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Abstrakt

Tato prace se zabyva analyzou proteinovych struktur. Cilem je vytvorit Caver Web 2.0 — novou
verzi webové aplikace, ktera zacleni dalSi védecké nastroje a uzivatelim umozni projit kompli-
kovany pracovni protokol za poskytnuti relevantnich vysledkd bez nutnosti hlubsi znalosti inte-
grovanych nastroji. VSe bude zprostfedkovano prostiednictvim jednoduchého a interaktivniho
uzivatelského rozhrani. Aplikace rozsifuje pavodni aplikaci Caver Web 1.0 o nové vlastnosti. Caver
Web 1.0 je webovy server vhodny pro identifikaci proteinovych tunel a kanald, pro které umoznuje
spustit analyzy transportu ligandl. Program se vyznacuje intuitivnim a uzivatelsky privétivym roz-
hranim s minimem pozadovanych vstupl od uzivatele. Server je vhodny i pro vyzkumniky bez
pokroCilych bioinformatickych nebo technickych znalosti. Jeho souc¢asna verze je ve védecké komu-
nité dobre zavedena a velmi vyuzivana (35 000 dokoncenych vypoctl béhem dvou let provozu).
NejvyznamnéjSim omezenim soucasné verze je moznost analyzovat pouze statickou strukturu,
coz Casto poskytuje nedplny biologicky obraz. Proto jsme se rozhodli nastroj rozsifit o vypocet
molekularnich dynamik, které poskytnou uceleny obraz na promeény proteinovych struktur. Touto
funkci se Caver Web 2.0 stane prvnim webovym nastrojem, ktery bude poskytovat analyzu tunelt
bez nutnosti ruénich vypoctl molekularnich dynamik. Grafické uzivatelské rozhrani bude navrzeno
specialné pro védeckou komunitu s podporou jednoduchého exportu. Nastroj bude zdarma k dispo-
zici celé védecké komunité.
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(van der Waalsovy sily), formuje do 3D prostorové
struktury zvané konformace. Posloupnost aminoky-
Jednou z hlavnich sloZek Zivych organismii na planet€  selin jednotlivych proteind zajistuje jejich unikatni
Jsou makromolekularni sloueniny zvané proteiny (bil-  konformaci, ktera jim také pfifazuje jedine¢né vlast-
koviny). Proteiny jsou tvofeny fet€zcem aminokyselin,  posti [1].
ktery je syntetizovan na zdklad€ informace obsaZené
v DNA. Sekvence aminokyselin se za plisobeni neko- Pfi pohledu na protein bychom vsak nevidéli ne-
valentnich vazeb, které pisobi mezi vodiky (vodikové  hybny propletenec proteinové struktury, ale pulzujici
mustky), ionty (iontové vazby) a mezi molekulami  a neustéle se ménici systém. VySe zminéné sily v kom-
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binaci s vlivy z okolniho prostiedi (pisobeni rozpous-
tédla, dal$i molekuly) maji za ndsledek neustdly pohyb
atomi v ramci proteinu. Pro tento déj se zavedl po-
jem molekuldrni dynamiky a m4 za nésledek neustélé
promény proteinovych konformaci.

Proteiny mtizeme nalézt ve vlasech (keratin) a sva-
lech (aktin), kde ovliviiuji nas vzhled a umoZzinuji mo-
toriku, nebo v mozku (myelin), kde zajistuji spravné
a rychlé vedeni nervovych vzruchti. Proteiny mizeme
rozdélit do nékolika oblasti. Hovofime o transportnich,
stavebnich, zdsobnich, pohybovych, ochrannych a kata-
lytickych funkcich [2].

Analyza proteind je velmi uZitena nejenom k lep-
$imu pochopeni Zivych organismil, ale také k jejich
cilenému vylepsSovani. Proteiny jsou Casto velmi zaji-
mavym cilem aplikace 1éC€iv, které dokdz{ ovlivnit je-
jich funkci. Dalsi oblasti vyuziti proteind je primysl
(naptiklad syrovatka). Vétsina z nich vSak neni k vyuzi-
ti v primyslu vhodnd, protoZe se vyvinuly uvnitf bunék
a mimo né nedokazi fungovat. Proto vznika tlak na na-
lezeni jejich mutaci, které jejich vlastnosti zlepsi.

Odbornici, kteti se vénuji analyze, Gpravé a syntéze
proteint, se nazyvaji proteinovi inZeny¥i. Jelikoz fy-
zické laboratorni experimenty jsou ¢asove i finanéné
naro¢né, piesouva se znacnd ¢ast experimentd do ob-
lasti vypocetni techniky, kdy vznikaji specializované
programy.

Diky tomu zaZila bioinformatika explozi a v soucas-
né dobé existuje nepieberné mnoZstvi pocitatovych
riznych nastroju a algoritmd, které jsou schopny ana-
lyzovat téméf v§echny mozné aspekty proteinti: jejich
funkce, struktury a vlastnosti.

Z vy$e zminéného vyctu funkénich skupin proteint se
posledné jmenovana skupina (tzv. enzymy) podili na
biochemickych procesech, které probihaji v organismu
a zpracovavaji nebo produkuji dilezité latky.

Enzymy jsou nedilnou sou¢ésti kazdé buiiky, kterd
jich obsahuje velké mnoZstvi. V bunice plni velice
uzite¢nou funkci katalyzatord chemickych reakci, kdy
snizuji potiebnou aktivacni energii. Bez jejich pritom-
nosti by vétSina chemickych déji v burice neprobihala
[2].

Od ostatnich skupin proteint se odliSuji predevsim
principem fungovani. Zatimco ostatni skupiny pouze
navazi svdj ligand (malou molekulu) a tim je jejich
aktivita splnéna, pro enzymy je to prvni potfebny krok
k zahdjeni jejich Cinnosti, kdy vdZi jeden nebo vice
ligandt, zvanych substrdty. Poté substrat vazany v tzv.
aktivnim mistu (napiiklad principem zadmku a klice)
preméiuji na produkt pfi tvorbé nebo ruseni kova-

lentnich vazeb. Po dokonceni reakce je produkt diky
pozménéné struktufe, kterd jiz nespliluje podminky
pro vazani v aktivnim mistu, uvolnén do prostiedi [2].

2.1 Proteinové tunely

Ve vSech skupindch proteinti miZeme nalézt spousty
zakrutl, otvort a dlouhych slepych chodeb, které se
nazyvaji tunely. Problematika téchto tunell je vSak
dikladné studovéana ve spojitosti s enzymy, které si
v milionech let trvajici evoluci vyvinuly a zformovaly
sva aktivni mista pravé na konci téchto chodeb [3].

Potencialnim divodem pfenosu aktivniho mista
do vnitra enzymii mize byt snaha enzymi o plnou
kontrolu okoli aktivniho mista, kterd by na povrchu
mohla byt ovlivnéna riznymi rozpoustédly z okolniho
prostiedi. Aktivni mista jsou spojena s povrchem fu-
nely, které zprostfedkovavaji vyménu latek mezi ak-
tivnim mistem a vnéj$Sim prostiedim a rozSifuji tak
model zdmku a klice o prvek klicové dirky. Klicovd
dirka v tomto pfipadé¢ tvofend tunelem urcitého tvaru
a sloZeni pfedurcuje enzymatickou funkci celého en-
zymu [3].

V literature se lze setkat s mnoha vyklady terminu
tunel (tunnel) a kandl (channel). V ramci tohoto textu
a studované literatury pojem tunel oznacuje spojeni
mezi aktivnim mistem uvnitf enzymu a jeho povrchem
nebo spojeni mezi aktivnimi misty uvnitf enzymu, ¢i
v proteinovém komplexu (multimeru). Pojem kandl
oznacuje spojeni riznych ¢asti povrchu proteinu, kte-
rou muize latka projit bez nutnosti transformace (viz
obrazek 1) [3].

Obrazek 1. Proteinovy kanal (A) a tunel (B) (pfevzato
z [4)).

Nejuzsi misto tunelu se nazyvé hrdlo. Hrdlo tu-
nelu je casto ovladano tzv. brdnou, kterd toto misto
mize jeSté vice zuZovat (uzavirat) a ucinit tak tunel
neprichozi. Brana Casto otevira tunel v urcitém caso-
vém intervalu, takZe nabizi dal$i regulaéni mechanis-
mus pro piistup latek do aktivniho mista [3].

Nekteré proteiny pii prvotni analyze ptisobi do-
jmem, Ze obsahuji neménné permanentni tunely, které



se v Case neuzaviraji. Pokud bychom vSak tyto pro-
teiny podrobili dlouhodobému pozorovani s moZnosti
identifikace tunel v redlném Case, zjistili bychom, Ze
nékteré proteiny disponuji dal§imi otevienymi tunely
jen v urcitych okamzicich. Tunely, které jsou identifi-
kovany jen ve vybraném Case se nazyvaji prechodné
(transient) [3].

2.1.1 Pocitacova analyza tuneld

Pro detekci tuneld je nutné protein reprezentovat vhod-
nou strukturou. ProtoZe tunel prochdzi volnym prosto-
rem uvnitf proteinu, musi pro néj platit, Ze jeho osa se
nachdazi v nejvétsi mozné vzdalenosti od jeho atomd.
K nalezeni osy se vyuziva konstrukce Voroného dia-
gramu [5]. Vrcholy diagramu odpovidaji atomim pro-
teinu a jeho hrany identifikuji osu tunelu. Ke spusténi
vypoctu tunelu je nejprve zapotiebi specifikovat bod
uvnitt proteinu, ze kterého je vyhledavani spusténo.
Poté je vyhledana cesta po hranach Voroného diagramu
az do vnéjsiho prostiedi bilkoviny. K prohleddvani lze
vyuzit napriklad Dijkstrova algoritmu [6].

2.1.2 Analyza dynamického chovani

JelikoZ v soucasnosti existuji v naprosté vétsiné zdzna-
my pouze o statické podobé proteinti, je nutné pro
sledovani zmén v struktufe proteinti v Case vyuzit
pocitacovych programil. Pro sledovani zmén struk-
tury proteinu v Case se vyuZziva vypoctu molekuldrnich
dynamik.

Simulace molekuldrnich dynamik je metoda uréend
na analyzu proménlivosti atomovych struktur (a tedy
i tunelt). Simulace umoziuji pfedpovidat chovani mo-
lekul za urcitych podminek (teploty, tlaku a prostiedi).
Pro vypocet molekuldrnich dynamik se pouZiva spe-
cializovany software. Mezi nejpopularnéjsi nastroje
patii AMBER, CHARM, GROMACS, NAMD a YASARA.
Ackoli se jednd o velice optimalizované ndstroje, stle
neni moZné simulovat rozsahlé a dlouhé dynamiky
z divodu velké narocnosti na hardware a vypocetni
¢as. Prikladem stroje, ktery je schopen provést vypocty
simulujici trvani pozorovani stovky nanosekund nebo
jednotky mikrosekund za vyuziti velkého mnoZstvi
grafickych jednotek, je superpocitac Anton [3].

Simulace molekuldrnich dynamik probihd v si-
mulacnich krocich a k popisu chovani systému vyuziva
druhého Newtonova zdkona. U kazdé ¢astice systému
(atomu nebo molekuly) je veden zdznam o jeji kine-
tické energii (sméru a zrychleni). V kazdém kroku
simulace je proveden integrac¢ni krok a je ur¢ena nova
soufadnice a energie Castice. Pohyb Céstice je ovlivnén
pasobenim okolnich Castic prostfednictvim elektrosta-
tickych sil a kovalentnich a nekovalentnich vazeb mezi
nimi. Parametry jednotlivych ¢astic (hmotnost, veli-

kost a dalsi) jsou definovany pomoci tzv. silovych poli,
jejichZ hodnoty byly naméteny v laboratofich. [7, 8].

2.1.3 Vyuzivani proteinovych tuneld

Jak bylo zminéno vySe, soucasnd lidska Cinnost se
zaméiuje predevSim na analyzy moznosti kontroly
proteind. Snahou proteinovych inZenyru je navysit,
¢i blokovat funk¢nost jednotlivych proteini za Gcelem
dosaZeni kyZeného efektu v organismu nebo biolo-
gickém systému. V piipadé zaméru blokace ¢innosti
enzymu nabizi proteinové tunely idedlni misto pro
vloZeni (navazani) tzv. artefakti, které aktivni misto
proteinu ucini nepfistupnym pro objekty z vnéjSiho
prostiedi [3]. Naopak v piipadé snahy navySeni pro-
dukce enzymu se védci zaméfuji na zpisoby, jak uCinit
pristupovou cestu do aktivniho mista piivetivéjsi pro
vybrany ligand. Tohoto efektu 1ze docilit opakem diive
zminéné techniky, a to odstranénim piipadnych arte-
faktt, které by mohly blokovat cestu ligandu k ak-
tivnimu mistu. Odstranéni blokujicich artefaktd lze
provést substituci (mutaci) dané sekvence aminokyse-
lin v proteinu. Zmény v zékladni sekvenci aminokyse-
lin v§ak mohou zpisobit jiné nezZadouci efekty, a proto
je nutné mit moznost tyto zmény rychle a jednoduse
ovéfovat a reportovat. Zminéné techniky jednoznacné
ukazuji, jak dtlezitd mista pro Cinnost proteind tunely
predstavuji. Proto je potfebné zminit ddleZitost a nut-
nost tvorby aplikaci v doméné analyzy proteinovych
tuneld, které védecké komunité tyto moznosti poskyt-
nou.

Za timto tcelem vznikla aplikace Caver Web [9],
kterd bude prezentovana v clanku. Jejim tkolem je
zjednodusit a urychlit praci proteinovym inzenyrim
bez nutnosti podrobné znalosti integrovanych nastrojt.
UZivatelé jsou odstinéni od nastavovéni a spousténi jed-
notlivych nastroji ve spravném poradi a se spravnou
vstupni konfiguraci. Mohou se tak plné zaméfit na
analyzu proteinovych tunelt a kanalu.

Tato price je realizovana pod zaStitou Loschmidtovych
laboratofi, ve kterych vznikla prvni verze aplikace
Caver Web 1.0 [9]. Aplikaci implementoval vedouci
této prace Mgr. Jan Stoura¢, a proto byla k rozsiteni
zvolena pravé tato aplikace.

Soucasné vznikajici ndstroj Caver Web 2.0 vytvori
novou generaci jiz existujictho néstroje. Nova verze
aplikace pfindsi rozsifeni o molekuldrni dynamiky. In-
tegrace molekularnich dynamik v rdmci webové apli-
kace vytvéii zcela novou dimenzi a v soucasné dobé
neni zndma aplikace se stejnymi moznostmi.

V ramci tvorby predchozi verze byl proveden pri-

zkum jiZz existujicich feSeni v oblasti analyzy protei-



novych struktur a proteinovych tunelti. Srovnani exis-
tujicich feSeni obsahuje tabulka 1.

Plvodni verze aplikace se sklada z piimocarého
workflow, které uZivatele provede celym procesem
bez nutnosti jeho vétSich zasahii. Nova verze apli-
kace toto workflow rozSifuje o nové uzitecné kroky
se zachovanim plvodniho postupu. Proto zde bude
tento postup zkracené popsan a nasledné rozsiten o po-
pis novych funkcionalit v dalsi ¢asti textu. Ndstroj
[9] je dostupny na adrese: https://loschmidt.
chemi.muni.cz/caverweb/. Pracovni protokol
je zachy-cen na obrdzku 5. V prvni fazi je uZivatel
vyzvéan k vybéru struktury, se kterou bude program
pracovat. UZivatel miZe vloZit svoji proteinovou struk-
turu ve formatu pdb nebo cif.

v v

Nejdilezitéjsim krokem pfi detekci tunelu je vybér
spravného vychoziho bodu. Pro detekci tuneld je vyuZit
software Caver [17], kde vychozi bod definuje spole¢ny
bod pro viechny detekované tunely. Spatn& umistény
bod miiZze vyznamné ovlivnit relevanci detekovanych
tuneld. Pro usnadnéni vybéru pocate¢niho bodu se
vyuZziva automatickych protokold, které vyberou vycho-
zi body vhodné pro nejbéznéjsi scéndfe. Nastroj umoz-
fuje vybrat pocatecni bod jednou ze Ctyf moznosti: (i)
vybér katalytické kapsy; (ii) vybér kapsy; (iii) vybér
ligandu, a (iv) vybér ze sekvence s moznosti manualni
korekce souradnic [9].

Poslednim (nepovinnym) krokem pracovniho po-
stupu je analyza transportu ligandd skrze detekované
tunely. Pro analyzu transportu se vyuzivd software Ca-
verDock [18]. Pozadovanym vstupem pro kalkulace
transportu ligandu je nutné zadat dvé informace. Prvni
¢ast vstupu tvoii ligand, coZ je mald molekula, kterou
I1ze nahrat v podobé souboru, textového popisu nebo
ji Ize nakreslit pomoci pritomného nastroje. Lze zadat
i vice ligandu soucasné (obrazek 7E). Za druhou Cast
vstupu je povaZzovan vybér alespoii jednoho identifiko-
vaného tunelu, ktery se pouZije jako cesta pro transport
zvolenych ligandd [9].

Po ukonceni identifikace proteinovych tuneli jsou
uzivateli zobrazeny vysledky v prohlizeci vysledka.
Okno s vysledky obsahuje 3 ¢asti. Prvni obsahuje ta-
bulku s identifikovanymi tunely (obrdzek 7C), ve které
jsou zobrazeny veskeré statistiky a informace o tu-
nelu jako: délka, velikost hrdla, ¢lenitost a propustnost
(kvalita) tunelu. Po otevieni podrobného nahledu lze
zjistit, ze kterych aminokyselin je tunel zformovén

s s

a které aminokyseliny vytvafi jeho hrdlo (obrizek
7D). V druhé &asti 1ze dany tunel graficky zobrazit
a v posledni sekci se nachdzi seznam vypocitanych
dokovacich uloh (analyz transportu ligandu). Kazdy

zédznam disponuje daty ziskanymi pfi analyze. Jsou

to data pro animaci dokovaciho (transportniho) pro-
cesu ligandu do/z pocate€niho (uZivatelem zvoleného)
mista identifikovanych tuneld.

Tyto kroky a prohliZe¢ vysledkd jsou implemen-
tovany i v nové verzi aplikace, aby soucasni uZivatelé
nemuseli ménit své pracovni ndvyky a byla umoznéna
rychld analyza struktur. Grafickd implementace jed-
notlivych krokl bude znazornéna v dalsi sekci tohoto
textu.

Rozsiteni aplikace integruje vypocet novych proteino-
vych konformaci, jejichZ vysledky je nutné zobrazit
ve srozumitelné formé. NiZe jsou popsidny vybrané
nastroje a techniky zobrazeni vysledkau.

4.1 Molekularni dynamiky

Vypocet molekuldrnich dynamik spada do ¢asové na-
ro¢nych vypoCtl a provadi se pomoci specializovanych
nastroji. Aplikace vyuZziva nastroj Yasara [19]. Néstroj
Yasara je kontinudlné vyvijen jiZ od roku 1993. Autofi
se zaméfuji na jednoduché pouZivani tohoto néstroje.
Jednou formou usnadnéni pouZivani daného néstroje
bylo publikovani sady skripti pro spusténi jednot-
livych tdloh. Soucasti je i skript md_run.mcr [20]
pro vypocet molekuldrnich dynamik zadané proteinové
struktury. V rdmci skriptu Ize zadat velké mnoZstvi pa-
rametru simulace, které jsou inicializovany na zakladni
hodnoty. Pfi pouZivani aplikace se v§ak uvazuje velmi
Sirokd skupina uZzivatelt s rizné obsahlymi (a nékdy
aZz nulovymi) znalostmi v oblasti molekuldrnich dyna-
mik. Proto jsou v néstroji obsaZeny pouze nejnutné;si
anejcastéji ménéné parametry. Jsou jimi: teplota, délka
simulované doby, hodnota ph prostiedi, velikost kroku
simulace a volba parametrd silovych poli. Posledné
jmenovand silova pole jsou parametry, kterymi miZeme
definovat potenciondlni energii atomti a molekul v rdm-
ci simulacniho modelu. Hodnoty parametri jsou ziska-
ny experimenty v laboratofich soucasné s aplikaci
kvantové mechaniky [21].

4.2 tCONCOORD

tCONCOORD [22] umoZiiuje generovani riznych pro-
storovych konformaci proteinu na zdkladé¢ geomet-
rickych transformaci. Nejprve je proteinova struktura
proloZena jeji geometrickou reprezentaci. Tato repre-
zentace nasledné slouZi pro aplikaci ndhodnych trans-
formaci v poCtu nékolika stovek pokust, aby bylo
dosazeno velkého mnozstvi snimkid. Snimky jsou na-
sledné analyzovany metodou, ktera na zakladé labora-
torné ovétenych podminek pro jednotlivé transformace
zaruci dosaZeni poZadované biologické relevantnosti.


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

Analyza tuneld a kanilu

Analyza transportu ligandu

Integrace
molekularnich
dynamik

Vybér startovaciho

Software Vstup Podporovano bedu Podporovano Zdroj ligandu Vystup Podporovano Reference
katalytickd kapsa, tunely/kanaly,
Caver Web PDB ID”, kapsa, ZINC15, trajektorie proteinu
20 PDB/CIF  Ano ligandy, Ano soubor uZivatele, Ano tato prace
’ soubor ? vybér sekvence, kreslen{ trajektorie ligandu,
soufadnice energeticky profil
katalytickd kapsa,
PDB ID?, kapsa, ZINC15, tunely/kanaly,
Caver Web PDB/CIF  Ano ligandy, Ano soubor uzivatele, trajektorie ligandu, Ne 91
soubor? vybér sekvence, kreslen{ energeticky profil
soufadnice
PDB ID, & duti
MolAxis PDB/CIF  Ano negvetst uting, Ne K tunely/kandly Ne [10]
soufadnice
soubor
katalyticka rezidua,
PDB ID¢, rezidua,
MoleOnline PDB/CIF  Ano kapsa, Ne = tunely/kanély Ne [11]
soubor ¢ soufadnice,
vybér sekvence
BetaCavityWeb PDBID, Ano neni vyZadovano Ne = tunely/kanély Ne [12]
PDB soubor
PoreWalker PDB soubor Ano neni vyZadovano Ne A kanély Ne [13]
katalytick4 rezidua,
ChExVis Top D Ano e Ne d wnely/kandly ~ Ne [14]
zdznamy
. a d soucdsti PDB . -
MoMA-LigPath PDB soubor Ne - Ano trajektorie ligandu Ne [15]

souboru

Tabulka 1. Porovnani existujicich feseni v doméné analyzy proteinovych struktur a transportu ligandu (pfevzato

z [9] a upraveno).

¢ Webovy server SLITHER pro analyzu transportu ligandu nebyl v dobé psani textu pristupny.
b Biologické jednotky detekovany pomoci skriptu MakeMultimer.

¢ Biologické jednotky nacteny z databdze PDBe [16].
4 Neni mozné provést.

V kaz-dém kroku vznikaji desitky novych moznych
konformaci, z nichz lze déle pocitat dalsi tvary pro-
teinu. tCONCOORD tvoif alternativu k vypoctu mo-
lekularnich dynamik, kdy molekuldrni dynamiky in-
vestuji vypocetni vykon do presného urceni koncové
pozice atomu v rdmci simulaéniho kroku, zatimco me-
toda tCONCOORD tento vypocetni vykon presouva
do procesu ovéfeni spravnosti ndhodné vygenerova-
nych snimkii. Pomoci programu tCONCOORD je moz-
né dosdhnout generovani velice rtiznorodych konfor-
maci daného proteinu, kterych by pfi béhu simulace
bylo dosazeno az po dlouhém vypoctu. Ziskame tak
riznorodé konformace v pomérné kratkém Case, a pro-
to byl tento néstroj integrovan v aplikaci.

4.3 Prezentace vysledku

Zavedenim vypoctu molekuldrnich dynamik vyznamné
nartsta mnozstvi vyslednych dat, proto je nutné zavést
nové techniky jejich prezentovani. Pracovni postup
proteinovych inZenyrt v této oblasti spociva ve vybéru
uzké skupiny kandidatnich tuneld pro pozdéjsi po-
drobné analyzovéni. Je tedy nutné z celé simulace
a stovek identifikovanych tuneli vybrat takové tunely,
které jsou v Case stabilni (nejCastéji oteviené) a maji

co nejvetsi propustnost. Vyfiltrované tunely jsou dale
zkoumdny v jejich dalSich parametrech, jako je zkrou-
ceni a proménlivost Sitky v celé délce od aktivniho
mista aZ po povrch proteinu. Tunely jsou tak vyfil-
trovany do jednotek kandidat, u kterych se zkou-
maji moZnosti zlepSeni jejich vlastnosti a navrhuji se
pripadné mutace v sekvenci proteinu, nebo se voli
vhodnéjsi ligand [23]. Velké mnoZstvi generovanych
snimki proteinové trajektorie (tzv. snapshotl) ¢ini tuto
manudlni analyzu proménlivosti proteinovych tuneli
v redlném Case velice obtiZznou aZ pfimo nemoZnou.

4.3.1 Analyza a volba feseni

Za ucelem umoznéni analyz trajektorie byl proveden
pruzkum existujiciho feseni zabyvajiciho se analyzou
molekuldrnich dynamik. K podrobné analyze byl vy-
bran néastroj MoleCollar [23] od brnénské védecké
skupiny zabyvajici se vizualizaci biologickych dat.
MoleCollar je desktopova aplikace, kterd analyzuje
trajektorie proteinovych struktur. Jednou z nabizenych
funkci je identifikace a analyza proteinovych tuneli.
Tyto analyzy presné odpovidaji pozadavkiim naseho
feSeni, a proto bylo rozhodnuto o jejich implementaci
v aplikaci Caver Web 2.0.



Pro implementaci byly zvoleny 3 metody prezen-
tace vyslednych dat: (i) All tunnels Heat Map (tepelnd
mapa vSech tunelt); (ii) Single tunnel Heat Map (te-
pelnd mapa jednoho tunelu v rdmci celé simulace),
a (iii) Contours (tunelové kontury).

Tepelna mapa vSech tuneld (obrazek 2) slouZzi k zob-

razeni vSech tuneld, které byly béhem béhu simulace
identifikovéany. Tunely jsou aproximovény velikosti
jejich hrdla, takZe jeden tunel v konkrétnim Case je
reprezentovadn jednim bodem (barevnym obdélnikem).
Barevna vypli bodu je $kdlovana podle $itky tunelu,
pfiemZ bil4 barva oznacuje, Ze tunel v Case ve vy-
braném snimku nesplnil podminky identifikace (hod-
nota velikosti jeho hrdla byla mensi, neZ uZivatelem de-
finovany parametr) [23]. Ziskana tepelnd mapa usnad-
nuje vybér kandidati pro podrobnéjsi analyzu, které
jsou v pribéhu Casu nejCastéji otevieny (jsou stabilnf).
Tyto tunely jsou vhodné k nésledné analyze trans-
portu ligandd do aktivnich mist proteind. K analyze je
vhodné vybrat snimek tunelu v Case, ve kterém dispo-
nuje nejmensi velikosti hrdla, protoZe velikost hrdla
vyznamné ovlivni propustnost celého tunelu.

All Tunnels Heat Map
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Obrazek 2. Tepelna mapa vSech tunelll zobrazuje
variabilitu velikosti hrdel jednotlivych tuneld napfic
celou dobou simulace. Bild barva znamen4, Ze tunel
nebyl v daném snimku se zadanou hodnotou
minimdlniho poloméru hrdla klasifikovén (pfevzato
z [23]).

Po vybéru skupiny kandidatt z tepelné mapy vSech
tunell 1ze jednotlivé tunely zobrazit v tepelné mapé
jednoho tunelu (obrizek 3). Tato datova reprezentace
na rozdil od predchozi neaproximuje tunely jednou
hodnotou, ale zobrazuje proménlivost jednoho tunelu
v celé jeho délce od aktivniho mista po povrch pro-
teinu [23]. Tento prehled ndm umoZiuje identifikovat
useky tunelu, které mohou byt modifikovany. Napfi-
klad pfi zdméru zvysit vytéZek z proteinu se snazime
rozsifit uzsi mista tunelu a pri snaze tento protein blo-
kovat v jeho ¢innosti hledame zptisoby, jak toto misto
zablokovat nebo jesté vice zuzit.

Single Tunnel Heat Map

active site
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Obrazek 3. Tepelnd mapa jednoho tunelu zobrazuje
proménlivost §ifky tunelu v celé jeho délce (od
pocatecniho mista aZ po dosaZeni povrchu) napiic
celou dobou simulace. Bila barva znamena, ze tunel
nebyl v daném snimku se zadanou hodnotou
minimélniho poloméru hrdla klasifikovan (prevzato
z [23]).

Po vybéru oblasti tunelu chceme tuto oblast studo-
vat v souvislosti se sloZzenim okolnich aminokyselin,
které tunel v tomto misté tvaruji. Identifikovani ami-
nokyselin usnadiiuje ndslednou volbu samotné Gpravy
proteinu. Pfi nalezeni aminokyseliny, kterd negativné
ovliviiuje poZadované vlastnosti tunelu, mtizeme na-
vrhnout vhodné mutace v primarni sekvenci proteinu
a docilit tak naSeho zdméru. Pro tento typ analyzy byl
vytvoren prehled kontur tunelu (obrizek 4). Kontury
jsou vytvoreny jako obrys prifezu vedeného kolmo
vuéi ose tunelu ve vybrané vzdalenosti od pocateéniho
mista. Spole¢né€ s konturami jsou v piehledu zobra-
zeny i aminokyseliny véetné Cetnosti jejich vyskytl ve
snimcich a je je tak mozné vybrat pro pripadné navrhy
mutaci proteinové sekvence [23].

Predchozi verze aplikace byla vytvorena ve framewor-
ku GWT. V ramci modernizace nastroji bylo rozhod-
nuto prevést implementaci do novéjsich technologii.
Frontend aplikace je implementovdan nov€ pomoci
knihovny React a backend je vytvoren ve frameworku
Spring Boot.

Na obrazku 5 je graficky zndzornéné workflow
aplikace. Workflow bylo prevzato z ptivodni verze apli-
kace a bylo rozsifeno o nové funkcionality, které jsou
zvyraznény pomoci Cervené barvy.

Pracovni postup je stejné jako v pfedchozi verzi
rozdélen do Ctyr logickych fazi. Prvni je vstupni faze,
ve které uzivatel specifikuje data, se kterymi bude
déle pracovat. UZivatel si miize zvolit ze ¢tyt zplisobd
vloZeni vstupnich dat: (i) vloZeni jedné struktury pro-
teinu (stejné jako v puvodni verzi), kdy uzivatel na-
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Obrazek 4. Kontury tunelu zobrazuji ortogonalni
prufez tunelu k jeho ose. Tato analyza zobrazuje, které
aminokyseliny vymezuji tvar tunelu v dané
vzdélenosti od pocate¢niho mista. V ndhledu kontur
jsou zobrazeny prufezy konkrétniho tunelu ve vSech
snimcich simulace (pfevzato z [23]).

hydrophobic

hraje soubor obsahujici proteinovou strukturu ve forma-
tu pdb a cif nebo ji identifikuje pomoci pdb iden-
tifik4toru, ktery slouZi jako vyhleddvaci kli¢ v protei-
nové databazi (Protein Data Bank); (i) nahrani vice
souboril stejnym zplsobem jako v bodé (i); (iii) nahrani
archivu obsahujiciho az 50 souborti ve formatu pdb
nebo cif a(iv) nahran{ archivu obsahujiciho jiz vypoc-
tené trajektorie molekuldrnich dynamik.

V pripadé nahrdni jednoho souboru dochazi ke
predzpracovéni vstupni struktury. Struktury jsou ob-
vykle ulozeny ve formé asymetrickych jednotek, které
nemusi odrdZet jejich pfirozené se vyskytujici kvartérni
formy (biologické jednotky) a provedené analyzy téchto
struktur mohou vést k nespravnym vysledkiim prostied-
nictvim detekce neexistujicich tuneltl. Za timto icelem
je spustén software MakeMultimer [24], ktery na-
lezne odpovidajici biologické jednotky. UZivatel poté
miZe vybrat biologickou jednotku, se kterou chce pra-
covat, nebo pokracovat v praci s ptivodni strukturou.
Nésledné vstupuje do procedury, ve které specifikuje
ocekdvany vystup (zpracovéni souboru, obriazek 6).
UZivatel voli opét mezi nékolika moZnostmi: (i) jedno-
ducha analyza (single), pro analyzu statické struktury
bez hledani podobnych struktur; (ii) zarovnani struk-
tury s vybranymi podobnymi strukturami; (iii) spusténi
molekuldrnich dynamik na dané struktufe a naslednd
analyza téchto dynamik, a (iv) generovani vice pro-
storovych konformaci proteinu pomoci nastroje tCON-
COORD.

Jednoducha analyza byla ponechdna v aplikaci za
ucelem umoZnéni rychlych analyz, protoze vypocet

konformaci proteinu je ¢asové naro¢ny a neni vzdy
nutnou podminkou pro ziskani relevantnich informaci.

Vyhledani podobné struktury probihd za ucelem
obecné analyzy vice struktur v rdmci jedné dlohy. Pro
jejich hledani je vyuzit programu BLAST s pozadav-
kem na 100% schodu v sekvenci s délkou odpovidajici
50 az 100 % délky puvodni sekvence.

Dalsi moZznosti je volba vypoctu konformaci po-
moci molekuldrnich dynamik (obrdzek 6) nebo néstroje
tCONCOORD.

Niésledujici kroky jsou pro uZivatele prezentoviny
stejné jako v predchozi verzi: (i) definice startovaciho
bodu pro identifikaci tuneld; (ii) zadan{ vstupnich para-
metrt pro nastroj Caver [17]. Po nastaveni parametrd
pro néstroj Caver je spusténa sekvence vypocti. V pfi-
padé pozadavku pro vypocet molekuldrnich dynamik
je zahdjen vypocet trajektorie. Po jeho ukonceni je
nad kazdym snimkem simulace spuSténa identifikace
tunelti pomoci nastroje Caver.

Vypocet molekuldrnich dynamik provadi program
Yasara [19], ktery je spustén prostfednictvim autory
pred-pfipraveného skriptu md_run.mcr [20]. Vstu-
pem pro program je struktura proteinu ve formétu pdb
a sada parametrd (nastavitelné paramtery uzivatelem
jsou popsany v sekci 4.1). Béh molekularnich dyna-
mik vyprodukuje velké mnozstvi snimki (konformaci),
pricemz kazdy snimek je uloZen v samostatném pdb
souboru. Snimky jsou poté vloZeny do archivu, ktery
je predan jako vstup néstroji Caver. Nastroj Caver jiZ
umi pracovat s trajektoriemi z molekuldrnich dynamik.
Program postupné analyzuje jeden snimek za druhym
a identifikuje v nich tunely. Tunelim ve snimcich jsou
nasledné pfifazeny identifikatory tzv. shlukd. Iden-
tifikitor shluku oznacuje jeden tunel napfi¢ snimky,
takZe jsme tak schopni pozorovat promény jednoho
tunelu v Case. Vysledky jsou poté automaticky analy-
zovany a je vygenerovan soubor, ktery obsahuje popis
vSech nalezenych tuneld v simulaci a jejich celkové
statistiky. Soubor je nasledn€ zpracovén a jsou z néj
extrahovany potfebné informace pro jednotlivé kom-
ponenty uZivatelského rozhrani.

Aplikace se musi vyrovnat s velkym objemem zob-
razovanych dat, protoZe jednordzové nacteni vSech dat
do prohlizeCe uZivatele by ve vétsiné pripadt zpisobilo
zahlceni jeho opera¢ni paméti a znaénému zpomalen{
aplikace. Z tohoto divodu jsou implementovany spe-
cializované koncové body API, které poskytuji nej-
konkrétnéjsi vysledky na vyzadani klienta. Tyto kon-
cové body jsou zodpovédné za pfedzpracovéni a trans-
formaci vSech dat z vysledného souboru a vdZzou se
na jednotlivé komponenty. Diky tomuto pfistupu se
v operacni paméti uZivatele udrZuji data pouze o cel-
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Obrazek 5. Puvodni workflow rozsifené o nové funkcionality (Cervené zvyraznéné).

kové statistice simulace a jednom vybraném snimku.

5.0.1 Konecné zobrazeni vysledku
Oproti puvodni verzi bylo zapotifebi umoznit analyzu
transportu ligandu u jednotlivych snimkt simulace
a zobrazit souhrnné statistiky z béhu simulace. Konec-
ny prohlize¢ vysledku je sloZeny ze dvou logickych
Casti: celkové statistiky a analyzy jedné konformace.
Logické ¢asti jsou reprezentovany pomoci 2 zaloZek.
Prvni zdloZka obsahuje celkové statistiky a je zpfi-
stupnénd pouze v piipadé, kdy byly vytvoreny nebo

nacteny trajektorie proteinu. ZaloZzka celkovych statis-
tik obsahuje 4 komponenty. Sémantika téchto kompo-
nent je prevzata z ndstroje MoleCollar [23], ale v rdmci
aplikace byly tyto komponenty nové implementovany.
Prvni zobrazenou komponentou je teplotni mapa vSech
tunelti (obrazek 7H), ze které ziska uZivatel okamzity
prehled o trendech v systému jako jsou pocet iden-
tifikovanych tunelli a jejich stabilita. Data o jednom
tunelu z jednotlivych snimkii se sdruzuji do shluki
(clusterti) a jsou analyzovény jako celky. Dalsi in-
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Obrazek 6. Volba oc¢ekavaného vystupu uzivatelem
pfi zpracovdni jedno souboru (s pfikladem
o¢ekdvaného spusténi molekuldrnich dynamik).

formaci je proto zobrazeni statistik identifikovanych
shlukt tunelti (obrazek 7J). Statistiky shlukd obsahuji
Cetnost vyskytu tuneld, pri-méry a smérodatné od-
chylky hrdla, ¢lenitosti a propustnosti tunelu. V dalsi
¢asti muze uZivatel provést analyzu shluku tunelu v te-
pelné mapé jednoho tunelu (obrazek 71). Toto zobra-
zeni je reprezentovéano grafem, ve kterém je vykres-
len pribéh vybraného tunelu v jednotlivych snimcich
od aktivniho mista az k povrchu proteinu. Aplikace
umoziuje vybrat prifez, ve kterém se provede vypocet
kontur. Kontury se nasledné zobrazi v dalsi kompo-
nenté (obrazek 7F).

Druha zaloZka slouzi k analyze statickych struk-
tur v¢etné jednotlivych snimkd z molekuldrnich dyna-
mik. Rozlozeni a funkcionalita komponent jsou stejné
jako v predchozi verzi. Novou komponentou je vybér
snimku molekuldrni dynamiky, kterd se zobrazi pouze
pfi préci s trajektorii a umoZiiuje vybrat snimek, pro
ktery lze provést vSechny analyzy statické struktury.

Caver Web 2.0 je nova verze webové aplikace, kterd se
zabyva analyzou proteinovych tunelt. Hlavnim pfino-
sem nové verze je integrace vypoctu a analyz mole-
kuldrnich dynamik, které zvysi relevantnost ziskanych
vysledkll. V soucasnosti neexistuje obdobné feseni.
Néstroj bude slouzit védecké komunité pfi vyvoji no-
vych nebo vylepSovani stavajicich proteinti.

Za odborné vedeni a cenné rady bych chtél podékovat
svému vedoucimu Mgr. Janu Stouracovi a celému
tymu Loschmidtovych laboratofi.
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