθέρα δύναμης διατηρήθηκε 20 Kcal/ Α2 για τα C° άτομα του DQ8 μορίου και 
μηδενίστηκε για τα Ca άτομα του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β. Οι προσομοιώσεις 

μοριακής δυναμικής με τη μεθοδολογία αυτή διήρκεσαν 100 ps και υπολογίστηκε η 

μεταβολή του δομικού δείκτης RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο για το σύμπλοκο 

DQe-πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, για το DQ8 και για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β 

ξεχωριστά (Εικ.11). Το χρονικό διάστημα από 0 έως 50 ps χαρακτηρίστηκε ως φάση 

εξισορρόπησης.

4.4.1 Σε κίνηση με περιορισμούς το DQ8 και το πεπτίδιο (Α)

Εικόνα 11: Μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο για το 

σύμπλοκο DQe-πεπτιδΙου της ινσουλίνης Β (-), για το DQ8 μόριο (-) και για το πεπτίδιο της 

ινσουλίνης Β ( η ).

189



Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το DQ8 μόριο (μέση τιμή 

RMSD=0.196 Α) δεν παρουσίασε σημαντικές αυξομοιώσεις κατά τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (100 ps). Για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β παρατηρήθηκε η πρώτη 

απότομη αύξηση του RMSD Τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η χρονική στιγμή 

που αίρονται οι περιορισμοί κίνησης για τα Ca άτομα του πεπτιδικού σκελετού. Από 

80 έως 100 ps παρατηρήθηκαν αυξομειώσεις στην τιμή του (μέση τιμή RMSD=3.385 

Α, διακύμανση=0.042). Η τιμή του RMSD για το σύμπλοκο ϋ08-πεπτιδίου παρέμεινε 

σταθερή για το χρονικό διάστημα από 0 έως 50 ps, αυξήθηκε απότομα τρεις χρονικές 

στιγμές (51 ps, 68 ps και 78 ps) ενώ από 80 έως 100 ps παρατηρήθηκαν μικρότερες 

αυξομειώσεις στην τιμή του (μέση τιμή RMSD=1.685 Α, διακύμανση=0.002). Η 

μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης έχει σαν συνέπεια την μετατόπιση των 

παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξικών καταλοίπων του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β 

που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 (Εικ.12).

Πίνακας III: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου 008-πεπτιδίου και του πεπτιδίου της 

ινσουλίνης Β με βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 80 εώς 100 ps.

Στατιστικό Μέγεθος 0(58-πετττίδιο πεπτίδιο
Μέσος όρος 1,685 3,385
Τυπικό σφάλμα 0,004 0,014
Διάμεσος τιμή 1,694 3,378
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0,049 0,205
Διακύμανση 0,002 0,042
Κύρτωση -0,816 -0,488
Εύρος 0,196 0,894
Ελάχιστο 1,578 2,904
Μέγιστο 1,773 3,798

Η κύρτωση χαρακτηρίζει τη σχετική οξύτητα ή ομαλότητα μιας κατανομής, σε 
σύγκριση με την κανονική κατανομή. Θετική κύρτωση υποδηλώνει κατανομή με 
σχετικές οξύνσεις. Αρνητική κύρτωση υποδηλώνει σχετικά ομαλή κατανομή. Τόσο για 

το σύμπλοκο ϋΟδ-πεπτιδίου όσο για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β, η κύρτωση είναι 
αρνητική υποδηλώνοντας όπ αυτά υπόκειται σε ομαλή κατανομή. Η διακύμανση τόσο 

για το σύμπλοκο DQe-πεπτιδΙου όσο για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β είναι πολύ 

μικρή.
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Εικόνα 12: (Α) Υπέρθεση του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β για τα χρονικά διαστήματα 0 και 
100 ps. (Β) Υπέρθεση του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β για τα χρονικά διαστήματα 0, 50, 68, 
79 και 100 ps . Διακρίνονται τα αμινοξικά καταλοίπα Ε , Υ και Ε που αντιστοιχούν στις θέσεις 
Ρ1, Ρ4 και Ρ9.
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Σύμφωνα με την μεθοδολογία αυτή όλα τα άτομα του DQ8 μορίου και του 

πεπτιδίου της ινσουλίνης Β κινήθηκαν με τους ίδιους περιορισμούς για το χρονικό 

διάστημα 0-50 ps. Οι αρχικοί περιορισμοί διατηρήθηκαν μέχρι το τέλος των 

προσομοιώσεων για το DQ8 μόριο, ενώ άρθηκαν σταδιακά για το πεπτίδιο της 

ινσουλίνης Β, για το χρονικό διάστημα 51-150 ps. Συγκεκριμένα, η εντολή 'restrain- 
position’ του προγράμματος TINKER εφαρμόστηκε για τα C° άτομα του DQ8 μορίου 

και η σταθερά δύναμης τέθηκε ίση με 20 Kcal/ Α2 σε όλη τη διάρκεια της μελέτης (Ο
Ι 50 ps). Η εντολή ‘restrain-position’ του προγράμματος TINKER εφαρμόστηκε για τα 

C° άτομα του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β ενώ η σταθερά δύναμης τέθηκε ίση με 20 

Kcal/ Α2 για το χρονικό διάστημα 0-50 ps, ίση με 10 Kcal/ Α2 για το χρονικό διάστημα 

51-60 ps, ίση με 5 Kcal/ Α2 για το χρονικό διάστημα 61-70 ps και μηδενίστηκε για το 

χρονικό διάστημα 71-150 ps επιτρέποντας στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β να κινηθεί 
ελεύθερα χωρίς περιορισμούς.

Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής με τη μεθοδολογία αυτή διήρκεσαν 

150 ps και το χρονικό διάστημα από 0 έως 50 ps χαρακτηρίστηκε ως φάση 

εξισορρόπησης. Υπολογίστηκαν η μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι 
εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για το πεπτίδιο της ινσουλίνης-Β, της επιδιαλύτωσης, 
η οποία εκφράζεται σε όρους ελεύθερης ενέργειας (σε Kcal/mol) του συμπλόκου 

DQe-πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, της ακτίνας περιστροφής (σε Α) του συμπλόκου 

DQe-πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη 

(σε Α2) για τα αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και 
Ρ9 του κεντρικού τμήματος ταυ πεπτιδίου της ινσουλίνης-Β και η τέλος η μεταβολή 

του δομικού δείκτη RMSD για το σύμπλοκο DQe-πεπτιδίου της ινσουλίνης Β, για το 

DQ8 και για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β ξεχωριστά, σε συνάρτηση με το χρόνο 

(Εικ.13-14). Η μεθοδολογία αυτή εφαρμόστηκε στο σύμπλοκο ανάμεσα στο DQ8 

μόριο και στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και στα σύμπλοκα ανάμεσα στο 

μοντελοποιημένο DQ7 μόριο και στους προβλεπόμενους Τ κυτταρικούς επιτόπους 

(Πίνακας I, Κεφ.Χ) του La/SSB αυτοαντιγόνου. Οι παράμετροι πρόβλεψης 

περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων την συνάρτηση δυναμικής ενέργειας CHARMM27, το 

συνεχές μοντέλο επιδιαλύτωσης GB/SA και τον αλγόριθμο ολοκλήρωσης Verlet. Η 

διηλεκτρική σταθερά καθορίστηκε ίση με 1.0. Τα κατώτερα όρια (cut-offs) για τις 

ηλεκτροστατικές (charged-charged) και van der Waals αλληλεπιδράσεις ορίστηκαν 

στα 15.0 και 12.0 Α αντίστοιχα και οι παράγοντες chg-taper και vdw-taper ορίστηκαν 

στα 0.9 Α. Οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής σε συνεχές μέσο ήταν ιδιαίτερα 

χρονοβόρες για το λόγο αυτό τα σύμπλοκα εξετάστηκαν για 150 ps.

4.4.2 Σε κίνηση με περιορισμούς το DQ8 και το πεπτίδιο (Β)
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Εβόνα 13: (A) Μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε PC) 

για το πεπτίδιο της ινσουλΙνης-Β μέσα στο σύμπλοκο ΟΟΘ-πεπτιδίου και (Β) της ενέργειας 
ετηδηλύτωσης (σε Kealflmol) του συμπλάκου ΟΟΘ-πεπτιδίου.
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Εικόνα 14: (Α) Μεταβολή της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για τα 
αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού 
τμήματος του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β. (Β) Μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης RMSD 
(για τα C0 του πετττιδικού σκελετού) σε συνάρτηση με το χρόνο για το σύμπλοκο DQ8- 
πεπτιδίου της ινσουλίνης Β (-), για το DQ8 μόριο (-) και για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β («).
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Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το DQ8 μόριο (μέση τιμή 

RMSD=0.195 Α) δεν παρουσίασε αυξομειώσεις καθ' όλη τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (150 ps). Παρατηρήθηκε η πρώτη απότομη αύξηση στην τιμή του 

RMSD για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η 

χρονική στιγμή που μειώνονται οι περιορισμοί κίνησης για τα C° άτομα του 

ττεπτιδικού σκελετού. Κατά τη χρονική στιγμή 110 ps, όπου έχουν αρθεί οι 
περιορισμοί κίνησης για τα C0 άτομα παρατηρείται εκ νέου αύξηση στην τιμή του 

RMSD, η οποία οδηγεί σε πλατό καθόσον δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές 

αυξομειώσεις στην τιμή του (μέση τιμή RMSD=2.277 Α, διακύμανση=0.200) μέχρι το 

τέλος της προσομοίωσης. Περίπου ίδιο είναι το προφίλ μεταβολής του RMSD για το 

σύμπλοκο 008-πεπτιδίου με πολύ χαμηλότερες τιμές RMSD (μέση τιμή 

RMSD=0.740 Α, διακύμανση=0.020). Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης έχει 
σαν συνέπεια την μετατόπιση του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β από την αρχική του 

θέση σε διαφορεπκές χρονικές στιγμές της προσομοίωσης (Εικ.15).

Πίνακας IV: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου 008-πεπτίδιο και του πεπτιδίου της 
ινσουλίνης Β με βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 100 εώς 150 ps.

Στατιστικό Μέγεθος DQe-πεπτίδιο πεπτίδιο
Μέσος όρος 0.740 2.277
Τυπικό σφάλμα 0.006 0.023
Διάμεσος τιμή 0.807 2.519
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0.142 0.519
Διακύμανση 0.020 0.20
Κύρτωση -0.359 0.118
Εύρος 0.516 1.950
Ελάχιστο 0.386 0.879
Μέγιστο 0.902 2.828

Όπως προαναφέρθηκε, η κύρτωση χαρακτηρίζει τη σχετική οξύτητα ή 

ομαλότητα μιας κατανομής, σε σύγκριση με την κανονική κατανομή. Για το σύμπλοκο 

DQe-πεπτιδίου, η κύρτωση είναι αρνητική υποδηλώνοντας ότι αυτό υπόκειται σε 

ομαλή κατανομή σε αντίθεση με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β, για το οποίο η 

κύρτωση είναι θετική και εμφανίζει σχετικές οξύνσεις στην κατανομή του. Η 

διακύμανση τόσο για το σύμπλοκο ΟΌ8-πεπτίδιο όσο για το πεπτίδιο της ινσουλίνης 

Β είναι πολύ μικρή.

195

J



A

B

Εικόνα 15: (A )Υπέρθεση του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β για τα χρονικά διαστήματα 0 και 
150 ps. (Β) Υπέρθεση του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β για τα χρονικά διαστήματα 0, 50, 110 
και 150 ps. Διακρίνονται τα αμινοξικά καταλοίπα Ε , Υ και Ε που αντιστοιχούν στις θέσεις Ρ1, 
Ρ4 και Ρ9.
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2. ΗίΑ-007/ΠΕΠΤΙΔΙ0(68-79) 
A

Εικόνα 16: (Α) Μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) 
για το πεπτίδιο 68-79 του La/SSB αυτοσντιγόνου μέσα στο συμπλοκο DQ7-(68-79) και (Β) της 
ενέργειας επδιαλύτωσης (σε Kcal/moi) του συμπλόκου DQ7-(68-79).
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Εικόνα 17: (Α) Μεταβολή της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για τα
αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού 
τμήματος του πεπτιδίου 68-79 του La/SSB αυτοαντιγόνου, (Β) Μεταβολή του δομικού δείκτη 
απόκλισης RMSD (για τα C" του πεπτιδικού σκελετού) σε συνάρτηση με το χρόνο για το 
σύμπλοκο DQ7-(68-79) (-), για το DQ7 μόριο (-) και για το πεπτίδιο 68-79 ( η ) του La/SSB 
αυτοαντιγόνου.
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Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το DQ7 μόριο (μέση τιμή 

RMSD=0.173 Α) δεν παρουσίασε αυξομειώσεις καθ' όλη τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (150 ps). Παρατηρήθηκε η πρώτη απότομη αύξηση στην τιμή του 

RMSD για το πεπτίδιο 68-79 τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η χρονική στιγμή 

που μειώνονται οι περιορισμοί κίνησης για τα C® άτομα του πεπτιδικού σκελετού. 
Από τη χρονική στιγμή 100 ps, όπου έχουν αρθεί οι περιορισμοί κίνησης για τα Ca 
άτομα και μέχρι το τέλος της προσομοίωσης παρατηρούνται μικρές αυξομειώσεις 

στην τιμή του RMSD (πλατό, μέση τιμή RMSD=1.935 Α, διακύμανση=0,023). Πολύ 

πιο ομαλό είναι το προφίλ μεταβολής του RMSD για το σύμπλοκο DQ7-(68-79) με 
πολύ χαμηλότερες τιμές RMSD (πλατό, μέση τιμή RMSD=0.613 Α, 
διακύμανση=0.0007) (Εικ.17Β). Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης έχει σαν 

συνέπεια την μετατόπιση του πεπτιδίου 68-79 από την αρχική του θέση σε 
διαφορετικές χρονικές στιγμές της προσομοίωσης (Εικ.18), ενώ δεν παρατηρείται 
σημαντική μεταβολή στη δομή του DQ7 μορίου.

Πίνακας V: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου DQ7-(68-79) και του πεπτιδίου 68-79 με 
βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 100 εώς 150 ps.

Στατιστικό Μέγεθος OQ7-(68-79) (68-79)
Μέσος όρος 0.613 1.935
Τυπικό σφάλμα 0.001 0.007
Διάμεσος τιμή 0.612 1.935
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0.027 0.152
Διακύμανση 0.0007 0.023
Κύρτωση -0.444 0.449
Εύρος 0.127 0.828
Ελάχιστο 0.548 1.616
Μέγιστο 0.676 2.444

Για το σύμπλοκο DQ7-(68-79), η κύρτωση είναι αρνητική υποδηλώνοντας ότι 
αυτό υπόκειται σε ομαλή κατανομή σε αντίθεση με το πεπτίδιο 68-79, για το οποίο η 

κύρτωση είναι θετική και εμφανίζει σχετικές οξύνσεις στην κατανομή του. Η 

διακύμανση τόσο για το σύμπλοκο DQ7-(68-79) όσο για το πεπτίδιο 68-79 είναι πολύ 

μικρή.
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Εικόνα 18: Γραφική απεικόνιση που προκύπτει κατά την υπέρθεση των διαμορφώσεων του 
πεπτιδίου 68-79 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(68-79) (Α) για τα 
χρονικά διαστήματα 0.1, και 150 ps και (Β) για τα χρονικά διαστήματα 0.1( 25, 50, 75, 100, 
125 και 150 ps, όπως προέκυψαν από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής.
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3. HLArDQ7/nEnmiO(78-90)

A

Εικόνα 19: (A) Μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) 
για το πεπτίδιο 78-90 του La/SSB αυτοσντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(78-90) και (Β) της 
ενέργειας ετπδιαλύτωσης (σε Kcal/moO του συ μπλόκου DQ7-(78-90).
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Εικόνα 20: (A) Μεταβολή της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για τα 
αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού 
τμήματος του πεπτιδίου 78-90 του La/SSB αυτοαντιγόνου. (Β) Μεταβολή του δομικού δείκτη 
απόκλισης RMSD (για τα C° του πεπτιδικού σκελετού) σε συνάρτηση με το χρόνο για το 
σύμπλοκο DQ7-(78-90) (-), για το DQ7 μόριο (-) και για το πεπτίδιο 78-90 (η) του La/SSB 
αυτοαντιγόνου.
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Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το DQ7 μόριο (μέση τιμή 

RMSD=0.155 Α) δεν παρουσίασε αυξομειώσεις καθ’ όλη τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (150 ps). Παρατηρήθηκε η πρώτη απότομη αύξηση στην τιμή του 

RMSD για το πεπτίδιο 78-90 τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η χρονική στιγμή 

που μειώνονται οι περιορισμοί κίνησης για τα C0 άτομα του πεπτιδικού σκελετού. 
Από τη χρονική στιγμή 100 ps, όπου έχουν αρθεί οι περιορισμοί κίνησης για τα C° 
άτομα και μέχρι το τέλος της προσομοίωσης παρατηρούνται αυξομειώσεις στην τιμή 

του RMSD και δε φαίνεται το σύστημα να τείνει σε πλατό (μέση τιμή RMSD =1.201 Α, 

διακύμανση=0.038) . Πολύ πιο ομαλό είναι το προφίλ μεταβολής του RMSD για το 

σύμπλοκο DQ7-(78-90) με πολύ χαμηλότερες τιμές RMSD (πλατό, μέση τιμή 

RMSD=0.353 Α, διακύμανση=0.003) (Εικ.20Β). Η μεταβολή του δομικού δείκτη 

απόκλισης έχει σαν συνέπεια την μετατόπιση του πεπτιδίου 78-90 από την αρχική 

του θέση σε διαφορετικές χρονικές στιγμές της προσομοίωσης (Εικ.21), ενώ δεν 

παρατηρείται σημαντική μεταβολή στη δομή του DQ7 μορίου.

Πίνακας VI: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου DQ7-(78-90) και του πεπτιδίου 78-90 με 
βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 100 εώς 150 ps.

Στατιστικό Μέγεθος DQ7-(78-90) (78-90)
Μέσος όρος 0.353 1.201
Τυπικό σφάλμα 0.002 0.009
Διάμεσος τιμή 0.355 1.207
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0.053 0.195
Διακύμανση 0.003 0.038
Κύρτωση -0.459 -0.766
Εύρος 0.268 0.900
Ελάχιστο 0.235 0.692
Μέγιστο 0.503 1.592

Τόσο για το σύμπλοκο DQ7-(78-90) όσο και για το πεπτίδιο 78-90, η κύρτωση 

είναι αρνητική υποδηλώνοντας μια ομαλή κατανομή. Η διακύμανση τόσο για το 

σύμπλοκο DQ7-(78-90) όσο για το πεπτίδιο 78-90 είναι πολύ μικρή.
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Εικόνα 21: Γραφική απεικόνιση που προκύπτει κατά την υπέρθεση των διαμορφώσεων του 
πεπτιδίου 78-90 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(78-90) (Α) για τα 
χρονικά διαστήματα 0.1, και 150 ps και (Β) για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 25, 50, 75, 100, 
125 και 150 ps, όπως προέκυψαν από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής.
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4. HLA-DQ7/TIEnTIAIO(149-161)

400
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Εικόνα 22: (A) Μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) 

για το πεπτίδιο 149*161 του La/SSB αυτοσνπγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(149-161) και 
(Β) της ενέργειας επΛαλύτωσης (σε Kcal/mot) του συμπλόκου DQ7-(149-161).
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εικόνα 23: (Α) Μεταβολή της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για τα 
αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού 
τμήματος του πεπτιδίου 149-161 του La/SSB αυτοαντιγόνου. (Β) Μεταβολή του δομικού 
δείκτη απόκλισης RMSD (για τα Ca του πεπτιδικού σκελετού) σε συνάρτηση με το χρόνο για 
το σύμπλοκο DQ7-(149-161) (-), για το DQ7 μόριο (-) και για το πεπτίδιο 149-161 (η) του 
La/SSB αυτοαντιγόνου.
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Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το 0Q7 μόριο (μέση τιμή 

RMSD=0.153 Α) δεν παρουσίασε αυξομειώσεις καθ' όλη τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (150 ps). Παρατηρήθηκε η πρώτη απότομη αύξηση στην τιμή του 

RMSD για το πεπτίδιο 149-161 τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η χρονική στιγμή 

που μειώνονται οι περιορισμοί κίνησης για τα C° άτομα του πεπτιδικού σκελετού. 
Από τη χρονική στιγμή 100 ps, όπου έχουν αρθεί οι περιορισμοί κίνησης για τα C0 
άτομα και μέχρι το τέλος της προσομοίωσης παρατηρούνται αυξομειώσεις στην τιμή 

του RMSD και δε φαίνεται το σύστημα να τείνει σε πλατό (μέση τιμή RMSD=2.090 A, 
διακύμανση=0.063). Πολύ πιο ομαλό είναι το προφίλ μεταβολής του RMSD για το 

σύμπλοκο DQ7-(149-161) με πολύ χαμηλότερες πμές RMSD (πλατό, μέση τιμή 

RMSD=0.940 Α, διακύμανση=0.003) (Εικ.23Β). Η μεταβολή του δομικού δείκτη 

απόκλισης έχει σαν συνέπεια την μετατόπιση του πεπτιδίου 149-161 από την αρχική 

του θέση σε διαφορετικές χρονικές σπγμές της προσομοίωσης (Εικ.24), ενώ δεν 

παρατηρείται σημαντική μεταβολή στη δομή του DQ7 μορίου.

Πίνακας VII: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου DQ7-(149-161) και του πεπτιδίου 149-161 
με βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 100 εώς 150 ps.

Στατιστικό Μέγεθος DQ7-(149-161) (149-161)
Μέσος όρος 0.940 2.090
Τυπικό σφάλμα 0.002 0.011
Διάμεσος τιμή 0.945 2.077
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0.054 0.251
Διακύμανση 0.003 0.063
Κύρτωση 0.169 -0.495
Εύρος 0.296 1.222
Ελάχιστο 0.770 1.498
Μέγιστο 1.066 2.720

Για το πεπτίδιο 149-161, η κύρτωση είναι αρνητική υποδηλώνοντας ότι αυτό 

υπόκειται σε ομαλή κατανομή σε αντίθεση με το σύμπλοκο DQ7-(149-161), για το 

οποίο η κύρτωση είναι θετική και εμφανίζει σχετικές οξύνσεις στην κατανομή του. Η 

διακύμανση τόσο για το σύμπλοκο DQ7-(149-161) όσο για το πεπτίδιο 149-161 είναι 
πολύ μικρή.

207



Β

■  0.1 pa
■  26ps
■  60 pa
■  76 pa
■  100 pa
■  l2 6 p s
■  160 pa

Εικόνα 24: Γραφική απεικόνιση που προκύπτει κατά την υπέρθεση των διαμορφώσεων του 
πεπτιδίου 149-161 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(149-161) (Α) για τα 
χρονικά διαστήματα 0.1, και 150 ps και (Β) για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 25, 50, 75, 100, 
125 και 150 ps, όπως προέκυψαν από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής.
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5. HLA-DQ7/nErrriAI0(152-165)

A

Εικόνα 25: (A) Μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) 
για το πεπτίδιο 152-165 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκσ OQ7-(152-165) και 
(Β) της ενέργειας ετπδιαλύτωσης (σε Kcal/mol) του συμπλόκου DQ7-(152-165).
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Εικόνα 26: (Α) Μεταβολή της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για τα 
αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού 
τμήματος του πεπτιδίου 152-165 του La/SSB αυτοαντιγόνου. (Β) Μεταβολή του δομικού 
δείκτη απόκλισης RMSO (για τα Ca του πεπτιδικού σκελετού) σε συνάρτηση με το χρόνο για 
το σύμπλοκο DQ7-(152-165) (-), για το DQ7 μόριο (-) και για το πεπτίδιο 152-165 («)του 
La/SSB αυτοαντιγόνου.
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Η μεταβολή του δομικοί) δείκτη απόκλισης για το DQ7 μόριο (μέση τιμή 

RMSD=0.170 Α) δεν παρουσίασε αυξομειώσεις καθ' όλη τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (150 ps). Παρατηρήθηκε η πρώτη απότομη αύξηση στην τιμή του 

RMSD για το πεπτίδιο 152-165 τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η χρονική στιγμή 

που μειώνονται οι περιορισμοί κίνησης για τα C° άτομα του πεπτιδικού σκελετού. 
Από τη χρονική στιγμή 100 ps, όπου έχουν αρθεί οι περιορισμοί κίνησης για τα Ca 
άτομα και μέχρι το τέλος της προσομοίωσης παρατηρούνται μικρές αυξομειώσεις 

στην τιμή του RMSD (πλατό, μέση τιμή RMSD=1.676 Α, διακύμανση=0.019). Πολύ 

πιο ομαλό είναι το προφίλ μεταβολής του RMSD για το σύμπλοκο DQ7-(152-165) με 
πολύ χαμηλότερες τιμές RMSD (μέση τιμή RMSD=0.574 Α, διακύμανση=0.003) 
(Εικ.26Β). Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης έχει σαν συνέπεια την 

μετατόπιση του πεπτιδίου 152-165 από την αρχική του θέση σε διαφορετικές 

χρονικές στιγμές της προσομοίωσης (Εικ.27), ενώ δεν παρατηρείται σημαντική 

μεταβολή στη δομή του DQ7 μορίου.

Πίνακας VIII: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου DQ7-(152-165) και του πεπτιδίου 152-165 
με βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 100 εώς 150 ps.

Στατιστικό Μέγεθος DQ7-(152-165) (152-165)
Μέσος όρος 0.574 1.676
Τυπικό σφάλμα 0.002 0.006
Διάμεσος τιμή 0.572 1.681
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0.054 0.138
Διακύμανση 0.003 0.019
Κύρτωση 0.212 -0.211
Εύρος 0.295 0.751
Ελάχιστο 0.441 1.280
Μέγιστο 0.736 2.031

Για το πεπτίδιο 152-165, η κύρτωση είναι αρνητική υποδηλώνοντας ότι αυτό 

υπόκειται σε ομαλή κατανομή σε αντίθεση με το σύμπλοκο DQ7-(152-165), για το 

οποίο η κύρτωση είναι θετική και εμφανίζει σχετικές οξύνσεις στην κατανομή του. Η 

διακύμανση τόσο για το σύμπλοκο DQ7-(152-165) όσο για το πεπτίδιο 152-165 είναι 
πολύ μικρή.
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Εικόνα 27: Γραφική απεικόνιση που προκύπτει κατά την υπέρθεση των διαμορφώσεων του 
πεπτιδίου 152-165 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(152-165) (Α) για τα 
χρονικά διαστήματα 0.1, και 150 ps και (Β) για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 25, 50, 75, 100, 
125 και 150 ps, όπως προέκυψαν από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής.
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6. HLArDQ7/nEnTIAI0(154-167)

Εκόνα 28: (A) Μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) 
για το πεπτίδιο 154-167 του La/SSB αυτοαντιγάνου μέσα στο σύμπλοκο OQ7-(154-167) και 
(Β) της επιδιαλύτωσης (σε Kcal/mol) του συμπλόχου DQ7-(154-167).



A

Ο 20 «0 60 . ,  80. 100 120 140χρονος (ps)
Εικόνα 29: (Α) Μεταβολή της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για τα
αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού 
τμήματος του πεπτιδίου 154-167 του La/SSB αυτοαντιγόνου. (Β) Μεταβολή του δομικού 
δείκτη απόκλισης RMSD (για τα C" του πεπτιδικού σκελετού) σε συνάρτηση με το χρόνο για 
το σύμπλοκο DQ7-(154-167) (-), για το DQ7 μόριο (-) και για το πεπτίδιο 154-167 (Η)του 
La/SSB αυτοαντιγόνου.

214



Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το DQ7 μόριο (μέση τιμή 

RMSD-0.153 Α) δεν παρουσίασε αυξομειώσεις καθ' όλη τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (150 ps). Παρατηρήθηκε η πρώτη απότομη αύξηση στην τιμή του 

RMSD για το πεπτίδιο 154-167 τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η χρονική στιγμή 

που μειώνονται οι περιορισμοί κίνησης για τα C° άτομα του πεπτιδικού σκελετού. 
Από τη χρονική στιγμή 100 ps, όπου έχουν αρθεί οι περιορισμοί κίνησης για τα C° 
άτομα και μέχρι το τέλος της προσομοίωσης παρατηρούνται μικρές αυξομειώσεις 

στην πμή του RMSD (πλατό, μέση τιμή RMSD=0.662 Α, διακύμανση=0.016). Πολύ 

πιο ομαλό είναι το προφίλ μεταβολής του RMSD για το σύμπλοκο DQ7-(154-167) με 

πολύ χαμηλότερες τιμές RMSD (μέση τιμή RMSD=0.234 Α, διακύμανση=0.0006) 
(Εικ.29Β). Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης έχει σαν συνέπεια την 

μετατόπιση του πεπτιδίου 154-167 από την αρχική του θέση σε διαφορετικές 

χρονικές στιγμές της προσομοίωσης (Εικ.30), ενώ δεν παρατηρείται σημαντική 

μεταβολή στη δομή του DQ7 μορίου.

Πίνακας IX: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου DQ7-(154-167) και του πεπτιδίου 154-167 
με βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 100 εώς 150 ps.

Στατιστικό Μέγεθος DQ7-(154-167) (154-167)
Μέσος όρος 0.234 0.662
Τυπικό σφάλμα 0.001 0.006
Διάμεσος τιμή 0.230 0.645
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0.025 0.128
Διακύμανση 0.0006 0.0165
Κύρτωση 0.007 1.054
Εύρος 0.129 0.728
Ελάχιστο 0.182 0.393
Μέγιστο 0.311 1.121

Τόσο για το σύμπλοκο DQ7-(154-167) όσο για το πεπτίδιο 154-167, η 

κύρτωση είναι θετική υποδηλώνοντας σχετικές οξύνσεις στην κατανομή του. Η 

διακύμανση τόσο για το σύμπλοκο DQ7-(154-167) όσο για το πεπτίδιο 154-167 είναι 
πολύ μικρή.
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Εικόνα 30: Γραφική απεικόνιση που προκύπτει κατά την υπέρθεση των διαμορφώσεων του 
πεπτιδίου 154-167 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(154-167) (Α) για τα 
χρονικά διαστήματα 0.1, και 150 ps και (Β) για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 25, 50, 75, 100, 
125 και 150 ps, όπως προέκυψαν από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής.
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7. HLA-DQ7/nEnmiO(286-299)

A

Εικόνα 31: (A) Μεταβολή της συνολικής επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) 
για το πεπτίδιο 286-299 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(286-299) και 
(Β) της επιδιαλύτωσης (σε Kcal/mol) του συμπλόκου DQ7-(286-299).

217



3

2.5

Q(05VC1.6

1

0.6

0

(286-299)

0 20 40 60 00 100 120 140
χρόνος (ps)

Εικόνα 32: (A) Μεταβολή της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο διαλύτη (σε Α2) για τα 
αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 του κεντρικού 
τμήματος του πεπτιδίου 286-299 του La/SSB αυτοαντιγόνου. (Β) Μεταβολή του δομικού 
δείκτη απόκλισης RMSD (για τα C° του πεπτιδικού σκελετού) σε συνάρτηση με το χρόνο για 
το σύμπλοκο D Q 7 ^ tttI6io (-), για το D Q 7 μόριο (-) και για το πεπτίδιο 286-299 ( η ) του 
La/SSB αυτοαντιγόνου.

218



Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης για το DQ7 μόριο (μέση τιμή 

RMSD=0.152 Α) δεν παρουσίασε αυξομειώσεις καθ' όλη τη διάρκεια της 

προσομοίωσης (150 ps). Παρατηρήθηκε η πρώτη απότομη αύξηση στην τιμή του 

RMSD για το πεπτίδιο 286-299 τη χρονική στιγμή 51 ps, όπου είναι η χρονική στιγμή 

που μειώνονται οι περιορισμοί κίνησης για τα C° άτομα του πεπτιδικού σκελετού. 
Από τη χρονική στιγμή 100 ps, όπου έχουν αρθεί οι περιορισμοί κίνησης για τα C° 
άτομα και μέχρι το τέλος της προσομοίωσης παρατηρούνται μικρές αυξομειώσεις 

στην τιμή του RMSD (πλατό, μέση τιμή RMSD=1.328 Α, διακύμανση=0.031). Πολύ 

πιο ομαλό είναι το προφίλ μεταβολής του RMSD για το σύμπλοκο DQ7-(286-299) με 
πολύ χαμηλότερες τιμές RMSD (μέση τιμή RMSD=0.361 Α, διακύμανση=0.002) 
(Εικ.32Β). Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης έχει σαν συνέπεια την 

μετατόπιση του πεπτιδίου 286-299 από την αρχική του θέση σε διαφορετικές 

χρονικές στιγμές της προσομοίωσης (Εικ.33), ενώ δεν παρατηρείται σημαντική 

μεταβολή στη δομή του DQ7 μορίου.

Πίνακας X: Στατιστική ανάλυση του συμπλόκου DQ7-(286-299) και του πεπτιδίου 286-299 με 
βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν το χρονικό διάστημα από 100 εώς 150 ps.

Στατιστικό Μέγεθος DQ7-(286-299) (286-299)
Μέσος όρος 0.362 1.328
Τυπικό σφάλμα 0.002 0.008
Διάμεσος τιμή 0.355 1.331
Μέση απόκλιση τετραγώνου 0.044 0.175
Διακύμανση 0.002 0.031
Κύρτωση -0.494 -0.305
Εύρος 0.216 0.886
Ελάχιστο 0.254 0.872
Μέγιστο 0.470 1.758

Τόσο για το σύμπλοκο DQ7-(286-299) όσο και για το πεπτίδιο 286-299, η 

κύρτωση είναι αρνηπκή υποδηλώνοντας μια ομαλή κατανομή. Η διακύμανση τόσο 

για το σύμπλοκο DQ7-(286-299) όσο για το πεπτίδιο 266-299 είναι πολύ μικρή.



f

A

Εικόνα 33: Γραφική απεικόνιση που προκύπτει κατά την υπέρθεση των διαμορφώσεων του 
πεπτιδίου 286-299 του La/SSB αυτοαντιγόνου μέσα στο σύμπλοκο DQ7-(286-299) (Α) για τα 
χρονικά διαστήματα 0.1, και 150 ps και (Β) για τα χρονικά διαστήματα 0.1, 25, 50, 75, 100, 
125 και 150 ps, όπως προέκυψαν από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής.
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ΠΙΝΑΚΑΣ XI: Η μέση τιμή του δομικού δείκτη απόκλισης RMSD για τα σύμττλοκα DQ·

πεπτιδίου για το χρονικό διάστημα 0-150 ps, σε Α.

ΣΥΜΠΛΟΚΟ RMSD
DQe-πεππ'διο 0.4160

DQ7-t<68-79) 0.3885

DQ7-VTB-90) 0.2586

DQ7-t(i4fr>i6i) 0.5258

DQ7-t(i 52-165) 0.3672

DQ7-t(i 54-167) 0.2042

DQ7-tf286-2991 0.2592

Η μέση τιμή του δομικού δείκτη απόκλισης για όλα τα σύμπλοκα DQ- 
πεττπδίου υπολογίστηκε λαμβάνοντας υπόψη μόνο τα C0 άτομα του πεπτιδικού 

σκελετού. Οι πμές ελήφθησαν ανά 0.1 ps και σε θεμοκρασία 300Κ. Σύμφωνα με πς 

μέσες πμές του Πίνακα XI, ο δομικός δείκτης απόκλισης για το σύμπλοκο DQ8- 

ττεπτιδίου έχει μεγαλύτερη τιμή από τα σύμπλοκα DQ7-t<6e-79), O Q 7 -\g 9.9o)t DQ7-t(i52. 

1*5), DQ7-t<i54-i67) και 007-̂ 286.299) και μικρότερη τιμή από το σύμπλοκο 007-^49-161). 
Αυτό υποδηλώνει ότι οι διαφορές που παρατηρούνται ανάμεσα σε διαδοχικές δομές 

καθ' όλη τη διάρκεια της προσομοίωσης είναι μεγαλύτερες για το σύμπλοκο-εκμαγείο, 
ΟΟβ-ττεττηδίου, συγκρινόμενες με τις διαφορές για τα σύμπλοκα DQ7-t(ee-79). DQ7- 

t(7»40), DQ7-t(i52-1*6)i DQ7-t<154-ie7) και DQ7-t(2ee-299)·
Η χρονική μεταβολή της ακτίνας περιστροφής δίνει πληροφορίες για την 

εξέλιξη του συνολικού σχήματος του συμπλόκου. Όταν η ακτίνα περιστροφής μιας 

μοντελσποιημένης δομής είναι μεγαλύτερη από εκείνη της κρυσταλλογραφικής 

δομής-εκμσγείου, τότε η μοντελοποιημένη δομή εμφανίζεται εκτεταμένη. Οι τιμές 

ελήφθησαν ανά 0.1 ps και σε θεμοκρασία 300Κ. Σύμφωνα με τους μέσους όρους του 

Πίνακα XII, οι ακτίνες περιστροφής των συμπλόκων DQ7-t<e8-79), DQ7-t<78-90). DQ7-t(i49- 
t*t), DQ7-t<,52-tes) και DQ7-t(i$4-ie7) έχουν παρόμοιες πμές συγκρινόμενες με την τιμή 
για το σύμπλοκο 008-πεπτιδίου. Εξαίρεση αποτελεί η τιμή της ακτίνας περιστροφής 

του συμπλόκου 007-1(2*6-299), η οποία είναι λίγο μεγαλύτερη (24.411 Α) από την 

αντίστοιχη πμή για το μόριο εκμαγείο (23.891 Α).
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ΠΙΝΑΚΑΣ XII: Η μέση τιμή της ακτίνας περιστροφής (radius of gyration) για τα σύμπλοκα DQ-

πετττιδίου για το χρονικό διάστημα 0-150 ps, σε A .

ΣΥΜΠΛΟΚΟ Ακτίνα Περιστροφής

ϋ08-πεπτίδιο 23.891

DQ7-t(68-79) 23.718

DQ7-t(78-90) 24.371

DQ7-t(i49-iei) 24.343

DQ7-t(i52-t65) 23.788

DQ7-td54-ie7) 23.438

DQ7-tf2B6-299> 24.411

Η συνολική επιφάνεια των αντιγονικών πεπτιδίων, τα οποία βρίσκονται 
τοποθετημένα μέσα στην αύλακα πρόσδεσης των DQ μορίων, έχει υπολογισθεί ανά 

κατάλοιπο και υποδηλώνει το μέγεθος της επιφάνειας που είναι εκτεθειμένη στο 

διαλύτη. Σύμφωνα με τους μέσους όρους του Πίνακα XIII, τα πεπτίδια 68-79, 154- 
167 και 286-299 έχουν μικρότερη εκτεθειμένη επιφάνεια ενώ τα πεπτίδια 78-90,149- 
161 και 152-165 έχουν μεγαλύτερη εκτεθειμένη επιφάνεια συγκρινόμενη με την 

επιφάνεια του πεπτιδίου της ινσουλίνης Β.

ΠΙΝΑΚΑΣ XIII: Η μέση τιμή της συνολικής εκτεθειμένης επιφάνειας (SASA) των 
προβλεπόμενων αντιγονικών πεπτιδίων μέσα στα σύμπλοκα DQ-πεπτίδιο για το χρονικό 
διάστημα 0-150 ps, σε Α2.

ΣΥΜΠΛΟΚΟ SASA

DQe-πεπτίδιο 1425.768

DQ7-t(68-79) 1386.478

DQ7-t(78-90) 1524.496

DQ7-t(i49-iei) 1433.783

DQ7-t(i52-165) 1492.487

DQ7-t(i54-167) 1330.979

DQ7-ti28e-2®W 1383.715
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5. ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΕΛΕΥΘΕΡΗΣ ΕΝΕΡΓΕΙΑΣ ΠΡΟΣΔΕΣΗΣ ΤΩΝ 
ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ DQ-ΠΕΠΤΙΔΙΟΥ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ LIE

Ο προσδιορισμός της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης, AGbma, των 

ττροβλεττόμενων πεπτιδίων (Πίνακας I, Κεφ.Χ) έγινε με τη μέθοδο LIE (Linear 
Interaction Energy). Σύμφωνα με τη μέθοδο LIE συνυπολογίζοντας το 

ηλεκτροστατικό μέρος της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης καθώς και τις μη πολικές 

συνεισφορές κατά την πρόσδεση, όπως για παράδειγμα τις υδρόφοβες και τις van 

der Waals αλληλεπιδράσεις, η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης ακολουθεί τη γενική 

σχέση 5.1,

ag_  = βΔ(κ”* ν , )+β&(ν"ι-, )+r 5.1

Οι μέσοι όροι για τις πολικές και μη πολικές αλληλεπιδράσεις προέκυψαν από τις MD 

προσομοιώσεις για τα σύμπλοκα 008-πεπτιδίου της ινσουλίνης Β και DQ7- 
πεπτιδίου. Τα α και β στην παραπάνω εξίσωση είναι συντελεστές για την 

συνεισφορά των μη πολικών και πολικών αλληλεπιδράσεων στην ενέργεια 

πρόσδεσης και το γ είναι μια επιπλέον σταθερά. Πειραματικές μελέτες έχουν 

καταλήξει στο συμπέρασμα ότι οι τιμές για τις παραμέτρους α, β και γ είναι περίπου 

σταθερές και ίσες με 0.16, 0.5 και 0 για ένα μεγάλο αριθμό συμπλόκων.
Αρχικά υπολογίστηκαν οι van der Waals (vdw) και οι ηλεκτροστατικές (el) 

ενέργειες για το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και για τα προβλεπόμενα πεπτίδια 

(Πίνακας I, Κεφ.Χ), όταν αυτά βρίσκονταν σε συμπλεγμένη και στη συνέχεια σε 

ελεύθερη κατάσταση με τα μόρια DQ8 και DQ7 αντίστοιχα για χρονικό διάστημα Ο
Ι 50 ps, με τιμές για την ενέργεια να λαμβάνονται ανά 0.1 ps και σε θεμοκρασία 300Κ.

Ο μέσος όρος στην εξίσωση 5.1 προκύπτει με αφαίρεση τις τιμής της 

ενέργειας του πεπτιδίου σε ελεύθερη κατάσταση από την τιμή της ενέργειας στη 

συμπλεγμένη κατάσταση ανά 0.1 ps και διαίρεση με το πλήθος των χρονικών 

στιγμών (1500 στιγμές αντιστοιχούν σε 150ps). Οι όροι A<V(.ivwd> και Δ<νμ,®'> 

τοποθετούνται στην εξίσωση 5.1 και υπολογίζεται η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης 

AGbh<( για καθένα από τα σύμπλοκα. Κατά τον υπολογισμό της ελεύθερης ενέργειας 

πρόσδεσης χρησιμοποιήθηκε η δυναμική συνάρτηση CHARMM27, η διηλεκτρική 

σταθερά τέθηκε Ιση με τη μονάδα, ως αλγόριθμος ολοκλήρωσης επιλέχθηκε ο Verlet 
και ως μοντέλο επιδιαλύτωσης το GB/SA. Οι ελεύθερες ενέργειες πρόσδεσης για το 

σύμπλοκο DQ8 με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και τα σύμπλοκα Ο07-πεπτιδίου 

παρουσιάζονται στον Πίνακα XIV.
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ΠΙΝΑΚΑΣ XIV: Ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης για τα σύμττλοκα Οαβ-πετπιδΙου της
ινσουλίνης Β και 007-πεπτιδΙου χρησιμοποιώντας τη μέθοδο LIE, σε Kcal/mol.

ΣΥΜΠΛΟΚΟ AGbind
DQ8-epit -164.66

DQ7-t(68-79) -197.42
DQ7-t (286-299) -157.65
DQ7-t (152-165) -146.23

DQ7-t(78-90) -100.92

DQ7”t(l54-167) -68.94

DQ7-tfi49-ien -27.51

Σύμφωνα με τις υπολογιζόμενες ενέργειες πρόσδεσης όλα τα προβλεπόμενα 

πεπτίδια για το DQ7 μόριο ευνοούν το σχηματισμό των συμπλόκων 007-πεπτιδίου. 
Το πεπτίδιο 68-79 φαίνεται να είναι ο καλύτερος εν δυνάμει Τ κυτταρικός επίτοπος 

του La/SSB αυτοαντιγόνου σε αντίθεση με το πεπτίδιο 149-161, το οποίο φαίνεται να 

είναι ο λιγότερο καλός επίτοπος La/SSB αυτοαντιγόνου. Επιπλέον, είναι ενδιαφέρον 

να παρατηρήσει κανείς ότι το πεπτίδιο 68-79 έχει μικρότερη τιμή ελεύθερης ενέργειας 

πρόσδεσης συγκρινόμενο με το σύμπλοκο-εκμαγείο ανάμεσα στο DQ8 μόριο και το 

πεπτίδιο της ινσουλίνης Β.
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ΚΕϊΑΛΑΙΟ X II  

ΓΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ



ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η μελέτη αυτή περιγράφει την πρόβλεψη των Τ κυτταρικών επιτόπων του 

La/SSB αυτοανπγόνου, με υπολογιστικές μεθόδους. Η χαρτογράφηση των Τ 

κυτταρικών επιτόπων του La/SSB αυτοανπγόνου, σε σύνδεση με τα μόρια DQ2 και 
DQ7, θα μπορούσε να οδηγήσει στην ανάπτυξη Τ κυτταρικών αναστολέων ως 

θεραπευτικών σε αυτοάνοσες παθήσεις και να δώσει σημαντικές πληροφορίες για 

τους μηχανισμούς της αυτοανοσίας. Τα συμπεράσματα που προκύπτουν από την 

παρούσα μελέτη μπορούν να συνοψιστούν στα εξής:

1. Η υψηλή ομολογία στην πρωτοταγή δομή μεταξύ του μορίου DQ8 και των 

μορίων DQ2 και DQ7 επέτρεψε την δημιουργία των μοντέλων των μορίων 

DQ2 και DQ7, με την τεχνική της ομόλογης μοντελοποίησης, 
χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο την κρυσταλλική δομή του μορίου DQ8. Ο 

στερεοχημικός έλεγχος των μοντέλων DQ2 και DQ7 (PROCHECK, TINKER) 
επιβεβαίωσε την καλή ποιότητα αυτών.

_ 2. Η ανπκατάσταση της Leu26* στο μόριο DQ8 από Tyr26* στο μόριο DQ7 είχε 

ως αποτέλεσμα τη μείωση του μεγέθους της Ρ4 τσέπης στο μόριο DQ7, 
υποδεικνύοντας ότι αμινοξικά κατάλοιπα με μικρότερο μέγεθος θα 

μπορούσαν να 'χωρέσουν' σ ' αυτή την τσέπη.
3. Η επιτυχία των μοτίβων Taylor επιβεβαιώνεται από την συχνή παρουσία τους 

στη βιβλιογραφία είτε για την πρόβλεψη μη προσδιορισμένων πειραματικά 

επιτόπων είτε για τον θεωρητικό προσδιορισμό επιτόπων που έχουν 

προηγουμένως προσδιοριστεί πειραματικά, για συγκριτικούς κυρίως λόγους.
4. Το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ επέτρεψε τη συστηματική πρόβλεψη των 

υποψήφιων Τ κυτταρικών επιτόπων του La/SSB αυτοαντιγόνου για ένα 

μεγάλο εύρος HLA αλλυλίων αυξάνοντας την εξειδίκευση πρόσδεσης.
5. Το πρόγραμμα MULTIPRED σποτέλεσε μια ευαίσθητη και εξειδικευμένη 

μέθοδο για την πρόβλεψη των Τ κυτταρικών επιτόπων του La/SSB 

αυτοαντιγόνου. Το πρόγραμμα προέβλεψε τους υποψήφιους επιτόπους 

ικανούς να προσδεθούν σε πολλαπλές HLA πρωτεΐνες επιλέγοντας έναν 

HLA υπέρτυπο.
6. Η πρόβλεψη των Τ κυτταρικών επιτόπων με τις υπολογιστικές μεθόδους 

ΤΕΡΙΤΟΡΕ και MULTIPRED δεν αντικατέστησε τις παραδοσιακές 

προσεγγίσεις πρόβλεψης επιτόπων, όπως τα μοτίβα Taylor. Ο κύριος 

στόχος της χρησιμοποίησης του συνδυασμού των τριών διαφορετικών
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μεθόδων πρόβλεψης είναι η μείωση του αριθμού των πιθανών υποψήφιων Τ 

κυτταρικών επιτόπων και η ασφαλέστερη πρόβλεψή τους.
7. Η πρόβλεψη των Τ κυτταρικών επιτόπων με προσεγγίσεις βιοπληροφορικής 

(bioinformatics) και τη χρήση αλγορίθμων πρόβλεψης θα ελαχιστοποιήσει 
των αριθμό των πειραμάτων που απαιτούνται για τη χαρτογράφηση αυτών.

8. Οι Τ κυτταρικοί επίτοποι που προσδιορίστηκαν με τη χρήση των τριών 

μεθόδων πρόβλεψης (Taylor, ΤΕΡΙΤΟΡΕ και MULTIPRED) εμφάνισαν κοινά 

ή/και παρόμοια μοτίβα στην αλληλουχία τους, ενισχύοντας την πιθανότητα να 

είναι πραγματικοί Τ κυτταρικοί επίτοποι του La/SSB αυτοαντιγόνου.
9. Η επιλογή των Τ κυτταρικών επιτόπων, με την διαδικασία της ‘Βήμα προς 

Βήμα Ομολογίας’, και με την υπέρθεση των προβλεπόμενων πεπτιδίων 

πάνω στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β, οδήγησε σε έξι υποψήφιους Τ 

κυτταρικούς επιτόπους για το DQ7 μόριο και εννέα για το DQ2 μόριο.
10. Οι Τ κυτταρικοί επίτοποι για τα DQ2 και DQ7 μόρια εμφανίζουν μια ποικιλία 

αμινοξικών καταλοίπων στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9, όπως φαίνεται στο 

παρακάτω πίνακα. Η παρατήρηση αυτή ογηγεί στην υπόθεση ότι 
διαφορετικά κατάλοιπα μπορούν να τοποθετηθούν στις ‘τσέπες’ πρόσδεσης 

των DQ μορίων χωρίς να υπάρχει αυστηρός περιορισμός.

DQ Ρ1 Ρ4 Ρ9
DQ2 EADK KSMQI N WEDQT L

DQ7 ΕΜΚΙ  VD SI VDN EKDAL

DQ8 Ε Υ Ε

11. Τα αμινοξικά κατάλοιπα των προβλεπόμενων επιτόπων που αντιστοιχούν 

στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 της αύλακας πρόσδεσης των μοντελοποιημένων 

DQ2 και DQ7 είχαν πολύ χαμηλές τιμές SASA (GETAREA) συγκρινόμενα με 
γειτονικά κατάλοιπα, ενώ τα αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούν στα άκρα 

των επιτόπων είχαν υψηλές τιμές SASA, ενισχύοντας τα χαρακτηριστικά 

πρόσδεσης των υποψήφιων επιτόπων.
12. Τα αμινοξικά κατάλοιπα των προβλεπόμενων επιτόπων που αντιστοιχούν 

στη θέση Ρ6 της αύλακας πρόσδεσης των μοντελοποιημένων DQ2 και DQ7 

είχαν πολύ χαμηλές τιμές SASA (GETAREA), ενισχύοντας την υπόθεση η 

τσέπη Ρ6 να είναι επίσης σημαντική για την πρόσδεση των υποψήφιων 

επιτόπων στα DQ2 και DQ7 μόρια.
13. Τα αμινοξικά κατάλοιπα των προβλεπόμενων επιτόπων που αντιστοιχούν 

στη θέση Ρ5 της αύλακας πρόσδεσης των μοντελοποιημένων DQ2 και DQ7
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είχαν υψηλές τιμές SASA (GETAREA), ενισχύοντας την υπόθεση η τσέπη Ρ5 

μπορεί να συμμετέχει στην αλληλεπίδραση των υποψήφιων επιτόπων με τον 

Τ κυτταρικό υποδοχέα.
14. Οι προβλεπόμενοι επίτοποι για τα DQ2 και DQ7 μόρια είχαν υψηλές τιμές 

pICso (MHCPRED) και μπορούν να θεωρηθούν καλοί προσδέτες (plC50 > 6.3) 
στα DQ2 και DQ7 μόρια. Μικρή απόκλιση από την παραπάνω τιμή 

παρουσίασαν τα πεπτίδια 78-90 για το DQ7 μόριο και τα 131-144 και 161- 
174 για το DQ2 μόριο (plCS0 < 6.3) τα οποία φαίνεται να έχουν μικρότερη 

συγγένεια πρόσδεσης στα DQ μόρια.
15. Επιπλέον επειδή οι τιμές plC5o σχετίζονται με την ελεύθερη ενέργεια 

πρόσδεσης AGb*d (AGbmd ~ RTInICso) αποτελούν μια πρώτη ένδειξη για την 

αξιοπιστία των επιτόπων.
16. Με τη μεθοδολογία της σταδιακής άρσης των περιορισμών κίνησης των 

προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής, που εφαρμόστηκε τόσο για το 

σύμπλοκο DQ8 με το πεπτίδιο της ινσουλίνης Β όσο και για τα σύμπλοκα 

μεταξύ του DQ7 και των υποψήφιων Τ κυτταρικών επιτόπων του La/SSB 

αυτοαντιγόνου, επιτεύχθηκε η ομαλή μετάβαση από τη μία δυναμική 

κατάσταση στην άλλη.
17. Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης (RMSD) για όλα τα σύμπλοκα 

DQe-επίτοπου και ϋ07-επίτοπου σε συνάρτηση με το χρόνο παρέμεινε σε 

χαμηλά επίπεδα (RMSD<1) μετά από t > 71 ps και μέχρι το τέλος των 

προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής (t = 150 ps) υποδηλώνοντας την 

ομαλή μετάβαση των συμπλόκων σε διαδοχικές δυναμικές καταστάσεις.

18. Η συνολική επιφάνεια που είναι προσβάσιμη στο διαλύτη (SASA), 
λαμβάνοντας υπόψη όλα τα αμινοξικά κατάλοιπα των υποψήφιων επιτόπων, 
δε μεταβάλλεται με τη πάροδο του χρόνου υποδηλώνοντας ότι οι επίτοποι 
παραμένουν στην αύλακα πρόσδεσης.

19. Η επιφάνεια που είναι προσβάσιμη στο διαλύτη (SASA) και αντιστοιχεί στα 

αμινοξικά κατάλοιπα στις θέσεις Ρ1, Ρ4 και Ρ9 των υποψήφιων επιτόπων δε 
μεταβάλλεται με τη πάροδο του χρόνου υποδηλώνοντας ότι τα κατάλοιπα 

αυτά παραμένουν στις θέσεις πρόσδεσης.
20. Η μεταβολή του δομικού δείκτη απόκλισης RMSD σε συνάρτηση με το χρόνο 

για τα όλα τα σύμπλοκα 007-πεπτιδίου είναι πολύ μικρή και φθάνει σε 
πλατό, υποδεικνύοντας την ομαλή μετάβαση του συμπλόκου σε διαδοχικές 

δυναμικές καταστάσεις.
21.0  προσδιορισμός της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης AGbtnd με τη μέθοδο 

LIE απεκάλυψε ότι τα σύμπλοκα 007-επίτοπου είναι θερμοδυναμικά
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σταθερά (AGbmd <0) και επέτρεψε την κατάταξη των συμπλύκων DQ7- 
επίτοπου με βάση τις τιμές AGbmd, ενισχύοντας την υπόθεση ότι τα πεπτίδια 

αυτά μπορεί να είναι πραγματικοί Τ κυτταρικοί επίτοποι.

ν
• V
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ΚΕϊΑΛΑΙΟ X I I I  

ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΠΕΡΙΛΗΨΗ



Στα πλαίσια της μελέτης αυτής προσδιορίστηκαν οι υποψήφιοι Τ κυτταρικοί 
επίτοποι του La/SSB αυτοαντιγόνου, που αποτελεί κύριο στόχο της αυτοάνοσης 

απόκρισης σε ασθενείς με Sjogren’s Σύνδρομο (SS) και Συστηματικό Ερυθηματώδη 

Λύκο (SLE), σε σύνδεση με τα μόρια HLA-DQ2 και HLA-DQ7, τα οποία είναι γενετικά 

συσχετισμένα με αυτοάνοσες ρευματικές ασθένειες και ειδικότερα με το Sjogren’s 

Σύνδρομο (SS) και τον Συστηματικό Ερυθηματώδη Λύκο (SLE).
Η μοντελοποίηση των μορίων DQ2 και DQ7 βασίστηκε στην κρυσταλλική 

δομή του μορίου DQ8, το οποίο είναι ένα HLA μόριο που σχετίζεται με το διαβήτη 

τύπου I, μια επίσης αυτοάνοση ασθένεια. Αξίζει να αναφερθεί ότι η μοντελοποίηση 

των μορίων DQ2 και DQ7, με την τεχνική της ομόλογης μοντελοποίησης, ήταν εφικτή 

λόγω της πολύ υψηλής ομολογίας, της πρωτοταγούς δομής, των αλυσίδων α και β 

των μορίων DQ2 και DQ7 με τις αντίστοιχες αλυσίδες του DQ8 μορίου. Η 

συμβατότητα των μοντελοποιημένων DQ2 και DQ7 ελέγχθηκε με το πρόγραμμα 

Prochek, το πρόγραμμα Ό ’ και το υπολογιστικό πρόγραμμα TINKER. Η ποιότητα 

των μοντέλων ήταν παρόμοια με εκείνη που αναμενόταν για δομές που έχουν 

προσδιοριστεί με διακριτική ικανότητα 2 Α.
Η αξιοπιστία των μοντελοποιημένων μορίων DQ2 και DQ7 επιβεβαιώθηκε 

από τα διαγράμματα Ramachandran, όπου το μεγαλύτερο ποσοστό των αμινοξικών 

καταλοίπων βρέθηκε σε επιτρεπτές περιοχές και από τον υπολογισμό του δομικού 

δείκτη απόκλισης (RMSD), ο οποίος υπολογίστηκε σε 0.033 για το DQ8/DQ2 και 
0.034 για το DQ8/DQ7.

Τρεις διαφορετικές μέθοδοι εφαρμόστηκαν στη μελέτη αυτή, προκειμένου να 

προσδιοριστούν οι υποψήφιοι Τ κυτταρικοί επίτοποι του La/SSB αυτοαντιγόνου: η 

προσέγγιση Taylor, το πρόγραμμα ΤΕΡΙΤΟΡΕ και το πρόγραμμα MULTIPRED. 
Σύμφωνα με την προσέγγιση Taylor, ένα γενικό μοτίβο αλληλουχίας κοινό σε Τ 

κυτταρικούς επιτόπους, προσδιορίστηκε εξετάζοντας τα αμινοξικά κατάλοιπα των 

επιτόπων. Τα μοτίβα αυτά, που χαρακτηρίζουν τους επιτόπους σαν μέλη 

χαρακτηρισπκών ομάδων που βασίζονται στις φυσικές τους ιδιότητες, ελέγχθηκε αν 

εμφανίζονται στην πρωτοταγή δομή του La/SSB αυτοαντιγόνου. Το πρόγραμμα 

ΤΕΡΙΤΟΡΕ εφαρμόστηκε στη συνέχεια για την πρόβλεψη πιθανών Τ κυτταρικών 

επιτόπων του La/SSB αυτοανπγόνου. Το πρόγραμμα αυτό χρησιμοποιεί δομικά 

δεδομένα από σύμπλοκα ανάμεσα σε MHC μόρια και πεπτίδια και ενσωματώνει 
πολλαπλές ποσοτικές μήτρες. Το πρόγραμμα MULTIPRED, που χρησιμοποιεί ως 

μηχανή πρόβλεψης τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα, εφαρμόστηκε επίσης για την 

πρόβλεψη των πιθανών Τ κυπαρικών επιτόπων του La/SSB αυτοαντιγόνου. Οι 
επίτοποι που προβλέφθηκαν με βάση τα μοτίβα Taylor συγκρίθηκαν με εκείνους που 

προβλέφθηκαν με το ΤΕΡΙΤΟΡΕ και το MULTIPRED και εμφάνισαν κοινά ή/και

233



παρόμοια μοτίβα στην αλληλουχία τους. Η πρόβλεψη των Τ κυτταρικών επιτόπων με 
τις υπολογιστικές μεθόδους ΤΕΡΙΤΟΡΕ και MULTIPRED δεν έρχεται σε αντίθεση με 
την παραδοσιακή προσέγγιση πρόβλεψης επιτόπων, που είναι τα μοτίβα Taylor.

Οι υποψήφιοι Τ κυτταρικοί επίτοποι που προβλέφθηκαν με βάση τα μοτίβα 

Taylor υπερτέθηκαν στο πεπτίδιο της ινσουλίνης Β και εφαρμόζοντας την διαδικασία 

της ‘Βήμα προς Βήμα Ομολογίας’ προέκυψε ένας μεγάλος αριθμός επιμέρους 

πεπτιδίων (μήκους >= 9αα), τα οποία τοποθετήθηκαν στα μοντελοποιημένα DQ2 και 
DQ7. Τα προκύπτοντα σύμπλοκα ελαχιστοποιήθηκαν ενεργειακά και ελέγχθηκαν για 

την στερεοχημική τους ποιότητα (PROCHECK, TINKER). Τελικά προέκυψαν έξι 
πιθανοί επίτοποι για το DQ7 μόριο και εννέα για το DQ2 μόριο.

Υπολογίστηκε η επιφάνεια που είναι προσβάσιμη στο διαλύτη για τους έξι και 
τους εννέα πιθανούς επιτόπους για τα μόρια DQ7 και DQ2 αντίστοιχα, με το 

πρόγραμμα GETAREA. Τα αμινοξικά κατάλοιπα που αντιστοιχούσαν στις θέσεις 

πρόσδεσης Ρ1, Ρ4 και Ρ9 εμφάνισαν πολύ χαμηλές τιμές επιφάνειας, σε σύγκριση 

με τα γειτονικά κατάλοιπα, σε αντίθεση με τα αμινοξικά κατάλοιπα στα άκρα των 

επιτόπων, που εμφάνισαν ιδιαίτερα υψηλές τιμές επιφάνειας, αφού είναι πολύ 

εκτεθειμένα στο μικρο-περιβάλλον, ως αναμενόταν.
Η βιοδραστικότητα των υποψήφιων Τ κυτταρικών επιτόπων ελέγχθηκε με το 

πρόγραμμα MHCPred, το οποίο εκτιμά τη συγγένεια πρόσδεσης ενός πεπτιδίου σε 
ένα MHC μόριο υπολογίζοντας την τιμή ICSo- Ένα πεπτίδιο με τιμές IC5o από 0.01 

έως 5000ηΜ ή plC5o > 6.3 μπορεί να θεωρηθεί ότι προσδένεται ικανοποιητικά σε ένα 

MHC μόριο. Συμπεραίνεται ότι πέντε, από τους έξι, υποψήφιους Τ κυτταρικούς 

επιτόπους για το DQ7 μόριο και επτά, από τους εννέα, υποψήφιους Τ κυπαρικούς 

επιτόπους για το DQ2 μόριο, είναι καλοί προσδέτες και μπορούν να αναγνωριστούν 

ικανοποιητικά από το ανοσοποιητικό σύστημα.
Το πρόγραμμα TINKER χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της δυναμικής 

ενέργειας αλληλεπίδρασης του μορίου DQ7 με τους έξι πιθανούς επιτόπους.
Στα σύμπλοκα ϋΩ7-επίτοποι και το σύμπλοκο DQe-πεπτίδιο της ινσουλίνης 

Β έγιναν προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής, χρονικής διάρκειας 150 ps, σε συνεχές 

μέσο (GBSA). Χρησιμοποιήθηκε η συνάρτηση δυναμικής ενέργειας CHARMM27 και 
οι εξισώσεις κινήσεις επιλύθηκαν με τη βοήθεια του αλγορίθμου Verlet. Για κάθε 

σύμπλοκο, το σύστημα προσομοίωσης περιελάμβανε μόνο τα άτομα του επιτόπου 

και της πρωτεΐνης. Υπολογίστηκε εκ νέου η επιφάνεια που είναι προσβάσιμη στο 

διαλύτη για τους επιτόπους μέσα στην αύλακα πρόσδεσης των MHC μορίων με το 

πρόγραμμα TINKER, η οποία δεν μεταβάλλονταν ουσιαστικά υποδηλώνοντας ότι οι 
προβλεπόμενοι επίτοποι παραμένουν στην αύλακα πρόσδεσης. Οι τιμές για το 

RMSD έφτασαν σε πλατό επιβεβαιώνοντας ότι οι προβλεπόμενοι επίτοποι για το
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DQ7 παραμένουν στην αύλακα πρόσδεσης καθ’ όλη τη διάρκεια των 

προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής. Η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης, AGdm. 

υπολογίστηκε με τη μέθοδο LIE, η οποία αξιοποίησε μέσους όρους που προέκυψαν 

από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής. Όλα τα σύμπλοκα είχαν AGm><i <0 

επιβεβαιώνοντας τη θερμοδυναμική σταθερότητα αυτών και ενισχύοντας την 

αξιοπιστία των προβλεπόμενων επιτόπων.

Η παρούσα μελέτη αποδεικνύει ότι ο συνδυασμός τριών διαφορετικών 

μεθόδων πρόβλεψης Τ κυτταρικών επιτόπων μπορεί να οδηγήσει σε αξιόπιστα και 

ακριβή αποτελέσματα. Η πρόβλεψη των Τ κυτταρικών επιτόπων με προσεγγίσεις 

βιοπληροψορικής (bioinformatics) και τη χρήση αλγορίθμων πρόβλεψης ελπίζουμε 

πως θα ελαχιστοποιήσει των αριθμό των πειραμάτων που απαιτούνται για τη 

χαρτογράφηση αυτών.

235



ΚΕΦΑΛΑΙΟ XIV 

ΑΓΓΛΙΚΗ ΠΕΡΙΛΗΨΗ



T cells play a crucial role in specific immune responses against such as 

infectious diseases, cancer, allergies and autoimmune diseases. Identification of T 

cell epitopes is an important step in the desigh of vaccines and in developining 

immunotherapeutic drug-like inhibitors of T cell epitopes against the inappropriate 

response of the immune system to self-antigens. However, T cells recognize antigen 

only after it is processed and presented on the antigen presenting cells (APCs) in 

association with histocampatibility glycoproteins. This process involves major 
histocompatibility complex (MHC) molecules, which first bind short peptides and then 

display them to the T cell specific receprtors resulting in the initiation of the immune 

response.
In particular, autoimmune rheumatic diseases as Sjogren's Syndrome (SS) 

and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) are genetically linked to DQ2 (HLA- 
DQA1 *0501/DQB1 *0201) and DQ7 (HLA-DQA1 *0501/DQB1 *0301). Several lines of 
evidence indicate also that DQ8 is a major risk factor for increased susceptibility to 

type I diabetes, which is also an autoimmune disease. In this study the candidate T 

cell epitopes of the La/SSB autoantigen, main target of the autoimmune response in 

patients with SS and SLE, were predicted using as templates the HLA-DQ2 and DQ7 

molecules, which are genetically linked to patients with autoimmune rheumatic 

diseases and in particular with Sjogren's Syndrome (SS) and Systemic Lupus 

Erythematosus (SLE).
It deserves to be mentioned that the chemical structures of the a and β chains 

of OQ2 and DQ7 experience a great similarity with DQ8. Modeling of DQ2 and DQ7 

was based on the crystal structure of DQ8, an HLA molecule of high risk factor of 
type I diabetes, which is also an autoimmune disease. The compatibility of the 

modeled DQ2 and DQ7 was verified by the Procheck suite of programs, the Ό" 

program and the TINKER molecular modeling software. The quality of the modeled 

DQ2 and DQ7 is similar to the quality expected for structures determined at 2 k .  

Almost all residues of the modeled DQ2 and DQ7 were found in the preferred regions 

of the Ramachandran plot. Superimposition of modeled DQ2 and DQ7 with DQ8 

using TINKER molecular modeling software gave satisfactory RMSD values (0.034 

for DQ8/DQ2 and 0.033 for DQ8/DQ7) confirming the compatibility and reliability of 
the modeled HLA molecules.

Three different approaches were applied and compared in our study to 

identify T cell epitope candidates of the La/SSB autoantigen: Taylor's sequence 

pattern method, TEPITOPE quantitative matrices and MULTIPRED artificial neural 
networks.
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According to Taylor’s approach, a general sequence pattern common to HLA- 
based T cell epitopes, determined by examining the residues, which make up 

epitopes as members of characteristic sets based on their physical properties, was 

applied firstly to assess epitopes within the La/SSB sequence. The TEPITOPE 

program that uses structural data from MHC-peptide complexes and incorporates 

multiple quantitative matrices, was next employed to predict the potential of the 

La/SSB epitopes to bind DQ7 and DQ2. MULTIPRED computational system, using 

ANNs as the prediction machine, was finally applied to predict the potential T cell 
epitopes of the La/SSB autoantigen.

The obtained common and/or similar candidate T cell epitopes were 

subjected to homology modeling with the insulin-B peptide and the best superposed 

epitopes were placed into the modeled HLA-DQ2 and DQ7 binding grooves to 

perform energy minimization calculations and epitopes with the lowest structural 
differences were obtained. Six epitopes were attributed to the HLA-DQ7 and nine to 

HLA-DQ2.
Consistent with the obtained candidate T cell epitopes of the La/SSB 

autoantigen for the DQ2 and DQ7 molecules are our findings concerning the solvent 
accessible surface area of the epitopes complexed to the HLA-molecules using 

GETAREA program. It was found that residues corresponding to the P1, P4 and P9 

pockets of the HLA-DQ2 and DQ7 binding grooves experience very low solvent 
accessibility in contrast with the neighbouring and the terminal residues since they 

are less exposed to the microenvironment of the groove.
To further confirm our findings the potential interaction energy, ΔEmt, of the 

MHC-epitope complexes was estimated, using the TINKER software, to acquire a 

relative energy scale that reflects the degree of the preferred interactions. On the 

other hand, taking in consideration that only peptides that bind to MHC with affinity 

above a threshold function as T cell epitopes, a quantitative prediction of the MHC- 
epitope binding affinities was also performed, using MHCPred, to obtain the ICso 

values which are inversely proportional to the binding affinities. The proposed T cell 
epitopes were classified according to their binding efficiency. It is concluded that five 

epitopes, out of six, for HLA-DQ7 and seven epitopes, out of nine, for HLA-DQ2 are 

good binders of MHC and they may be sufficiently recognized by the immune 

system.
The modeled DQ7 complexed with the proposed T cell epitopes and the DQ8 

complexed with the peptide B of insulin (reference system) were subjected to 

molecular dynamics simulations of 150ps duration in continuum solvation (GB/SA). 
The CHARMM27 force field was used and the equations of motion were solved with
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the VERLET algorithm. For each complex, the simulation system contained the 

atoms of the proposed epitope and the protein atoms. The solvent accessible surface 

area of the proposed epitopes within the complex was calculated. RMSD values 

confirmed that the proposed epitopes remained in the binding groove of MHC 

molecules at the end of the MD simulations. The free binding energy was obtained 

from molecular dynamic simulations averages. All the calculations were performed 

using the TINKER program on Linux machine with Dual processor running Mandrake 

10.0.
Our study constitutes the ground work for a rapid and reliable experimentation 

concerning the T cell epitope mapping of the La/SSB autoantigen and could lead to 

the development of immunotherapeutic drug-like molecules as inhibitors of the T cell 
inappropriate immune response in autoimmune diseases.

%
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r3îŜrir=»ji3i,
ιΟ -4o ύ (Λ 1io -to 4o

Asn (18)

p .&  \ M

, ,  , 1  *
Λ1

ISO·

P h i

Asp (i8) IftOi

P h i

Cys(7)

£f ----!— 5Γ
P h i

Gin (16)

£ 0·

W\,y. n 1 2 1 .. · - ·. jj

ψ :  ::l·
§■ &

«m ■i

• :h*>
■ I

%
mo* a#.

ISO·

A ifto  ΊΒΟ *#> 0
P h i p h i

Glu (27)__ _ G ly(17)

Q i

• ·Ό

V *i

ΪΪ0 ·

m ,

:S '
f, :‘fc· ·ΪΛ·*ΤΛ·· m t

r«t -
-*%— l----ar

0·

-00

W O F**~  'ί ·
’m -

*$■ :■
·' - M  :·
··. ·.'$&/: w

fe·"? ^

-90

IRO -dO 0 Λ IW *
P h i

r ’_ w u m\i: }̂ »a¥r;
iF r" & .:!■<#; *1

&■ f ^
;ϊΜ ,

:v -ΛHff

i }*·ζιίί

0̂
P h i

1X0'

P h i

His (12)

-90·

vfu.

m
-A.LnSK? J y * ■' - _ ̂4o 1Γ EHt o

P h i

Number* ofreaid ues . »  s lio w iiin  bracket.. T h o s e ^  ' ^ l Z  2Λ Λ  « 'b o n er.
Shading show* favourable conformations a* obtained from on analysis of ioJ stniaurcsai

dg2_02.ps

246

II l
ili

iil
i 11

11Ί
111



raocfscx
Page 2
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PROCHECK Main-chain parameters 
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Ramachandran plots for all residue types
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60-

50-

40-

30-

20

10
1.0 i:5 2.0 2.5 3.0 3.5

Revolution (Angstroms)
c. Hydropen bond energies

1.5 2.0. 2.5 3.0 3.5 4.0
Resolution (Angstroms)

F. Overall G-fnetor

Γ.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Resolution (Angstroms)

i;5 1 0  2.5
Resolution (Angstroms)

Stereochemical parameter

Plot statistics
Co

No. of Parameter 
data pti value value

.'omnarison values No. of 
typical Band band width* 

width ttom mean

n. ‘Krtoge residues in A, B, L 340
h. Omega angle st dev · 377
c. Bad contacts»100 reriduos 20
d. Zetu angle si dev 368
o . H-botid energy sldov .23?)
f. Overall G-factor 383

$9.7
1.6

83.8 I0D 0.6 Inside
OX) 3.0 -1.5 BETTOR

<3 42 I02> 0.1 Inside
U
0.8

J.I 16 .1.3 BETTOR
OH 02 4.) Inside

02 •0.4 02 1.4 BETTOR

dq7_04.ps
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PROCHECK Side-chain parameters 
dq7

a. Otu-l gEUchcmmm b. Cbi-1 buns

i s  2.0 2 5  i!o  ?5
Rcsohttion (Angstroms)

c. Chi-1 gauche plus

K5 2 0  2 5
Resolution (Angstroms)

Resolution (Angstroms)

1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5
Rcsoiiajon (Angstrom)

SwrrwAsinkul paa tx t e

Plot statistics
Connarisen values No. οΓ

No. of Parameter Typical Band bend widths
(tats pu value value width from mean

a. Ota· 1 gjtacb· man* A dev 
h. ChM tnuuMde* 
e. Chi· I gucfcc pfau ύ  dev
d. ChM  pooled ct dev
e. ChJ-2 ban* A de*

53 164 18.1 65 4 5 Inside
114 111 194 55 -13 BETTER
162 117 175 4.9 ♦10 Inside
129 117 182 4.8 -U BETTER
9| 13.7 204 5.0 ^ 3 BETTER

dq7j25̂»
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PROCHECK

> 100 
α 80-

! « ϊ
jg 40-Η-r 20-■aσ

Residue properties 
dq7

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

Page l

ΐΓ'~45n si* ofJO 15 20 25 30 35 4(
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

Residue number

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

Ulp'Uifhlecl rculdHcn »rc Itval 
drriuti by inw (hiin 2.0 rf. drv*. frrni kies)

d. Secondary structure & estimated accessibility 
,·:&Ί
Key;- Helix f~T~S Beta strand — Random coil AcccMihllity shading: ■  Buried Q Aux»»iMc

C. Sequence &  Ramachandran regions Δ Most favoured H Allowed B Generous I  Disallowed 
AAAAaaa aâaaaaaa A>**»*f AAiyAAA /ck̂ aaaaaaaâ  ααααααλα̂ ααα̂α̂ αα̂ αμαααλαα̂αλαααλλλλ̂αλVAOjrvASYGYm.YQ8roFiOQYTHGFocoK)rYvouaKETv\«;i./6LeqFRrrof<?FALri(uvwm.'u<Ji>xi.iJ«iTAATH£VfK\TVF3or>rTLG

f. Max. deviation (see listing)
t . i .. • i t  . M

Dfolnt*

0<α·1

g. G-factors

c πι,τιτηπ/τ3uxuVi>uijg.qiiiiiim im n4
4 10 IS 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 SO 85 90 95 100
c -  cis-pqrtidD

dq7j 06.ps
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PROCHECK

Residue properties 
dq7

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

Page 2

·;rt. .Vi*

10

110 115 120 !25 130 135 140145 150155 I6U 165 170 175 ISO J 10
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

Residue number

d. Secondary sirucUire A estimated accessibility

HiyhHglitcJ residues arc tbw ilial 
tle\toe hy ranee tbnn 2.0 fl. Jĉ -s. from ideal

Key·.. Helix Γ~Λ tWta îr.tnd —  Random coil Actrvrihifiiy ih*Jlrv. ■  Buried □  Accessible

C. Sequence &  Ramadiandrnn regions A Most favoured ■ Allowed 0 Generous I  Disallowed
|* | |^ | |1 | | |T M il| | | | | | | f | ( | [ | | | f | | j [ | ( | | | ] | ] | - | f  1(1 

«ΤΙ ICL VON i f MVV*1TWt TINCSISVTeUVSCrrvLSUDMSrCK1JTLTVLrSAEtSYOCEYDMlLIXrilJUWEFt

f. Max. deviation (see listing)

: ί .  ί : t . . t . .. .1  t * t i t  . .

g. G-factors

nrjxrnjHnjm?] dp
104 Π 0  U J 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 IHO

srmrvruF

k. i

m m m n  EITJ ΠΙΤΗ 
MTiniiu

3 10

dq7.06.pi
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p r o c h g c k

Residue properties 
dq7

η Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

Page 3

75 M) 85 9h 9$ Ido Ids I ίο
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion______
10-8

i 8'
4 4 - 

g* 2 
* 20 25 8$ ^  9$ Ido Ids HO

Residue number

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

Residue number

d. Secondary structure & estimated accessibility

llijh lig litet! iwhJu o  «ie Ihojc 1 
deflate b) rente Unn 2.0 <t. dc'-v free) kfc»l

ΧΑΧ/Χ/'
K ey:- H elix Ε φ  Beta strand Random co il Accevihlliijr shading ■  BorieU □  Acewrtblo

C. Sequence & Ramaclmndran regions Δ Most favoured ■ A llowed B G cm rrousI Disallowed
Μ*****·.·*ΑΑΑ*ΑΑΑ4ΐΛ8̂ΑΑλΑΑΑ«ΛίΑΑΑ̂· 4̂ΑΑΑ*̂ Α̂*Λ̂ ΙΜΛ̂ Μ Μ̂ΛΛφΛΜΒίΑΑΑΑ̂ΒΜφΙΐΜρ··ΙΐρcwcTm*3Tc«v*vvTRrfiwircv>urosm('cwiAVTTLcrroAerwi»oxEnE»rnuci.orvci»ivsOLii.xrh.w*vsrrvTiff*e'reAUiH

f* Max. deviation (see listing)
* . t  A ί « . . . . d . . . . . .5.

g. G-factors

dq7_.06.pe
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PRDCHECK

Residue properties 
dq7

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

Ptge 4

-----

[S5 190 10145 150 155 160 J65 170 175 
(tciNjuf number

s «■ '4,‘τί*" ·~·
i ' ;; v
i  *

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

-· ... - · -

c. C-a!pha chirality: abs. deviation of zeta torsion
' _ ' « at:

112 120 125 120 135 140 !45 150 155 160 165 170 17? ISO |?5 190
R cn tiue  num ber U tf i it jf te J  πάΑκ* * rr tbe«e ih rf

dm orr b» mure itno 2-0 C. 4 rw  froa «led

A Secoodarv structure &. estimated arccssibflitv

Herr - H d i *  Γ 7 )  B c t i  »tnusJ Random  c o il Accewbtfcy daJhig: ■  Buried Q  AoccauMc

t. S e q u m c e  & R a m a c h a n d ra n  re g io n s  a  M o d  fevoared ■  A d o re d  I  Gcnerou· I  D isallowed m m ^ m m Λ ^ M Λ Λ ^ M Λ ^ ΛL·Λ^ΛΛ Λ ^ ΛΛ Λ ^ Λ A A Λ ^M t t M-------------------------- fTvmlqcM M lunecm nc*vrT»'.tmarrsoudABrr>9co*Trcwvcarstqv?

t Max. deviation (see listing)

::: :i . t : : . t . t

g G-factors

112 120 125 130 t3i 140 145 150 155 1G0 1*5 17t> |75 1W) |&5 1V0
r - <

tmrnrnQ2&IEBB
ΕΣΒ

**P10
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pRocnecK

Residue properties 
- dq7

Page 5

<00

60 H 
40 
20

•V

f;
14

I  10e

Residue number
b. Absolute deviation from mean of omega torsion

·»ϊ »t. - .» · .» .· »,·» | · · ....
·%» ; ·(·. 'Λΐ*.'Τ ' * ‘ ‘ ·* Λ'ί'̂  · ··■ · ·

j-Γ ,■ yv̂ . /v»·v .■· * •’•‘‘•a \· ·.· -· ‘
- ■.'.♦-ivy V

Ί j -fj _.V-
:*#'■ y.V' '* ·'' ■;■' v > ViSV-i*·

14
Residue number

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

v*-· -Ϋ' - ·'" t - -?·
jpV'£6145®%.^#;::'·*i. V  ·5*·1ι·.:λ..··■ ·■■- d ■> -V.-».·♦'-*> <v"-VQ: r>' .

14
»···* -*

Rcstduenumber

d. Secondary structure & estimated accessibility
drrtate by note

f  Uehtfehted rattM » V» U»K 4 *  
« ο ^ ιη  2j0 d. devs. ta n  IdMl

•Keys Helix α φ  Beta ttnuul —  Random coil AccenibliijrRhKSng; ■  Bustai O AandWi

e. Sequence &  Ramachandran regions a Moeffcvoured ■ Allowed I  Generous I  Disallowed

fc
f. Max. deviation (see listing)

g .  Q - f y c l o r ?  .

gfc_
O h H m U

m iteMuitfeW Q33 □ Q.M
o*«»» meant

t4:

dq7j 06.pi
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Main-chain bond lengths 
dq7

Page 1

C-Nû lhnt C-N C-O

Bhdbm > 2-0 «t. 4cm from 4 art eguAccdaftipoudioflrtfaegraphkifaedirecHiMshowiL 
i ad ita M  dmriin nhici a per Eagh A Hafaer aa«A«elecuk At».
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PROCRBCK

Main-chain bond angles 
dq7

Pigc

CA-C-N 
(wcept Gty.Pro)

CA-C-N
(Gif)

CA-C-N

O-C-N O-C-N
(incept Pro) (Pro)

C-N-CA (<Pax& Gij’.Pm)

Black bare > 2.0 gt. d c v t from  moan. signifies data points off the graph in the direction shown.
Solid and dashed lines represent rhe mean end standard deviation value# « p e r  Engb & Haber smsll-moleculc data.

dq7_QB.ps
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PROCHBCK

Main-chain bond 
dq7

Page 2

CB-CA-C<a*«o N-CA-C(n«pf OjJPr*) N-CA-C

N-CA-CBm*) N-CA-CB

BbA ben > 2.0 M. den. frero meea.
Solid m d  dubed  D m  m f m it (be m m « n d  atawkrd dcvutkn value· o  per Engh & Haber cmaJl-molecute data.

**.<*P·
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PROCHECK

RMS distances from planarity '
dq7

KRQ ASH ASP

Histograms showing RMS distance* of planar atom· from beal-fil plan* .
Black bars indicate large deviations from planarity: RMS (list >  0.03 for rings, and > 0.02 otherwise.

dq7_09.ps
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rftOCRGCK
Page

Distorted geometry 
dq7

Main-chain bond lengths

c ΙΛΙ o c 1. C U9  N C 1 1 9  N

1.177 ’ 'M U  ‘ * 1.26 ’ * IJ7I
A T y t  H  AnoItt-AGtalMBSvlOI-IIAttKB BHhlU-BA alU

dHTerinf by > <M)5A ftom amlUookcule vilics. Vifoce shown: *ideai\diflefTOC<v»ctoaI

Main-chain bond angles

AVi) U  B All 49 BGty 54 BThr 98 BSelM-BAnltBBSer tOJ-B Ar* 105

c ** u  ca

B9w KM «Β Ail 105

Bond Mftei differing by >- 10.0 dentes Aom emsUrtnotec vihm. VtJoet down: otfilaL <tifT.

Planar groups

i i
mr>

Bf>r47

ttfaharfM wA RMS At ftom pbmrity > OXQA Ibr ring* or > do2A otherwise. Viloe shown fat RMS did

**-**#■
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TEPITOPE - Score Distribution and Threshold Definition
HE Score Distribution Curve

15-r

number 
of P1 

frames

1 0 -·

i i i i i i i n i i m i 
1 3 5 7 9 1 1 1 31 5171921 232527293133353739

relative score

m
-------- - - ■ - ' ‘-T**»·

;.|A! lotyp es; g
DRB1*0101
DRBT01Q2 t 
DRBI‘0301 
DRBrt)401 tgif
. ~ ■*'-***& 
gr DISTRIBUTION M

r !·  THRESHOLD

SAVE THRESHOLD!

VIEW FILE

CLOSE vfifcjs

w TEPITOPE - Score Distribution and Threshold Definition

Score Distribution Curve
1$r

. r* ' | r  y . ·

I l l  M W H + H -H
1 3 5 / 9 111315171921 232527293133353739

relative score

I Allotypes: 
DRBTQ101
DRBr0102

i

HDRB170301
DRBr0401 iSlj

DISTRIBUTION |

THRESHOLD

SAVE THRESHOLD!

> VIEW FILE

CLOSE

TEPITOPE - Score Distribution and Threshold Definition

Γ Score Distribution Curve
1 5-t

number 
of P1 

frames

10-

m m i
1 3 5 7 9 111 3151 71921 232527293133353739

relative score

a

έ?
Allotypes;
DRB1-0101 m \

l·*DRB1*0102 \ !l
DRB1*0301 ■

jg|DRBri)4Q1
t ir L r— ·

m
»*·.·

* .1

DISTRIBUTION

THRESHOLD

save f»mi :Tiim3
VIEW FILE
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'? * . ΤΕΡΙΤΟΡΕ - Score Distribution and Threshold Definition

Score UistriDution"Curve

number 
of P1 

frames

relative score

Allotypes
DRBrOlOl
DRBr0102
ΟΡΒΓ0301
DR 8r0401

□

9

•3®.:

DISTRIBUTION

THRESHOLD

r.Avr T im rM ir ji

ir·
tea.;

VIFW FIL E

CLOSE

3

ΤΕΡΙΤΟΡΕ * Score Distribution and Threshold Definition

Score Distribution Curve

number 
of P1 

frames

15t

10- -

M444-
1 3 5 7 9 111315171921 232527293133353739

relative score
-j.i~jnrt?sqps

ORB1*0301
DRB1*0401
DRBl‘0402
DRB1*0404
DRBr0405

a

r?
Si

DISTRIBUTION

THRESHOLD

SAVE (HHESHULD;

Ψ
VIEW FILE

hr.·-' -·

CLOSE

^  ΤΕΡΙΤΟΡΕ - Score Distribution and Threshold Definition

1 0-r

Θ--

number 6-·
of P1

frames 4-·

2-·

0 ■

Score Distribution Curve

■W44
1 3 5 7 9 11 13151 71921 232527293133353739

relative score

,DRBr042l
DRBtA0701
DRBr0801
DRB1*0802
DRB1*0804

DISTRIBUTION

sss[
\

3fi

]
THRESHOLD

SAVL nmcSHOLD

VIEW FILE

Wr—
a L · . c lo se
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ΤΕΡΙΤΟΡΕ - Score Distribution and Threshold Definition

Score Distribution Uurve
15-r

DRBT0421
DRBT0701
DRB1*0801

Q
2-3:

ff|D RB1*0802
|||d r b i *08cm

ΤΕΡΙΤΟΡΕ - Score Distribution and Threshold Definition

Score Distribution Curve
10-r

8--

number &-■
of P1 

frames 4--

2-

0 11 m i m u
1 3 5 7 9 111315171921 232527293133353739

relative score

I iRBI *0804

1
DRB1*0421 
D RBI *0701 I
D R B I‘ 0801 SS·'!
DRBVO802

m

DISTRIBUTION

m THRESHOLD

SAVE THRESHOLDj

VIEW FILE

CLOSE

** ΤΓΡΓΓΟΡΕ * Score Distribution and Threshold Definition

DRDT0801 m
D R B r0802
DRB1*Q804 - βΓ*
DRB1“0806
D R B IM 101 Baa

DISTRIBUTION

■ THRESHOLD

savi mill. SHIU.oj

VIEW FILE

CLOSE i.
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TEPITOPE · Score Distribution and Thresliotd Definition

Score distribution uurve
10T

8--

number 6-
of P1

frames 4--

2-

0

; J DRBr0004
ma d DRBK0806 ii

‘ DRBrnoi rill
i DRBri104 ■

m m -n m i
1 3 5 7 9 111315171921 232527293133353739 

relative score

:.: )DRBl*n06 $£|:
β -

μ

DISTRIBUTION

THRESHOLD

cave mnirsiioi3
VIEW FILE

CLOSE

!**< TEPITOPE - Score Distribution and Threshold Definition

Score Distribution Curve
15-r

number 
of P1 

frames

10- ·

W H -m
1 3 5 7 9 111315171921232527293133353739

relative score

m

mDRBrnoi 
DRBri104 
DRB1*1106 if 
DRB1*1107 m *

gs ]DjSTRtbutionP |

^TH R E S H O LD

SAVh IHHLSHUU)

VIEW FILE

CLOSE

?fr

3

r*. TEPITOPE - Score Distribution and Threshold Definition

I

Score Distribution Curve
20-r

number 
of P1 

frames

15-·

10- ·

t-R U-t M1
1 3 5 7 9 111315171921 232527293133353739

relative score

&|DRBri502

1
DRB1-1311 

-JDRB1*)321 ί
DRB1N501

DRB5O101 Sll1 
'·»*

DISTRIBUTION j

THRESHOLD

SAVE THRESHOLD

VIEW FILE f□
$ari
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ΤΕΡΙΤΟΡΕ - Score Distribution and Threshold Definition
t^ r-p -rg - -jo a-V

Score Uistribution Curve
2° r

15-·

number
of P1 10-·

frames

5-·

0 - l U l l l t l l
1 3 5 7 9 111315171921 232527293133353739

relative score

DRB1-1311
DRBT1321
DRBri501

I^ IE W F IL E jff

;ΐίΐ ■ i.jlii
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TEPITOPE - Score Distribution and Threshold Definition

Score Distribution Curve
m
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DLHILFSNHGE (248-258) MIKFNRLNRLTTD (52-64)

Quantum*· Analysis at 'BLKILrsmtBK' Quantitative Analyale at 'MIKrMUIOLTTD'

Threshold <%)? 10 09 00 07 06 0 5 ol 03 03 01 Threshold It); 10 0 9 00 07 00 0 9 04 03 03 01

0901*0101DRB1«0102
0901*0301
0981*0401
OK81*D402
DKB1*0404
09B1*0405
DRB1*0410
D9B1*0421
9981*0701
DRB1*0801
0981*0802
0981*0804
0901*0006
0901*1101
0901*1104
0901*1106
0RB1*1107
OKB1*1305
0901*130?
D R B1U 3U
09B 1U 321
0901*1501
0901*1502
0905*0101

XXXXXXXXXXXXXXXmiXXlXXBOaCXXJUOB.
xxxm xxxxm xxxm j ouooooagxxxxxx,
XXXXXX3QQOQOOQOQOOUQQCX.......................
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxnooMODttxxx, 
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX........

XXXXXPCCOOOQaOOOOCICOGOUCOUOUOOUCOaOUCI
XXXX3CCaXCOQQOQQCQOQOOCOQQQOQQQOCXXXXZ
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXIQOCXXXXX
XX..................................................................................
XXXXXXXXXXXXXXXXXX............................................
xxxxxxxxxx....................................................
xxxxxxxxxxxxxxxxxx .......... ...................... ...

xxxxxxxxxxxxxxxxxx.....................................
xxxxxxxxxxxxxxxxxx.....................................
XXXXXXXXXXXXXXXXXX........................................
xxxxxxxxxxxxxx........................ ...................
x m x x x ra xxxxxxxo o ca .............................

xxxxxxxxxxxxxxxxxx............................... .
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.....................

0901*0101
0X91*0102
0901*0301
0901*0401
0901*0402
0901*0404
0901*0405
0191*0410
OFB1«0421
0901*0701
0901*0001
0901*0002
0901*0004
0901*0806
0981*1101
0901*1104
0901*1106
09B1M 10?
0901*1305
D9B1*1307
0191*1311
0901*1321
0981*1501
0991*1502
0195*0101

XX...................................................... .
XX........................................................
XX........................................................
XX........................................ ..
xxxxxxxxxxxxxx......................
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXBOQaOUOOOOODCXX.. .♦
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx..............
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx............ .
ΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΤΧΧΧΧΧΧΧΧ1

KFNRLNRLTTD (54-64)

Quantitative Analysis of 'KFHRJLWLTTO'

T h re s h o ld  (% ); 10 09 08 07 06 03 04 03  02 01

0901*0101 
0901*0102 
0191*0301 
0981*0401 
0981*0402 
DPBU 0I04 
0981*0403 
0981*0410 
0981*0421 
0RB1*0701 
0981*0801 
0981*0802 
0191*0804 
0981*0806 
0981*1101 
0981*1104 
0191*1106 
0981*1107 
0981*1305 
0981*130?
0981*1311 
0981*1321 
0981*1501 
0191*1502 
0985*0101

RLNRLTTDFNVIVEALSKSK (57-76)

Quantitative Analysis a£ 1 RUOLTTUnVIVIXLSKSX1

T h re s h o ld  ( 8 ) :  10 09 00 07  06 03 04 03 02 01

0981*0101 XXXXXXXXXXXXXX........................................................
0901*0102 XX........................................................................... ..

XXXXXXXXXXXXXXXXXX...................................

X X . . . . . . . .................. ....................................

xxxxxxxxxx.............................. .
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxmxxxxxxxxx..,. 
xxxxxxxxxxxxmxxxxxxxxxxxxxxxxxxx....
xxxxxxxxxxxxxmxxxxxxxxxxxxxx.........
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.........
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx...................
XXXXXXXXXXXXXnOQOCaOQGQQCXXXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXX30Q0CXXXXXXXXXXXXXXX
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
XXXXXXXXXXXXXXXXXXX30O0QQQQ0QQ0DUQUUCXX 
XXXXXXXXXDOOQOQOCOQOGOQQODOQQaQQQGGCXX 
XXXXXXXXXXXXXX......................................................

0901*0301
0981*0401
0191*0402
0191*0404
0981*0405
0901*0410
9191*0421
0191*0701
0901*0801
0981*0802
0191*0604
0981*0006
0981*1101
0981*1104
0981*1106
0191*1107
D9B1*1305
0901*1307
0191*1311
0191*1321
0191*1501
09B1*1502
0195*0101

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxr a oocicooog........
XXXXXXXXXXXXXXXSOQCXXXXXXXXXXXXXXX.

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx........

xxxxxxxxxxxxxxxxxx...............................
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx...............
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx........................
XXXXXXXXXXXXXX...............................................

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx. 
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.
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EIMIKFNRLNR (50-60)

tMatiUftt*· iM in i·  ■  'u x u n u jr

nvMtwU («): U  η  N 07 Of 0) N  13 02 01

«■i*om  ............................................................
>■1*0102 ............................................................
«■1*0301 ΙΠ ΙΧ Π ΙΠ .............................................
Μ·1·0401 ............................................................
m b i*0602 m u rm i m m i i i i i im u m u u T O ii
«■1*0404 ZZXZXZ...................................................
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Threshold (« ): 10 09 08 07 06 05 04 03 02 01
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I. ΠΡΟΒΛΕΠΟΜΕΝΑ 9-ΜΕΡΗ ΠΕΠΤΙΔΙΑ ΜΕ ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ MULTIPRED

Pos. Peptides
Molecules ί

Sum*! Average*DRB1-
0101

DRB1-j 
0301 I

DRB1-
0401

DRB1-
_0701

DRB1-
0801

DRB1-
1101

DRB1-
1301

DRB1-
1 5 0 1 :

1 MAENGDNEK 1.04 1.04 j 1.29 1.10 1.03 1.04 1.15 1.07 i 8.76 ! 8.38

I 2 AENGONEKM 1.00 1.01 1.19 1.05 1.00 1.00 1.06 | 1.02 ; 8.33 | 8.32

I  3  ; ENGDNEKMA 0.97 ] 0.97 | 1.02 0^99 0.97 ■ 0.97 0.99 0.98 ! 7.86 ί 8.31 I

4 NGDNEKMAA 0.98 j 0.97 J 1.02_ 1.00 ! 0.97 j 0.97 0.99 j i.oo ! 7.90] 9.82 |

5 ! GDNEKMAAL 0.97 | 0.97 j 0.99 j J>9  8 i 0.97 i 0.97 0.99 0.98 I J .82 j 9.90

I  6 ί DNEKMAALE 1.05 J 1.04 1.18 1.03 : 1.04 1.16 1.14 j 9Ό0 I 9.97

I  7 j NEKMAALEA 1.06 J 1.04 1.35 1.18 1.03 ! 1.05 1.15 | __1.15 ! 9 .0 U 12.89

| 8 I EKMAALEAK 1.00 | 1.00 I 1.15 : 1.06 i 0.99 ; 1.00 1.05 1.05 8.30 ; 12.74

9 1
KMAALEAKI 1.00 | 1.00 ί 1.14 1.05 i 0.99 1.00 1.05 1.03 : 8.26 ! 13.01

3 ίο MAALEAKIC 1.90 ! 1.83 ! 3.25 2.75 1.68 1.81 2.80 2.43 ! 18.45! 13.22

11 ί AALEAKICH 1.01 I 1.01 i 1.21 1.07 1.01 1.01 1.08 1.05 : 8.45 ; 16.85

I 12 I ALEAKICHQ 1.01 ] 1.00 i 1.16 . 1.04 1.00 : 1.00 1.06 1.03 : 8.30 j 16.76

13 j LEAKICHQI 3.15 | 3.08 | 4.29 1A 4J U 2 .9 3 : 2.96 4.75 3.82 | 29.46! 16.82

ί 14 | EAKICHQIE 0.98 | 0.98 | 1 06 1.00 0.98 ; 0.98______ 1.01 I 0.99 !____1 7.98 I1 13.85

I 15 AKICHQIEY 1.14 | 1.13 ! 1.76 1.31 1.11 : 1.12 1.36 1.24 ; 10.17; 16.84
| 16 J KICHQIEYY 1.11 ] 1 .10  { 1.54 1.28 1.08 1.10 1.30 j 1.23 | 9.74 j 16J53

17 ! ICHQIEYYF _5.14 j 5.06 j 5 26 | § ^ | 4.76 j j4 .93 m . 5.86 143.85! 19.90

I 1iL  ! CHQIEYYFG 0.97 | 0.97 1.01 0.98 0.97 0.97 ] 0.99 0.98 i 7.84 ! 2*1.22

\ 19 ] HQIEYYFGD JL04 j 1.04 | 1.27 1.09 1.04 ; 1.03 1.13 | 1.05 i 8.69 : 22.20

I 20 ! QIEYYFGDF 1.03 1.02 1.30 1.11 1.01 ‘ 1.02 1.10 1.08 ; 8.67 ; 22.07

L ? L _ i IEYYFGDFN 3.09 2.96 ! 4.29 4.45.! 2.78 _2,!.L · I 4.64 j 3.84 i 28.92! 22.17

I !| EYYFGDFNL 0.98 l J ) 9 8 j J .06 1.01 0.98 i 0.98 [j 1.01~] 1.00 ! 8.00 j 20.32
23 j YYFGDFNLP 3.69 I 3 64 ; 4.51 4.98 ; 3.35 L ^ u l 5.26 j 4.37 133.31! 20.36

L i i J L ^ g d f n l p r ^ I ^ I  12 ,293 5,79 m m m m U : 2 2 m . ^ M M 53.141 18.19
S 25_ J I FGDFN LPRD_ 1.55 l 1.45 j 2.80 2.07 1.39 1.45 2.01 | 1.92 i 14.64] 11.72
I  26 || GDFNLPRDK | 0.97 | 0.97 j 099 0.98 _097 0.97 0.98 0.97 ! 7.80 ! 10.75
j 27 IlDFNLPRDKF I 1.08 | 1.08 J 150  1.21 1.06 ! 1.08 IJL24J 1.15 : 9.40 j 10.83
I 28 FNLPRDKFL | 1 63 || 1.59 ) 2.85 2.30 1.51 ! 1.57 ][ 2.47 2.03 ; 15.95! 10.69

I 29 j| NLPRDKFLK |_1.01 || 1.00 ) 1.15 j J O 5  ; 1.00 , 1.00 ]| 1.05 | 1.05 ! 8.31 i 11.69
| 30 | LPRDKFLKE j 1.83 || 1.83 | 3,28 ί 2.58 J[ 1.72 i 1.77 || 2.86 j 2.19 18 06! 13.75

[ 31 j PRDKFLKEQ | 0.98 j [  0 98 j 1.02 j 0.99 i 0.97 0 9 7 I 1 00 ] 0.98 ; 7.89 j 12.28

L J 2 . J [ RDKFLKEQI | 0 97 0 97 | 1.01 0.99 0.97 : 0.97 | 0.99 0.98 , 7.85 i 12.27
\ j*3  j |  DKFLKEQIK 1.01 j| 1.00 J 1.17 ,| 1.06 I 1.00 1.00 I 1.07 1.03 j 8.34 || 12.31
| 3 4 j KFLKEQIKL | 1 02 || 1 01 | 1.16 I 1.07 1.01 : | 1.08 1.05 ! 8.41 '] 15.51

i 35 i FLKEQIKLD | 2 38 || 2 26 ί 3.87 348 2.10 : 2 21 364 3 02 22.96; 15,42
i  36 | LKEGIKLDE | 2 33 | 2 29 | 3 74 3.41 l· j j g . ; J2.22 3 6 9 2.86 (22.72 13.77
1 37 j| KEQIKLDEG 0 97 || 0 97 |l 0.99 | 0.97 | 0 97 ;J0.97 0.98 J 0.97 ( 7.79 11.79
|  38 EQIKLDEGW 0 97 ][_0.97 j l 1 °J . 0 98_ 0.97_ 0 9 7 H 0 99 || 0.98 ;| 7.84 i 11.78
[  39 j| QIKLDEGWV [_0 9 9 j _0 99J 1.14 1 02 0 98 0 99 [_1.01 [8.14 | 11.77
1 4 0 ] j IKLDEGWVP 3.44 | 3 35 j[ 4.36 ;( 4.48 j 3 22 I 321 |L-4^5.j[ 3.99 |30.70;| 13.75 j|
|  41 ]|KLDEGWVPL | 0.97 |I 0 97 J 0 99 0 97 0 96 ; 0.97 II 0.98 || 0.97 j| 7.78 || 12.09 |
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42

Ρ «
LDEGWVPLEjl 1.25 || 1.24 j| 1.94 || V55 j| 1.19 || 1.23 j| 1.59 "j| 1.44 !|l1.43j| 12.11

DEGWVPLEI i| 1.04 || 1.04 j| 1.33J |  1.12 !| 1.04 j| 1.04 j| 1.17 || 1.07 )| 8 85 | 16.56

| 44 j| EGWVPLEIM j| 0.97 || 0.96 J| 0.98 j| 0.97 ,| 0.96 ;| 0.96 || 0.97 j| 0.97 j |  7.74 j[  16.58

I 45 j| GWVPLEIMI || 0.97 || 0.97· j| 0.90 j( 0.97 l| 0.96 j |  0.96 {| 0.98 || 0.97 | 7.76 ( 22 25 j

46 WVPLEIMIK [) 2.27 2.17 | 3.75 ;| 3.30 j 2.02 i 2.12 3_48j 2.86 j 21.97; 25.67

47 VPLEIMIKF \ 1.97 1.93 3.29 ! 2.74 | 1.85 I 1.84 3.11 2.35 | 19.08; 29.56

_48_ J PLEIMIKFN I J).98 0.98 | 1.04 j lO O J 0.98 J 0.98 1.00 j 0.99 j 7.95 ! 28.07 |

!__49__ LEIMIKFNR j 4.97 | 4.80 | 5.13 jgg§g$| 4J34 j . 4 .69J  5.68 42.54 32.76 |

50 EIMIKFNRL _1._0_5_ J_.0j> I f O j 1 .16 ; _103_| 1.05 | _116_j 1.1 J _ 9.01 : 27.91

|__51__ IMIKFNRLN | 5.68 5.53 J · 5.32 ! | g ^ | 5 .2 6 j i M l . W M i r f m 47.45j 27.9 4 _

52 MIKFNRLNR | 3.46 3.34 | 4.49 i 4.8_6j 3.08 j 3.22 j 5.02 j « •? 3 j 31.70| L._24J7_J

53 | IKFNRLNRL i 5 £ 3^ ,J J £ J  J ;48 J .5^67 * 1 49.211 21.61

54 KFNRLNRLT j 103 1.03 | 1.24 | 1 .H J 1.02 l 1.02 | 1.12 | 1.07 ; 8.64; 15.83

55 FNRLNRLTT | 4.74 ; 5.42 i 40.78!1 19.33

56 NRLNRLTTD |( 1.03 1Ό2 .1.25 J ;08 ; 1.02 j  1.02 1_H | 1.06 8.59 j 14.64

57 RLNRLTTDF 1.07 1.06 [1 .3 9 1 20 j  1.05 | 1.06 J 1.19 ! 1.16 ! 9.18 1 14.56

58 LNRLTTDFN 2.82 2.79 Λ 0 3 . ]  : 4.05 : 2.51 2.72 4 .2 7 ! 3 53 j 26.72] 14.53

59 NRLTTDFNV| 0.99 0.99 1.12 1.03 ί 0.99 | 0.99 1.04 | 1.01 | 8.16 1 13.73

60 RLTTDFNVI 1.04 1.03 1.28 1.12 i 1.02 j 1.03 1.13 j 1.08 | 8.73 | 13.77 |

61 LTTDFNVIV 3.66 3.60 4.47 j 4.98 i 3.33 | 3.47 5.25 ! 4.37 S33.131 14.33

62 TTDFNVIVE | 0.98 0.98 1.03 i 1.00 || 0.98 | 0.98 | 1.01 1.00 il 7.96 i 12.01

63 TDFNVIVEA | 0.99 0.99 1.04 1.01 || 0.98 { 0.98 1.02 1.00 ;| 8.01 | 14.97

64 DFNVIVEAL | 1.05 1.05 1.39 j 1.15 !| 1.04 || 1.04 1.17 | 1.11 | 9.00 j| 15.00

65 FNVIVEALS ! 2.21 2.08 3.51 || 3.23 j 1.95 j 2.08 3.29 | 2.80 !|21.15i| 14.97

66_ NVIVEALSK | 1.02 1.01 1.17 I 1.08 I 1.00 | 1.01 1.08 | 1.07 || 8.44 i| 16.76

67 VIVEALSKS j 1.34 1.32 | 2.36 | 1.69 j| 1.27 J 1.29 1.79 1.57 ||12.63;| 16.70

68 IVEALSKSK j| 1.74 1.64 | 3.06 ! 2.47 I 1.61 ! 1.61 1 2 60.. 2.17 ||l6.90j| 16.03

69 VEALSKSKA | 3.06 l 2^95 2.70 || 2.88 | 4.56 j  _3.82 j|28.66j 14.75

70 EALSKSKAE l| 1.00 | 0.99 1.12 || 1.04 | 0.99  || 0.99 1.04 | 1.04 || 8.21 l| 11.78

71 ALSKSKAEL | 1.04 j 1.04 1.32 I 1.11 I 1.03 II 1.03 1.13 1.08 | 8 78 j 11.75

72 LSKSKAELM || 3.79 | 3.62 | 4.55 :| 5.07 j 3.39 3.55 5.28 4.46 | 33.711 11.62

SKSKAELME j 0.98 0.98 || 1.04 | 1.01 || 0.98 | 0.98 1.01 | 1.00 i 7 .98 j 8.24

74 KSKAELMEI | 0.98 0.98 1.03 ! 1.00 II 0.98 I 0.98 1.00 I 0.99 I 7.94 I 8.45

75 SKAELMEIS | 0.98 0.98 | 1.04 | 1.00 || 0.97 || 0.98 | 1.00 0.99 i| 7.94 \ 8.48

76 KAELMEISE | 0.97 0.97 1.04 | 0.99 | 0.97 !| 0.97 0.99 0.99 | 7 .8 9 1 10.54

77 AELMEISED | 0.99 0.99 1.07 | 1.01 || 0.98 || 0.98 1.02 0.99 j 8.03 : 10.59

_ 7 8 _ ELMEISEDK j 0.97 0.97 1.02 j 0.98 | 0.97 || 0.97 0.98 0.97 |l 7.83 ! 10.58

79 LMEISEDKT | 1.13 1.12 175 1.28 | 1.11 ! 1.11 1.36 )| 1.20 | 10.06! 10.66

80 MEISEDKTK l J .1 0 [ 110 1.46 j 1.21 1.08 | 1.09 1.29 1.16 || 9.49 ί 10.38

81 EISEDKTKI j 0.99 0.99 1.09 i 1.03 | 0.99 | 0.99 1.03 1.01 | 8.12 1 10.40

82 ISEDKTKIR | 2.29 2.19 3.81 j |  3.38 ] 2.06 | 2.13 3.58 2.90 j 22.34: 10.44

63 I SEDKTKIRR ! 1.00 _100_ 1.14 || 1.05 l| 1.00 | 1.00 1.06 | 1.03 ! 8.28 j 14.68

84 EDKTKIRRS | 0.98 0.98 1.03 j| 0.99 j|_0.97 0.98 1.00 0.99 ί 7.92 | 14.73

85 DKTKIRRSP | 1.01 1.01 i 1.21 1.06 I 1.00 I 1.01 1.07 1.03 i 8.40 j 14.78

86 || KTKIRRSPS || 0.99 0.99 1.10 1.02 I 0.99 I 0.99 1.03 1.00 I 8.11 I 14.69

87 | TKIRRSPSK j| 1.11 1.10 1.37 | T 2 F | 1.10 ! 1.10 I 1.35 1.20 9.61 ! 14.66
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j 88 !| KIRRSPSKP 1.02 i 1.02 ; 1.19 1.07 1.01 1.01 1.09 *1.04 8 .4 5 ; 14.42_ J

[ 89 IRRSPSKPL 5.67 5.89 14.3_3 I

! 90 _j RRSPSKPLP 1.03 ; 1 03 , 1.26 1.10 1.02 1Ό2 ; 1.12 J 1.08 ! 8.66 |j 8.01 |

|  91 RSPSKPLPE 1 9 °  ! 1.00 1 1.12 1.04 0.99_ 1,0_0_ 1Ό5 J 1.03 8.23 l 8.01 !

92 SPSKPLPEV 0.97 0.97 ! 0.99 0.98 0.97 0.97 0.98 ! 0.98 7.81 ; 7.97

! 93 PSKPLPEVT 0.97 j 0.97 ; 1.01 0.99 0.97 0.97 0.99 | 0.98 7.85 | 8.00

94 SKPLPEVTD 0.98 | 0 .9 8 ; 1.04 1.00 . 0.98 0.98 1.01 I 1.00 7.97 9.03 |

S 95 KPLPEVTDE | 0.97 | 0.97 ! 0.98 0.97 , 0.96 0.97 | 0.98 | 0.97 7.77 i 9.00

96 | PLPEVTDEY 0.97 | 0.97 ! 0.99 0.97 : 0.97 0.97 0.98 0.97 7.79 ! 9.01

97 ί
LPEVTDEYK 1.03 I 1.03 ! 1.25 1.10 1.02 1.03 1.13 1.06 8.65 i 9.15 |

I 98 ! PEVTDEYKN 0.98 | 0.98 | 1.04 1.01 0.98 0.98 1.01 | 1.00 7.98 | 16.55

| 99 I EVTDEYKND 0.98 0.98 j 1.04 1.01 0.98 0.98 1.01 | 1.00 7.98 ί 16.53 |

i ioo VTDEYKNDV 1.56 j 1.56 J 2.97 1.98 j 1.50 i 1.50 J 2.28 1.73 15.08; 16.53

jj 101 I TDEYKNDVK 0.96 j 0.96 i 0.97 : 0.97 0.96 : 0.96 0.97 | 0.97 I 7.72 ί 16.03

102 ! DEYKNDVKN 0.97 | 0.97 | 1.04 0.99 0.97 0.97 0.99 0.98 : 7.88] 20.52

C
O

o

EYKNDVKNR 1.04 i 1 0 4 j 1.27 1.13 1.02 J ;0 4 _ 110 I 8 .78] 20.57

! 104 ! YKNDVKNRS IlgJ&gs 60.41! 20.67

i 105 KNDVKNRSV 0.97 ! 0.97 j 1.01 0.99 0.97 0.97 0.99 0.98 : 7.85 13.28

! 106 | NDVKNRSVY 0.98 | 0.98 ! 1.05 1.00 0.98 0.98 1.01 1.00  ; 7.98 I 13.39

! 107 ί DVKNRSVYI 1.25 | 1.24 | 2.07 1.53 1.24 1.22 1 .68  | 1.36 ; 11.591 16.26

| 108 I VKNRSVYIK 4.55.! ί 4.39 4.89·; .5.75 j 4 .1 6 ; 4.27 5.98 | 5 .1 4 ; 39.13! 19.26

j 109 i KNRSVYIKG 1 .00  i
L . j

i.oo I 1.14 1.05 1.00 1.00 1.06 i 1.03 : 8.28 1 16.97

! n o  l NRSVYIKGF 1.09 1.09 | 1.53 1.19 1.08 1.08 1.27 114  ; 9.47 ! 16.91

111 ί RSVYIKGFP 1.03 1.03 j 1.26 1.11 1.02  : 1.03 1.12 1.08 i 8.68 ! 16.86

112 SVYIKGFPT 1.03 j 1.02  ! 1.21 1.10 1.01 : 1.02 1.10 1.08 I 8.57 | 20.25

113 J VYIKGFPTD 3.01 j 2.93 | 4.19 ; 4.26 j 2.74 | 2.79 4.53 3 66 . 28.111 2 0 .1 4 J

114 YIKGFPTDA 3.61 | 3.52 I. . .1 4.55 i 4 .9 3 j 3.15 l 3.40 [5 .0 6 4.39 J 32.61 i 17.22

I 115 IKGFPTDAT 2 38 j 2.26 j 3.87 3.49 2.20 I 2.19 | J 7 4 I 2.97 ; |23.io; | 13.69

\ 116 KGFPTDATL 0 97 | 0.97 j 1.01 0.98 0.97 I 0.97 j| 0.98 I 0.98 |Τ β 3 ] I  11.58

117 | GFPTDATLD |  1.08 | 1 07 j | 1.21 1 22 1.06 | 1.06 | 1.23 I 119 | 9.12 j 11.63

118 | FPTDATLDO 3.60 j | 3.47 ! |  4.58 ; | 4.90 ; 3.15 | 3.38 | 5.03 4.33 : 32.44 11.55

1 119 | PTDATLDDI I 0.97 0 9 7 | 0 99 0.97 | 0 97 0.97 | 0.98 I 0.97 | 7.79 8.04

120 | TDATLDDIK | 0 96 | 0 96 0.96 0.96 0 9 6 | 0.96 0.96 0.96 7.68 | 8.03

121 | DATLDDIKE 0 9 7 |  0.97 I 1 02 | 0.99 | 0.97 0.97 0.99 | 0.98 | 7.86 8.45

122 | ATLDDIKEW | 1.01 j  1.01 1.14 | 1.05 | 1.01 I 1.01 1.07 1.02 8.32 8.43

123 | TLDDIKEWL | 1 oo | 1 00 II 1.12 | 1.04 | 0.99 1.00 | 1.05 | 1.02 | 8.22 8.36
124 | LODIKEWLE | 1 02 | 1 02 II 1 21 1.09 | 1.01 | 1.02 I 1 10 1.06 8.53 | 12.11

\  125 | DDIKEWLED I 0 97 I 0 98 I 103  j I ° " . I 0-97 I 0.97 ) |  0.99 j 0 98 7.88 12.96

|  126 (OIKEWLEDK j 0 96 I 0 96 | 0 99 | 0 97 I 0.96 | 0.96 ll 0 97 II 0.97 j |  774. I 1l? o
jj 127 IKEWLEDKG I 1 17 ( T i e ! I 1 78 | _1-40 | 1.17 j 1.15 l l  1 51 II 1 2 6 . |10.60 |  13.10

1 128 KEWLEDKGQ I 0 96 I 0 96 I 097 j 0 96 I 0 96 | 0 96 ] |  0.96 | |  0.96 | 7.69 j 12.71

129 ||EW LEDKGQV I 0 97 j| 0 97 j| 1.01 | 0 99 | 0.97 | 0 97 H 0 99 || 0.98 17.85  ̂ 13.08

130 WLEDKGQVL 3 93 I 3 7 9  IL f ? 5 | 5J ,l j  3 61 | 3 66 || 5.17 |[ 4.57 |34 49l| 13.46

131 ILEOKGQVLN | 1.49 || 148  2 81 | 1.98 | 1.42 l |  1.46 || 2.12 || 1.74 ;|14.50|| 12.27

132 I EDKGQVLNI 0 99 || 0 99 1 09 1 02 0 99 0 99 | 103 | 1 01 ,1 8.11 , 1641

| 133 I I d k g q v l n iq  | 102 1.01 1.21 | 1.08 | i .o i  ;| 101 1 08 1.06 il 8.48 ll 16.57
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ι γ τ γ γ γ ί  
I 1

KGQVLNIQM j| 0.97 l οΤθ τ ) ΐ· 'ο ϊΊ | 0  99 j| 0.97 jf ια β 7 ΐ 0 .9 9 )\ 0.98 if 7.85 |[ 23.06

| 135 |( GQVLNIQMR || 1 1 8  | 1.18 || 1.40 |[ 1.41 j 1.15 ;f 1.17 || 1.52 || 1.29 :|10.3011 23 34

1 136 ||Q VLNIQ M R R l 1 1 6  | 1.16 I 1.91 i| 1.35 j| 1.13 ;| 1.15 || 1.39 || 1.27 !|10.52;| 27.99

| 137 | VLNIQMRRT i 2.77 2.67 J 4.12 ; 3.96 || 2.44 :| 2.57 4.17 | 3.44 26.14 j 27.86

Γ Ϊ 3 Γ ] LNIQMRRTL |l 4.97 5 .0 8 ; 4.71 ; 4,86 |mm 5.82 ; 43.45! 25.36

[  139 JL^IC^RRTLH_; 1.08 1.07 ! . l i L J 1.20 1.05 ί 1.07 j 1.21 j 9.26 j 20.30

f 140 II IQMRRTLHK S l l 5.91 | e m m P i i 53_93j 23.86

14_1 J QMRRTLHKAj 1.11 1.10 1.62 | J .2 5 J _1.08 j 1.10 j 1.28 1.21 | 9.75J 17.50

142 MRRTLHKAF| | 5.21 1 4.59 1 4.77 jm 5.74 i 42.89! 17.42

143 RRTLHKAFK || 1.10 || 1.09 || 1.54 | 1-24 | 1.08 j 1.09 1.28 | 1.19 II 9.61 I 12.53

144 _ RTLHKAFKG || 1.03 || 1.03 |1 1·2β i 1.10 | 1.02 j| 1.03 Ί .12 1.07 || 8.66 | 17.17

| 145 || TLHKAFKGS 0.99 0.99 1.05 j 1.01 I 0 98 j 0.99 1-02 i 1.00 ! 8.03 | 17.13

[ 146 Π Ϊ LHKAFKGSI | 3.85 ] 3.71 I..4 ·.7.?..! .5 .1 4 J 3.33 J 3.62 I. 5.26 | 4.57_S 34 10l 17.22

[  147 || HKAFKGSIF j JL09 1.08 1,39 | 1.23 107  | 1.08 1 2 5 l , 1?. : 9 37! 13.49

| 148 || KAFKGSIFV j 1.07 1.07 1.45 J 1.Ί8 j 1 0 6  j 1.06 | 1.21 1 1 3  j 9.23 j 13.76_

I 149 )| A F K G S IF W  j 103 1.03 1.27 1.08 ) 1.02 j 102 111 j 106  j 8.62 | 17.53

I 150 IΓ FK G S IFW F { 4.90 4,73: 5.18 & § § !$ 4.47 : _ 4.62 : 5.56 j 42.07| 22.30

I 151 II K G S IFW FD  || 1.01 1.01 1.17 1.08 1.00 | 1.01 1.07 1.06 | 8.41 ! 17.65

.  152__ G S IFW FD S 1.04 | 1.04 1.19 | 1.10 | 1.03 | 1.04 1.14 1.07 !______ I
8.65 j 18.05

153_ S IFW FD S I 0.99 _0.9$l 1.08 I 1.02 0.98 I 0.99 1.02 1.01 j 8.08 | 18.07

154__ [ IF W FD S IE  | 1.24 1.20 1.93 | 1.51 ! 1.18 I 1.20 1.54 1.44 i1 11.24! 18.12

155 || F W FD S IE S 4.04 3.86 :l4.72j 5:38j 3.66 | 3.73 5 .4 6 j 4.77 !..._jJ
35.62i 20.63

156 || W F D S IE S A  | .4 9 4 4:78 ^5O8 J W M M 4.53' |l . 4,6 .L m g . .5 5 7 j 42.06| 16.66 j

157 || VFDSIESAK || 1.09 1.08 1.56 | 1.18 | 1.08 i| 1.07 1.26 1.14 J 9.46 | 11.81

158 ]| FDSIESAKK 1.24 1.22 1.91 | 1.50 | 1.18 | 1.21 1.56 1.41 | 1123| 1163

159 j| DSIESAKKF | 1.04 1.04 1.30 1.13 1 0 3  _'] 1.03 1 1 5 1.10 8.82 11.20

160 SIESAKKFV 1.02 1.01 1 15 J_.09_ 1.00 101 | 1.08 r o e j [ 8.44 j *1106

161 IESAKKFVE 3.13 2.93 4 3 0 2.83 2.84 I 4.56 3.78 j|28.75 15.18

162 ESAKKFVET 0.97 0.97 [1 .0 4 0.99 0.97 | 0.97 0.99 0 98 7 88 | 13.08

163 SA K K FVETP | I 0.99 0.99 1.09 1.02 0.99 | ; 0.99 1 0 3 I 1 ^ 1 8.11 | 13.12

164 AKKFVETPG | |  0.99 0.99 1.14 1.03 0.99 0.99 1.04 1.01 | 8.18 | 13.07

165 KKFVETPGQ | 1.00 1.00 I 1-11 1.04 0.99 j 1 00 1.05 1.03 | 8.22 i 13.07

*166 KFVETPGQK 0.97 0.97 1.00 0.98 0.97 j 0.97 | 0.98 0.98 1 7.82 | 13.09

167 FVETPGQKY ||.4 .23 4,07 4.89 | |  5.60 j 3.83 | 3.98 .5.76 4.97 j 37.33; 13.23

168 VETPGQKYK j| 1.47 1.47 2.69 1.83 1.41 ! 142 2.09 1 6 4  , 14.021 9.04

169 ETPGQKYKE i 0.99 0.99 1.11 j 1.03 0.99 j| 0.99 1 0 4 101 , 8.15 i 1170

170 TPGQKYKET 0.97 0.98 | 0.97 0.96 ; 0.96 0.97 I 0.97 | 7.75 j| 11.85

171 PGQKYKETD 1.00 1.00 1.10 Ί .04 fj 1,00 J[~i.oo 1 0 5 I _1 0 2  -Γ 8 2 Ϊ | | 11.88

172 GQKYKETDL 1.01 1.01 J J Ip J .0 6 1.01.1 ι ο ί 1.09 I 1.04_ I 8.33, I 1184
173 QKYKETDLL 1.04 l 1.03 1.33 114 1 0 2 j 1.03 1.12 1.1:11 8.82 ’ 11.78

174 KYKETDLLI 0.98 0.98 1.05 1.00 0.98 0.98 1.01 0.99 7.97 ; 16.01

Ί75_ YKETDLLIL ( 3.63 || 3.48 || 4.52 4.94 3 24 3 4 0 5.08 4 . 3 5 1 32.64!. --- 1 18.30

176 KETDLULF I 1 08 | 1.06 I 135 122 105 106 1 2  Ί 1.19 9 .2 2 : 1 6 J 4 _ _

177 ETDLLILFK L°_98J L  0-96 II 1.07 100 _ 0.97 0.98 1.00 0 . 9 9 1 7.97 18.46

| 178 || TDLLiLFKD 0.98 0.98 1.01 0.99 0.97...__ - 1[ 0.98 j 1.00 0.99 7.90 ! 20.71

| 179 | DLLILFKDD 0.98 | 0.97 1.05 0.99 0.97 ] f 0.97 | 1.00 0.99 7.92 20.72
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I  180 LLILFKDDY | 4.43 4.31 || 4.83' i| 5.74 j| 3.94 . <17^11' 5 .83 - I: S118 | 38.43| 20.75 J

I  181 j LILFKDDYF 2 50 i| 2.40 :I 3.80 3.63 2.34 : 2.31 J 3.98 3.08 J 24.04; 16.61

1 182 ILFKDOYFA 2.14 ;[ W ] [ 3_5 7_ 3.16 1.96 ; 2.01 J | 3.38 2.71 ! 20.98: 18.36__|

I  183 ( LFKDDYFAK 2.27 ]| 2.22 I 3 75 3.20 2 .1 6 j 2Λ Λ 3.54 2.71 I 21.96] Ί7.39__]

1 184 FKDDYFAKK 2^47 || 2 38 j |^3.88 3.62 2.26 2.32 | 3.74 | 3.10 23.77; 15.38

1 185 KDDYFAKKN 0 98 0.98 I 1.03 1.01 0.97 : 0.98 Ii 1.00 1.00 7.95 i 13.09 !

I  186 DDYFAKKNE 0 99 j 0.99 I 1.07 1.03 0.98 0.99 1.02 1.02 ! 8.09 l 13.07 |

---1

0Oγ— |DYFAKKNEE J  .09 ! 1.09 j 1.55 1.19 1.08 : 1.07 1.26 I 1.14 ! 9.47 i 13.07 |

1 188 ! |y f a k k n e e r 4.01 ! 4.65 ; 5.45 'j 3.76 3.86 5.65 | : 4.83 | 36.31! 12.89

I 189 |FAKKNEERK 1.46 I 1.43 ; 2.79 1.95 1.38 1.41 2.03 1.74 ; 14.19; 8.94

1 190 AKKNEERKQ 0.97 | 0.97 I 1.02 0.99 0.97 0.97 0.99 j 0.98 i 7.86 I 8.14

I 191 KKNEERKQN 0.97 || 0.97 || 0.99 1 0.98 0.96 i 0.97 0.98 0.97 i 7.79 I 8.27

1 192 ! KNEERKQNK 0.97 ]Lm l J 0.99 | 0.98 0.97 I 0.97 0.98 0.98 | 7.81J 8.36

1 193 NEERKQNKV 0.98 ] 0.98 , 1.01 J ).9 8  j 0.98 1.02 1.00 j 8.04 j 8.62__

j 194 EERKQNKVE 1.00 1.00 1J  3 j 1.04 1.00 ; 1.00 1.06 1.02 I 8.25J 8.60_

j 195 ERKQNKVEA, 1.03 103 1.26 1.09 : 1.02 j 1.03 1.11 1.06 | a63J 10.68

j 196 RKQNKVEAK, 1.02 j 102 1.23 1.10 j 1.01 j 1.02 1.09 _ U I8 j 8.57I 10.59

j 197 KQNKVEAKL 1.04 i 1.03 | 1.29 1.12 1.03 ! 1.03 1.15 1.08 | 8.77 ! 11.03

| 198 QNKVEAKLR 1.01 | 1.00 1.19 1.09 1.00 : 1.00 1.05 1.09 ! 8.43 j 10.91

199 j NKVEAKLRA 1,12 j 1.08 | 1.50 . 1.32 1.06 s 1.08 1,20 1.31 ! 9.67 | 14.04

| 200 j KVEAKLRAK 0.97 0.97 I 1.01 0.99 0.97 * 0.97 0.99 0.99 i 7.86 j.......1 13.77

. . 201J VEAKLRAKQ 2.33 | 2.24 | 3.84 3.45 t 2.15 2.18 3.69 j 2.92 | 22.80| 13.78

1 202 i EAKLRAKQE 0.99 | 0.98 | 1.09 * 1.02 I 0.98 1 0.98 1.02 1.00 ! 8.06 ; 11.64

L 2°JL_ Ia k l r a k q e q 1.26 | 1.24 | 2.05 ; 1.55 ί 1.23 ! 1.22 1.68 1.41 I 11.64| 11.67

| 204 ||KLRAKQEQE 1 0.98 | 0.97 ! 1.02 0.99 0.97 : 0.97 1.00 0.99 ! 7.89 | 11.16

j 205 iI LRAKQEQEA f « T | 3.27 4.33 4.47J 3.13 | 3.13 3.94 30.33j 11.26

1 206 RAKQEQEAK [ 0 97 |I 9J?Z—I 1.00 0.98 j 0.97J [ o ;97 0.98 0.97 [| 7.8_lj | 8.05

\ 207 AKQEQEAKQ 0.98 | 0.98 | 1Ό5 0.99 ; 0.97 J 0 9 7 [  1.00 0.98 |17-9 2 !| 8 .08_

1 208 KQEQEAKQK 097 0 97 | 0.99 , 0.98 j 0.97 iI 0.97 0.98 0.97 ;| 7.80 !I 8 0 6 _
L 2 0 9  j QEQEAKQKL 1.00 1.00 1.17 ; 1.04 , 0.99 1.00 1.05 1.02 I__j 8.27 j 8.05

1 210 |EQEAKQKLE 0 9 9 0.99 1.08 1.02 0.98 I 0.99 1.03 1.01 1 8.09 j 7.97

1 211 i| QEAKQKLEE 1.02 1.02 1.28 1.07 ! 1.01 1 1.02 | 1.10 | 1.05 8.57 j 9.08

| 212 |[ EAKQKLEED 0.97 097 1.02 0.99 | 0.97 | 0.97 0.99 | 0.98 j 7.86 8.97

I 213 AKQKLEEDA^ 0 98 0.98 1.09 : 1.01 0 9 8 j 0.98 | 1.01 0.99 8.02 8.97
214 |KQKLEEDAE | 0.97 0.97 | 0.99 | 0.98 | 0.97 | 0.97 | 0.98 0.97 7.80 8.98
215 llQKLEEDAEM 0 9 6 0 9 6 0 99 0.97 | 0 96 | 0.96 0.97 | 0.97 1 7.74 9.00
216 Hk l e e o a e m k | 0.96 j 0 96 | 0.98 | 0.97 | 0.96 0.96 | 0.97 0.97 7.73 9.03
217 ILEEOAEMKS | 1.62 | 162 I 2 P I . | 2.22 1 53 | 1.59 2.47 ll 1-91 . |15.83 9.72

1 218 j EEOAEMKSL I 0 97 I 0 97 Γ 1 00 I 0.98 j 0.97 I 9 Λ Ι 0.98 0.98 7.82 6.57
\  219 EDAEMKSLE I 0-97 I 0 97 I 101 | 0.98 j 0 97 0 9 7 || 0.99 || 0 98 | 7.84 j 8 56
1 220 | DAEMKSLEE I 0 9 9 I 0 99 I 1 08 I 102 | 0 98 | 0.99 II 1 03 ll 100 [ W I 1109

221 [AEMKSLEEK [ 0 9 8 j |  0 .9 8 j|  1.06 | 0.99 j 0.98 | 0.98 II 1.00 || 0.98 ;| 7.95 j 11.08
222 :| EMKSLEEKI I 0  98 I 0 98 i| 1 05  J | 1 oo | 0.97 | 0 98 II 1 00 I 0 99 I 7.95 | 11.38
223 ^ L l l  132 II 2 27 | 1.70 | 1.27 | Τ 5 Γ f T W 1 54 112.54 | 11.39
224 ! KSLEEKIGC | 0  97 il 0 97 | 0 99 | 0 97 | 0.96 | 0.97 | 0.98 | 0.97 [7 7 8 13.13
225 | SLEEKIGCL 0 9 7 0 9 7 || 0.99 0 9 8 0 9 7 ,| 0 97 | 0 98 0 9 7 ;| 7.80 il 13.16
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226 LEEKIGCLL j 2.75 2.69 3.92 ! 3.74 ] 2.61 | 2 5 0  | 3.92 3.27 ||25J50| 13.31 I
227 | EEKIGCLLK J| 0.98 0.98 1.08 1.01 0.98 | 0.98 1.01 1.00 ; 8.02 | 12.20 |

228 | |  EKIGCLLKF j  1.15 1 J4 1.59 ! 1 -33 j |  11_1 | 1.14 1.38 1.25 | 10.09} 13.74_

229 j |  KIGCLLKFS j |  0.98 0 .98 . 1.05 j 1.01 j 0.98 J 0.98 | 1.01 I 1.00 j 7.99 j 13.42

230 j|jGCLLKFSG || 2.58 2.45 4.02 j 3.78 j |  2.29 || 2.39 | 3.98 3.24 |24.73|| 13.60 |

231 GCLLKFSGD | 0.99 ( 0.99 1.04 1Ό1_ 0.98 || 0.99 | 1.02 | 1.00 ! 8.02 11.17 |

232 CLLKFSGDL | |  1.05 1.05 1.30 | 1.12 | |  1.04 | 1.04 1.16 1.08 | 8.84 : 11.19

233 LLKFSGDLD ϋ  1.79 | 1.74 | 3.31 | 2.54 | 1.67 \ 1.70 2.75 2.21 (|17.71 j 11.14

234 LKFSGDLDD | 1.92 1.86 | 3.32 | 2.76 | |  1.73 | 1.83 2.97 2.41 i 18.80j 10.03

235 J KFSGDLDDQ | 0.97 0.97 1.01 | 0.98 | 0.97 ! |  0.97 0.99J 0.98 | |  7.84 | 8.50

236 IlFSGDLDDQT 1.08 1.08 II 1.49 1.17 | 1.06 ! 1.07 1.23 1.11 j .9 29J 8.58 j
237 J  SGDLDDQTC 0.96 0.96 0.97 | 0.96 | 0.96 0.96 | 0.96 0.96 ! |  7.69 | 8.39

238 j|GDLDDQTCR|| 1.00 1.00 j( 1.05 1.03J 1.00 j  1.00 | 1.05 | 1.01 | 8.14 ! |  8.44

239 DLDDQTCREj 1.02 1.01 1.22 | 1.08 1.01 Jl 1.01 1.09 1.06 8.50 j 8.68

240 LDDQTCRED ] 1.13 | 1.13 1.63 1.27 1.11 11 1.12 | 1.34 | 1.20 9 .9 3 1 8.64

241 DDOJCREpLj 0.99 0.99 | 1.10 1.02 J  J0.99 0.99 1.03 JO O j 8.11 j 8.34

242 DQTCREDLH j 1.01 1.01 |  1.17 j 1.06 | 101 J| 1.01 1 _1 : 9 9 1.03 | 8.39 | 8.32

243 QTCREDLHI 0.98 | 0.98 1.05 | 1.00 | 0.98 | 0.98 1.00 0.99 | |  7.96 14.12

244 TCREDLHIL | |  0.99 0.99 | 1.05 | 1.02 | 0.99 | 0.99 1.03 1.01 ! 8.07 ! |  14.24

245 | CREDLHILF | |  1.13 1.12 | 1.34 l  1.32 | 1.14 | 1.11 1.44 | 1.20 j 9.80 j |  16.96

246 REDLHILFS 1.00 1.00 1.15 | 1.04 0.99 i 1.00
—  —  - '

1.05 1.02 | |  8.25 !| 17.99

247 EDLHILFSN 0.97 0.97 0.99 0.97 | ( ' 0.96 || 0.97 |_0.98 0.97 ! 7.78 j |  18.43

248 DLHILFSNH | 0.98 0.98 1.08 | 1.01 0.98 I 0.98 1.01 0.99 | 8.01 j |  18.47

249 LHILFSNHG | 5.88 | 5.70/ 5.43 5.45 I 5.59 48.98| 18.45

250 HILFSNHGE ( 1.05 1.05 1.28 | 1.11 1.04 i 1.04 1.15 1.07 ! 8.79 I 12.58

251 ILFSNHGEI ) 2.85 2.81 | |  4.14 | |  4,10 ||T 6 3 ~ || 2.71 4.39 J |  3.49 j  27.12j 12.52

252 J r f  SNJHGEIK 1.75_ J .6 6 3.09 | 2.47 j  1.59 1.64 2.58 2.19 J |l6 .97 9.77

253 FSNHGEIKVy 1.24 1.23 1.96 1.51 J 1.19 1.22 |_1·59 1.40 |11.34|| 9.57

254 SNHGEIKWI 0.99_ 0.99 1.09 1.02 | 0.99 | 0.99 1.03 j  1.00 j  8.10 | 9.34

255 NHGEIKWID | 0.97 0.97 1.01 0.98 0.97 j 0.97 0.98 0.97 | 7.82 j 10.62

256 HGEIKWIDF | 0.98 0.98 1.03 1.00 0.97 0.98 1.00 0.99 I I  7.93 | 11.66

257 GEIKWIDFV 1.01 1.02 1.11 I 1.06 i 1.01 i 1.01 1.09 1.03 8.34 11.77

258 EIKWIDFVR 0.97 0.97 1.04 0.99 0.97 ! 0.97 1.00 0.98 7.89 16.94

259 IKWIDFVRG | |  1.60 1.55 3.01 I 2.21 1.49 1.54 2.22 1.96 15.58i 18.75

260 KWIDFVRGA 1.12 1.13 1.49 1.27 1.10 I 1.12 1.33 1.19 9.75 17.68

l  261 J WIDFVRGAK 1.76 1.66 3.20 2.44 1.61 I 1.63 2.58 2.17 17.05 17.47

|_262 j  IDFVRGAKE 1.56 1.52 2.70 2.12 | 1.49 1.49 2.36 1.85 15.091 16.20

263 DFVRGAKEG j 1.03 1.03 1.27 J  1.10 1.02 1.03 1.13 1 0 7 J  8J>8j 15.16

264 FVRGAKEGI ! 5.25^ 1.5.10 ^ K t t a H I |5 .9 4 4 4 ,57 Ί5.°3_

265 VRGAKEGII 2-l° 2.04 3.62 2.98 ] 1.94 1.96 J3, 32 2.55 j 2051 10.19

_266 j RGAKEGIIL 0.99 0.99 1Ό8 1.02 0.99 0.99 1.03 1.01 | 8.10 9.59

267 GAKEGIILF J .0 1 1.01 1.09 1.06 1.00 1.01 1.08 | 1.04 | 8.30 | 11.78

268 AKEGIILFK 0.99 0.99 1.13 1.03 0.99 0.99 1.03 1.00 | 8.15 j 13.30

__ 269 KEGIILFKE ( 0.97 0.97 1.01 j  0.98 ! 0.97 0.97 0.98 0.98 | |  7.83 | |  17.69

270 EGIILFKEK j 0.97 0.96 0.99 0.97 0.96 0.96 0.97 0.97 j  7.75 || 17.71

271 j GIILFKEKA i| 1.21 L l i l 1.58 1.15 | |  1.19 1.50 1.38 i|l0.67|| 17,78
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ϊ  272 !| HLFKEKAK Lj l  72 l 1.62 i1 2·93. ' 2 2 8 161 ^ 1.57 2.52_ 2,06 i ie .s i] J 7 .4 0  j

I  273  ij ILFKEKAKE 2.42 | 2.32 | 3 95 ί 3.55^ 2.16 2.26 3.75 3.05 | 23.461 16.20

I  274 1 LFKEKAKEA 1.94 |I 1·.?? | 3.42 2.81 1.78 1.79 2.95 j 2.44 ! 18.95; U M

1 275 i FKEKAKEAL [ 4,49 j 4.34 I-4.98 ; 5.67 j 4.09 4 26 j 5.93 L 5.09 j 38.85; 12.62 J

I  276 ^ KEKAKEALG 0.98 j 0.98 ; 1.06 1.01 : 0.98 s 0.98 1.01 ! 1.00 8.00 I 8.23

1 277 ! EKAKEALGK 1.00 1.00 | 1.14 1.05 0.99 : 1.00 1.05 I 1.02 ; 8.25 | 8.63

\  278 ; KAKEALGKA 0.98 | 0.98 i 1.05 1.01 0.97 0.98 1.00 ! 1.00 ! 7.97 : 8.77

1 279 1 AKEALGKAK 0.98 0.97 | 1.02 0.99 0.97 ! 0.97 j 1.00 0.99 ; 7.89 ! 8.85 |

| 280 i KEALGKAKD 1.06 1.05 ! 1.36 1.18 1.04 : 1.05 1.17 | 1.14 ! 9.05 j 8.91

281 | EALGKAKDA 1.00 I 1.00 I 1.16 1.06 0.99 ; 1.00 j 1.05 i 1.04 : 8.30 I 8.77

282 ! ALGKAKDAN 0.99 | 0.99 | 1.13 1.02 , 0.99 : 0.99 1.03 I 1.01 i 8.15 | . . A T 7 J
I 283 , LGKAKDANN 1.19 1.16 1.86 : 1.47 | 1.13 ; 1.16 1.39 1.41 ! 10.771 8.84

f 284 j GKAKDANNG 1.09 ) 1.09 |Lj -3 2 .; _ 1 .2 2 j 1.07 ; 1.08 1.26 1.16 ) 9.29] 8.47 J

285 | KAKDANNGN | j : ° 2 I I 1.02 L2-23J 1.08 j .r-oi 1.02 1.10_ 1.05 J J?-5 3 1 8.27

| 286 j AKDANNGNL 100  IL l - o o j ; \-0 5 0.99 | 10  ° J 105 1.03 j 8.30] 8.23 |

I 287 j KDANNGNLQ [ 0.99 )| 0.99 1 1 07 1.02 q.98^;L^9?^ _1Ό3_ ι ο ί ; 8 0 8 8.21 |

I 'Μ  \ DANNGNLQL 1.00 J 1.00 1J7  i 1.04 j 1.00 ! 1.00 JL06_ 1.02 j 8.29M 14.18

l 289 | ANNGNLQLR 1.03 1.03 1.28 i 1.10 ί 1.01 ; 1.02 1.10 1.07 j 8.64 ! 14.11

j 290 i NNGNLGLRN 0.99 0.99 ] 1.13 ; 1.04 0.99 I 0.99 1.03 1.02 ! 8.18 j 16.75

j 291 j| NGNLQLRNK 0.97 | 0.97 j 1.02 0.99 0.97 ‘ 0.97 0.99 0.99 ί 7.87 j 16.72

| 292 GNLQLRNKE 1.00 ! i.oo | 1.09 1.05 ; 1.00 ; 1.00 1.06 1.03 I 8.23 | 16.76

293 | NLQLRNKEV 1.00 1.00 _ r i2 _ 1.02 0.99 ! 0.99 1.04 1.01 ; 8.17 ; 16.72

| 294 LQLRNKEVT H o i 5.88 ] _ 5 .6 6 j J5J54 j 5.79 49.87| 16 .73Π

| 295 llQLRNKEVTW 0.97 0.97 1 .00 _ 0.98 _0.97_ | 0.97 0.98 0.97 ; 7.81 j 10.85

296 j LRNKEVTWE 2.84 I 2-81 !I 4-18 j 4.10 I 2.61 ; 2.70 4.39 3.48 ;|27.11i | 10.84

297 !|RNKEVTWEV 0 98 || 0.98 |I 1.05 1.01 0.98 | 0.98 [Ί .0 1 0.99 J 17 ·9 8 !I 9 -42_

298 j NKEVTWEVL 0 99 |I 0 99 jj 1.12 ;l " l  03 j 0.99 !| 0.99 I . 1 03 I 1 0 2  |[ e t ? l I 9.38 ~

299 | KEVTWEVLE 0 98 II 0.98 J I 1 -9 U 1.00 0.97 ;I 0 98 J| 1 00 I 0.99 j 17.94 j 9.72

300 j EVTWEVLEG i.oo (I 1.00 iI 1 12 Jl 1 04 : 0.99 j | 1 00 II 1 05 I 1 02 j | 8.22 | 10.06

301 !|VTWEVLEGE | 1.04 j| 1 03 || 1.31 :I 1.10 ;| 1.03 | 1.03 I 1 12 I 1 07 | 10.00 ’

302 TWEVLEGEV JJ.96 || 0.96 II 0.97 I 0.97 [ 0 96 0.96 0.97 0.96 ίj 7.71 9.85

I  303 WEVLEGEVE 1.76 1.68 | 3.12 2 52 ; 1.63 | 1.65 | 2.65 | 2.19 |17.20 9.89

| 304 !| EVLEGEVEK 0.96 | 0.96 I 0.98 ;| 0.97 ;\  0.96 | 0.96 | 0.97 0.97 L7.73 9.32

305 HVLEGEVEKE | 1.18 | 1.17 I 1 77 1.39 , 1.13 1.16 1.43 | 1.31 ||10.54 9.40

306 i| LEGEVEKEA | 1.15 | 1.14 | 1.70 | 1 34 | 1.15 1.13 | 1.44 1.23 10.28 9.14

307 !(EGEVEKEAL | 0 97 | 0.97 | 0 99 | 0.98 ;I 0.96 | 0.97 | 0.98 | 0.97 17.79 8.86

308 |GEVEKEALK | 0 96 || 0.96 || 0 98 | 0.97 | 0 96 | 0.96 || 0.97 || 0.97 Llzl I 8 .9 2 1

309 EVEKEALKK | 0 98 ]| 0.98 j| 1.05" j 1.00 | 0 97 | 0 98 ll 1 0 0 | 0.99 17.95 j | 9.31 |

310 VEKEALKKI || 1.39 j| 1 36 I 2 5 L , I 1 78 j 1 30 | 1.34 jl 187 || 1.63 j|l3 .24j| 9.29 |

311 EKEALKKII | 1 00 | 1 00 ( T i T j 1.06 | 0.99 | 1.00 ll 105 II 104 | 8.29 | 8.56 ;

1 312 || KEALKKIIE I 1-03 I 103 II 126 I 1.13 1.02 I 1.03 jj 1.10 ll 1 1 0 | 8.70 Π Τ β Π

313 l  e a l k k iie d l 1 ° l J !  1 : ° lJ l  1 16 | 105 1.00 | 1.00 II 1.08 II 1.03 | 8.34 J[ 12.07

314 ALKKIIEOQ ( 0 99 || 1.00 1.14 1.02 0.99 l 0.99 l( 1 0 3 " ll 1 0 0 j 8.16 jj 11 -9β_

315 j LKKIIEDQQ L i i o J I  1 Ϊ0 1 86 1.35| 1 1.15 | 1.15 ll 144" ll 124 |10.51 j| 1 l j 4 _
316 | KKIIEDQQE 0 97 | 0.97 0 9 9 0.97 | 0.96 | 0 97 0.98 j 0.97 [ Τ τ Γ 11.57__

317 | KIIEDQQES 100 | 1.00 I 1.09 1.03 | 0.99 | 0.99 | 1.05 1.01 8.16 i n t e T
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f  318 ~] I IIEDQQESL (| 3.24 3.13J 4.38 ] 4.60 '|f 2_91 ' 3.03 | 4*77] T l99J[30.05jf 1159
I 319 || IEDQQESLN i| 1.23 1-22 | 2.10 j 1.51 !| 1.21 ij 1.21 1.61 1.37 if11.46 845
j 320 |(EDQQESLNK! 0.96 0.96 0.98 ; 0.97 | 0 96 ! 0.96 0.97 0.97 ;|TTTjf 1029
Γ  321 DQQESLNKWI 0.98 I 0.98J 1.03 I 0.99 || 0.97 ί 0.98 1.00 0.98 i| 7.91 j) 10.44

[ 322 I QQESLNKWKl 0.97 0.97 1.04 I 0.99 I 0.97_J 097 J 0.99 || 0.98 '] 788JI 10.55 !
323 QESLNKWKSjj 1.00 1.00 1.15 | 1.04 | ° 99 il 1-00 I 1.04 1.02 l| 13.21 |
324 | ESLNKWKSK| 0;97_ 0.97 1.02 | 0.99 ! 0.97 ( 0.97 0.99 0.98 ; 7.86 ;| 13.18

|_325 J SLNKWKSKGl 0.99_ 0.99 | 1.07 j 1.01 i 0.98 | 0.99 1.02 1.00 :| _ 13J8_

32!L. LNKWKSKGRi 2.52 | 2.43 || 4,05 j 3.68 || 2.25 | 2.36 3.91 3.16 i 24.36 13.29
327 NKWKSKGRRj 1.04 1.03 f "ί-32 | 1.14; 1.02 | 1.03 1.10 _ !12J 8.80 ;| 10.98
328 |KWKSKGRRFj J-m J 1.03 1.20 1_11J 1-02 1.03 L i - IL L !° 9j IM 4 J | 11.17
329 WKSKGRRFKj 2.79 2.69 2.53 j| 2.58 I 4.29 3.45 >.26.50; 1108
330 ||KSKGRRFKGj 0.98 | 0.98 1.08 jh i 0! ! 0.98 j 0.98 I 1.02 I. i - ° ° j 8.03 | 1142
331 Hs KGRRFKGK! 0.98 0.98 1.03 j .0.99 i 097 0.97 100 0.98 ! 7.90 j 11.42
332 ||KGR_RFKGKGj 1.04 1.04 1.28 j 1.12 ί 1.03 1.04 1 Ϊ.14 109 j 8.78 j 1147

J33 GRRFKGKGKj l.qo 1.01 1.09 103 | loq J 1.00 I 1.06. 101 8.20 | 1137
334 RRFKGKGKG| 1.14 | 1.14 Ί .78 | 1.29 i 1.12 j 113 137 ( !?o J 10.*Ι7! 1135
335 RFKGKGKGN j 0.98 0.98 1.07 JLP°J 0.98 I| 0.98 1.02 i.oo | 8.01 | 1116
336 FKGKGKGNKI _3.11 2.98 4.37 j 4.40 j 2.72 j 2.90 | 4.54 j 3.84 ;|28.86| 1117
337 KGKGKGNKA 0.98 0.98 1.06 1.01 ί 0.98 0.98 1.01 1.00 ! 8.00 j 8.36
338 GKGKGNKAAl 1.01 j 1.01 1.09 | 1.05 1.00 | i .oo | 1.07 103 i 8.26 ; 8.35 |
339 KGKGNKAAQj 0.99 0.99 1.07 1.02 I» 0.98 0.98 1.02 1.01 II 8.06! 8.32
340 ||g KGNKAAQP|| 1.00 0.99 1.06 ] 1.03 j 0.99 | 0.99 104 I 102 | 8.12 j 8.31
341 |[KGNKAAQPGj 1.05 1.04 l 1-28 j 1.14 1-03 | 1.04 116 110 j 8.84 | 8.30
342 |g n k a a q pg s | 0.99 0.99 1.06 || 1.02 0.99 0.99 | 1.03 101 ; 8.08 ; 8.16
343 NKAAQPGSG| 1.06 1.06 1.45 1.18 J 1.04 106 118 114 j 9.17 j 8.18
344 KAAQPGSGK 0.98 0.98 J.03_ 0.99 | 0.97 0.98 100 0.98 jE f i ] 8.04
345 AAQPGSGKG 0.99 0.99 •1.11 !_ 1.01 | 0.98 0 ." 1.02 J.00 8.09 8.06
346 AQPGSGKGK 0.98 0.98 1.06 J.00 j 0.98 0.98 101 0.99 j 7 98 8.02
347 QPGSGKGKV 0.98 0.98 1.07 1,01 ί 0.98 .... —1 0.98 101 1.00 ; 8.01 | 8.06
348 PGSGKGKVQi 0.98 0.98 1.01 1.00 ) 0.97 0.98 100 0.99 i 7.91 | 8.12
349 GSGKGKVQFJ 1.00 1.00 1.07 ' 1.04 j 1.00 1.00 1.06 1.02 i 8.19 j 1160
350 SGKGKVQFQ| 1.00 1.00 1.09 1.04 0.99 1.00 1.05 1.02 | 8.19 ! 11.73
351 GKGKVQFQG 0.99 0.99 1.05 1.02 0.99 0.99 103 1.00 i 8.06 j 16.70
352 KGKVQFQGKj 0.97 0.97 1.00 0.98 j 0.97 0.97 0.98 0.97 ! 7.81 ; 16.72
353 GKVQFQGKK 1.00 1,00_ 1.09 1.05 I 1.00 1.00 ^ 1.06 1.03 | 8.23 16.81
354 KVQFQGKKT 1.01 1.01 1.20 1.07 1.01 _ i o i _ 1.08 1.04 | 8.43 j 16.91
355 VQFQGKKTK j 3.59 3.55 l; 4.32 - 4.84 ; 3.29 3.38 5.12 4.23 i 32.32Ϊ. 1

16.84
356 QFQGKKTKF | 1.06 1.05 1.43 1.15 , 1.04 1.05 1.17 1.13 | 9Ό8 5 13.34

| 357 | FQGKKTKFA | 5.05 _4.88j| 5.13 1W M 4.62 4.76 MM 5.70 4295 13.18
| 358 | QGKKTKFAS! 1.00 0.99 | 1.16 1 1 0 2 ι 0.99 0.99 1.04 ι ο ί  i 8.20 i 10.33
I 359 j| GKKTKFASD jJ O 2_ 1.01 I 1-15 I 1 0 0  I 1.00 101 | 108 107 ; 8.43 j 10.27
| 360 | KKTKFASDD 1 1 0 5 1.04 1 1 3 3 I ! 1 5  1| 1.04 104 j 116 112 i 8.93 j 10.16
| 361 || KTKFASDDE j 0.98 0.98 1.05 1.00 J 0.98 || 0.98 ioo_ 0.99 j [7.96 I 9.99

362 TKFASDDEH; 0.97 j 0.97 1.01 I 0.99 :I 0-97J|0.97 0.99 | 0.98 | 7.85 ; 9.99
363 KFASDDEHD 0.98 | 0.98 I 1.04 1 1 0 1 ;| 0.98 || 0.98 1.00 1.00 !U, 7.97 j( 9.96
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364^ FASDDEHDE 2 38 ! 2.34 ! 3.86 3.37^ 2.21 i| 2.23_ 3.73J 2.85 Jl 22.97; 9.92

365 | ASDDEHDEH 0.97 | 0 9 7 L °-99j 0.97 0.97 j 0.97 J 0.97 0.97J 7 7 8 j 7.84

366 j SDDEHDEHD | 0.96 j[ 0.96 j[ 0.96 0.96_. 0.96 [0 .9 6  || 0.96 || 0.96 |7 .6 8 j| 7.83

367 ! DOEHDEHDE | 0.96 j |  0.96 j [ 0.97 0.96 [  0 96 | 0.96 0.97 ]| 0.96 ;| 7.70 j, 7.84

368 DEHDEHDEN 0.98 !| 0.98 || 1.06 1.00 0.98 | 0.98 || 1.00 I 0.98 ;| 7.96 ; 7.99

1 369 j EHDEHDENG 0.96 i 0 96 ! 0.96 0.96 0.96 0.96 0.96 j 0.96 | 7.68 : 8.00

1 370 ! HDEHDENGA 0.96 J| 0.96 ; 0.97 : 0.96 ; 0.96 0.96 0.97 | 0.96 ; 7.70 | 8.11

1 371 ! DEHDENGAT 1.01 i 1.01 i 1.18 1.05 i 1.01 1.01 1.07 1.03 ! 8.37 : 8.24 |

I 372 ; EHDENGATG 0.96 j 0.96 i 0.98 0.97 0.96 0.96 0.97 0.96 | 7.72 ! 8.23 I

I 373 I HDENGATGP 0.97 j 0.97 | 0.98 0.97 0.96 0.96 j 0.97 | | 0.97 7.75 i 8.28

374 ilDENGATGPV 1.03 | 1.03 j 1.33 ; 1.12 1.02 1.03 1.12 | | 1.07 8.75 8.30

375 i ENGATGPVK 0.98 || 0.98 1.06 1.01 0.98 ; 0.98 | 1.01 1.00 i 8.00 i 8.28

376 !|NGATGPVKR 1.02 i 0 2 J 1.23 | 1.07 ' _1.01 1.01 | 1.09 1.04 : 8.49 10.03

377 ! GATGPVKRA 1.04 1.03 1.13 : 1.12 1.02 i 1.03 1.13 1.10 iI 8.60 | 9.93

378 ATGPVKRAR 1 01 [  1.01 [ 1.19 1 - W , 1-OOJ 1.00 1.06 J O 2 J 8.33J 9.81 i

379 i TGPVKRARE 0.99 J 0.98 ! 1.03 1.02 0.98 ! 0.98 1.01 1.02 ! 8 .0 1 ; 9.72

[ 380 i GPVKRAREE 0.98 j 0.98 | 1.01 u> o_ ;J I 9 8 j 0.98 J .0 1 _ 0.99 j 7.93  j 9.72

I 381 I PVKRAREET 1.03 "j 1.02 1.21 * 1.11 1.02 : 1.02 1.11 1.08 i 8.60 l 9.73

I 382 ! VKRAREETD 2.07 ’ 1.98 ί 3.47 3.00 1.93 : 1.92 3.28 2.57 ;i - - - - -  -i 20.22| | 9.60

1 383 { KRAREETDK 0.97 0.97 ί 1.01 0.98 0.97 0.97 0.99 ! 0.98 ; 7.84 i 7.80

384 | RAREETDKE 0.97 j 0.97 i 0.99 0.97 0.96 i 0.96 0.97 0.97 ί■i 7.76 ! 7.83

385 ! AREETDKEE 0.96 \ 0.96 | 0.97 0.96 ί 0.96 ; 0.96 0.97 0.96 | 7.70 ; 7.83

386 ! REETDKEEP 0.98 0.98 1.04 i 1.00 0.98 i 0.98 1.01 0.99 i 7.96 j 7.85

387 | EETDKEEPA 0.98 j |  0.98 ! 1.07 1.01 0.98 0.98 1.01 0.99 8.00 ; 7.86

1 388 1 ETDKEEPAS 0.96 I  0.96 | 0.97 0.96 0.96 ! 0.96 0.96 0.96 i 7.69 | 7.85

g 389 TDKEEPASK 0.96 I.0 .96 0.96 0.96 L ° . 9 6 ! 0.96 0.96 0.96 , 7.68 7.93 _

1 390 : DKEEPASKQ 0.98 I  ° j e  j 1 .0 5 j 1.01 J 0.98~l 0.98 | 1.02 j o o _ 8.001 [  8  0 1

J  391 ! KEEPASKQQ 0 97 0 9 7 0.99: 0.98 o j 7 _ 0.97 0.98 0 97  i1 7 .8 0 iL 8 O 6

I  392 i EEPASKQQK 0.97 0.97 1.01 0.99 0.97 ; 0.97 L 0  9 9 l  0.98 ; |  7.85 i |  8.12

1  393 ί EPASKGQKT 0.98 0.98 1.05 1.00 0.98 0.98 1.01 |  0.99 | 7.97 8.13

1  394 ' PASKQQKTE 098 0 .9 8 1 1.03 1.00 0.98 0.98 1.01 0.99 1 7-95 j  8.14

395 ί! ASKQQKTEN 1 00 1 00 1.16 1.03 1.00 |  i  .oo |  1.05 |  1.02 |  8.26 I .

396 |SKQQKTENG 1 00 100 1.15 1.05 j  0.99 1.00 1.05 |  1.03 j  8.27 -

397 KQQKTENGA 1 01 | 1.01 |  1.16 1.05 |  100 I 1.01 |  1.06 |  1.02 8.32 -1 _ _  _ _

\  398 QQKTENGAG 1 00 |  1 0 0 |  1.15 |  1.03 |  0.99 1.00 |  1.04 |  1.01 18.22 1 .

1  399 QKTENGAGD 1 0 98 ll 0 98 |  1.05 |  100 |  0 97 |  0.98 1.00 |  0.99 1 7.95 _ "...
1  400 |KTENGAGOQ |  0 98 I 0 98 i l  1 06 ; |  1.01 |  0.98 |  0.98 I 1.01 |  i  .oo je .o o 1 -

*
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Εικόνα 1: Απεικόνιση των προβλεπόμενων πεπτιδίων με την μορφή διαγράμματος.

Εικόνα 2: Απεικόνιση των 'κρίσιμων περιοχών' με την μορφή διαγράμματος.
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II. ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΤΩΝ ΚΡΙΣΙΜΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ TOY LA/SSB ΑΥΤΟΑΝΤΙΓΟΝΟΥ

|Positionj Peptides Average

H 18-32’ CHQIEYYFGDFNLPR __ 21.22|
19-331 HQIEYYFGDFNLPRD 22.20
20-34’! QIEYYFGDFNLPRDK] 22.07

| 21-35'! IEYYFGDFNLPRDKF 22.17
22-36'j EYYFGDFNLPRDKFL 20.32
23-37’ί YYFGDFNLPRDKFLK 20.36

| 45-59'! GWVPLEIMIKFNRLN 22.25
46-60'i WVPLEIMIKFNRLNR 25.67
47-61*1

____ . ] VPLEIMIKFNRLNRL 29.56
|_  48-62j PLEIMIKFNRLNRLT 28.07
| 49-63'i LEIMIKFNRLNRLTT 32.76

50-64'j EIMIKFNRLNRLTTD 27.91
51-65' IMIKFNRLNRLTTDF 27.94
52-66'j MIKFNRLNRLTTDFN 24.97
53-67'H IKFNRLNRLTTDFNV 21.61

[102-116j| DEYKNDVKNRSVYIK 20.52
103-117’ j EYKNDVKNRSVYIKG 20.57
104-118’ YKNDVKNRSVYIKGF 20.67

[l12-126'| SVYIKGFPTDATLDD 20.25
113-127'j VYIKGFPTDATLDDI 20.14
134-1481 KGQVLNIQMRRTLHK 23.06

j 135-1491 GQVLNIQMRRTLHKA 23.34!
136-150* QVLNIQMRRTLHKAF 27.99
137-151' VLNIQMRRTLHKAFK 27.86
138-152'j LNtQMRRTLHKAFKG 25.36
139-153'! NIQMRRTLHKAFKGS 20.30
140-154* IQMRRTLHKAFKGSI 23.86

ll  50-164* FKGSIFWFDSIESA 22.30
155-169* FWFDSIESAKKFVE 20.63
178-192' TDLLILFKDDYFAKK 20.71

[179-193' DLLILFKDDYFAKKN 20.72
1180-194* LLILFKDDYFAKKNE 20.75
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•! /bin/sh 

i-1
while test $i -le 9 

do
x-' /usr/local/tinker41/bin/analyze t39_mv.00$i -k restrain-key < 

analyze.inp | head -28 | tail -3 | cut -c38-47 ' 
echo Si $x 
i-' ezpr Si + 1 ' 

done

1. ΠΡΟΓΡΝΜΑ AHAX.T2B.eh*

2· ΠΡ0ΓΡΑΜ4Α GYRATION*eh*

·!/bin/sh 

i-1
while test $i -le 9 

do
x-% /usr/local/tinker41/bin/analyze t39_mv.00$i -k restrain.key < 

gyration.inp | head -38 | tail -1 I cut -c43-49 
echo $i $x 
i-' expr Si + 1 ' 

done

3 . ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ SOLVATE.sh*

#!/bin/sh 

i-i
w h ile  te s t  $1 - le  9 

do
x-* /usr/local/tinker41/bin/analyze restrainjnew.00$i -k 

solvate.key < solvate.inp | tail -1 | cut -c38-49 ' 
echo $i $x 
i-% expr Si + 1 * 

done

4 . ΠΡΟΓΡΑΜ4Α SPACEFILL.·!!*

t!/bin/sh 

i - 1
while test Si -le 9 
do
x-‘ /usr/local/tinker41/bin/spacefill restrain. 00$i -k spacefill .key 
< spacefill.inp | tail -n 2 | cut -c26-33 ' 
echo Si $x 
i-% expr Si ♦ 1% 

done
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5. ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ. ΑΠΟΣΤΑΣΕΙΣ

program distance
dimension na(34230J, xa(34230), ya(34230), za(34230) 
dimension nb(190) ,*xb(190), yb(190), zb(190)

real*8 x,y, z
real*8 xa,ya,za
real*8 xb,yb,zb
real*8 dis
integer a,b
integer i,j
integer n, Nl, N2
character*4 atom, atomw,atome

open(1,file«1waternln.xyz1) 
open(2,file='501301_t9e.xyz1) 
open(3,file»,wl2.txt1) 
open(4,file=fwl5.txt*) 
open^file^'wlie.txt1) 
open(6,file-'wgl8.txt1)

read(l,*) Nl 
do i=l, Nl

read(l,*) na(i),atomw,xa(i),ya(i),za(i) 
enddo
read(2,*) N2 
do j=l, N2

read(2,*) nb( j),atome,xb( j) ,yb(j), zb(j) 
enddo

do i«l, Nl 
do j —1, N2
dis « sqrt( (xb(j)-xa(i))**2 +

& (yb(j)-ya(i))**2 +
& (zb(j)-za(i))**2 )

if (dis .It. 12.OdO) then 
write(3,30) i 
goto 900

elseif (dis .It. 15.OdO) then 
write(4,30) i 
goto 900

elseif (dis .It. 18.OdO) then 
write(5,30) i 
goto 900

elseif (dis .gt. 16.OdO) then 
write(6,30) i

endif
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enddo
900 continue 

enddo
30 FORMAT (2X,X5) 

close(1) 
close(2) 
close(3) 
close(4) 
close (5) 
close(6)
stop
end

6 . ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ Γ Ο Ν ΙΚ Ε

program phijpsi_omega
real*8 x,y,z 
real^8 xa,ya,za 
real*8 xb,yb,zb 
real*8 xc,yc,zc 
real*8 xd,yd,zd 
real*8 xab,yab,zab 
real*8 xba,yba,zba 
real*8 xcb,ycb,zcb 
real*8 xdc,ydc,zdc 
real*8 xt,yt,zt 
real*8 xu,yu,zu 
real*8 rt2,ru2,rtru 
real*8 cosine 
real*8 sign 
real*8 dihedral 
integer a,b,c,d 
integer t,u 
integer k 
character*4 atom
radian - 57.29577951 
dihedral » O.OdO
o p e n d f f i l e - ^ S O l S O ^ t l l b e . x y z 1)

write(*,*)'give a,b,c,d’ 
read(*,*)a,b,c,d
do i-l,d

read(1,*) k,atom,x, y, z 
if ( k .eq. a ) then 

xa«x 
ya-y 
za-z 

endif
if ( k .eq. b ) then 

xb-x
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c ) then

yb»y 
zb*z 

endif
if ( k ,eq. 

xcax 
yc-y 
zc®z 

endif 
if ( k -eq. d ) then 

xd«x 
yd=y 
zd-z 

endif 
enddo
write(*,*)xa,ya,za 
write(*,*)xb,yb,zb 
write(*,*)xc,yc,zc 
write (*, *) xd, yd, zd
xba = xb-xa 
yba = yb-ya 
zba — zb-za 
xcb = xc-xb 
ycb = yc-yb 
zcb = zc-zb 
xdc = xd-xc 
ydc = yd-yc 
zdc = zd-zc
xt = yba*zcb - ycb*zba 
yt = xcb*zba - xba*zcb 
zt = xba*ycb - xcb*yba 
xu = ycb*zdc - ydc*zcb 
yu = xdc*zcb - xcb*zdc 
zu = xcb*ydc - xdc*ycb 
rt2 = xt*xt + yt*yt + zt*zt 
ru2 ** xu*xu + yu*yu + zu*zu 
rtru ® sqrt(rt2 * ru2)

write(*, *) xba,yba, zba 
write(*,*) xcb,ycb,zcb 
write(*,*) xdc,ydc,zdc 
write(*,*) xt,yt,zt 
write{*,*) xu,yu,zu 
write(*,*) rt2,ru2,rtru
if (rtru .ne. O.OdO) then

cosine - (xt*xu + yt*yu + zt*zu) / rtru 
cosine « min(l.OdO,max(-l.OdO,cosine)) 
dihedral = radi * acos(cosine) 
sign = xba*xu + yba*yu + zba*zu 
write(*,*) 'cosine®1, cosine 
write(*,*) 'dihedral®', dihedral 
write(*,*) 'sign®', sign

endif
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closed)
stop
end

7 . αΡΟΓΒΜΜλ ΑΡΙΘΜΗΣΗ CHAK**427

program arithmisl
real*8 x,y,z 
integer n, in 
integer k 
integer i 
integer m 
integer j
character*4 atom, watom

open(1,file*1water.xyz1) 
open(2,file* * waternln.xyz1)

• i
read(l,*) n 
do i**l,n

readd,*) in,atam,x,y,z,k 
if (atom .eq. "0H2")then 

watom* "OT" 
k-101 
m * i+1 
j * i+2
write(*,30) i,watom,x,y,z,k,m, j 
write(2,30) i,watom,x,y,z,k,m,j 

elseif (atom .eq. "HI") then 
watom* "HT" 
k-88 
m * i-1
write(*,40) i,watom,x,y,z,k,m 
write(2,40) i,watom,x,y,z,k,m 

elseif (atom -eq. "H2") then 
watom* "HT" 
k-88 
m - i-2
write(*,40) i,watom,x,y,z,k,m 
write(2,40) i,watom,x,y,z,k,m '

endif

enddo
3 0  FORMAT ( 1 X , X 5 , 2 X , A 2 , 3 X , F 1 0 » 6 , 2 X , F 1 0 . 6 , 2 X , F 1 0 . 6 , 3 X , I 3 ,

k  I X , 1 5 , I X , 1 5 )
4 0  FORMAT ( I X , 1 5 , 2 X , A 2 , 3 X , F 1 0 . 6 , 2 X , F 1 0 . 6 , 2 X , F 1 0 . 6 , 3 X , 1 3 ,

k  I X , I S )



close(1) 
close(2)
stop
end

8. ΠΡΌΓΡΑΜΜΆ ΕΠΙΛΟΓΗ OT

program testl2
integer N, ia
open(1,file*1wl2.txt9) 
open(2,file*fwl2ot.txt1)
read{l,*) N 
do i=l, N

read (1,*) ia
if ( mod(ia,3) .eq. 1) then 

write (2,30) ia, O T ? 
endif 

enddo
30 FORMAT (I5,2X,A4)

close(1) 
close(2)
stop
end

9. ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΜΕΣΟΙ ΟΡΟΙ
program analyze

integer n
integer i
integer Nl, N2
real sum
real ave
real k
real X

open (1/ file*1
open (2, file*1
open (3, file*1

n«l

do i· 1, 1500
read (1,*) η, x 
if (n .gt. 1000)then
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sum
sum “ sum +x
write (2,*)n, 
endif

2 continue
ave— sum / n 
write (3,*) n, ave 
enddo
close (1) 
close (2) 
close (3)
stop
end

1 0 . ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ CHG-Μ Ε Σ Ο Ι Ο Ρ Ο Ι 1

program analyze

integer n 
integer i 
integer Nl, N2 
real k 
real m 
real x

open (1, file* * analyze_chg. dat1) 
open (2, file-,analyze_chg-l.dat,)

n-1
do i- Ml, M2

read (1,*) n, x 
m- -197.852 
k- x-m
write (2,*) n, k

enddo
close (1) 
close (2)
stop
end
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11. ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ. CHG-ΜΕΣΟΧ OFOX_2
program analyze

integer n 
integer i 
integer Nl, N2 
real sum 
real ave 
real k 
real x

open (1, file®’analyze_chg_l.dat1) 
open (2/ file®1 analyze__chgjneso.dat1) 
open (3, file»'analyze_chg_ave.dat1)

n-1
sum=0.0
do i= 1, 1500

read (1,*) nr x 
sum = sum + x 
write (2,*)n, sum 

2 continue
ave= sum I n 
write (3,*) n, ave 
enddo
close (1) 
close (2) 
close (3)
stop
end

12. ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ CHG-MESOI OPOIJ3
program analyze
integer n 
integer i 
integer Nl, N2 
real k 
real b 
real x

open (1, file®f analyze_chg_ave. dat1) 
open (2/ file®'analyze_chg_2.dat1)

n-1
do i- HI, N2

read (1,*) n, x
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b~0.5 
k- x*b
write (2#*) n, k

close (1) 
close (2)
stop
end

. “·<. -r. .· ■ (·', · 5,-t» · ;  ̂*
- ■ “v" vtM;: ■ ■ - "··-*:
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13. ΠΡΟΓΡΑΜΑ VDi-IBSOX OPOI_l

program analyze
integer n 
integer i 
integer Nl* H2 
real k 
real m 
real x

open (1, file·'analyze_ydw.dat*)
open (2# file· * analyze vdw 1-dat*).

j, — — ... - ’V. .7r£*r'&*i;

, ? . · _ . ·\ ; .

do i« Nl, N2
read (1,*) n, x 
a- -Ιβ.515 : ̂
k· x-m
w r ite  (2 ,* )  n , k 

endd o
'j* -  F*..·;

dose (1) ~
close (2)

Λ *
stop
end

14. nrarsMMk vmr-mjox osox 2

program analyze

integer n 
Integer 1 
integer HI, H2 
real sum 
real avs 
real k 
real a

• r- . ■·♦''·* 
n- *  A *V.i

'T * ·< f ■-

■ i j ,  '·.
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open (1, filee,analyze_vdw_l.dat') 
open (2, file*'analyze_vdw_meso.datf) 
open (3, file**1 analyze_vdw_ave. dat1)

n»l
sum-0.0
do i« 1, 1500

read (1,*) n, x 
sum = sum + x 
write (2,*)n, sum 

2 continue
ave= sum / n 
write (3,*) n, ave 
enddo
close (1) 
close (2) 
close (3)
stop
end

15. ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ VDW-ΜΕΣΟΙ OPOI_3
program analyze
integer n 
integer i 
integer Nl, N2 
real k 
real a 
real x

open (1, file=1 analyze_vdw_ave. dat') 
open (2, file»1 analyze_vdw_2 .dat1)

n=l
do i= Nl, N2

read (1,*) nr x 
a«0.16 
k= x*a
write (2,*) n, k

enddo
close (1} 
close (2)
stop
end
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1 6*  ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ. Δ σ ^ - Υ π ο λ ο γ ισ μ ό ς

program analyze
integer n, m 
integer i, j 
integer Ν1» N2 
real k 
real x, y
open {1, file*1analyze_vdw_2.dat1} 
open (2, file* * analyze_chg_2-dat *) 
open (3, file**analyze_DG.dat1)
n*l 
m-1
do i- 1, 1500 

do j-1, 1500
read (1,*) n, x 
read (2,*) m, y 
k« x+y
write (3,*) n, k 

enddo 
enddo
close (1)

_ close (2)
* close (3)*

stop
j end
f

1 7 . IlPO rPA »M V _RESTRA lN MP O S IT IO N

program restrainjposition
integer n 
integer i 
integer N1,N2 
real x, y, z 
character*4 atom
open (1, file-'CTl.txt*) 
open (2, file* * restrain_20.key *)

read (1,*) n *
do i- Nl, H2

read (1,*) n, atom, x, y, z
write (2,+) *restrain-position', n, x, y, z, 20 

enddo
c l o s e  (1 ) 
c l o s e  (2 ) 
s to p  
e n d
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Διαγράμματα επιφάνειας GETAREA για τους επιτόπους του DQ2 μορίου

κατάΛοπτσ 68-79 τοιτ La/SSB
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Ala Lye Asp(P1) Ala Asn Asn(P4) Gly Leu Atn Gin Leu(P9) Arg
κατάλοιπα 286-297 τσιι La/SSB

250 ή

κατάλοιπα 311-324 του La/SSB
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A*n A*n(P4) Oly Asn L*u Gin L«u(P9) Arg' Atn Ly*

κατάλοιπα 280-209 του La/SSB
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κατάλοιπα 131-144 του La/S8B
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Leu Ly* Glu(P1) Gin lie Lyt(P4) Leu A*p Glu Gly Trp(P8) Val
κατάλοιπά 36-47 του La/SSB
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Κατάλοιπα 161-174 του La/SSB
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Ma Ptw Lys<P1) Qf f  S*r B«(P4) Pb· Val Val Pht Asp(P9) Sir Π· Glu

κατάλοιπα 149-172 του La/SSB

αγράμματα επιφάνειας GETAREA για τους επιτόπους του DQ7 μορίου
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Glu Leu Met(P1) Giii He Ser(P4) Giu Asp Lys Thr Lys(P$) lit Arp

κατάλοιπα 78-90 του LaySSB
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200 : ' .

Ala Phe Lys(P1J Giy Ser He(P4) Phe Val Val Phe Aap(Pfl) Ser . lie

κατάλοιπα 140-161 του La/88B
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Gty $ · γ  Β·(Ρ1) Phe Val Val(P4) Phe Asp Ser lie Gtu(P9) Ser Ala Lys
κατάλοιπα 152-165 του LafSSB

Be Ph· VeKPI) Val Ph· Aap(P4) Ser Re Olu Ser Ala(P9) Lye Lye Phe
κατάλοιπα 154-167 του La/GGB
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κατάλοιπά 286-299 του La/SSB
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I. ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ TINKER

1. ANALYZE

Παρέχει πληροφορίες για μια συγκεκριμένη μοριακή δομή. Το πρόγραμμα 

χρειάζεται το όνομα του αρχείου, που περιέχει τη συγκεκριμένη δομή και είναι της 

μορφής .xyz, και τον τύπο της επιθυμητής ανάλυσης. Με το πρόγραμμα ‘analyze’ 

μπορούν να υπολογιστούν τα εξής: ( 1 ) η συνολική δυναμική ενέργεια του 

συστήματος, (2) η αναλυτική παράθεση της ενέργειας, (3) η συνολική διπολική ροπή 

και τα συστατικά της, ροπή αδράνειας και ακτίνα περιστροφής, (4) η παράθεση των 

παραμέτρων που χρησιμοποιήθηκαν στον υπολογισμό επιλεγμένων ενεργειών 

αλληλεπίδρασης και (5) οι ενέργειες που σχετίζονται με συγκεκριμένες ανεξάρτητες 

αλληλεπιδράσεις.

2. MINIMIZE

Το πρόγραμμα ‘minimize’ εκτελεί μια ελαχιστοποίηση περιορισμένης μνήμης 

(limited-memory) L-BFGS μιας δομής σε καρτεσιανές συντεταγμένες 

χρησιμοποιώντας μια τροποποιημένη δομή του αλγορίθμου του Jorge Nocedal. Η 

μέθοδος απαιτεί μόνο τη δυναμική ενέργεια και την παράγωγο σε κάθε βήμα της 

ελαχιστοποίησης. Απαιτεί αποθηκευτικό χώρο ανάλογο με τον αριθμό των ατόμων 

στην δομή. Η διαδικασία ελαχιστοποίησης με το πρόγραμμα ‘Minimize’ συνίσταται για 

προκαταρκτικές ελαχιστοποιήσεις δομών με μια παράγωγο του RMS από 1.0 έως 

0.1 Kcal/mol/A. Έχει έναν σχετικά γρήγορο χρονικό κύκλο και αποδέχεται αρχικές 

δομές με άσχημη γεωμετρία συγκλίνοντας όμως σε μια αργή, γραμμική συμπεριφορά 

κοντά στο ελάχιστο. Ο χρήστης εισάγει το όνομα του αρχείου σε μορφή .xyz και ορίζει 

την τιμή της παραγώγου, στην οποία θα τερματιστεί η ελαχιστοποίηση. Η έξοδος του 

προγράμματος αποτελείται από τα στατιστικά στοιχεία που φαίνονται στην οθόνη, και 

από τις νέες συντεταγμένες που αποθηκεύονται σε ένα νέο αρχείο, μορφής επίσης 

xyz.

3. DYNAMIC

Το πρόγραμμα ‘dynamic’ εκτελεί ένα υπολογισμό Μοριακής Δυναμικής (ΜΔ) ή 

Στοχαστικής Δυναμικής (ΣΔ). Αρχίζει είτε εισάγοντας μια αρχική μοριακή δομή, 

μορφής .xyz, είτε από ένα σύνολο δομής-ταχύτητας-επιτάχυνσης, το οποίο έχει 

αποθηκευτεί από έναν προηγούμενο υπολογισμό ΜΔ, μορφής .dyn. Οι τροχιές 

Μοριακής Δυναμικής πολλαπλασιάζονται χρησιμοποιώντας είτε τον τροποποιημένο 

αλγόριθμο Beeman είτε τη μέθοδο ολοκλήρωσης της ταχύτητας V erle t. Ο χρήστης 

εισάγει τον επιθυμητό αριθμό των βημάτων δυναμικής, το χρονικό διάστημα μεταξύ
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των βημάτων και το διάστημα, στο οποίο θα αποθηκεύονται τα αρχεία που περιέχουν 

τις συντεταγμένες των τροχιών μοριακής δυναμικής. Οι τροχιές ΜΔ αποθηκεύονται 

σειριακά αρχίζοντας από το πρώτο αρχείο που θα έχει κατάληξη .001 ή απευθείας σε 

ένα αρχείο της μορφής .arc. Κάθε στιγμή που αποθηκεύεται μια τροχιά όλες οι 

πληροφορίες που απαιτούνται για την επανεκκίνηση της τροχιάς από αυτό το σημείο 

αποθηκεύονται σε ένα αρχείο της μορφής .dyn.

4. SUPERPOSE

Το πρόγραμμα ‘superpose’ υπερθέτει δύο μοριακές δομές στις 3 διαστάσεις. 

Μια ποικιλία επιλογών προσφέρεται στο χρήστη για την εισαγωγή των ατόμων που 

θα χρησιμοποιηθούν κατά τη διάρκεια της υπέρθεσης. Η υπέρθεση μπορεί να είναι 

mass-weighted και οι συντεταγμένες της δεύτερης δομής που έχει υπερτεθεί στην 

πρώτη δομή μπορούν να αποτελέσουν την έξοδο του προγράμματος. Αν 

χρησιμοποιηθούν τα αρχεία της μορφής .arc σαν είσοδος, το πρόγραμμα θα 

υπολογίσει όλες τα ζεύγη υπερθέσεων ανάμεσα στις δομές των αρχείων εισόδου.

5. SPACEFILL

Το πρόγραμμα ‘spacefill’ υπολογίζει τον όγκο και την επιφάνεια των μορίων. 

Χρησιμοποιώντας μια τροποποιημένη εκδοχή της πρωτότυπης αναλυτικής εκδοχής 

του Connoly για την μοριακή επιφάνεια, το πρόγραμμα προσδιορίζει (1) την van der 

Waals και τον αντίστοιχο όγκο, (2) την προσβάσιμη επιφάνεια στο διαλύτη και τον 

μοριακό όγκο και (3) την επιφάνεια επαφής και τον αντίστοιχο όγκο. Η επιφάνεια και 

ο όγκος αναλύονται στα γεωμετρικά τους συστατικά και η επιφάνεια αποσυντίθεται 

στην κυρτή συνεισφορά κάθε ατόμου ξεχωριστά. Η ακτίνα του μορίου ανιχνευτή 

(probe radius) εισάγεται από τον χρήστη και η ατομικές ακτίνες μπορούν να τεθούν 

μέσω ενός αρχείου-κλειδί (keyword file).

6. XYZEDIT

Το πρόγραμμα ‘xyzedit’ μπορεί να εκτελέσει ένα πλήθος διεργασιών σε ένα 

αρχείο της μορφής . xyz, το οποίο περιέχει τις καρτεσιανές συντεταγμένες. Οι 

επιλογές του προγράμματος είναι οι εξής: (1 ) αντισταθμίζει τους αριθμούς των 

τρεχόντων ατόμων, (2) διαγράφει συγκεκριμένα άτομα, (3) διαγράφει συγκεκριμένους 

τύπους ατόμων, (4) διαγράφει άτομα που βρίσκονται εκτός της περιοχής αποκοπής 

(cutoff range), (5) εισάγει συγκεκριμένα άτομα, (6) αντικαθιστά παλιούς τύπους 

ατόμων με νέους, (7) προσδιορίζει τη συνδεσιμότητα βασισμένη στην απόσταση, (8) 

μετατρέπει τις μονάδες από Bohrs σε Angstroms, (9) αναστρέφει περί την αρχή των 

αξόνων ώστε να προκύψει το εναντιομερές, ( 10 ) μεταφέρει το κέντρο μάζας στην
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αρχή των αξόνων, (1 1 ) μεταφέρει ένα συγκεκριμένο άτομο στην αρχή των αξόνων, 

( 1 2 ) μεταφέρει και περιστρέφει στο αδρανειακό πλαίσιο (inertial frame), (13) μετακινεί 

σε συγκεκριμένες συντεταγμένες άκαμπτου σώματος (14) δημιουργεί και γεμίζει ένα 

περιοδικό κουτί (periodic boundary box), (15) εμβαπτίζει το μόριο στο κουτί με το 

διαλύτη, (16) προσαρτεί άλλο ένα αρχείο της μορφής xyz στο ήδη υπάρχον. 

Συνήθως, πολλαπλές επιλογές μπορούν να εκτελεστούν διαδοχικά στο αρχείο 

εισόδου. Στο τέλος της διαδικασίας, ένα νέο αρχείο εξόδου της μορφής .xyz θα 

δημιουργηθεί.

7. XYZPDB

Το πρόγραμμα ’xyzpdb’ μετατρέπει ένα αρχείο της μορφής .xyz σε αρχείο της 

μορφής .pdb.

8. PDBXYZ

Το πρόγραμμα 'pdbxyz' μετατρέπει ένα αρχείο της μορφής .pdb σε αρχείο της 

μορφής xyz. Το πρόγραμμα έχει επίσης τη δυνατότητα να προσθέτει ή να αφαιρεί 

άτομα υδρογόνου από μια πρωτεΐνη όπως απαιτείται από το πεδίο δυνάμεων κατά 

τη διάρκεια του υπολογισμού.

II. ΛΕΞΕΙΣ-ΚΛΕΙΔΙΑ TINKER

1. ACTIVE (λίστα ακεραίου)

Θέτει μια λίστα των 'active' ατόμων κατά τη διάρκεια ενός TINKER 

υπολογισμού. Ξεχωριστοί δυναμικοί ενεργειακοί όροι υπολογίζονται όταν 

τουλάχιστον ένα άτομο θεωρείται ως ‘active’. Για υπολογισμούς στους οποίους 

λαμβάνονται υπόωη οι καρτεσιανές συντεταγμένες, ως 'active' άτομα θεωρούνται 

αυτά που επιτρέπεται να κινηθούν. Πολλαπλές γραμμές με ‘active’ άτομα μπορούν 

να βρίσκονται σε ένα αρχείο-κλειδί (keyfile) και χειρίζονται αθροιστικά. Σε κάθε 

γραμμή η λέξη-κλειδΙ ακολουθείται από έναν ή περισσότερους αριθμούς ατόμων ή 

εύρος ατόμων. Η παρουσία του κλειδιού 'active' αγνοεί κάθε κλειδί 'inactive' στο 

αρχείο.

2. CHG-CUTOFF (πραγματικός αριθμός)

Θέτει την τιμή της απόστασης αποκοπής σε Angstroms για ηλεκτροστατικές 

δυναμικές ενεργειακές αλληλεπιδράσεις φορτίου-φορτίου. Η ενέργεια για κάθε ζεύγος 

αλληλεπιδράσεων περά από την απόσταση αποκοπής μηδενίζεται. Απουσία του
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όρου 'CHG-CUTOFF η προκαθορισμένη απόσταση αποκοπής είναι άπειρη για μη 

περιοδικά συστήματα και 9.0 για περιοδικά συστήματα.

3. CHG-TAPER (πραγματικός αριθμός)

Αυτή η λέξη-κλειδί επιτρέπει την τροποποίηση του παράθυρου αποκοπής για 

ηλεκτροστατικές δυναμικές ενεργειακές αλληλεπιδράσεις φορτίου-φορτίου. Είναι 

παρόμοιο στον τύπο και στην λειτουργία του με το κλειδί ‘TAPER’, εκτός από το ότι η 

τιμή του ισχύει μόνο για δυναμικό φορτίου-φορτίου. Απουσία του όρου ‘CHG- 

TAPER’ η προκαθορισμένη τιμή είναι να αρχίσει το παράθυρο αποκοπής στα 0.65 

της αντίστοιχης απόστασης αποκοπής.

4. VDW-CUTOFF (πραγματικός αριθμός)

Θέτει την τιμή της απόστασης αποκοπής σε Angstroms για van der Waals 

δυναμικές ενεργειακές αλληλεπιδράσεις. Η ενέργεια για κάθε ζεύγος van der Waals 

περά από την απόσταση αποκοπής μηδενίζεται. Απουσία του όρου ‘VDW-CUTOFF’ 

η προκαθορισμένη απόσταση αποκοπής είναι άπειρη για μη περιοδικά συστήματα 

και 9.0 για περιοδικά συστήματα.

5. VDW-TAPER (πραγματικός αριθμός)

Αυτή η λέξη-κλειδί επιτρέπει την τροποποίηση του παράθυρου αποκοπής για 

van der Waals δυναμικές ενεργειακές αλληλεπιδράσεις. Είναι παρόμοιο στον τύπο 

και στην λειτουργία του με το κλειδί ‘TAPER’, εκτός από το ότι η τιμή του ισχύει μόνο 

για δυναμικό van der Waals. Απουσία του όρου ‘VDW-TAPER’ η προκαθορισμένη 

τιμή είναι να αρχίσει το παράθυρο αποκοπής στα 0.9 της αντίστοιχης απόστασης 

αποκοπής.

6 . DIELECTRIC (πραγματικός αριθμός)

Θέτει την τιμή της διηλεκτρικής σταθερός που χρησιμοποιείται για να 

μετριάσει όλες τις ενέργειες λόγω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων για κάθε μία 

από τις συναρτήσεις ηλεκτροστατικού δυναμικού. Η προκαθορισμένη τιμή εξαρτάται 

από το πεδίο δυνάμεων, αλλά συνήθως είναι ίση με 1 .0 .

7. INTEGRATE [VERLET/BEEMAN/STOCHASTIC/RIGIDBODY]

Το κλειδί αυτό επιλέγει τη μέθοδο ολοκλήρωσης για τη διάδοση των 

δυναμικών τροχιών και ακολουθείται στην ίδια γραμμή από το όνομα της επιλογής. 

Για κλασικές νευτώνειες προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί είτε ο αλγόριθμος Verlet είτε ο αλγόριθμος Beeman. Ο
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προκαθορισμένος αλγόριθμος σε προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής είναι ο 

αλγόριθμος Beeman.

8 . MAXITER (ακέραιος αριθμός)

Θέτει το μέγιστο αριθμό των επαναλήψεων ελαχιστοποίησης που θα 

επιτραπούν για οποιοδήποτε πρόγραμμα TINKER, που χρησιμοποιεί οποιαδήποτε 

μη γραμμική ρουτίνα βελτιστοποίησης. Η προκαθορισμένη τιμή απουσία του 

κλειδιού 'MAXITER’ εξαρτάται από το πρόγραμμα, αλλά πάντα ισούται με ένα πολύ 

μεγάλο αριθμό.

9. PARAMETERS (όνομα αρχείου)

Παρέχει το όνομα του αρχείου με όλες τις παραμέτρους του πεδίου 

δυνάμεων, που θα χρησιμοποιηθεί σε ένα συγκεκριμένο TINKER υπολογισμό και 

είναι της μορφής .prm. Απουσία του αρχείου 'PARAMETERS’, το πρόγραμμα θα 

ζητήσει να εισαχθούν οι επιμέρους παράμετροι διαδοχικά.

10. RESTRAIN-POSITION (1 ακέραιος & 5 πραγματικοί αριθμοί)

Αυτό το κλειδί παρέχει την δυνατότητα να περιοριστεί ένα συγκεκριμένο 

άτομο σε μία συγκεκριμένη θέση. Ο πρώτος ακέραιος τροποποιητής περιέχει τον 

αριθμό του ατόμου που θα περιοριστεί. Ο πρώτος πραγματικός τροποποιητής θέτει 

τη σταθερά δύναμης σε Kcal/A2 για την αρμονικό δυναμικό. Οι επόμενοι τρεις 

πραγματικοί τροποποιητές δίνουν τις X, Υ και Ζ συντεταγμένες στις οποίες το άτομο 

βρίσκεται προσδεδεμένο. Ο τελευταίος πραγματικός τροποποιητής προσδιορίζει μια 

σφαίρα γύρω από τις συγκεκριμένες συντεταγμένες μέσα στην οποία η τιμή 

περιορισμού είναι μηδέν. Αν ο τελευταίος πραγματικός αριθμός παραληφθεί, τότε 

θεωρείται από το πρόγραμμα μηδέν. Αν οι συντεταγμένες παραληφθούν, τότε 

λαμβάνονται υπόψη οι αρχικές συντεταγμένες του ατόμου. Τέλος, αν παραληφθεί η 

τιμή για τη σταθερά δύναμης, η τιμή της λαμβάνεται είναι ίση με 10 0 .0 .

11. SOLVATE [ASP/SASA/ONION/STILL/HCT/ACE/GBSA]

Η χρήση του κλειδιού ‘SOLVATE’ κατά τη διάρκεια ενεργειακών υπολογισμών 

με οποιοδήποτε πεδίο δυνάμεων ενεργοποιεί ένα όρο συνεχούς ελεύθερης ενέργειας 

ενδιαλύτωσης. Διάφοροι αλγόριθμοι είναι διαθέσιμοι κα βασίζονται στον τροποποιητή 

που χρησιμοποιείται: (1) ASP: Eisenberg- McLachlan, η ASP μέθοδος χρησιμοποιεί 

τις Wesson-Eisenberg αέριο προς υγρό παραμέτρους, (2) SASA: the Ooi-Scheraga 

μέθοδος, (3) ONION: the original 1990 Still “Onion-sheH’’ η GB/SA μέθοδος, (4) 

STILL: η αναλυτική GB/SA μέθοδος από την ομάδα του Still (1997), (4) HCT: η
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μέθοδος των Hawkins, Cramer και Truhlar, (5) ACE: η αναλυτική μέθοδος 

ενδιαλύτωσης συνεχών ηλεκτροστατικών (Analytical Continuum Electrostatics 

solvation method) από την ομάδα του Karplus και (6) GB/SA: μέθοδος ισοδύναμη με 

τον τροποποιητή STILL. Προς το παρόν, οι μέθοδοι του τύπου GB/SA είναι έγκυρες 

μόνο για τα πεδία δυνάμεων που χρησιμοποιούν απλά μερικά ηλεκτροστατικά 

φορτία.

12. STEEPEST-DESCENT

Αυτό το κλειδί αναγκάζει την ρουτίνα βελτιστοποίησης L-BFGS, που 

χρησιμοποιείται από το πρόγραμμα ‘MINIMIZE’ και άλλα προγράμματα, να εκτελέσει 

ελαχιστοποίηση απότομης κατάβασης (steepest descent minimization). Αυτή η 

επιλογή μπορεί να είναι χρήσιμη σε σχέση με μικρά βήματα για ακόλουθα ελάχιστα 

ενεργειακά μονοπάτια, αλλά γενικά είναι χαμηλότερο από το L-BFGS για τους 

περισσότερους σκοπούς βελτιστοποίησης.
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ΤΥΠΟΙ EXCEL ΓΙΑ ΤΗ ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ HLA-DQ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ

Μέσος όρος Αι +Α2+...... + Αν
ν

Τυπικό Σφάλμα =

—
Γ  ί 2 Ί

1 ■ _ ηΣχγ - (Σχ)(Σν)
π(π-2) πΣγ - (Σγ) - ——

• ηΣχ - (ΣχΓ
—

Μέση Απόκλιση = —  Σ |χ- χ|

Διακύμανση =
2  2  ηΣχ - (Σχ)
η 2

Τυπική Απόκλιση = ηΣχ2· (Σχ)2 
η(η-1)

Κύρτωση = n(n+1)
(n-1)(n-2)(n-3) [ Ψ

3(π-1)
(π-2)(π-3)
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VIII



C o n fe ren ces /W o rk sh o p s /S em in a rs/L ec tu res

1. 14.04.00- 15.04.00

2° Hellenic Forum of Bioactive Peptides, University of Patras, Greece, Poster 

Presentation: ‘Design and synthesis of the zinc-finger domain of the R06OKD 

autoantigen’.

2. 10.09.00- 16.09.00

2° Hellenic Forum of Bioinorganic Chemistry, University of Thessalonica, 

Chalkidiki, Poster Presentation: ‘Design and synthesis of the zinc-finger 

domain of the R06OKD autoantigen and its analogues for the 

immunoregulation of systemic autoimmune diseases’.

3. 16.05.01- 18.05.01

4° Chemistry Conference of the Department of Chemistry, University of 

loannina, Greece, ‘Basic and Applied Chemical Research’, Poster 

Presentation: ‘Design and synthesis of the zinc-finger domain of the R06OKD 

autoantigen and its analogues for the immunoregulation of systemic 

autoimmune diseases’, Oral Presentation: 'Design and synthesis of the zinc- 

finger domain of the R06OKD autoantigen and its analogues for the 

immunoregulation of systemic autoimmune diseases'.

4. 11.04.02- 14.04.02

3° Hellenic Forum of Bioactive Peptides, University of Patras, Greece, Poster 

Presentation: ‘Design and synthesis of the zinc-finger domain of the R06OKD 

autoantigen and its analogues tor the immunoregulation of systemic 

autoimmune diseases’.

5. 31.08.02-06.09.02

27° European Peptide Symposium, Sorrento, Italy, Poster Presentation: The  

R06OKD zinc-finger motif: Design, synthesis and molecular interactions'

6 . 25.10.02-27.10.02

54° Conference of the Hellenic Biochemical and Molecular Biology Society 

(EEBMB), loannina, Greece, Oral Presentation: The R06OKD zinc-finger 

motif: Design, synthesis and molecular interactions’.
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7. 27.02.03-02.03.03

23ri European Workshop for Rheumatology Research, Marseille, France, 

Meeting Abstract ‘Zinc finger domain of Ro60kD autoantigen is essential for 

binding of Ro52kD and autoantibodies'.

8. 13.11.03-15.11.03

55° Conference of the Hellenic Biochemical and Molecular Biology Society 

(HBMBS), Athens, Greece, Institute of Medical ang Biological Research of the 

Athens Academy, Poster Presentation: ‘Detection of T-cell epitopes of La/SSB 

autoantigen and modelling of DQ2 and DQ7 molecules using computational 

methods’.

9. 22.04.04-24.04.04

4° Hellenic Forum of Bioactive Peptides, University of Patras, Greece, Poster 

Presentation: ‘Detection of T-cell epitopes of La/SSB autoantigen and 

modelling of DQ2 and DQ7 molecules using computational methods ’.

10. 31.07.04-04.08.04

12° International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology and 

3° European Conference on Computational Biology, ISMB/ECCB 2004, 

Glasgow, UK, Poster Presentation: ‘Detection of T-cell epitopes of La/SSB 

autoantigen and modelling of DQ2 and DQ7 molecules using computational 

methods’.

11. 05.09.04-10.09.04

3° International and 28° European Peptide Symposium, 28EPS 2004, Prague, 

Czech Republic, Poster Presentation: ‘Detection of T-cell epitopes of La/SSB 

autoantigen and modelling of DQ2 and DQ7 molecules using computational 

methods'.

12 .28.09.05-01.10.05

4° European Conference on Computational Biology 2005, ECCB05, Madrid, 

Spain. Poster Presentation: ‘Prediction of the solvent accessible surface areas 

of the modeled HLA-DQ2 and HLA-DQ7 molecules using computational 

methods’.

I
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13.14.05.06-16.05.06

5° Hellenic Forum of Bioactive Peptides, University of Patras, Greece, Poster 

Presentation: ‘Molecular Dynamics Simulation of the modelled HLA-DQ7 

complexed with six potential T cell epitopes of the La/SSB autoantigen’.

Publications/Proceedings

1. Aaaeliki Kosmopoulou, Metaxia Viassi, Athanassios Stavrakoudis, 

Constantinos Sakarellos and Maria Sakarellos-Daitsiotis, Ύ cell epitopes of the 

La/SSB autoantigen: Prediction based on the homology modeling of HLA- 

DQ2/DQ7 with the crystal structure of the insulin-B peptide/HLA-DQ8 complex’, 

Journal of Computational Chemistry, 27(9), 1033-1044, 2006.

2. Agqeliki Kosmopoulou. Athanassios Stavrakoudis, Metaxia Viassi, Maria 

Sakarellos-Daitsiotis, and Constantinos Sakarellos, ‘Detection of T cell epitopes 

and modeling of DQ2 and DQ7 molecules using computational methods’, 

Proceedings of the 3° International and 28° European Peptide Symposium, 

28EPS 2004, Prague, Czech Republic, Copyright by Kenes International, 2005.

3. Maria Sakarellos-Daitsiotis, Mahn-Thong Cung, Constantinos Sakarellos, Zouhair 

El Hilali, Aaaeliki Kosmopoulou. Chryssa Voitharou, ‘Complementary peptide 

epitopes and anti-idiotypic antibodies in autoimmunity1, Proteins and Peptide 

Letters, 11(4) 367-375(9), 2004.

4. John G.Routsias, Agqeliki Kosmopoulou. Athina Makri, Eugenia Panou- 

Pomonis, Constantinos Sakarellos, Maria Sakarellos-Daitsiotis, Haralampos 

M.Moutsopoulos, Athanasios G.Tzioufas, Ά  zinc ion depended B-cell epitope 

associated with primary Sjogren’s syndrome, resides within the putative zinc- 

finger domain of R06OKD autoantigen: Physical immunologic properties’ , Journal 

of Medicinal Chemistry, 12, 47(17),4327-4334, 2004.

5. Aaaeliki Kosmopoulou, Athanasios Stavrakoudis, Metaxia Viassi, Maria 

Sakarellos-Daitsiotis, Constantinos Sakarellos, 'Detection of T-cell epitopes of 

La/SSB autoantigen and modelling of DQ2 and DQ7 molecules using 

computational methods’, Journal of Peptide Science, SuppliO, 53,2004.
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6 . John G. Routsias, Athina Makri, Constantinos Sakarellos, Maria Sakarellos- 

Daitsiotis, Aaaeliki Kosmopoulou, Haralampos M. Moutsopoulos and 

Athanasios G.Tzioufas, ‘Zinc finger domain of Ro60kD autoantigen is essential 

for binding Ro52kD and autoantibodies’, Arthritis Res. Ther., 2003, 5Suppl(1), 22.

7. Aaaeliki Kosmopoulou, Athanasios Stavrakoudis, Maria Sakarellos-Daitsiotis, 

Eugenia Panou-Pomonis, Vasillios Tsikaris, Constantinos Sakarellos, John G. 

Routsias, Athina Makri, Athanasios G. Tzioufas and Haralampos M. 

Moutsopoulos, ‘Molecular Interactions of the R06OKD zinc-finger motif and 

analogues’, Proceedings of the 54th Conference of the Hellenic Biochemical and 

Molecular Biology Society (EEBMB), 2002.

Honors/Fellowships

>  4th Chemistry Conference of the Chemistry Department, University of loannina, 

Greece. I was awarded for the best poster presentation.

>  55th Conference of the Hellenic Biochemical and Molecular Biology Society 

(HBMBS), Athens, Greece. I was provided a Travel Fellowship to the 

attendance of the Conference by the HBMBS.

> 12th International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology and 

3th European Conference on Computational Biology, ISMB/ECCB 2004, 

Glasgow, UK. I was provided a Travel Fellowship to the attendance of the 

Conference by the Biosapiens.

>  4th European Conference on Computational Biology 2005, ECCB05, Madrid, 

Spain. I was provided a Travel Fellowship to the attendance of the 

Conference.

>  3rd EMBO Practical Course on Biomolecular Simulation from 28th June to 4th 

July 2006, at the Pasteur Institute in Paris. I was provided a Fellowship to 

attend the course.

Interests

>  Poetry studying and writing. Some of my poems are published in relative 

journals.
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