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Znamy obecnie okoto 30 miliondw sekwencji amino-
kwasowych biatek. Struktury przestrzenne udato sie
wyznaczy¢ doswiadczalnie jedynie dla okoto 30 tysiecy
z nich. Ta dysproporcja stale si¢ powieksza. Sekwen-
cjonowanie materiatu genetycznego i ttumaczenie wy-
nikdw na sekwencje aminokwasoéw jest tanie i wykony-
wane na ogot przez automaty, natomiast wyznaczenie
ich struktury — czasochtonne, drogie i wymaga udziatu
wysokiej klasy specjalistow. Znajomosc struktur jest nie-
zbedna dla wielu celéw [1], np. projektowania nowych
lekéw i biotechnologii, zrozumienia molekularnych
mechanizméw proceséw chorobotwdrczych itp., stad
olbrzymie znaczenie teoretycznych metod przewidy-
wania struktury biatek.

Procesy molekularne w organizmach zywych sg
zwykle zwigzane z bardzo skomplikowanym przegrupo-
waniem olbrzymiej liczby atomdw i molekut, a charakte-
rystyczne czasy tych przemian (czy reakcji) moga roz-
ni¢ sie miedzy sobg o rzedy wielkosci. Dla przyktadu,
proces spontanicznego zwijania sie biatek globularnych
od losowej struktury zdenaturowanej do mniej lub bar-
dziej jednoznacznej globularnej struktury natywnej trwa

od milisekund do minut, zaleznie od wielko$ci moleku-
ty, typu struktury, warunkéw zewnetrznych itd. Znane sa
jednak dos¢ liczne wyjatki duzo szybszych i duzo wol-
niejszych procesoéw denaturacji-reanaturaciji. Tylko bar-
dzo szybkie (od pikosekund do mikrosekund), a co z tym
na ogét sie wigze bardzo lokalne procesy, mozna dzis
modelowa¢ metodami klasycznej mechaniki molekular-
nej. W ciggu ostatnich 10-15 lat pokazano, ze dobrze
zaprojektowane zredukowane modele makromolekut
mogaq by¢ bardzo przydatnymi narzedziami modelowa-
nia molekularnego duzej (w odniesieniu do liczby ato-
mow i czasu trwania procesu) skali [2—3]. Jeden ze
starszych algorytméw autora, stuzacych do mezosko-
powego modelowania biatek metodg Monte Carlo, zo-
stat zintegrowany z pakietem dynamiki molekularnej
CHARMM i jest publicznie dostepny na stronach inter-
netowych The Scripps Research Institute (MMTSB —
Multiscale Modeling Tools for Structural Biology. http://
mmtsb.scripps.edu/software/mmtsbToolSet.html).
Jest to pierwszy przyktad ogolnie dostepnej i w petni
zautomatyzowanej metody do modelowania dynamiki
biatek na roznych poziomach rozdzielczosci. W najbar-



Rysunek 1. Schemat redukcji reprezentacji geometrycznej krétkiego fragmentu tancucha polipeptydowego. Gérny panel

pokazuje reprezentacje pelnoatomowa, w ktérej w celu zwiekszenia czytelnosci pominigeto atomy wodoru i zaznaczono od-

powiednimi literami nazwy niektérych atoméw. Srodkowy panel pokazuje sposéb faczenia grup atoméw w formie ,,zjedno-
czonych atoméw”, dolny panel — otrzymana pseudostrukture — zredukowany model fragmentu polipeptydowego

dziej og6lnym sformutowaniu zasada dziatania MMTSB
w zastosowaniu do dynamiki biatek polega na wykona-
niu symulacji za pomocg przyblizonego (ale za to bardzo
szybkiego) modelu niskiej rozdzielczosci (na poziomie
zjednoczonych reszt), odbudowaniu detali atomowych
dla wybranych klatek trajektorii niskiej rozdzielczosci
i wykonaniu szczegoétowej analizy dynamiki petnoato-
mowej CHARMM dla krotkich przedziatéw czasu.

Zredukowane modele molekularne biatek projekto-
wane sg w réznorodny sposoéb [2], ale te najbardziej
sprawdzone w praktyce zaktadajg zwykle uproszczong
reprezentacje tancucha gtdwnego w postaci tarncucha
pseudowigzan pomiedzy atomami wegli alfa. tancuchy
boczne aminokwaséw zastepowane sg zazwyczaj jed-
nym lub dwoma zjednoczonymi atomami, reprezentu-
jacymi fragmenty grup bocznych. Przykladowy sposdb
redukcji geometrycznej reprezentaciji tancucha polipep-
tydowego pokazano na rysunku 1.

Model zredukowany CABS rozwijany przez autora
[3] zaktada podobny do naszkicowanego powyzej spo-
sOb reprezentacji polipeptydéw. Lancuch gtéwny ograni-
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czony jest do szkieletu wegli alfa. Dodatkowo potozenia
wegli alfa ograniczone sg do weziéw prostej sieci kubicz-
nej o skoku 0,61 A, co odpowiada okoto 1/2 $redniej dtu-
gosci wigzan atomowych. Wykorzystanie reprezentacji
siatkowej ma istotne znaczenie praktyczne, pozwalajac
wielokrotnie przyspieszy¢ procesy obliczeniowe w po-
réwnaniu z rownowaznymi modelami w ciagtej prze-
strzeni standw. Grupy boczne reprezentowane sg za
pomocg dwodch zjednoczonych atoméw — jednego
centrowanego na weglu beta, a drugiego w srodku ma-
sy pozostatej czesci grupy bocznej, o ile aminokwas
takie posiada. Model zawiera dodatkowy pseudoatom
umieszczony na $rodku wirtualnego wigzania miedzy
weglami alfa. Ten pseudoatom wykorzystywany jest do
definicji kierunkowych oddziatywan nasladujgcych wig-
zania wodorowe miedzy grupami peptydowymi tancu-
cha gtéwnego. Na rysunku 2 przedstawiono w sposéb
schematyczny geometrie¢ modelu CABS.
Oddziatywania molekularne w modelu CABS repre-
zentowane sg przez szereg potencjatow $redniej sity
wyprowadzonych na podstawie statystycznej analizy
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Rysunek 2. Geometria modelu CABS (skrét od C-Alpha,
Beta, Side-group). Czarne kulki symbolizuja potozenie we-
gla alfa, ograniczone do siatki. Liczba mozliwych pseudo-
wiazan (wektoréw siatkowych) Ca-Ca wynosi 800, eliminu-
jac w ten sposob ewentualne artefakty sieci. Na srodkach
wigzan Ca-Ca zaznaczono pseudoatomy uzywane do obli-
czania oddzialywan nasladujacych wigzania wodorowe.
Szkielet Ca definiuje takze dogodny uktad wspéirzednych
lokalnych do obliczania potozen wegli beta (jasniejsze kul-
ki) zjednoczonych atoméw zastepujacych pozostate czesci
grup bocznych (duze biate kule). Rozmiary kulek na rysun-
ku nie odpowiadaja rzeczywistym rozmiarom odpowied-
nich grup atoméw

regularnosci strukturalnych obserwowanych w juz zna-
nych strukturach biatek. Potencjaty te odzwierciedlajg
tendencje odpowiednich sekwencji aminokwaséw do
przyjmowania okreslonej lokalnej geometrii fancucha,
ktérg z kolei okreslajg odpowiednie preferencje co do
struktury drugorzedowej (helis, beta-kartek itd.). Podob-
nie potencjaty kontaktowe dla grup bocznych odzwier-
ciedlajg preferencje do charakterystycznego dla biatek
upakowania tych grup w stanie natywnym. Model od-
dziatywan CABS rozni sie w sposob jakosciowy od in-
nych mezoskopowych modeli biatek. Migdzy innymi
wprowadzono tu jawng zaleznos$¢ réznych oddziatywan
od lokalnej geometrii tancucha, uwzgledniajgc w ten
sposob skomplikowane efekty wielociatowe, szczegol-
nie wazne dla modeli zredukowanych. Szczegdtowy
opis pola sit modelu CABS mozna znalez¢ w niedawno
opublikowanym artykute [3] oraz na stronach interneto-
wych autora (http://www.biocomp.chem.uw.edu.pl).
Dyskretna przestrzen konformacyjna tarncuchéw po-
lipeptydowych w reprezentacji CABS probkowana jest
za pomocg metody Monte Carlo. Proces obliczeniowy
polega na wykonaniu olbrzymiej liczby matych losowych
zmian konformacji tancucha w jego losowo wybranych
punktach [1-2]. Zmiany takie akceptowane sg zgodnie

ze znanym kryterium Metropolisa. Lokalne mikromody-
fikacje zaprojektowane sg w sposéb pozwalajacy inter-
pretowac ich dtugg sekwencje jako model dynamiki sto-
chastycznej tancucha w roztworze. Wykorzystywane sg
rézne schematy symulacji: izotermiczne, tzw. symulo-
wane schifadzanie i metoda wymiany replik Monte Car-
lo [2].

Zredukowana reprezentacja przestrzeni konforma-
cyjnej CABS i szybkie metody prébkowania pozwalajg
symulowac de novo (tzn. wychodzac z sekwencji ami-
nokwasow jako jedynej informacji specyficznej dla roz-
wazanegdo biatka) caty proces zwijania sie matych bia-
tek globularnych. Na rysunku 3 pokazano 6 fotografii
wybranych z trajektorii symulowanego schtadzania ma-
tego biatka globularnego — domeny B1 biatka G (sym-
bol 2GB1 w Protein Data Bank, PDB). KoAcowa klatka
przedstawia strukture bardzo podobnga do struktury na-
tywnej — 1,9 A RMSD (Root-Mean-Square Deviation
— $rednia kwadratowa odlegtos¢ odpowiadajgcych so-
bie atoméw po najlepszym wzajemnym natozeniu obu
struktur, modelowej i doswiadczalnej, z PDB). Wykona-
nie takiej symulacji zajmuje kilkanascie minut do godzi-
ny czasu pracy pojedynczego procesora PC.

CABS jest elementem centralnym szeregu wielo-
skalowych procedur do przewidywania struktury biatek
i asocjatow biatkowych, modelowania molekularnego
biatek na podstawie fragmentarycznych danych do-
Swiadczalnych, czy tez obliczeniowych badan termody-
namiki i dynamiki biatek. Najbardziej ogéinie, wieloska-
lowo$¢ modelowania polega na wykonaniu odpowied-
nich symulacji za pomocg algorytmu CABS i wybraniu
odpowiednich struktur (czy sekwenciji struktur) w repre-
zentacji zredukowanej, ktére nastepnie stanowig punkt
wyjscia dla bardziej szczegétowego modelowania na
poziomie atomowym.

Nieco inne podejscie wieloskalowe oparte na mode-
lu CABS zostato zastosowane podczas eksperymentu
CASP6 (6" Community Wide Experiment on the Criti-
cal Assessment of Techniques for Protein Structure Pre-
diction — CASP6), w ktérym wzieto udziat ponad 200
grup z catego swiata. Eksperyment CASP polega na
komputerowym modelowaniu struktur biatek, ktére wia-
$nie majg by¢ wyznaczone doswiadczalnie w bliskiej
przysziosci. Po opublikowaniu struktur doswiadczalnych
ocenia sie zgodnos¢ wczesniej zdeponowanych w bez-
piecznych komputerach organizatoréow CASP modeli
obliczeniowych (http://predictioncenter.org/casp6). Pro-
cedura modelowania zastosowana podczas CASP6
przez grupe Kolinski-Bujnicki [4] polegata na zbudowa-
niu szeregu, czesto bardzo przyblizonych i niepetnych,
modeli na podstawie ogolnodostepnych serwerdow bio-
informatycznych. Modele te stuzyty do zgromadzenia
duzej liczby wiezdw odlegtosci pomiedzy atomami mo-
delowane;j struktury. Wiezy uzyto w algorytmie CABS do
ograniczenia, w przyblizony sposob, przestrzeni kon-
formacyjnej modelu. Duzg liczbe otrzymanych modeli
w zredukowanej przestrzeni konformacyjnej CABS pod-
dano nastepnie analizie skupien [5-6], odbudowie de-

3



Rysunek 3. Wybrane klatki trajektorii z typowej symulacji procesu zwijania struktury matego biatka globularnego. Pierw-

sza klatka odpowiada startowej strukturze kiebka losowego, a ostatnia przedstawia strukture koncowa — bardzo podobna

do struktury natywnej. Dla klarownosci rysunku wybrano reprezentacje wstegowa tancucha polipeptydowego, pomijajac
szczegotly atomowe

tali atomowych [7] dla reprezentatywnych struktur,
a wreszcie ich ocenie i porzadkowaniu na poziomie re-
prezentacji petnoatomowej. Taka hierarchiczna proce-
dura okazata sie bardzo wydajna — grupa Kolinski-Buj-
nicki zostata sklasyfikowana jako druga pod wzgledem
poprawnosci przewidzianych modeli molekularnych.
Przyktad struktury teoretycznie przewidzianej podczas
CASP6 [4] pokazano na rysunku 4.

Podejscie wieloskalowe pozwala réwniez modelo-
wac uktady sktadajace sie z wiekszej liczby biomakro-
molekut. Ma to znaczenie dla wspomaganego kompu-
terowo racjonalnego projektowania nowych lekéw [8],
zrozumienia procesow regulacyjnych w zywych komor-
kach, czy wyjasnienia molekularnych podstaw niekto-
rych proceséw chorobowych [9]. Bardzo waznym za-
gadnieniem molekularnej biologii obliczeniowe;j jest tzw.
dokowanie. Dokowanie polega na znalezieniu sposobu
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taczenia sie dwoch lub wiecej molekut i okresleniu
struktury powstatego kompleksu. Typowe zadanie obli-
czeniowe czesto wykonywane podczas projektowania
lekéw [8] polega na zadokowaniu zwigzku matocza-
steczkowego (liganda) do znanej struktury biatka (re-
ceptora). O ile znana jest struktura receptora, tradycyj-
ne metody mechaniki molekularnej pozwalajg czasami
przewidzie¢ konformacje liganda i miejsce jego doko-
wania. Staba strona tego podejscia wynika z faktu, ze
struktura receptora w kompleksie moze jakosciowo réz-
ni¢ od jego struktury w izolacji lub w innym kompleksie.
Tzw. ,gietkie dokowanie” w tradycyjnej (petnoatomowej)
mechanice molekularnej ogranicza sie do optymalizacji
jedynie matych fragmentéw receptora. Zastosowanie
zredukowanego modelu CABS umozliwia traktowanie
w sposob gietki catego kompleksu [10]. Obecnie pole si-
towe CABS ograniczone jest do biatek i peptydow. Pla-



Rysunek 4. Przewidziana teoretycznie
(gora rysunku) i doswiadczalna (dét rysun-
ku) struktura celu T0223. W celu schema-
tycznego przedstawienia struktur uzyto
modelu wstegowego opartego na weglach
alfa. Kolor niebieski oznacza N-konce,
a czerwony C-konce tancuchéw polipep-
tydowych. Model rézni sie od struktury
krystalograficznej o 3 & RMSD. Gtéwnym
zrédiem btedu sg dwa krétkie kawatki pe-
tli na powierzchni N-koncowej domeny
i migdzy domenami (obie w odcieniach
zieleni). Poprawnie przewidziano réwniez
wzajemna orientacje domen

Rysunek 5. Kompleks Troponin C — Tro-
ponin |. Receptor przedstawiono za po-
moca modelu wstegowego, a ligand —
szkieletowego. Model teoretyczny (gora
rysunku) i struktura krystalograficzna
(dét) sa bardzo podobne (1,76 & RMSD
po najlepszym natozeniu)

nowane jest rozszerzenie umozliwiajgce modelowanie
réwniez ligandéw niepeptydowych. W pokazanych tu
przyktadach dokowania wieloskalowego zatozono ogra-
niczong swobode konformacyjng catego receptorai nie-
ograniczong swobode liganda (peptydu lub drugiej
molekuty biatka). Startowa struktura receptora moze
pochodzi¢ z badan doswiadczalnych lub by¢ wynikiem
modelowania poréownawczego (homologicznego). Sy-
mulacje CABS prowadzono metodg wymiany replik
Monte Carlo, a koncowe struktury optymalizowano za
pomocg petnoatomowej mechaniki molekularnej [10],
po uprzednim odbudowaniu reprezentacji atomowe;.
Struktury modelowych komplekséw poréwnano z ich
strukturami wyznaczonymi do$wiadczalnie. Modelowa-
no bardzo rézne struktury, gdzie wieksza molekuta skfa-
dafa sie z 31-179 aminokwaséw, a mniejsza z 5-63
aminokwasow. We wszystkich badanych przypadkach
udato sie poprawnie przewidzie¢ miejsce dokowania
liganddw i ich wtasng konformacije w kompleksie (przy-
ktad pokazano na rysunku 5). Tak wiec, zaproponowa-
na metoda moze by¢ wykorzystywana do przewidywa-
nia nieznanych jeszcze struktur kompleksow biatko—
—peptyd i biatko—biatko.

Dalsze prace nad przedstawionym tu wieloskalo-
wymi sposobami modelowania biomakromolekut beda
zmierzaty w kierunku petnego zautomatyzowania pro-
cedur obliczeniowych do przewidywania struktur biatek




dla catych genomow, opracowania mezoskopowej re-
prezentacji innych niz biatka molekut oddziatujgcych
z biatkami (zwigzki matoczasteczkowe, kwasy nuklei-

nowe, fosfolipidy itd.), a takze mezoskopowego mo-
delowania wielkich uktadéw biomakromolekularnych.
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Abstract

Reduced computer modeling of proteins has now about
30 years history. In spite of enormous increase of com-
puting abilities the reduced models are still very impor-
tant tools for theoretical studies of proteins. It is shown
that the reduced-space modeling can be integrated with
a detailed all-atom simulations. Such multiscale appro-
ach is crucial for high-resolution protein structure predic-
tions, predictions of protein interactions, computer-aided

drug design and study of protein dynamics and thermo-
dynamics.
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