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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Στην παρούσα εργασία διεξήχθησαν λεπτομερείς προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής (Μ.Δ.) 
ατομιστικής λεπτομέρειας αραιών διαλυμάτων μικρών κυκλικών μορίων DNA (τα λεγόμενα 
minicircles) με τη βοήθεια μοριακών δυναμικών τελευταίας γενιάς της οικογένειας AMBER ειδικά 
τροποποιημένων για το DNA, όπως  το PARMBSC1.[1] Οι τροχιές Μ.Δ. που ελήφθησαν (από σχετικά 
μεγάλης διάρκειας προσομοιώσεις) αναλύθηκαν ενδελεχώς για τον υπολογισμό τοπικών ιδιοτήτων 
διαμόρφωσης όπως και των πιο σημαντικών ιδιοτήτων μεταφοράς (π.χ., συντελεστής διάχυσης). 
Παρατηρήθηκε πολύ καλή συμφωνία των προβλεπόμενων τιμών της κατανομής των δίεδρων 
γωνιών κατά μήκος του σκελετού των αλυσίδων DNA σε σύγκριση με αντίστοιχα πειραματικά 
δεδομένα, τεκμηριώνοντας τη μοναδική ικανότητα του νέου δυναμικού PARMBSC1 να περιγράφει 
σωστά τη διαμόρφωση της διπλής έλικας του DNA. Στην παρούσα εργασία, ιδιαίτερη έμφαση 
δόθηκε στον υπολογισμό της μέσης γυροσκοπικής ακτίνας, του συντελεστή διάχυσης του κέντρου 
μάζας και του ιξώδους μηδενικού ρυθμού διάτμησης των διαλυμάτων, καθώς και της εξάρτησής 
τους από το μοριακό μήκος, τη μοριακή συγκέντρωση και την ιοντική ισχύ. 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Το ερευνητικό ενδιαφέρον για τη μελέτη της διαμόρφωσης και των ιδιοτήτων κυκλικών πολυμερών 
έχει ενταθεί τα τελευταία χρόνια καθώς κυκλικά μακρομόρια ενέχονται σε πληθώρα φυσικών 
διεργασιών και τεχνολογικών εφαρμογών, όπως για παράδειγμα: η ρεολογία πολυμερών, η 
επιστήμη υλικών, αλλά και η βιολογία και βιοτεχνολογία, όπου κυκλικά μακρομόρια ποικίλης 
χημικής σύστασης τόσο βιολογικά (π.χ., πλασμίδια DNA) όσο και συνθετικά (π.χ., 
πολυαιθυλενοξείδιο) τυγχάνουν ευρείας εφαρμογής. Βιο-πολυμερή όπως το DNA ή τα 
χρωμοσώματα απαντώνται συχνά σε κυκλική διαμόρφωση (τοπολογικά περιορισμένη) μέσα στο 
κυτταρόπλασμα, και επιπλέον τυγχάνουν μεγάλης χρήσης σε εφαρμογές ηλεκτροφορητικού 
διαχωρισμού και ενζυμολογίας, σε τεχνικές δομικής σταθεροποίησης συνθετικά 
παρασκευαζόμενων πρωτεϊνών, όπως και σε συστήματα στοχευμένης μεταφοράς φαρμακευτικών 
ουσιών.[2-4] Θεμελιώδους σημασίας για τις δυναμικές και ρεολογικές ιδιότητες των διαλυμάτων 
DNA τα οποία ενέχονται στις ανωτέρω φυσικές διεργασίες και τεχνολογικές εφαρμογές είναι ο 
ρόλος της μοριακής αρχιτεκτονικής.  

Η πρόοδος στις πειραματικές τεχνικές μικρο-ρεολογίας και μικρο-ρευστονικών συσκευών 
έχει επιτρέψει την απ’ ευθείας μικροσκοπική παρατήρηση της δυναμικής συμπεριφοράς μονήρων 
μορίων DNA σε πραγματικό χρόνο, για μόρια γραμμικής και κυκλικής αρχιτεκτονικής, τόσο σε 
συνθήκες αραιής συγκέντρωσης όσο και σε συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης, στο όριο εμφάνισης 
τοπολογικά διαπλεγμένων δομών.[5-6] Οι πρώτες πειραματικές μελέτες της δυναμικής 
συμπεριφοράς κυκλικών μορίων DNA αποκάλυψαν μια συσχέτιση τύπου εκθετικού νόμου (power 
law) μεταξύ του συντελεστή αυτοδιάχυσης του κέντρου μάζας του μορίου και του μοριακού 
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βάρους,[7] vD L , με εκθέτη 0.5v   για θ-διαλύτες και 0.588v   για καλούς διαλύτες.[8] Λόγω 
του τοπολογικού περιορισμού της συνένωσης των μοριακών αλυσίδων σε μορφολογία κλειστού 
βρόγχου, όπως και της συνεπαγόμενης πιο συμπαγούς διαμόρφωσης, τα κυκλικά μόρια σε 
συνθήκες αραιού διαλύματος παρατηρήθηκαν να διαχέονται πιο γρήγορα σε σχέση με τα 
γραμμικά μόρια αντίστοιχου μοριακού μήκος, με το λόγο των αντιστοίχων συντελεστών διάχυσης 
να ισούται με 1.32.  

Πρόσφατα έχουν αναπτυχθεί προηγμένες πειραματικές τεχνικές παρακολούθησης της 
συνολικής επιφάνειας διαχεομένων μορίων (cumulative area tracking) και έχουν εφαρμοστεί για 
τη μέτρηση ρυθμών διάχυσης και χρόνων χαλάρωσης γραμμικών και κυκλικών μορίων DNA τα 
οποία έχουν σημανθεί με κατάλληλα φθορίζοντα μόρια. Τεχνικές αυτού του τύπου έχουν 
εφαρμοστεί από τους Habuchi και συνεργάτες[9-10] για τη διεξοδική μελέτη των μηχανισμών 
χαλάρωσης σε διαλύματα διαπλεγμένων μορίων DNA, γραμμικών και κυκλικών, επιβεβαιώνοντας 
τα ευρήματα προηγούμενων εργασιών αναφορικά με την εξάρτηση του συντελεστή διάχυσης του 
κέντρου μάζας με το μοριακό μήκος.[7] Επιπρόσθετα, και αναφορικά με τη μεταφορική κίνηση των 
μορίων για την περίπτωση πολύ αραιών διαλυμάτων, καθώς και για την περίπτωση διαλυμάτων 
υψηλής συγκέντρωσης στο όριο της εμφάνισης διαπλοκών και για μεγάλους χρόνους 
παρατήρησης, παρατηρήθηκε μια δισδιάστατη τυχαία κίνηση ομαλής διάχυσης, και ποιοτική 
συμφωνία με το θεωρητικό μοντέλo τύπου “πλεγματικών οντοτήτων” (“lattice animal”).[11] 

Συνολικά, οι πειραματικές τεχνικές παρατήρησης μονήρων μορίων DNA έχουν συνεισφέρει 
σημαντικά στη θεμελιώδη κατανόηση της δυναμικής συμπεριφοράς του DNA σε περιβάλλον 
διαλύτη. Ωστόσο, και παρά τη σημαντική πρόοδο, εγγενείς πειραματικοί περιορισμοί σε σχέση με 
τη μελέτη της λεπτομερούς δομής της διπλής έλικας σε ατομιστικό επίπεδο[10] δυσχεραίνουν την 
αποσαφήνιση των αλληλεπιδράσεων διαλελυμένου μορίου-διαλύτη και τη λεπτομερή μελέτη της 
επίδρασης της μικροσκοπικής μοριακής διαμόρφωσης στις μακροσκοπικές ιδιότητες μεταφοράς. 
Οι ατομιστικές προσομοιώσεις παρέχουν μια ελκυστική εναλλακτική οδό για τη λεπτομερή μελέτη 
των εν λόγω συστημάτων σε ατομιστικό επίπεδο. 

Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση των μοριακών προσομοιώσεων ως 
εργαλείο για την κατανόηση των δομικών και δυναμικών ιδιοτήτων διαλελυμένων κυκλικών 
μορίων DNA, καθώς και για τη διερεύνηση της επίδρασης παραμέτρων όπως η μοριακή 
συγκέντρωση και το μοριακό μήκος (αριθμός ζευγών βάσεων) σε αυτές τις ιδιότητες.  
 
MΟΡΙΑΚΟ ΜΟΝΤΕΛΟ ΚΑΙ ΥΠΟ ΜΕΛΕΤΗ ΜΟΡΙΑΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ 
Στην παρούσα ενότητα παρουσιάζονται λεπτομέρειες για τα συστήματα που προσομοιώθηκαν και 
το μοριακό μοντέλο που εφαρμόστηκε για την περιγραφή των μοριακών αλληλεπιδράσεων. 
Αρχικές μοριακές διαμορφώσεις κατασκευάστηκαν μέσω του λογισμικού AmberTools18.[12]  

Κυκλικές διαμορφώσεις μορίων DNA διπλής έλικας κατασκευάστηκαν ως επίπεδοι κύκλοι 
υπό τη θεώρηση σταθερής σχετικής απόστασης μεταξύ διαδοχικών ζευγών βάσεων, ίση με 3.38 Å, 
κατ’ αναλογία με πειραματικά προσδιορισμένες δομές DNA διπλής έλικας,[13]  και μοριακό μήκος 
μεταξύ από 30 ζευγών βάσης (30 base pairs) και 110 ζευγών βάσης (110 base pairs). Οι ακολουθίες 
ζευγών βάσεων των δομών που προσομοιώθηκαν περιέχουν ποσοστό ζευγών ΑΤ κοντά στο 50%. 
Περισσότερες λεπτομέρειες για τα συστήματα που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία 
παρατίθενται στον Πίνακα 1. Σε όλα μας τα υπολογιστικά πειράματα χρησιμοποιήθηκαν αρχικές 
διαμορφώσεις που αντιστοιχούν στις λεγόμενες κανονικές δομές DNA Β-τύπου κατά Arnott.[14] Τα 
υδατικά διαλύματα που μελετήθηκαν αντιστοιχούν στην περιοχή αραιής συγκέντρωσης, με 
συγκέντρωση DNA μικρότερη από το όριο της συγκέντρωσης αλληλοεπικάλυψης (“overlap 
concentration”) για δύσκαμπτα μόρια.[15] 

Διεξήχθησαν λεπτομερείς προσομοιώσεις Μ.Δ. χρησιμοποιώντας την πιο πρόσφατα 
τροποποιημένη έκδοση PARAMBSC1[1] της οικογένειας των δυναμικών AMBER99, ειδικά 
παραμετροποιημένη για μόρια DNA διπλής έλικας. Όλες οι προσομοιώσεις διεξήχθησαν με τη 
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βοήθεια του ανοικτού λογισμικού GROMACS,[16] στο ισόθερμο-ισοβαρές στατιστικό σύνολο (NPT) 
κάνοντας χρήση του θερμοστάτη Nosé-Hoover [17-18] και του βαροστάτη Parrinello-Rahman [19] έτσι 
ώστε οι συνθήκες θερμοκρασίας και πίεσης να διατηρούνται σταθερές στις τιμές T = 300 K και P = 
1 atm. Σε όλες τις περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκαν επαρκώς μεγάλα κυβικά κελιά προσομοίωσης 
υπό περιοδικές συνθήκες προκειμένου να εξασφαλισθεί ότι τα αποτελέσματα είναι ελεύθερα από 
φαιόμενα που σχετίζονται με τυχόν μικρό μέγεθος συστήματος. Οι ηλεκτροστατικές 
αλληλεπιδράσεις υπολογίστηκαν μέσω της μεθόδου particle mesh Ewald. [20]  
 

Πίνακας 1. Τεχνικά χαρακτηριστικά των υπό μελέτη μοριακών συστημάτων. 
 

Αριθμός ζευγών βάσεων 
Μοριακό βάρος 

(g/mol) 
Συγκέντρωση 
DNA (mg/ml) 

Συνολικός αριθμός ατόμων 
συστήματος 

30 ~  20.000 5,0                     ~ 600.000 
65 ~ 43.000 10,0 ~  1.300.000 

110 ~ 66.000 16,0                     ~ 500.000 
180 ~ 119.000 5,0 ~ 1.800.000 

 
 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Ανά τακτά χρονικά διαστήματα (π.χ., ανά 20 ps) καταγράφονταν στιγμιότυπα της διαμόρφωσης 
του συστήματος. Οι τροχιές Μ.Δ. που ελήφθησαν αναλύθηκαν ενδελεχώς για τον υπολογισμό 
τοπικών ιδιοτήτων διαμόρφωσης όπως και των πιο σημαντικών ιδιοτήτων μεταφοράς (π.χ., του 
συντελεστή αυτοδιάχυσης των μορίων). Eνδεικτικά στιγμιότυπα της διαμόρφωσης των μοριακών 
συστημάτων της παρούσας εργασίας απεικονίζονται στο Σχήμα 1.  

Οι μοριακές τροχιές που ελήφθησαν με χρήση του νέου μοριακού δυναμικού PARMBSC1[1] 
χαρακτηρίζονται από εξαιρετικά σταθερές ελικοειδείς δομές DNA Β-τύπου οι οποίες διατηρούν 
τους δεσμούς υδρογόνου. H κατανομή των δίεδρων γωνιών κατά μήκος του σκελετού των 
αλυσίδων DNA προσδιορίστηκε και συγκρίθηκε σε σχέση με αντίστοιχα πειραματικά δεδομένα.[21] 
Το εύρος των στιγμιαίων τιμών των αντίστοιχων γωνιών οι οποίες προσδιορίστηκαν από την 
επεξεργασία των μοριακών τροχιών των προσομοιώσεων βρίσκεται σε εξαιρετική συμφωνία με 
αντίστοιχα πειραματικά αποτελέσματα τα οποία ελήφθησαν με χρήση τεχνικών XRAY και ΝΜR και 
περιλαμβάνονται στη βάση δεδομένων δομών DNA,[22] τεκμηριώνοντας με αυτόν τον τρόπο την 
μοναδική ικανότητα του νέου δυναμικού PARMBSC1 να περιγράφει σωστά τη διαμόρφωση της 
διπλής έλικας του DNA. 

Στην παρούσα εργασία, ιδιαίτερη έμφαση δόθηκε στον υπολογισμό ιδιοτήτων 
διαμόρφωσης όπως η μέση τετραγωνική γυροσκοπική ακτίνα, 2

gR , και το μέσο τετραγωνικό 

διάνυσμα διαμέτρου, 2
dR , των μικρο-κυκλικών δομών DNA οι οποίες μελετήθηκαν, καθώς και 

του συντελεστή διάχυσης του κέντρου μάζας, συναρτήσει του μοριακού μήκους και της μοριακής 
συγκέντρωσης.  
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Σχήμα 1. Ενδεικτικά στιγμιότυπα της διαμόρφωσης μικρο-κυκλικών δομών DNA διπλής έλικας με αριθμό 
ζευγών βάσεων 30 (α) και 180 (β). Στην γραφική αναπαράσταση των μορίων, μεμονωμένα άτομα 
απεικονίζονται με διαφορετικά χρώματα ως ακολούθως: C (ανοιχτό μπλε), Ο (κόκκινο), P (ανοιχτό πράσινο), 
Η (λευκό), Ν (βαθύ μπλε). 
 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
Τα υπολογιστικά αποτελέσματα που παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία αποτελούν ένα 
σημαντικό πρώτο βήμα προς την εξαγωγή αξιόπιστων νόμων κλιμάκωσης για την περιγραφή των 
δυναμικών και ρεολογικών ιδιοτήτων κυκλικών μορίων μεγαλύτερου μήκους. Επίσης, είναι 
εξαιρετικά χρήσιμα για την παραμετροποίηση αδροποιημένων μεθοδολογιών προσομοίωσης οι 
οποίες βασίζονται σε μεθόδους δυναμικής κατά Brown που στοχεύουν σε διαλύματα μορίων DNA 
πολύ μεγαλύτερου μήκους τόσο σε κατάσταση ισορροπίας όσο και υπό ροή (διατμηματική ή 
επίπεδη εκτατική). 
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Η παρούσα εργασία υλοποιήθηκε στα πλαίσια του ερευνητικού έργου «Ιδιότητες διαμόρφωσης 
και μεταφοράς διαλυμάτων κυκλικών βιολογικών και συνθετικών πολυμερών: Θεωρία και 
ατομιστική προσομοίωση», και συγχρηματοδοτήθηκε από την Ευρωπαϊκή Ένωση και εθνικούς 
πόρους μέσω του Ε.Π. Ανάπτυξη Ανθρώπινου Δυναμικού, Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση (ΕΣΠΑ 
2014-2020), (κωδικός έργου: mis 5004866).  
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