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Неупорядоченные белки или регионы белков характеризуются отсутствием четко выраженной 
трехмерной конформации. Их часто называют внутренне неупорядоченными белками или 
областями, но при этом они играют важную роль в различных клеточных процессах и связаны 
с развитием ряда патологий. В in silico исследовании мы изучили белковые комплексы, состоящие 
как из упорядоченного белка 14-3-3γ, так и белков с внутренне неупорядоченными областями: 
белка нуклеокапсида (N) SARS-CoV-2 и p53. Показано, что комплексы, смоделированные 
с помощью AlphaFold2 и прошедшие этап улучшения с использованием дискретного молекулярно-
динамического моделирования, приобретают определенную структуру в неупорядоченных областях. 
Этот процесс помогает решить одну из ключевых проблем в исследовании неупорядоченных 
белков – их склонность избегать стабильных конформаций. 
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Внутренне неупорядоченные (неструкту-
рированные) белки (intrinsically disordered pro-
teins, IDP) и регионы (intrinsically disordered 
regions, IDR) представляют собой широко 
распространенную группу белков, характери-
зующихся отсутствием четко определенных 
трехмерных структур в физиологических ус-
ловиях. [1, 2]. Термин “нечеткие комплексы”, 
или “fuzzy complexes”, относится к образован-
ным IDP или IDR и имеет широкий спектр 
применимости [3–6]. При белок-белковых 
взаимодействиях (protein-protein interaction, 
PPI) IDR-содержащие белки могут принимать 
определенные конформации и подвергаться 
переходам от неструктурированной к струк-
турированной конформации или остаются 
неструктурированными. Аномалии в неупо-
рядоченных комплексах могут способствовать 
развитию различных заболеваний. Например, 

нарушение гибкости белковых взаимодействий 
приводит к нарушениям сигналинга или дезре-
гуляции клеточных функций [7, 8]. 

Присутствие IDR в “нечетких комплексах” 
затрудняет их изучение с использованием тради-
ционных методов структурной биологии. Такие 
методы, как рентгеновская кристаллография, 
часто не “улавливают” динамическую природу 
взаимодействий в этих комплексах [9, 10]. 

Моделирование комплексов, включающих 
IDR, требует использования прогрессивных 
вычислительных подходов, которые учитыва-
ют высокую конформационную пластичность 
и неструктурированную природу исследуемых 
объектов. Среди доступных инструментов выде-
ляется AlphaFold2 (AF2; https://deepmind.google/
technologies/alphafold/) — система искусствен-
ного интеллекта, специально созданная для 

Сокращения: πDMD (parallel discrete molecular dynamic) – дискретная молекулярная динамика; IDP (intrinsically disordered 
proteins) – внутренне неупорядоченные белки; IDR (intrinsically disordered regions) – внутренне неупорядоченные области.
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предсказания трехмерных структур белков на 
основании их аминокислотных последователь-
ностей. AF2 предсказывает структуры с высо-
ким разрешением, что важно для моделирова-
ния как упорядоченных, так и неупорядоченных 
областей белков, хотя и с некоторыми ограниче-
ниями для последних. Несмотря на указанные 
ограничения AF2, мы попытались использовать 
этот алгоритм для моделирования комплексов, 
которые содержат упорядоченные и неупорядо-
ченные белки. С этой целью мы выбрали белок 
14-3-3γ в качестве упорядоченного компонента, 
а нуклеокапсидный (N) белок SARS-CoV-2 и бе-
лок p53 в качестве IDR-содержащих компонен-
тов комплекса.

Белок N, взаимодействующий с геном-
ной РНК SARS-CoV-2, образует рибонукле-
опротеид, который необходим для реплика-
ции вирусной РНК и сборки вириона. Кроме 
того, N-белок SARS-CoV-2 облегчает репли-
кацию и инфекционность вируса за счет его 
способности поддерживать разделение фаз 
жидкость–жидкость (liquid–liquid phase sepa-
ration, LLPS), что обусловлено присутствием 
IDR в структуре этого белка. Состоящий из 
419 а.о. N-белок SARS-CoV-2 имеет консерва-
тивные домены, включая N-концевой (NTD, 
49–175 а.о.) и C-концевой (CTD, 248–365 а.о.), 
а также три IDR: N-концевое плечо (N-плечо, 
1–48 а.о.), центральный линкерный участок 
(LKR, 176–247  а.о.) с Ser/Arg-богатым моти-
вом и C-концевой хвост (C-хвост, 366–419 а.о.). 
В инфицированных вирусом клетках белок  
14-3-3γ связывается с N-белком и защищает его 
от дефосфорилирования, тем самым влияя на 
его функциональную активность. В этом взаи-
модействии участвуют аминокислотные остатки 
S197 и T295 N-белка и K50, R57, K125 и R132 
клеточного белка 14-3-3γ [10–13]. 

Белок p53 функционирует как фактор транс-
крипции, участвующий в том числе в регуляции 
апоптоза, клеточного цикла и его остановки. 
Этот фактор транскрипции состоит из 393 а.о. 
и включает 5 доменов: трансактиваторный 
N-концевой (NTD, 1–50 а.о.), Pro-богатый 
(PR, 63–97 а.о.), ДНК-связывающий (DBD, 
102–292  а.о.), тетрамеризующий (TD, 323–
356  а.о.) и регуляторный C-концевой (CTD, 
363–393 а.о.). Известно, что TD и DBD струк-
турированы, но другие домены и линкерные об-
ласти между ними неупорядочены. Белки 14-3-3 
по-разному влияют на локализацию и функци-
ональность p53 в клетке: изоформы τ и σ повы-
шают концентрацию p53 в цитоплазме, а изо-
формы γ, β и ε усиливают связывание с ДНК 
(в этом взаимодействии участвуют аминокис-
лотные остатки S366, S378 и T387 белка p53). 

Важно отметить, что взаимодействие про-
исходит в тетрамерной структуре, где два моно-
мера 14-3-3γ, каждый из которых состоит из 9 
α-спиралей, связываются с двумя мономерами 
N-белка или p53. Мишенями 14-3-3γ служат 
фосфорилированные формы белков-партнеров 
[8, 9, 14, 15].

Проведенное нами исследование было на-
правлено на моделировании комплексов, содер-
жащих IDR, с использованием AF2 и улучшение 
выбранных моделей с помощью симуляций дис-
кретной молекулярной динамики (πDMD). Ос-
новной целью было исследование сборки IDR 
в комплексах. 

МЕТОДЫ
Для предсказания структуры белков исполь-

зовали версии v2.1.2, v2.2.3, v2.2.4 и v2.3.0, v2.3.1 
AlphaFold2 [16, 17]. 

πDMD – метод молекулярной динамики, 
разработанный для моделирования макромоле-
кулярных комплексов в биологически значимых 
масштабах. В отличие от традиционных методов 
молекулярной динамики, которые используют 
непрерывные потенциалы, πDMD основан на 
дискретных ступенчатых потенциалах как для 
связанных, так и несвязанных взаимодействий. 
Такой подход упрощает вычисления, решая бал-
листические уравнения движения для частиц, 
подвергающихся столкновениям, а не интегри-
руя уравнения движения Ньютона для каждой 
частицы в системе. Временные шаги в πDMD 
являются динамическими и обусловлены собы-
тиями. Событие определяется как момент, когда 
частица приближается к расстоянию взаимодей-
ствия с другой частицей, что обычно называют 
“столкновением”. В этот момент ее скорость 
мгновенно изменяется в соответствии с принци-
пами сохранения энергии, импульса и углового 
момента. Этот подход позволяет эффективно си-
мулировать большие биомолекулы в расширен-
ных временных масштабах. Распараллеливание 
моделирования πDMD – задача сложная из-за 
той же событийной природы, где каждое собы-
тие зависит от предыдущих. Столкновения и со-
бытия без столкновений, такие как водородные 
связи, связаны, что означает, что предыдущее 
столкновение может повлиять на время и место 
будущих событий. Однако эта связь ограничена 
скоростью, с которой распространяются эффек-
ты. Многие прогнозы остаются верными, если 
атомы находятся достаточно далеко друг от друга, 
что минимизирует влияние ранних столкновений 
на последующие. Распараллеливание, связанное 
с событиями, в πDMD делит цикл моделирова-
ния на несколько этапов. События столкновений 
прогнозируются и сохраняются во временной па-
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мяти до проверки, после чего действительные со-
бытия фиксируются в системе. Этот метод позво-
ляет выполнять большинство задач параллельно, 
в то время как только последний этап фиксации 
обрабатывается последовательно, что повышает 
производительность. Силовое поле Medusa, ин-
тегрированное в πDMD, основано на неявной 
модели растворителя EEF1 и методологии оцен-
ки водородных связей. Расстояние отсечки/cutoff 
для всех несвязанных взаимодействий составило 
9.0 Å [18, 19].

Симуляции проводили в течение 2 × 106 
шагов, что равно 100 нс. Симуляции с шагом  
2 × 106 продолжались около 2 недель. Комплек-
сы 14-3-3γ/N содержали 12  988 атомов, а ком-
плексы 14-3-3γ/p53 – 12 398 атомов. Симуляцию 
проводили с использованием 12 ядер CPU (Cen-
tral processing unit, центральное процессорное 
устройство) на процессоре AMD Ryzen Thread-
ripper 3970X 32-Core Processor (“Advanced Micro 
Devices”, США).

Анализ кластеризации проводили с исполь-
зованием программы TTClust (https://github.
com/tubiana/TTClust), предназначенной для 
кластеризации траекторий молекулярной ди-
намики. Файлы траектории использовали пос
ле πDMD. В качестве выходных данных были 
представлены дендрограмма в виде линейного 
проекционного отображения и столбчатая диа-
грамма[20]. 

Инструменты PyMol (https://pymol.org/) 
и ChmieraX [21] использовали для визуализа-
ции, а Grace (https://plasma-gate.weizmann.ac.il/
Grace/) – для построения графиков.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Моделирование комплексов 14-3-3γ/N 

и 14-3-3γ/p53 выполнено с использованием 
AF2-версий v2.1.2, v2.2.3, v2.2.4, v2.3.0 и v2.3.1. 
Всего было смоделировано 1300 и 1600 структур 
соответственно для 14-3-3γ/N и 14-3-3γ/p53. Ка-
ждая структура прошла анализ вручную, после 
чего в качестве окончательных моделей были 
выбраны 2 структуры для 14-3-3γ/N и 2 для 
14-3-3γ/p53 – на основе значений RMSD (root 
mean square deviation) с доступными для рент-
геновского анализа доменами: NTD и CTD для 
N-белка и DBD и TD для p53 – как показано на 
рис. 1.

Из суперимпозиции выбранных комплексов 
со структурами доменов, полученных с помо-
щью рентгеноструктурного анализа, и значений 
RMSD видно, что алгоритм AF2 точно смоде-
лировал комплексы для консервативных обла-
стей. В случае IDR мы ожидали низкую оценку 
прогнозирования. В связи с отсутствием рент-
геновских структур для полноразмерных мо-
лекул исследованных нами белков, а также для 
IRD сравнить их с предсказанными AF2 моде-
лями по значениям RMSD не представлялось 
возможным. Именно поэтому мы использовали 

NTD-цепь-1

RMSD = 1.14 Å

RMSD = 1.32 Å RMSD = 1.31 Å RMSD = 2.16 Å RMSD = 2.15 Å RMSD = 1.35 Å RMSD = 1.85 Å RMSD = 2.17 Å RMSD = 2.19 Å

DBD- цепь-1, цепь-2 DBD- цепь-1, цепь-2ммTD- цепь-1, цепь-2 TD- цепь-1, цепь-2

RMSD = 1.15 Å RMSD = 0.74 Å RMSD = 1.92 Å RMSD = 1.15 Å RMSD = 1.58 Å

NTD-цепь-2 CTD NTD-цепь-1 NTD-цепь-2 CTD

14-3-3γ/N комплекс-1

14-3-3γ/p53 комплекс-1 14-3-3γ/p53 комплекс-2

14-3-3γ/N комплекс-2

X-ray модели для N-белка X-ray модели для белка p53

AF2 модели для  N- белка AF2 модели для белка p53

Рис. 1. Смоделированные AlphaFold2 комплексы 14-3-3γ/N и 14-3-3γ/p53. Сравнение с доступными для рентгено-
структурного анализа доменами для N-белка SARS-CoV-2 [PDB ID: 6WZQ (CTD) и 7N0R (NTD)] и белка p53 [PDB 
ID: 2XWR (DBD) и 1AIE (TD)]. RMSD (root mean square deviation) – среднеквадратичное отклонение; X-ray – 
рентгеноструктурный анализ.

https://pymol.org/
https://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/
https://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/
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оценку pLDDT (predicted Local Distance Dif-
ference Test), которую широко применяют для 
отображения достоверности структур, смодели-
рованных AF2. pLDDT (https://www.ebi.ac.uk/
training/online/courses/alphafold/inputs-and-
outputs/evaluating-alphafolds-predicted-structures-
using-confidence-scores/plddt-understanding-local-
confidence/) оценивает уровни достоверности 
отдельных аминокислотных остатков в прогно-
зируемых структурах белка. Оценка варьирует от 
0 до 100, при этом значения выше 90 указывают 
на высокую достоверность, а ниже 50 – на низ-
кую. pLDDT оценивает, совпадает ли предска-
занное расположение остатка с расстояниями 
между его атомом Cα и соседними атомами Cα  
(в пределах 15 Å) в фактической структуре белка. 
Регионы с pLDDT-оценками в пределах от 50 до 
70 указывают на IDR в структуре белка [17]. На 
рис. 2 все 4 комплекса показаны с использова-
нием оценки достоверности pLDDT.

Также мы рассчитали расстояния между сай-
тами связывания в белках. Наименьшие рас-
стояния между сайтами связывания комплек-
са-1 14-3-3γ/N составляют: между мономером-1 
[T205 и K50]  1.57 Å,  между мономером-2 [T205 
и R57] 1.62 Å. В комплексе-2 расстояние между 
мономером-1 [T205 и K125] составляет 1.78  Å, 
между мономером-2 [T205 и K125] – 5.75  Å. 

В комплексе-1 14-3-3γ/p53 расстояние между 
мономером-1 [S378 и R57] составляет 4.41  Å, 
между мономером-2 [S378 и K50] – 9.03 Å, 
в комплексе-2 расстояние между мономером-1 
[S378 и K50] равно 8.68 Å, между мономером-2 
[S378 и K50] – 7.21 Å.

Симуляцию πDMD использовали для улуч-
шения выбранных белковых моделей. Метод 
πDMD эффективен при изучении сборки белко-
вых комплексов, прогнозировании конформа-
ций в белок-белковых взаимодействиях и анали-
зе IDR [22–24]. Учитывая эти возможности, мы 
использовали πDMD для исследования сборки 
IDR-содержащих белков в комплексах с 14-3-3γ.

πDMD – основанный на физике метод си-
муляции, который использует дискретные энер-
гетические потенциалы вместо непрерывных. 
Этот подход позволяет проводить симуляции 
биомолекулярных систем в масштабе микро-
секунд на стандартных персональных компью-
терах, без привлечения суперкомпьютеров или 
специализированного оборудования. Вместо 
того, чтобы непрерывно вычислять силы на 
каждом временном шаге для обновления ско-
ростей и положений, πDMD использует балли-
стическое движение и назначает временной шаг 
как время до следующего происходящего взаи-

14-3-3γ/p53 комплекс-1 14-3-3γ/p53 комплекс-2
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to 50
to 0
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Рис. 2. Смоделированные алгоритмом AF2 окончательные структуры, окрашенные по шкале plDDT.
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модействия (“события”). Этот метод позволяет 
экономить время и вычислительные ресурсы 
и поэтому востребован при изучении сложных 
биомолекулярных систем [22]. 

Важно отметить, что πDMD использует 
силовое поле Medusa, которое применяется 
к стандартным аминокислотам и не учитыва-
ет их модифицированные формы – такие как 
фосфорилирование [25]. Это стало проблемой 
и ограничением для анализа выбранных нами 
комплексов, так как фосфорилирование партне-
ра играет решающую роль во взаимодействиях 
белка 14-3-3γ. Учитывая этот факт, мы продол-
жили эксперименты по исследованию сборки 
IDR. Было особенно интересно выяснить, из-
менится ли и, если да, то как расстояние в сай-
тах связывания по сравнению с первоначальной 
структурой. 

Мы провели πDMD-симуляции со все-
ми 4 выбранными комплексами. Система 
комплексов 14-3-3γ/N состояла из 12988 ато-

мов, и πDMD-симуляции были запущены для  
2 × 106 шагов. Траектории записывали через 
каждые 100 шагов и получили 20 000 фреймов.

Во время симуляций происходили некоторые 
изменения в структурах белков. Визуализация 
траектории динамики показала, что для ком-
плекса-1 сборка IDR началась около фреймов 
750–800, тогда как для комплекса-2 – в районе 
фреймов 1  200–1  500. На рис. 3а, б проиллю-
стрирована начальная структура каждого ком-
плекса после AF2-моделирования и выделены 
фреймы, где наблюдалась сборка IDR. 

Для двух комплексов 14-3-3γ/p53 были вы-
полнены πDMD-симуляции по 2 × 106 шагов, 
где каждый комплекс состоял из 12 398 атомов. 
Траектории симуляции записывали с интерва-
лом в 100 шагов, в результате чего было сгене-
рировано 20 000 фреймов. Визуализация пока-
зала, что сборка IDR для комплекса-1 началась 
примерно с 200 фрейма, а для комплекса-2 – 
примерно с 300 фрейма. Интересно, что комп-

а

в

б

г

14-3-3γ/N комплекс-1 начальная структура 14-3-3γ/N комплекс-2 начальная структура

14-3-3γ/p53 комплекс-1 начальная структура 14-3-3γ/p53 комплекс-2 начальная структура

Фрейм 800 Фрейм 1500

Фрейм 1500Фрейм 500

Рис. 3. Результаты πDMD-симуляции. а – Комплекс-1 114-3-3γ/N: начальная структура и фрейм 800; б – Комплекс- 
2 14-3-3γ/N: начальная структура и фрейм 1500; в – Комплекс-1 14-3-3γ/p53: начальная структура и фрейм 500;  
г – Комплекс-2 14-3-3γ/p53: начальная структура и фрейм 1500. Все структуры представлены сбоку.
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лекс-1 был полностью собран после 500 фрейма 
(рис. 3в), а комплекс-2 – после 1500 (рис. 3г). 

После πDMD-симуляции был проведен кла-
стерный анализ с использованием программы 
TTClust [20]. Обнаружено 4 кластера для ком-
плекса-1 14-3-3γ/N с почти одинаковым числом 
конформаций, тогда как комплекс-2 образовы-
вал 2 кластера со значительно различающимся 
числом конформаций (рис. 4a, б). 

Из каждого кластера были выбраны репре-
зентативные центроиды: 4 для комплекса-1 
(рис. 4а) и 2 для комплекса-2 (рис. 4б). Сборки 
IDR выражены в каждом центроиде, что дока-
зывает, что комплексы оставались собранными 
в течение всего эксперимента. Это подтвержде-
но при визуализации траектории.

Важный параметр, который планировали 
оценить, – расстояние между сайтами взаимо-
действия. Мы изучили расстояние между всеми 
потенциальными взаимодействиями с участием 
аминокислотных остатков в сайтах связывания 
для 4 комплексов, как показано на рис. 5 и 6. 
Как видно из представленных графических дан-
ных, расстояние между аминокислотами в сай-
тах связывания значимо не уменьшалось на 
протяжении всего эксперимента – симуляции 
πDMD. Хотя в некоторых фреймах расстояние 
между сайтами связывания иногда достига-
ло 5 Å, среднее значение составляло ~20 Å для 
комплексов 14-3-3γ/N и ~7.6 Å для комплексов 
14-3-3γ/p53.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В этом исследовании мы продемонстриро-

вали, что алгоритм AF2 можно использовать для 
моделирования тетрамерных комплексов, содер-
жащих IDR, а дальнейшее улучшение моделей 
проводить с помощью πDMD-симуляции. Одна 
из проблем, с которой мы столкнулись в ходе экс-
перимента, – это моделирование IDR, что связано 
с отсутствием определенной трехмерной структу-
ры. Традиционные методы часто не справляются 
с IDR-содержащими белками из-за подвижности 
их структур. Таким образом, указанный подход 
может быть полезным и важным для изучения 
комплексов белков с IDR [1, 2, 26–29]. 

Конечно, моделирование неупорядоченных 
регионов было одним из ограничений для AF2, 
поскольку эти области обычно не имеют гомо-
логов и имеют низкие значения pLDDT после 
моделирования. Вот почему было выбрано улуч-
шение моделей с помощью дальнейшей симуля-
ции πDMD, с основной целью – увидеть сборку 
IDR. Моделирование πDMD оказалось доволь-
но удобным подходом для того, чтобы увидеть 
сборку неупорядоченных участков в тетрамер-
ных комплексах белков за короткий период мо-
делирования. Это стало возможным потому, что 
метод моделирования πDMD использует физику 
баллистического движения для генерации траек-
торий частиц в пространстве с течением времени 
в соответствии с дискретными энергетическими 
потенциалами на основе расстояния [22]. 

Выбранные нами для исследования IDR-
содержащие белки: N SARS-CoV-2 и p53 – были 
использованы в качестве мишеней клеточного 
белка 14-3-3γ, который связывается с фосфо-

а б
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рилированными аминокислотными остатками 
в полипептидной цепи. Однако, как упомина-
лось выше, силовое поле Medusa, используемое 
πDMD, не учитывает нестандартные или моди-
фицированные аминокислоты [25]. В качестве 
одного из возможных сценариев мы рассма-
тривали замену фосфорилированых аминокис-
лотных остатков на мутанты-фосфомимети-
ки и предполагали, что в этом случае не будет 
проблем с силовым полем Medusa. Однако не-
давно A. Kozeleková и др. [30] показали, что фос-
фомиметики не заменяют фосфорилированные 
формы белков, поэтому мы исключили этот ва-
риант из рассмотрения. 

Тем не менее основная цель проводимого 
нами исследования заключалась в понимании об-
щей динамики взаимодействия IDR-содержащих 
белков – в частности определить, происходит ли 
сборка IDR во время молекулярной симуляции. 
И это было подтверждено с помощью πDMD. 
При относительно короткой πDMD-симуляции 
мы наблюдали сборку комплексов 14-3-3γ/N 
в диапазоне фреймов 800–1500, а комплексов 
14-3-3γ/p53, начиная с фрейма 500 и заканчивая 
1500 (все 20 000 конформаций после 2 × 106 ша-
гов πDMD-моделирования).

Для взаимодействия с 14-3-3γ белки N и p53 
должны быть фосфорилированы в специфи-
ческих сайтах связывания, а именно по S197 
и T205 в N-белке и по S366, S378 и T387 в p53. 
Мы проанализировали расстояния между этими 
сайтами связывания (нефосфорилированными) 
по всей траектории и обнаружили, что рассто-
яния между ними увеличивались со временем, 
а не уменьшались (на рис. 5 и 6 показана флук-
туация расстояний между всеми возможными 
сайтами связывания для комплексов 14-3-3γ/N  
и 14-3-3γ/p53), подтверждая, что фосфорилиро-
вание аминокислот необходимо для взаимодей-
ствия с белком 14-3-3γ. 

Таким образом, в результате проведенного 
исследования показано, что алгоритм AF2 мож-
но использовать для моделирования комплек-
сов, содержащих IDR, а система πDMD – для 
изучения сборки IDR на ранней стадии симу-
ляции. Кроме того, получено подтверждение, 
что для взаимодействия 14-3-3γ с мишенями: 
N-белком SARS-CoV-2 и p53 – необходимо их 
фосфорилирование. 

Ограничения исследования. Структуры, смо-
делированные и описанные в этом исследова-
нии для комплексов 14-3-3γ/N и 14-3-3γ/p53, 
являются теоретическими. В связи с отсут-
ствием рентгеноструктурных данных по пол-
норазмерным структурам этих комплексов для 
подтверждения точности полученных моделей 
необходима их экспериментальная проверка.

Работа выполнена при поддержке Комитета выс-
шего образования и науки Республики Армения 
в рамках научных проектов №№ 21AG-1F057, 22AA-
1F026 и 22AA‐1F025.

Статья не содержит исследований с использова-
нием людей или животных.
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πDMD-СИМУЛЯЦИЯ КАК СТРАТЕГИЯ ДЛЯ УЛУЧШЕНИЯ СТРУКТУР 

πDMD Simulation as a Strategy for Refinement of AlphaFold2 Modeled  
Fuzzy Protein Complex Structures
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Disordered proteins are of great interest due to their structural features, as they do not have well-defined 
three-dimensional structures. These proteins, often called intrinsically disordered proteins or regions, play 
critical roles in various cellular processes and are associated with the development of a number of diseases. 
Our in silico research focused on the investigation of protein complexes that include both the ordered 
protein, such as 14-3-3γ, and proteins with intrinsically disordered regions, such as nucleocapsid (N)  
of SARS-CoV-2 and p53. Our findings demonstrate that complexes modeled by AlphaFold2 and refined 
using discrete molecular dynamics simulations acquire assembled structures in disordered regions. After 
refinement, the modeled complexes exhibit a degree of structural assembly that addresses a key challenge in 
studying disordered proteins – their propensity to evade stable conformations.

Keywords: AlphaFold2, πDMD, intrinsically disorder regions, nucleocapsid protein, p53, 14-3-3γ
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