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1. Wstep

Jednym z glownych celow wspotczesnych badan biomedycznych jest
zrozumienie na poziomie  molekularnym  podstawowych  proceséw
odpowiedzialnych za prawidtlowe funkcjonowanie organizmu, a takze
zachodzacych w nim procesow chorobotworczych. Kluczowym elementem
wielu takich mechanizmow sg biatka blonowe (zwigzane ze strukturg bton
biologicznych). Szacuje si¢, ze ponad 60% celow dla nowych lekoéw to biatka
btonowe [1]. Ich zr6znicowana funkcjonalno$¢ przejawia si¢ w wielu aspektach
zycia komorkowego: utrzymujg stabilnos¢ strukturalng komoérek, stanowig
wazny element kaskad sygnalizacyjnych jako receptory btonowe, wykazuja
aktywnos$¢ katalityczng wystepujac w roli enzyméw, sa odpowiedzialne za
transport molekularny matych czasteczek przez blone lipidowa jako kanaty,
transportery oraz pompy jonowe. Na szczeg6lng uwage zastuguje rodzina A
podobnych do rodopsyny (ang. rhodopsin-like) receptorow btonowych
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sprzezonych z biatkami G (GPCR - ang. G protein-coupled receptors),
odpowiedzialnych miedzy innymi za kontrole odczuwania bolu (receptory
opioidowe), cisnienia tetniczego (receptory adrenergiczne), proces widzenia
(rodopsyna), czy odczuwanie smaku i zapachu. Ich wspolng funkcja jest
przekazywanie oraz wzmacnianie specyficznych sygnatow docierajacych do
wnetrza komorki z jej otoczenia. Mechanizm tego procesu rozpoczyna si¢ od
zwigzania czasteczki sygnatowej (liganda) przez zewnatrzkomérkowa domeng
receptora. Prowadzi to do zmian konformacyjnych w strukturze receptora
umozliwiajagcych wigzanie biatek G po wewngtrznej stronie btony oraz ich
aktywacje¢. Aktywowane biatka G mogg nastepnie przekazac sygnat do dalszych
bialek efektorowych zlokalizowanych we wnetrzu komorki, a tym samym
zainicjowa¢ skomplikowane kaskady sygnalizacyjne. Pojedynczy receptor moze
aktywowa¢ wiele bialek G co prowadzi do znacznego wzmocnienia
przekazywanego sygnalu. Wszelkie nieprawidlowosci wystepujace na
dowolnym etapie przekazywania sygnatu moga doprowadzi¢ do zaburzenia
fizjologii oraz inicjacji procesOw chorobotworczych [2, 3]. Aby im
przeciwdziata¢, niezwykle pomocna jest znajomos¢ mechanizmu dziatania
danego receptora na poziomie molekularnym. Oznacza to koniecznosé
znajomosci struktury receptora (z doktadnoscig do potozenia poszczegdlnych
atomow), CO jest pierwszym etapem w drodze do zrozumienia mechanizmu
przeniesienia sygnatu oraz stanowi punkt wyjsciowy do projektowania nowych,
bardziej skutecznych lekow, ktére beda selektywne wzgledem danego typu
receptora.

W porownaniu do biatek globularnych, eksperymentalne otrzymywanie
struktury biatek blonowych jest duzo bardziej skomplikowanym zadaniem,
czesto niewykonalnym przy obecnym stanie wiedzy. Jest to spowodowane
problemami pojawiajacymi si¢ podczas procesu krystalizacji biatek blonowych
(duza powierzchnia  hydrofobowa, $§rodowisko btony, niestabilnos¢
konformacyjna, niski poziom ekspresji) [4, 5]. Pomimo, Zze biatka btonowe
stanowig okoto jedng trzecig wszystkich biatek obecnych w ludzkim genomie
[6], zaledwie okoto 1% znanych struktur przestrzennych biatek nalezy do
przedstawicieli tej rodziny. Nieliczne, dostepne struktury krystalograficzne
otrzymane w specyficznych warunkach (bez btony biologicznej) sg niezwykle
pomocne w badaniach mechanizmu dziatania tych biatek. Bioragc pod uwage
ograniczenia metod eksperymentalnych oraz ogromne znaczenie biatek
btonowych dla przemystu farmakologicznego, zastosowanie metod
teoretycznych do badania ich struktury, dynamiki i funkcji jest bardzo
obiecujacg alternatywa.
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2. Zastosowanie metod teoretycznych w badaniu biatek
btonowych na przyktadzie receptoréw GPCR

W ostatnich latach mozna zaobserwowal rosnace zainteresowanie
zastosowaniem metod teoretycznych do przewidywania struktury, funkcji i
mechanizmow dziatania receptorow GPCR [7, 8].

Rezultaty ogolnoswiatowego konkursu w przewidywaniu struktury
kompleksow receptorow GPCR z ligandami (World-Wide Competition in
Structure Prediction of GPCR-ligand complexes) [9], zorganizowanego w 2008 i
2010 roku, pokazujg, ze metody obliczeniowe uwzgledniajace dostepne dane
doswiadczalne (roznego rodzaju) moga okazac si¢ skuteczne w wyznaczeniu
struktury receptora oraz identyfikacji kluczowych oddziatywan receptor-ligand.
Niestety, zadna z prezentowanych metod nie byla w stanie przeprowadzic¢
szybkiego 1 doktadnego probkowania przestrzeni konformacyjnej kompleksu
receptora z ligandem co nie pozwala jeszcze zastosowaé tych metod z
powodzeniem na skale przemystows.

Oprécz modelowania oddziatywan receptorow GPCR z ligandami,
metody teoretyczne znajduja rowniez zastosowanie w przewidywaniu struktury
samego receptora. Podstawowym zagadnieniem jest prawidlowe przewidzenie
konformacji petli zewnatrzkomorkowych, a zwtaszcza konformacji najdiuzsze;j
drugiej petli zewnatrzkomorkowej, przykrywajacej miejsce wigzace receptora.
Petle te sa najbardziej zroéznicowane pod wzgledem sekwencyjnym |
strukturalnym u wszystkich przedstawicieli rodziny A receptorow GPCR.
Znajomo$¢ struktury petli jest kluczowa dla identyfikacji nowych ligandéw [10]
z wykorzystaniem modelu przestrzennego danego receptora, jak i réwniez dla
doktadnosci dokowania pojedynczego liganda i dokowania przesiewowego (ang.
Virtual Ligand Screening - VLS).

W odniesieniu do poprzedniego okresu, w ciggu ostatnich kilku lat
nastgpit dramatyczny wzrost liczby nowych struktur receptorow GPCR o
wysokiej rozdzielczosci (np. receptorow: B2-adrenergicznego [11], Aoa-
adenozynowego [12], Bl-adrenergicznego [13], D3 dopaminowego [14],
chemokin [15]). Ocenia si¢, ze ten gwaltowny przyrost nowych danych
eksperymentalnych, stanowigcych punkt wyjscia dla technik modelowania
molekularnego, to szansa dla metod komputerowych na przejecie wiodacej roli
w badaniach nad receptorami GPCR [16]. Jak do tej pory, symulacje dynamiki
molekularnej staty si¢ znaczacym narzedziem w badaniach z zakresu biofizyki
receptorow GPCR [16], umozliwiajac postep w zrozumieniu oddziatywan
receptor-ligand, mechanizméw aktywacji oraz roli wody 1 lipidow w
mechanizmach funkcjonowania tych receptorow. Bioragc pod uwage, ze liczba
nowych struktur wyznaczonych metodami eksperymentalnymi bedzie si¢
zwigkszac, jak rowniez bedzie wzrasta¢ moc obliczeniowa komputerow, nalezy
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przypuszczaé, ze metody komputerowe beda odgrywaty coraz wigksza rolg w
badaniach receptorow GPCR, jak i innych biatek btonowych.

3. Petno-atomowa Dynamika Molekularna

Pelno-atomowa dynamika molekularna jest obecnie uznawana za
podstawowg technike symulacji uzywang do badania funkcji i mechanizmu
dzialania bialek blonowych na podstawie danych doswiadczalnych [1].
Gléwnym ograniczeniem tej techniki jest jej duzy koszt obliczeniowy.
Wspoéiczesne mozliwosci superkomputerow czesto nie pozwalajg si¢ nawet
zblizy¢ do skal czasowych w jakich zachodzg wazne procesy biologiczne.
Kolejnym problemem w zastosowaniu do biatek blonowych jest duzy rozmiar
badanych ukladow (zawierajacych oprocz biatka takze fragment blony
biologicznej oraz czasteczki wody), co dodatkowo zwigksza koszt obliczen.

Obecnie, dzigki wykorzystaniu najnowszych  superkomputerow
dedykowanych do obliczen petno-atomowej dynamiki molekularnej, dla uktadu
GPCR/btona/woda mozliwe jest osiggni¢cie skali czasowej rzedu mikrosekund.
Spektakularnym przyktadem wykorzystania tak dtugich symulacji byto ostatnio
przesledzenie mechanizmu wigzania lekow przez receptory B1l- i PB2-
adrenergiczne [17]. Symulacjom poddano dwie struktury Kkrystalograficzne
pozbawione zwigzanych agonistow obecnych w strukturach krystalicznych,
odpowiednio 2VT4 dla f1-adrenergicznego [13] i 2RH1 dla B2-adrenergicznego
[11]. Receptory umieszczono w modelu btony komoérkowej POPC w
srodowisku wodnym z dodatkiem jondéw. Symulacje przeprowadzono oddzielnie
dla czterech ligandow, trzech antagonistow 1 jednego agonisty. Czasteczki te sg
typowymi obecnie stosowanymi lekami adrenergicznymi. W celu zbadania
sposobow wigzania si¢ kazdego z czterech ligandow, na poczatku kazdej
symulacji dodano po 10 ligandow jednego typu tak aby znajdowaly sie w
odlegtoéci niemniejszej niz 30 A od miejsca wigzacego biatka. W wyniku
przeprowadzenia 82 symulacji, z ktérych kazda trwata srednio od 1 us do 19 s,
odnotowano 21 przypadkow spontanicznego tworzenia si¢ kompleksow
receptor-ligand. Co ciekawe, w kazdym z zaobserwowanych przypadkow
powstate kompleksy byty stabilne i Zaden ligand nie opuscit miejsca wigzacego
do konca trwania symulacji. Zarejestrowane warto$ci energii wigzania byly
zbiezne z wynikami eksperymentalnymi. Dodatkowo, analiza zebranych
trajektorii pozwolita na zbadanie mechanizmu wnikania liganda do miejsca
wigzgcego receptora, ktore znajduje si¢ we wnece tworzone] przez siedem o-
helis transbtonowych biatka. Na uwage zasluguje rowniez fakt, ze niektére z
otrzymanych komplekséw byly niemal identyczne z ich znanymi strukturami
krystalograficznymi (porownanie struktury zadokowanego alprenololu z jego
dostepna strukturg krystalograficzng wykazalo $rednig warto§¢ RMSD na
poziomie jedynie 0.8 A dla cigzkich atoméw liganda). Wyniki powyzszych
symulacji, oraz ich zgodnos¢ z danymi eksperymentalnymi, sa3 dowodem na
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skutecznos¢ petno-atomowej dynamiki molekularnej w badaniu dynamiki
procesow biologicznych, ktdore nie sg dostepne dla obecnie stosowanych metod
eksperymentalnych.

4. Modele zredukowane (gruboziarniste)

Modele zredukowane (gruboziarniste, ang. coarse-grained) wykorzystuja
zredukowang (uproszczong) reprezentacje atomowej struktury badanej
makromolekuty (w przypadku bialek bltonowych uzywany jest zredukowany
model bialka oraz uproszczony model czasteczek lipidow tworzacych btone
komorkowsa). Zredukowana reprezentacja moze by¢ zdefiniowana na wiele
sposobOow: niektore atomy zostajg zupelnie pominigte, inne za$ laczone sg w
grupy, a nastgpnie zostaja zastgpione rownowaznym atomem zjednoczonym
(pseudo-atomem). Zabieg ten wprowadza znaczace uproszczenie modelowanego
uktadu (zmniejszenie liczby stopni swobody), co znacznie obniza koszt
obliczen. W przypadku symulacji metoda dynamiki molekularnej wykorzystanie
atomow zjednoczonych pozwala na wydhuzenie kroku symulacji — przyktadowo:
zamiast 2 femtosekundowego kroku, stosowanego w symulacjach pelno-
atomowych, mozna zastosowaé krok 40 femtosekundowy, co pozwala na
osiggnigcie znacznie wigkszych skal czasowych. Konsekwencja zastosowanego
przyblizenia jest nizsza rozdzielczo$¢ otrzymywanych wynikow 1 wigkszy
margines btedu w ocenie energetycznej otrzymywanych konformacji.

Odpowiednio zaprojektowane zredukowane modele makromolekut
umozliwiajg analize dynamiki uktadéw duzej skali (zarowno pod wzglgdem
liczby atomow jak i czasu trwania symulacji) [18].

Symulacje w oparciu o modele zredukowane znalazly wiele zastosowan w
modelowaniu biatek btonowych, miedzy innymi do: symulacji duzych
kompleksow i oligomerdéw [19], przewidywania struktury przestrzennej biatek
[20], modelowania dwu-warstwy lipidowej [21], badania interakcji biatkowo-
lipidowych [22, 23], symulacji umieszczania biatek w btonie [21], symulacji
oligomeryzacji domen transblonowych [24], szacowania energii swobodnej
dimeryzacji [21, 25, 26], a takze poznania mechanizmow aktywacji,
przewodzenia sygnatu czy transportu jondw przez kanaly [27] oraz wody przez
akwaporyny [28]. Symulacje bazujace na modelach gruboziarnistych sg rowniez
uzywane do lokalizowania specyficznych miejsc  wigzania ligandow,
wyznaczania aktywnej konformacji oraz jako narzedzie wspierajace
projektowanie lekow.

Jedng z najwydajniejszych i prawdopodobnie najbardziej uznanych metod
stanowi gruboziarnista Dynamika Molekularna realizowana w polu sitowym
MARTINI [29]. Zredukowana reprezentacja przyjeta przez tag metode daje
szans¢ zbadania uktadow duzej skali, tzn. systemoéw sktadajacych si¢ z ponad
500 000 atoméw oraz procesow  wymagajagcych skal  czasowych
przekraczajacych 100 mikrosekund. Ta metodg zbadano migdzy innymi
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mechanizm asocjacji glikoforyny A [21] oraz oszacowano profil energetyczny
dimeru rodopsyny [19].

5. Modelowanie wieloskalowe

Modelowanie wieloskalowe polega na przewidywaniu wiasciwosci
badanych ukladow w oparciu o modelowaniec w roznych skalach, w
szczegolnosci w roznych skalach reprezentacji (rozdzielczosci) i czasowych
[30]. Schemat przyktadowej procedury symulacji wieloskalowej w oparciu o
zredukowany model CABS (bardziej szczegdtowy schemat przedstawiony jest
na Rys. 1):

e sSymulacja w skali zredukowanej za pomocg rozszerzonego modelu CABS
(umozliwiajaca charakterystyke zmian struktury biatek, ktéra zachodzi w
duzych skalach czasowych - niedost¢pnych dla petno-atomowej dynamiki
molekularnej).

e odbudowa wybranych modeli z reprezentacji zredukowanej do petno-
atomowej [31].

e zastosowanie roznych technik petno-atomowej dynamiki molekularnej do
odbudowanych modeli w celu optymalizacji struktury, oceny jakos$ci
otrzymanych modeli [32] lub tez kontynuacji symulacji dynamiki (w celu
otrzymania charakterystyki zmian struktury biatek, ktora zachodzi w
matych skalach czasowych).

Opisane w ostatnich latach liczne przyktady modelowania wielkoskalowego
biatek i ich kompleksow [33] pokazuja, ze takie podejscie ma duzy potencjat w
rozszerzaniu dostepnych dla symulacji skal czasowych 1 rozmiaréw badanych
uktadoéw, réwniez w przypadku biatek btonowych (przyktady wielkoskalowego
modelowania przy uzyciu modelu CABS przedstawione sg w nastepnej sekcji
rozdziatu).

Jednym z interesujacych przyktadéow zastosowania modelowania
wielkoskalowego bylo zbadanie mechanizmu powstania heterodimeru helis o/
TM integryny w modelu btony DPPC [34]. W tym przypadku etap niskiej
rozdzielczo$ci, oparty na wydajnej dynamice molekularnej w zredukowanej
reprezentacji [35], umozliwil automatyczne wykonanie licznych symulacji
samoorganizacji helis oraz analiz¢ statystyczng na reprezentatywnym zespole
okoto 100 struktur. Zazwyczaj pelne uformowanie dimeru nastegpowato w
trakcie pierwszych kilkuset nanosekund symulacji. Otrzymane kompleksy
poddano szczegotowej ocenie w symulacjach Dynamiki Molekularnej na
poziomie pelno-atomowym. Ostateczne wyniki okazaly si¢ by¢ zgodne z
danymi eksperymentalnymi.

W innym ciekawym przypadku modelowanie wieloskalowe postuzyto do
przewidywania specyficznych miejsc wigzania lipidéw na powierzchni biatka:
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dokowania difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do kanatu btonowego
odpowiedzialnego za czynny transport jonow K (KIR) [36]. Uzyskane w
symulacjach wyniki zostaly w ostatnim czasie potwierdzone strukturami
krystalograficznymi Kir2.2 ze zwigzang czasteczkg PIP2 [37].

SCHEMAT MODELOWANIA WIELOSKALOWEGO

FARMAKOLOGIA

MODULOWANIE AKTYWNOSCI DOKOWANIE

NADEKSPRESJA

MEDYCYNA
'\ ZASTOSOWANIA

BIOTECHNOLOGIA \
X 7/ \ BADANIE FUNKCJI
DANE ———— MODEL
WE)SCIOWE KONCOWY

TWORZENIE REPREZENTACJI
ZREDUKOWANEJ

ODBUDOWA
ATOMOW

SELEKCJA
MODELI

MODEL
ZREDUKOWANY

MODEL
PELNOATOMOWY

MINIMALIZACJA
ENERGII

PROBKOWANIE
PRZESTRZENI @
KONFORMACY.JNEJ

UDOSKONALANIE
MODELU MD

MODELI

OPTYMALIZACJA

Rys. 1. Schemat przedstawia przyktadowe etapy modelowania wieloskalowego.
Przedstawione modelowanie sktada si¢ z 2 glownych etapow. Pierwszy z nich stanowi
modelowanie w reprezentacji zredukowanej (np. przy uzyciu modelu CABS). Po
wytypowaniu najlepszych otrzymanych modeli nastgpuje odbudowa szczegdtow atomowych,
a dalsze symulacje prowadzone sg w modelu pelno-atomowym. Otrzymany koncowy model
charakteryzuje si¢ wysoka rozdzielczo$cia, dzieki czemu nadaje si¢ do wielu zastosowan
(przy zatozeniu, ze wynik jest poprawny). Oznaczenia cyfr na rysunku: 1 — probkowanie
lokalne (petle, krotkie brakujace fragmenty); 2 — probkowanie globalne; 3 — grupowanie
modeli wg ich podobienstwa strukturalnego (ang. clustering); 4 — analiza skupien; 5 —
dodatkowa ocena modeli (ang. scoring); 6 — wybor najlepszego modelu.
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5.1 Przyktady zastosowania modelu CABS do wieloskalowych
symulacji biatek btonowych

Rozwijany 1 wykorzystywany przez autoréw zredukowany model CABS
[18] znalazt wiele zastosowan w przewidywaniu struktury przestrzennej biatek
globularnych [18, 38], modelowania kompleksow biatkowych [39] oraz
dynamiki biatek [30, 40-44]. Przedstawione ponizej przyklady zastosowania
modelu CABS do wielkoskalowego modelowania biatek blonowych ograniczaja
si¢ do symulacji ich poza-blonowych czgsci, podczas gdy czgsci transblonowe
pozostaja unieruchomione (obecnie trwaja prace nad rozszerzeniem modelu
CABS o uproszczony model blony biologicznej).

Model CABS znalazl zastosowanie do przewidywania struktury 1
dynamiki duzego biatka blonowego — transportera FecA [45]. Transporter FecA
pelni kluczowa role w procesach transportu oraz sygnatowych zwigzanych z
przyswajaniem zelaza. Bialko FecA zbudowane jest z trzech polaczonych ze
sobg domen tzw.: ,beczki”, ,,wtyczki”, oraz domeny przy koncu N. Domena
,beczka” to zanurzony w btonie biologicznej cylinder, sktadajacy si¢ glownie z
beta-wsteg. Domena ,,wtyczka” umiejscowiona jest wewnatrz cylindra i pehni
role bariery pomiedzy zewnetrznym i1 wewngtrznym $rodowiskiem btony oraz
stuzy jako przeno$nik molekut zelaza. Domena przy koncu N pelni rolg tacznika
z innymi waznymi dla funkcji FecA biatkami.

Do poznania mechanizmu dziatania FecA potrzebna jest znajomos¢ jego
pelnej struktury. Wczesniej, metodg krystalografii otrzymano jedynie strukturg
polaczonych domen ,beczki” i ,,wtyczki” bez domeny przy koncu N, ktorej
struktura  zostala otrzymana osobno metoda NMR. Zastosowanie
zredukowanego modelu CABS pozwolito na wydajne symulacje struktury, a w
szczegolnosci rodzaju oddziatywan, trzech potaczonych domen co nie byloby
mozliwe klasycznymi metodami symulacji ze wzgledy na zbyt duzy rozmiar
uktadu (741 reszt aminokwasowych). Procedura modelowania skladata si¢ z
kilku krokow. Pierwszym z nich bylo wygenerowanie struktury startowej na
podstawie eksperymentalnie otrzymanej struktury domen ,beczki” 1 ,,wtyczki”
podczas gdy domena przy koncu N zostala dodana do reszty struktury jako
tancuch losowy. Podczas symulacji, wigkszo$¢ reszt aminokwasowych domen
soeczki” 1 ,wtyczki” pozostalo zamrozonych w potozeniach struktury
eksperymentalnej, podczas gdy na wigkszo$¢ reszt domeny przy koncu N
nalozono migkkie wigzy otrzymane z jej struktury eksperymentalnej. Otrzymana
trajektoria zostata poddana analizie skupien [46], a nast¢gpnie wybrane modele
zostaly odbudowane do reprezentacji petno-atomowej i zoptymalizowane w
petno-atomowym polu sitowym [31, 32].

Analiza otrzymanych modeli wykazata obecno$¢ dwodch dominujgcych
konformacji, ktore w trakcie symulacji czesto przechodzily jedna w druga
(wyréznione na Rys. 2 jako a i b). Pozostate konformacje wyr6znione w analizie
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skupien okazaly si¢ by¢ znacznie mniej liczne oraz mniej korzystne
energetycznie (przyktadowa konformacja zostata oznaczona jako ¢ na Rys. 2).
Otrzymane w trakcie symulacji modele postuzyly do zaproponowania nowej
hipotezy thumaczacej funkcjonowanie FecA, oraz stanowig material do przysziej
weryfikacji metodami eksperymentalnymi.

Rys. 2. Reprezentatywne struktury biatka FecA otrzymane w wyniku symulacji modelem
CABS. Konformacje dominujace w trakcie symulacji oznaczono jako (a) oraz (b), przyktad
mniej dominujacej konformacji oznaczono jako (c). Okregiem zaznaczono domene¢ przy
koncu N, ktorej orientacja stanowi glowng rdznicg pomiedzy rozpatrywanymi strukturami
FecA.

Model CABS okazat si¢ rowniez wydajnym narzedziem w przypadku
modelowania petli zewnatrzkomérkowych receptorow GPCR [47]. W celu
sprawdzenia skutecznosci metody, algorytm CABS zastosowano do odtworzenia
konformacji drugiej petli zewnatrzkomérkowej receptorow Bl- 1 p2-
adrenergicznych oraz receptora A,, adenozynowego. W tym celu ze znanych juz
struktur eksperymentalnych usuni¢to odpowiednie fragmenty tancucha
peptydowego oraz podjeto probe przewidzenia ich struktury metoda ab initio
(wylacznie na podstawie sekwencji aminokwasowych). Podczas symulacji na
receptor zostaly nalozone wiezy z pomini¢gciem modelowanego fragmentu, ktory
pozostal w pelni ruchomy. Po odbudowie tancuchow bocznych modelowanego
fragmentu (przejsciu do reprezentacji petno-atomowej) zoptymalizowano
geometri¢ calego receptora metodg petno-atomowej mechaniki molekularnej.
Otrzymane petle wykazywaty wysokie podobienstwo do struktur krystalicznych
(wartos$¢ standardowego odchylenia potozen atoméw RMSD nie przekraczata 3
A dla fragmentéw modelowanego lancucha o dhugo$¢ od 24 do 31
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aminokwasow). Struktur¢ przestrzenng otrzymanej petli dla receptora [1-
adrenergicznego przedstawiono na Rysunku 3.

Rys. 3. Rysunek przedstawia najlepszy model drugiej zewnatrzkomoérkowej petli W
receptorze PBl-adrenergicznym. Strukture krystaliczng 0znaczono wypelnieniem w kratke,
przewidziany model kolorem biatym, a helisy transblonowe receptora kolorem czarnym.
Najlepsza uzyskana konformacja petli wykazala duze podobienstwo do struktury
eksperymentalnej (RMSD = 2.0 A, dtugo$¢ petli: 24 reszty).

6. Perspektywy

Obecnie przewiduje si¢, ze zrozumienie mechanizmow funkcjonowania
najwazniejszych biomolekul w komoérce, w tym 1 uktadéw biatko-btona, bedzie
mozliwe migdzy innymi dzigki konstrukcji uproszczonych modeli ich
funkcjonowania, ktore beda potrafity uchwyci¢ generalne zasady rzadzace
dynamikg ich struktury [48]. Rolg uproszczonych modeli bedzie okreslenie
kluczowych stanow uktadu, ktore beda punktem startowym dla bardziej
precyzyjnych metod symulacji.

Przyktadowo, proces dimeryzacji receptorow GPCR moze zostac
podzielony na dwa podstawowe etapy: dyfuzje dwoch receptorow w blonie oraz
tworzenie dimeru przez bezposredni kontakt dwoch bialek. Symulacja
pierwszego etapu moze zosta¢ wykonana z zastosowaniem reprezentacji
zredukowanej (co pozwoli na ograniczenie wykorzystywanych w tym etapie
zasobow obliczeniowych), podczas gdy drugi etap w reprezentacji peino-
atomowej (co pozwoli na szczegotowe zbadanie kluczowych oddzialywan
biatko-biatko niezbednych dla utworzenia stabilnego dimeru). Podstawowymi
problemami do rozwigzania w tym przypadku s3: odpowiedni dobér momentu
automatycznego '"przetaczenia" pomigdzy rdéznymi rozdzielczo$ciami oOraz
poprawne odwzorowanie biatka w pelno-atomowej rozdzielczosci bazujac na
jego strukturze w reprezentacji zredukowanej.

10
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Inng, obiecujacg strategiag modelowania wieloskalowego jest zastosowanie
modeli mieszanych. Kluczowe rejony badanych ukladow (miejsca wigzace
ligandy, miejsca kontaktu bialko-biatko, czy biatko-btona) moga zostac
odwzorowane w wysokiej rozdzielczosci, podczas gdy ich otoczenie - mnigj
istotne dla rezultatow symulacji - moze zosta¢ przedstawione w reprezentacji
zredukowanej.

Oprécz potrzeby rozwoju nowych, wydajnych strategii modelowania,
wskazuje si¢ rowniez na konieczno$¢ poprawy dokladnosci pdl sitowych,
zaréwno pelno-atomowych jak i zredukowanych [49, 50]. Niedawne odkrycia
doprowadzity do poprawy parametrow formutowanych dla czgsci transblonowe;j
biatka lub lipidow zawartych w blonie, ktore aktualnie dotycza wiekszej liczby
lipidow oraz lepiej odzwierciedlaja pomiary eksperymentalne niz jeszcze
niedawno [51-54]. Poprawne uwzglednienie wplywu interakcji biatkowo-
lipidowych jest waznym elementem symulacji, poniewaz liczne badania
wykazaly, ze czasteczki lipidéw biora czynny udziat w modulowaniu struktury
biatka i jego funkcji [55]. Przewiduje sie, ze lepsze odwzorowanie srodowiska
lipidow w modelach bton biologicznych oraz nowe struktury biatek btonowych
pozwola w niedalekiej przysztosci na modelowanie organizacji klastrow biatek
btonowych i wyjasnienie ich roli [56], np. w $ciezkach sygnalowych komorek
[57].
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