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CILE PRACE

Teoreticka Cast

e Vypracovani literarni reSerSe v oblasti typt proteinovych tunela v riiznych

typech proteind.

e Prostudovani uvedené odborné literatury.

Prakticka ¢ast

e Dopliovani databaze kanalti ChannelsDB pomoci softwaru MOLE doplitovanou

informacemi o odpovidajicich ligandech.

e Vizualizace proteinovych tunelti ve 2D reprezentaci spolu s aminokyselinovym

zastoupenim na povrchu proteinového tunelu.

e Analyza latek prochazejicich tunely a snaha o predikci téchto latek vzhledem ke

struktufe proteinového tunelu.



1 UVOD

Proteiny zajist'uji rozmanité funkce v zivych organismech. Vyskytuji se jako stavebni
materidl bun¢k, hraji dilezitou roli v regulaci genové exprese, signalizaci, transportu
latek a enzymatické katalyze malych molekul. Skladaji se z jednoho nebo vice fetézci.
Usporadavaji se do slozitych struktur prostorové konformace, v niz obsahuji mnoho
vy¢nélka nebo dutin. Prazdna mista jsou z hlediska stability nevyhodna, a proto jejich
vyskyt byva spojen s funkci at’ uz jde o aktivni ¢i alostericka mista, tunely, kanaly a pory.
Anatomie a vlastnosti téchto podstruktur vyznamné ovliviuji interakce bilkovin s malymi

molekulami.

Kandl je obecné pojmenovani pro tunely a pdry. Tunely spojuji aktivni misto
s povrchem biomakromolekuly, zatimco péry typicky prochazi skrz molekulu a maji
otvory na obou stranach. Pory hraji dilezitou roli v transportu ionti, nebo jinych molekul
prostiednictvim bunéénych membran. Tunely se vyskytuji predev§im v globularnich
proteinech s katalytickou funkci a pory pak u membranovych proteint.
(Stourac et al., 2019) Kanaly (tunely a pory) jsou velmi dilezitymi strukturalnimi rysy
biomakromolekul uzce spjatych s jejich biologickou funkci. (Pravda et al., 2017)

Pochopeni transportnich drah, jejich vlastnosti a dopadu na priichod ligand je dulezité
pro desifrovani funkce proteinu i pro praktické aplikace v oblasti proteinového
inZenyrstvi a navrhu lé¢iv. Studium pfistupovych cest a transportnich procesti liganda
pomoci experimentalnich technik neni zdaleka trividlni. Kvantitativni popis miize byt
ziskan nepiimo pomoci kinetickych méfeni. Mulze probihat také piimo pomoci
dostupnych piimych metod, jako je ¢asové rozliSend krystalografie pod tlakem xenonu,
ktera poskytuje pouze informace o pfitomnosti kanalu, ale za cenu enormnich nékladi.

Funkce kanala se proto Castéji studuji in silico (napt. Caver a MOLE programy).

Vyvijené nastroje umoznuji identifikaci a analyzu kanald ve znamych strukturach
proteintll. Informace o strukturach proteinu se povétSinou ziskavaji z dostupnych databazi,
data o zjisténych tunelech ve strukturdch se dale ukladaji do databdzi uréenych pro

proteinové kanaly.

Vzhledem k dulezitosti proteinovych kanalt je dobré védét jaké latky jimi mohou
prochazet, pruchod ovliviji vlastnosti kanali a molekul samotnych. Proto je soucasti

diplomové prace provedeni analyzy kanali ulozenych v databazi ChannelsDB a ziskani



informaci o prochdzejicich latkach. Nasledné také snaha o automatickou predikci

prochazejicich latek s ohledem na jejich vlastnosti.

Ziskané informace o tunelech a ligandech budou vepisovany do databaze ChannelsDB,
aby se podpotfilo jeji rozsifeni, které do budoucna bude znamenat dostupnéjsi prehled

0 proteinovych kanalech na jednom misté.

V MOLEonline (https://mole.upol.cz/) dochazi k 3D vizualizaci proteinu a nalezenych

kanalt. Spolu stim je zde zobrazend také vizualizace kanali ve 2D. Protoze tato
vizualizace neobsahuje informace o okolnich residuich kandlu bude v ramci diplomové
prace naprogramovan kod, ktery umoziuje 2D vizualizaci na zakladé vypocitanych

kanalu v MOLEonline.


https://mole.upol.cz/

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kanaly, tunely a pory v proteinech

Kanaly (Obr. 1) se rozd€luji vzhledem k jejich struktuie na i) pory, které se oteviraji na
opa¢nych stranach proteinu a vedou skrz né&j a ii) tunely, které spojuji aktivni misto
nachazejici se ve vnitini Casti proteinu s vnéj$im prostorem, putuje pies né¢j molekula
substratu a produkt. (Hollander et al., 2021) Selektivita kanali je fizena velikosti, tvarem
a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi zbytkd, které je lemuji (Brezovsky et al., 2013).
Velké mnozstvi proteinii obsahuje tunely nebo pory, které maji dalezitou fyziologickou
roli. Konkrétni piipady piedstavuji proteinové iontové kanaly, pumpy, poriny nebo
transportéry. Ackoli nékteré struktury maji jeden kanal s jednoduchou strukturou, ve

vétsing jde o komplikovanéjsi struktury (Coleman & Sharp, 2009).

Vnitini enzymové kanaly jsou nezbytné pro katalyzu komplexnich reakci, kdy mutace
vyskytujici se v misté¢ tunelu mize ovlivnit jak aktivitu enzymu, tak substratovou
specifitu. Specificnost enzymu je urcena nejen interakcemi protein-substrat v aktivnim
misté, ale je ovlivnéna 1  selektivitou téchto  pfistupovych  tuneld.

(Chaloupkova et al., 2003)
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Obr. 1: Vizualizace proteinu s 1) pérem, 2) tunelem, 3) vnotenou dutinou a 4) povrchovou
Stérbinou ¢i ryhou. Svétlé oblasti piedstavuji vnitini ¢ast prohlubng, tunelu nebo poru.
Sipky oznacuji uzké hrdlo (bottleneck). Grafy ukazuiji, jak se od sebe odlisuji profily
kanalu a tunelu. Pfevzato od (Brezovsky et al., 2013).
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Pory (Obr. 1) hraji dalezitou roli ve velkém mnoZstvi biologickych procesti, naptiklad
se podili na kontrole transportu vody, ionti a ostatnich molekul skrz biomembrany
(Pravda et al., 2018 a). Celkové jsou dulezité pro fizeni transportu pies bunécnou
membranu (Pravda et al., 2018 b). Takové proteiny se vyskytuji v mnoha forméch a ve

vSech typech biologickych membran.

Zlepsujici se techniky, pfedev§im kryoelektronové mikroskopie, slouzici ke zjisténi
struktury proteinu umoznily celkové kvalitngjsi analyzu kanalt v proteinech.
Krystalograficka analyza a simulace molekularni dynamiky potvrdily Gspésné zavedeni

strukturaln¢ definovaného a funk¢niho transportniho tunelu. (Brezovsky et al., 2016)

Znalost struktury proteinu je dilezita predevS§im u vyvoje 1ékd (vyhledavani
inhibitort), dale také v enzymologii, kde se identifikuji substratové molekuly (na principu
zamku a kli¢e), a v chemii pro studium proteinovych interakci (Petrek et al., 2006). Kvuli
velkému zajmu o tyto struktury, vznikaji nastroje k identifikaci a analyze kanali
Vv proteinech. Pro identifikaci pori je jeden z nejpopularngjsich nastrojo HOLE, pro
tunely je to program Caver a pro oboji MOLE a MOLEonline. Je dostupnych mnoho
dalsich programi a softwarti s odliSnou funk¢nosti a riznou vizualizaci. Bylo vytvofeno
nékolik paralelnich databazi shromazd'ujici informace o proteinovych kanalech, vétSina
z nich se ale zamé&fuje na vlastnosti a ontologii proteint, misto zaméteni na vlastnosti

struktury kanalt. (Pravda et al., 2018 b)

Jednou z funkci port je transport. Existuji dvé hlavni tfidy membranového transportu,
a to ptes kanaly, nebo transportéry (Obr. 2). Transportéry (nosi¢e) vazou konkrétni latku,
ktera se ma transportovat a podstoupi fadu konformacnich zmén, které stfidaveé vystavuji
vazebna mista pro transportovanou latku na jedné strané membrany a pak na druhé, aby
se pres n¢j prenesla. Pory se naopak vzajemné ovliviiuji mnohem slabéji s danou latkou,
kterd ma byt pfendSena. KdyZ jsou pory oteviené umoziuji prichod membranou
specifickym latkam. Prichod pory je vzdy pasivni a mnohem rychlejsi nez prichod

transportéry. (Alberts et al., 2015)


https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acscatal.6b02081
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Obr. 2: Rzné formy membranového transportu, pasivni transport (A) koncentracnim
gradientem, nebo (B) elektrochemickym gradientem. K transportu dochazi
spontanné pres lipidovou dvojvrstvu pres pory, tedy pasivni transportéry.
Naopak aktivni transport vyZaduje vstup energie a je zprostiedkovan
transportéry. Pfevzato od (Alberts et al., 2015).

Kazdy protein Casto transportuje pouze konkrétni molekularni druh nebo tfidu molekul
(napf. ionty, cukry, aminokyseliny). Pory vedouci skrz transmembranové proteiny
(Obr. 1) umoznuji selektivni transport iontd, malych molekul, a dokonce i velkych
makromolekul ptes biologické membrany. Selektivita kanalu je urCena jeho geometrii
a slozenim aminokyselinovych zbytkd v okolni oblasti. (Gouaux & Mackinnon, 2005)
VSechny membranové transportni proteiny jsou transmembranové proteiny, jejichz
polypeptidovy fetézec je zanotfen do lipidové struktury membrany. Dysfunkce kanal

souvisi s rtaiznymi nemocemi. (Niemeyer et al., 2001)

Vzhledem k odlisnym vlastnostem kanalti je 1ze rozdé€lit do podskupin podle toho, jaké
latky transportuji. V téchto mnozinach jsou pak zatazeny kandly se stejnymi, nebo
podobnymi vlastnostmi, aby umoznili prichod specifické molekuly. Typickymi tfidami,
které jsou v textu dale podrobnéji popsané mohou byt akvaporiny, schopné transportovat
vodu, které vzhledem Kk vysokému podilu vody v organismech hraji zasadni roli
Vv rychlém transportu molekul vody. Dilezitou skupinou jsou také iontové kanaly a jejich

podtiida napétim ovladané iontové kanaly, ob¢€ skupiny transportuji ionty v organismech.
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Za zminku stoji mechanosenzitivni kandly, udrzujici spravny osmoticky tlak buiiky. Dalsi
vyznamnou skupinou jsou tunely vyskytujici se v enzymech, které svymi fyzikalné
chemickymi vlastnostmi selektuji latky schopné vstupovat do blizkosti ukrytého

aktivniho mista v tunelu.
2.1.1 Akvaporiny

Buriky si udrzuji osmoticky tlak v reakci na okolni podminky pfimou diftzi. Krom difuze
maji n¢které prokaryotické a eukaryotické buiiky vodni kanély neboli akvaporiny. Ty lezi
v jejich plazmatické membrang, umoziuji rychlejsi pohyb molekul vody smérem z a do
bunck. Akvaporiny predstavuji selektivné propustné kandly, které jsou nepropustné pro
ionty, ale propustné pro vodu. VSichni ostatni obratlovci, bezobratli, mikrobi a rostliny
jsou také tvoteni primarné vodou. (Agre, 2004) Akvaporiny se hojné vyskytuji ptedevsim
Vv zivoc¢isnych buikach, které musi transportovat vodu vysokou rychlosti napt. epitelidlni
buiky ledvin nebo exokrinni buiiky, které musi transportovat nebo vylucovat velké
objemy tekutin. Rodina akvaporini obsahuje funk¢éné riznorodé Cleny, kteti neptepravuji

jen vodu, ale také glycerol, mo€ovinu, arsenit a oxid uhli¢ity. (Hedfalk et al., 2006)

Aby se zabranilo naruSeni iontovych gradientdi transportem pies membrany, musi
akvaporiny umoznit rychly prichod molekul vody a zaroven zcela blokovat prachod
iontll. Trojrozmérnd struktura akvaporinu odhaluje, jak dosahuje takovéto selektivity.
Struktura tzkého poru umoziuje molekuldm vody prochdzet membranou v jediném
kroku po draze karbonylovych kyslikti lemujici jednu stranu poru (Obr. 4). Druhou stranu
poru tvoii fada hydrofobnich aminokyselin. Por je pfili§ uzky, aby do n€j mohl vstoupit
jakykoliv hydratovany iont a energetické naklady na dehydrataci iontu by byly obrovské,
proto hydrofobni sténa poru nemiliZe interagovat s dehydratovanym iontem, aby
kompenzovala ztratu vody. Tento popis snadno vysvétluje, pro¢ akvaporiny nemohou
vést K*, Na*, Ca2* ani CI" ionty. (Alberts et al., 2015) Tyto kanaly jsou také nepropustné
pro H*, ktery je pfitomny v buiikich hlavné jako H30".
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Obr. 3: Na obrazku (A) jsou vidét dvé kratké o, Sroubovice akvaporinu (Cervena a modra), které
prochazi skrz membranu. Kazda z téchto Sroubovic prochazi pouze pies polovinu
membrany. (B) Predstavuje podélny prufez jednim monomerem v roviné centralniho
poru. Lze rozeznat jednu stranu, ktera je tvofena z hydrofilnich aminokyselin
poskytujici prechodné vodikové vazby vodé. (C) Spolu s (D) vysvétluje proc jsou
akvaporiny nepropustné pro H+, karboxylové skupiny dvou strategicky umisténych
asparaginil vazou centralni vodu. Pfevzato z (Alberts et al., 2015).

Kazdy monomer akvaporinu obsahuje jakysi filtr tvaru ,,pfesypacich hodin®, které
skryva konzervované strukturalni jadro sklddajici se ze Sesti transmembranovych
a - helix?i obklopujicich jedinou uzkou drahu pfes membranu. Sedma transmembranova
oblast je tvofena smy¢kami B a E, které tvoti polovi¢ni Sroubovice (Obr. 3) a skladaji se
do kandlu z opaénych stran membrany. N-termindlni konce téchto polovi¢nich Sroubovic
obsahuji signaturni motiv akvaporinu Asn-Pro-Ala a setkavaji se uprostted dvojvrstvy
(Obr. 3). Dalsim strukturnim znakem, ktery se vyskytuje v celé rodiné¢ akvaporint, je
zuzujici se oblast tvofena arginininem a tfemi dal$imi aminokyselinami, z nichZ jedna je
obvykle aromaticka. (Sasaki, 2012) Akvaporiny obsahuji strategicky umisténé
asparaginy (Obr. 3), vazajici se na atom kysliku centralni molekuly vody prochazejicich
porem, zavadeji bipolaritu na cely sloupec molekul vody. To znemoZznuje tvorbu

arozbijeni vodikové vazby, aby se dostaly pies centralni vodu vazanou asparaginem.



Protoze obé valence tohoto centralniho kysliku nejsou k dispozici pro vodikovou vazbu,
centralni molekula vody se nemuze €astnit pfenosu H+ a pdr je tak pro H+ nepropustny.

(Alberts et al., 2015)

AQPO, AQP1, AQP2 a AQP4 jsou dostupné strukturalni modely akvaporinli u savci,
oproti tomu bakteridlni struktury akvaporinti jsou GlpF, AqpM a AQPZ a rostlinné
SoPIP2, SoPIP1 (Hedfalk, 2006).

AQP1 je homotetramer obsahujici Ctyii nezavislé vodné kanaly. Vyskytuje se
v proximalnich tubulech a Henleové klicce. Po zaclenéni do lipidovych dvojvrstev tvori
protein dvourozmérné miizky s jednotkovou buitkou obsahujici dva tetramery v opacné
orientaci. (Walz et al, 1997) Zmeéna orientace je zpusobena interakcemi
s elektrostatickym potencidlem oblasti Asn-Pro-Ala tvofenym makrodipdly polovi¢nich
Sroubovic smycek B a E, tato elektrostaticka bariéra je nyni povazovana za hlavni pfi¢inu

vylouc¢eni protont (Sasaki, 2012).

AQP2 je vazopresinem regulovany vodni kanal, ktery urCuje propustnost vody
ledvinovym sbérmym kanalem. U suchozemskych zvifat vcetné lidi je pro preziti
V neptiznivych podminkach na sousi nezbytné zabranit ztraté vody, proto je tento sbérny
kanalek dulezity. AQP2 je protein s vyssi molekulovou hmotnosti 35-50 kDa. U lidského
proteinu AQP2 byla potvrzena homo-tetramerni struktura. (Sasaki, 2012)

2.1.2 lontové kanaly

VétSina kanalii v plazmatické membrané ma nutné uzké a vysoce selektivni pory, které
se rychle oteviraji a zaviraji. Protoze takové proteiny se tykaji specificky anorganického
iontového transportu oznacuji se jako iontové kanaly. KaZzdou sekundu miize projit az
100 miliont iontd jednim kandlem (coz je 105 - krat rychlejsi pfenos nez jakymkoliv
transportérem). Kanaly nelze propojit se zdrojem energie, provadény transport je vzdy
pasivni (Obr. 2). Funkce iontovych kanali spociva pfedev§im v umoznéni prachodu
specifickym anorganickym iontim (nejéastéji Na*, K*, Ca?* nebo CI), aby rychle
difundovaly pies lipidovou dvojvrstvu. (Alberts et al., 2015) Schopnost kontroly toku
iontll ptes kanaly je nezbytna pro mnoho bunéénych funkci. Zejména nervové builky se
specializovaly na pouzivani iontovych kanali. Elektrické vlastnosti biologické tkané
poskytuji dalezité diagnostické informace v ramci radiovych a mikrovinnych frekvenci

a hraji také dilezitou roli pii vypoctu specifické rychlosti absorpce. (Zhang et al., 2013)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959440X06001138
https://www.nature.com/articles/42512

Iontové kanaly jsou obvykle multimerni proteiny umisténé v plazmatické membrang.
Kazdy z téchto proteinti tvoii priichod rozprostirajici se z jedné strany membrany na
druhou (Moreau et al., 2008). Jde o dilezitou tfidu biologickych molekul, umoznujici
vést ionty (jako Na*, K*, CI) uzkym tunelem pevného naboje. Bunky exprimuji
rozmanitou fadu proteinti s iontovymi kanaly vyznamné se liSici ve své iontové selektivité
a v ovlivnéni ligandy (jako jsou neurotransmitery) nebo membranovym napétim. (Obr. 4)
Vétsina iontovych kanalll jsou proteiny s vice podjednotkami a jako takové podstupuji
slozitou sérii posttranslacnich déji skladani, modifikace a oligomerizace, aby se dosahlo

jejich spravné funkéni kvartérni struktury (Eisenberg, 1998).

Iontové kanaly mohou pfepinat konformaci mezi uzavienym a otevienym stavem,
vykazuji iontovou selektivitu, diky kter¢ je umoznén prichod jen nékterym
anorganickym latkdm. Simulace na modelovych nanopérech odhaluji, e uzka (<4 A)
hydrofobni oblast mize tvofit funkéné uzavienou branu v kandlu a mize byt oteviena
bud’ malym (~1 A) zvé&tsenim poloméru pord nebo zvysenim polarity. Studie modelovani
a simulace potvrzuji dilezitost hydrofobniho otevirani brany v K* kanalech a podporuji
model, ve kterém je ohnuti Sroubovice, kterd slouzi jako dvitka s vystelkou pora M2
(nebo S6 v K' kandlech), zakladem kanalového uzavirani a zavirdni. Simulace
jednoduchého proteinu vnéj$i membrany naznacuji, ze brana muze byt také tvotena
interakcemi nabitych postrannich fetézcii v poru, jak je tomu také v ptipadé CIC kanala

(Beckstein et al., 2003).

Jejich pory musi byt misty dostatecné uzké, aby ptinutily prostupujici ionty do t€sného
kontaktu se sténami kandlu tak, Ze pouze ionty o spravném naboji a velikosti mizou
projit. Omezeni priichodu a selektivitu uréuje zejména nejuzsi misto kanalu nazyvané filtr
selektivity. lontové kandly maji moznost kratce se otevfit a pak znovu zaviit. Pfi
prodlouzené stimulaci (chemické nebo elektrické), piejde vétSina iontovych kanali do

uzavieného stavu, ve kterém jsou odolné vii¢i dalSimu otevirani az do odstranéni stimulu.

Ve vétsing ptipadu se ,,brana“, kterou piedstavuje uzké hrdlo selektivity, otevie jako
odpovéd’ na konkrétni podnét. Hlavnimi typy podnétl zptsobujicich otevieni iontovych
kanalii jsou napéti na membran¢ (napétové fizené kandly), mechanicky signal
(mechanicky fizené kandly), nebo vazba ligandu (ligandem ftizené kanaly), kanaly
extracelularniho mediatoru (neurotransmiter), nebo iontové fizené kanaly (intracelularni
mediator je iont), nebo nukleotidové kanaly (nukleotid). Krom¢ toho fosforylace

a defosforylace proteinil reguluje aktivitu mnoha iontovych kanala (Alberts et al., 2015).
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Obr. 4: Model brany bakterialniho K* kanalu. Kanal je vidét v fezu, C&tyfi vnitini
transmembranové Sroubovice, které lemuji pory na cytosolové strané selektivniho filtru
meéni usporadani, aby se zaviel cytosolovy vstup do kanalu. Pfevzato
z (Alberts et al., 2015).

2121 Napétim ovladané iontové kanaly

Napétoveé tizené kandly reaguji na odchylky v potencidlu bunééné membrany a jsou
vysoce selektivni pro konkrétni ionty Na*, K*, Ca®* a CI". Dale se déli do rodin na zakladé
hlavniho prochazejiciho iontu. Nicméné€ aminokyselinové sloZeni zndmych, napétim
fizenych kanali vykazuje znacnou podobnost, coz dokazuje, Ze vSechny patii do
nadrodiny evolu¢né piibuznych proteinti. Lidé, ktefi zd€di mutantni geny kodujici
iontové kanaly mohou trpét na rizné nervové, svalové, mozkové nebo srdecni choroby.
(Alberts et al., 2015) Napétoveé fizeny Na* kanaly jsou zodpovédné za vytvareni akéniho
potencialu s dlouhym trvanim, a proto jsou cilem lokalnich anestetik, jako je lidokain
a benzokain. Argininové ndboje na uzaviratelné bran¢ vytvareji mnohonasobné hydrofilni
interakce uvnitf napétového senzoru, vcetné neocekavanych vodikovych vazeb
K proteinové patefi. (Jiang et al., 2003) Napétové fizené Ca®* kanaly reguluji
intracelularni koncentrace Ca?*, a jsou tak zodpovédné za Sirokou $kalu biochemickych
uvoliiovani neurotransmiterti na synapsich neuronti. Blokatory kalciovych kanala jsou
cenné pii 1écbé rtznych stavi, od srdecnich chorob po uzkostné poruchy. Napétove

fizené K* kanaly ptedstavuji nejvétsi a nejrozmanitéjsi tiidu napétove tizenych iontovych
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kanalG. Jsou nezbytné pii vytvareni klidového membranového potencidlu. Kanal
obsahuje centralni iontovy vodivy pdr obklopeny napétovymi senzory, které tvori
,lopatky napétovych senzord* hydrofobni, kationtové, struktury helix — turn — helix se
nachazi na vnéjSim obvodu kanalu. Flexibilni panty naznacuji, Ze napétové senzorové
lopatky se pohybuji v reakci na zmény membranového napéti a prenaseji svij kladny
naboj pres membranu. (Jiang et al., 2003) Napétoveé tizené Cl kanaly jsou pfitomny
v kazdém typu neuronu a podileji se na regulaci vzruchu a objemu bungk. Je také znamo,

ze prispivaji ke klidovému membranovému potencialu.
2.1.3 Mechanosenzitivni kanaly

Mechanosenzitivni kanaly jsou ovlddany napétim zprostfedkovanym okolnimi lipidy
vV membrané. Napéti lipidové dvojvrstvy je distribuovano zcela nehomogenné
(Gullingsrud & Schulten, 2004). Mechanosensitivni (MS) kanaly (Obr. 5), které poskytuji
ochranu pred hypoosmotickym Sokem, se nachdzeji v membranich organismua ze tii
oblasti Zivota: bakterii, archaea a eukarya. Jsou rozpoznany dvé rodiny vSudypiitomnych
MS kanalti a ty byly oznaceny jako rodiny MscL a MscS (Obr. 5). Pro ¢leny rodiny MscL
je k dispozici rentgenova krystalograficka struktura s vysokym rozliSenim a rozsahlé
molekularné genetické, biofyzikdlni a biochemické studie provedené v mnoha
laboratofich umoznily postulovat uzaviratelny mechanismus ,bran“ umoznujici
vzadjemnou konverzi tésn€ uzavien¢ho stavu a otevieného stavu, ktery fidi
transmembranové toky iontli a metabolitl. Na rozdil od proteint kanalu MscL, které mayji
jednotnou topologii, mnohem vétsi rodina MscS zahrnuje proteinové €leny s topologiemi,
u kterych se piedpoklad4, ze se budou lisit od 3 do 11 a-helikélnich transmembranovych

segmentl (TMS) na polypeptidovy fetézec. (Pivetti et al., 2003)
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Obr. 5: Struktura mechanosenzitivniho kanalu. Krystal struktur MscS v jeho (A) uzaviené a (B)
otevien¢ konformaci. Bo¢ni pohled ukazuje celkovy protein, vcetné intraceluldrni
domény zanofené do membrany. Pohled z vrchu ukazuje pouze transmembranovou
doménu, kdy zabira vétsi prostor pii otevieném stavu nez uzavieném. Prevzato
z (Alberts et al., 2015).

2.1.4 Enzymové kanaly

Enzymy jsou uc¢inné a specifické katalyzatory pro mnoho zdékladnich funkci
v organismech. Jedna se o proteiny, které katalyzuji chemickou reakci a méni substrat na
produkt. Enzymatické reakce se objevuji v enzymaticky aktivnim misté. Diky mnoho
analyzam enzymatickych reakci, doSlo k lepSimu porozumeéni, jak funguji chemicky
aktivni mista a jaké aminokyseliny jsou pfitomny v téchto aktivnich mistech. Relativné
malo prozkouman je vstup substratu do aktivniho mista a jak jej pfislusny produkt

opousti. (Pravda et al., 2014)

Zatimco nékteré aktivni mista jsou umistény na proteinovém povrchu, v trhlinach nebo
kapsach, mnoho enzymu s aktivnimi misty schovanymi ve struktuie musi byt schopné

prenaset substraty a produkty do a z okoli za ucelem uplatnéni jejich katalytické aktivity.
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Tvar a velikost tunelii tak mlze vyznamné pfispivat k vazbé ligandu v proteinech se
skrytymi aktivnimi misty. Aminokyseliny lezici v okoli tunelu jsou dilezité v selektivité
téchto enzymd, flexibilité kanald jako jsou oteviraci a zaviraci pohyby, pfispiva k Siroké
substratové specifit¢ (Pravda et al., 2014). Ve vétsin¢ piipadu funguji tunely jako
prodlouzeni vazebného mista enzymu a podileji se na vstupu a vystupu ligandu, také na
stabilizaci ligandu v jeho pfirozeném vazebném rezimu. Fyzicky tvar a velikost tunelu
nemusi ur¢ovat pouze maximalni velikost odpovidajiciho ligandu, ale mtze také stanovit
pocet potencialnich interakci nebo bariér, na které muze ligand narazit, kdyZ migruje

smérem k aktivnimu mistu. (Kingsley & Lill, 2015)

Byl navrzen model , keyhole—lock—key*, ktery se konkrétné zabyva tim, jak tunely
nebo ,klicové dirky* v proteinech ovliviiuji enzymatickou aktivitu, specificitu
a stereoselektivitu (Prokop et al., 2012). V takovém modelu lze rozeznat substrat (klic),
ktery musi projit tunelem (klicovou dirkou), aby dosahl aktivniho mista (zamku), kde se
pfeméni na produkt. Diky takovému modelu lze fict, ze tunely obsahujici aktivni misto
jsou dulezitymi strukturdlnimi jednotkami, které by mohly pfispét k regulaci
enzymatickych funkci a dalSich biologickych procest. (Marques et al., 2016) Jako takové
lze povazovat enzymové tunely za potenciadlni hotspoty pro modulaci fungovani

biomolekul uvnitt zivych bunék. (Obr. 6)

Enzymové tunely Casto obsahuji molekularni brany, které mohou specificky regulovat
transport latek témito biomolekularnimi systémy. Brany funguji jako filtry v Sirokém
spektru enzymi a fidi fadu substrat (Gora et al., 2013). Molekularni otevirani a zavirani
brany je dynamicky proces, pii kterém je jednotlivym latkdm s malym rozmérem
molekuly umoznén nebo odepten ptistup ke konkrétnim mistiim v makromolekule. Riizné
procesy otevirani a zavirani brany mohou mit velmi specifické ¢asové osy a role. Brana
je umisténa smérem k cytoplazmé, byva Casto jasn€ vidét v krystalové struktufe.
(Batiza et al., 1999) Brany, které se nachazeji v mnoha enzymech, nebyly dikladné
prozkoumany a nejsou tak dobfe pochopeny. Molekularni brana je dynamicky systém
skladajici se z jednotliveli nebo skupin zbytkl, smycek, sekundéarnich strukturnich prvki
nebo dokonce domén, které reverzibilné piepinaji mezi otevienymi a uzavienymi
konformacemi, a tim fidi pohyb malych molekul — substrati, produktd, iontd nebo

rozpoustédla — do nebo z proteinové struktury. (Marques et al., 2017)

13


https://link.springer.com/article/10.1186/s12859-014-0379-x
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/cr300384w
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/med.21430?saml_referrer

/,fl'- — ¢ ,//"/

Obr. 6: Model , keyhole—lock—key*, kde kli¢ pfedstavuje substrat, ktery musi projit kliCovou
dirkou ilustrujici tunel, aby dosahl zdmku, tedy aktivniho mista a reagoval. Pievzato
od (Marques et al., 2017).

2141 Struktura enzymového kanalu

Ve vétsing pripadii funguji tunely jako rozsifeni vazebného mista enzymu a jsou zapojeny
do vstupu a vystupu ligandu, jakoz i do stabilizace ligandu v jeho pfirozeném vazebném
rezimu. Schovand aktivni mista mohou umozZnit velmi t€snou kontrolu nad katalytickym
procesem na riznych Grovnich, ale vyzaduji urcité prostfedky komunikace s hromadnym
rozpoustédlem, to znamena zplsob prenosu substratl, produktt, kofaktorii a molekul
rozpoustédla mezi vnéjSim prostiedim a aktivnim mistem (nebo mezi jednim aktivnim

mistem a druhym). Toto je primarni role enzymového tunelu.

Sekundarni a souvisejici role tunell je vybirani druhii ligandd, které maji povoleno
podstoupit tento pfenos. Napiiklad pfitomnost molekul vody mize branit enzymaticky
katalyzované reakci, a tak by enzym musel pfisn¢ kontrolovat jejich priichod. V jinych
pfipadech mtize byt nutné zabranit uvoliiovani toxickych meziprodukta z vnittku enzymu

a zaroven je prenaset mezi riiznymi aktivnimi misty. (Marques et al., 2017)

Existence tunelu obecné usnadnuje vybér, kterym latkdm je povolen pfistup ke
konkrétnim ¢astem proteinu. Pokud jsou geometrie a fyzikalné chemické vlastnosti tunelu
dobfe uzplsobeny, mize byt kanal schopen vyloucit vSechny kromé pozadovanych
substratil a zajistit tak substratovou specifitu enzymu. Bylo zjiSténo, Ze tunely obsahujici
skryté aktivni misto se vyskytuji ve vSech Sesti hlavnich klasifikacnich tfidach enzymd.
(Prokop et al., 2012) Na zéklad¢ strukturnich prvkd a molekularnich funkci 1ze vymezit
Ctyfi typy kanala (Obr. 7):
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1. NaK channel y 2. Candidarugosa lipase — //
PDB-ID 3E8G E.C.3.1.1.3; PDB-ID 1CRL

| |

3. [NiFeSe]-hydrogenase : 4. carbamoyl phosphate synthetase »
E.C. 1.12.99.6; PDB-ID 4KL8 E.C. 6.3.5.5; PDB-ID 1A9X

Obr. 7: Piiklady proteinti obsahujicich por (1.), jediny tunel (2.), vice tuneld spojujici aktivni
misto (3.), nebo vice aktivnich mist s vnéj§im prostorem proteinu (4.). Kanaly a tunely
jsou znazornény oranzovou barvou, aktivni mista fialovou. Pfevzato (Marques et al.,
2016).

1) Pory funguji jako vysoce selektivni, obousmérny transportér pro obrovské mnozstvi
proteinovych ¢i iontovych nékladii, pro takovy transport existuje vétSinou dobie
regulovany mechanismus (Wente & Rout, 2010). Nachazeji se napiiklad v iontovych
kanalech (Obr. 7), které umoziuji pruchod specifickych iontl skrz membranové
proteiny (K* kanal, Ca®" kandl atd.), v iontovych pumpach (Na'/K*
adenosintrifosfatasa (EC 3.6.1.3), transportér neurotransmitert atd.), nebo v porinech
(Marques et al., 2016).

2) Jednotlivy tunel spojujici skryté aktivni misto s rozpoustédlem (Obr. 7). Tunel je
jedinou cestou pro vymeénu ¢inidel, produktt, rozpoustédel nebo iontl mezi skrytym
aktivnim mistem a okolim proteinu (Marques et al., 2017). Mnoho enzymt ma také
jeden trvaly tunel a n€kolik prechodnych tunelti, které lze odhalit pouze studiem
dynamiky proteint (Marques et al., 2016). Jednim z piikladi takovych enzymu je
triacylglycerol acylhydrolasa (lipasa EC 3.1.1.3) z Candidarugosa.
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3)

4)

5)

Spojeni mezi aktivhim mistem enzymu skrytym uvnitf proteinového tunelu
a rozpoustédlem mize byt zajisténo vice tunely (Obr. 7) (Prokop et al., 2012).
Substraty, produkty a rozpoustédlo mohou mit rizné preference pro konkrétni tunely.
Ve vétsing pripadu existuje jeden hlavni tunel a jeden nebo vice vedlejSich tuneld,

které funguji jako alternativni nebo pomocné trasy.

Cytochrome-c3 hydrogenasa (G3DSA 1.10.645.10) je enzym, ktery obsahuje
mnohocetné tunely. (Marques et al., 2017) Jednim z takovych ptikladi je cytochrom
P450, ktery ma hlavni 22 A dlouhy hydrofobni tunel dileZity v pfistupu k substratu a
vystupu produktu, zatimco 12 dalsi sekundarni tunelii umoziuje vyménu molekul
kysliku a rozpoustédla a také zajiStuji alternativni cesty pro uvolnéni produktu.
Podobné maji halogenalkandehalogenasy (HLDs, EC 3.8.1.5) hlavni tunel, pouzivany
pro vyménu halogenovaného substratu, alkoholu a halogenidovych produkti a
n¢kolik sekundarnich tunelli se pouziva pro uvolilovani alkoholu a vyménu vodniho

rozpoustédla. (Klvana et al., 2009)

Tunely spojujici ruznad katalytickd mista v multifunkénich enzymech nebo
enzymovych komplexech s vice aktivnimi centry (Obr. 7). Piedstavuji dvé oddélena
aktivni mista vzajemné spojena molekularnim tunelem. (Raushel et al., 2003) Tunely
mohou zvysit katalytickou G€innost enzymu, snizenim doby prichodu z a do
vazebnych mist. Navic, prichod substratu tunelem muizZe slouzit k ucelu tésné
regulace fady po sob¢€ jdoucich reakci, které mohou byt soucasti metabolické drahy
nebo vicestupniového katalytického cyklu (Prokop et al., 2012). Mohou také pomoci
predchazet vedlejsim reakcim tim, Ze udrzuji nestabilni meziprodukty mimo
rozpoustédlo, nebo dokonce zabratiuji uvoliiovani toxickych produkti do
intracelularniho prostfedi. Takovy jev je bézné znamy jako ,kandlovani substratu
molekularnimi tunely”. (Miles et al.,, 1999) Nemélo by se zaménovat
s elektrostatickym kanalem, ktery se tyka fizeni meziprodukti mezi riznymi
katalytickymi misty pohanénymi elektrostatickymi poli a nemusi nutné zahrnovat
enzymové tunely. Dobrym ptikladem je karbamoylfosfatsyntasa (EC 6.3.4.16)
multifunkéniho enzymu s nékolika tunely spojujicimi riizna aktivni mista. (Marques

etal., 2017)

16


https://loschmidt.chemi.muni.cz/peg/wp-content/uploads/2021/02/Prokop_Engineering_of_protein_tunnels_Keyhole.pdf
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/med.21430?saml_referrer
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19577578/
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/ar020047k
https://loschmidt.chemi.muni.cz/peg/wp-content/uploads/2021/02/Prokop_Engineering_of_protein_tunnels_Keyhole.pdf
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(19)73336-5/pdf
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/med.21430?saml_referrer

2.1.4.2 Residua v okoli enzymového kanalu

Frekvence aminokyselin v aktivnich mistech, na povrchu proteinu a uvniti proteinu, nebo
Vv kandlech a jejich aminokyselinové slozeni je rozdilné. Vysledné vlastnosti tunelu, se
vyrazné 1i§i podle aminokyselin v jeho okoli. Aminokyseliny zaujimajici vétsi prostor
(s vétsim postrannim zbytkem) a aromatické aminokyseliny se vyskytuji 1,25 krat ¢astéji
v tunelech s délkou 15 A a vétsi neZ jinde v celém enzymu. Jiné aminokyseliny (Asp,
Phe, Asn, Thr, Met, Ser) se také vyskytuji v trochu vétsi frekvenci v kanalech nez ve
zbytku proteinu. Naopak nepolérni, alifatické aminokyseliny (Pro, Gly, Ile, Leu, Ala
a Val) se vyrazn¢ mén¢ vyskytuji ve sténach kandlu. (Pravda et al., 2014) Lisi se od

typickych katalytickych aminokyselinovych zbytk.

Enzymy také vyuzivaji Sirokou Skdlu chemikalii, v€etné mnoha rtiznych kovovych
iontl,, kovové kofaktory, kovové/nekovové komplexy a posttranslaéni modifikace 20

ptirozené vyskytujicich se aminokyselinovych zbytka (Holliday et al., 2009).

U tuneli pfijimajici plynné substraty nachéazejici se v nékolika enzymech se vyskytuji
modifikované aminokyseliny. Ttida pfevladajicich plynnych substrati jsou alkany, jako
je methan a ethan, které byvaji oxidované. Na konci tunelu, v blizkosti aktivniho mista je
nékolik zbytkd, které jsou posttranslaéné¢ modifikované. Methylované aminokyseliny,
kterymi jsou S-methylcystein, 3-methylisoleucin, 2(S)-methylglutamin a N2-
methylhistidin lemuji tunel. Je pravdépodobné, ze tyto zbytky pomohou selekci ethanu
vytvofenim velmi hydrofobniho prostfedi a zabranit hydrofilnim molekuldm podobné

velikosti od dosaZeni aktivniho centra. (Singh & Anand, 2021)

Hrdlo kanalu obsahuje vyrazné vice cysteinu, histidinu a tyrosinu a mnohem méné
alifatické aminokyseliny (Pro, Gly, Ala) (Obr. 8). Histidin a cystein maji unikatni
vlastnosti vazby, diky tomu jde pfedpovedét, ze se tyto vazebné vlastnosti mohou podilet
na kontrole hrdla kanélu. Zatimco malé, alifatické residua nemtizou vydrzet velké zmény
a nemohou slouZit ke kontrole hrdla kanalu. Aktivni misto obsahuje vyrazné vice
aminokyselin, které mohou byt soucésti katalytického cyklu (His, Asp, Cys, Glu, Arg,
Tyr, Lys) (Obr. 9) a poskytuji proton a elektron, nasledné¢ dochazi k reorganizaci
kovalentni vazby. Frekvence mén¢ reaktivnich aminokyselin (Trp, Thr, Gln, Phe) nebo
aminokyselin s nereaktivnim postrannim fetézcem (Met, Ala, Pro, Ile, Val, Leu) je

v aktivnich mistech mensi. (Pravda et al., 2014)
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Obr. 8: Zastoupeni frekvence aminokyselin v riznych ¢astech struktury enzymu. Znazornéni
Castéji frekventovanych aminokyselin se odrazi ve velikosti pisma, kterou jsou napsany
(legenda vpravo dole). Aminokyseliny jsou zndzornény odliSnymi barvami podle jejich
vlastnosti. Pfevzato (Pravda et al., 2014).

2.1.4.3 Selekce latek enzymatickymi tunely

Vliv ,,uzaviratelnych bran® na substratovou specifitu 1ze ptipsat lokalizovanému znaku
nebo souboru znakd, ale pfi urovani substratové specifity mize hrat roli také celkova
dynamika enzymu (Kingsley & Lill, 2015). Uzké hrdlo tunelu — jeho nejuzsi misto, je
Casto ohniskem selektivity, protoze urcuje maximalni velikost latek, které mohou projit
tunelem. Dal$i dalezitou soucasti tunelu je jeho vchod nebo usti. To mé za nésledek
prvotni interakci s objemovym rozpoustédlem a miize hrat zasadni roli pfi rozpoznavani
substratu. Podobné skupina zbytkt tvofici uzké hrdlo na vstupu do tunelu mize hrat

hlavni roli pti urCovani jeho funkce. (Alberts et al., 2015)

Pro pochopeni funkce tunelu je dilezité znat jeho rozmeéry, jako je délka, primér ve
vSech mistech a zakiiveni. DiileZitou roli hraji také aminokyseliny vyskytujici se v okoli
tunelu a jejich postranni zbytky. Jako jedny z nejselektivnéjSich mist se povazuji hrdlo

a vstup tunelu, aminokyseliny v okoli a velikost tunelu sou¢asné zarucuji jeho specifické
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vlastnosti. Zatimco hlavni tunely jsou vétSinou trvalé¢ a Ize je snadno identifikovat
zkoumanim krystalickych struktur, dal§i pfechodné tunely lze identifikovat pouze

studiem dynamickych zmén v radmci biomolekuly.

Ptechodné tunely pfepinaji mezi otevienym a uzavienym stavem v zavislosti na
konformaci proteinu. Navzdory své pomijivosti mohou byt nezbytné pro spravnou funkci
enzymu. Mnoho enzymi, o kterych se v soucasné dob¢ predpoklada, ze maji pouze jeden
tunel, mohou ve skute¢nosti mit jiné¢ funk¢ni piechodné tunely, které lze identifikovat
pouze zkoumanim dynamiky proteind. (Sanson et al., 2011) V nékterych piipadech lze
vlastnosti tunelti spravné¢ charakterizovat pouze tehdy, kdyZ jsou studovany v pfitomnosti
ligandti, které mohou vyvolat jejich otevieni a ovlivnit jejich tvorbu a perzistenci

(Marques et al., 2017).

Mutace v mist€ aktivniho mista, vstupu, nebo hrdla kanalu mize ménit jeho geometrii,
fyzikalné chemické vlastnosti a tim i jeho selektivitu vstupujicich molekul. S vyuzitim
genetického inzenyrstvi mohou byt vytvoreny modifikované a nékdy ucinnéjsi enzymy
pro pozadované ucely. Vytvofeni modifikovanych enzyma vSak zavisi na nékolika
experimentech in vitro, coz mize vést k tomu, ze proces bude drahy a ¢asové naro¢ny.
Proto by vypocetni pfistupy mohly snizit ndklady a urychlit objevovani novych
technologickych produktt. (Mariano et al., 2019)

Dlouhodoby vyzkum v oblasti proteinové analyzy poukazuje na to, ze reaktivita
struktury proteinu zavisi na ptitomnosti tunelti. Tyto struktury jsou velmi dulezité hlavné
v procesu hledani novych 1é¢iv. Vizualizace tunelu je dalSim velmi dilezitym krokem
analyzy, protoZe umoznuje biochemikim urcit kli¢ové oblasti tunelu, které mohou mit
podstatny vliv na tunel. (Kozlikova et al., 2007) Hlavnim ptedpokladem pro predikci
vazajicich se latek je, ze podobnéd vazebna mista pro proteiny vazou podobné ligandy,
a tak znamy ligand z jednoho proteinu miiZe byt transponovan na podobné vazebné misto
V jiném proteinu, o kterém dfive nebylo znamo, Ze vaze tento ligand. Transpozice ligandt
je zaloZena na pfesném zarovnani trojrozmérnych aminokyselinovych vzora nebo jejich
odpovidajicich funkénich skupin ve vazebnych mistech proteini. Kvili jejich lokalni
povaze ve vazebnych mistech nemusi byt takova srovnani moZna se standardnimi

ptistupy pro srovnani sekvenci nebo struktur. (Konc et al., 2015)
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2.1.4.4 Typy vazby ligandu na tunel

Ligand, ktery se vaze na tunel nebo branu v enzymu a tim inhibuje nebo modifikuje

aktivitu enzymu, tak mize ucinit interakci nasledovné podle (Marques et al., 2017):

1) Ligand se vaze pfimo na katalytické misto. Tento typ vazby je mezi znamymi

enzymovymi inhibitory nej¢astéji pozorovanym typem.

2) Ligand se mize vazat na tunel v proteinu a blokovat jeho hlavni funkci, slouZzici
jako transportni cesta. Takové ligandy se mohou rozprostirat po celé délce tunelu
a vytvaret mnoho interakci se zbytky oblozeni tunelu. To miize vést k tvorbé
velmi stabilnich komplexti kvili velkému poctu interakci mezi ligandem
a tunelem, coz z ligandu déla velmi silny inhibitor. Je bézné&jsi, Ze se ligand vaze
na specifickou oblast tunelu, kde vytvaii silné stabilizacni interakce s n¢kolika
zbytky, nez aby se rozprostiral po celé jeho délce. Zbytky uzkého hrdla mohou
byt méné konzervované nez zbytky v aktivnim misté, co nabizi pfilezitosti

k vyvoji vysoce specifickych a selektivnich inhibitord. (Marques et al., 2017)

3) Pokud se ligandy vazou na branu enzymu, nejb&éznéjsi vazebna poloha je v bod¢
kontaktu mezi pohybujicimi se prvky. Ligandy tohoto druhu mohou cilit bud’ na
otevienou nebo uzavienou konformaci brany, stabilizovat a uzamknout
konformaci, na kterou se vazou, a tim narusit vtokovy mechanismus a biologickou

funkci cile. (Marques et al., 2017)

4) Ligandy, které interaguji s tunely a branami, se mohou vazat i vice zpUsoby.
Naptiklad mize dojit k vazb¢ jak na katalytické misto, tak na nékteré zbytky

tvofici tunel.
2.1.45 Prizkum enzymatickych tuneli v proteinech

Na  dostupnych 4306  strukturach enzymia z  Catalytic Site  Atlas

(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA). Bylo zjisténo, ze vice nez 64 %

enzymil, ma aktivni misto dostupné tunelem del§im nez 15 A. (Pravda et al., 2014) Tunely
alespoit 5 A dlouhé obsahovalo 86,6 % zkoumanych enzymi. Dalo by se ocekavat, Ze
vetsi proteiny obsahuji veétSi pocet kanall, ale ukéazalo se, Ze pocet delSich kanala
nekoreluje s velikosti proteinu. Nékteré proteiny maji vice nez 5 kanall a nejvetsi zjistény
pocet je 68. Velikost enzymll neomezuje délku, kterou kanaly mohou mit. Nejdelsi kanal

mél délku 172 A (Pennicillium janthinellum). Model primérného enzymového kanalu
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obsahoval predevsim aminokyseliny histidin, arginin, tryptofan, tyrosin a v mensi miie
fenylalanin, asparagin a kyselinu asparagovou. Priimérna délka byla okolo 27,7 A.
Pramérna hydropatie kanalu je -0,92 tedy cca hodnotou odpovidala tyrosinu a tryptofanu
(hydropatie aminokyselin se pohybuje od -4,5 pro arginin az po 4,5 u isoleucinu).
Hydrofilni kanaly se objevovaly castéji nez kanaly hydropatické. Primérnéd polarita
kanalu byla 16,5, pfi¢emz tato hodnota spadd mezi hodnoty vysoce polarnich
aminokyselin jako jsou asparagin, glutamin, lysin, arginin a histidin. Ukazalo se také, ze
kanaly jednotlivych enzymatickych tiid se mezi sebou lisi. Nejvétsi podil struktur
S kandly byl identifikovan u oxidoreduktdz (77,8 %), oproti tomu nejméné takovych
kanalti obsahuje enzymaticka skupina hydrolazy (51,8 %). Pocet kanali dané délky je
mirné zvySen u oxidoreduktas, transferas a izomeras. Oxidoreduktasy maji median délky
kanalu okolo 2 A, ostatni enzymy, jako transferazy, ligazy maji priimérnou délku kanalu
krat$i. Oxidoreduktazy nejen, ze maji nejdelsi kanaly z enzymatickych tfid, ale také

nejvetsi vyskyt tuneld v proteinech. (Pravda et al., 2014)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MOLEonline

Jedna se o volné dostupné webové rozhrani (https://mole.upol.cz) slouzici k analyze

kanald, tunelt a poért ve strukturach proteint, algoritmus je napsany v programovacim
jazyce Java Script. Aplikace umoznuje dva zakladni mody, jeden z nich je vénovan
analyze kanall, zatimco druhy byl specidln¢ navrzen pro transmembranové pory.
Vysledky jsou prezentovany jasnym zpusobem, coz usnadiiuje jejich interpretaci. Pro
kazdy kanal MOLEonline zobrazi 3D grafické zndzornéni kanalu, jeho profil doplnény
seznamem zbytkli v okoli tunelu i1 jeho =zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti.

(Berka et al., 2012)

MOLEonline pfijima vstupni soubory ve formatu PDB i mmCIF, nebo umoziiuje
vybrat biologicky aktivni jednotku z PDBe, nasledkem toho lze v aplikaci zkoumat Siroké
spektrum biomakromolekul. Vysledky zkoumanych struktur pochézi z technik NMR,
X - ray, nebo kryo - EM. MOLEonline je propojen s dalsimi bioinformatickymi nastroji,
jako jsou PDBe, CSA, ChannelsDB, OPM a UniProt, pro zlepseni vysledkd analyzy.
MOLEonline umoZiuje analyzu pro detekci a charakterizaci struktury kanald, ale zaroven
také ¢iselné informace o fyzikdlné chemickych vlastnostech. V nynéjsi verzi umoziuje
MOLEonline plnou a interaktivni funkci pro analyzu tuneli a transmembranovych pora.
Navic umoznuje pocitani geometrie detekovanych kanal, také poskytuje informaci
0 aminokyselinovych residuich leZicich na povrchu tunelu. MOLEonline je propojen
s datab4zi ChannelsDB pro usnadnéni porovnani strukturnich vlastnosti nalezenych
kanald  stémi  ulozenymi v databazi  (Pravda et al, 2018 a)

(https://webchemdev.ncbr.muni.cz/ChannelsDB/).

MOLE lze také pouzivat jako samostatnou verzi pro piikazovy fadek, také ve snadno
pouzitelném grafickém prostiedi, a to bud’ prostfednictvim pluginu pro Siroce pouZivany
software PyMOL, nebo online MOLEonline verzi, ktera kombinuje algoritmus MOLE
s grafikou Litemol (https://www.litemol.org/). Software MOLE také obsahuje plné

automaticky algoritmus shlukovdni usnadiiujici analyzu lokalizovanych tunelt.

(Petrek et al., 2007)
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3.1.2 Algoritmus MOLE

Uzivatel mize vyuzit defaultni nastaveni parametri MOLE, nebo je modifikovat, dle
vlastniho uvazeni. Parametry dutin (Cavity parameters), Probe radius a Interior treshold
definuji a-tvar povrchu biomakromolekuly a malé B-tvary uvnitf nich. Parametry kanalt
Origin radius a Surface cover radius mohou byt optimalizovany pozici po¢ate¢nich bodu,
aby uzaviel Ctyfstén nebo koncovy bod na povrchu. Pattern query (dotaz) mize byt pouzit
nejen pro definici pocatecnich a koncovych povrch, ale také pro vylouceni specifickych

skupin nebo residui, které mohou zablokovat nebo schovat kanal (Pravda et al., 2018 a).
MOLEonline algoritmus obsahuje nékolik krokt (Sehnal et al., 2013):

1) Vypocitani Delaunayovy triangulace / Voronného diagram pro stied atomt

2) Konstrukce molekularniho povrchu

3) Identifikace dutin (cavities)

4) Identifikace moznych pocatenich bodi kanala

5) Identifikace moznych koncovych bodi kanala

6) Umisténi tunelu

7) Filtrovani uréenych kanala

Vypocet kanalu je dokoncen po definici pocate¢nich a koncovych bodl pro vSechny
dutiny, Dijkstriiv algoritmus hledajici nejkratsi cesty se pouZiva k nalezeni kanali mezi
vSemi dvojicemi poc¢atecnich a koncovych bodl (nebo molekularnim povrchem, pokud
ho algoritmus dosédhne diive, nez najde vystup z kanélu). Funkce véhy hrany pouzita
v algoritmu bere v ivahu vzdalenost k povrchu nejbliz§i Van der Waalsovy sféry a délku
hrany. Stfedova ¢ara kandlu je reprezentovana jako 3D pfirozena spline reprezentace
definovana vrcholy Voronoiova diagramu, které tvoii cestu nalezenou pomoci Dijkstrova
algoritmu. Algoritmus mizZe najit duplicitni kanaly. Proto je v poslednim kroku zatazena

filtrace detekovanych kanala (https://mole.upol.cz/method).
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3.1.3 Vypocitané fyzikalné-chemické vlastnosti tunelu

Pokud je tunel vypocitan, soubor aminokyselin (postrannich fetézct) lemujicich kanal
muze byt pouzit pro  vypoCet  vlastnosti  (ddle  popsané  podle

https://mole.upol.cz/method). Vzhledem ke slozeni postrannich fetézci se vypocita

soubor fyzikalné-chemickych vlastnosti, kde se berou v potaz pouze aminokyseliny

oblozeni daného tunelu.

Nekteré aminokyseliny mohou byt (de)protonovany na zakladé pH, a tudiz nabité. Pii
fyziologickém pH jsou lysin a arginin nabity kladné, naproti tomu kyselina asparagova
a glutamova jsou nabity zaporné. Na druhé strané je protonacni stav histidinu zavisly na
jeho mikroprostiedi. V této studii jsou vSechny histidiny povazovany za pozitivné nabité.

Vlastnosti naboje jsou souctem vSech kladn€¢ a zaporn€¢ nabitych aminokyselin.

(https://webchemdev.ncbr.muni.cz/ChannelsDB/methods.html) Naboj se pocita jako

soucet naboje postrannich zbytku. (https://mole.upol.cz/method)

Vypocet Hydropatie probiha spocitanim priméru indexu hydropatie piifazeného
zbytkim podle metody Kyte a Doolitle (index hydropatie je spojen
s hydrofilitou/hydrofobicitou aminokyselin). Hydrofobicita a hydrofilita jsou dva
extrémy spektra, bézn¢ oznacované jako hydropatie a vztahuji se k tendenci molekuly
interagovat s vodou. Existuje n¢kolik stupnic hydropatie, aby bylo mozné popsat celkovy
charakter proteint nebo jejich ¢asti. Kyte-Doolittlova stupnice (Kyte & Doolittle, 1982)
je Siroce pouzivanym meétitkem pro vyjadieni hydrofobnosti aminokyselinovych zbytkd.
Hydrofobni oblast se pohybuje nad 0. Stupnice je symetricka v intervalu od -4,5 (Arg) do
4,5 (lle). (https://webchemdev.ncbr.muni.cz/ChannelsDB/methods.html) Hydrofobnost

se vypocita jako pramér normalizovanych stupnic hydrofobicity podle (Cid et al., 1992).
Nejvice hydrofilni aminokyselina podle hodnoty hydrofobnosti je Glu (-1,140) a nejvice
hydrofobni je Ile (1,810)). (https://mole.upol.cz/method)

Polarita je vlastnost molekuly dana oddélenim rozlozeni elektrického naboje, coz vede
k tomu, Ze molekula ma elektrické poly. Obecné feceno, polarni molekuly jsou hydrofilni,
zatimco nepolarni molekuly jsou obvykle hydrofobni, ale mohou existovat vyjimky.
Z hlediska aminokyselinovych zbytkd Ize hydrofilni/polarni a hydrofobni/nepolarni
povazovat za synonyma. Stupnice se pohybuje od 0 pro malé alifatické aminokyseliny

(Ala, Gly) do 51,6 (His). (https://webchemdev.ncbr.muni.cz/ChannelsDB/methods.html)

Polarita se vypocita jako primér polarit aminokyselin pfifazenych podle metody.
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(Zimmerman et al., 1968) Polarita saha od zcela nepolarnich aminokyselin (Ala, Gly =
0,00) pres polarni zbytky (napt. Ser = 1,67) az po nabité zbytky (Glu = 49,90, Arg =
52,00).

Lipofilita (Skala LogP) se vypocita jako rozd€lovaci koeficienty oktanol/voda

fragmentll postrannich fetézci a hlavniho fetézce (-0,86) prostiednictvim

(www.chemicalize.orq).

Hodnota lipofility LogD se vypocita jako distribuéni koeficienty oktanol/voda
fragmentl postrannich fetézcti a hlavniho fetézce (-0,86) pii pH 7,4 prostiednictvim

(www.chemicalize.org). Distribu¢ni koeficient zohlednuje ionizaci slou¢enin

Skala rozpustnosti LogS se po¢itd jako rozpustnost fragmentd postrannich fetézct

a hlavniho fetézce ve vodé (0,81) pii pH 7,4 za pouziti (www.chemicalize.org).

Odhadovand hodnota LogS je jednotkovy dekadicky logaritmus rozpustnosti méfené
v mol/litr, pfedstavuje miru, jak dobfe mohou jednotlivé zbytky reagovat s molekulami
vody. Nejnizsi hodnoty LogS se vyskytuji u aromatickych aminokyselin, nasledovanych
alifatickymi a aminokyseliny obsahujici siru az po nejvySsi rozpustnost u polarnich
aminokyselin. Vétsina molekul vody bude ptitahovat nabité zbytky. Glycin nema zadny
postranni  fetézec, proto je  jeho  hodnota  prednastavena na 0.

(https://mole.upol.cz/method)

Mutabilita se pocita jako pramér relativniho indexu mutability (Jones et al., 1992).
Vypocet relativni mutability je zaloZen na tvorbé empirickych substitu¢nich matic mezi

podobnymi  proteinovymi  sekvencemi.  (https://mole.upol.cz/method)  Kazda

z aminokyselin mize byt zmutovana, avSak nékteré z aminokyselin mohou byt mutovany
bezpecnéji vzhledem ke struktute, stabilité a skladani proteinu. Index relativni mutability
odrazi tyto vlastnosti. Zaroveinl je zaloZen na analyze proteinovych sekvenci (podobné
jako dobfe znamé matrice BLOSUM a PAM pouzivané pii zarovnani sekvenci).

(https://mole.upol.cz/FAQ)
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3.1.4 Vizualizace a analyza vysledki v MOLEonline

Vypocitané kanaly jsou tfizeny podle jejich typl na tunely, pory a cesty (spojujici dva
vybrané body uzivatelem) a nasledné je kategorizuji podle jejich délky. Kandly
pochazejici z jedné dutiny (cavity) jsou pfidéleny do jednoho setu. Kanaly mohou byt
vizualizovany v LiteMol Viewer a pfi vybéru jsou jejich vlastnosti vizualizovany v levém
spodnim rohu webové stranky. Dva nezavislé grafy ukazuji profil kanalu ve 2D (polomér,

vzdalenost nebo délku). (Pravda et al., 2018 a)

2D mapa kanalu nabizi znazornéni ve tfech variantach a to Radius (oznacuje polomér
koule, ktera je omezena tfemi nejblizSimi atomy), Free Radius (pfedstavuje polomér
koule omezeny tfemi nejbliz§imi atomy, aby byla mozn4 flexibilita postrannich fetézcii)
a BRadius (polomér + RMSF, vypocteny z B-faktorti residui v jednotlivych vrstvach
((3*B)/(8*m*m))®°) (https://mole.upol.cz/method) Kazdy profil (vrstva) miize byt

obarven, podle fyzikalné¢ chemickych vlastnosti aminokyselin v okoli tunelu. Uzivatel
mize vybirat z Charge, Hydropathy, Hydrophobicity, Polarity, Lipophilicity (LogP,
LogD), Solubility (LogS) nebo Mutability. (Pravda et al., 2018 a)

Aby byla zajisténa bezpecnost, vysledky kazdého vypocétu jsou ulozeny jako
samostatné a odeslané se vSemi ostatnimi parametry v rdmci hashovaného ID ukolu.
Individuélni historie hledani miize byt prochazena v pravém hornim rohu. Uzivatel také

mize ukladat své vysledky do databaze ChannelsDB, pokud je k dispozici

(https://webchemdev.ncbr.muni.cz/ChannelsDB/). Je-li k dispozici anotace residua

ziskana z UniProt API (https://www.uniprot.org/help/programmatic_access), tak je také

ukdzand. Uzivatel miZze poslat svoje vysledky, jako vstup anotace kandlu, do
ChannelsDB pouzivajici jednoduchy formulai dostupny na strance MOLEonline.
Veskeré vysledky mizou byt stahnuty v riznych formatech, bud’ jako makromolekula
samotnd v mmCIF formatu, nebo soufadnice tunelu v PDB souboru, nebo kombinace
obou v PyMol, VMD a Chimera vizualiza¢ni skripty, nebo jako JSON nebo ZIP soubory.
ZIP soubor obsahuje vSechny vysledky odliSnych forméath pro dalsi analyzy a vizualizaci
(PyMol, Chimera, VMD). Zprava o vysledcich mize byt také stahnuta také jako PDF
soubor. (Pravda et al., 2018 a)
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3.2 Databaze tunela ChannelsDB

ChannelsDB je komplexni a pravidelné aktualizovany zdroj kanald, pért a tuneli
nalezenych v biomakromolekulach  ulozenych v  Protein Data  Bank

(https://mww.wwpdb.org/). Kanaly byly detekovany softwarem MOLE, zalozenym na

informacich z literatury, databaze obsahuje pozice schované katalytické sité, kofaktory,
nebo pozice transmembranovych proteini v membrané. Jako takova je to jedinecna
sluzba pro analyzy souvisejici s kanalem. Databaze obsahuje informace o plochach
kanalt, geometrii a fyzikalné-chemickych vlastnostech. VSechny zdznamy jsou navic

propojeny s databazi UniProt (https://www.uniprot.org/), ktera je komplexnim vysoce

kvalitnim zdrojem informaci o funkeci proteind. V neposledni fad¢ jsou v§echny vysledky
zobrazeny piehlednym interaktivnim zpiisobem, co déale usnadiiuje interpretaci dat.

(https://webchemdev.ncbr.muni.cz/ChannelsDB/)

Individualni PDB identifikator zaznamu je pouzit jako kli¢ pro biologickou strukturu,
pod kterou jsou informace o kanalech uloZeny, zatimco UniProt mapuje unikétni
informaci o studovaném proteinu. Anotace kandll v ChannelsDB je ziskdvéana
nasledujicim postupem.

1) Stovky zaznamu byly prochdazeny manualng, s ohledem na dostupné informace ve

védecké literatuie a ndsledné mapovany pies pfedem vypocitané kanaly v MOLE.

2) Bylo detekovano zhruba 15 000 zaznamt o enzymech v tunelech, spojujicich
zakrytou  katalytickou  sitt  anotovanou v Catalytic  Site  Atlas
(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA) s povrchem proteinu.

3) Bylo identifikovano asi 12 000 proteinovych zaznami z MOLEonline, které

ptredstavuji tunely spojujici vybrané kofaktory s proteinovym povrchem.

4) Stovky zaznamu byly predikovany v MOLEonline jako transmembranové

proteiny.

ChannelsDB domovska stranka umoznuje dotazovani pro struktury s anotaci kanalt
pouzivajici PDB piibuzna metadata, jako PDB ID, jméno proteinu, proteinova rodina,

kofaktory a jiné ligandy, autory nebo Zurnaly. (Pravda et al., 2018 b)

27


https://www.wwpdb.org/
https://www.uniprot.org/
https://webchemdev.ncbr.muni.cz/ChannelsDB/
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA

3.3 Python

Python patii mezi oblibené programovaci jazyky, byl vytvoien v roce 1991 Guidem van
Rossumem. Jeho osvojeni je snadné€j$i nez u jinych programovacich jazykt, a to hlavné
diky tomu, Ze je velmi podobny pfirozenému jazyku s matematickymi prvky. Kod
napsany v Pythonu je tedy srozumitelny pro ¢teni i zapis. Python je interpretovany,
objektove orientovany, vysokouroviovy programovaci jazyk s dynamickou sémantikou.
Diky vestavénym datovym strukturam na vysoké urovni v kombinaci s dynamickym
psanim a dynamickou vazbou je velmi atraktivni pro rychly vyvoj aplikaci a také pro
pouziti jako skriptovaci nebo spojovaci jazyk pro spojeni existujicich komponent

dohromady. (https://www.python.org/doc/essays/blurb/)

V dnes$ni dobé je nejpouzivanéjsi, nejnovéjsi verze programovaciho jazyka a to
Python 3, ale stale se pouziva i star§i verze Python 2. Python 3 se dodava s pomocnym
skriptem nazvanym 2to3, Ktery jako vstup piebira zdrojovy kod napsany pro Python 2
a automaticky pievadi vSe, co dovede, do podoby pro Python 3. (Pilgrim, 2010)
K definovani cykld, funkei a tfid se spoléhd na odsazeni oproti jinym programovacim

jazyktm které pouzivaji napiiklad slozené zavorky.

Python je multiplatformni jazyk. Obecné Ize Fici, Ze program napsany v jazyku Python
Ize spustit ve Windows i v unixovych systémech, jako je Linux, BSD a Mac OS X,
pouhym zkopirovanim souboru ¢i soubort, které tvoii dany program, na cilovy stroj, aniz
by je bylo nutné ,sestavovat® nebo kompilovat pro doty¢nou hardware a software
konfiguraci. Je mozné vytvaret programy napsané v Pythonu, které pouzivaji funk¢énost
specifickou pro urcitou platformu. To je ale jen zfidkakdy nezbytné, protoZe téméft cela
standardni knihovna Pythonu a vét§ina knihoven tfetich stran jsou pln¢ a transparentné

multiplatformni. (Summerfield, 2013)
3.3.1 Metody, knihovny, moduly

Knihovna v programovani piedstavuje piedkompilované kody, které lze pouzit pti
programovani vlastniho kodu pro specifické operace. Kromé predkompilovanych kodi
muze knihovna obsahovat dokumentaci, konfiguracni data, Sablony zprav, tiidy
a hodnoty. Knihovna Pythonu je sbirka souvisejicich moduli. Obsahuje vice kodu, které
Ize opakované pouzivat ve vlastnich programech k ur¢ené ¢innosti. Usnadnuje tim praci

programatora, protoze nepotiebuje psat stejny kod znovu pro rtizné programy. Knihovny
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Pythonu hraji velmi dulezitou roli naptf. v oblastech strojového uceni, datové védy,

vizualizace dat. (https://www.geeksforgeeks.org/libraries-in-python/)

Standardni knihovna Pythonu je velice rozsédhld a umoziuje Sirokou Skalu zatizeni.
Knihovny obsahuje vestavéné moduly (nékteré napsané v programovacim jazyce C),
které poskytuji ptistup k funkcim systému, jako jsou souborové I/O, které by jinak byly
pro programatory Pythonu nedostupné. Také moduly napsané v Pythonu, které poskytuji
standardizovana feSeni mnoha problému se pouzivaji v kazdodennim programovani.
Nekteré z téchto modulit jsou vyslovné navrzeny tak, aby podporovaly a zlepSovaly
ptenositelnost programi Python tim, Ze abstrahuji specifika platformy do platformou
neutralnich API. (https://docs.python.org/3/library/)

Mezi knihovny pouZzivané v diplomové praci patii knihovny Pandas, Matplotlib,
Arcade, NumPy, Math, os, glob, itertools, operator, cmd, zipfile, PyQt5, sys, selenium,

time, win32api, cmd, PyQt5, PIL, pathlib, xml.dom, multiprocessing.
3.3.2 Knihovna Pandas

Pandas je open source bali¢ek Pythonu, ktery se nejc¢astéji pouziva pro analyzu dat a tlohy
strojového uceni. Je postaven na jiném balic¢ku s ndzvem NumPy, ktery poskytuje
podporu pro vicerozmérna pole. Mezi jeho vyhody patii intuitivni manipulace s daty
pomoci minimdalnich piikazli, optimalizovand rychlost a dosahuje velmi flexibilniho

spojeni s jinymi knihovnami Pythonu.

Pandas slouzi pro analyzu dat, které lze reprezentovat 2D tabulkou. Takto
reprezentovand data mohou predstavovat informace v SQL databéazich, souborech CSV
nebo tabulkovych procesorech. Knihovna Pandas umoZiiuje funkce jako ma Excel,

zaroven ma $ir§i moznosti funkci, a hlavné umoznuje analyzu automatizovat.

Zakladni datovy typ, ktery Pandas nabizi, se nazyva DataFrame a pfedstavuje tabulku.
Informace o jednotlivych polozkach ptedstavuji fadky, sloupce pak vlastnosti dané
polozky v fadku. Nejcastéjsi zptisob, jak vlozit informace do DataFrame, je nacteni ze
souboru. Pandas obsahuje sadu funkci, kterda umoziiuje toto nacitani, piikaz zacina
pd.read , n&které z nich potfebuji dalSi knihovny, viz dokumentace. Datové typy
(dtypes) se doplnuji automaticky podle zadanych hodnot (ze souboru). Pandas je
pouziva hlavné pro Setfeni paméti, objekt Pythonu typu bool zabirda v paméti desitky
bytl, ale v bool sloupci si kazdd hodnota vystaci s jednim bytem. Na rozdil od NumPy

jsou typy dynamické, pokud se do sloupce zapise ,,nekompatibilni” hodnota, kterou
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Pandas neumi pfevést na dany typ, typ sloupce se automaticky zobecni. Ne&které

automatické prevody ovSsem nemusi byt upln¢ intuitivni (napft. pievod None na NaN).

Sloupec (Series) je dalsim ze zakladnich datovych typi v Pandas. Obsahuje sérii
hodnot, jako seznam, ale navic ma jméno, datovy typ a index, ktery jednotlivé hodnoty
pojmenovava. Sloupce se daji ziskat selekci z tabulky. S informacemi ve sloupcich lze
pocitat samostatn¢. Zakladni aritmetické operace, jako scitani ¢i déleni sloupcem
a skalarni hodnotou (¢islem, fetézcem, ...) provedou danou operaci nad kazdou hodnotou

ve sloupci. Vysledek je novy sloupec.

Protoze Python neumoziiuje piedefinovat chovéani operatorti and a or, logické spojeni
operaci se tradi¢né déla pies bitové operatory & (a)a | (nebo). Ty maji ale neintuitivni

prioritu, proto se jednotlivé vyrazy hodi uzaviit do zavorek

Sloupce maji zabudovanou celou fadu operaci, od zdkladnich (napf. column.sum (),
ktera byva rychlejsi nez vestavéna funkce Pythonu sum ()) az po statistické metody.
Povédomi o operacich, které sloupce umoziuji, je zakladni znalost datového analytika.

(https://naucse.python.cz/lessons/intro/pandas/)

3.3.3 Python Arcade

Knihovna Arcade jazyku Python slouzi ke grafické vizualizaci. Jednd se objektove
orientovanou knihovnu. Knihovnu Arcade napsal Paul Vincent Craven, profesor
pocitatovych véd na Simpson College v Towé, USA. Je postavena na Pyglet knihovné

oken a multimédii, avSak Arcade obsahuje rizna vylepseni a modernizace.

Arcade kod bézi téméf na kazdé platformé, ktera podporuje Python. To vyzaduje
Arcade vyporadat se s abstrakcemi pro riizné hardwarové rozdily na téchto platformach.
Vzhledem k tomu, Ze pracuje s riznymi platformami, je nutné provést inicializa¢ni krok

pted pouzitim. Tento krok je automaticky a dochazi k nému pfti kazdém importu Arcade.

Vse v Arcade se d&je v okné, které se vytvaii pomoci piikazu window () nebo
open_window (). V soucasné dob¢é Arcade podporuje pouze jedno okno displeje. Pied
otevienim okna Ize ménit velikost. Arcade pouziva kartézsky souradnicovy systém. Okno
lezi v kvadrantu I s poc¢ate¢nim bodem (0, 0) umisténym v levém dolnim rohu okna.
Soufadnice x se zvySuje smérem doprava, a soufadnice y se zvySuje smérem nahoru.

(https://realpython.com/arcade-python-game-framework/)
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3.3.4 Python Matplotlib

Matplotlib.pyplot je kolekce funkci, které umoznuji knihovné Matplotlib pracovat jako
MATLAB. Kazd4d matplotlib.pyplot funkce provede néjakou zménu na obrazku:
napf. vytvori obrazek, vytvofii kreslici plochu v obrazku, vykresli n¢které cary do kreslici

oblasti.

matplotlib.pyplot sleduje véci, jako je aktualni obrazek a vykreslovaci plocha,
a vykreslovaci funkce jsou smérovany k aktudlnim osam (,,osy*“ na véEtSiné mist
vV dokumentaci odkazuji na osovou ¢ast obrazce a ne na striktni matematicky termin pro

vice nez jednu osu). (https://matplotlib.org/3.5.1/tutorials/introductory/pyplot.html)

3.3.5 Qt Designer + knihovna PyQt5

Jednotlivé kody byly napsany jako moduly, které se importuji z jednoho kodu,
k ovladani byla vyuzita knihovna Pythonu PyQt5, a GUI vytvofené v nastroji
Qt Designer. PyQt5 je napsana v programovacim jazyce C++ a umoziuje ovladat Qt

GUI framework zkodu napsaném v Pythonu. (https://build-system.fman.io/pyqt5-

tutorial)

GUI (grafické uzivatelské rozhrani) umoznuje ovladat pocita¢ pomoci zobrazenych
oken na monitoru piedstavujici vystup pro program. UZzivateli usnadiiuje préci
pomoci tlacitek, vepisovanim textu do fadku, vybéru z moznosti v comboboxu a jinych,
vSe za pouziti klavesnice a mysSi. Tim padem se uzivatel nemusi orientovat v kodu
a meénit hodnoty proménnych podle syntaxe programovaciho jazyka.

Qt Designer je uZivatelsky nastroj slouZici pro navrh a vytvareni grafickych rozhrani
(GUI). Widgety a formulafe vytvofené pomoci Qt Designer se hladce integruji
S naprogramovanym koédem pomoci mechanismu signalt a slott,, mtiize se tak grafickym

prvkim snadno pfifadit funkce v kddu, ktera urCuje jejich chovani. (https://doc.qt.io/qt-

5/gtdesigner-manual.html)
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza zkoumanych dat v MOLE

Nejprve doslo ke zpracovani dat, které byly poskytnuty vedoucim diplomové prace
Z historie vypoétl nastrojem MOLEonline. Slo o informace vyhledavani a zkoumani
tunelll v proteinech pomoci softwaru MOLEonline. Od roku 2018 do 2020. Zaznamy
0 vyhledavani jsou uloZeny do tfi slozek podle let, ty dale obsahuji podslozky podle
jednotlivych vyhledavani. Takové slozky obsahuji vstupni *.xml soubor s parametry
vyhledavani. V dal$i sloZzce se nachazi vysledky také ve formatu *.xml jednotlivych
vyhleddvani a to tunely, pdry, pocate¢ni body, dutiny, cesty. Dale jsou dostupné

informace pro vizualizaci identifikovanych tunelt v proteinech.

4.1.1 Analyza input.xml

Pomoci kodu napsaném v programovacim jazyce Python byly vybrany vS§echny dostupné
soubory input.xml. Tyto soubory obsahuji informace o zadavaném proteinu k identifikaci
v MOLE, z tohoto souboru lze zjistit pDBId (PDB identifikator), nebo zda zadavany
protein piedstavuje vlastni strukturu. Dale 1ze pomoci napsaného programu vy¢ist, nebo
extrahovat informace o nastaveni parametrii pro vyhleddvani. Témito parametry jsou
ProbeRadius, InteriorThreshold, IgnoreHETAtoms, IgnoreHydrogens,
BottleneckRadius,  BottleneckTolerance, MaxTunnelSimilarity,  OriginRadius,
SurfaceCoverRadius, WeightFunction, UseCustomExitsOnly. V samotném nastroji
probiha vyhledavani s defaultnimi hodnotami, nebo s uZivatelem zménénymi parametry.
Ziskané informace pomoci programu byly z DataFramu knihovny Pandas ulozeny do
*.csv souboru. To nasledn€¢ umoZiuje rychleji zpracovavat dané informace, bez

opakovaného vyhleddvani jednotlivych souborti z mnoha slozek uloZenych na disku.

Nasledn¢ byl dany *.csv soubor naéten v dal$im programu, ktery data zpracovava
a vyhodnocuje. Doslo k identifikaci po¢tu zkoumanych proteinti v jednotlivych ttidach,
jako je struktura s PDB, nebo vlastni struktura (bez PDBId) a také pocet vSech struktur.
Celkem bylo zkoumano 55122 struktur, ztoho bylo 27414 s PDB identifikatorem
a zbytek 27708 bylo struktur vlastnich (Obr. 9). Informace o tom, zda je struktura PDB,
nebo vlastni byly ziskany ze sloupce tabulky isPDB (True/False), ktery byl vyplnén
z *.csv souboru, po ptedchozim urceni podle délky nazvu (4 = PDB). Vzhledem k tomu,

ze nekteré struktury byly zkoumany vickrat nez jednou, bylo pro kazdou tfidu spocitano
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kolik unikatnich struktur obsahuje, celkové bylo zkoumano 8282 struktur s odliSnym
pojmenovanim. U vysledkli unikatnich struktur muze byt zkresleny pocet stejnym
pojmenovanim jiné struktury (pfedev§im u vlastnich struktur). Ziskané informace byly
pomoci knihovny Matplotlib programovaciho jazyka Python vizualizovany v grafu, jako
obrazek *.jpg (Obr. 9).

Count of found structures/ count of unique

55122
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Obr. 9: Celkovy pocet vyhledavanych struktur za tfi roky (2018-2020) v MOLEonline ¢inil
55 122 struktur. Vzhledem Kk tomu, Ze hodné struktur bylo vyhledavano opakované je
vyhledavanych struktur s odliSnym jménem celkem 8 282. Vyhledavani struktur pod
PDB identifikatorem a pod vlastnim nazvem bylo ve skoro stejném zastoupeni a to
27 414 (PDB)/27 708 (vlastni struktury). Tyto pocty byly ziskany sectenim tadku, které
maji ve sloupci isPDB True (PDB), nebo False (vlastni struktura). Unikatnich PDB
struktur bylo 3396 a unikatnich vlastnich struktur bylo 4 886. Spodni graf ukazuje
zpracovani vSech input.xml soubort podle rozdé€leni do slozek, tedy podle jednotlivych
let vyhledavani v MOLE.
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Dale byly informace rozdéleny do jednotlivych let, podle dostupnych sloZek na disku.
Slo o t¥i po sobé& jdouci roky a to 2018, 1019 a 2020. Pomoci programu byly extrahovany
input.xml soubory z disku, nasledn¢ zpracovavany Kk ziskani danych informaci a ty
ukladany do tii *.csv soubort podle jednotlivych rokii. Dalsi program nacetl vSechny tfi
predchozi soubory a vypocital kolik bylo zkoumano struktur v jednotlivych letech
celkove (obr. 9) takovou informaci ulozil do grafu jako ALL. Dale byl pro kazdy rok
identifikovan pocéet zkoumanych PDB struktur a struktur vlastnich v grafu jako PDB
a OWN-STRUCT. Jako posledni ukazatel byl identifikovan pocet zkoumanych struktur
s unikatnim jménem (UNIQUE). Z grafu lze vycist, ze pocet vyhledavani napii¢
jednotlivymi roky se zvysuje, a to kazdym rokem vice nez 1,4krat. Spolu se zvySujicim
poctem zkoumanych molekul roste i pocet v jednotlivych skupinach, z ¢ehoz by se dalo

fict, Ze rostou umérné k celkovému pocétu zkoumanych biomakromolekul.

Jako dalSi byly identifikovany nejcastéji se vyskytujici struktury podle jejich nazvu.
Takové struktury byly také rozdéleny podle toho, jestli jde o PDB identifikétor ¢i vlastni
strukturu. V tabulce (Tab. 1) je vypsanych 7 nejéastéjSich z kazdé skupiny. Nékteré
struktury se vyskytuji v tabulce dvakrat, jak ve sloupci pro vSechny struktury, tak pro
specifickou skupinu PDB nebo vlastnich struktur. Z tabulky lze vy¢ist, Ze nejcetnéjsi
struktury jsou z mnoziny PDB struktur. Zaroven struktura s PDB identifikatorem 1TQN
se vyskytuje vice nez dvakrat Castéji nez ostatni struktury. To je nasledkem toho, Ze tato
struktura je pfednastavena jako defaultni pfiklad. Dal§imi vyznamnymi zkoumanymi

strukturami jsou 1EVE (acetylcholinesteraza) a 4CZH (MreB aktinovy protein).

Tab. 1: Vypsano sedm nejéasté&ji zkoumanych struktur v MOLEonline (z let 2018, 2019 a 2020)
ze skupin v8ech struktur, s PDB identifikatorem a struktur vlastnich.

Struktura (vse) Pocet Struktura (vlastni) Pocet Struktura (PDB)  Pocet
1tgn 3345 6VCH_Co-CND-APO 476 1tgn 3345
4czh 1394 6VCF_Fe-CND 215  4czh 1394
leve 1247 Aga_lig 207  leve 1247
1k4c 801  final 189 1k4c 801
4csk 778 CYP 171 4csk 778
5vkq 730  Model 159  5vkq 730
6VCH_Co-CND-APO 476  T12_R230Q 153 1lymg 228
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Pro naslednou analyzu dat byly pouzity hodnoty Bottleneck tolerance (defaultni
nastaveni 3 A, maximalni délka segmentu kanalu uzsi nez polomér uzkého hrdla
(Bottleneck radius), muze byt pouzit pro detekci uzavieného kanalu), Max tunnel
similarity (defaultni nastaveni 0,7, limit podobnosti ¢tyfsténti mezi kanaly, delsi podobny
kanal je vyfazen), Origin radius (defaultni nastaveni 5 A, optimalizace po¢ate¢niho bodu
ve sféfe), Bottleneck radius (defaultni nastaveni 1.2 A, minimalni polomér kanélu)
aSurface cover radius (defaultni nastaveni 10 A, jsou zobrazeny pouze kandly

s koncovymi body dal neZz tento parametr). (https://mole.upol.cz/documentation/)

Z piislusnych *.csv souborti s vlastnostmi ze souboru input.xml byly pomoci
naprogramovaného koédu urceny nejcastéjsi hodnoty pro jednotlivych pét parametrii
a nasledné vyneseno do tabulek nejcastéjSich pét hodnot pro dany parametr u struktur
PDB a struktur vlastnich. Ze vSech ziskanych informaci byly vytvofeny grafy, které
odlisuji barevné vlastni strukturu a PDB. Tyto grafy ukazuji kolikrat se vyskytovala dana
hodnota parametru v datasetu. Vzhledem k tomu, ze ¢etnost vyskytu je velice proménliva
pro jednotlivé hodnoty (¢ini rozdil az 17 000) bylo pouzito logaritmické métitko pro
pocet detekovanych hodnot v ose y. U vSech vyhodnocenych parametr 1ze na prvni

pohled zjistit, Ze nejcastéji je vyhledavani spousténo s defaultnimi hodnotami.

change/leave default settings values channels PDB or own-structure

own_v PDB

37.1%

default_v OWN-STRUCT \
\ 38.8%

-

S—""own_v OWN-STRUCT

Obr. 10: Na obrazku je znazornén graf, ktery ptedstavuje vyhledavané struktury
v MOLEonline v letech 2018, 2019 a 2020. Celek je rozdélen do segmentt podle
vlastnosti struktur, tedy pokud je struktura vlastni nebo s PDB identifikatorem (OwN-
STRUCT/ PDB). Dale byly tyto skupiny rozdéleny podle toho, jestli byly zanechany
vsechny defaultni hodnoty (default v), nebo (own v) kdy byla pozménéna alespon
jedna hodnota parametru z defaultni hodnoty na hodnotu vlastni podle uvazeni
uzivatele. Z grafu lze vy¢ist, Ze nejvice zkoumanych v danych letech, 38,8 % struktur
bylo vlastnich spolu s alespon jednim parametrem pozménénym, dale bylo skoro stejné
mnozstvi a to 37,1 % struktur mélo PDB identifikator a také alespon jednu nebo vice
uprav parametrti. Defaultni hodnota byla ponechana pouze u 24,1 % struktur.
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Jako dalsi bylo zkoumano procentudlni zastoupeni struktur analyzovanych
S defaultnim nastavenim parametra a v kolika pfipadech uzivatel zménil tyto parametry.
Z daného souboru *.csv byly ziskany informace o tom, zda je struktura PDB nebo vlastni.
Struktury byly rozdéleny tedy na tyto dvé skupiny. Ty se dale délily kazda do dvou
dalsich podmnozin tak, Zze pokud obsahovalo vyhleddvani pouze defaultni hodnoty
(uzivatel nezménil ani jeden parametr) pak patii do skupiny defaultnich hodnot
(default v/ default value) (Obr. 10). V opacném piipade, a tedy pokud byla
zménéna alespoii jedna hodnota parametru, pak spadd vyhleddvani do podmnoziny druhé,
a to vlastnich hodnot (own v/ own value) (Obr. 10). Informace byly vyneseny
naprogramovanym kodem do grafu pomoci knihovny Matplotlib. Z vysledkt Ize vycist,
ze nejvice zkoumanych struktur spadalo do skupiny vlastnich struktur s pozménénymi
defaultnimi hodnotami a to 38,8 % (Obr. 10), jako dalsi skupina podle velikosti
zastoupeni je mnozina PDB struktur se zménénou alesponi jednou hodnotou parametru
ato v37,1% (Obr. 10). V 75,9 % byl alespon jeden parametr jiny nez u defaultniho
nastaveni (Obr. 10).

Zmeéna defaultniho nastaveni uzivatelem byla zkoumana jesté z pohledu jednotlivych
parametrd, které mize uZzivatel snizit nebo zvysit oproti defaultnimu nastaveni. To bylo
zkoumano u sedmi parametrt, kterymi jsou Origin radius, Surface cover radius, Max
tunnel similarity, Bottleneck tolerance, Bottleneck radius, Probe radius a Interior
treshold (Obr. 11). U vSech hodnot v dostupnych datech bylo provedeno porovnani
s defaultni hodnotou a informace o jednom parametru byly rozdéleny do tfi skupin (podle
toho, zda je hodnota piimo rovna defaultni hodnoté, hodnota je mensi nez ta defaultni,
nebo naopak vétsi). Tato skuteCnost byla vynesena do grafu (Obr. 11) pomoci

vytvofeného programu.

U vSech sedmi zkoumanych parametrii je vice nez 60 % vyhledavani provadéno
s defaultnim nastavenim, pro dany parametr (rozmezi 63,2 % Probe radius — 93,1 % Max
tunnel similarity) (Obr. 11). V 5 parametrech ze 7 bylo vicekrat zménéno na mensi
hodnotu, nez je ta defaultni. Ostatni dva piipady jsou pro Probe radius a u Surface cover
radius, u nichz doslo vice ke zvySovani hodnoty. V nékterych piipadech nedava soucet

celych 100 %, coZ je zpisobeno zaokrouhlenim na jedno desetinné misto.
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Obr. 11: Graf ziskany pomoci naprogramovaného kédu. Ukazuje, jak Casto uzivatelé ménili
defaultni hodnoty parametri pii vyhledavani v MOLEonline (2018 — 2020). Z grafu
Ize vy¢ist, zda uzivatelé defaultni hodnoty spiSe snizovali nebo zvySovali. Ve vice nez
poloviné pripadli u vSech zkoumanych parametrt ziistavala prednastavena hodnota.
Z dostupnych sedmi parametri se nejméné meénil parametr Max tunel similarity.
Naopak nejvice se ménil parametr Probe radius, coz odpovida tomu, ze tento parametr
hraje roli pti hledani rtizn€ velkych tuneld.

Z téchto dvou vyzkuma s defaultni hodnotou, lze fict, ze ve vétSin€ ptipadt dochazi
ke zméné alespon jednoho parametru a to v 75,9 % (obr. 10). Ve 24,1 % nedoslo ke
zméné Zadného parametru pii vyhleddvani. V priméru zlstavaji jednotlivé parametry
jako defaultni v 78,9 %. Lze tedy fici, Ze ve vétSin€ vyhledavani probihd zména alespon

jednoho parametru nebo vice, ale malokdy probiha zména v§ech moznych parametra.

4.1.2 Analyza tunnels.xml

Nasledné probéhla analyza vyhledanych tuneld v MOLEonline v letech 2018-2020.
V dostupnych datech byly pomoci programu vyhleddny soubory tunnels.xml, které
popisuji nalezené tunely v proteinech. Ziskané informace byly jako v pfedchozim piipadé
ulozeny do *.csv souboru. Nejdiive probéhlo zkouméni vSech tuneld v proteinové
struktufe a jejich minimdlni, primérnd a maximalni hodnota spolu s medianem byly
ulozeny do pfislusného souboru. To znamena, Ze pro kazdou strukturu proteinu byly Ctyti
hodnoty ke kazdému parametru tunelu. Parametry v ptipadé tunelt jsou Hydrophobicity,
Hydropathy, Charge, lonizable, LogD, LogP, LogS, Mutability, Num Positives,

Num Negatives.
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Structures with found tunnels & without

found tunnels not_PDB

tunnels not found

found tunnels PDB

Obr. 12: Graf ukazuje poméry struktur zkoumanych v MOLEonline v letech 2018-2020. Zadny
tunel nebyl nalezen u 48,4 % (tunnels not found). Zbytek tvofi struktury,
u kterych byl nalezen alesponi jeden tunel a tato ¢ast je rozdélena podle toho, jestli
jejich struktura je vlastni nebo PDB. (Je zpisobena chyba zaokrouhlenim, soucet neni
100 %.)

V nékterych pifipadech byly soubory tunnels.xml prazdné, coz se projevilo
i v ziskanych datech. Takovy fakt muze byt zpisoben nékolika faktory, a to jak
nespravnym nastavenim Probe radius, Interior treshold nebo kritérii filtrovani,
nespravnym umisténim pocate¢niho bodu kandlu, substrat muze blokovat kanal, nebo tam

zadny kanal neni. (https://mole.upol.cz/FAQ) Dale probéhl vypocet programem, ktery

pocital, jaké zastoupeni tvoii nalezené tunely a v jakém mnozstvi nebyly nalezeny zadné
tunely v proteinové struktufe. Vysledkem bylo (Obr. 12), Ze ve 48,4 % strukturach nebyly
nalezeny zadné tunely. V 51,6 % byl nalezen alespon jeden tunel ve struktuie a vétsi ¢ast
z nalezenych tunell tvofi proteiny s vlastni strukturou a to 55 % ze struktur s nalezenymi

tunely.

Ze ziskanych dat parametrii kanalli ve struktufe proteinu (pro kazdy protein Ctyfi
hodnoty - minimalni, maximalni, primérna hodnota a median), byly nasledné vytvofeny
grafy pomoci vlastniho programu. Kéd byl naprogramovan v programovacim jazyce
Python a pomoci knihovny Matplotlib byly vyneseny informace do grafi. Pro kazdy
parametr u tunell je vytvofen graf, ktery na ose x obsahuje hodnoty parametru, na ose y
je pocCet kolikrat se dana hodnota vyskytovala v datasetu. Osa y je Vv logaritmickém
méftitku, kvili velkym rozdilim ve frekvenci jednotlivych hodnot. Grafy zobrazuji tii
hodnoty pro kazdou proteinovou strukturu, a to minimalni a maximalni hodnotu
parametru v dané jedné struktufe proteinu a hodnotu medianu vypocitanou ze vsech
tuneld v dané struktufe proteinu, nejsou tak zastoupeny hodnoty vSech tuneld

Z dostupnych.
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Obr. 13: Sada grafi pro vlastnosti specifické pro nalezené tunely v MOLEonline v letech
2018 - 2020. Grafy zobrazuji na ose x hodnotu parametru a osa y ukazuje kolikrat byla
tato hodnota zastoupena v daném datasetu, y osa je v logaritmickém méfitku.
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Byla provedena analyza vSech nalezenych tuneltl ve vSech zkoumanych strukturach
proteind. K tomu slouzil kod, ktery z dostupnych dat extrahoval hodnoty parametrti pro
vSechny tunely a zapisoval je do *.csv souboru. Tento soubor byl dale zpracovan
a vysledky byly vyneseny do grafii, pro kazdy parametr zvlast' (Obr. 13). Z grafu lze
vycist, ze u vétSiny hodnot dochézi k normalnimu Gaussovu rozdéleni, avsak u hodnot

NumNegatives, NumPositives a lonizable dochazi k celkovému klesani od nejcastéji

cvwvr

4.1.3 Analyza zkoumanych struktur

Probéhla analyza zkoumanych struktur, podle jejich PDB identifikatoru (Obr. 14).
Takové vlastnosti byly pomoci kodu ziskany ptimo s pouzitim RCSB PDB. VsSechny
informace jsou vysledkem pozorovani zkoumanych struktur v nastroji MOLEonline za

roky 2018, 2019 a 2020.

Jako dal$i probéhla analyza struktur, z jakych metod byla struktura ziskana, a to
u struktur zkoumanych v MOLEonline. Vice nez tfi ¢tvrtiny z téchto struktur byly
ziskany metodou rentgenové difrakce. Jako dal$i metoda, ktera tvoii ménég, nez Ctvrtinu
zkoumanych struktur je elektronova mikroskopie. Nejmensi ¢ast z frekventovanéjSich
struktur predstavuji struktury z NMR. Pocet struktur zkoumanych proteini ziskanych
pomoci rentgenové difrakce koreluje s poctem struktur obecné dostupnych v databazi
PDB (86,9 %). Dostupné struktury v PDB ziskané metodou NMR ptedstavuji 7,2 %
struktur, dalsich 5,7 % pochazi z elektronové mikroskopie. Méné nez 0,1 % struktur byla

ziskana ostatnimi metody.

Byla také pouzita informace o tom z kolika podjednotek se struktura zkoumaného
proteinu v MOLEonline sklada ve chvili vypoctu. Vysledkem bylo zjisténi, ze méné nez
polovina struktur tvofi monomery, poté tvoii skoro stejné zastoupeni struktury tetrameru

a dimeru. Nasleduje trimer, dodecamer, hexamer, pentamer a dalsi.
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Obr. 14: Grafy ukazujici informace struktur z RCSB PDB, podle jejich identifikatoru. Prvni graf
zobrazuje informaci, pies jakou ¢ast databaze byly jednotlivé data ulozeny. Druhy graf
zobrazuje z jakych metod pochazi, ktera ¢ast zkoumanych hodnot a tfeti graf ukazuje
z kolika podjednotek se struktura sklada. Vse je zobrazeno kolacovym grafem.

4.2  Program slouzici k 2D vizualizaci tunelu proteinu

2D vizualizace tuneli v proteinech byla vyfeSena naprogramovanim kodu
V programovacim jazyce Python 3. Ten vyuziva vystupni soubor z nastroje MOLEonline

tunnels.xml k ziskani informaci o tunelech, spolu s nim také vstupni soubor *.cif, kvuli
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znalosti identifikdtoru zkoumaného proteinu. V souboru tunnels.xml jsou popsany
vSechny nalezené tunely zvlast’, spolu s jejich ¢iselnym identifikatorem. Dale soubor
obsahuje celkové vlastnosti pro kazdy tunel. Mezi tyto vlastnosti patii Mutability,
Polarity, LogS, LogD, LogP, Hydropathy, Hydrophobicity, NumNegatives,
NumPositives, lonizable, Charge. Pod nimi jsou vypsané rozméry pro tvar jednotlivych
tunelt, témi jsou soufadnice X, Y a Z, Distance, T, BRadius, FreeRadius a Radius. Ostatni
informace jsou vypsané dale, jedna se o vSechny aminokyseliny vyskytujici se v okoli
tunelu. Nasleduji také vazené hodnoty Mutability, Polarity, LogS, LogD, LogP,
Hydropathy, Hydrophobicity. Jako klicové informace jsou rozepsany vlastnosti
jednotlivych vrstev tuneld. K tém se fadi aminokyseliny vyskytujici se v dané vrstvé,
StartDistance, EndDistance, MinBRadius, MinFreeRadius, MinRadius spolu
s vlastnostmi vrstvy tunelu Mutability, Polarity, LogS, LogD, LogP, Hydropathy,
Hydrophobicity, NumNegatives, NumPositives, lonizable a Charge (Obr. 15).

4.2.1 Nacteni dat a jejich modifikace

Kod zpracovava soubor tunnels.xml, spolu se souborem input.xml. Prvné dojde
k vyhledani daného souboru, nebo soubort vyskytujicich se v zadané cesté. Tato cesta je
zadana uzivatelem. Uzivatel tedy upfesni cestu ke slozce ve svém pocitaci, program
vyhleda soubor tunnels.xml, zpisobem, Ze prochazi vSechny jména soubord ve slozce,
dokud nenarazi na jméno tunnels.xml. To je zaji§téno pomoci modulu 0s v Pythonu,
ktery poskytuje funkce pro interakci s opera¢nim systémem. OS spadd pod standardni
obsluzné moduly Pythonu. Tento modul poskytuje pfenosny zpisob pouZzivani funkci
zavislych na operacnim systému. Moduly os a os.path obsahuji mnoho funkci pro

interakci se systémem souboru. (https://www.geeksforgeeks.org/os-module-python-

examples/)

Pro takto nalezeny soubor je dale vyhledany soubor *.cif. Ktery dale slouzi k zjisténi
identifikatoru proteinu at’ uz PDB ID, nebo vlastniho identifik4toru, zadaného uzivatelem.

Tento soubor by se mél nachéazet ve stejné cesté jako soubor tunnels.xml.

Python umoziiuje analyzovat soubory XML pomoci xml.dom.minidom, coZ je
minimalni  implementace  rozhrani ~ Document  Object Model (DOM).

(https://docs.python.org/3/library/xml.dom.minidom.html) Diky nému lze ziskat text,

ktery je napsany v souboru input.xml. Pro toto pouziti bylo pozadovano ziskat pouze
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identifikator, ktery se vyskytuje v uzlu Input. PDB identifikator je ziskan z nazvu souboru

* cif.

Nasledné probiha ziskévani dat ze souboru tunnels.xml. Vysledné informace jsou
obdrZzeny pomoci modulu xml .etree.ElementTree, ktery implementuje jednoduché

a efektivni API pro XML (https://docs.python.org/3/library/xml.etree.elementtree.html).

Informace jsou prevedeny do textového formatu, ktery udrzuje vzhled souboru
tunnels.xml (Obr. 15). Ziskana proménna typu str se dale rozdéli do pole v mistech
textového fetézce “Tunnel” tj. podle jednotlivych tunelti. Nasledné probiha selekce
vlastnosti pro jednotlivé tunely, tedy na urcité pozici v poli vlastnosti tunelti se vyhledava
textovy fetézec urCujici danou vlastnost. Tento textovy fetézec piedchazi samotné
hodnoté, ktera je dale klicova. Tedy pro piiklad mame textovy fetézec: <Node

BRadius="4.190" Distance="7.246" FreeRadius="3.322"
Radius=%"3.286" T=%0.75000% X=%3.087“ Y=%60.156" Z=%"71.403“ /> Z
kterého chceme ziskat informaci o poloméru, program vyhleda v textovém fetézci pozici,
kde je napsano ,,Radius®, hodnotu ziska rozdélenim textového fetézce pomoci uvozovek

do pole na kratsi textové fetézce. Hodnota potom bude na dané pozici.

Takové vyhledavani se provadi pro text vlastnosti, urcujici jednotlivy tunel, zvlast' aby
byly tunely odliSeny a zaroven se najdou vSechny takové vlastnosti vyskytujici se v textu.
Vysledkem je tedy pole, které obsahuje stejny pocet poli s hodnotami jako je pocet tunelti
Vv proteinu, kazdé toto pole nese hodnoty daného parametru pro specificky tunel. Takovy
postup je v programu proveden hned pro nékolik vlastnosti, mezi né patii Mutability,
Polarity, LogS, LogD, LogP, Hydropathy, Hydrophobicity, NumNegatives,
NumPositives, lonizable, Charge. Dale je toto aplikovano na informace o tvaru a velikosti
tunelu a to Radius, Distance, EndDistance, StartDistance. Dulezity je také krok pro

ziskani dat o vyskytu aminokyselin v okoli tunelu.

Protoze vSechny residua vyskytujici se v jedné vrstvé tunelu jsou umisténa v poli pro
dany tunel jako textovy fetézec (napf. [ [, TYR 121 A,PHE 330 A,TYR 334 A",
,TYR 121 A,PHE 330 A,TYR 334 A‘], [,GLY 117 A Backbone,GLY 118 A
Backbone, GLU 199 A‘]]). Déle jsou zde informace tykajici se jedné aminokyseliny
jako je Cislo, fetézec a nazev aminokyseliny vlozeny do pole o tfech (Etyfech pokud jde

o Backbone) textovych fetézcich.
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<?xml version="1.0" encoding="UTF-8"7>
- <Tunnels Timing="973" FoundOrigin="0" Version="2.5.18.1.14">
- <Tunnel Auto="1" Cavity="1" Id="1">
<Properties Mutability="46" Polarity="1.76" Log5="-1.23" LogD="1.67" LogP="1.67"
Hydropathy="0.01" Hydrophobicity="0.86" NumNegatives="0" NumPositives="0"
Ionizable="0" Charge="0"/>
- <Profile>
<Node Z="68.555" Y="65.803" X="3.801" Distance="0.000" T="0.00000"
BRadius="3.530" FreeRadius="3.287" Radius="2.691"/>
<Node Z="68.535" Y="65.774" X="3.850" Distance="0.061" T="0.01087"
BRadius="3.516" FreeRadius="3.257" Radius="2.677"/>
<Node Z="68.516" Y="65.742" X="3.898" Distance="0.121" T="0.02174"
BRadius="3.503" FreeRadius="3.229" Radius="2.666"/>
<Node Z="68.499" Y="65.708" X="3.944" Distance="0.180" T="0.03261"

BRadius="3.483" FreeRadius="3.202" Radius="2.659"/>
</Profile>

- <layers>

<ResidueFlow>TYR 121 A,PHE 330 A, TYR 334 A,PHE 331 A,PHE 290 A, TRP 279 A,PHE
288 A Backbone, ARG 289 A Backbone,SER 286 A Backbone,ILE 287 A
Backbone, TYR 334 A Backbone</ResidueFlow:>

<HetResidues>E20 2001 A</HetResidues>

<LayerWeightedProperties Mutability="39" Polarity="1.95" LogS="-1.06" LogD="1.45"
LogP="1.45" Hydropathy="-0.17" Hydrophobicity="0.72"/>

- <Layer LocalMinimum="0" EndDistance="0.31976" StartDistance="0.00000"
MinBRadius="3.48652" MinFreeRadius="3.20960" MinRadius="2.66061">

<Residues>TYR 121 A,PHE 330 A, TYR 334 A</Residues>

<FlowIndices>0,1,2</FlowIndices>

<Properties Mutability="50" Polarity="1.19" LogS="-1.56" LogD="2.28" LogP="2.28"
Hydropathy="0.07" Hydrophobicity="1.19" NumNegatives="0" NumPositives="0"
Ionizable="0" Charge="0"/>

T </Layer>
- <layer LocalMinimum="1" EndDistance="11.55414" StartDistance="8.29744"

MinBRadius="4.10819" MinFreeRadius="3.38164" MinRadius="3.16213">
<Residues>TRP 279 A,SER 286 A Backbone, TYR 334 A Backbone</Residues>
<FlowIndices>5,8,10</FlowIndices>
<Properties Mutability="25" Polarity="2.95" LogS="-0.29" LogD="0.29" LogP="0.29"

Hydropathy="-0.57" Hydrophobicity="0.04" NumNegatives="0" NumPositives="0"
Ionizable="0" Charge="0"/>
</Layer>
</Layers>
/Tunnel>

Obr. 15: Obrazek ukazujici jeden ze souboru tunnels.xml, ptesnéji jde o soubor pro protein
leve. Obrazek je spojen z vytezil ze souboru, tak aby byla vidét struktura zapisu pro
jeden tunel. Ze souboru lze vy¢ist identifikator tunelu, jeho celkové vlastnosti, dale pak
informace o velikosti a celkovém tvaru tunelu. Pod nimi jsou uvedeny informace
ohledné jednotlivych vrstev tunelu.

Jako dalsi byl vypsan slovnik dvaceti aminokyselin, které ptedstavuji klice a hodnoty
klica jsou vlastnosti danych aminokyselin a to polarni, nepolarni, bazické a kyselé. Pro
dané vlastnosti aminokyselin je v kodu zadany dalsi slovnik, ktery udava vlastnosti
i barvy pro vykresleni aminokyselin a tim se vizualné odlisi i jejich vlastnosti. Dale je
Vv kédu vypsano pole barev, které se mohou pouZzivat pii vizualizaci. Jednotlivé
aminokyseliny zastupujici dany fetézec v proteinu jsou také odliSeny barevné, to je
zajisténo tim, ze kod projde vSechny nactené aminokyseliny a vytvoii slovnik kde jsou
kli¢i jednotlivé identifikatory fetézcii a ke kazdému kli¢i je ptfifazena barva ze slovniku

barev.
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4.2.2 VyKresleni os

Pomoci kodu probiha vykresleni os do obrazku, tyto osy se vykresluji podle toho, jestli
je orientace tunelu horizontalni nebo vertikalni. U vodorovného vykresleni je na ose x
délka tunelu, tato délka se ziskava z informaci v souboru tunnels.xml, pfesnéji jde
0 hodnotu Distance. Tato hodnota vede od nuly az do celkové délky tunelu, stejné jako
osa x, ktera se vykresluje. Soucasné vede tato osa zbodu (200, 150) do bodu
(8itka obrazku-200, 150)hodnoty v pixelech. Tim je zarucen stejny rozmér kreslici
plochy jak pro kratké, tak pro dlouhé tunely. Na osu jsou zaznamenany intervaly,
predstavujici vzdalenost o jednom Angstromu. Pod osu je souc¢asné vypsana délka tunelu

zaokrouhlend na jedno desetinné.

-----

z tunnels.xml z hodnot Radius. Ze ziskanych informaci je vybran maximalni polomér pro
dany tunel, vynasoben dvéma a zaokrouhlen na jedno desetinné misto. Vysledna délka

v Angstromech je vepsana do obrazku.

U obrazku s tunelem zobrazenym vertikdln¢ probihd postup podobné, jen jsou

prohozeny osy x ay.

4.2.3 VyKkresleni obrysu tunelu

Pro vykresleni tvaru tunelu jsou dileZité vlastnosti, které se ziskavaji ze souboru
tunnels.xml. Mezi tyto hodnoty patii Radius, ktery udava polomér v daném misté tunelu,
Distance to je vzdalenost od zacatku tunelu. Spolu s nimi také hodnoty StartDistance
a EndDistance, které predstavuji zacatek a konec vrstvy tunelu. Tunel je tedy vykreslovan
jako 2D obrazek a jeho vlastnosti jako je Sitka urcuje polomér (Radius) a jeho délku

urcuje Distance.

Pro kazdy tunel je obrazek vykreslovan zvlast, funkce se volaji v cyklu pro kazdy
tunel, nebo jen jednou pro jeden konkrétni. Jsou prochazeny vsechny Distance zjisténé
u zkoumaného tunelu. To zplsobuje vykreslovani ¢asti tunelu, pro kaZzdou hodnotu
Distance je vykreslen lichobéznik, ktery ma vysku rozdili dvou po sobé jdoucich hodnot
Distance, a Siroky je jako pramér odpovidajici Distance u vrchni hrany a spodni hrana je
Siroka jako Radius odpovidajici druhé hodnoté Distance. Takové vykreslovani probiha
do doby, kdy jsou Distance mensi nez prvni EndDistance. Pokud je zobrazeni tunelu

horizontéalni, pak probiha vykresleni zleva doprava, délka tunelu je pfevedena do obrazku
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na velikost Sifky obrazku minus ctyfi sta. Konec a zacatek vrstvy je tedy pocitan

nasledovné:

((picture_w—400)/(distances[len(dicstances)—l]))*(distances[i])

Sitka vykreslovaci oblasti je vydélena hodnotou Distance dané vrstvy, ktera je
nasledné¢ vyndsobena celkovou vzdalenosti tunelu. Tato hodnota je jeSté pfictena
K hodnoté 200 od které¢ program zacina vykreslovat tunel. Tim se zajisti prostor pro
vykresleni os a jejich popisku. Pro vykresleni, kdy je tunel orientovan vertikaln¢ probiha

stejny vypocet, akorat je hodnota odectena od hodnoty vysky obrazku minus dvé sté.

Sitka lichob&Zniku, tedy polomér tunelu, je také piizptsobena velikosti obrazku.

Dochazi k vypoctu:
((picture w-400)/2)/ (interval r))*float (radius[i])

Polovina $itky obrazku bez Ctyt set se vydéli intervalem pro vykresleni poloméru.
Tento interval piedstavuje délku tunelu, nebo hodnotu 10, pokud je délka tunelu mensi
nez 10. To vychazi z myslenky, ze ¢im delsi je tunel, tim je v okoli vice aminokyselin pro
vykresleni a bude potieba vice prostoru. Cim delsi je tedy tunel tim je uZsi vykresleni
tunelu, pravé kvili zminénym aminokyselinam na vykresleni. Pokud je ale délka tunelu
mensi nez 10, tak je hodnota, kterou se dé€li nastavena na 10. Tim se zabrani vykresleni

Sitky tunelu pfes cely obrazek.

Pro spravné vykresleni program vezme ¢tyii hodnoty, a to dvé po sobé jdouci hodnoty
Distance a dvé hodnoty Radius jim odpovidajici (na stejném misté v poli, pro dany tunel).
Na tyto hodnoty aplikuje pfedchozi vypocty, pro spravné vykresleni v obrazku, je to

jakési méfitko a nasleduje vykresleni, jak jiz bylo zminéno.

Takové vykreslovani probihé barvou, kterd je vepsana ve slovniku, kde je k hodnotdm
vlastnosti pfifazend dand barva pro vykresleni (viz nize). Vykreslovani probiha stejné
dokud program nenarazi na hodnotu Distance, ktera je vétsi neZz prvni hodnota
EndDistance. V takovém piipadé¢ dochazi ke zméné indexu vrstvy pro vykresleni
a vykresluje se tak uz druhd vrstva v potadi, soucasné¢ dojde ke zméné barvy pro
vykresleni, a to podle hodnoty vlastnosti dané vrstvy, zméni se také hodnota EndDistance
na koncovou hodnotu druhé vrstvy. Tento postup se opakuje, dokud se nevykresli

vSechny vrstvy. (Obr. 16)
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Spolecné s prechodem z jedné vrstvy do druhé dojde k vykresleni pferuSovanych car
urcujicich konec jedné vrstvy a zacatek druhé (Obr. 16). U horizontalni orientace tunelu,
k tomu dojde nasledovné. Vykreslovani probiha ze soufadnice x urcujici vzdalenost pro
vykresleni dané vrstvy a 200 pixeld, kterd oznacuje zacatek vykreslovani pferuSovanych
¢ar (v rozmezi 200 pixell az Sifka obrazku-200 pixelt, 200 pixeld az vyska obrazku -200
pixel). PreruSovani Cary probiha v intervalu 5 a 2, tudiz 5 pixeld vykresli a 2 ne.
Soucasné dojde k pferuseni Cary v oblasti vykresleného tunelu a nasledné dojde

k vykresleni z druh¢ strany.

B.7A

28.0A

Obr. 16: Vykresleny obrazek pomoci program v Pythonu. Lze vidét obrys tunelu proteinu
s rozdélenim na jednotlivé vrstvy, ty jsou naznaCeny prerusovanymi ¢arami. Vrstvy se
stejnou hodnotou vlastnosti jsou vyznaceny stejnou barvou. Soucasné jde vy¢ist, jak je
tunel dlouhy a jeho maximalni Sitka.
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4.2.4 Vykresleni aminokyselin

Po vykresleni os a obrysu tunelu probiha vykresleni aminokyselin. Protoze v souboru
neni napsano presné umisténi aminokyselin, ale je napsano, Vv jaké vrstvé se vyskytuji,
které aminokyseliny, je vytvofen slovnik. Ten obsahuje jako kli¢ ndzev aminokyseliny
spolu s jejim identifikatorem a ndzvem fetézce v kterém se vyskytuje. Prochazi se
postupné vrstvy a jejich prislusné aminokyseliny jsou vepsany do slovniku, k tomuto kli¢i
je prifazeno pole, které obsahuje polomér (Radius), StartDistance a EndDistance. Pokud
aminokyselina uz ve slovniku je, pak se k pfedchozim informacim piid4d informace
z aktualné prochazené vrstvy. Pokud se jednd o aminokyselinu, ktera je popsana jako
Backbone, pak se vypisuje bez této informace. To mize byt provedeno, protoze jde
0 stejnou aminokyselinu, akorat v nékteré vrstvé je popsana jako Backbone a v jiné ne.
Pokud by k tomu nedochazelo, pak by se mohlo stat, Zze ve vysledném obrazku dochazi
k duplikacim stejnych aminokyselin, které obsahuji nazev Backbone a které tento nazev
neobsahuji. K duplikacim by nedoslo pouze tehdy pokud by aminokyselina byla zapsana
v tunnels.xml pouze jako Backbone nebo naopak pouze bez této informace. Vysledkem

je slovnik, ktery obsahuje pro kazdou aminokyselinu vlastnosti pottebné k vykresleni.

Tento slovnik se dale pfedava a aminokyseliny jako klice jsou sefazeny podle jejich
identifikatoru. Ze sefazeného pole aminokyselin se vybiraji ty, které se vyskytuji ve
stejném fetézci a jejich rozdil identifikatord ¢ini jedna. Takové residua jsou vloZeny do
separatnich poli umisténych v poli dalsim. Kazdé pole potom obsahuje jenom
aminokyseliny, které jsou spojeny mezi sebou v fetézci. Jednotlivé aminokyseliny jsou
rozdéleny do dvou poli, tyto pole pfedstavuji strany tunelu, na kterych se budou
vykreslovat. Kvili pozadavku, aby aminokyseliny, které jsou spojeny za sebou v fetézci
byly na stejné strané, proto jsou do té€chto dvou poli pfiddvany aminokyseliny
z ptedchozich separatnich poli. Toto ptidavani probiha ndsledovné. Do prvniho pole jsou
pfidavany aminokyseliny, dokud je délka pole mensi nez polovina poctu aminokyselin.
S kazdym pfidanim dojde k vepsani vSech aminokyselin spojenych v fetézci (sefazené
v jednom poli), proto je souc¢asn¢ podminkou, Ze pocet ptidavanych aminokyselin nesmi

byt vétsi nez rozdil délky prvniho pole a poloviny celkového poctu aminokyselin.

Pokud jsou aminokyseliny takto rozdélené na dvé €asti, pak probihd vypocet umisténi
aminokyseliny. Nasledujici postup popisuje kroky u horizontdlniho vykresleni. Pro

kazdou aminokyselinu je vypocitdno umisténi na y ose. To probihd jako pficteni
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maximalniho poloméru (z oblasti kde se aminokyselina nachazi) K poloviné vysky
obrazku, pokud se aminokyseliny nachazi v prvnim poli (vrchni polovina obrazku), pricte
se jesté polovina vykreslované aminokyseliny, aby vykreslena aminokyselina nelezela
pfimo na struktufe tunelu. Jinak, kdyz se aminokyselina nachazi ve druhém poli (spodni
polovin¢ obrazku), pak se y soufadnice uréi ode¢tenim maximalniho poloméru v oblasti
tunelu, kde se dana aminokyselina nachazi (aby se aminokyselina neptekryvala s tunelem
V nejsirsi Casti) spolu s vySkou vykreslované aminokyseliny. Soufadnice x je vypocitana
jako polovina vzdalenosti, kde se aminokyselina vyskytuje, tedy od nejmensi
StartDistance po nejvétsi EndDistance. Hodnota y soufadnice slouzi jako pocatecni
informace, ktera se dale muze jeSt¢ zménit, x soufadnice piedstavuje umisténi
aminokyseliny v tunelu, proto se dale neméni, nebo jen tak, aby jeji vykreslovani za¢inalo
o polovinu §ifky aminokyseliny diiv, tudiz, aby polovina vykreslené aminokyseliny byla

ptesné v pozadované hodnot¢ x.

Ze slovniku aminokyselin, kde jsou ulozeny hodnoty Radius, EndDistance
a StartDistance vrstev vyskytu dané aminokyseliny je vybrana Gplné poc¢ate¢ni hodnota
StartDistance a koncova hodnota EndDistance. Tyto dvé hodnoty urcuji rozmezi, zacatek

a konec aminokyseliny, v délce tunelu.

Pro kazdou aminokyselinu a jeji teoretické umisténi v obrdzku probiha kontrola
prekryvu residui. Kazda aminokyselina za¢ina s umisténim, které je ji ddno na zacatku
s vypocitanou hodnotou y a s danou hodnotou x podle toho, vjakych vrstvach se
aminokyselina vyskytuje. Cim vice je aminokyselin, tim je v&tsi $ance, Ze se na obrazku
ptekryji a nebudou Citelné, proto je zafazen nasledujici postup. Prochédzi se aminokyseliny
a jejich umisténi, soucasné je vytvoteno pole, V kterém je uloZzeno 6 hodnot pro kazdou
aminokyselinu (minimalni hodnota vrstvy v které se dana aminokyselina vyskytuje, dale
také tato maximalni hodnota, spolu s y soufadnici, kde se zacina kreslit aminokyselina
a jeji vyska, leva x soufadnice Sestithelniku, prava x soufadnice Sestiuhelniku). Téchto
Sest hodnot tvoti dva obdélniky (Obr. 17), které obklopuji obrazek aminokyseliny. Jeden
Z obdélniki obklopuje pfimo Sestithelnik vykreslované aminokyselin. Druhy typ

obdélniku obklopuje linii, pfedstavujici umisténi aminokyseliny ve vrstvach.

Prvni prochazend aminokyselina se ulozi do pole, kazda dal§i zkoumana
aminokyselina, respektive jeji soufadnice prochazi sérii uprav praveé tehdy, kdyz dochazi

k prekryvu téchto obdélnikli. Zkoumané residuum ma prvotni vypocitané souradnice,
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pokud s takovymi soufadnicemi (pro cely jeji obdélnik) nedochazi k prekryvu, zistavaji
soufadnice tak jak jsou a zapisuji se do pole. V opacném piipad¢, a tedy pokud dochazi
k piekryvu obdélniku utvofeného okolo Sestitthelniku, poté se aminokyselina posouva
o0 vysku (8ifku u vertikalniho tunelu) Sestithelniku. V piipadé obdélniku okolo vykreslené
linie (urCujici vrstvy, kde se residuum nachazi), kdy dvé porovnavané aminokyseliny,
resp. jejich Sestithelniky nemaji zadny spoleény bod x, pak se aminokyselina s linii
posouvaji o velikost rozdilu linie jedné aminokyseliny a Sestithelniku druhé
aminokyseliny. Dojde-li u zkoumané aminokyseliny k pfekryvu suz zapsanym
obdélnikem (pro jiné residuum) spolu s obdélnikem pro vyskyt ve vrstvach, jsou tyto
soufadnice upravovany do doby, kdy se nepiekryvaji szadnou jiz zapsanou

aminokyselinou v poli.

B.7A

28 0A
Obr. 17: Ukazka, jak jsou rozmisténé¢ aminokyseliny v okoli tunelu do obrazku. Pro
aminokyseliny jsou postupné po¢itany soufadnice a porovnavany s uz vypocitanymi,
jestli nedochazi k prekryvu. Jako jejich okoli je bran cely obdélnik. Prekryv se nesmi
uskutecnit v oblasti obdélniku (okolo linie) a v ose x plus polovina vykreslované
aminokyseliny (Sestitthelniku). Pokud dojde k prekryvu je aminokyselina posunuta
VvV ose y o vysku vykreslované aminokyseliny (Sestitthelniku).
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V takovém piipadé dochazi k posunu v ose y, a to o vysku rozdilu prekryvu dvou
porovnavanych aminokyselin spolu s 20 pixely. Pro aminokyseliny, které se vyskytuji
Vv oblasti kratsi, nez Sitka vykreslované aminokyseliny je také zatazeno, Ze prekryv se
nesmi uskutecnit ani v pfipade, kdy obdélnik prodlouzime v ose x o polovinu Sitky

vykreslované aminokyseliny v obou smérech (Obr. 18).

nonpolar polar basic acidic

28.0A

Obr. 18: Na obrazku jde vidét vykresleny obrys tunelu, ktery je rozd€leny na jednotlivé vrstvy.
Ty oddéluji pferuSované ¢ary. Na ose x je znazornéna délka tunelu a na ose y jeho
nejveétsi Sitka. Na obrazku jsou také vykresleny aminokyseliny, pro kazdou
aminokyselinu je vykreslen jeden Sestiuhelnik, pod kterym vede usecka, kterd udava
rozmezi tunelu, kde se aminokyselina vyskytuje. barva Sestithelniku a zminéné usecky
je dana vlastnosti aminokyseliny. Usetka vedena uhlopiiéné pod aminokyselinou
znamena, ze v okoli tunelu se nachazi aminokyselina/ny, které jsou V fetézci spojené
za sebou.
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Pokud dojde k tomu, zZe se ma aminokyselina vypisovat mimo vykreslovaci plochu,
tedy od 200 pixell od kazdého kraje obrazku, pak se program snazi aminokyselinu
piehodit na druhou stranu tunelu, kde by mélo byt vice mista, vypocitaji se prvotni
soutfadnice a vypocet probiha tak dlouho dokud program nevypocita souradnice na druhé

strané tunelu.

Po zjisténi soutfadnic pro vsechny aminokyseliny, kde nedochazi k prekryvu program
pokracuje v jejich vykresleni. Nejdiive dojde Kk vykresleni usecky, ktera lezi pod
vykreslovanymi aminokyselinami, ta ma znazorfovat, ze aminokyselina je spojena s dalsi
takovou, ktera se nachazi také v oblasti daného tunelu, a jsou spojeny Vv fetézci (Obr. 18).
Dale dochazi k vykresleni linie, ta je v barvé, ktera uréuje aminokyselinu podle jejich
vlastnosti (s rozdélenim na polarni, nepolarni, kyselé a bazické). Usecka je vedena od
minima kde se aminokyselina nachdzi az k maximalni hodnoté vrstvy, kde tato
aminokyselina lezi (Obr. 18). Nasledn¢ je vykreslen $estithelnik ve stejné barve, ten je
lemovany okrajem o odlisné barvé, kterd odpovida barveé daného fetézce. Dale program
vypise do prostoru Sestithelniku fetézec, v kterém se dand aminokyselina nachézi, jeji

trojmistny nazev a identifikator, urujici potadi v daném fetézci (Obr. 18).

4.2.5 Barva vrstev Korelujici s jejich vliastnostmi

Barevnym zndzornénim jednotlivych vrstev lze zobrazit danou vlastnost tunelu. UZivatel
zvoli pozadovanou vlastnost, kdy je na vybér Mutability, Polarity, LogS, LogP, LogD,
Hydropathy, Hydrophobicity, NumNegatives, NumPositives, lonizable, Charge. Spolu
s vlastnosti uZivatel zvoli také dvé barvy, kde jedna z nich pfedstavuje minimalni hodnotu
vybrané vlastnosti v tunelu proteinu a dalsi ptedstavuje hodnotu maximalni (Obr. 19). Pro
kazdy tunel zv1ast’ jsou sefazeny hodnoty vybrané vlastnosti od nejmensi po nejvéEtsi tak,

ze se hodnoty nevyskytuji duplikatné.

tunel, tento interval je nasledné rozdélen na sto dilt, kde do jednoho ze sta intervalt
sméfuji hodnoty vlastnosti, které budou mit stejnou barvu. V rozmezi obou barev jsou
vypocitany hodnoty RGB pro jednotlivych sto intervalt. Nasledné pro kazdou hodnotu
uzivatelem zvolené vlastnosti jsou vypocitané tii ¢isla urcujici zastoupeni ervené, zelené
a modré barvy. Tato informace je ulozena ve slovniku kde kli¢em je vlastnost a hodnota

K ni pfidruzena ptedstavuje barvu v RGB.
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Obr. 19: Obdélnik uréujici barvu pro hodnotu dané vlastnosti. Nad nim je napsano, o jakou
vlastnost se jedna a na okrajich jsou umisténé krajni hodnoty, kterymi jsou minimum
a maximum pro dany tunel.
Pro kazdy tunel probiha vypocet zvlast, tak je minimum i maximum zvoleno pro
jednotlivé tunely, tudiz v jinych tunelech muze tatdz barva predstavovat jinou hodnotu
zvolené vlastnosti. Slovnik barev je pouzit pro nasledujici vykreslovani jednotlivych

vrstev (Obr. 19). Kdyz se vykresluje vrstva s danou vlastnosti, vyhleda se ve slovniku jeji

hodnota kli¢e a je pouzita jej pfifazena barva ve formatu RGB.

Pro orientaci, v jakych hodnotach se vlastnosti pohybuji je do obrazku piidan obdélnik
vedouci ortogonalné€ k sméru tunelu, tedy pokud je vykresleni horizontalni, je obdélnik

vertikalni (obr. 20), jinak je horizontalni.

U vertikalniho vykresleni ptredstavuje nejlevéjsi barva minimum pro danou vlastnost
Vv prohliZzeném tunelu, nejmensi zjisténa hodnota je také vypsana vlevo. Stejné tak je na
pravé strané zobrazena barva pro maximalni hodnotu V tunelu a jeji hodnota. Nad
obdélnikem je také vypsané, o jakou vlastnost se jedna. Obdélnik je rozdélen do sto
dalSich s odliSnou barvou, od barvy piedstavujici nejniz§i hodnoty az po barvu

reprezentujici nejvyssi. Vyskytuje se v rozmezi 200 az Sitka obrazku -200.

Pro horizontdlni zobrazeni tunelu je obdélnik urcujici hodnoty barev umistén

cvwvr

cvwvr

nejniz8i hodnotou je napsan parametr, ktery je zkoumany.
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Obr. 20: Vysledny obrazek, ktery je ziskany pomoci kodu naprogramovaného v Pythonu, jako
vstupni informace pro vykresleni je vystupni soubor tunnels.xml z MOLEonline. Je
zobrazen tunel a aminokyseliny lezici v jeho okoli. Spolu se znazornénim vybrané
vlastnosti pomoci barvy vrstev.

4.2.6 Uprava parametri

V programu existuje moznost zmény jednotlivych vlastnosti k vykresleni. Prvni z nich je
jiz zminéna barva tunelu. Uzivatel vybere danou vlastnost, kterou chce zobrazit a dvé
barvy. Jako dal$i moznost je volba velikosti obrazku, §itka a vyska (Obr. 21). V této
moznosti je doporuceno volit co nejveétsi Cisla. Tyto €isla odpovidaji poctu pixelim.
Soucasné ¢im véEtsi je obrazek, tim je kvalitngj$i a trva del§i dobu, neZ ho program
vykresli. Jako dal$i parametry, které se daji volit je Sifka a vySka vykreslovaného
Sestitthelniku pfedstavujici aminokyseliny, spolu s tim je moznost zvolit velikost pisma,
které je do téchto Sestithelnikli vepsano. Déle je také moznost ménit velikost popiskid os
a legendy. Pokud dojde k ptekryvu tunelu aminokyselinou je lepsi zvétsit vysku obrazku,

nebo zmensit velikost vykreslovanych aminokyselin.
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Obr. 21: Na obrazcich lze rozeznat, ze byly zadané odlisné parametry pro vykresleni. Vrchni
dva obrazky ukazuji uzky a vysoky obrazek, pricemz u jednoho z nich je tunel
orientovan horizontaln¢ a u druhého vertikalné. U spodniho obrazku je zadana vétsi
Sitka nez vyska, zaroven si lze vSimnout mensich pétithelnikd pro vykresleni

aminokyselin v okoli tunelu.
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4.3  Analyza latek prochazejicich tunely

water channels

enzyme
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Obr. 22: Graf ukazujici zastoupeni proteinovych struktur kanalti v databazi PDB.

Jednou z moznosti déleni kanald je roziazeni do skupin podle latky, kterou transportuji,
nebo ktera se vaze do aktivniho mista. Mezi nejvice zastoupenou tfidou kanala v PDB

databazi (https://www.rcsb.org/) jsou iontové kandly (v podstaté pory) predstavuji

43,28 % struktur, které jsou propustné pro ionty. Za ni nasleduje skupina enzymovych
kanalti se zastoupenim 30,27 %. Dalsi pocetnou skupinou 13,86 % v potadi jsou kanaly
transportujici molekuly vody. Se zastoupenim 5,91 % to jsou napétim fizené kanaly.

Z 2,09 % jsou to akvaporiny. (Obr. 22)

Z databaze ChannelsDB byly ziskany uloZené informace o kanélech, vyhledavani
probihalo pouze u proteinti, které maji v databazi zaznam o kanalech v ,,Channels
description. Nejprve doslo ke zpracovani popisu kanalu. V takovém popisu se
objevovalo 28 riiznych typt, pro stejny typ (nédzev) kanélu byl stejny popis jeho vlastnosti.
Mezi nejastéji zastoupené kandly v pofadi od nejfrekventovangjsiho, patii kanal pro
rozpoustédlo, kanal 2b, kanal pro molekuly vody, tunel do kterého putuji substraty. Tyto
vyjmenované tvofi vice nez polovinu zminénych kanali v ,,Channels descriptions*.

Nasledné byly ziskavany informace z ChannelsDB, které jsou v tabulce ,,Channels
properties®. Tato tabulka obsahuje jméno kandlu, délku, uzké hrdlo, hydropatii, naboj,
polaritu a mutabilitu. Zastoupeni jednotlivych jmen bylo identifikovano a vyneseno do
grafu (Obr. 23). Pomoci kodu byly ziskany i ostatni informace o vlastnostech kanalu, tyto

informace byly vlozeny do DataFramu diky knihovné Pandas.
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Obr. 23: Zobrazeni poméru zastoupeni jednotlivych kanali z ChannelsDB zminénych
v “Channels properties”. Skoro polovina struktur nese pojmenovani Tunel, ostatni
hojné zastoupené jsou iontové kanaly, kanaly pro rozpoustédlo a vodu. Zobrazuje
vSechny ulozené kanaly v ChannelsDB, protoZze u vSech se vyskytuji popsané
vlastnosti.

57



Z celkového DataFrame byly zpracovany informace, které se shodovaly v nazvu
kanalu, z nich byl vytvofen novy DataFrame (aby obsahoval pouze informace o daném
typu kanalu). Nasledné doslo ke zpracovani informaci a vyneseni do grafi. Pro naboj
jednotlivych kanalt byl zvolen sloupcovy graf, ktery ukazuje vSechny naboje vyskytujici
se v ChannelsDB k danému nazvu kanalu. V grafech jsou oznaceny zaporné hodnoty
naboje modrymi sloupci, kladné zelenymi a nula je oznacena ¢ervenym sloupcem.

Pro znazornéni informace uzkého hrdla byly vytvoreny kolacové grafy, takové grafy
byly vztazeny na stejné pojmenovani a bylo vypocitano procento jednotlivych velikosti
uzkého hrdla v kanalech daného typu. (Obr. 24)

Graficky doslo také ke znazornéni délky kanali, a to pomoci sloupcového grafu, ktery
na x ose obsahuje jednotlivé délky a na 'y ose pocet kolikrat byla tato délka identifikovana
v datasetu z ChannelsDB. Fialové sloupce piedstavuji délku mensi, nez je praimérna
vV daném typu kandlu, naopak dal$i barva znazoriiuje délky vétsi nez primérna hodnota.
Je ur¢ena maximalni velikost priméru molekuly, kterd mtze prochazet danou skupinou
tuneli a to tak, Ze je mensi nez nejSirsi uzké hrdlo ze skupiny, soucasné by tato latka méla
byt s ndbojem vyhovujicim nejcastéjSimu ndboji kandlu ve skuping.

Pro primérné hodnoty délky kanalu, jeho primérny naboj a primérnou $itku uzkého
hrdla u kazdé skupiny byly vytvoieny grafy (Obr. 25) pomoci AMCHARTS, kde Ize

jednoduse porovnat odlisné skupiny (https://www.amcharts.com/demos/column-with-rotated-

series/).
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Obr. 27: Sada grafi pro jednotlivé kategorie kanali ziskanych z ChannelsDB. Jednotlivé skupiny
se od sebe lisi jak v délce kanalu ¢i nejcastéj$im nabojem kanalu, tak v praméru uzkého
hrdla.
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Obr. 25: Porovnani pramérnych hodnot délky, naboje a tizkého hrdla selektivity u kanalt
dostupnych v databazi ChannelsDB. Jednotlivé skupiny, predstavuji struktury se
stejnym pojmenovanim v databazi, v fadku jsou pak uvedeny stejné skupiny pro
odli$né vlastnosti. Potadi skupin je urceno na tii podttidy (podle nazvu) a to kanaly,
tunely a pory, ty jsou odd€lené horizontdlni pferuSovanou carou. Jednotlivé nazvy
V podskupinach jsou fazeny podle poctu vyskytu v ChannelsDB a tedy pfedstavuji
komplexnéjsi vysledek, nez skupiny s jednou strukturou. Prvni graf zobrazuje
priamérné hodnoty tizkého hrdla v jednotlivych skupinédch. V ptipadé€ naboje a druhého
grafu se vyrazné lisi skupiny peptidovych kanald a iontovych kanali. Posledni graf
ukazujici primérnou délku kanald ve skupinach zobrazuje ¢tyfi skupiny zasadné
odli$né od zbytku, a to s vétsi primérnou délkou u iontovych kanald, port, peptidovych
kanalt a GsPutA tuneld. Grafy jsou vytvofeny pomoci AMCHARTS
(https://www.amcharts.com/demos/column-with-rotated-series/). Z vysledki 1ze vidét,
ze iontové kandly, spolecné s pory, které predstavuji hojné zastoupené skupiny, jsou
delsi nez nejcetnéjsi skupina z tuneltl.

61


https://www.amcharts.com/demos/column-with-rotated-series/

4.4  Predikce prochazejicich latek vzhledem k vlastnostem tunelu

4.4.1 Vypocet tvaru molekuly

Pro predikci, jaké latky by mohly prochdzet danym tunelem je potfeba znét vlastnosti
molekul. Vlastnosti tunelu jsou znamy z vystupového souboru z MOLEonline. Prvotnim

krokem bylo staZeni *.csv souboru, obsahujici informace o molekulach. K tomuto kroku

doslo u ligandd a iontl v databazi PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
Stazené soubory obsahuji nasledujici informace o molekulach cid (pubchem cid),
cmpdname (jméno molekuly), cmpdsynonym (synonyma molekuly), mw (molekularni
vaha), mf (vzorec molekuly), polararea (polarni povrch), complexity, xlogp, heavycnt
(pocet tézkych atomti), hbonddonor (pocet donori vodikové vazby), hbondacc (pocet
akceptori  vodikové vazby), rotbonds (pocet rotacnich vazeb), inchi, isosmiles
(isomericky smiles), inchikey, iupacname (jméno IUPAC), meshheadings, annothits,

annothitcnt, aids, cidcdate, sidsrcname, depcatg, annotation.

U vSech dostupnych molekul z ligandt a iontti byl vypoditan jejich tvar spolu s jejich
nabojem pomoci napsan¢ho kédu v programovacim jazyce Python, podle nasledujiciho
postupu. Nejprve se dany soubor *.csv nacetl do programu s pouzitim knihovny Pandas,
tak vznikl DataFrame, ktery byl nasledné zpracovavan. Pro ionty je tento DataFrame

81tadkovy, u ligandt je to 21709 molekul.

Program po ziskani DataFramu prochazi jednotlivé fadky, které obsahuji molekuly
a jejich informace. Pomoci isomerického SMILES a RDKit knihovny v Pythonu je
vypocitan naboj dané molekuly. Diky té samé knihovné Ize ziskat informace o umisténi
atomtl molekuly v prostoru (at’ uz s vodiky nebo bez vodikil). Tyto informace jsou klicové

pro vypocet tvaru molekuly.

Nejprve probihé vypocet nejmensiho poloméru molekuly (nejuzsi strana pro prichod
tunelem), molekula je ve vysledku ohrani¢ena valcem. Pomoci metody nejmensich
Ctvercll je umisténa pfimka mezi ziskané body atomi. Takova pfimka pak ptedstavuje
potencialni stied podstavy vélce (kruznice). Néasledné jsou vypocitany vzdalenosti primky
od jednotlivych atoml (nejmensi mozné, v pravém uthlu), vzdalenost nejodlehlejsiho
atomu pak predstavuje vypoclitany polomér podstavy valce. Nejvzdalen¢jsi z toho

divodu, aby kruznice byla opsana v§em atomiim ze zkoumané molekuly. (Obr. 26)
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Dalsi informace o velikosti molekuly je vyska, ta se ziskava také z daného vélce a je
to vzdalenost podstav valce. Body predstavujici atomy molekuly se promitnou na ptimku,
ktera je prolozend body pomoci metody nejmenSich Ctvercl. Body se tak vyskytuji
V jedné linii a dva nejvzdalenéjsi body ptedstavuji vysku valce, tedy i1 vysSku molekuly.
(Obr. 26)

Kvili molekulam, které maji spiSe plochy tvar je zafazen vypocet nejuzsi strany
molekuly, to je provedeno pomoci prokladani boda rovinou metodou nejmensich ctverci.
Od této roviny jsou spocitdny vzdalenosti jednotlivych atomi (nejmenSi mozné
vzdalenosti, v pravém uhlu), nejvzdalenéjsi atomy v obou smérech poté predstavuji treti
rozmér molekuly. Valec je tak profezan dvéma vodorovnymi rovinami. Vzhledem
k tomu, Ze molekula je umisténa nejdelsi stranou ve sméru vysky valce, mize vést
prokladana rovina vodorovné s podstavou vélce jen v pfipadé¢ symetrické molekuly,
atedy tehdy kdy jsou vzdélenosti stejné na vySku i do hloubky, coz vede ke stejnym
vysledkim tietiho rozméru. (Obr. 27)

Obr. 26: Obrazky vykreslené piimo pomoci kodu. Ukazujici, jak se pocitaji parametry velikosti
molekuly z pozic jednotlivych atoml. Levy obrazek zobrazuje benzen umistény
v prostoru, spolu s navazanymi vodiky, Cervena piimka vede v prostoru atomd, ta se
proklada body podle metody nejmensich ctvercil. Zjisténa primka urcuje stied valce
a vzdalenost od pfimky k nejvzdalenéjsimu bodu predstavuje polomér valce (aby byla
kruznice opsana v§em atomdm). Pravy obrazek ukazuje tu samou situaci, tedy benzen,
ale jeho body jsou pfepocitany na umisténi na ptimce (pfimka prolozend podle metody
nejmensich ctvercll). Body na Cervené pfimce jsou urCeny pomoci druhé piimky
protinajici bod atomu spolu s pfimkou prolozenou podle metody nejmensich ¢tverct,
zaroven piimky jsou na sebe kolmé. Z vypocitanych bodu se zjisti vyska valce, jako
dva nejvzdalen¢jsi body v linii. Na druhém obrazku Ize také vidét proloZeni atomui
rovinou pomoci metody nejmensich ¢tverci, nejvzdalenéjsi body od roviny v obou
smeérech pak urcuji nejuzsi velikost molekuly.
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Obr. 27: Na prvnim obrazku lze vidét Sestitthelnik ptedstavujici benzen, bez atomt vodiku.
Atomy jsou prolozeny piimkou pomoci metody nejmensich ¢tvercti. Druhy obrazek uz
ukazuje, jak je pomoci ziskanych informaci vlozen valec s co nejmensim polomérem.
Polomér je ziskan jako vzdalenost nejodlehlejsiho bodu od piimky. Zaroven je ziskana
vyska valce jako dal$i rozmér molekuly. Tteti obrazek znazornuje valec, ktery ohranicuje
body atomti. Na ¢tvrtém obrazku je vykreslena rovina, ktera je prolozena body atomtl, ta
je umisténa také pomoci metody nejmensich ctvercii. Paty spolu s Sestym obrazkem
ukazuji, jak jsou vedeny dva fezy valcem, oba jsou rovnobézné s prokladanou rovinou
pomoci metody nejmensich ¢tverct a ve vzdalenosti nejodlehlejsich atomit od roviny ve
sméru na horu i dold. Rezem program zjisti hloubku molekuly, coZ je vyhodné piedevsim
pro plossi molekuly. Popsanym postupem se ziskaji tfi rozméry molekuly. vytvofené
pomoci (https://www.geogebra.org/classic?lang=cs)
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Vypocet probiha pro kazdou molekulu z datasetu, vysledky jako jsou polomér, vyska
a hloubka molekuly, spolu s jejim nabojem (ziskanym pomoci knihovny RDKit) jsou
vepsany do DataFramu a pak pfipojeny k *.csv souboru, ktery byl ziskan z PubChem.
Takovy postup se aplikoval z divodu vyssi vypocetni slozitosti vzhledem k velikosti
vstupu, u metody nejmensich ¢tverct a vypoctu nejvzdalenéjsiho bodu od prokladané
ptimky. Dale se pouziva uz jen ziskany *.csv soubor, u kterého trva nacteni a prochazeni

kratkou dobu.

4.4.2 Prichod molekul tunelem podle vypocitanych vlastnosti

Do dalsiho kédu se nacitd soubor tunnels.xml, tento soubor byl ziskan z nastroje
MOLEonline. Pro vyhledani souboru je nutné napsat cestu k jeho umisténi. Nasledné
probihd ptevod z *.xml souboru do textového fetézce v kodu. Tento postup je az na malé
odchylky stejny jako v predchozim ptipad€, pfi nacitdni souboru pro vykreslovani 2D
struktury tunelu. Soubor *.cif slouzi jen pro informaci, o jaky se jedna protein, tedy
informace PDB identifikatoru. Ze souboru tunnels.xml se vybiraji informace predevsim
o poloméru tunelu v jednotlivych vzdélenostech (vrstvach kandlu), néboj tunelu

a aminokyseliny vyskytujici se v jeho okoli.

Jako zkoumana data poslouzi ziskany *.csv soubor z ligandu a iontti. Ten piedstavuje
spojeni soubori ligandu a iontt. K filtrovani molekul, které by mohly prochazet tunelem
se pouziva kritérium, kterym je polomér molekuly, ten musi byt mensi nez nejuzsi misto
tunelu. A naboj molekuly musi byt opané nabity neZ naboj tunelu ve stejné hodnotg,
uzivatel v§ak mliZze zmé&nit toleranci naboje, kdy pii vysoké toleranci, mize byt naboj
zanedban. Pfesnégji se prochazi pro dany tunel v§echny hodnoty Distances, dokud jsou
mensi nez dana End distance. Pokud je hodnota Distance vétsi nez End distance, vezmou
se vSechny hodnoty Radius, poloméry doposud zkoumané ¢asti tunelu a z nich se vybere
nejmensi radius, jako pozadavek pro prichod tunelem. To samé se odehrava pro hodnotu
FreeRadius. Molekuly, které spliji tyto kritéria jsou vlozeny do DataFramu, ten se
nasledné pouziva pro dalsi vrstvy tunelu, aby se dale vybiralo jen z molekul, co mohou

prochéazet pfedchozimi vrstvami.
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4.4  Dopliiovani informaci o tunelech do ChannelsDB

Byl napsan kod v programovacim jazyce Python, ktery vyuziva Selenium Webdriver.
Pomoci rozhrani API se Python muze pfipojit k prohlize¢i prostiednictvim Selenium.
Selenium odesild standartni ptikazy Pythonu do riznych prohlizect, a to navzdory
rozdilim v designu jejich prohlizece. Selenium se muze spoustét pomoci skripti Python
pro Firefox, Chrome, IE na riznych operacnich systémech. Tak se spousti jednotlivé

stranky ve webovém prohlizeci, pro ptidavani informaci do databaze.

Po spusténi kod nacte stranku MOLEonline (https://mole.upol.cz/). Nasledné

¢tyfmistny PDB identifikator vlozi do pfedem nacteného MOLEonline do kolonky pro
pridavani PDB identifikatoru. Jednotlivé policka pro psani textu, nebo tlacitka se
vyhledavaji podle XPath. Jako dalsi program zmackne tlacitko next, tim se piejde do
vizualizace struktury proteinu, pro identifikaci kanali v biomakromolekule nasleduje
zmacknuti tladitka Submi t. Po nasledném zmacknuti tla¢itka ChannelsDB Annotate, jsou

nalezené kanaly dostupné k jejich anotaci do databaze ChannelsDB.

Po vybéru daného kanalu dojde k automatickému vyplnéni anotace (Obr. 28), jako je
e-mail zadavajiciho, Id tunelu, pfedpokladany ndzev spolu s popisem, jaké ligandy ¢i
ionty by mohly kandlem prochazet (vypocet jiz popsany v piedchozim textu). Jako
reference je zvolen MOLEonline (nevychazi se zpopsanych kanalt v ¢lancich).
Automaticky jsou také vyplnény informace o aminokyselinach vyskytujicich se v okoli

tunelu.

(Channels B

Submit annotation of your published channels and residues important for channel's functionality to make your results interactively available to everyone at any time. Additionally, results of

your research will be visible along the structure at Protein Data Bank in Europe webpages.

Email

Message

Channel Annotations
Id Name Description Reference Reference Type

T5C1 v Dol v

Residue Annotations
Id Text Reference Reference Type

DOl v

v

Obr. 28: Stranka MOLEonline po nacteni struktury proteinu a zmacknuti tla¢itka ChannelsDB
Annotation. Dojde k zobrazeni formulafe slouzici k anotaci kanalu do databaze.
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4.5 GUI slouzici k ovladani programii

Pro snadnéjsi ovladani naprogramovanych kodu bylo vytvoreno dialogové okno DP.ui
(Obr.29) diky nastroji Qt Designer. To umoziiuje jednoduché ovladani pomoci klikanim
na tlacitka, vybirdnim z moznosti, ¢i vepisovani kritérii pro béh programti. Pomoci
hlavniho souboru main.py za pouziti knihovny PyQt5 jsou nastavovany funkce

jednotlivym polozkam z dialogového okna (propojovany s funkcemi v kodu).

Vzhledem k zakladani vysledkii na nastroji MOLEonline (https://mole.upol.cz/)

a databazi ChannelsDB (https://channelsdb.ncbr.muni.cz/) jsou do dialogového okna

umistény tlacitka s jejich logy, které slouzi k pfesmérovani na dané webové stranky.
Nacitani webovych stranek je uskute¢néno diky Selenium je open-source nastroj, ktery
automatizuje webové prohlizece. Poskytuje jediné rozhrani, které umozni psat testovaci

skripty v programovacich jazycich. (https://www.browserstack.com/selenium )

o (== =]
If you want to continue, please fill PDB id or path to files from MOLEonline (https://mole.upol.czf) H z.Chunnels B
FILL PDB id AND PATH TO RESULTS FILE FROM MOLEonline
PDB id Path to file from MOLE (input.xml, tunnels.xml)
leve_1 ‘ OR ‘C:\Users\annas\Desklup\kody\mole,channels,sbngvzxngDLUXYStBuNA,l

M Download Results from MOLEonline M Go to MOLEonline with current PDBid UPLOAD file

PICTURE OF 2D REPRESENTATION
Channel id | | Channel property Orientation Picture width Picture height | | Text size Channel colorl Channel color2
6 || Mutability ~ | |horizontal * | | [3600 | [2600 s0 [BLOND =] [BLIZZARD BLUE =
Color of nenpolar amino acids Color of polar amino acids Color of basic amino acids Color of acidic amino acid
[BUBBLE GUM | [BABY BLUE EYES | [STIL DE_GRAIN YELLOW | [LIGHT GREEN |
Amino acid width Amino acid height Amino acid text size Amino acids legend Join amino acids

SHOW picture
[160 | [160 | es 5 es 2
|C:\Users\annas\Downloads DOWNLOAD picture

MOLECULES PASSING THROUGH CHANNEL

b Acceptable difference in charge

mf cmpdname isosmiles iupacname mw radius width
0 -
1 Cr Chromium [C chromium 51.996 0.002 0.004 0.0 Select tunnel id
2 Pu Plutonium-242  [242Pu] plutonium-242  242.058 0.003 0.007 0.0 1 e
Select tunnel layer to fitting
3 Ca Calcium [Ca] calcium 40.08 0.002 0.004 0.0 ]
IS P ~ . PP P R— P VS PR R ____ 4
< > DISPLAY MOLECULES TABLE
ADD CHANNEL TO ChannelsDB
E-mail ‘name@upol.a ‘ Select channel id |1 T Add the selected channel to ChannelsDB

Obr. 29: Dialogové okno vytvofené v nastroji Qt Designer, slouzici K ovladani programd.
Uzivateli poskytne moznost ménit vstupni parametry pro funkce, aniz by musel ovladat
programovaci jazyk. Uzivateli umozni nacteni webovych strdnek ChannelsDB, nebo
MOLEonline pomoci kliknuti na tlacitko. Po nacteni vysledného souboru
z MOLEonline muze probihat vizualizace vybraného kandlu ve 2D reprezentaci
S moznosti zmény barev, velikosti obrazku, velikosti textu a to podle uvazeni
samotného uZzivatele. Jako dal$i je moznost vypsat do tabulky molekuly, které byly
vybrany, ze by mohly prochazet danym kanalem do dané vrstvy s ohledem na jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti.
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Dialogové okno obsahuje Line Edit pro pridavani textu, které slouzi k zapsani PDB
identifikatoru a nasledné se miize vyuzit pro nacteni webové stranky MOLEonline
S Vizualizaci zadané proteinové struktury a jejich kanalt. Dalsi tlacitko slouzi ke stazeni
vysledki vypocti kanall ve struktufe, pfedevsim soubor tunnels.xml je dilezity k dalsim
moznostem ovladani GUI, soubor *.cif ur¢i PDB identifikator. Program, po kliknuti na
tlacitko, soubor s vysledky automaticky stahne, extrahuje a prepise cestu k ulozenym
souborim v jiném Line Edit GUI. Takovy soubor je vzdy vysledkem vypoctu
MOLEonline s defaultnimi hodnotami. Soucasné se také na¢tou identifikatory zjisténych
kandlt do comboboxit pro moznost vybéru. Tento proces probihd pomoci kodu
load tunnels id.py, ktery se nacitd jako modul vmain.py. tfida
_load tunnels id obsahuje funkce, slouzici k vyhledani a nacteni souboru

tunnels.xml. Nasledn¢ v textu souboru vyhledava identifikatory kanald v proteinu.

Nacteni molekuly mliZze probihat i jinym zplsobem a to tak, Ze uzivatel stdhne soubor
s vysledky sam a zada do Line Edit cestu ke stazenému souboru, se zmacknutim tlacitka
se nacitaji identifikatory kanalti a soucasné se méni také vypsany PDB identifikator na

soucasn¢ zkoumanou strukturu (informace se ziskava ze souboru *.cif) ve stazené slozce.

Z k6édu main.py se volaji dal§i dva moduly, které obsahuji slovniky. Jeden z nich
color dic.py obsahuje slovnich barev pro knihovnu Arcade, ktera se pouziva pro
vykreslovani kanalu ve 2D reprezentaci, spolu s podbarvenim pozadi u jednotlivych
polozek GUI v comboboxech. Dalsi dictionaries.py obsahuje slovniky ziskané
pomoci analyzy kandlti ulozenych v ChannelsDB, ty dale slouzi k predikci nazvu

prochézeného kanalu podle jeho vlastnosti.

Grafickou reprezentaci umoziuje modul jménem tunnel arcade.py, diky nému se
vykresluje kanal ve 2D reprezentaci. Pomoci GUI lze ménit kritéria pro vychozi obrazek,
jako je velikost obrazku, barva, orientace kandlu (horizontalni, vertikalni), jaky kanal se
vykresli, velikost vykreslovanych aminokyselin a velikost pisma, lze také zobrazit
s legendou pro barvy aminokyselin, nebo s propojenim aminokyselin v fetézci za sebou.
vysledny obrazek se miize zobrazit, nebo stahnout. Vyska obrazku (u vertikalniho Sitka),
by méla byt ve velikosti, aby se aminokyseliny co jsou nad sebou (vedle sebe) vlezly do

vykresleni, jinak dochazi k prekryti tunelu vykreslovanou aminokyselinou.
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Céast fit molecule.py nacitd soubor *.csv, ktery obsahuje informace o predem
vypocitanych rozmérech liganda a ionti (zdroj PubChem). Pro vybrany kanal a jeho
vrstvu zkouma, které z molekul by mohly prochazet, porovnavaji se dva rozméry
molekuly s uzkym hrdlem kanalu pro danou vrstvu a s nejmensim FreeRadius. Spole¢né
s tim Ize zvolit kritérium pro akceptovatelny rozdil ndboje molekuly a vrstev kanalu. Pti
prichodu jednotlivymi vrstvy se zkoumaji vlastnosti kandlu a porovnavaji se
s vlastnostmi kanalt z ChannelsDB scilem najit pro dany kanadl nejpiesnéjsi

pojmenovani. Pokud se takové pojmenovani nenajde, pojmenuje se jako ligand channel.

Kéd submit to channesldb.py slozi kautomatickému vepsani ziskanych
informaci do databaze ChannelsDB. Webova stranka se nacita diky Selenium.
K vybranému kanalu se vepisuji aminokyseliny v jeho okoli. Zjisténé molekuly, které by
mohly kandlem prochézet se dopliuji do popisu a nazev kanalu, ktery je predem uréen
podle podobnosti jiz zndmych kanali. Jako reference je vepsano MOLEonline, protoze

vysledky nevychazi z publikovanych €lank, ale z vyzkumu vysledkit MOLEonline.

Byl napsan manudl vysvétlujici pouzivani dialogového okna k dosazeni tizenych

vysledki (viz. Ptilohy Manual_channel_property_analyzer.pdf).
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3) DISKUZE

Vytvofena vizualizace tuneli ve 2D reprezentaci vytvofend v programovacim jazyce
Python za pouziti knihovny Arcade se principidlné shoduje s vizualizaci dostupnou na

strankach MOLEonline (https://mole.upol.cz/). Vizualizace v MOLEonline spoc¢iva

V programu napsaném v JavaScriptu. Avsak MOLEonline v 2D grafickém zobrazeni
neobsahuje umisténi aminokyselinovych zbytkli v oblasti proteinovych tuneli. Oproti
vizualizaci v MOLEonline neni vytvofena vizualizace vramci diplomové prace
interaktivni a slouzi k zobrazeni nebo ulozeni vykresleného tunelu jako obrazku. Spolu
S moznostmi ménit vlastnosti, 1ze pomoci dialogového okna vytvofit obrazek vyhovujici
ur¢itym pozadavkim. Stejné jako v MOLEoOnline 1ze ménit vlastnost, ktera je zobrazena
pomoci pfechodu dvou barev, avSak v online nastroji je zafazena jest¢ barva bila mezi
tyto dv€ barvy urcujici opacné extrémy vybrané vlastnosti. Uzivatel voli, ktery z kanalt
si pfeje zobrazit, barvu pro zobrazeni tunelu, aminokyselin v okoli tunelu, velikost pisma.
Uzivatel voli dvé barvy, které se prolinaji podle vlastnosti kanalu, ktera je pfedem zvolena
(Mutability, Polarity, LogS, LogD, LogP, Hydropathy, Hydrophobicity, NumNegatives,
NumPositives, lonizable, ¢i Charge). Soucasné uzivatel mize libovolné ménit velikost
vykreslovaného obrazku, ale ¢im vétsi je obrazek, tim ma vétsi kvalitu (pocet pixell).
K moznostem vizualizace slouzi také zména orientace tunelu, a to jak horizontalnég, tak
vertikdlné. Lze zvolit, zda budou aminokyseliny, které nasleduji po sob¢ v fetézci spojeny
carou, slouzici ke snadnému urceni na prvni pohled. Také lze obrazek vykreslit
s legendou, ¢i bez ni ta urcuje, jaké barvy jsou zvoleny pro jednotlivé tfidy aminokyselin

(polarni, nepolarni, bazické a kyselé).

Vzhledem k vlastnostem tunelu a pocitani jeho poloméru pomoci vkladani co nejvetsi
koule vepsané povrchu tunelu, bylo cilem zjistit co nejmensi polomér molekuly pro
prichod tunelem. Oproti jinym metodam, kde vkladaji molekulu do tvaru koule, nebo
piimo do tvaru daného vazebného mista (Jiang & Kim, 1991) byl pouzit tvar valce. Valec
ma podstavu o poloméru nejmensi mozné kruznice, ktera spliluje, Ze vSechny atomy
molekuly se nachazi uvnitt valce. Vypocet probihal pomoci metody nejmensich ¢tvercl
a molekule byl opsan vélec s co nejmensim polomérem. Nasledné byly predev§im kvili
plossim molekulam vedeny dva rovinné fezy valcem tak, aby byl prostorovy utvar co
nejuzsi a zaroven obsahoval vSechny atomy dané molekuly, tim byla ziskana hloubka
molekuly. Primér a vySka valce predstavuji vysku a Sitku. Vypocitané rozméry byly

ulozeny do *.csv souboru a nasledné slouzily jako zdroj potencialnich molekul pro
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prichod tunelem. Ze souboru tunnels.xml probihé ziskédvani informace o daném tunelu
a z predem ptipraveného souboru jsou nasledné¢ vybrany molekuly, které¢ odpovidaji
velikosti daného tunelu a které by mohly prochazet. Oproti tvaru koule méa valec vyhodu,
ze vyhledéava nejuzsi misto molekuly pro priichod, avSak nevyhodou by mohly byt dlouhé

molekuly, které by tunelem nemohly prochéazet kvili jeho zaktiveni.

Navrhované automatické dopliovani anotace do databaze ChannelsDB umoziiuje
uzivateli rychlejsi pridavani spolu sulehéenim prace pifi manudlnim zadavani

aminokyselin vyskytujici se v okoli tunelu z vysledki vypoéti MOLEonline.
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6 ZAVER

Diplomova prace spocivala ve vypracovani literarni reSerSe v oblasti typt proteinovych
tunelll v riznych typech proteint. Prakticka ¢ast se tykala naprogramovani koda slouzici
k vizualizaci kanalti ve 2D reprezentaci spolecné s aminokyselinovym zastoupenim na
jeho povrchu. M¢lo dojit k analyze latek prochéazejicich tunely a snaha o predikei téchto

latek vzhledem ke struktuie proteinového tunelu. Ziskané informace mély byt

dopliiovany do ChannelsDB za pouziti nastroje MOLE.

Pro jednotlivé cile prace byly napsany koédy v programovacim jazyce Python. Jeden
znich slouzi pro vykresleni 2D vizualizace zadaného tunelu, spolec¢né
s aminokyselinovym zastoupenim na jeho povrchu. Pro vykresleni je potfeba vysledny
soubor z MOLEonline (tunnels.xml). VVzhledem k sou¢asnému zobrazeni MOLEonline
kanalt ve 2D, které neumoznuje vykresleni aminokyselin v okoli kanalu by bylo vitané

zakomponovat vytvoreny kod a vizualizaci samotnou do MOLEonline.

Z databaze ChannelsDB byly ziskany informace o uloZenych kanalech. Predevs§im
probihalo zkoumani naboje, délky a poloméru tuzkého hrdla kanalu. Z informaci byla
provedena analyza jak prumérnych hodnot, tak vSech hodnot u jednotlivych skupin
avysledky byly vyneseny a reprezentovany grafem. Z primérnych, maximalnich
a minimalnich hodnot byly uréeny priumérné vlastnosti molekul, které danym kanalem
mohou prochazet. Doslo k vypoctu rozméra ligandii a iontd ziskanych z databaze
PubChem. Nasledn¢ byl napsan kod, ktery zjist'uje, které molekuly z datasetu by mohly
prochazet vybranym kanalem. Molekuly prochézejici kandly, hraji dileZitou roli
Kk pochopeni transportnich drah a mohly by piedstavovat potencialni 1é¢iva vstupujici do
tésné blizkosti ukrytych aktivnich mist. Je proto dulezité najit molekuly u kterych by byl

pruchod kanalem mozny.

Ziskané informace o ligandech, které predstavuji mozné molekuly pro vstup do tunelu
mohou byt pfidavany do ChannelsDB pomoci napsaného programu. Ten soucasné
pfedpovidd nazev daného kandlu na zéklad¢ jiz pfidanych analyzovanych struktur
z ChannelsDB. Automatickym vepisovanim do ChannelsDB se usnadni celkovy proces
a spole¢n¢ s nartistajicim mnozstvim informaci v databazi bude poskytnut lepsi piehled

o0 strukturach kanalu.
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7 SUMMARY

The diploma thesis relates elaborating of a literature search in the field of types of protein
tunnels in various types of protein. The practical part included programming of codes that
are used to visualization in 2D representation together with amino acids location along
channels. Analysis of molecules passing through channels should have been made
together with the effort to predict these molecules considering channel properties. The

obtained information should have been inserted into ChannelsDB database.

For each individual aim of this work, codes were written in Python programming
language. One of them is used to draw 2D visualization of selected channel together with
the amino acids, that are in channels surface. For run code is necessary to download
results from MOLEonline (especially tunnels.xml). Due to the actual MOLEonline
visualization of channels in 2D, which cannot be able to show amino acids, it would be

welcome to incorporate written code and the visualization itself into MOLEonline.

From database ChannelsDB were obtained information about stored channels.
Especially research was underway of length, radius bottleneck and charge values of
channel. Data were analyzed, like as average values and all values as well. From the
information, an analysis of both average values and all values for individual groups was
performed and the results were plotted and represented by a graph. Considering the
average, maximum and minimum values, the average properties of the molecules that can
pass through a given channel were determined. With using written code in Python, shape
of ligands and ions were calculated. Subsequently, a predictive code was written to
determine molecules from the dataset that could pass through the selected channel.
Molecules passing through channels are important, they can play significant role in
understanding transport paths in organisms, and they could be potencial drugs, that can
enter close to active site. Therefore prediction of passing molecules is important for drug

design.

Obtained information about ligands, which represent possible molecules for passing
through channel can be submitted to ChannelsDB using written code as well. Code can
predict name of channel, while the prediction is based on structures of previous analysis
stored in ChannelsDB. Process is facilitated by automatic pre-filling of information to
boxes. Automatic pre-filling information of annotate channels to ChannelsDB could be

helpful for increasing number of database entries.
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9 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AQPO

AQP1
AQP2

AQP4
AgpM
AQPZ
BLOSUM

Ci1C
CSA
CSVv
GlpF

GsPutA

GUI
I/0
ID
JSON

M2
mmCIF

MS
MscL
MscS

Angstrom (angstrom) jednotka délky, 1 A = 1 x 10"2% m, pouzivajici
se v samotném kodu, a textovém souboru.

Lidsky akvaporin, byl aspésné¢ demonstrovan jako marker erytroidni
diferenciace.

AQP1 je Siroce exprimovany vodni kanal.

Aquaporin-2 se nachazi v apikalnich bunéfnych membranach
hlavnich bun¢k sbérného kanalku ledvin.

Protein vodniho kanélu.

Bakterialni akvaporin M.

Bakterialni akvaporin Z.

V bioinformatice je matrice BLOSUM substitu¢ni matrice pouzivana
pro sekven¢ni zarovnani proteinti. Matrice se pouzivaji k hodnoceni
srovnani mezi evolu¢né odlisSnymi proteinovymi sekvencemi.
Chloridovy kanal kosterniho svalstva.

Catalytic Site Atlas.

Jednoduchy souborovy forméat ur¢eny pro vymeénu tabulkovych dat.
Aquaglyceroporin katalyzuje transmembranovou difazi glycerolu a
urcitych linearnich vicemocnych alkohold v Escherichia coli.
Substratovy kanal spojujici dveé aktivni mista prostfednictvim
hydrolyzac¢ni dutiny.

Grafické uzivatelské rozhrani (Graphic User Interface).
Input/Output.

Identifikator.

(JavaScript Object Notation) je zpusob zapisu dat nezavisly na
pocitacové platformé, ureny pro prenos dat, kterd mohou byt
organizovana v polich nebo agregovana v objektech.

Proteinovy por.

Flexibilni a rozsititelny format tag-value pro reprezentaci
makromolekularnich strukturnich dat.

Mechanosenzitivni.

Rodina mechanosenzitivnich kanalda.

Rodina mechanosenzitivnich kanalu.
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NaN
(ON]
PAM

PDB ID

PDF

RCSB PDB

RGB

RMSF

S6

SoPIP2;1

TMS
VMD

XML
ZIP

Not a Number.

Operacni systém.

Bodové¢ akceptovana mutace (PAM) je nahrazeni jedné
aminokyseliny v primarni struktufe proteinu jinou jedinou
aminokyselinou, ktera je pfijimana procesy pfirozen¢ho vybéru.
Identifikator struktury z PDB.

(Portable Document Format), zajisStuje stejné zobrazeni na vSech
zafizenich.

Protein Data Bank je primarni databaze 3-D struktur makromolekul
jako napf. proteint, nukleovych kyselin.

Barevny model, ktery pouzivd zobrazeni barvy podle zastoupeni
pomeru tii hlavnich (¢ervena, zelena a modra).

(Root mean square fluctuation), stfedni kvadraticka fluktuace.
Proteinovy por K*.

Rostlinné akvaporiny SoPIP2;1 nachazejici se napf. v plazmatické
membrang listd Spenatu.

Transmembranovy segment.

(Visual Molecular Dynamics) je po¢itatovy program pro molekularni
modelovani a vizualizaci.

(Extensible Markup Language) jde o obecny znackovaci jazyk.

Format pro kompresi a archivaci dat.
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10 PRILOHY

Elektronické ptilohy:

Anna_Spackova_piiloha.zip — obsahuje:

slozka Channel property analyzer:

main.py — Hlavni kod importujici ostatni moduly a piitazujici vlastnosti
polozkam z GUI.

color_dict.py — Program obsahujici slovnik barev z knihovny Arcade.

fit_molecule.py — Kod slouzici k selekci molekul, které by podle vlastnosti
mohly prochazet vybranym kanalem.

load_tunnels_id.py — Nacita vlastnosti tunelu pro vybér v dialogovém
okné.

tunnels_arcade.py — Vykresluje kanaly pomoci informaci z vysledného
souboru tunnel.xml ziskaného na MOLEonline.

DP.ui — Dialogové okno, vytvofené v nastroji Qt Designer, slouzici
k ovladani prvka.

dictionaries.py — Soubor obsahujici slovniky vlastnosti ziskanych analyzou
informaci dostupnych na ChannelsDB, podle kterych se urcuje vlastnost
zkoumaného kanalu.

ALL_Ligandslons.csv — Soubor obsahujici tabulku ligandi a iontt
Z PubMed spole¢né s vypocitanou velikosti.

submit_to_channelsdb.py — Program, ktery umoziuje automaticky vypsat
ziskané informace do databaze ChannelsDB.

MOLEonline_logo.png, logo.png, ChannelsDB_logo.png, downloads.png
— Obrazky, které slouZzi k zobrazeni na tlacitkach v dialogovém okné, nebo
jako ikona.

Count MOLECULE_SHAPE.ipynb — Program slouzici Kk vypoétu
rozmé&ru molekul (vysledkem *.csv).

Manual_channel_property_analyzer.pdf — Manual k ovladani dialogového
okna.

Slozka mole_channels_8bn9vzXgmEOLUXYS8tBONA_1 — obsahujici
stazené vysledky (Results) z MOLEonline pro strukturu 1EVE.
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e requirements.txt — Textovy soubor obsahujici pouzivané knihovny,
pomoci, kterého 1ze jednoduse knihovny nacist, pfed pouzivanim nastroje.

e chromedriver.exe — Selenium ChromeDriver.
e Slozka Analyza ChannelsDB

e info_from_channelsDB.ipynb — Kod slouzici k ziskani uloZenych
informaci z Channels DB.

e Analysis_channelsDB.ipynb — Program, ktery zpracovava ziskané
informace z ChannelsDB.

e Slozka Analyza_zkoumanych_MOLEonline

e Slozka csv_data — Vyslednd data analyzy zkoumanych struktur
v MOLEonline.

e Slozka inputs
e slozka codes — Kody slouzici k analyze souborti input.xml.

e Slozka data — Vysledné¢ datové soubory ziskané pomoci
programd.

e Slozka pictures — Vytvorené grafy pomoci programd.
e Slozka tunnels

e Slozka codes — Kody, slouzici k ziskdvani informaci
Z tunnels.xml souborti.

e Slozka data - Vysledné datové soubory ziskané pomoci
programu.

e Slozka pictures — Ziskané grafy pomoci programii.
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