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Identifikace proteinových tunelů s využitı́m
molekulárnı́ch dynamik
Bc. Petr Kohout*

Abstrakt

Tato práce se zabývá analýzou proteinových struktur. Cı́lem je vytvořit Caver Web 2.0 – novou
verzi webové aplikace, která začlenı́ dalšı́ vědecké nástroje a uživatelům umožnı́ projı́t kompli-
kovaný pracovnı́ protokol za poskytnutı́ relevantnı́ch výsledků bez nutnosti hlubšı́ znalosti inte-
grovaných nástrojů. Vše bude zprostředkováno prostřednictvı́m jednoduchého a interaktivnı́ho
uživatelského rozhranı́. Aplikace rozšiřuje původnı́ aplikaci Caver Web 1.0 o nové vlastnosti. Caver
Web 1.0 je webový server vhodný pro identifikaci proteinových tunelů a kanálů, pro které umožňuje
spustit analýzy transportu ligandů. Program se vyznačuje intuitivnı́m a uživatelsky přı́větivým roz-
hranı́m s minimem požadovaných vstupů od uživatele. Server je vhodný i pro výzkumnı́ky bez
pokročilých bioinformatických nebo technických znalostı́. Jeho současná verze je ve vědecké komu-
nitě dobře zavedená a velmi využı́vaná (35 000 dokončených výpočtů během dvou let provozu).
Nejvýznamnějšı́m omezenı́m současné verze je možnost analyzovat pouze statickou strukturu,
což často poskytuje neúplný biologický obraz. Proto jsme se rozhodli nástroj rozšı́řit o výpočet
molekulárnı́ch dynamik, které poskytnou ucelený obraz na proměny proteinových struktur. Touto
funkcı́ se Caver Web 2.0 stane prvnı́m webovým nástrojem, který bude poskytovat analýzu tunelů
bez nutnosti ručnı́ch výpočtů molekulárnı́ch dynamik. Grafické uživatelské rozhranı́ bude navrženo
speciálně pro vědeckou komunitu s podporou jednoduchého exportu. Nástroj bude zdarma k dispo-
zici celé vědecké komunitě.
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1. Úvod

Jednou z hlavnı́ch složek živých organismů na planetě
jsou makromolekulárnı́ sloučeniny zvané proteiny (bı́l-
koviny). Proteiny jsou tvořeny řetězcem aminokyselin,
který je syntetizován na základě informace obsažené
v DNA. Sekvence aminokyselin se za působenı́ neko-
valentnı́ch vazeb, které působı́ mezi vodı́ky (vodı́kové
můstky), ionty (iontové vazby) a mezi molekulami

(van der Waalsovy sı́ly), formuje do 3D prostorové
struktury zvané konformace. Posloupnost aminoky-
selin jednotlivých proteinů zajišt’uje jejich unikátnı́
konformaci, která jim také přiřazuje jedinečné vlast-
nosti [1].

Při pohledu na protein bychom však neviděli ne-
hybný propletenec proteinové struktury, ale pulzujı́cı́
a neustále se měnı́cı́ systém. Výše zmı́něné sı́ly v kom-
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binaci s vlivy z okolnı́ho prostředı́ (působenı́ rozpouš-
tědla, dalšı́ molekuly) majı́ za následek neustálý pohyb
atomů v rámci proteinu. Pro tento děj se zavedl po-
jem molekulárnı́ dynamiky a má za následek neustálé
proměny proteinových konformacı́.

Proteiny můžeme nalézt ve vlasech (keratin) a sva-
lech (aktin), kde ovlivňujı́ náš vzhled a umožňujı́ mo-
toriku, nebo v mozku (myelin), kde zajišt’ujı́ správné
a rychlé vedenı́ nervových vzruchů. Proteiny můžeme
rozdělit do několika oblastı́. Hovořı́me o transportnı́ch,
stavebnı́ch, zásobnı́ch, pohybových, ochranných a kata-
lytických funkcı́ch [2].

Analýza proteinů je velmi užitečná nejenom k lep-
šı́mu pochopenı́ živých organismů, ale také k jejich
cı́lenému vylepšovánı́. Proteiny jsou často velmi zajı́-
mavým cı́lem aplikace léčiv, které dokážı́ ovlivnit je-
jich funkci. Dalšı́ oblastı́ využitı́ proteinů je průmysl
(napřı́klad syrovátka). Většina z nich však nenı́ k využi-
tı́ v průmyslu vhodná, protože se vyvinuly uvnitř buněk
a mimo ně nedokážı́ fungovat. Proto vzniká tlak na na-
lezenı́ jejich mutacı́, které jejich vlastnosti zlepšı́.

Odbornı́ci, kteřı́ se věnujı́ analýze, úpravě a syntéze
proteinů, se nazývajı́ proteinovı́ inženýři. Jelikož fy-
zické laboratornı́ experimenty jsou časově i finančně
náročné, přesouvá se značná část experimentů do ob-
lasti výpočetnı́ techniky, kdy vznikajı́ specializované
programy.

Dı́ky tomu zažila bioinformatika explozi a v součas-
né době existuje nepřeberné množstvı́ počı́tačových
různých nástrojů a algoritmů, které jsou schopny ana-
lyzovat téměř všechny možné aspekty proteinů: jejich
funkce, struktury a vlastnosti.

2. Enzymy a proteinové tunely v čase

Z výše zmı́něného výčtu funkčnı́ch skupin proteinů se
posledně jmenovaná skupina (tzv. enzymy) podı́lı́ na
biochemických procesech, které probı́hajı́ v organismu
a zpracovávajı́ nebo produkujı́ důležité látky.

Enzymy jsou nedı́lnou součástı́ každé buňky, která
jich obsahuje velké množstvı́. V buňce plnı́ velice
užitečnou funkci katalyzátorů chemických reakcı́, kdy
snižujı́ potřebnou aktivačnı́ energii. Bez jejich přı́tom-
nosti by většina chemických dějů v buňce neprobı́hala
[2].

Od ostatnı́ch skupin proteinů se odlišujı́ předevšı́m
principem fungovánı́. Zatı́mco ostatnı́ skupiny pouze
navážı́ svůj ligand (malou molekulu) a tı́m je jejich
aktivita splněna, pro enzymy je to prvnı́ potřebný krok
k zahájenı́ jejich činnosti, kdy vážı́ jeden nebo vı́ce
ligandů, zvaných substráty. Poté substrát vázaný v tzv.
aktivnı́m mı́stu (napřı́klad principem zámku a klı́če)
přeměňujı́ na produkt při tvorbě nebo rušenı́ kova-

lentnı́ch vazeb. Po dokončenı́ reakce je produkt dı́ky
pozměněné struktuře, která již nesplňuje podmı́nky
pro vázánı́ v aktivnı́m mı́stu, uvolněn do prostředı́ [2].

2.1 Proteinové tunely
Ve všech skupinách proteinů můžeme nalézt spousty
zákrutů, otvorů a dlouhých slepých chodeb, které se
nazývajı́ tunely. Problematika těchto tunelů je však
důkladně studována ve spojitosti s enzymy, které si
v milionech let trvajı́cı́ evoluci vyvinuly a zformovaly
svá aktivnı́ mı́sta právě na konci těchto chodeb [3].

Potenciálnı́m důvodem přenosu aktivnı́ho mı́sta
do vnitra enzymů může být snaha enzymů o plnou
kontrolu okolı́ aktivnı́ho mı́sta, která by na povrchu
mohla být ovlivněna různými rozpouštědly z okolnı́ho
prostředı́. Aktivnı́ mı́sta jsou spojena s povrchem tu-
nely, které zprostředkovávajı́ výměnu látek mezi ak-
tivnı́m mı́stem a vnějšı́m prostředı́m a rozšiřujı́ tak
model zámku a klı́če o prvek klı́čové dı́rky. Klı́čová
dı́rka v tomto přı́padě tvořená tunelem určitého tvaru
a složenı́ předurčuje enzymatickou funkci celého en-
zymu [3].

V literatuře se lze setkat s mnoha výklady termı́nu
tunel (tunnel) a kanál (channel). V rámci tohoto textu
a studované literatury pojem tunel označuje spojenı́
mezi aktivnı́m mı́stem uvnitř enzymu a jeho povrchem
nebo spojenı́ mezi aktivnı́mi mı́sty uvnitř enzymu, či
v proteinovém komplexu (multimeru). Pojem kanál
označuje spojenı́ různých částı́ povrchu proteinu, kte-
rou může látka projı́t bez nutnosti transformace (viz
obrázek 1) [3].

Obrázek 1. Proteinový kanál (A) a tunel (B) (převzato
z [4]).

Nejužšı́ mı́sto tunelu se nazývá hrdlo. Hrdlo tu-
nelu je často ovládáno tzv. bránou, která toto mı́sto
může ještě vı́ce zužovat (uzavı́rat) a učinit tak tunel
neprůchozı́. Brána často otevı́rá tunel v určitém časo-
vém intervalu, takže nabı́zı́ dalšı́ regulačnı́ mechanis-
mus pro přı́stup látek do aktivnı́ho mı́sta [3].

Některé proteiny při prvotnı́ analýze působı́ do-
jmem, že obsahujı́ neměnné permanentnı́ tunely, které



se v čase neuzavı́rajı́. Pokud bychom však tyto pro-
teiny podrobili dlouhodobému pozorovánı́ s možnostı́
identifikace tunelů v reálném čase, zjistili bychom, že
některé proteiny disponujı́ dalšı́mi otevřenými tunely
jen v určitých okamžicı́ch. Tunely, které jsou identifi-
kovány jen ve vybraném čase se nazývajı́ přechodné
(transient) [3].

2.1.1 Počı́tačová analýza tunelů
Pro detekci tunelů je nutné protein reprezentovat vhod-
nou strukturou. Protože tunel procházı́ volným prosto-
rem uvnitř proteinu, musı́ pro něj platit, že jeho osa se
nacházı́ v největšı́ možné vzdálenosti od jeho atomů.
K nalezenı́ osy se využı́vá konstrukce Voroného dia-
gramu [5]. Vrcholy diagramu odpovı́dajı́ atomům pro-
teinu a jeho hrany identifikujı́ osu tunelu. Ke spuštěnı́
výpočtu tunelu je nejprve zapotřebı́ specifikovat bod
uvnitř proteinu, ze kterého je vyhledávánı́ spuštěno.
Poté je vyhledána cesta po hranách Voroného diagramu
až do vnějšı́ho prostředı́ bı́lkoviny. K prohledávánı́ lze
využı́t napřı́klad Dijkstrova algoritmu [6].

2.1.2 Analýza dynamického chovánı́
Jelikož v současnosti existujı́ v naprosté většině zázna-
my pouze o statické podobě proteinů, je nutné pro
sledovánı́ změn v struktuře proteinů v čase využı́t
počı́tačových programů. Pro sledovánı́ změn struk-
tury proteinu v čase se využı́vá výpočtu molekulárnı́ch
dynamik.

Simulace molekulárnı́ch dynamik je metoda určená
na analýzu proměnlivosti atomových struktur (a tedy
i tunelů). Simulace umožňujı́ předpovı́dat chovánı́ mo-
lekul za určitých podmı́nek (teploty, tlaku a prostředı́).
Pro výpočet molekulárnı́ch dynamik se použı́vá spe-
cializovaný software. Mezi nejpopulárnějšı́ nástroje
patřı́ AMBER, CHARM, GROMACS, NAMD a YASARA.
Ačkoli se jedná o velice optimalizované nástroje, stále
nenı́ možné simulovat rozsáhlé a dlouhé dynamiky
z důvodu velké náročnosti na hardware a výpočetnı́
čas. Přı́kladem stroje, který je schopen provést výpočty
simulujı́cı́ trvánı́ pozorovánı́ stovky nanosekund nebo
jednotky mikrosekund za využitı́ velkého množstvı́
grafických jednotek, je superpočı́tač Anton [3].

Simulace molekulárnı́ch dynamik probı́há v si-
mulačnı́ch krocı́ch a k popisu chovánı́ systému využı́vá
druhého Newtonova zákona. U každé částice systému
(atomu nebo molekuly) je veden záznam o jejı́ kine-
tické energii (směru a zrychlenı́). V každém kroku
simulace je proveden integračnı́ krok a je určena nová
souřadnice a energie částice. Pohyb částice je ovlivněn
působenı́m okolnı́ch částic prostřednictvı́m elektrosta-
tických sil a kovalentnı́ch a nekovalentnı́ch vazeb mezi
nimi. Parametry jednotlivých částic (hmotnost, veli-

kost a dalšı́) jsou definovány pomocı́ tzv. silových polı́,
jejichž hodnoty byly naměřeny v laboratořı́ch. [7, 8].

2.1.3 Využı́vánı́ proteinových tunelů
Jak bylo zmı́něno výše, současná lidská činnost se
zaměřuje předevšı́m na analýzy možnosti kontroly
proteinů. Snahou proteinových inženýrů je navýšit,
či blokovat funkčnost jednotlivých proteinů za účelem
dosaženı́ kýženého efektu v organismu nebo biolo-
gickém systému. V přı́padě záměru blokace činnosti
enzymu nabı́zı́ proteinové tunely ideálnı́ mı́sto pro
vloženı́ (navázánı́) tzv. artefaktů, které aktivnı́ mı́sto
proteinu učinı́ nepřı́stupným pro objekty z vnějšı́ho
prostředı́ [3]. Naopak v přı́padě snahy navýšenı́ pro-
dukce enzymu se vědci zaměřujı́ na způsoby, jak učinit
přı́stupovou cestu do aktivnı́ho mı́sta přı́větivějšı́ pro
vybraný ligand. Tohoto efektu lze docı́lit opakem dřı́ve
zmı́něné techniky, a to odstraněnı́m přı́padných arte-
faktů, které by mohly blokovat cestu ligandu k ak-
tivnı́mu mı́stu. Odstraněnı́ blokujı́cı́ch artefaktů lze
provést substitucı́ (mutacı́) dané sekvence aminokyse-
lin v proteinu. Změny v základnı́ sekvenci aminokyse-
lin však mohou způsobit jiné nežádoucı́ efekty, a proto
je nutné mı́t možnost tyto změny rychle a jednoduše
ověřovat a reportovat. Zmı́něné techniky jednoznačně
ukazujı́, jak důležitá mı́sta pro činnost proteinů tunely
představujı́. Proto je potřebné zmı́nit důležitost a nut-
nost tvorby aplikacı́ v doméně analýzy proteinových
tunelů, které vědecké komunitě tyto možnosti poskyt-
nou.

Za tı́mto účelem vznikla aplikace Caver Web [9],
která bude prezentována v článku. Jejı́m úkolem je
zjednodušit a urychlit práci proteinovým inženýrům
bez nutnosti podrobné znalosti integrovaných nástrojů.
Uživatelé jsou odstı́něni od nastavovánı́ a spouštěnı́ jed-
notlivých nástrojů ve správném pořadı́ a se správnou
vstupnı́ konfiguracı́. Mohou se tak plně zaměřit na
analýzu proteinových tunelů a kanálů.

3. Existujı́cı́ řešenı́
Tato práce je realizována pod záštitou Loschmidtových
laboratořı́, ve kterých vznikla prvnı́ verze aplikace
Caver Web 1.0 [9]. Aplikaci implementoval vedoucı́
této práce Mgr. Jan Štourač, a proto byla k rozšı́řenı́
zvolena právě tato aplikace.

Současně vznikajı́cı́ nástroj Caver Web 2.0 vytvořı́
novou generaci již existujı́cı́ho nástroje. Nová verze
aplikace přinášı́ rozšı́řenı́ o molekulárnı́ dynamiky. In-
tegrace molekulárnı́ch dynamik v rámci webové apli-
kace vytvářı́ zcela novou dimenzi a v současné době
nenı́ známa aplikace se stejnými možnostmi.

V rámci tvorby předchozı́ verze byl proveden prů-
zkum již existujı́cı́ch řešenı́ v oblasti analýzy protei-



nových struktur a proteinových tunelů. Srovnánı́ exis-
tujı́cı́ch řešenı́ obsahuje tabulka 1.

Původnı́ verze aplikace se skládá z přı́močarého
workflow, které uživatele provede celým procesem
bez nutnosti jeho většı́ch zásahů. Nová verze apli-
kace toto workflow rozšiřuje o nové užitečné kroky
se zachovánı́m původnı́ho postupu. Proto zde bude
tento postup zkráceně popsán a následně rozšı́řen o po-
pis nových funkcionalit v dalšı́ části textu. Nástroj
[9] je dostupný na adrese: https://loschmidt.
chemi.muni.cz/caverweb/. Pracovnı́ protokol
je zachy-cen na obrázku 5. V prvnı́ fázi je uživatel
vyzván k výběru struktury, se kterou bude program
pracovat. Uživatel může vložit svoji proteinovou struk-
turu ve formátu pdb nebo cif.

Nejdůležitějšı́m krokem při detekci tunelu je výběr
správného výchozı́ho bodu. Pro detekci tunelů je využit
software Caver [17], kde výchozı́ bod definuje společný
bod pro všechny detekované tunely. Špatně umı́stěný
bod může významně ovlivnit relevanci detekovaných
tunelů. Pro usnadněnı́ výběru počátečnı́ho bodu se
využı́vá automatických protokolů, které vyberou výcho-
zı́ body vhodné pro nejběžnějšı́ scénáře. Nástroj umož-
ňuje vybrat počátečnı́ bod jednou ze čtyř možnostı́: (i)
výběr katalytické kapsy; (ii) výběr kapsy; (iii) výběr
ligandu, a (iv) výběr ze sekvence s možnostı́ manuálnı́
korekce souřadnic [9].

Poslednı́m (nepovinným) krokem pracovnı́ho po-
stupu je analýza transportu ligandů skrze detekované
tunely. Pro analýzu transportu se využı́vá software Ca-
verDock [18]. Požadovaným vstupem pro kalkulace
transportu ligandu je nutné zadat dvě informace. Prvnı́
část vstupu tvořı́ ligand, což je malá molekula, kterou
lze nahrát v podobě souboru, textového popisu nebo
ji lze nakreslit pomocı́ přı́tomného nástroje. Lze zadat
i vı́ce ligandů současně (obrázek 7E). Za druhou část
vstupu je považován výběr alespoň jednoho identifiko-
vaného tunelu, který se použije jako cesta pro transport
zvolených ligandů [9].

Po ukončenı́ identifikace proteinových tunelů jsou
uživateli zobrazeny výsledky v prohlı́žeči výsledků.
Okno s výsledky obsahuje 3 části. Prvnı́ obsahuje ta-
bulku s identifikovanými tunely (obrázek 7C), ve které
jsou zobrazeny veškeré statistiky a informace o tu-
nelu jako: délka, velikost hrdla, členitost a propustnost
(kvalita) tunelu. Po otevřenı́ podrobného náhledu lze
zjistit, ze kterých aminokyselin je tunel zformován
a které aminokyseliny vytvářı́ jeho hrdlo (obrázek
7D). V druhé části lze daný tunel graficky zobrazit
a v poslednı́ sekci se nacházı́ seznam vypočı́taných
dokovacı́ch úloh (analýz transportu ligandu). Každý
záznam disponuje daty zı́skanými při analýze. Jsou

to data pro animaci dokovacı́ho (transportnı́ho) pro-
cesu ligandu do/z počátečnı́ho (uživatelem zvoleného)
mı́sta identifikovaných tunelů.

Tyto kroky a prohlı́žeč výsledků jsou implemen-
továny i v nové verzi aplikace, aby současnı́ uživatelé
nemuseli měnit své pracovnı́ návyky a byla umožněna
rychlá analýza struktur. Grafická implementace jed-
notlivých kroků bude znázorněna v dalšı́ sekci tohoto
textu.

4. Analýza rozšı́řenı́
Rozšı́řenı́ aplikace integruje výpočet nových proteino-
vých konformacı́, jejichž výsledky je nutné zobrazit
ve srozumitelné formě. Nı́že jsou popsány vybrané
nástroje a techniky zobrazenı́ výsledků.

4.1 Molekulárnı́ dynamiky
Výpočet molekulárnı́ch dynamik spadá do časově ná-
ročných výpočtů a provádı́ se pomocı́ specializovaných
nástrojů. Aplikace využı́vá nástroj Yasara [19]. Nástroj
Yasara je kontinuálně vyvı́jen již od roku 1993. Autoři
se zaměřujı́ na jednoduché použı́vánı́ tohoto nástroje.
Jednou formou usnadněnı́ použı́vánı́ daného nástroje
bylo publikovánı́ sady skriptů pro spuštěnı́ jednot-
livých úloh. Součástı́ je i skript md run.mcr [20]
pro výpočet molekulárnı́ch dynamik zadané proteinové
struktury. V rámci skriptu lze zadat velké množstvı́ pa-
rametrů simulace, které jsou inicializovány na základnı́
hodnoty. Při použı́vánı́ aplikace se však uvažuje velmi
široká skupina uživatelů s různě obsáhlými (a někdy
až nulovými) znalostmi v oblasti molekulárnı́ch dyna-
mik. Proto jsou v nástroji obsaženy pouze nejnutnějšı́
a nejčastěji měněné parametry. Jsou jimi: teplota, délka
simulované doby, hodnota ph prostředı́, velikost kroku
simulace a volba parametrů silových polı́. Posledně
jmenovaná silová pole jsou parametry, kterými můžeme
definovat potencionálnı́ energii atomů a molekul v rám-
ci simulačnı́ho modelu. Hodnoty parametrů jsou zı́ská-
ny experimenty v laboratořı́ch současně s aplikacı́
kvantové mechaniky [21].

4.2 tCONCOORD
tCONCOORD [22] umožňuje generovánı́ různých pro-
storových konformacı́ proteinu na základě geomet-
rických transformacı́. Nejprve je proteinová struktura
proložena jejı́ geometrickou reprezentacı́. Tato repre-
zentace následně sloužı́ pro aplikaci náhodných trans-
formacı́ v počtu několika stovek pokusů, aby bylo
dosaženo velkého množstvı́ snı́mků. Snı́mky jsou ná-
sledně analyzovány metodou, která na základě labora-
torně ověřených podmı́nek pro jednotlivé transformace
zaručı́ dosaženı́ požadované biologické relevantnosti.

https://loschmidt.chemi.muni.cz/caverweb/
https://loschmidt.chemi.muni.cz/caverweb/


Analýza tunelů a kanálů Analýza transportu ligandu
Integrace
molekulárnı́ch
dynamik

Software Vstup Podporováno Výběr startovacı́ho
bodu Podporováno Zdroj ligandu Výstup Podporováno Reference

Caver Web
2.0

PDB IDv,
PDB/CIF
soubor b

Ano

katalytická kapsa,
kapsa,
ligandy,
výběr sekvence,
souřadnice

Ano
ZINC15,
soubor uživatele,
kreslenı́

tunely/kanály,
trajektorie proteinu

trajektorie ligandu,
energetický profil

Ano tato práce

Caver Web
PDB IDb,
PDB/CIF
souborb

Ano

katalytická kapsa,
kapsa,
ligandy,
výběr sekvence,
souřadnice

Ano
ZINC15,
soubor uživatele,
kreslenı́

tunely/kanály,
trajektorie ligandu,
energetický profil

Ne [9]

MolAxis
PDB ID,
PDB/CIF
soubor

Ano největšı́ dutina,
souřadnice Ne -d tunely/kanály Ne [10]

MoleOnline
PDB IDc,
PDB/CIF
soubor c

Ano

katalytická rezidua,
rezidua,
kapsa,
souřadnice,
výběr sekvence

Ne -d tunely/kanály Ne [11]

BetaCavityWeb PDB ID,
PDB soubor Ano nenı́ vyžadováno Ne -d tunely/kanály Ne [12]

PoreWalker PDB soubor Ano nenı́ vyžadováno Ne -d kanály Ne [13]

ChExVis PDB ID,
PDB soubor Ano

katalytická rezidua,
rezidua,
heteroatomové
záznamy

Ne -d tunely/kanály Ne [14]

MoMA-LigPatha PDB soubor Ne -d Ano součástı́ PDB
souboru trajektorie ligandu Ne [15]

Tabulka 1. Porovnánı́ existujı́cı́ch řešenı́ v doméně analýzy proteinových struktur a transportu ligandu (převzato
z [9] a upraveno).
a Webový server SLITHER pro analýzu transportu ligandu nebyl v době psanı́ textu přı́stupný.
b Biologické jednotky detekovány pomocı́ skriptu MakeMultimer.
c Biologické jednotky načteny z databáze PDBe [16].
d Nenı́ možné provést.

V kaž-dém kroku vznikajı́ desı́tky nových možných
konformacı́, z nichž lze dále počı́tat dalšı́ tvary pro-
teinu. tCONCOORD tvořı́ alternativu k výpočtu mo-
lekulárnı́ch dynamik, kdy molekulárnı́ dynamiky in-
vestujı́ výpočetnı́ výkon do přesného určenı́ koncové
pozice atomu v rámci simulačnı́ho kroku, zatı́mco me-
toda tCONCOORD tento výpočetnı́ výkon přesouvá
do procesu ověřenı́ správnosti náhodně vygenerova-
ných snı́mků. Pomocı́ programu tCONCOORD je mož-
né dosáhnout generovánı́ velice různorodých konfor-
macı́ daného proteinu, kterých by při běhu simulace
bylo dosaženo až po dlouhém výpočtu. Zı́skáme tak
různorodé konformace v poměrně krátkém čase, a pro-
to byl tento nástroj integrován v aplikaci.

4.3 Prezentace výsledků
Zavedenı́m výpočtu molekulárnı́ch dynamik významně
narůstá množstvı́ výsledných dat, proto je nutné zavést
nové techniky jejich prezentovánı́. Pracovnı́ postup
proteinových inženýrů v této oblasti spočı́vá ve výběru
úzké skupiny kandidátnı́ch tunelů pro pozdějšı́ po-
drobné analyzovánı́. Je tedy nutné z celé simulace
a stovek identifikovaných tunelů vybrat takové tunely,
které jsou v čase stabilnı́ (nejčastěji otevřené) a majı́

co největšı́ propustnost. Vyfiltrované tunely jsou dále
zkoumány v jejich dalšı́ch parametrech, jako je zkrou-
cenı́ a proměnlivost šı́řky v celé délce od aktivnı́ho
mı́sta až po povrch proteinu. Tunely jsou tak vyfil-
trovány do jednotek kandidátů, u kterých se zkou-
majı́ možnosti zlepšenı́ jejich vlastnostı́ a navrhujı́ se
přı́padné mutace v sekvenci proteinu, nebo se volı́
vhodnějšı́ ligand [23]. Velké množstvı́ generovaných
snı́mků proteinové trajektorie (tzv. snapshotů) činı́ tuto
manuálnı́ analýzu proměnlivosti proteinových tunelů
v reálném čase velice obtı́žnou až přı́mo nemožnou.

4.3.1 Analýza a volba řešenı́
Za účelem umožněnı́ analýz trajektorie byl proveden
průzkum existujı́cı́ho řešenı́ zabývajı́cı́ho se analýzou
molekulárnı́ch dynamik. K podrobné analýze byl vy-
brán nástroj MoleCollar [23] od brněnské vědecké
skupiny zabývajı́cı́ se vizualizacı́ biologických dat.
MoleCollar je desktopová aplikace, která analyzuje
trajektorie proteinových struktur. Jednou z nabı́zených
funkcı́ je identifikace a analýza proteinových tunelů.
Tyto analýzy přesně odpovı́dajı́ požadavkům našeho
řešenı́, a proto bylo rozhodnuto o jejich implementaci
v aplikaci Caver Web 2.0.



Pro implementaci byly zvoleny 3 metody prezen-
tace výsledných dat: (i) All tunnels Heat Map (tepelná
mapa všech tunelů); (ii) Single tunnel Heat Map (te-
pelná mapa jednoho tunelu v rámci celé simulace),
a (iii) Contours (tunelové kontury).

Tepelná mapa všech tunelů (obrázek 2) sloužı́ k zob-
razenı́ všech tunelů, které byly během běhu simulace
identifikovány. Tunely jsou aproximovány velikostı́
jejich hrdla, takže jeden tunel v konkrétnı́m čase je
reprezentován jednı́m bodem (barevným obdélnı́kem).
Barevná výplň bodů je škálována podle šı́řky tunelu,
přičemž bı́lá barva označuje, že tunel v čase ve vy-
braném snı́mku nesplnil podmı́nky identifikace (hod-
nota velikosti jeho hrdla byla menšı́, než uživatelem de-
finovaný parametr) [23]. Zı́skaná tepelná mapa usnad-
ňuje výběr kandidátů pro podrobnějšı́ analýzu, které
jsou v průběhu času nejčastěji otevřeny (jsou stabilnı́).
Tyto tunely jsou vhodné k následné analýze trans-
portu ligandů do aktivnı́ch mı́st proteinů. K analýze je
vhodné vybrat snı́mek tunelu v čase, ve kterém dispo-
nuje nejmenšı́ velikostı́ hrdla, protože velikost hrdla
významně ovlivnı́ propustnost celého tunelu.

Obrázek 2. Tepelná mapa všech tunelů zobrazuje
variabilitu velikostı́ hrdel jednotlivých tunelů napřı́č
celou dobou simulace. Bı́lá barva znamená, že tunel
nebyl v daném snı́mku se zadanou hodnotou
minimálnı́ho poloměru hrdla klasifikován (převzato
z [23]).

Po výběru skupiny kandidátů z tepelné mapy všech
tunelů lze jednotlivé tunely zobrazit v tepelné mapě
jednoho tunelu (obrázek 3). Tato datová reprezentace
na rozdı́l od předchozı́ neaproximuje tunely jednou
hodnotou, ale zobrazuje proměnlivost jednoho tunelu
v celé jeho délce od aktivnı́ho mı́sta po povrch pro-
teinu [23]. Tento přehled nám umožňuje identifikovat
úseky tunelu, které mohou být modifikovány. Napřı́-
klad při záměru zvýšit výtěžek z proteinu se snažı́me
rozšı́řit užšı́ mı́sta tunelu a při snaze tento protein blo-
kovat v jeho činnosti hledáme způsoby, jak toto mı́sto
zablokovat nebo ještě vı́ce zúžit.

Obrázek 3. Tepelná mapa jednoho tunelu zobrazuje
proměnlivost šı́řky tunelu v celé jeho délce (od
počátečnı́ho mı́sta až po dosaženı́ povrchu) napřı́č
celou dobou simulace. Bı́lá barva znamená, že tunel
nebyl v daném snı́mku se zadanou hodnotou
minimálnı́ho poloměru hrdla klasifikován (převzato
z [23]).

Po výběru oblasti tunelu chceme tuto oblast studo-
vat v souvislosti se složenı́m okolnı́ch aminokyselin,
které tunel v tomto mı́stě tvarujı́. Identifikovánı́ ami-
nokyselin usnadňuje následnou volbu samotné úpravy
proteinu. Při nalezenı́ aminokyseliny, která negativně
ovlivňuje požadované vlastnosti tunelu, můžeme na-
vrhnout vhodné mutace v primárnı́ sekvenci proteinu
a docı́lit tak našeho záměru. Pro tento typ analýzy byl
vytvořen přehled kontur tunelu (obrázek 4). Kontury
jsou vytvořeny jako obrys průřezu vedeného kolmo
vůči ose tunelu ve vybrané vzdálenosti od počátečnı́ho
mı́sta. Společně s konturami jsou v přehledu zobra-
zeny i aminokyseliny včetně četnosti jejich výskytů ve
snı́mcı́ch a je je tak možné vybrat pro přı́padné návrhy
mutacı́ proteinové sekvence [23].

5. Implementace
Předchozı́ verze aplikace byla vytvořena ve framewor-
ku GWT. V rámci modernizace nástrojů bylo rozhod-
nuto převést implementaci do novějšı́ch technologiı́.
Frontend aplikace je implementován nově pomocı́
knihovny React a backend je vytvořen ve frameworku
Spring Boot.

Na obrázku 5 je graficky znázorněné workflow
aplikace. Workflow bylo převzato z původnı́ verze apli-
kace a bylo rozšı́řeno o nové funkcionality, které jsou
zvýrazněny pomocı́ červené barvy.

Pracovnı́ postup je stejně jako v předchozı́ verzi
rozdělen do čtyř logických fázı́. Prvnı́ je vstupnı́ fáze,
ve které uživatel specifikuje data, se kterými bude
dále pracovat. Uživatel si může zvolit ze čtyř způsobů
vloženı́ vstupnı́ch dat: (i) vloženı́ jedné struktury pro-
teinu (stejně jako v původnı́ verzi), kdy uživatel na-



Obrázek 4. Kontury tunelu zobrazujı́ ortogonálnı́
průřez tunelu k jeho ose. Tato analýza zobrazuje, které
aminokyseliny vymezujı́ tvar tunelu v dané
vzdálenosti od počátečnı́ho mı́sta. V náhledu kontur
jsou zobrazeny průřezy konkrétnı́ho tunelu ve všech
snı́mcı́ch simulace (převzato z [23]).

hraje soubor obsahujı́cı́ proteinovou strukturu ve formá-
tu pdb a cif nebo ji identifikuje pomocı́ pdb iden-
tifikátoru, který sloužı́ jako vyhledávacı́ klı́č v protei-
nové databázi (Protein Data Bank); (ii) nahránı́ vı́ce
souborů stejným způsobem jako v bodě (i); (iii) nahránı́
archivu obsahujı́cı́ho až 50 souborů ve formátu pdb
nebo cif a (iv) nahránı́ archivu obsahujı́cı́ho již vypoč-
tené trajektorie molekulárnı́ch dynamik.

V přı́padě nahránı́ jednoho souboru docházı́ ke
předzpracovánı́ vstupnı́ struktury. Struktury jsou ob-
vykle uloženy ve formě asymetrických jednotek, které
nemusı́ odrážet jejich přirozeně se vyskytujı́cı́ kvartérnı́
formy (biologické jednotky) a provedené analýzy těchto
struktur mohou vést k nesprávným výsledkům prostřed-
nictvı́m detekce neexistujı́cı́ch tunelů. Za tı́mto účelem
je spuštěn software MakeMultimer [24], který na-
lezne odpovı́dajı́cı́ biologické jednotky. Uživatel poté
může vybrat biologickou jednotku, se kterou chce pra-
covat, nebo pokračovat v práci s původnı́ strukturou.
Následně vstupuje do procedury, ve které specifikuje
očekávaný výstup (zpracovánı́ souboru, obrázek 6).
Uživatel volı́ opět mezi několika možnostmi: (i) jedno-
duchá analýza (single), pro analýzu statické struktury
bez hledánı́ podobných struktur; (ii) zarovnánı́ struk-
tury s vybranými podobnými strukturami; (iii) spuštěnı́
molekulárnı́ch dynamik na dané struktuře a následná
analýza těchto dynamik, a (iv) generovánı́ vı́ce pro-
storových konformacı́ proteinu pomocı́ nástroje tCON-
COORD.

Jednoduchá analýza byla ponechána v aplikaci za
účelem umožněnı́ rychlých analýz, protože výpočet

konformacı́ proteinu je časově náročný a nenı́ vždy
nutnou podmı́nkou pro zı́skánı́ relevantnı́ch informacı́.

Vyhledánı́ podobné struktury probı́há za účelem
obecné analýzy vı́ce struktur v rámci jedné úlohy. Pro
jejich hledánı́ je využit programu BLAST s požadav-
kem na 100% schodu v sekvenci s délkou odpovı́dajı́cı́
50 až 100 % délky původnı́ sekvence.

Dalšı́ možnostı́ je volba výpočtu konformacı́ po-
mocı́ molekulárnı́ch dynamik (obrázek 6) nebo nástroje
tCONCOORD.

Následujı́cı́ kroky jsou pro uživatele prezentovány
stejně jako v předchozı́ verzi: (i) definice startovacı́ho
bodu pro identifikaci tunelů; (ii) zadánı́ vstupnı́ch para-
metrů pro nástroj Caver [17]. Po nastavenı́ parametrů
pro nástroj Caver je spuštěna sekvence výpočtů. V přı́-
padě požadavku pro výpočet molekulárnı́ch dynamik
je zahájen výpočet trajektorie. Po jeho ukončenı́ je
nad každým snı́mkem simulace spuštěna identifikace
tunelů pomocı́ nástroje Caver.

Výpočet molekulárnı́ch dynamik provádı́ program
Yasara [19], který je spuštěn prostřednictvı́m autory
před-připraveného skriptu md run.mcr [20]. Vstu-
pem pro program je struktura proteinu ve formátu pdb
a sada parametrů (nastavitelné paramtery uživatelem
jsou popsány v sekci 4.1). Běh molekulárnı́ch dyna-
mik vyprodukuje velké množstvı́ snı́mků (konformacı́),
přičemž každý snı́mek je uložen v samostatném pdb
souboru. Snı́mky jsou poté vloženy do archivu, který
je předán jako vstup nástroji Caver. Nástroj Caver již
umı́ pracovat s trajektoriemi z molekulárnı́ch dynamik.
Program postupně analyzuje jeden snı́mek za druhým
a identifikuje v nich tunely. Tunelům ve snı́mcı́ch jsou
následně přiřazeny identifikátory tzv. shluků. Iden-
tifikátor shluku označuje jeden tunel napřı́č snı́mky,
takže jsme tak schopni pozorovat proměny jednoho
tunelu v čase. Výsledky jsou poté automaticky analy-
zovány a je vygenerován soubor, který obsahuje popis
všech nalezených tunelů v simulaci a jejich celkové
statistiky. Soubor je následně zpracován a jsou z něj
extrahovány potřebné informace pro jednotlivé kom-
ponenty uživatelského rozhranı́.

Aplikace se musı́ vyrovnat s velkým objemem zob-
razovaných dat, protože jednorázové načtenı́ všech dat
do prohlı́žeče uživatele by ve většině přı́padů způsobilo
zahlcenı́ jeho operačnı́ paměti a značnému zpomalenı́
aplikace. Z tohoto důvodu jsou implementovány spe-
cializované koncové body API, které poskytujı́ nej-
konkrétnějšı́ výsledky na vyžádánı́ klienta. Tyto kon-
cové body jsou zodpovědné za předzpracovánı́ a trans-
formaci všech dat z výsledného souboru a vážou se
na jednotlivé komponenty. Dı́ky tomuto přı́stupu se
v operačnı́ paměti uživatele udržujı́ data pouze o cel-



Obrázek 5. Původnı́ workflow rozšı́řené o nové funkcionality (červeně zvýrazněné).

kové statistice simulace a jednom vybraném snı́mku.

5.0.1 Konečné zobrazenı́ výsledků
Oproti původnı́ verzi bylo zapotřebı́ umožnit analýzu
transportu ligandu u jednotlivých snı́mků simulace
a zobrazit souhrnné statistiky z běhu simulace. Koneč-
ný prohlı́žeč výsledků je složený ze dvou logických
částı́: celkové statistiky a analýzy jedné konformace.
Logické části jsou reprezentovány pomocı́ 2 záložek.

Prvnı́ záložka obsahuje celkové statistiky a je zpřı́-
stupněná pouze v přı́padě, kdy byly vytvořeny nebo

načteny trajektorie proteinu. Záložka celkových statis-
tik obsahuje 4 komponenty. Sémantika těchto kompo-
nent je převzata z nástroje MoleCollar [23], ale v rámci
aplikace byly tyto komponenty nově implementovány.
Prvnı́ zobrazenou komponentou je teplotnı́ mapa všech
tunelů (obrázek 7H), ze které zı́ská uživatel okamžitý
přehled o trendech v systému jako jsou počet iden-
tifikovaných tunelů a jejich stabilita. Data o jednom
tunelu z jednotlivých snı́mků se sdružujı́ do shluků
(clusterů) a jsou analyzovány jako celky. Dalšı́ in-



Obrázek 6. Volba očekávaného výstupu uživatelem
při zpracovánı́ jedno souboru (s přı́kladem
očekávaného spuštěnı́ molekulárnı́ch dynamik).

formacı́ je proto zobrazenı́ statistik identifikovaných
shluků tunelů (obrázek 7J). Statistiky shluků obsahujı́
četnost výskytu tunelů, prů-měry a směrodatné od-
chylky hrdla, členitosti a propustnosti tunelu. V dalšı́
části může uživatel provést analýzu shluku tunelu v te-
pelné mapě jednoho tunelu (obrázek 7I). Toto zobra-
zenı́ je reprezentováno grafem, ve kterém je vykres-
len průběh vybraného tunelu v jednotlivých snı́mcı́ch
od aktivnı́ho mı́sta až k povrchu proteinu. Aplikace
umožňuje vybrat průřez, ve kterém se provede výpočet
kontur. Kontury se následně zobrazı́ v dalšı́ kompo-
nentě (obrázek 7F).

Druhá záložka sloužı́ k analýze statických struk-
tur včetně jednotlivých snı́mků z molekulárnı́ch dyna-
mik. Rozloženı́ a funkcionalita komponent jsou stejné
jako v předchozı́ verzi. Novou komponentou je výběr
snı́mku molekulárnı́ dynamiky, která se zobrazı́ pouze
při práci s trajektoriı́ a umožňuje vybrat snı́mek, pro
který lze provést všechny analýzy statické struktury.

6. Závěr
Caver Web 2.0 je nová verze webové aplikace, která se
zabývá analýzou proteinových tunelů. Hlavnı́m přı́no-
sem nové verze je integrace výpočtu a analýz mole-
kulárnı́ch dynamik, které zvýšı́ relevantnost zı́skaných
výsledků. V současnosti neexistuje obdobné řešenı́.
Nástroj bude sloužit vědecké komunitě při vývoji no-
vých nebo vylepšovánı́ stávajı́cı́ch proteinů.

7. Poděkovánı́
Za odborné vedenı́ a cenné rady bych chtěl poděkovat
svému vedoucı́mu Mgr. Janu Štouračovi a celému
týmu Loschmidtových laboratořı́.
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