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Abstrakt 
Tato d ip lomová p r á c e se zabývá a n a l ý z o u p ro t e inových struktur. C í lem je navrhnout Caver 
Web 2.0 - novou verzi webové aplikace, k t e r á začlení da lš í vědecké n á s t r o j e a už iva te 
l ů m u m o ž n í proj í t kompl ikovaný p racovn í protokol za p o s k y t n u t í r e levan tn ích výs ledků 
bez nutnosti h lubš í znalosti in tegrovaných n á s t r o j ů . Vše bude zp ros t ř edkováno p ros t ř ed 
n i c tv ím j e d n o d u c h é h o a i n t e r a k t i v n í h o už iva te lského rozh ran í . Apl ikace rozšiřuje p ů v o d n í 
apl ikaci Caver Web 1.0 o nové vlastnosti . Caver Web 1.0 je webový server v h o d n ý pro 
identifikaci p ro t e inových t u n e l ů a kaná lů , pro k t e r é umožňu je spustit a n a l ý z y t ransportu 
l igandů . P rogram se vyznaču je i n t u i t i v n í m a už iva te l sky p ř í v ě t i v ý m r o z h r a n í m s min imem 
požadovaných v s t u p ů od už iva te le . Server je v h o d n ý i pro v ý z k u m n í k y bez pokroč i lých bio-
in format ických nebo techn ických zna los t í . Jeho s o u č a s n á verze je ve vědecké k o m u n i t ě d o b ř e 
zavedená a velmi využ ívaná (35 000 dokončených v ý p o č t ů b ě h e m dvou let provozu). Nej-
v ý z n a m n ě j š í m o m e z e n í m současné verze je m o ž n o s t analyzovat pouze statickou s t rukturu, 
což čas to poskytuje n e ú p l n ý biologický obraz. Pro to bylo rozhodnuto o rozš í ření ná s t ro j e 
o v ý p o č e t moleku lá rn ích dynamik, k t e r é poskytnou ucelený obraz na p r o m ě n y p ro t e inových 
struktur. 

Abstract 
This thesis focuses on the analysis of protein structures. The a im is to design Caver Web 2.0 
- a new version of the web applicat ion that integrates addi t ional scientific tools and allows 
users to go through a complicated workflow to provide relevant results without the need for 
a deeper knowledge of the integrated tools. Every th ing w i l l be delivered through a simple 
and interactive user interface. The applicat ion extends the original Caver Web 1.0 appli
cation w i t h new features. Caver Web 1.0 is a web server suitable for identifying protein 
tunnels and channels for which it allows to run l igand transport analyses. The program 
is characterized by an intuit ive and user-friendly interface wi th m i n i m u m required input 
from the user. The server is suitable for researchers without advanced bioinformatics or 
technical knowledge. Its current version is well established and highly used i n the scientific 
community (35,000 completed calculations in two years of operation). The most significant 
l imi ta t ion of the current version is the abi l i ty to analyze only static structure, which of
ten provides an incomplete biological picture. Therefore, it was decided to extend the tool 
to calculate molecular dynamics to provide a comprehensive picture of protein structure 
changes. 
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Kapitola 1 

Úvod 

Již od 18. s to le t í zažívá n á š druh v ý r a z n ý a p o m ě r n ě rychlý technologický pokrok, k t e r ý 
mu umožňu je p r o z k o u m á v a t s t á le konkré tně j š í oblasti b e z p r o s t ř e d n ě s p j a t é s n a š í m kaž
d o d e n n í m ž ivo tem. Jednou z t ě c h t o ob las t í je v ě d o m í o tom, jak funguje naše tě lo a život 
kolem n á s . S rozvojem lidské společnos t i a technologi í se vyv inu ly metody, k t e r é odhal i ly 
a umožn i ly analyzovat nej základnějš í s t a v e b n í p rvky n a š e h o tě la vče tně jejich funkcí. 

Jednou z kl íčových složek živých o r g a n i s m ů na p l a n e t ě jsou makromolekulami slouče
niny zvané proteiny, k t e r é v nich zas táva j í š i rokou p le jádu dů lež i tých funkcí. Slouží n a p ř í k l a d 
jako s t avebn í prvky, t r a n s p o r t é r y m a l ý c h molekul , z á s o b á r n y nebo se podí l í na i m u n i t n í m 
s y s t é m u či k a t a l ý z e b iochemických p rocesů . N e p ř e k v a p í proto, že proteiny m ů ž e m e naj í t 
ve všech o rgánech a čás tech l idského tě la . Lze je na léz t ve vlasech (keratin) a svalech (ak-
t in) , kde ovlivňují n á š vzhled a umožňu j í motor iku, nebo v mozku (myelin), kde zajišťují 
s p r á v n é a rychlé vedení ne rvových vz ruchů . Z tohoto d ů v o d u jsou proteiny již dlouhou 
dobu v p o p ř e d í z á j m u vědců . V ě d o m o s t i z í skané z m a p o v á n í m v l a s tnos t í a in te rakc í mezi 
proteiny n á m slouží nejenom k l epš ímu p o c h o p e n í fungovaní organismu, ale lze je využ í t též 
př i t v o r b ě nových p r o t e i n ů . Nové proteiny by mohly bý t ap l ikovány ve ve lkém m n o ž s t v í od
vě tv í l idské č innos t i . Ne jčas tě j š ím p ř í k l a d e m zá jmových ob las t í tzv. p ro t e inových inženýrů 
je oblast vývoje nových léčiv či zvýšení produkce p růmys lově využ ívaných p ro t e inů . 

Sektor p ro t e inového inženýrs tv í nab íz í prostor pro apl ikaci v ý p o č e t n í techniky, k t e r á 
umožňu je značně urychli t a zlevnit s a m o t n ý vývoj a s tudium v la s tnos t í p r o t e i n ů . Důleži
t ý m i funkcemi, k t e r é v ý p o č e t n í technika poskytuje, jsou smys lup lné reprezentace dat vě
decké k o m u n i t ě , u m o ž n ě n í zák l adn ích i pokroč i lých ana lýz dat a zp ros t ř edkován í predikce 
v l i v u z m ě n na b u d o u c í vlastnosti l á tek . Da l š ím p ř í k l a d e m aplikace je v ý p o č e t mo leku lá rn í 
dynamiky, k t e r é tak zp ř í s tupňu j í j inak těžko v čase pozorova te lné děje na ú rovn i a t o m ů . 
Vy tvořený model nav íc lépe prezentuje mode lovaný s y s t é m a umožňu je přesnějš í a n a l ý z u 
p ro te inů . 

Těch to už i t ečných funkcí, zob razen í dat, v ý p o č t ů a s imulací lze docíl i t p o u ž í v á n í m speci
al izovaných p r o g r a m ů . Jejich použ íván í však klade nové p o ž a d a v k y na p ro te inové inženýry, 
p ro tože j edno t l ivé programy očekávaj í odl išné v s t u p n í f o r m á t y a d i sponuj í celou ř a d o u 
konfiguračních p a r a m e t r ů , k t e r é mohou mí t k r i t i cký v l iv na biologickou relevanci výs ledků . 
Takže pro s p r á v n é n a s t a v e n í p a r a m e t r ů je n u t n é h louběj i studovat tyto n á s t r o j e a d a tové 
formáty, k t e r é používaj í . K a ž d ý program navíc vě t š inou poskytuje pouze pa rc iá ln í funkci, 
t a k ž e je n u t n é je v h o d n ě ře těz i t a kombinovat - n a p ř í k l a d př i p roveden í l ibovolné ana lýzy 
je p o t ř e b a z í skaná data vizualizovat da l š ím v h o d n ý m softwarem. 

P ř e d s t a v m e si vědce - p ro t e inového inženýra , k t e r ý je expert v d o m é n ě s t r u k t u r á l n í 
biologie, a jeho č innos t í je s tudium struktury p r o t e i n ů . Vědec chce studovat enzym e, k t e r ý 
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při v y t v o ř e n ý c h l a b o r a t o r n í c h p o d m í n k á c h nep rovád í p ř e d p o k l á d a n o u katalyt ickou č innos t 
v t a k o v é m rozsahu, v k t e r é by j i očekával . Disponuje protokoly z l a b o r a t o ř í , k t e r é udávaj í , 
j aké l á t k y se v roztoku vysky tu j í - n a p ř í k l a d l á tky : a, b a c, p ř ičemž l á t k a a je kataly-
zována enzymem e na l á t k u b. Vědec z p rovedených e x p e r i m e n t ů p ř e d p o k l á d á , že l á t k a c 
m ů ž e n ě j a k ý m z p ů s o b e m blokovat ak t iv i tu enzymu, a chce toto t v r zen í prověř i t p o m o c í 
poč í t ačových p r o g r a m ů . Nejprve m u s í provés t rešerši oh ledně existuj ících n á s t r o j ů . Např í 
klad pro zobrazen í dat m ů ž e využ í t n á s t r o j P y M O L [20]. Dá le ví, že d a n ý enzym m á své 
ak t i vn í centrum u v n i t ř struktury, a proto chce studovat celou cestu, k t e r á do m í s t a vede. 
P ro identifikaci t akové cesty m ů ž e p o u ž í t n á s t r o j Caver [14]. Současně ale ví, že k m i t á n í 
proteinu m ů ž e způsob i t z m ě n u v l a s t n o s t í cest vedoucích do jeho z k o u m a n é h o mís t a , a proto 
použi je n á s t r o j pro simulaci tohoto k m i t á n í - Yasara [31]. N a závěr chce provés t ana lýzu , 
jestli l á t k y d o p u t u j í až do a k t i v n í h o m í s t a , nebo se do něj nedostanou v d ů s l e d k u p ů s o b e n í 
l á t ky c. K t é t o ana lýze využi je n a p ř í k l a d n á s t r o j CaverDock [55]. P o na lezení a instalaci 
začne j edno t l ivé programy s p o u š t ě t a vyvstanou mu nové o t á z k y a p r o b l é m y typu: (i) ne
existuje lepší reprezentace t é t o s truktury?; (ii) jak vybrat v h o d n ý bod pro v ý p o č e t tunelu 
a kde leží s a m o t n é a k t i v n í mí s to? ; (iii) kde naleznu popis l á t ek v roztoku a jak je p ř e d á m 
nás t ro j i ? (iv) jak mohu spustit v ý p o č e t k m i t á n í proteinu tak, abych mohl na svém stroji 
pracovat i na dalš ích p rob l émech? 

Vědec zj ist i l , že pro řešení jeho o t á z k y je p o t ř e b a použ í t p o m ě r n ě mnoho p r o g r a m ů , k te ré 
mus í s p o u š t ě t jeden po d r u h é m . Svého z á m ě r u však nakonec po d louhé ana lýze z í skaných 
výs ledků dosáh l - zj ist i l , že l á t k a c se váže v j e d i n é p ř í s t u p o v é ces tě k a k t i v n í m u m í s t u 
a v ý r a z n ě tak snižuje jeho ak t iv i tu . 

P o d o b n é postupy a související p r o b l é m y d e n n ě řeší i kolegové z L o s c h m i d t o v ý c h labo
ra to ř í , a proto vzn ik la m y š l e n k a na vy tvo řen í aplikace, k t e r á tuto č innos t zautomatizuje 
a nebude po uživate l i p o ž a d o v a t o d b o r n é znalosti použ ívaných n á s t r o j ů . N a zák l adě t é t o 
myš lenky vzn ik la webová aplikace Caver Web, k t e r á se rychle stala p o p u l á r n í n a p ř í č světo
vou vědeckou komunitou. 

Cí lem t é t o d ip lomové p r á c e je vývoj nové verze webové aplikace Caver Web [49], k t e r á 
poskytuje s n a d n ý p ř í s t u p a ov l ádán í b io in format ických n á s t r o j ů za úče lem a n a l ý z y protei
nových t u n e l ů a k a n á l ů . Skrze př ívě t ivé už iva te lské p r o s t ř e d í umožňu je smys lup lně nastavit 
parametry t ěch to specia l izovaných n á s t r o j ů bez nutnosti jejich p o d r o b n é znalosti . H l a v n í m 
p ř í n o s e m nové verze aplikace je j e d n o d u c h é n a s t a v e n í a z p ř í s t u p n ě n í mo leku lá rn í ch dyna
mik, k t e r é do ana lýzy př ida j í dosud chybějící hledisko př i rozené d y n a m i c k é povahy p r o t e i n ů 
a d íky k t e r ý m se v ý r a z n ě zvýší d ů v ě r y h o d n o s t a relevance na lezených t une lů . 

V r á m c i d ip lomové p r á c e bude uvedena a p o p s á n a problematika oblasti ana lýzy pro
te inových t u n e l ů za využ i t í mo leku lá rn ích dynamik. V kapitole 2 bude vysvě t l ena proble
mat ika p r o t e i n ů a p ro t e inových t u n e l ů . Bude p o p s á n a jejich struktura, složení a funkce. 
Pozornost bude s o u s t ř e d ě n a na katalyt ickou funkční skupinu p r o t e i n ů (tzv. enzymy), p ře 
devš ím na detekci vn i t řn í ch prostor ( ak t ivn ích mís t ) a cest ( tune lů ) vedoucích do t ě c h t o 
v n i t r o p r o t e i n o v ý c h mís t . V následuj íc í kapitole 3 bude p ř e d s t a v e n a mo leku l á rn í dynamika . 
Bude v y t y č e n a terminologie p o u ž í v a n á v t é t o oblasti . P o t é budou p o p s á n y j edno t l ivé kroky 
simulace. Bude uvedena problematika si lových polí a pohybu čás t ic , u k t e r é budou p ř e d s t a 
veny z á k l a d n í metody použ ívané pro integraci p o h y b o v ý c h rovnic. Závě rem kapi toly bude 
p o p s á n a volba ideální dé lky k roku simulace. N á s l e d n ě budou v kapitole 4 p o p s á n y nás t ro j e 
C A V E R a Caver Web. V kapitole 5 bude p ř e d s t a v e n a s o u č a s n á verze rozš i řované aplikace. 
V kap i to l ách 6 a 7 bude uveden n á v r h (vče tně p r ů z k u m u existuj ících řešení) a implementace 
aplikace. 

3 



Kapitola 2 

Proteiny 

Proteiny jsou ned í lnou součás t í všech živých o r g a n i s m ů na Zemi a tvoř í vě t š inu jejich p e v n é 
hmoty. Tato kapi tola si klade za cíl uvés t do problematiky p ro t e inů . Bude vysvě t l ena zá
k ladn í s t ruktura t ě c h t o makromolekul vče tně pr inc ipu jejich formování do s loži tých pro
s to rových ú t v a r ů zvaných konformace. Dá le budou uvedeny funkční skupiny p r o t e i n ů , do 
k t e rých se proteiny ř ad í podle funkce, j íž v b u ň c e zas távaj í . P o t é bude de t a i l ně p o p s á n a 
k a t a l y t i c k á skupina, u k t e r é se ve velké mí ře vysky tu j í tzv. a k t i v n í m í s t a , a p ro te inové 
tunely, k t e r é budou p o d r o b n ě vysvě t leny v závěru kapitoly. Zdrojem informací pro sepsán í 
kapitoly, pokud nen í v textu uvedeno j inak, bylo využ i t o l i teratury [6]. 

2.1 Struktura prote inů 

Proteiny ( t aké označované jako bí lkoviny) jsou makromolekulami molekuly s ložené z jed
noho, nebo více p o l y p e p t i d o v ý c h ře tězců . Zák l adn í s ložkou p o l y p e p t i d o v é h o ře tězce jsou 
aminokyseliny. T y t o aminokyseliny se zře tězuj í p o m o c í kovalen tn í p ep t i d o v é vazby a jejich 
sekvence j e d n o z n a č n ě určuje k o n k r é t n í bí lkovinu. 

Sekvenci aminokysel in označu jeme jako primárni s t rukturu proteinu. K a ž d á z bílkovin
ných aminokysel in se vyznaču je svými specifickými vlastnostmi. P ř i pozorován í zau j ímán í 
p ros to rové konformace ( u s p o ř á d á n í ) nás p ř e d e v š í m za j ímá jejich (ne )po l á rn í a hydrofi lní , 
respektive hydrofobní , charakter, k t e r ý společně s (k n a t á č e n í benevo len tn í ) polypeptido-
vou vazbou mezi aminokysel inami umožňu je sv inu t í tzv. p o l y p e p t i d o v é kostry proteinu do 
3D struktur (viz ob rázek 2.1). Fo rmován í t ě ch to s t ruktur je zapř íč iněno p ů s o b e n í m nekova-
lentn ích vazeb, k t e r é působ í mezi vod íky (vodíkové m ů s t k y ) , ionty ( iontové vazby) a mezi 
molekulami (van der Waalsovy sí ly) . P o k u d studujeme p ros to rové u s p o ř á d á n í v čás t i sek
vence bílkoviny, hovoř íme o sekundárni s t r u k t u ř e proteinu a m ů ž e m e identifikovat dva 
p ros to rové ú t v a r y : alfa š roubovic i (a-helix) a s k l á d a n ý list (/3-sheet). V p ř í p a d ě a n a l ý z y 
celé sekvence proteinu hovoř íme o terciálni s t r u k t u ř e . Z a kvartérni s t rukturu označu jeme 
shluk dvou a více p o l y p e p t i d o v ý c h ře tězců , k t e r é společně tvoř í j e d n o t n ý funkční celek (tzv. 
multimer) [61]. 

U n i k á t n í p r i m á r n í s t ruktura p r o t e i n ů s p ů s o b e n í m s i l nekova len tn ích vazeb p ředu rču j e 
i u n i k á t n í prostorovou konformaci, k t e r á p ř edu rču j e jeho funkci. 
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O b r á z e k 2.1: P ř í k l a d y p r i m á r n í , s e k u n d á r n í , t e rc iá ln í a k v a r t é r n í s t ruktury p r o t e i n ů (pře
vzato z [18]). 

2.2 Funkční skupiny prote inů 

Jak j iž bylo z m í n ě n o výše, proteiny jsou z á k l a d n í m i s t a v e b n í m i kameny živých o r g a n i s m ů 
a p ln í v nich velké m n o ž s t v í funkcí. Z tohoto d ů v o d u se bí lkoviny dělí do níže v y p s a n ý c h 
skupin podle úlohy, kterou v organismu zajišťují. Pos l edn í skupina p r o t e i n ů bude p o d r o b n ě j i 
p o p s á n a v následuj íc í čás t i t é t o kapitoly. 

• Skupina r e g u l a č n í c h b í lkovin s v ý m p ů s o b e n í m kontroluje expresi genů, čímž u m o ž 
ňuje organismu ov l áda t procesy, k t e r é se u v n i t ř něho dějí . P ř í k l a d e m jsou bílkoviny, 
k t e ré ovlivňují tvorbu laktázy. T a š t ěp í l ak tózu na sacharidy, k t e r é se dá le zpracovávaj í 
v organismu za úče lem zisku energie. 

• K la s i ckým z á s t u p c e m r e c e p t o r o v ý c h p r o t e i n ů , tedy p r o t e i n ů zpracovávaj íc ích sig
ná ly z vnějš ího i v n i t ř n í h o p ros t ř ed í , je rhodosin, k t e r ý reaguje na svě t lo dopada j í c í 
na sí tnici . 

• Skupina s i g n á l n í c h bí lkovin zajišťuje p řenos s igná lu k z á s t u p c ů m recep to rové sku
piny. P ř í k l a d e m je insulin, j enž reguluje m n o ž s t v í glukosy v těle. 

• Z á s o b n í proteiny uk láda j í zásoby l á t ek pro b u d o u c í zpracován í . Z á s t u p c e m je např í 
k lad ferritin, k t e r ý u k l á d á železo v j á t r e c h . 

• Proteiny, k t e r é zajišťují pohyb organismu, označu jeme za proteiny p o h y b o v é . P ř ík la 
dem je myosin. Ten umožňu je p ř e m ě ň o v a t energii v A T P na cíleně směřovaný pohyb 
v b u ň c e . 

• Dalš í n e m é n ě dů lež i tou skupinu tvoř í proteiny t r a n s p o r t n í , k t e r é zajišťují p ř e n o s 
lá tek z jednoho m í s t a na d r u h é . P ř í k l a d e m je hemoglobin, j enž zásobuje organismus 
kysl íkem. 
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• S t r u k t u r n í b í lkoviny tvoř í hmotu, ze k t e r é jsou sestaveny b u ň k y a t k á n ě . Ve vlasech 
a nehtech se na lézá z ře jmě ne jznámějš í z á s t u p c e - keratin. 

• Pos ledn í skupinu tvoř í ka t a ly t i cké proteiny z n á m é t a k é jako enzymy. Jejich specific
kou v l a s t n o s t í je schopnost rušen í a v y t v á ř e n í nových kovalen tn ích vazeb. P ř í k l a d e m 
enzymu je již výše z m í n ě n ý protein laktázy, k t e r ý š t ěp í mléčný cukr l ak tózu na jed
nodušš í a pro tě lo zpracovatelnou glukózu. 

2.3 Enzymy 

E n z y m y jsou ned í lnou součás t í k a ž d é buňky , k t e r á j ich obsahuje velké m n o ž s t v í . V b u ň c e 
plní velice už i t ečnou funkci k a t a l y z á t o r ů chemických reakcí , kdy snižují p o t ř e b n o u aktivační 

energii. Bez jejich p ř í t o m n o s t i by vě t š ina chemických dějů v b u ň c e nep rob íha l a . 
Toto p ros to rové u s p o ř á d á n í př i de ta i lně j š ím pohledu o d k r ý v á nesče tné m n o ž s t v í z á h y b ů , 

výčně lků a k a n á l ů , p ř ičemž k a ž d ý je t v o ř e n specif ickým souborem aminokyselin. Jejich sou
bory umožňu j í navázán í l igandu v y t v o ř e n í m d o s t a t e č n é h o m n o ž s t v í nekova len tn ích vazeb 
pouze t ě m l i g a n d ů m , k t e r é s v ý m tvarem přesně odpov ída j í tvaru povrchu proteinu a jejich 
složení v y t v á ř í p ř í s lušné nekova len tn í interakce. Tento princip je z n á m ý pod pojmem ruka 

a rukavice (nebo t a k é pr incip klíče a zámku) a je vyobrazen na o b r á z k u 2.2. 

O b r á z e k 2.2: Z n á z o r n ě n í vázan í specifického l igandu na povrchu proteinu (ruka a rukavice) 

E n z y m y váží jeden, nebo více l igandu zvaných substráty. S u b s t r á t vázaný v tzv. aktivním 

místě (obrázek 2.3) p řeměňu j í př i t v o r b ě nebo rušen í kovalen tn ích vazeb na produkt . P o 
dokončen í reakce je produkt d íky p o z m ě n ě n é s t r u k t u ř e , k t e r á již nesplňuje p o d m í n k y pro 
vázán í v a k t i v n í m mís t ě , uvo lněn do p ros t ř ed í . 

2.4 Prote inové tunely a kanály 

Ve všech skup inách p r o t e i n ů m ů ž e m e na léz t spousty z á k r u t ů , o t v o r ů a d louhých slepých 
chodeb, k t e r é se nazýva j í tunely. P roblemat ika t ěch to t u n e l ů je d ů k l a d n ě s t u d o v á n a p řede
vš ím ve spojitosti s enzymy, k t e r é si v milionech let t rvaj íc í evoluci vyv inu ly a zformovaly 
svá a k t i v n í m í s t a p rávě na konci t ě ch to s lepých chodeb, aby byla c h r á n ě n a p ř e d v l ivem 
vnějš ího p ros t ř ed í . Informace pro tuto čás t kapi toly jsem čerpa l z l i teratury [51]. 

P o t e n c i á l n í m d ů v o d e m p ř e n o s u a k t i v n í h o m í s t a do vn i t r a e n z y m ů m ů ž e bý t jejich snaha 
o plnou kontrolu okolí a k t i v n í h o m í s t a , k t e r á by na povrchu mohla bý t ov l ivněna r ů z n ý m i 
r o z p o u š t ě d l y z okolního p r o s t ř e d í . A k t i v n í m í s t a jsou spojena s povrchem tunely, k t e ré 
zpros t ředkovávaj í v ý m ě n u l á t ek mezi a k t i v n í m m í s t e m a vnějš ím p r o s t ř e d í m a rozšiřují tak 
model zámku a klíče o prvek klíčové dírky. Klíčová dírka je v tomto p ř í p a d ě t v o ř e n á tunelem 
urč i t ého tvaru a její s ložení p ř edu rču j e enzymatickou funkci celého enzymu. 
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O b r á z e k 2.3: P ř í k l a d a k t i v n í h o m í s t a (oranžová kapsa) v proteinu haloalkandehalogenázy, 

k t e r ý o d b o u r á v á l á t k u znečisťující ž ivotn í p r o s t ř e d í [35]. V o b r á z k u jsou (žlutě) vyznačeny 
tzv. katalytická rezidua, k t e r á umožňu j í k a t a l ý z u s u b s t r á t u . O b r á z e k by l v y t v o ř e n p ros t ř ed 
n i c tv ím aplikace Caver Web [49]. 

V l i t e r a t u ř e se lze setkat s mnoha v ý k l a d y t e r m í n u tunel (tunnel) a kanál (channel). 

V r á m c i výše z m í n ě n é l i teratury a dá le i v r á m c i celé d ip lomové p r á c e pojem tunel označuje 
spojení mezi a k t i v n í m m í s t e m u m í s t ě n ý m u v n i t ř enzymu a jeho povrchem nebo spojení 
mezi a k t i v n í m i m í s t y u v n i t ř enzymu či v p r o t e i n o v é m komplexu (multimeru). Pojem kanál 

označuje spo jen í různých čás t í povrchu proteinu, k t e r ý m m ů ž e l á t k a proj í t bez nutnosti 
transformace (obrázek 2.4). 

Nejužší m í s t o tunelu se n a z ý v á hrdlo. Hrd lo tunelu je čas to o v l á d á n o tzv. bránou, k t e r á 
toto m í s t o m ů ž e j e š t ě více zužova t (uzav í ra t ) a uč in i t tak tunel neprůchoz í . B r á n a čas to ote
v í rá tunel v u r č i t é m časovém intervalu. To z n a m e n á , že nab íz í da lš í r egu lačn í mechanismus 
pro p ř í s t u p l á t ek do a k t i v n í h o m í s t a [51]. 

P e r m a n e n t n í a p ř e c h o d n é t u n e l y 

V ě t š i n a p r o t e i n ů př i p r v o t n í ana lýze působ í dojmem, že obsahuje pouze jeden permanentní 

tunel, k t e r ý se v čase neuzav í rá . P o k u d bychom však tyto proteiny podrobi l i dlouhodo
b é m u pozorován í s m o ž n o s t í identifikace t u n e l ů v r e á l n é m čase, zj is t i l i bychom, že něk t e r é 
proteiny d isponuj í da l š ími o t e v ř e n ý m i tunely jen v u rč i tých okamžic ích . Tunely, k t e r é jsou 
identif ikovány jen ve v y b r a n é m čase, se nazývaj í přechodné (transient) (viz ob rázek 2.5). 
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O b r á z e k 2.4: P r o t e i n o v ý k a n á l (A) a tunel (B) ( p ř evza to z [11]). 

O t á z k a , k t e r á m ů ž e vyvstat ve spojitosti s pojmy o t ev řených a zavřených t u n e l ů , je 
p o ž a d a v e k na m i n i m á l n í p r ů m ě r tunelu, aby b y l klasifikován jako o tevřený . Podle výše 
uvedené l i teratury [51] je za o t ev řený tunel považován t a k o v ý tunel, k t e r ý disponuje š í řkou 
hrdla větš í než 1.4 Ä. 

Jelikož v současnos t i exis tuj í v n a p r o s t é vě tš ině z á z n a m y pouze o s ta t i cké p o d o b ě pro
te inů , je n u t n é pro s ledování z m ě n p ro te inové s t ruktury v čase využ í t poč í t ačové programy. 
P ro s ledování z m ě n s t ruktury p r o t e i n ů v čase se využ ívá v ý p o č t u molekulárních dynamik, 

k te r é budou p o d r o b n ě j i p o p s á n y v kapitole 3. 

2.4.1 E x p e r i m e n t á l n í m e t o d y 

V současnos t i neexistuje ž á d n á metoda s c h o p n á p ř í m o e x p e r i m e n t á l n ě studovat tunely a ka
nály. Informace o jejich vlastnostech se tak m u s í z ískávat pouze zp ros t ř edkovaně , což l i 
mituje jejich p ř í m o u využ i t e lnos t . P ro to se tunely nejčastěj i s tudu j í in silico s v y u ž i t í m 
v ý p o č e t n í c h metod. P r v n í m krokem k jejich s tudiu je z í skání kva l i tn í informace o poloze 
j edno t l i vých a t o m ů proteinu v prostoru. P r o tento úkol exis tuj í t ř i h lavn í e x p e r i m e n t á l n í 
metody, k t e r é umožňu j í zachytit protein na a t o m á r n í ú rovn i . P r v n í metodou je rentgenová 

krystalografie, druhou je nukleárni magnetická rezonance a t ř e t í elektronová mikroskopie. 

Pokroky, k t e rých bylo dosaženo v pos ledn ích dese t i le t ích v oblasti r en tgenových tech
nologií, u m o ž n i l y charakterizovat s t ruktury p r o t e i n ů s velmi v y s o k ý m rozl išením. P ř i t é t o 
m e t o d ě je protein vykrys ta l i zován a podroben svazku r en tgenového záření . Di f rak tovaný pa
prsek, k t e r ý je zachycen s n í m a č e m , je p o t é ana lyzován za úče lem určen í polohy j edno t l i vých 
a t o m ů proteinu. Prote iny jsou zachyceny v různých konformacích , ve k t e rých byly zachy
ceny v p o d o b ě krysta lu . D íky tomu se získávají s n í m k y různých p ro t e inových konformací , 
k t e r é však n e m u s í o d r á ž e t trajektorie s a m o t n é h o proteinu [7]. 

Nuk leá rn í m a g n e t i c k á rezonance analyzuje protein, k t e r ý je u m í s t ě n v rozpouš t ěd l e za 
v l i v u s i lného m a g n e t i c k é h o pole. S t ruktura je podrobena z k o u m á n í p o m o c í r ád iových v l n , 
k t e r é zachy t í pozice a t o m ů v proteinu. N a rozdí l od p r v n ě j m e n o v a n é metody nuk leá rn í 
m a g n e t i c k á rezonance umožňu je l imitovane studovat dynamiku (p roměnl ivos t ) p ro te inové 

8 



ňiilUi-riľt k 

T u n n e l 1 T u n n e l 2 T u n n e l 2 T u n n e l 3 
open closed open dosfid 

O b r á z e k 2.5: U k á z k a p e r m a n e n t n í h o (tunel 1), p ř e c h o d n é h o (tunel 2) a trvale u z a v ř e n é h o 
(tunel 3) tunelu. P ř e v z a t o z [51]. 

struktury. Možnos t pozorovat mo leku l á rn í dynamiky umožňu je ověři t p ře snos t jejich teore
t ických v ý p o č t ů a poskytuje př í lež i tos t k identifikaci p ř e c h o d n ý c h t une lů . 

Pos ledn í z m í n ě n o u metodou je e lek t ronová mikroskopie. K zobrazen í proteinu se využ ívá 
svazek e l ek t ronů a soustava e l ek t ronových s n í m a č ů . Výs ledkem jsou 2D snímky, k t e r é se do 
podoby 3D s t ruktury p řevád í p o m o c í specia l izovaných technik. Jednou z nich je n a p ř í k l a d 
technika c r y o - E M . Technika zobrazuje mnoho t is íc různých j edno t l i vých čás t ic uchovaných 
v t e n k é v r s tvě nekrys ta l i ckého ledu. P ř e d p o k l á d á se, že tato zobrazen í zachycuj í molekulu 
v nesče tných různých or ien tac ích . N á s l e d n ý v ý p o č e t n í postup, k t e r ý se p o d o b á poč í t ačové 
tomografii, poskytne 3D mapu hustoty hmoty, ze k t e r é se získá 3D reprezentace proteinu [7]. 
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Kapitola 3 

Molekulární dynamika 

Moleku lá rn í dynamika je metoda poč í t ačové simulace pohybu a t o m ů v závislost i na fyzikál
ních silách, k t e r é na ně působ í . Simulace umožňu j í p ř e d p o v í d a t chování molekul za u rč i tých 
p o d m í n e k (teploty, t laku, p ř í t o m n o s t i m a l ý c h molekul a p r o s t ř e d í ) . 

Historie v ý p o č t u mo leku lá rn í ch dynamik s a h á ke konci 50. let 20. s to le t í , kdy b y l p o p r v é 
p ř e d s t a v e n jejich koncept Alde rem a Wainwrightem za úče lem zachycení interakce mezi čás
t icemi. V p r ů b ě h u následuj íc ích dese t i le t ích se tyto metody a poznatky p o s t u p n ě zlepšovaly 
a vy tvoř i ly tak jejich dnešn í podobu a z p ů s o b využ i t í . V současnos t i nacháze j í tyto simulace 
u p l a t n ě n í v oblasti p ř e d p o v í d á n í dynamiky m a k r o m o l e k u l á r n í c h struktur, p ř e d e v š í m pro
te inů . P ř í k l a d e m m ů ž e bý t formování struktury proteinu (protein folding), v ý p o č e t volné 

energie molekuly a s tudium transportu látek v proteinech [23]. 
Moleku lá rn í dynamiky slouží t a k é k rozš í ření t eo re t i ckých zna los t í o s t r u k t u r á c h , k t e ré 

byly z í skány p o m o c í r en tgenové krystalografie nebo nuk l eá rn í m a g n e t i c k é rezonance ve 
s t a t i ckém stavu. M ů ž e m e o nich ř íct , že jsou t vo řeny programem, k t e r ý zašt iťuje s imulačn í 
techniky pro p o c h o p e n í p r inc ipů u v n i t ř s t ruktur na a t o m o v é ú rovn i [51]. 

P ro v ý p o č e t moleku lá rn ích dynamik se používa j í specia l izované softwary. M e z i nejpo-
pulá rně jš í n á s t r o j e p a t ř í A M B E R , C H A R M , G R O M A C S a N A M D . Ačkoli se j e d n á o velice 
op t ima l i zované nás t ro j e , s t á le nen í m o ž n é simulovat rozsáhlé a d louhé dynamiky z d ů v o d u 
velké n á r o č n o s t i na hardware a v ý p o č e t n í čas . P ř í k l a d e m stroje, k t e r ý je schopen provés t 
v ý p o č t y simulující t r v á n í pozorován í stovky nanosekund nebo jednotky mikrosekund za 
využ i t í velkého m n o ž s t v í grafických jednotek, je s u p e r p o č í t a č Anton [51]. 

V r á m c i kapi toly bude uvedena problematika mo leku lá rn í ch dynamik. B u d o u p o p s á n y 
j edno t l ivé kroky simulace skládaj íc í se z inicializace zák ladn ích p a r a m e t r ů vče tně si lových 
polí . Dá le se bude kapi tola věnovat uveden í zák ladn ích in tegračn ích metod, k t e r é se př i 
v ý p o č t u používaj í , a s t anoven í dé lky k roku simulace. Závě rem bude uveden p ř ík l ad alter
n a t i v n í h o p ř í s t u p u k v ý p o č t u konformací proteinu. 

3.1 K r o k y simulace 

Simulačn í procedura obsahuje několik dílčích k roků , k t e r ý m i jsou: inicializace, v ý p o č e t 
silových polí [jorce field), kalkulace integrace pohybových rovnic, v ý b ě r souborů (ensem-

bles) a t e r m o s t a t ů (thermostats), b ě h simulace a a n a l ý z a (viz ob rázek 3.1). P r v n í m krokem 
je z í skání a p ř í p r ava p ro te inové struktury. Využí t je m o ž n é nejen e x p e r i m e n t á l n ě z ískané 
struktury, ale t a k é v ý p o č e t n í s t ruktury z í skané n a p ř í k l a d h o m o l o g n í m mode lován ím. 
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Silová pole jsou def inována p o m o c í d a t o v é h o souboru. Slouží k u rčen í s i l , k t e r ý m i jed
not l ivé atomy disponuj í , a umožňu j í programu urč i t , k j a k ý m in t e r akc ím bude v s y s t é m u 
docháze t . P rob lemat ika silových pol í bude p o d r o b n ě zachycena v následuj íc í čás t i kapitoly. 
Současně s definicí si lových pol í docház í i k nasazen í u r č i t ého modelu vody (p ř í k l adem m ů ž e 
bý t S P C S P C / E a T I P 3 P ) , k t e r á pos louží jako r o z p o u š t ě d l o (okolní p ros t ř ed í ) z k o u m a n é 
struktury. Po n a s a z e n í r o z p o u š t ě d l a jsou do s y s t é m u p ř í p a d n ě d o d á n y ionty pro na s t aven í 
celkové neutrality. 

P ř i v ý p o č t u p o h y b o v ý c h rovnic molekul a a t o m ů se využ ívá různých in teg račn ích a nu
mer ických metod. Určen í pozice a t o m ů a jejich p o č á t e č n í h o pohybu je provedeno v inicia
l izační fázi. P ř í s l u š n á metodika bude p o d r o b n ě j i p o p s á n a v dalš í čás t i t é t o sekce. 

P o t é se provede zpracován í s o u b o r ů a t e r m o s t a t ů s n á s l e d n ý m s p u š t ě n í m b ě h u simulace 
po zvolenou dobu. Závě rem je provedena a n a l ý z a výs ledků , k t e r á je společně se z í skanou 
dynamikou p ř e d á n a uživate l i [23]. 

Rio itmlfCIllt-i St lr t t lOrt 
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O b r á z e k 3.1: K r o k y v ý p o č t u mo leku l á rn í dynamiky ( p ř e v z a t o z [23]). 
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3.2 Silová pole (force field) 

Silová pole zachycuj í parametry, k t e r ý m i m ů ž e m e definovat p o t e n c i o n á l n í energii a t o m ů 
a molekul v r á m c i s imulačn ího modelu. Hodnoty p a r a m e t r ů jsou z ískány experimenty v la
b o r a t o ř í c h současně s ap l ikac í kvan tové mechaniky. Dnes rozl išujeme podle typu p a r a m e t r ů 
t ř i h l avn í skupiny silových polí [34]: 

• a t o m o v é (all-atom) - definujeme síly j edno t l i vých a t o m ů . 

• m o l e k u l o v é (united-atom) - u r č u j e m e síly působíc í v r á m c i skupin a t o m ů a molekul 
(např . s loučen ina uh l íku s vod íkem je r e p r e z e n t o v á n a jako celek s vě t š ím p o l o m ě r e m ) . 

• h r u b o z r n n é (coarse-grained) - atomy a molekuly shlukujeme ve větš í celky a ty 
bereme jako jednotku disponuj íc í u r č i t o u silou. Tento p ř í s t u p se použ ívá p ř e d e v š í m 
v delších s imulacích makromolekul (p ředevš ím p r o t e i n ů ) . 

V ý p o č e t s i l o v ý c h p o l í 

Jak bylo z m í n ě n o výše, v r á m c i s t ruktur p ů s o b í vazebné a nevazebné síly. Z t ě c h t o si l jsou 
i def inována silová pole, tedy celkovou energii m ů ž e m e definovat jako [23]: 

Fcelkem ~ -^vazebná ~\~ Enevazebna (^•^) 

př ičemž energie vazebných a nevazebných si l závisí na kovalentn ích a nekova len tn ích vazeb
ných in te rakc í , k t e r é mohou bý t vy j ád řeny nás l edovně [23]: 

^vazebná = ^vazby ^uhlová ^vzeyeti (^-^) 

Enevazebna ^ elektrostatické ^vanderWalls (^-^) 

V současnos t i jsou vazby a vazebné energie obvykle mode lovány p o m o c í h a r m o n i c k ý c h 
osci lá torů , k t e r é zachycuj í jejich k m i t á n í a zab raňu j í rozb i t í chemických vazeb. 

V oblasti nekova len tn ích vazeb působ í více m e z i a t o m á r n í c h in te rakc í . O b e c n ě se mode
lují e l ek t ros ta t i cké a van der Waalsovy síly. P r o tento účel se využ ívá L e n n a r d - J o n e s o n ů v 
po tenc i á l a C o u l o m b ů v zákon [26]. 

3.3 Pohyb částic 

Moleku lá rn í dynamiky pro zachycení pohybu čás t ic v čase využívaj í d r u h é h o Newtonova 
p o h y b o v é h o zákona . Energie čás t ice (silové pole Fi) m ů ž e bý t v y p o č í t á n a p o m o c í vztahu 

Fi = m-idi (3.4) 

kde rrii vy jadřu je její hmotnost a a% u d á v á její z rychlení . Zrychlení čás t ice v s y s t é m u je 
u rčeno podle si l na n i působíc ích a je vy j ád řeno jako p o m ě r z m ě n y rychlosti čás t ice v d a n é m 
čase nebo jako z m ě n a po tenc i á ln í energie v závislost i na pozici v sy s t ému . 

Avt 1 AE 
(3.5) 

P ř i vy jád řen í energie čás t ice p o m o c í gradientu po t enc i á ln í energie s y s t é m u ( V ) 

Fi = -ViV (3.6) 
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m ů ž e m e vy jádř i t vz tah mezi z m ě n o u po t enc ioná ln í energie s y s t é m u a pozice čás t ice jako 
funkci závis lou na čase (rovnice 3.7). 

AV A2n (3.7) 
A í 2 

Inicial izační n a s t a v e n í hybnosti čás t ic je nastaveno z n á h o d n é h o rozložení a pozděj i 
upraveno tak, aby celková hybnost s y s t é m u byla nulová (rovnice 3.8). 

Hodnota hybnosti VÍ je z í skána obvykle z Gaussova nebo Maxwel l -Bol tzmannova rozložení 
s ohledem na teplotu s y s t é m u [26, 27]. 

3.3.1 I n t e g r a č n í m e t o d y 

Jelikož neexistuje ana ly t i cké řešení p o h y b o v ý c h rovnic, m u s í bý t p ř ik ročeno k jejich nume
r ickému řešení . P r o integraci p o h y b o v ý c h rovnic se využ ívá mnoho rozdí lných a lgo r i tmů , 
k t e r é dě l íme na dvě skupiny: metody konečného rozdílu (finite difference method) a metody 

prediktor-korektor (predictor-corrector method). 

Metody konečného rozdí lu p rovád í integraci do m a l ý c h úseků o velikosti k roku A í . Síla, 
k t e r á působ í na část ic i , je u r č e n a s o u č t e m si l , k t e r ý m i na n i působ í čás t ice v okolí. P o m o c í 
síly je v y p o č í t á n o její zrychlení , p řes k t e r é je postupnou in tegrac í z j i š těna pozice a rychlost. 
P ř í k l a d e m metod konečného rozdí lu mohou bý t : Verletův, Beemanův, Rychlostní Verletův 

a Přeskokový (Leap-frog) algoritmus. 
P r inc ip metod prediktor-korektor se s k l á d á ze t ř í k roků . P r v n í m z nich je o d h a d n u t í no

vých hodnot rychlosti , s o u ř a d n i c a zrychlení p o m o c í Taylorova polynomu. V d r u h é m kroku 
je o b d o b n ě jako u metod konečného rozdí lu z í skána energie čás t ice a z ní odvozeny hod
noty a t r i b u t ů čás t ice . Hodnoty (společně s o d h a d n u t ý m i ) jsou p o u ž i t y ke korekci sou řadn i c , 
rychlosti a zrychlení . 

Dílčí z á z n a m y o pozici , rychlosti a z rychlení čás t ic jsou spo lečně s časovou značkou 
p r ů b ě ž n ě u k l á d á n y do souboru trajektorie (trajectory file), k t e r ý tvoř í jeden z h lavn ích 
v ý s t u p ů simulace [56, 43]. 

V e r l e t ů v algoritmus 

Ver le tův algoritmus p a t ř í k nejčastěj i p o u ž í v a n ý m a l g o r i t m ů m v s imulac ích moleku lá rn ích 
dynamik. Pr incipy, k t e r é tento algoritmus využívá , by ly pub l ikovány již v roce 1907 Car l em 
Stormem př i s tudiu e lekt r ických čás t ic v m a g n e t i c k é m pol i . V r á m c i moleku lá rn ích dynamik 
však byly p o p r v é p o u ž i t y v šedesá tých letech m i n u l é h o s to le t í L o u p e m Verletem. M e z i 
p ř e d n o s t i algori tmu p a t ř í jeho jednoduchost a n u m e r i c k á s tabi l i ta [17]. 

Algor i tmus je t v o ř e n kombinac í dvojice Taylorových p o l y n o m ů (viz rovnice 3.9 a rovnice 
3.10), k t e r é ap rox imuj í rychlosti (VÍ), pozice (r^) a z rychlení (aj). Rovnice 3.9 zapisuje 
polynom v čase od t do t + A í a rovnice 3.10 od í — A í do í. 

N 

i=l 

i A3n(t) 
6 A í 3 

( í ) A í 3 + 0 ( A í 4 ) (3.9) 

i A3n(t) 
6 A í 3 

( í ) A í 3 + 0{Ar) (3.10) 
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0 ( A í 4 ) vy jadřu je lokální chybu pozice Verletova i n t e g r á t o r u . Seč t en ím rovnic 3.9 a 3.10 
z í skáme 

n(t + A í ) + n(t - At) = 2n(t) + ai(t)At2 + <3(Aí 4 ) (3.11) 

a s u b s t i t u c í a; = (z rovnice 3.4) z í skáme tvar 

r i ( í + A í ) = 2n(t) - nit - At) + — ( í ) A í 2 + 0 ( A í 4 ) (3.12) 
m 

Podle v z t a h ů vyplývaj íc ích z rovnic 3.5 a 3.6 m ů ž e m e zrychlení odhadnout p o m o c í 
funkce vyjadřuj íc í pozici v čase r j ( í ) 

o ( í ) » - — V i F ( r i ( í ) ) (3.13) 

a rychlost v čase í jako 
r,( t + A t ) - r ž ( t - A t )  

w 2 A í 
Me toda obsahuje dva h lavn í kroky a je závis lá na h o d n o t á c h r j ( í + A í ) a r j ( í — A í ) , k t e ré 

mus í bý t pro čas í = 0 d o d a t e č n ě s p o č í t á n y (nap ř . p r o s t ř e d n i c t v í m Eulerovy metody) [23, 
25]. M e t o d a n e u m o ž ň u j e expl ic i tn í vy jád řen í rychlosti , k t e r é je závislé na v ý p o č t u pozice 
čás t ice v da l š ím kroku. 

P ř e s k o k o v ý algoritmus 

Přeskokový algoritmus (označován n ě k d y jako Ver le tův přeskokový algoritmus) v z n i k l za 
úče lem o d s t r a n ě n í n e v ý h o d výše z m í n ě n é h o algori tmu. Algor i tmus umožňu je expl ic i tn í vy
j á d ř e n í rychlosti a redukuje chybu Verletova i n t e g r á t o r u . M e z i chyby, k t e r é si algoritmus 
přenes l od svého p ředchůdce , p a t ř í p r o b l é m samostatného startu (v čase í = 0), j enž mus í 
bý t s t á le řešen Eulerovou metodou. Algor i tmus p řeskaku je kroky v ý p o č t u tak, že rychlost 
v(t) je z n á m a až v čase (í + ^ - ) [23]. Z tohoto d ů v o d u pracuje metoda v nesynchronmm 

rež imu, kdy v ý p o č e t pozice a rychlosti je proveden v j i n é m čase, t a k ž e nen í m o ž n é urč i t 
kinetickou energii čás t ice v d a n é m čase [43]. 

Podle p r inc ipů p o u ž i t ý c h ve Verle tově algori tmu m ů ž e m e z íska t rychlost s t ř e d ů in te rva lů 
od (í — A ) do í (rovnice 3.15) a od í do (í + A ) (rovnice 3.16) jako [23]: 

A í r , ( í + A í ) - r , ( í )  
v 2 ' At 

At n ( í + A í ) - ^ ( í ) 
v 2 ' At 

a zrychlení lze definovat jako 

a ( f ) = Vi(t + f)-Vi(t-f) _ Fj(t) ( 3 1 7 ) 

W A í mi 

Tedy rychlost v čase (í + ^ ) m ů ž e bý t v y j á d ř e n a jako 

A í , A í AtFAť) , 0 1 0 , 
Vi(t+—) = Vi{t-—) + %Al (3.18) 

£ A TTtj 
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R y c h l o s t n í V e r l e t ů v algoritmus 

Pro o d s t r a n ě n í n e v ý h o d , k t e r é neoše t ř i l ani p řeskokový algoritmus, v z n i k l rychlostní Ver

letův algoritmus. Tento algoritmus stanovuje rychlost a pozici čás t ic ve s t e j ném časovém 
okamžiku , t a k ž e docház í k b ě h u v s y n c h r o n n í m rež imu. M e t o d a stanovuje rychlost a pozici 
čás t ice v da l š ím kroku na zák l adě hodnot a k t u á l n í h o . Hlavn í p ř e d n o s t í algori tmu je absence 
z t r á t y p řesnos t i . Pozice a rychlost čás t ice m ů ž e bý t v y j á d ř e n a jako [23, 43, 8]: 

n{t + A í ) = n{t) + Vi(t)At + ^ai(t)At2 (3.19) 

vi(t + At) = vi(t) +
 a i i t ) + a f + A t )

 (3.20) 

B e e m a n ů v algoritmus 

Jako alternativa k Verletově algori tmu b y l v roce 1973 p ř e d s t a v e n B e e m a n ů v algoritmus. 
M e t o d a poskytuje integraci diferenciální rovnice d r u h é h o ř á d u , č ímž dosahuje vyšší přes
nosti. Vyšší p ře snos t metody je vykoupena složi tějš ím tvarem rovnice, k t e r á způsobu je vyšší 
v ý p o č e t n í n á r o č n o s t [23, 43]. Rovnice pos ledn ího z á s t u p c e metod konečného rozdí lu jsou 
zachyceny níže [8]: 

2 1 
n{t + A í ) = n{t) + Vi(t)At + -ai(t)At2 - -ai(t - At)At2 (3.21) 

3 o 

7 1 
Vi(t + A í ) = Vi(t) + -Oi(í)Ar + - O Í ( Í - A í ) A í (3.22) 

D D 

M e t o d a prediktor-korektor 

Tato metoda byla p o p r v é p ř e d s t a v e n a v roce 1971 W i l l i a m e m Gearem. Jej í pr incip spočívá 
v p o s t u p n é ú p r a v ě (korekci) a t r i b u t ů hodnot v závislost i na z m ě n ě sy s t ému . Je j ím z á k l a d e m 
jsou t ř i kroky. 

V p r v n í m kroku docház í k odhadu nových sou řadn ic , rychlos t í a z rychlení čás t ic p o m o c í 
Taylorova polynomu. P o t é je v y p o č í t á n a energie čás t ic , ze k t e r é je v y p o č í t á n o zrychlení . 
Dá le jako u metod konečného rozdí lu docház í k de r ivac ím zrychlení a p o s t u p n é m u získání 
hodnot rychlosti a pozice čás t ice . P r o tyto v ý p o č t y a pro odhady z ískané v p r v n í m kroku 
se zjistí jejich rozdíl . 

A O Í ( Í + A í ) = a- (í + A í ) - ai(t + A í ) (3.23) 

Získaný rozdí l je použ i t v p o s l e d n í m (korekčním) kroku nás ledovně : 

r f (í + A í ) = n(t + A í ) + c0Aai(t + A í ) (3.24) 

vf(t + A í ) = Vi(t + A í ) + c i A a j ( í + A í ) (3.25) 

< ( í + A í ) = a * ( ŕ + A ŕ ) + c 2 A a , ( í + A í ) (3.26) 

Hodnoty koeficientů CQ,C\, C 2 byly n a v r ž e n y W i l l i a m e m Gearem a jsou n a v r ž e n y v závislost i 
na s tupni Taylorova polynomu [8]. 
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3.4 Výběr souborů a t e r m o s t a t ů 

Soubor {ensemble) je velká skupina mikroskopicky p o p s a n ý c h s t a v ů s y s t é m u s u r č i t ý m i 
vlastnostmi. V s imulacích mo leku lá rn í ch dynamik se využ ívá ke kvantifikaci dějů v ce lém 
s y s t é m u za p ř í t o m n o s t i r ůzných t e r m o d y n a m i c k ý c h p o d m í n e k . Soubory tvoř í parametry 
pro mo leku l á rn í podjednotky obvykle na a t o m o v é ú rovn i . O b e c n ě rozl išujeme t ř i typy sou
b o r ů [42]: 

• M i k r o s k o p i c k ý soubor: popisuje p lně izolovaný s y s t é m s n e p r o m ě n l i v ý m p o č t e m 
čás t ic a s k o n s t a n t n í energi í . V s y s t é m u docház í k v ý m ě n ě kinet ické a po t enc i á ln í ener
gie mezi čás t i cemi s y s t é m u , ale ne mezi jeho okol ím. K a ž d ý prvek je cha rak t e r i zován 
pozicí ( r j ( í ) ) , rych los t í (vi(t)) a po tenc iá lovou energi í (Ui(r)) [41, 59]. 

• K a n o n i c k ý soubor: (označován t a k é jako mo leku l á rn í dynamika k o n s t a n t n í teploty) 
označuje soubor, k t e r ý p rovád í tepelnou v ý m ě n u s okol ím o k o n s t a n t n í t ep lo t ě . Okoln í 
p ros t ř ed í se n a z ý v á termostat a bude vysvě t len v dalš í čás t i [41, 59]. 

• I z o t e r m i c k ý - i z o b a r i c k ý soubor: popisuje soubory s k o n s t a n t n í teplotou a t lakem. 
Tento soubor je nejčastěj i p o u ž í v á n př i simulaci chemických dějů, p ro tože jsou ča s to 
p rováděny v l a b o r a t o ř i za k o n s t a n t n í h o t l aku [59]. 

Termostaty up ravu j í p o h y b o v é vlastnosti čás t ic na zák l adě teploty sy s t ému . Termostaty 
umožňu j í statist icky p ř e d p o v í d a t chování čás t i c v j iných t ep lo tn í ch p o d m í n k á c h . P ř í k l a d e m 
algoritmu, kde se termostaty využívaj í , je metoda simulovaného žíhání, k t e r á p ředcház í 
u s t á l en í dynamik v loká ln ím min imu p o m o c í p o s t u p n ě klesající energie, kdy vyšší teplota 
umožňu je z m ě n u stavu sys t ému . Termostaty pracu j í na dvou principech: de t e rmin i s t i ckém 
a s tochas t i ckém [28]. 

3.5 Běh simulace 

P ř e d s p u š t ě n í m s a m o t n é h o b ě h u v ý p o č t u je p o t ř e b a nastavit velikost d i sk r é tn ího kroku 
simulace. P ř i n a s t a v e n í m a l é h o kroku docház í k p ro d lo u žen í v ý p o č t u a produkci vě t š ího 
objemu dat, k t e r á nema j í p ř i d a n o u in formační hodnotu. Naopak př i volbě příl iš velkého 
kroku hroz í vznik kolizí čás t ic i v p ř í p a d ě , kdy by d íky p ů s o b e n í vzá j emných s i l ke kol iz i 
nedoš lo . Jako o p t i m á l n í krok v oblasti mo leku lá rn í ch dynamik se nastavuje hodnota odpo
vídaj ící JQ doby t r v á n í ne jk ra t š ího v ib r ačn ího pohybu čás t ice v s y s t é m u (viz ob rázek 3.3). 
P ř í k l a d e m m ů ž e bý t vazba uh l íku s vod íkem, k t e r á k m i t á v p e r i o d ě Wfs a tedy hodnota 
kroku simulace je l / s [8]. 

O b r á z e k 3.2: Ilustrace m o ž n ý c h s i tuac í př i na s t aven í : m a l é h o kroku (vlevo), příl iš velkého 
kroku (up ros t ř ed ) a o p t i m á l n í h o k roku (vpravo). 
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3.6 Aproximat ivní metody 

Ve vě t š ině p ř í s t u p ů , k t e r é se používa j í k v ý p o č t u řešení p roměnl ivos t i p ro t e inů , se využ ívá 
s imulací mo leku lá rn ích dynamik. Navzdory n á r ů s t u výkonu p o č í t a č ů a pokroku v tech
n ikách algoritmizace a paralelizace jsou v ý p o č t y moleku lá rn ích dynamik s tá le v ý p o č e t n ě 
i časově n á k l a d n é . Takže se čas to n a p ř í k l a d n e d a ř í p ř e k o n a t vysokoenerge t ické bar iéry , k t e ré 
simulaci zab raňu j í přej í t do j iných za j ímavých konformací [47]. 

Za úče lem zmí rněn í p r o b l é m u s v ý b ě r e m vzo rků bylo vyvinuto několik pokroč i lých si
mulačn ích metod za ložených na moleku lá rn ích d y n a m i k á c h vče tně mo leku lá rn í ch dynamik 
s v ý m ě n o u replik (replica-exchange molecular dynamics - R E M D ) [50], konfo rmačn í zá
plavy (conformation flooding) [22, 32] a cí lené mo leku l á rn í dynamiky (targeted molecular 
dynamics - T M D ) [50, 54], k t e r é byly s ú s p ě c h e m apl ikovány na ř a d u p r o b l é m ů v oblasti vý
zkumu p ro t e inů . Bohuže l ani tyto metody nejsou ča s to použ i t e lné pro efekt ivní vzorkování 
konformačních p ř e c h o d ů v r o z u m n é m čase [47]. 

Proto vznikaj í i ú p l n ě odl i šné a p r o x i m a t i v n í metody, k t e r é cílí na rychlejší p r o z k o u m á n í 
vě tš í čás t i konfo rmačn ího prostoru proteinu. J e d n í m ze z á s t u p c ů je metoda C O N C O O R D 
[19] a z ní odvozená metoda t C O N C O O R D [47]. T y t o metody fungují na čis tě geometric
kém pr inc ipu a jsou tud íž velmi rychlé . P r v n í m krokem jejich v ý p o č t u je p řeveden í proteinu 
na sadu vrcholů ( a t o m ů ) a hran (důlež i tých vazeb) s d a n ý m k r i t é r i em (nap ř . m a x i m á l n í 
dé lka vazby). P o t é jsou atomy u m í s t ě n y n á h o d n ě do prostoru a program je ná s l edně ite
r a t i v n ě transformuje tak, aby bylo sp lněno co nejvíce kr i té r i í pro vazby. D íky n á h o d n é m u 
p r v o t n í m u u m í s t ě n í a t o m ů je tak m o ž n é na j í t i ú p l n ě odl išné konformace, k t e r é ma j í vyso
kou energetickou ba r i é ru a t ud íž by byly postupnou s imulac í z p r v o t n í h o stavu velmi těžko 
dosaž i te lné . V k a ž d é m kroku vznikaj í de s í tky nových možných konformací , z nichž lze dále 
p o č í t a t dalš í tvary proteinu [47]. 

P ů v o d n í metoda C O N C O O R D pracuje pouze na pr inc ipu generování nových konfor
m a c í v okolí d a n é struktury. M e t o d a t C O N C O O R D tento postup rozšiřuje o p red ikování 
konformačních p ř e c h o d ů mezi j e d n o t l i v ý m i stavy a u m o ž ň u j e tak predikovat trajektorie 
v p ro t e inových s t r u k t u r á c h . 

O b r á z e k 3.3: Grafické z n á z o r n ě n í p r á c e metody t C O N C O O R D : s t ruktura je p ro ložena ge
ometrickou r ep rezen tac í s její n á s l e d n o u t r ans fo rmac í (p ř evza to z [47]). 

t C O N C O O R D tvoř í a l ternat ivu k v ý p o č t u moleku lá rn ích dynamik. Moleku lá rn í dyna
miky investuj í v ý p o č e t n í výkon do p ř e s n é h o u rčen í koncové pozice a tomu v r á m c i s imulač
n ího kroku. Opro t i tomu metoda t C O N C O O R D tento v ý p o č e t n í v ý k o n p ře souvá do pro-
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cesu ověření sp r ávnos t i n á h o d n ě vygenerovaných s n í m k ů . P o m o c í programu t C O N C O O R D 
je m o ž n é d o s á h n o u t generování velice r ů z n o r o d ý c h konformací d a n é h o proteinu, k t e r ý c h by 
p ř i b ě h u simulace bylo dosaženo až po d l o u h é m v ý p o č t u . Z í skáme tak r ů z n o r o d é konformace 
v p o m ě r n ě k r á t k é m čase . 
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Kapitola 4 

Nástroj C A V E R a CaverDock 

4.1 C A V E R — Nás t ro j pro analýzu t r anspor tn ích tune lů 

Jak bylo z m í n ě n o v sekci o e x p e r i m e n t á l n í c h m e t o d á c h 2.4.1, v dnešn í d o b ě je m o ž n é 
p řesně identifikovat 3D s t rukturu p r o t e i n ů . T y t o metody n á m umožňu j í zachytit pozice 
j edno t l i vých a t o m ů . P r o identifikaci t u n e l ů je však p o t ř e b a p ř i s t o u p i t k p o d r o b n ě j š í ana lýze 
p o m o c í specia l izovaných n á s t r o j ů . J e d n í m z t ěch to n á s t r o j ů je i C A V E R , k t e r ý bude p o p s á n 
v následuj íc í čás t i t é t o kapitoly. Informace o nás t ro j i C A V E R byly z í skány z č l á n k u [14]. 

N á s t r o j C A V E R je b io in format ický software, j enž slouží k ana lýze t r a n s p o r t n í c h t u n e l ů 
v d y n a m i c k ý c h chemických s t r u k t u r á c h . N á s t r o j h l edá tunel z už iva te l em def inovaného 
p o č á t e č n í h o bodu až do vnějš ího p r o s t ř e d í r o z p o u š t ě d l a . Software b y l vyvinut t ý m e m spe
cial is tů v L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í c h v B r n ě . P rogram je i m p l e m e n t o v á n v jazyce Java 
a v současnos t i je k dispozici j iž t ř e t í verze tohoto n á s t r o j e . Exis tu j íc í a l ternat ivu tvoř í 
ná s t ro j e M O L E , H O L E a M o l A x i s . 

4.1.1 Identif ikace t u n e l ů 

Konstrukce V o r o n é h o diagramu 

N á s t r o j C A V E R 3.0 reprezentuje s t rukturu p o m o c í tzv. obyčejného Voroného diagramu, 

k t e r ý pracuje s koulemi s t e jného p o l o m ě r u . P o d o b n ý p ř í s t u p b y l použ i t i v nás t ro j í ch M O L E 
1.2 a M o l A x i s 1.4, kdy koule v diagramu reprezen tu j í atomy z k o u m a n é struktury. Nevý
hodou tohoto p ř í s t u p u je vznik r e l a t i vně velké chyby ve velikosti p o l o m ě r u identif ikované 
tunelu z d ů v o d u odl i šných vel ikost í a t o m ů různých chemických p r v k ů , k t e r é obyčejný Vo
roného diagram n e d o k á ž e impl ic i tně reprezentovat. C h y b a dosahuje velikosti až r\ — r2, kde 
r i p ř e d s t a v u j e p o l o m ě r ne jvě tš ího atomu a ri po loměr ne jmenš ího atomu. 

C A V E R 3.0 pro zachování rozlišení velikostí j edno t l i vých a t o m ů aproximuje všechny 
atomy ve s t r u k t u ř e , k t e r é jsou větš í než ne jmenš í z nich, n á h o d n ý m s a m p l o v á n í m prostoru 
už iva te lem d a n ý m p o č t e m koulí s p o l o m ě r e m odpov ída j í c ímu van der W a a l s o v é m u p o l o m ě r u 
ne jmenš ího atomu ve s t r u k t u ř e . Ne jmenš í a tom je pak r ep rezen tován jednou koulí o polo
měru , k t e r ý o d p o v í d á velikosti jeho van der W a a l s o v é m u p o l o m ě r u . Výs ledná reprezentace 
tak n ikdy nepřesahu je s k u t e č n ý van der W a a l s ů v povrch struktury. To z n a m e n á , že p r ů m ě r 
ident if ikovaných t u n e l ů m ů ž e bý t n a d h o d n o c e n ý , ale n ikdy n e m ů ž e doj í t k p o d h o d n o c e n í . 
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O b r á z e k 4.1: Konstrukce Voroného diagramu. A t o m y reprezen tu j í s t a v e b n í body (site points 
- body, podle k t e r ý c h se r o z k l á d á prostor) a hrany diagramu reprezen tu j í oblast s největš í 
vzdá lenos t í od a t o m ů . Hrany tvoř í osy p ro t e inového tunelu a sousedící hrany se do týka j í 
ve Voroného vrcholu (p ř evza to z [3]). 

Identifikace t u n e l ů 

P o č á t e k pro v ý p o č e t tunelu je u rčen jako s t ř ed z už iva te l em z a d a n ý c h reziduí , a t o m ů nebo 
jako bod z a d a n ý p o m o c í s o u ř a d n i c na jehož zák ladě je v y b r á n t a k o v ý Voroného vrchol , k t e r ý 
leží m a x i m á l n ě ve vzdá lenos t i dmax ( m a x i m á l n í vzdá lenos t , ob rázek 4.2) od p o č á t e č n í h o 
bodu a jeho vzdá lenos t od struktury reprezentu j íc í protein je a l e spoň rmin ( požadovaný 
po loměr , ob rázek 4.2). P o k u d t a k o v ý vrchol neexistuje, je v y b r á n vrchol ve vzdá lenos t i 
do dmax maj íc í m a x i m á l n í vzdá lenos t od reprezentace struktury. P o k u d nebude nalezen 
odpovída j íc í vrchol , je hodnota dmax n a v ý š e n a na hodnotu 3.0 Ä a procedura se zopakuje. 
P o k u d ani v tomto p ř í p a d ě nen í vrchol nalezen, je v y b r á n vrchol s nej menš í vzdá lenos t í od 
p o č á t e č n í h o bodu. 

Tunely se sk láda j í z Voroného vrcholů a Voroného hran. P ř i h l e d á n í tunelu se rozlišují 
dva typy vrcholů: vrcholy rozpouštědla a vrcholy povrchu. Vrchol rozpouštědla je definován 
jako vrchol d o s t u p n ý z vnějš ího p r o s t ř e d í s t ruktury ( rozpouš t ěd l a ) p o m o c í sondy o d a n é m 
p o l o m ě r u rs (po loměr povrchové sondy, ob rázek 4.2). Do k a ž d é h o vrcholu r o z p o u š t ě d l a je 
u m í s t ě n a koule o m a x i m á l n í m p o l o m ě r u nemaj íc í kol iz i s r ep rezen t ac í struktury. M n o ž i n a 
vrcholů povrchu je u r č e n á jako body ležící v souseds tv í s koulemi z vrcholů r o z p o u š t ě d l a 
tak, že je k n i m m o ž n é p ř i s t o u p i t z koule se s t ř e d e m pu tu j í c ím ze s t ř e d u koule ve vrcholu 
r o z p o u š t ě d l a (se s t ř e d e m v b o d ě A a p o l o m ě r e m r) po h r a n ě s p o l o m ě r e m rs zvo leným 
tak, že n ikdy nen í v kol izi s r ep rezen tac í s t ruktury a vždy leží u v n i t ř koule se s t ř e d e m 
v b o d ě A a p o l o m ě r e m r + ds, kde ds p r v o t n ě nastaveno na hodnotu 4 Ä. Dá le je def inovaná 
m n o ž i n a hraničních povrchových vrcholů jako body z m n o ž i n y povrchových v rcho lů spojené 
hranou s vrcholem, k t e r ý neleží v m n o ž i n ě vrcholů . P o d o b n ě tak m n o ž i n a hraničních vrcholů 

rozpouštědla je m n o ž i n a b o d ů , k t e r é náleží m n o ž i n ě v rcho lů r o z p o u š t ě d l a a jsou hranou 
spojeny s vrcholem, k t e r ý do t é t o m n o ž i n y nenáleží . 

H ledán í t u n e l ů se usku tečňu je ve dvou krocích . V p r v n í m kroku jsou p o m o c í Dijkstrova 
algori tmu nalezeny tunely propoju j íc í s t a r tovac í vrchol s vrcholy h r an i čn ího povrchového 
bodu. V d r u h é m kroku je k a ž d ý t a k o v ý tunel p r o d l o u ž e n až k vrcholu rozpouš t ěd l a . P o t é 
jsou na na lezený tunel v in te rva lových krocích po loženy body, k t e r é slouží jako s t ř e d y koulí 
s p o l o m ě r e m n a s t a v e n ý m tak, aby b y l m a x i m á l n í a nebyl v kol iz i se s trukturou. N a závěr 
jsou z konců t u n e l ů o d s t r a n ě n y koule, jej ichž p o l o m ě r p řesahu je definovaný největš í po loměr 
rs-
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P ř i identifikaci m ů ž e doj í t k identifikaci r e d u n d a n t n í c h t une lů , k t e r é se jen m í r n ě liší od 
os t a tn í ch . Pro to je po na lezen í t u n e l ů s p u š t ě n o jejich č iš tění z p ů s o b e m , k t e r ý m se nalezne 
nej lépe h o d n o c e n ý a všechny tunely, jej ichž vzdá lenos t od nej lépe o h o d n o c e n é h o je menš í 
než už iva te l em definovaná, jsou o d s t r a n ě n y . V ý p o č e t vzdá lenos t i j edno t l i vých t u n e l ů bude 
vysvě t len v čás t i 4.1.2. 

H o d n o t í c í funkce 

Prostor je r ep rezen tován p o m o c í s t avebn ích b o d ů (site points - s t ř e d y koul í se s t e jným 
p o l o m ě r e m reprezentu j íc í atomy) a Voroného hran. Tunel ve s t r u k t u ř e je za ložen na sek
venci Voroného hran, kde dvě sousedící hrany sdílí jeden Voroného vrchol . N a tyto hrany 
jsou u m í s t ě n y s t ř e d y koulí , jej íchž p o l o m ě r je stanoven tak, aby b y l m a x i m á l n í a současně 
nekolidoval s r ep rezen tac í s t ruktury (s koulemi se s t ř e d y ve s t avebn ích bodech diagramu). 
K o h o d n o c e n í p r a v d ě p o d o b n o s t i tunelu o délce L, zda slouží k t ransportu lá tek , by la vytvo
ř ena hodnotící funkce, k t e r á je zachycena v rovnici 4.1. Tato varianta p o č í t á s k o n s t a n t n í m 
p o l o m ě r e m (r) koulí na Voroného h r a n á c h . 

n je už iva te l em z a d a n é reá lné číslo v rozmezí 0 až 100, k t e r é u p ř e d n o s t ň u j e dé lku tunelu 
p řed jeho š í řkou a naopak (pokud n je nulové, tak je u p ř e d n o s t n ě n a dé lka ) . 

K o h o d n o c e n í tunelu s p roměn l ivou š í řkou byla v y t v o ř e n a dalš í h o d n o t í c í funkce 

kde r(l) je m a x i m á l n í p o l o m ě r koule nekoliduj ící se s t rukturou a maj íc í s t ř e d ve vzdá lenos t i 
l po ose tunelu od p o č á t e č n í h o vrcholu. Uživa te l pro h o d n o t í c í funkci tunelu s p roměnl i 
vou š í řkou d o d a t e č n ě definuje m a x i m á l n í hodnotu funkce r(V) (vmax 

), k t e r á je p o u ž i t a př i 
p řesazen í hodnoty r m a x . M i n i m á l n í hodnota p o l o m ě r u koule ( r m j n ) je stanovena na 0.1 Á. 

P ř e d z a č á t k e m v ý p o č t u h o d n o t í c í funkce jsou o d s t r a n ě n y ty tunely, k t e r é nesplňuj í 
už iva te lem z a d a n é p o d m í n k y m i n i m á l n í velikosti hrdla tunelu ( re ) . 

N a závěr je hodnota h o d n o t í c í funkce p r e t r a n s f o r m o v a n á do intervalu v rozmezí 0 až 1 
označující propustnost d a n é h o tunelu p o m o c í vztahu e~cost, kde cost je hodnota hodno t í c í 
funkce a e je Eulerovo číslo. Vyšší hodnota propustnosti označuje tunely s vě t š ím potenci
á l em pro transport lá tek . 

4.1.2 S h l u k o v á n í t u n e l ů 

N á s t r o j C A V E R 3.0 umožňu je analyzovat data z í skána z mo leku lá rn í ch dynamik tak, že 
p o d r o b í ana lýze k a ž d ý z ískaný snímek (snapshot). Výs ledkem je soubor t u n e l ů pro k a ž d ý 
sn ímek, k t e r é se nás l edně kvůl i statistice a snazš í ana lýze slučují podle podobnosti . P r o 
u rčen í odpovída j íc ích si t u n e l ů n a p ř í č j e d n o t l i v ý m i s n í m k y a pro o d s t r a n ě n í r e d u n d a n t n í c h 
t u n e l ů se využ ívá v ý p o č t u vzdálenosti tunelů. 

Pro v ý p o č e t vzdá lenos t i t u n e l ů je využ i t pr incip, kdy jsou j edno t l ivé tunely pro loženy 
sekvencí N b o d ů a vzdá lenos t dvojice t u n e l ů se v y p o č í t á p o m o c í vzdá lenos t i p o ř a d í m si od
povídaj íc ích b o d ů p o r o v n á v a n ý c h t u n e l ů . Tento princip m á pouze l ineárn í časovou s loži tost , 
a proto urychluje v ý p o č e t . N a z a č á t k u je u r č e n bod S jako s t ř ed mezi pozicemi p o č á t e č n í c h 
b o d ů ve všech sn ímcích . P o t é je v y t v o ř e n a m n o ž i n a b o d ů P postupnou i te rac í p řes na lezené 

(4.2) 
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tunely ve v z e s t u p n é m p o ř a d í podle jejich cen. P ro k a ž d ý zpracovávaný tunel je nalezen ex

trémní bod X, k t e r ý o d p o v í d á bodu tunelu nejvíce v z d á l e n é m u od S. Ze vzdá lenos t i b o d ů 
S a X je stanovena přímá délka. Dá le je zvolen bod 7 z P tak, že úhe l XSj je m in imá ln í . 
P o k u d je m n o ž i n a P p r á z d n á nebo velikost ú h l u p řekroč i l a už iva te l em definovaný l imi t , 
bod X je p ř i d á n do m n o ž i n y P a jeho v á h a se n a s t a v í na jedna. J inak je X o d s t r a n ě n o 
a bod 7 se p ř e s u n e po spojnici s S tak, že jejich nová vzdá lenos t je \SX \ + w 7 * IS7I, kde OJ1 

reprezentuje váhu bodu 7, k t e r á je ná s l edně i n k r e m e n t o v á n a o jedna. N a konci zpracován í 
m n o ž i n a P sd ružu je p r ů m ě r n é dé lky t u n e l ů maj íc í konec blízko u sebe. 

P o t é je o p ě t o v n ě zp racován soubor t u n e l ů , kdy se v y t v o ř í p o d m n o ž i n a Q z P tak, že 
pro e x t r é m n í bod X a k t u á l n í h o tunelu a j akýkol i bod 7 z Q p la t í , že velikost ú h l u XS'y 

je nižší než už iva te l em z a d a n ý parametr. P ro z í skané tunely je v y p o č í t á n a hodnota dend, 

k t e r á odhaduje p r ů m ě r n o u velikost p ř í m é dé lky v bl ízkost i a k t u á l n ě zp racovaného tunelu, 
p o m o c í vztahu 4.3. 

S Z P O WZ\ZS\ 
- (4.3) 

P o t é je osa k a ž d é h o tunelu p ř e v e d e n a do m n o ž i n y N b o d ů . P r o k a ž d ý tunel je jeho 
vzdá lenos t dend rozdě lena do iV+2 in te rva lů Istart-, h, h,..., i jv a Iend, kde velikost in te rva lů 
Istart a Iend u rčuje už iva te l a nejsou použ i t y k p o r o v n á n í podobnosti t u n e l ů . P ro i od 1 
do N je v y p o č t e n o těž i š tě Gi b o d ů , jej ichž vzdá lenos t od bodu S s p a d á do intervalu i j . 
Nás l edně vzn iká pro k a ž d ý tunel sekvence těžišť Gi, Gi..., G N & vzdá lenos t t u n e l ů A a B 

je d á n a jako 

^ + Y^Nw{^l)\GMGBl\ (4.4) 
i=l 

, kde \GAÍGBÍ\ vy jadřu je Eukl idovskou vzdá lenos t odpovída j íc ích si b o d ů z t u n e l ů A a B. 

w p ř eds t avu j e l ineárn í funkci, k t e r á určuje váhu koncového a p o č á t e č n í h o bodu tunelu. 
Koeficienty funkce w mohou bý t už iva te l em nastaveny p r o s t ř e d n i c t v í m parametru q (q > 1 
je pr ior i ta p ř i ř a z e n a koncové sekci). 

P ro sh lukování t u n e l ů je využ i t o h ierarchické sh lukovaní schopné velmi p ře sného nale
zení hranic j edno t l i vých sh luků . P r o konstrukci s tromu b y l v pos ledn í verzi software zvolen 
algoritmus m - A d i c [40], k t e r ý dosahuje lepší časové s loži tos t i . Jeho pr inc ipem je s rovnáván í 
vzdá lenos t í t u n e l ů jako ře tězce a ná s l edně ses tavený s trom u d á v á nejdelší prefix jednotl i
vých vzdá lenos t í . J e d n o t l i v é ú r o v n ě s t r o m ů odpov ída j í ř á d ů m hodnoty vzdá lenos t í t une lů . 
P o k u d tunely sdílejí bod ve s t r o m ě , z n a m e n á to, že d a n ý ř á d vzdá lenos t í je shodný . T í m t o 
z p ů s o b e m je v y t v o ř e n s trom s ú rovn í vě tven í až deset [40]. Výs ledné shluky t u n e l ů jsou 
p o t é v y t v o ř e n y ř í z n u t í m stromu na už iva te l em definované úrovni . 

4.1.3 P a r a m e t r y n á s t r o j e 

S ohledem na specifičnost r ů z n ý c h p ro te inů , m a l ý c h molekul i t u n e l ů nen í m o ž n é jed
n o z n a č n ě definovat un ive rzá ln í parametry v ý p o č t ů . Pro to C A V E R poskytuje n e p ř e b e r n é 
m n o ž s t v í p a r a m e t r ů , k t e r ý m i je m o ž n é ladit k te rýkol iv krok v ý p o č t u . V y b r a n é klíčové pa
rametry jsou z n á z o r n ě n y na o b r á z k u 4.2 a blíže p o p s á n y níže: 

• M i n i m á l n í p o l o m ě r sondy (min imum probe rád ius ) - u rčuje m i n i m á l n í po loměr , 
k t e rý m u s í m í t nejužší m í s t o tunelu, aby b y l identif ikován. 
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• H l o u b k a p o v r c h o v é oblasti (shell depth) - určuje m a x i m á l n í h loubku povrchové 
oblasti, t j . čás t i v s t u p n í struktury, k t e r á se nacház í pod objemovou ob las t í rozpouš 
t ěd la . V povrchové oblasti nen í povoleno vě tven í tunelu. 

• P o l o m ě r p o v r c h o v é sondy (shell r ád ius ) - u rčuje p o l o m ě r povrchové sondy, jež 
bude p o u ž i t a k u rčen í , k t e r é čás t i Voroného diagramu p ředs t avu j í vnější p ros t ř ed í . 

• P r á h s h l u k o v á n í t u n e l ů (clustering threshold) - u rču je ú roveň detailu, na k te ré 
bude s t r o m o v á hierarchie sh luků t u n e l ů rozdělena , a ovlivňuje velikost výs ledných 
sh luků . Č í m vyšší je p r á h shlukování , t í m větš í jsou výs ledné shluky. 

• M a x i m á l n í v z d á l e n o s t (maximal distance) - u d á v á m a x i m á l n í vzdá lenos t p o č á t e č 
n ího bodu v ý p o č t u (tj. vrcholu Voroného diagramu) od p o č á t e č n í h o výchoz ího bodu. 
Pokud nen í nalezen ž á d n ý vrchol v už iva te l em z a d a n é vzdá lenos t i , použi je se výchozí 
hodnota max distance. P o k u d ani pak nen í nalezen ž á d n ý vrchol , je jako výchozí bod 
v ý p o č t u v y b r á n vrchol , k t e r ý je nejbl íže p o č á t e č n í m u výchoz ímu bodu. 

• P o ž a d o v a n ý p o l o m ě r (desired r ád ius ) - specifikuje p o ž a d o v a n ý p o l o m ě r vo lného 
prostoru kolem p o č á t e č n í h o bodu (vrcholu Voroného diagramu v y b r a n é h o p o m o c í 
parametru m a x i m á l n í vzdá lenos t i ) , ve k t e r é m se ne smí n a c h á z e t atomy pro te inové 
struktury. P o k u d t a k o v ý vrchol neexistuje, vybere se ze všech vrcholů , k t e r é se na
cházejí v z a d a n é vzdá lenos t i od p o č á t e č n í h o výchoz ího bodu, vrchol s m a x i m á l n í 
vzdá lenos t í od koul í p ředs tavu j íc ích v s t u p n í s trukturu. 

vzdálenost Počáteční bod diagramu 

O b r á z e k 4.2: Grafické z n á z o r n ě n í j edno t l i vých p a r a m e t r ů n á s t r o j e C A V E R . 

4.2 CaverDock — Nás t ro j pro analýzu transportu l igandů 

Tunely a kaná ly , k t e r é se nacháze j í ve s t r u k t u ř e proteinu, slouží jako p ř í s t u p o v é (trans
p o r t n í ) cesty pro m a l é molekuly, jež se nazýva j í Ugandy. V p ř í p a d ě t u n e l ů se j e d n á o pří-
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s t u p o v é cesty do zanořených vazebných a ka t a ly t i ckých mís t p ro t e inů . Využívání k a n á l ů 
pozorujeme p ř e d e v š í m u m e m b r á n o v ý c h p ro te inů , k t e r é jsou z o d p o v ě d n é za v ý m ě n u l á t ek 
mezi p r o s t ř e d í m i (nap ř . vnějš í a v n i t ř n í p r o s t ř e d í b u ň k y ) . 

P ř i ana lýze t u n e l ů a k a n á l ů chceme zjistit, jestl i tyto cesty mohou slouži t k t ransportu 
n á m i v y b r a n ý c h l igandů . Z a t í m t o úče lem v z n i k l n á s t r o j CaverDock, k t e r ý b y l vyvinut 
v L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í c h a b y l pub l ikován v č l ánku [55]. N á s t r o j je založen na pro
s torově o m e z e n é m modi f ikovaném algori tmu n á s t r o j e A u t o D o c k V i n a [52] u r č e n é h o pro 
molekulové dokování , k t e r ý m i t e r a t i v n ě ohodnocuje in t e rakčn í energii l igandu s proteinem 
v k a ž d é m úseku tunelu. Jeho v ý s t u p e m je pak energe t i cký profil , k t e r ý m ů ž e bý t využ i t 
pro identifikaci geomet r i ckých a energe t ických ba r i é r p r ů c h o d u . 

Program př i j ímá tunely p o p s a n é p o m o c í posloupnosti koulí se s t ř e d e m na ose tunelu 
(sfér) v d a t o v é m f o r m á t u PDB a by l op t ima l i zován pro v ý s t u p programu C A V E R (viz 
sekce 4.1). Posloupnost koulí je p o t é d i sk re t i zována na posloupnost d i sků (p rů řezů) o ma
x imá ln í vzdá lenos t i z a d a n é už iva te lem [55] (obrázek 4.3). 

O b r á z e k 4.3: Diskretizace tunelu do p r ů ř e z ů o m a x i m á l n í vzdá lenos t i z a d a n é už iva te lem 
(p řevza to z [21]). 

J edno t l i vé disky slouží pro u m í s t ě n í l igandu a o h o d n o c e n í vazebné energie a in te rakc í 
s proteinem. Proces a n a l ý z y p r ů c h o d u l igandu se sk l ádá ze t ř í k roků : (i) v y b r a n ý a tom 
ligandu se u m í s t í na disk tak, aby vyhovoval p o l o h o v ý m omezen ím; (ii) CaverDock min i 
malizuje konformaci l igandu a v y h o d n o t í jeho vazebnou volnou energii p o m o c í skórovací 
funkce z programu A u t o D o c k V i n a [52]; (iii) trajektorie l igandu se vy tvo ř í agregac í doko
vaných póz l igandu v k a ž d é m po sobě nás leduj íc ím disku [55]. 

Trajektorie vzorkuje tunel podle už iva te lem z a d a n é h o rozlišení . Jel ikož je v k a ž d é m 
kroku (disku) nalezena konformace l igandu, k t e r á o d p o v í d á jeho nejnižší dosaž i t e lné volné 
vazebné energii v tomto mí s t ě , na l ezená trajektorie m ů ž e bý t ne spo j i t á (nekont inuá ln í ) 
(obrázek 4.4). Tato ne spo j i t á posloupnost poloh slouží pro odhad doln í hranice (nejnižšího) 
energe t ického profilu t ransportu l igandu tunelem [55]. 

P r o t o ž e nespo j i tý pohyb se m ů ž e vyhnout ú z k ý m m í s t ů m l igandu p r o s t ř e d n i c t v í m biolo
gicky nerea l i s t ických z m ě n orientace nebo konformace, jako je n a p ř í k l a d o k a m ž i t é zrcadlové 
o točení , výs l edná hodnota energe t ického profilu m ů ž e bý t vyšší . M o ž n ý m řešen ím je využ í t 
v ý p o č e t spo j i t é trajektorie (horn í hranice energe t ického profilu, ob rázek 4.5), k t e r á vynu
cuje m a x i m á l n í povolené z m ě n y polohy a konformace. V k a ž d é m kroku je l igand dokován 
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• dragged a tom 

disc 1 3J6 
disc 5 disc 6 disc 7 O b r á z e k 4.4: P ř í k l a d nespo j i t é trajektorie l igandu. Dojde k p řek lopen í l igandu o 180° mezi 

disky 6 a 7. Polohy odpov ída j í ne jn ižš ím vo lným v a z e b n ý m energ i ím v d a n ý c h po lohách , 
ale nezaruču j í spojitost p ř e c h o d ů mezi j e d n o t l i v ý m i disky (p ř evza to z [21]). 

v bl ízkost i své p ředchoz í polohy, což m u umožňu je provés t pouze m a l é z m ě n y v jeho kon-
formaci. P o č e t možných spo j i tých t r a j ek to r i í roste exponenc iá lně s p o č t e m disků, p ro tože 
k a ž d ý p ř e c h o d na nový disk m ů ž e vést ke z m ě n á m polohy, orientace a konformace l igandu. 
Proto se k na lezení spo j i t é trajektorie (nazývané h o r n í odhad energe t ického profilu) vy
užívá heur i s t i cká metoda, k t e r á ohodnocuje a k t u á l n í volnou vazebnou energii u m í s t ě n é h o 
l igandu vůči jeho d o l n í m u odhadu energe t ického profilu. P o k u d je v a z e b n á volná energie 
v ý r a z n ě vyšší , než její s p o d n í odhad, využi je se backtrackingu, kdy se nejprve p o z m ě n í kon
formace l igandu a ná s l edně se aplikuje p ř e c h o d l igandu do předchoz ích d isků . Backtracking 
se ukonč í v p ř í p a d ě dosažen í p o č á t e č n í h o disku nebo př i sbl ížení d o p ř e d n ý c h a z p ě t n ý c h 
p ř e c h o d ů [55]. 

O b r á z e k 4.5: P ř í k l a d spo j i t é trajektorie l igandu (v p r v n í m p ř í p a d ě p r ů c h o d tunelem nen í 
u m o ž n ě n z d ů v o d u š p a t n é konformace) (p ř evza to z [21]). 

Za t ímco trajektorie s do ln í h ran ic í je schopna k o m p l e t n ě vzorkovat trajektorii l igandu, 
trajektorie h o r n í vazby je zcela p lynu lá . Informace z do ln ího odhadu energe t ického profilu 
jsou pro účely p o r o v n á n í d o s t a t e č n é , ale mohou p ř e h l é d n o u t m a l á ú z k á m í s t a z p ů s o b e n á 
rych lými z m ě n a m i orientace l igandu. N á h l é z m ě n y orientace však mohou napodobovat flexi
b i l i tu proteinu a snížit nep ř i rozené energet ické b a r i é r y z p ů s o b e n é r igidi tou receptoru b ě h e m 
vazby nebo rozvázání . N a d r u h é s t r a n ě m ů ž e h o r n í odhad energe t ického profilu generovat 
nereal is t ické konformace ve velmi úzkých čás tech tunelu, k t e r é se cha rak te r i zu j í o s t r ý m i 
vrcholy v ene rge t i ckém profilu vazebné energie. Ene rge t i cký profil do ln ího odhadu repre
zentuje nej lepší m o ž n ý scéná ř t ransportu l igandu, z a t í m c o ne v ž d y o p t i m á l n í h o r n í odhad 
m ů ž e vykazovat e x t r é m n í energe t ické profily [55]. 

disc 5 disc 6 disc 7 disc 5 disc 6 disc 7 
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Kapitola 5 

Caver Web 1.0 

Caver Web 1.0 [49] je webový server u rčený na identifikaci p ro t e inových t u n e l ů a k a n á l ů , 
pro k t e r é umožňu je spustit a n a l ý z y transportu l igandů . P rogram se vyznaču je i n t u i t i v n í m 
a už iva te l sky p ř í v ě t i v ý m r o z h r a n í m s min imem p o ž a d o v a n ý c h v s t u p ů od uživa te le . Server 
je v h o d n ý i pro v ý z k u m n í k y bez pokroč i lých b io in format ických nebo techn ických znalos t í . 
Jeho s o u č a s n á verze je ve vědecké k o m u n i t ě d o b ř e zavedena a velmi využ ívána (35 000 
dokončených v ý p o č t ů b ě h e m dvou let provozu). N á s t r o j b y l vyvinut L o s c h m i d t o v ý m i la
b o r a t o ř e m i a je d o s t u p n ý na adrese: https://loschmidt.chemi.muni.cz/caverweb/. Nej-
v ý z n a m n ě j š í m o m e z e n í m současné verze je m o ž n o s t analyzovat pouze statickou s t rukturu, 
což ča s to poskytuje n e ú p l n ý biologický obraz. 

P r v n í verze aplikace se sk l ádá z p ř í m o č a r é h o workflow, k t e r é uživate le provede ce lým 
procesem bez nutnosti jeho větš ích zá sahů . P r a c o v n í protokol se sk l ádá ze č ty ř fází, ve kte
rých už iva te l p o s t u p n ě definuje (i) s t rukturu, se kterou se bude pracovat; (ii) p o č á t e č n í bod, 
ze k t e r é h o budou h l e d á n y p ro te inové tunely; (iii) v ý p o č e t p ro t e inových t u n e l ů a (iv) ana
lýzu p ro t e inových t u n e l ů s m o ž n o s t í studovat transport l igandu skrze tyto tunely. Workflow 
je zachyceno na o b r á z k u 5.1. Popis j edno t l i vých k r o k ů b y l č e r p á n ze č l ánku [49]. 

V p r v n í fázi je už iva te l vyzván k v ý b ě r u struktury, se kterou bude program praco
vat. Uživa te l m ů ž e vložit svoji proteinovou s t rukturu ve f o r m á t u PDB nebo mmCIF (obrázek 
5.2b). Jel ikož jsou s t ruktury obvykle u loženy ve formě a s y m e t r i c k ý c h jednotek, k t e r é ne
mus í o d r á ž e t jejich p ř i rozeně se vyskytu j íc í k v a r t é r n í formy (biologické jednotky), p rovedené 
ana lýzy t ěch to s t ruktur mohou vést k biologicky n e s p r á v n ý m v ý s l e d k ů m . Za úče lem odstra
něn í t ě ch to r iz ik je s p u š t ě n software M a k e M u l t i m e r (http: //watcut.uwaterloo.ca/tools/ 
makemultimer/), k t e r ý nalezne odpovída j íc í biologické jednotky. Jejich seznam a popis je 
poskytnut uživatel i , k t e r ý m ů ž e zvolit ne jvhodně jš í biologickou jednotku nebo j i o d m í t n o u t 
a pok račova t s p ů v o d n í s t rukturou (obrázek 5.2a) [49]. 

Nejdůlež i tě jš ím krokem př i detekci tunelu je v ý b ě r s p r á v n é h o výchoz ího bodu. P r o de
tekci t u n e l ů je využ i t software C A V E R (viz sekce 1.1), kde výchozí bod definuje společný 
bod pro všechny de t ekované tunely. S p a t n ě u m í s t ě n ý bod m ů ž e v ý z n a m n ě ovl ivni t relevanci 
de tekovaných t u n e l ů . P ro u s n a d n ě n í v ý b ě r u p o č á t e č n í h o bodu se využ ívá a u t o m a t i c k ý c h 
pro tokolů , k t e r é zahrnu j í v ý b ě r b o d ů p o m o c í ne jběžnějš ího scénáře - selekce bodu u v n i t ř 
ka t a ly t i cké kapsy e n z y m ů . U e n z y m ů se uživate lé ča s to za j ímaj í o p ř í s t u p o v é cesty vedoucí 
k a k t i v n í m nebo v a z e b n ý m m í s t ů m , kde by mohlo doj í t k navázán í l igandu. Nej lepší výchozí 
bod pro tuto a n a l ý z u je tedy obvykle u m í s t ě n u v n i t ř kapsy obsahuj íc í k a t a l y t i c k á rezidua 
(ka t a ly t i cká kapsa). Pro to Caver Web poskytuje p lně a u t o m a t i c k ý rež im schopný detekce 
ka t a ly t i ckých kapes na zák ladě geomet r i cké identifikace kapes a informací o esenciálních 
(ka ta ly t i ckých) rez iduí z d a t a b á z í . K a p s y jsou de t ekovány p o m o c í programu Fpocket 2 [33], 
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O b r á z e k 5.1: Workflow p ů v o d n í verze aplikace. Sk l ádá se ze č ty ř fází: (i) z a d á n í vs tupu 
už iva te lem; (ii) v ý b ě r p o č á t e č n í h o bodu pro v ý p o č e t p ro t e inových tune lů ; (iii) identifikace 
t u n e l ů a (iv) zob razen í výs ledků s m o ž n o s t í ana lýzy t ransportu l i gandů ( p ř e v z a t o z [49]). 

k t e r ý je za ložen na vyh ledáván í p r á z d n ý c h prostor (sfér) v reprezentaci p ro t e inových struk
tur p o m o c í Voroného diagramu a n á s l e d n é m shlukování t ě ch to prostor do větš ích celků. 
V ý h o d o u tohoto n á s t r o j e je, že mimo j iné v y p o č í t á v á skóre vaznosti (druggability), k t e ré 
reprezentuje p r a v d ě p o d o b n o s t , že se m a l é molekuly (zvané ligandy) mohou n a v á z a t do iden
tifikované kapsy. K a t a l y t i c k á rezidua jsou z í skána z m a n u á l n ě a n o t o v a n ý c h čás t í d a t a b á z í 
Mechanism and Cata ly t ic Site At las [46] a SwissProt [15]. Z á z n a m y v Mechanism and C a 
ta lyt ic Site At las jsou m a p o v á n y p o m o c í p ř í s t u p o v ý c h k ó d ů PDB. D a t a b á z e SwissProt je 
p r o h l e d á v á n a p o m o c í n á s t r o j e B L A S T s p o ž a d a v k e m na 30% shodu v sekvenci s dé lkou 
odpovída j íc í 90 až 110 % dé lky p ů v o d n í sekvence. Po identifikaci ka t a ly t i ckých rez iduí 
jsou kapsy p ř i ř azeny k t ě m t o z b y t k ů m . Kapsy, k t e r é obsahuj í a l e spoň jedno ka ta ly t i cké 
reziduum, jsou označeny jako p o t e n c i á l n ě ka t a ly t i cké a se řazeny dle jejich skóre vaznosti. 
P o k u d nejsou ka t a ly t i cké kapsy nalezeny, jsou poskytnuty dalš í dvě možnos t i v ý b ě r u po
čá t ečn ího bodu pro v ý p o č e t t u n e l ů . V p r v n í m z nich jsou uvedeny všechny zj iš těné kapsy 
v p o ř a d í podle jejich p red ikovaného skóre vaznosti (druggability). D r u h ý z p ů s o b u m o ž 
ňuje definovat s t a r tovac í bod v r á m c i s t ř e d u jakéhokol i l igandu p ř í t o m n é h o ve s t r u k t u ř e . 
T í m je m o ž n é j e d n o d u š e startovat z e x p e r i m e n t á l n ě p o t v r z e n é pozice n a v á z a n é h o l igandu. 
Tento rež im však vyžadu je , aby b y l protein kokrys ta l i zován (co-crystallized) nebo obsa
hoval ligandy, k t e r é se nacháze j í v okolí funkčního m í s t a proteinu. Jako pos ledn í m o ž n o s t 
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© Enter P DB code 
Source : 

O Upload PDBňle 

PDB ID i lcv2 
Download PDB file 

Bins qualeriiř. 7 iti 

Biological u nil: ® 1 A Monomelic 

Use o'kjina sI'LiclLre 

O Enter PDB code 

••• Upload PDB file 

(a) 

PDESrCIF file : | Browse... | No file selected. 

(b) 

O b r á z e k 5.2: Definice vs tupu už iva te lem: (a) vložení iden t i f iká toru PDB do d a t a b á z e protei
nových s truktur (Protein Database Bank) ; (b) n a h r á n í souboru ve f o r m á t u PDB nebo mmCIF) 
[49] 

v ý b ě r u polohy výchoz ího bodu n á s t r o j poskytuje s t ř ed už iva te l em v y b r a n ý c h aminokyse
l in v sekvenci proteinu. Ident if ikované sou řadn i ce výchoz ího bodu lze vždy upravit ručn í 
op t imal izac í s o u ř a d n i c [49]. 

CAVER SETTINGS 

1 START FROM ... | 

catalytic pocket pocket ligand sequence 

pocket ID catalytic residues inside the pocket 

1 A:N3B, A:D108, A:W1Q9, A:H272 

(a) 

Min imum probe radius : 0.9 

Shell depth : 4 

Shell radius : 3 

Cluster ing th resho ld : 3.5 

Maximal d i s tance : 3 

Desired rad ius : 5 

(b) 

O b r á z e k 5.3: V ý b ě r p o č á t e č n í h o bodu a n a s t a v e n í p a r a m e t r ů pro n á s t r o j C A V E R : (a) vý
chozí bod pro identifikaci t u n e l ů m ů ž e bý t v y b r á n z polohy: ka t a ly t i cké kapsy, p ro te inové 
kapsy, l igandu (možnos t je d e a k t i v o v á n a př i absenci l i gandů ve s t r u k t u ř e ) a s t ř e d u uživa
telem v y b r a n á sekvence proteinu; (b) n a s t a v e n í p a r a m e t r ů n á s t r o j e C A V E R . 

Detekci t u n e l ů p rovád í program C A V E R [14], k t e r ý p o m o c í Dijkstrova algori tmu iden
tifikuje ve Voroného reprezentaci p ro t e inových struktur tunely s d a n ý m m i n i m á l n í m po
loměrem. P o d r o b n ě j i je tento n á s t r o j p o p s á n v sekci 4.1. Uživate lé mohou upravit několik 
v y b r a n ý c h dů lež i tých (viz sekce 4.1.3) konf iguračních p a r a m e t r ů : (i) v ý b ě r čás t í s t ruktury 
(residues considered for tunnel calculation), jež bude C A V E R b r á t v ú v a h u př i ana lýze , 
aby bylo m o ž n é vylouči t ligandy, ionty a molekuly vody; (ii) m i n i m á l n í velikost (po loměr ) 
hrdla (min imum probe r ád iu s ) ; (iii) m a x i m á l n í vzdá lenos t odpovída j íc ích si v rcholů tunelu 
z p o č á t e č n í h o bodu k povrchu (shell depth); (iv) p o l o m ě r p l á š t ě (shell r á d i u s ) ; (v) p r á h 
sh lukování (clustering threshold); (vi) m a x i m á l n í vzdá lenos t (maximal distance), a (vii) 
p o ž a d o v a n ý p o č á t e č n í po loměr (desired r ád ius ) [49]. 

P o s l e d n í m ( n e p o v i n n ý m ) krokem p r a c o v n í h o postupu je a n a l ý z a t ransportu l i gandů 
skrze de t ekované tunely. P r o a n a l ý z u transportu se využ ívá software CaverDock (viz sekce 
4.2) [55]. P o ž a d o v a n ý m vstupem pro kalkulace transportu l igandu jsou dvě informace. P r v n í 
čás t vs tupu tvoř í l igand, což je m a l á molekula, kterou lze n a h r á t v p o d o b ě souboru, texto
vého popisu nebo j i nakreslit p o m o c í p ř í t o m n é h o n á s t r o j e . Lze zadat i více l i gandů současně 
(obrázek 5.4d). Z a druhou čás t vs tupu je považován v ý b ě r a l e spoň jednoho ident i f ikovaného 
tunelu, k t e r ý se použi je jako cesta pro transport zvolených l igandů . Caver Web p ř idává ke 
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Tunnels inio 0(H 
Mi « bonleneck rádius [Ä] length [A] cuiv ature ihrougjhpul 

| 1 1.4 6.9 1 0 0.78 • AS 
1 2 1.0 17.0 1 5 0.47 uJ 

(a) 

L_J " 

(b) 
(c) 

mu. r...« 

(d) (e) 

O b r á z e k 5.4: Zobrazen í výs ledků v nás t ro j i Caver Web: (a) tabulka ident i f ikovaných tu
nelů; (b) podrobnosti tunelu (informace o hrdle tunelu); (c) graf p roměn l ivos t i š í řky tunelu 
od p o č á t e č n í h o m í s t a až na povrch proteinu; (d) grafické zobrazen í tunelu ve s t r u k t u ř e , 
seznam v y p o č í t a n ý c h ú loh softwarem CaverDock a z a d á n í nové ú lohy pro CaverDock; (e) 
energe t ický profil dokování l igandu (ob rázky z ískány z aplikace Caver Web [49]). 

k a ž d é m u atomu Gastaigerovy n á b o j e a typy a t o m ů k o m p a t i b i l n í s A u t o D o c k V i n a [38, 52] 
p o m o c í s k r i p t ů z ba l íčku M G L T o o l s [39]. P o t é se využi je metoda Discretizer [21] k rozře
zání tunelu na p r ů ř e z y se z a d a n ý m i rozestupy. N á s l e d n ě se s p u s t í CaverDock, k t e r ý provede 
i t e r a t i vn í dokování l igandu do k a ž d é čás t i tunelu p o m o c í p ros to rově o m e z e n é h o dokovacího 
algori tmu A u t o D o c k V i n a [49]. 

Po ukončen í identifikace p ro t e inových t u n e l ů jsou uživate l i zobrazeny výs ledky v prohl í 
žeči výs ledků . O k n o s výs l edky obsahuje 3 čás t i . P r v n í obsahuje tabulku s ident i f ikovanými 
tunely (obrázek 5.4a), ve k t e r é jsou zobrazeny veškeré stat is t iky a informace o tunelu jako: 
délka , velikost hrdla, č leni tos t a propustnost tunelu. P o o tev řen í p o d r o b n é h o n á h l e d u lze 
zjistit, z k t e r ý c h aminokysel in je tunel zformován, k t e r é aminokyseliny vy tvá ř í jeho hrdlo 
(obrázek 5.4b) a jak se m ě n í velikost hrdla d a n é h o tunelu (obrázek 5.4c). V d r u h é čás t i lze 
d a n ý tunel graficky zobrazit . V pos ledn í sekci je zobrazen seznam v y p o č í t a n ý c h dokovacích 
ú loh (ana lýz t ransportu l igandu, ob rázek 5.4d). K a ž d ý z á z n a m disponuje daty z í skanými 
př i ana lýze . Jsou to data pro animaci dokovacího ( t r a n s p o r t n í h o ) procesu l igandu do / z po
čá t ečn ího (už iva te lem zvoleného) m í s t a ident if ikovaných t u n e l ů a data energe t ického profilu 
dokování l igandu (obrázek 5.4e). 

T y t o kroky a prohl ížeč výs ledků jsou i m p l e m e n t o v á n y i v nové verzi aplikace. P r a c o v n í 
protokol j e d n o d u c h é a n a l ý z y s ta t i cké s t ruktury poskytuje rychlou ana lýzu , k t e r á prezentuje 
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zák ladn í vlastnosti proteinu v k r á t k é m čase, a proto je s tá le r e l evan tn í i pro novou verzi 
aplikace s in tegrac í mo leku lá rn ích dynamik. Graf ická implementace j edno t l i vých k r o k ů bude 
z n á z o r n ě n a v dalš ích sekcích tohoto textu. 
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Kapitola 6 

Návrh nové verze nástroje Caver 
Web 

Cílem t é t o p r á c e je navrhnout Caver Web 2.0 - novou verzi webové aplikace, k t e r á rozši
řuje p ů v o d n í apl ikaci Caver Web 1.0 o nové vlastnosti a zachovává charakteristiky p ů v o d n í 
verze - p o s k y t n u t í r e levan tn ích výs ledků bez nutnosti h lubš í znalosti in tegrovaných ná
s t ro jů . Vse j e zp ros t ř edkováno p r o s t ř e d n i c t v í m j e d n o d u c h é h o a i n t e r a k t i v n í h o už iva te l ského 
rozhran í . 

Mot ivac í pro vývoj nové verze aplikace byla m o ž n o s t rozš í ření aplikace o v ý p o č e t mo
lekulárn ích dynamik (viz kapi tola 3) a metod pro z ískání různých konformací p r o t e i n ů (viz 
sekce 3.6). T y t o p ř í s t u p y generuj í velké m n o ž s t v í dat, k t e r é je velmi ob t í žné m a n u á l n ě 
zpracovat, a proto m u s í p ro j í t a u t o m a t i z o v a n ý m p ř e d z p r a c o v á n í m . P ř e d z p r a c o v a n á data 
je n u t n é zobrazit v už iva te l ském r o z h r a n í tak, aby byla p ř e h l e d n á pro š i rokou skupinu 
už iva te lů (p ředevš ím z vědeckého p ros t ř ed í ) . 

K a p i t o l a bude rozdě lena do č ty ř logických celků. V p r v n í čás t i bude uveden výče t a po
rovnán í existuj ících řešení . V d r u h é čás t i budou p o p s á n y nové p racovn í protokoly, k t e r é je 
m o ž n é v apl ikaci p rovés t . Ve t ř e t í m celku bude uvedeno rozší ření v ý p o č e t n í h o j á d r a pou
ž ívaného v L o s c h m i d t o v ý c h l abo ra to ř í ch a v pos ledn í čás t i kapi toly se z a m ě ř í m na n á v r h 
nového už iva te l ského rozh ran í . 

6.1 Existující řešení 

N á s t r o j Caver Web 2.0 tvoř í novou generaci j iž exis tuj íc ího n á s t r o j e . Nová verze aplikace 
p ř ináš í rozší ření o mo leku l á rn í dynamiky. Integrace moleku lá rn ích dynamik v r á m c i webové 
aplikace v y t v á ř í zcela novou kategorii n á s t r o j ů a v současné d o b ě nen í z n á m a aplikace se 
s t e jnými m o ž n o s t m i . 

V r á m c i tvorby p ředchoz í verze b y l proveden p r ů z k u m již existuj ících řešení v oblasti 
ana lýzy p ro t e inových struktur a p ro t e inových t u n e l ů . S rovnán í existuj ících řešení obsahuje 
tabulka 6.1, k t e r á byla p ř e v z a t a z č l ánku [49] a byla rozš í řena o novou p o r o v n á v a n o u kate
gorii . 

6.2 Návrh nového workflow 

P ř i n á v r h u nového p r a c o v n í h o postupu bylo p o t ř e b a definovat, k t e r é nové kroky bude n u t n é 
z p ř í s t u p n i t . B ě h e m provozování p r v n í verze Caver Webu byly sb í r ány p o d n ě t y a p ř i p o m í n k y 
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Integrace 
Analýza tunelů a kanálů Analýza transportu ligandu molekulárních 

dynamik 

Výběr startovacího 
bodu 
katalytická kapsa. 

Zdroj ligandu Výstup 

tunely/kanály 
Software Vstup Podporováno 

Výběr startovacího 
bodu 
katalytická kapsa. 

Podporováno Zdroj ligandu Výstup 

tunely/kanály 
Podporováno Reference 

Cavc-r Web 
2.0 

PDB ID'J. kapsa. ZINC15; trajektorie proteinu Cavc-r Web 
2.0 PDB/CIF Ano ligandy, Ano soubor uživatele. Ano tato práce Cavc-r Web 
2.0 soubor 6 

PDB ID 6. 

výběr sekvence, 
souřadnice 
katalytická kapsa, 
kapsa. 

kreslení 

ZINC15, 

trajektorie ligandu. 
energetický profil 

tunely/kanály 
Cavc-r Web PDB/CIF 

soubor6 

PDB ID. 

Ano ligandy, 
výběr sekvence, 
souřadnice 

Ano soubor uživatele, 
kreslení 

trajektorie ligandu. 
energetický profil 

Ne [49] 

MolAxis PDB/CIF Ano nej větší dutina, 
souřadnice 

katalytická rezidua. 

Ne _d tunely/kanály Ne [62] 
soubor 

nej větší dutina, 
souřadnice 

katalytická rezidua. 
PDB IDC. rezidua. 

MolcOnlinc PDB/CIF 
soubor c 

Ano kapsa, 
souřadnice. 

Ne _d tunely/kanály Ne [45] 

PDB ID. 
PDB soubor 

výběr sekvence 

BctaCavityWcb PDB ID. 
PDB soubor Ano není vyžadováno Ne _d tunely/kanály Ne [29] 

Po rc Walker PDB soubor Ano není vyžadováno 
katalytická rezidua. 

Ne _d kanály Ne 

ChExVis PDB ID. 
PDB soubor Ano rezidua. 

heteroatomové 
záznamy 

Ne _d tunely/kanály Ne [37] 

součástí PDB [16] MoMA-LigPath a PDB soubor Ne ~d Ano souboru trajektorie ligandu Ne [16] 

Tabulka 6.1: P o r o v n á n í existuj ících řešení v d o m é n ě ana lýzy p ro t e inových s t ruktur a trans
por tu l igandu (p řevza to z [49] a upraveno). 
a W e b o v ý server S L I T H E R pro a n a l ý z u transportu l igandu nebyl v d o b ě p s a n í textu pří
s tupný . 
b Biologické jednotky de tekovány p o m o c í skr ip tu MakeMul t imer . 
c Biologické jednotky n a č t e n y z d a t a b á z e P D B e [24]. 
d N e n í m o ž n é provés t . 

z ř a d členů vědecké komunity. P o rozš í ření kapacit v ý p o č e t n í h o clusteru byly tyto p ř ipo 
m í n k y zp racovány a poslouži ly k definici nových v l a s tnos t í aplikace. Z ana lýz , k t e r é pro
vedly odborn íc i z L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í , by l u r č e n h lavn í cíl nové verze aplikace, a to 
zpracován í moleku lá rn ích dynamik. D a l š í m p o z o r o v a n ý m rysem využ íván í aplikace bylo po
rovnáván í ident i f ikovaných t u n e l ů v r á m c i velmi p o d o b n ý c h struktur, kdy byla pro k a ž d o u 
s t rukturu s p u š t ě n a s a m o s t a t n á ú loha , byly s e p a r á t n ě u r č e n y p o č á t e č n í body identifikace 
t u n e l ů a na lezené tunely byly j edno t l ivě ana lyzovány a porovnávány . 

Z výše p o p s a n ý c h p o z n a t k ů bylo j a sné , že rozš í řen ím projde vě t š ina čás t í aplikace, a to 
vstupy, v ý p o č e t n í j á d r o a prezentace výs ledků . P o p roveden í p o č á t e č n í c h ú v a h bylo ve 
spo luprác i s d o m é n o v ý m i experty v y t v o ř e n o nové workflow aplikace (obrázek 6.1), k t e ré 
reflektuje všechny p ř e d p o k l á d a n é p r aco v n í postupy v apl ikaci . 

V oblasti v s t u p ů aplikace (phase 1 v o b r á z k u 6.1) došlo k n á r ů s t u variant. Jel ikož nová 
verze analyzuje mo leku lá rn í dynamiky, a proto je p l ánováno u m o ž n i t n a h r á v á n í j iž vypoč í 
t a n ý c h t r a j ek to r i í . Současně se p ř e d p o k l á d á s podporou p o r o v n á v á n í více s t ruktur v j e d n é 
úloze, kdy už iva te l nahraje více s o u b o r ů v archivu, nebo jeden po d r u h é m . V p ř í p a d ě , že 
uživate l disponuje pouze jednou s t rukturou a aplikace mu n a b í d n e k p o r o v n á n í na lezené 
p o d o b n é s t ruktury (phase 1 - s imilar i ty search). 

Pos ledn í upravovanou čás t í je prezentace výs ledků . P ř i v ý p o č t u nových konformací pro
teinu se generuje velké m n o ž s t v í s n í m k ů ( s n a p s h o t ů ) , k t e r é je v h o d n é popisovat s o u h r n n ý m i 
s tat is t ikami. Za t í m t o úče lem byla v y t v o ř e n a zcela nová vě tev workflow (phase 4 - ensem-
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O b r á z e k 6.1: N á v r h nového workflow aplikace. Če rveně jsou z v ý r a z n ě n y nově p ř i d a n é prvky. 
Zeleně jsou z n á z o r n ě n y prvky, k t e r é byly n a v r ž e n y jako cíle pro novou verzi aplikace, ale 
jejich implementace nebyla součás t í t é t o p ráce . 
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ble), k t e r á n a b í d n e p řeh led statistik pro celou simulaci a u m o ž n í v ý b ě r ne jvhodnějš ích 
s n í m k ů pro p o d r o b n ě j š í ana lýzu . 

S ohledem na n á r o č n o s t implementace všech nových v l a s t n o s t í zmíněných výše bylo pro 
i m p l e m e n t a č n í čás t p r á c e v y b r á n o pouze to nejdůleži tě jš í , č ímž je a u t o m a t i c k ý v ý p o č e t 
moleku lá rn ích dynamik. Grafický p řeh led všech v l a s tnos t í nové verze je z v ý r a z n ě n t u č 
n ý m o h r a n i č e n í m na o b r á z k u workflow 6.1, p ř i čemž jsou b a r e v n ě odl išeny rozší ření p ř í m o 
i m p l e m e n t o v a n é v t é t o p rác i (červeně) a rozší ření p l á n o v a n á k implementaci v budoucnu 
(zeleně). 

P ř i n á v r h u nového p racovn ího postupy b y l kladen d ů r a z na s t r i k t n í rozdě len í jednotl i
vých čás t í (fází). V n o v é m n á v r h u je s tá le p o d p o r o v á n a p ů v o d n í funkčnost aplikace, k t e r á 
umožňu je rychlou a n a l ý z u s ta t i cké s t ruktury se ziskem z b ě ž n é h o p ř e h l e d u o vlastnostech 
proteinu. 

6.3 Návrh rozšíření výpočetn ího j á d r a 

V p ř í p a d ě n á s t r o j e Caver Web existuj ící j á d r o obsahuje implementaci pro vě t š inu výpoče t 
ních m o d u l ů . Jsou to implementace m o d u l ů , k t e r é zapouzd řu j í p rác i s nás t ro j i : C A V E R 
a CaverDock. N a v r ž e n é rozší ření obsahuje moduly pro v ý p o č e t p ro t e inových konformací 
p o m o c í mo leku lá rn í ch dynamik a p o m o c í metody t C O N C O O R D (obrázek 6.2). 

C a v e r W e b core 

Molecular 
Dynamics 
Module 

tCONCOORD 
Module CaverDock 

Module 

CAVER 
Module 

O b r á z e k 6.2: Grafické znázo rněn í zapo jen í nově i m p l e m e n t o v a n ý c h m o d u l ů ve v ý p o č e t n í m 
j á d r u aplikace Caver Web. Če rveně jsou z v ý r a z n ě n y nově p ř i d a n é prvky. 

T y t o moduly budou p o d m í n ě n ě zapojeny (jen v p ř í p a d ě v ý p o č t u p ro t e inových dynamik) 
do v ý p o č e t n í h o s c h é m a t u p ř e d identif ikací t une lů , pro něž budou jejich v ý s t u p y p ř e d s t a 
vovat ana lyzované struktury. Rozš í řen í j á d r a o nové komponenty vyžadu je d íky m o d u l á r n í 
i n f r a s t r u k t u ř e p roveden í následuj íc ích k roků : (i) implementaci v y b r a n ý c h m o d u l ů ; (ii) roz
šíření t ř í d y zas t řešuj íc í výs ledky ú lohy o m o ž n o s t uchování vě t š ího p o č t u sn ímků ; (iii) in 
stalaci v y b r a n ý c h n á s t r o j ů do v ý p o č e t n í h o clusteru; (iv) vy tvo řen í spouš těc ích s k r i p t ů pro 
d a n é nás t ro j e . 

P ř í h l edán í v h o d n é h o n á s t r o j e pro v ý p o č t y mo leku l á rn í dynamiky se nejprve uvažovalo 
o využ i t í n á s t r o j e A m b e r [13], k t e r ý je b r á n jako state-of-the-art software. Bohuže l se však 
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j e d n á o komerčn í software a jeho vývojář i bohuže l nebyla udě l ena licence k jeho použ íván í 
v r á m c i webové služby. 

Jako alternativa k nás t ro j i A m b e r [13] b y l zvolen n á s t r o j Yasara [31], j ehož a u t o ř i n á m 
poskyt l i l icenci. Kvůl i zachování vysoké kval i ty s imulac í by la př i vo lbě j i ného n á s t r o j e pro
vedena rešerše l i teratury a nalezeny č lánky po tvrzu j íc í jeho výkon ve s r o v n á n í s konku
rencí [30]. 

6.4 Návrh nového uživatelského rozhraní 

Apl ikace Caver Web je t v o ř e n a j e d n o d u c h ý m už iva t e l ským r o z h r a n í m , k t e r é je logicky roz
děleno do č ty ř sekcí. K a ž d á sekce vede už iva te le k j e d n é k o n k r é t n í akci, k t e r á je n e z b y t n á 
pro s p r á v n é s p u š t ě n í odpovída j íc ích n á s t r o j ů . V p r v n í sekci už iva te l v k l á d á proteinovou 
strukturu, kterou chce analyzovat. V d r u h é sekci se už iva te l zaměřu je na u rčen í p o č á t e č 
n ího bodu pro h l edán í t u n e l ů . T ř e t í sekce nab íz í p řeh led z probíha j íc ích ka lku lac í a pos ledn í 
č t v r t á sekce poskytuje p řeh led výs ledků , jako jsou identif ikované tunely a a n a l ý z y trans
por tu l igandů . 

P ř i n á v r h u nového už iva te l ského r o z h r a n í b y l kladen d ů r a z na zachování p ů v o d n í h o s tylu 
aplikace, k t e r é se vyznaču je svou p ř e h l e d n o s t í a p ř í m o č a r o s t í . Současně však po uživate l i 
v y ž a d u j e m e či m u dovolujeme provés t mnohem více akcí jak ve v s t u p n í fázi, tak i v p ř e h l e d u 
výs ledků . Z tohoto d ů v o d u rozdě lu jeme j edno t l ivé fáze do dílčích p o d k r o k ů tak, aby uživate l 
nebyl p řeh lcen p o ž a d a v k y na jeho akce. J e d n o t l i v é komponenty a rozložení už iva te l ského 
r o z h r a n í byly n a v r ž e n y a p rav ide lně konzu l továny se zkušenými o d b o r n í k y z Loschmidto-
vých l a b o r a t o ř í . Výs ledný n á v r h rozložení je p r ezen tován v t é t o čás t i kapitoly. 

6.4.1 Z a d á v á n í v s t u p n í c h dat 

V sekci z adáván í v s t u p n í c h dat je nově v y ž a d o v á n o několik nových akcí . V t é t o čás t i b ě h e m 
interakce s už iva te l em je c í lem zjistit, k t e r ý p r aco v n í protokol chce už iva te l p rovés t a k t e r á 
v s t u p n í data m á k dispozici . 

Input section 
What do you wish to analýze? 

Tunnels Channels 

(a) 

Input 

Single structure Multiple structures 

(b) 

O b r á z e k 6.3: N á v r h do t azován í ve v s t u p n í čás t i : (a) cíl ana lýzy ; (b) specifikace v s t u p n í c h 
dat. 

Celý krok zadáván í v s t u p n í c h dat je rozdě len do č ty ř p o d k r o k ů , k t e r é se uživate l i zob
razuj í jeden po d r u h é m , vždy po zodpovězen í p o ž a d o v a n ý c h o tázek nebo po d o d á n í po-
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t ř e b n ý c h dat. Jako p r v n í je po ložen dotaz, o k t e r ý typ ana lýz m á už iva te l zá jem (obrázek 
6.3a). M ů ž e si vybrat mezi a n a l ý z o u p ro t e inových t u n e l ů (nap ř ík l ad př i z k o u m á n í e n z y m ů ) 
nebo p ro t e inových k a n á l ů (nap ř ík l ad př i ana lýze m e m b r á n o v ý c h p r o t e i n ů ) . P o zodpovězen í 
o t á z k y je zobrazen d r u h ý podkrok, k t e r ý slouží k z a d á n í v s t u p n í c h dat. Uživa te l specifikuje, 
j a k ý typ a m n o ž s t v í dat m á k dispozici (obrázek 6.3b). K v ý b ě r u jsou dvě m o ž n o s t i - jedna 
struktura (single structure) a více s truktur (multiple structures). 

Za t ímco př i z a d á n í l ibovolné možnos t i v podkroku v ý b ě r u cíle a n a l ý z y je v ž d y zobra
zena s t e jná komponenta pro v ý b ě r v s t u p n í c h dat, po v ý b ě r u typu v s t u p n í c h dat je uživate l i 
zobrazena j i n á komponenta v závislost i na jeho volbě . P ř i zvolení j e d n é s t ruktury je zpří
s t u p n ě n a komponenta (obrázek 6.4a), ve k t e r é lze zadat zkoumanou s t rukturu p o m o c í je j ího 
ident i f iká toru v d a t a b á z i Pro te in D a t a Bank ( P D B ) [9], nebo j i n a h r á t ve p o d p o r o v a n ý c h 
fo rmátech PDB a mmCIF. Po z a d á n í s t ruktury dojde ihned k a u t o m a t i c k é m u v y h l e d á n í biolo
gických jednotek a zob razen í jejich v ý č t u se z á k l a d n í m i informacemi a m o ž n o s t í zobrazen í 
pod robně j š í ho n á h l e d u . 

Rež im více s t ruktur pak podporuje několik z p ů s o b ů jejich n a h r á n í . P r v n í m z nich je 
p o s k y t n u t í s t ruktur v j edno t l i vých souborech či v ý č t e m jejích p ř í s t u p o v ý c h k ó d ů do P D B 
d a t a b á z e (obrázek 6.4b). Dá le je m o ž n é s t ruktury n a h r á t v archivu (obrázek 6.4c) nebo je 
vložit jako trajektorii v n ě k t e r é m z nejčastěj i použ ívaných f o r m á t ů mo leku l á rn í dynamiky. 
N a h r á n í trajektorie je zpracováváno v o d d ě l e n é m p ř í p a d ě , p ro tože aplikace s ní bude praco
vat v j i n é m rež imu. Po sp lnění t ě c h t o k r o k ů je u m o ž n ě n o přej í t p ř í m o k vyp lněn í informací 
o úloze. 

N a rozdí l od n a h r á n í více soubo rů , kdy autor j e d n o z n a č n ě určuje , co s daty chce dě la t , 
p ř i vo lbě j e d n é s t ruktury tato informace s tá le nen í j a s n á . A u t o r to t i ž m ů ž e ch t í t p rovés t 
akce jako: (i) zp racován í pouze j e d n é s t a t i cké s t ruktury (tedy p r á c e v p ů v o d n í m rež imu 
aplikace); (ii) na lezen í p o d o b n é s t ruktury a porovnat jejich vlastnosti (uživate l n e z n á tyto 
proteiny); (iii) v y p o č í t á n í trajektorie p o m o c í mo leku l á rn í dynamiky nebo (iv) vy tvo řen í 
a l t e r n a t i v n í c h konformací proteinu p o m o c í n á s t r o j e t C O N C O O R D . 

Vo lbu mezi m o ž n ý m i scénář i už iva te l provede p r o s t ř e d n i c t v í m p řep ínače . P o t v r z e n í m 
volby jednoho souboru pokraču j e n a d á l e pouze v y p l n ě n í m informací o úloze a nap lňu je 
scénář real izovaný v p ředchoz í verzi aplikace (obrázek 6.5). Komponenta pro vyp lněn í dat 
o úloze (kontakt na uživate le a j m é n o úlohy) je zobrazena vždy po vyp lněn í p o t ř e b n ý c h dat 
d a n é h o scénáře . 
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Input 

Single structure Multiple structures 

. Tect PDB file 

(•) PDB code 
Source: 

O Upload file 

PDB ID: Download file 

Biological units: 
Molecule Chains Quaternary structure 

® Molecule I d Chainld Structure type Download 

Q Use original structure 

Input 

(a) 

Single structure Multiple structures 

(J) Upload multiple file 

Q Upload archive 

Q Upload trajectory 

Select PDB file 

(•) PDB code 
Source: 

Q Upload file 

PDB ID: Download file 

X lcv2 X 2wut 

(b) 

(^) Upload multiple file 

@ Upload archive 

(^) Upload trajectory 

Upload file: Upload 

(c) 

O b r á z e k 6.4: Vložení v s t u p n í c h s o u b o r ů do aplikace p o m o c í : (a) d a t a b á z o v é h o ident i f iká toru 
proteinu; (b) komponenty pro n a h r á n í více souborů ; (c) archivu. 
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Output 

Single nie PDB database 

MD tCONCOORD 

User Information 

Job n am e: 

Email (optional): 

Go to the job settings 

O b r á z e k 6.5: Vo lba scéná ře pro zp racován í s t a t i cké s t ruktury (běh p ů v o d n í m rež imu apli
kace) . 

Zvolením p roh l edáván í p ro te inové d a t a b á z e (obrázek 6.6a) je poskytnut výče t naleze
ných s t ruktur z d a t a b á z e Pro te in D a t a Bank p o m o c í n á s t r o j e B L A S T s p o ž a d a v k e m na 
100% shodu v sekvenci s dé lkou odpovída j íc í 50 až 100 % dé lky p ů v o d n í sekvence. Tabulka 
na lezených struktur obsahuje z á z n a m y s iden t i f iká to rem p ro te inů , p o d o b n o s t í , k r á t k ý m 
popisem a m o ž n o s t í s t ažen í souboru. P o m o c í checkboxu si už iva te l m ů ž e nás l edně vybrat , 
k t e r é proteiny budou zahrnuty do v ý p o č t u . 

P ř i vo lbě v ý p o č t u moleku lá rn ích dynamik (obrázek 6.6b) se uživatel i zobraz í kom
ponenta, k t e r á m u nab íz í m o ž n o s t modifikovat dů lež i t é parametry. Zároveň však budou 
všechny hodnoty ve výchoz ím stavu nastaveny tak, aby byly co nejuniverzá lnějš í a bylo 
tak n u t n é je m ě n i t pouze ve specifických p ř í p a d e c h . K o n k r é t n ě se j e d n á se o parametry 
nas tavuj íc í teplotu, dé lku simulace, hodnotu p H , velikost kroku simulace (rychlost) a volbu 
silového pole. S te jně jako u dalš ích komponent je i zde využ i t o rozdělení p a r a m e t r ů na 
zák l adn í a pokroč i lý m ó d , aby nedocháze lo ke z b y t e č n é m u m a t e n í nezkušených už iva te lů . 
V z á k l a d n í m rež imu tak budou v id i te lné pouze parametry pro n a s t a v e n í teploty a dé lky 
simulace. 

Pos ledn í m o ž n o s t í je volba v ý p o č t u trajektorie proteinu p o m o c í n á s t r o j e t C O N C O O R D . 
Tento n á s t r o j p o ž a d u j e pouze z a d á n í v s t u p n í struktury, se kterou p o t é i n t e r n ě pracuje. 
Vo lba v ý p o č t u p o m o c í n á s t r o j e t C O N C O O R D , proto n a b í d n e pouze vyp lněn í informací 
o uživate l i a n á z v u ú lohy s te jně jako v p ř í p a d ě volby jednoho souboru. 

38 



Output 
Single file PDB database 

MD tCONCOORD 

PDB BLAST MATCH 

PDB ID Match [%] Lenglit match [%] Description 

; ; lcv2 100 98 Download 

: : 2wut 99 86 Download 

Output 

Single file 

(a) 

• 

PDB database 
• 

tCONCOORD 

Molecular dynamics settings 

Temperature: 20 °C 

Duration: 

ph: 7.4 

Speed: normal 

Force fields: AMBER14 

Reset settings 

5.43 IIS 

V 

(b) 

O b r á z e k 6.6: Grafický n á v r h nových komponent poskytu j íc í : (a) v ý b ě r p o d o b n ý c h struk
tur k v z á j e m n é m u p o r o v n á n í ; (b) n a s t a v e n í p a r a m e t r ů pro b ě h simulace moleku lá rn ích 
dynamik. 

6.4.2 V ý b ě r p o č á t e č n í h o b o d u p r o v ý p o č e t t u n e l ů 

Stejně jako v p ředchoz í verzi je na v ý b ě r p o č á t e č n í h o bodu pro v ý p o č e t p ro t e inových tu
nelů kladen z n a č n ý d ů r a z , p ro tože š p a t n ě zvolený p o č á t e č n í bod m ů ž e vést k jejich š p a t n é 
identifikaci. S t r á n k a v ý b ě r u p o č á t e č n í h o bodu zachovává rozložení a logiku komponent 
z p ředchoz í verze. Sk l ádá se ze t ř í komponent (obrázek 6.7). P r v n í komponenta slouží 
k u s n a d n ě n í v ý b ě r u p o č á t e č n í h o m í s t a a nab íz í s te jné možnos t i jako p ů v o d n í verze - kata
lyt ické kapsy, kapsy, l igandy a úseky sekvence. Více informací k j e d n o t l i v ý m z nich s te jně 
lze na léz t v kapitole 5. 
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Všechny v y b r a n é varianty se i n t e r a k t i v n ě zobrazuj í ve v izual izační k o m p o n e n t ě , kde si 
je už iva te l m ů ž e p o d r o b n ě j i p r o h l é d n o u t . Nejdůlež i tě j š ím objektem bude koule označující 
p o č á t e č n í bod pro v ý p o č e t tunelu. 

P ř i v ý b ě r u l ibovolného objektu (kapsy, l igandu nebo úseků sekvence) se uživate l i zobraz í 
červený bod ve vizual izační k o m p o n e n t ě , k t e r ý označu je výs ledný p o č á t e č n í bod, k t e r ý 
bude zvolen pro v ý p o č e t t u n e l ů . Jeho sou řadn i ce se zobraz í v t ř e t í k o m p o n e n t ě , ve k t e r é je 
uživatel i u m o ž n ě n a jejich m a n u á l n í editace. 

Start from 

Catalytic 
pockets Pockets Llgands Sequence 

ID Relevance 
score Volume Drugability 

® 1 100 98 0.36 

o 2 99 86 o.oa 

Visualization 

O b r á z e k 6.7: N á v r h v ý b ě r u p o č á t e č n í h o bodu pro v ý p o č e t p ro t e inových t u n e l ů . Sk l ádá se 
ze t ř í čás t í : (i) p řeh led ob j ek tů , p o m o c í k t e r ý c h lze vybrat p o č á t e č n í bod; (ii) vizualizace 
s truktury i se z o b r a z e n ý m i prvky; (iii) m o ž n o s t m a n u á l n í ú p r a v y s o u ř a d n i c p o č á t e č n í h o 
bodu. 

6.4.3 N a s t a v e n í n á s t r o j e C A V E R a interakce s u ž i v a t e l e m b ě h e m v ý p o 
č t u 

Pos ledn í s t r á n k o u , kterou už iva te l p ř e d o d e s l á n í m ú lohy vidí , je s t r á n k a pro nas t aven í 
p a r a m e t r ů n á s t r o j e C A V E R (obrázek 6.8a). Obsahuje celkem dvě sekce. V p r v n í si už ivate l 
volí, k t e r é molekuly nacházej íc í se ve s t r u k t u ř e chce do v ý p o č t ů t u n e l ů za ř ad i t . Ta to volba 
ovlivňuje, co bude ze v s t u p n í h o souboru o d s t r a n ě n o a nebude tak p ř e d s t a v o v a t u m ě l o u 
p ř e k á ž k u př i h l e d á n í t u n e l ů . Zák l adn í volba p o č í t á s aminokysel inami, ale p o n e c h á v á na 
uživatel i , jestl i do v ý p o č t ů chce začleni t i vodu ( H O H ) . 

D r u h á sekce obsahuje n a s t a v e n í zák ladn ích p a r a m e t r ů n á s t r o j e C A V E R (více p o p s á n y 
v sekci 4.1.3). Parametry jsou o p ě t rozdě leny na zák ladn í a pokroč i lý m ó d . U o s t a t n í c h 
na s t aven í bylo pozorováno , že je uživate lé m ě n í velmi m á l o a pro jejich s p r á v n é n a s t a v e n í je 
n u t n é h lubš í p o c h o p e n í funkčnost i n á s t r o j e C A V E R . Po uvážen í všech p a r a m e t r ů už ivate l 
odesí lá ú lohu ke zpracován í na server. 

B ě h e m v ý p o č t u úlohy, k t e r ý m ů ž e nově trvat i des í tky hodin, jsou uživate l i zobrazeny 
logovací informace z prob íha j íc í ú lohy (obrázek 6.8b). P o d o b ě h n u t í všech v ý p o č t ů jsou 
ke s t ažen í n a b í d n u t a v šechna data, jež byla z í skána b ě h e m ka lku lac í a data informující 
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o p r ů b ě h u v ý p o č t ů moleku lá rn ích dynamik či p ro t e inových t u n e l ů . P o s t i sknu t í t l a č í t k a 
pro zobrazen í výs ledků je už iva te l p ř e m í s t ě n na s t r á n k u výs ledků . 

Residues considered for tunnel calculation 

[~J standard amino acids 

(~J HOH 

Caver settings 

Minimum probe radius: 

Shell depth: 

Shell radius: 

Clustering threshold: 

Maximal distance: 

Desired radius: 

0.9 

(a) 
Job info 

Job name: Experiment 1 

Job ID: scaassdl 

Status: Running molecular dynamics simulations 

Reset settings 

Download 

Raw data Caver log Caver configuration MD configuration MD log 

(b) 

O b r á z e k 6.8: N á v r h komponent pro n a s t a v e n í n á s t r o j e Caver (a) a pro i n t e r a k t i v n í infor
mován í už ivate le o stavu běžících v ý p o č t ů (b). 

6.4.4 Prezentace v ý s l e d k ů 

Zaveden ím v ý p o č t u mo leku lá rn í ch dynamik v ý z n a m n ě n a r ů s t á m n o ž s t v í výs ledných dat, 
proto je n u t n é zavést nové techniky jejich p rezen tován í . P r a c o v n í postup p ro t e inových in
ženýrů v t é t o oblasti spočívá ve v ý b ě r u úzké skupiny k a n d i d á t n í c h t u n e l ů pro pozdějš í 
p o d r o b n é ana lýzy . Je tedy n u t n é z celé simulace a stovek ident i f ikovaných t u n e l ů vybrat 
t akové tunely, k t e r é jsou v čase s t ab i ln í (nejčastěj i o t ev řené ) a maj í co největš í propust
nost. Vyfi l t rované tunely jsou dá le z k o u m á n y v jejich dalš ích parametrech, jako je zkroucen í 
a p roměn l ivos t š í řky v celé délce od a k t i v n í h o m í s t a až po povrch proteinu. Tunely jsou 
tak v y t ř í d ě n y do jednotek k a n d i d á t ů , u k t e r ý c h se zkoumaj í možnos t i z lepšení jejich vlast
nos t í a navrhu j í se p ř í p a d n é mutace v sekvenci proteinu, nebo se volí vhodně j š í l igand [12]. 
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Velké m n o ž s t v í generovaných s n í m k ů p ro te inové trajektorie (tzv. s n a p s h o t ů ) činí tuto ma
nuá ln í a n a l ý z u p roměnl ivos t i p ro t e inových t u n e l ů v r e á l n é m čase velice o b t í ž n o u až p ř í m o 
nemožnou . 

P r ů z k u m m o ž n o s t í vizualizace dat z m o l e k u l á r n í trajektorie 

Za úče lem u m o ž n ě n í ana lýz trajektorie b y l proveden p r ů z k u m exis tuj íc ího řešení zabýva
j íc ího se a n a l ý z o u moleku lá rn ích dynamik. K p o d r o b n é ana lýze b y l v y b r á n n á s t r o j Mole-
Col la r [12]. A u t o ř i n á s t r o j e působ í v b r n ě n s k é vědecké skup ině , k t e r á se zabývá vizual izací 
biologických dat. MoleCo l l a r je d e s k t o p o v á aplikace, k t e r á analyzuje trajektorie proteino
vých struktur. Jednou z nab ízených funkcí je identifikace a a n a l ý z a p ro t e inových t une lů . 
T y t o a n a l ý z y p ř e s n ě odpov ída j í p o ž a d a v k ů m našeho řešení , a proto bylo rozhodnuto o jejich 
implementaci v apl ikaci Caver Web 2.0. 

P ro implementaci byly zvoleny dvě metody prezentace výs ledných dat: (i) A l l tunnels 
Heat M a p ( t epe lná mapa všech t u n e l ů ) a (ii) Single tunnel Heat M a p ( t e p e l n á mapa jednoho 
tunelu v r á m c i celé simulace). 

All Tunnels Heat Map 

tunnel k 
1 > 

tunnel # 
O b r á z e k 6.9: T e p e l n á mapa všech t u n e l ů zobrazuje var iabi l i tu vel ikost í hrdel j edno t l i vých 
t u n e l ů n a p ř í č celou dobou simulace. Bílá barva z n a m e n á , že tunel nebyl v d a n é m s n í m k u 
se zadanou hodnotou m i n i m á l n í h o p o l o m ě r u hrdla klasifikován (p řevza to z [12]). 

Tepe lná mapa všech t u n e l ů (obrázek 6.9) slouží k zobrazen í všech t u n e l ů , k t e r é byly 
b ě h e m b ě h u simulace identifikovány. Tunely jsou a p r o x i m o v á n y vel ikost í jejich hrdla . To 
z n a m e n á , že jeden tunel v k o n k r é t n í m čase je r ep rezen tován j e d n í m bodem ( b a r e v n ý m ob
dé ln íkem) . B a r e v n á v ý p l ň boduje šká lována podle š í řky tunelu, p ř i čemž bí lá barva označuje , 
že tunel v d a n é m čase a ve v y b r a n é m s n í m k u nesplnil p o d m í n k y identifikace (hodnota veli
kosti jeho hrdla byla menš í než už iva te l em definovaný parametr) [12]. Z í skaná t e p e l n á mapa 
u s n a d ň u j e v ý b ě r k a n d i d á t n í c h t u n e l ů pro p o d r o b n ě j š í ana lýzu , k t e r é jsou v p r ů b ě h u času 
nejčastěj i o t ev řeny (jsou s t ab i ln í ) . T y t o tunely jsou v h o d n é k nás l edné ana lýze t ransportu 
l igandů do ak t i vn í ch mís t p ro t e inů . K ana lýze je v h o d n é vybrat sn ímek tunelu v čase, ve 
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k t e r é m disponuje ne jmenš í velikostí hrdla, p ro tože velikost hrdla v ý z n a m n ě ovlivní propust
nost celého tunelu. 

Po v ý b ě r u skupiny k a n d i d á t ů z t epe lné mapy všech t u n e l ů lze j edno t l ivé tunely zob
razit v t epe lné m a p ě jednoho tunelu (obrázek 6.10). Tato d a t o v á reprezentace na rozdí l 
od p ředchoz í neaproximuje tunely jednou hodnotou, ale zobrazuje p roměn l ivos t jednoho 
tunelu v celé jeho délce od a k t i v n í h o m í s t a po povrch proteinu [12]. Tento p řeh led n á m 
umožňu je identifikovat úseky tunelu, k t e r é mohou bý t modifikovány. N a p ř í k l a d př i z á m ě r u 
zvýši t vý těžek z enzymu se s n a ž í m e rozšíř i t užší m í s t a tunelu a př i snaze tento protein 
blokovat v jeho č innos t i h l e d á m e způsoby jak toto m í s t o zablokovat nebo j e š t ě více zúži t . 

O b r á z e k 6.10: T e p e l n á mapa jednoho tunelu zobrazuje p roměn l ivos t š í řky tunelu v celé 
jeho délce (od p o č á t e č n í h o m í s t a až po dosažen í povrchu) n a p ř í č celou dobou simulace. 
Bí lá barva z n a m e n á , že tunel nebyl v d a n é m s n í m k u se zadanou hodnotou m i n i m á l n í h o 
p o l o m ě r u hrdla klasifikován ( p ř e v z a t o z [12]). 

N á v r h s t r á n k y z o b r a z u j í c í v ý s l e d k y ú l o h y 

Po definování nových komponent pro zobrazen í dat z mo leku lá rn í ch dynamik byla navr
žena s t r á n k a pro prezentaci výs ledků úlohy. S t r á n k a se sk l ádá ze dvou záložek, k t e r é od 
sebe odděluj í data popisuj íc í s o u h r n n ě celý b ě h simulace a data analyzuj íc í jednu statickou 
s t rukturu nebo sn ímek ze simulace. 

P r v n í zá ložka obsahuje celkové stat ist iky ze všech s n í m k ů úlohy. Tato zá ložka je zobra
zena na o b r á z k u 6.11a. Sk l ádá se ze č ty ř komponent, k t e r é byly za sebe p o s k l á d á n y tak, aby 
vedly uživate le v očekávaných krocích, tedy: (i) a n a l ý z a celého p r ů b ě h u a identifikace sku
pin t u n e l ů jako k a n d i d á t ů pro pod robně j š í ana lýzu ; (ii) z k o u m á n í a vy řazen í n e v h o d n ý c h 
k a n d i d á t ů ; (iii) a n a l ý z a v y b r a n ý c h k a n d i d á t ů v záložce j e d n é struktury. 

K ce lkovému p ř e h l e d u statistik je využ i to komponenty t e p e l n é mapy všech t une lů , jež 
zobraz í m í s t a , ve k t e r ý c h docház í k h l e d a n é m u chování t u n e l ů nejčastěj i . Tento p řeh led je 
dop lněn o komponentu statistik celé simulace. Tvoří j i tabulka s p ř i l oženým grafem. Jednot
livé ř á d k y tabulky obsahuj í z á z n a m y o shlucích t u n e l ů (clusterech). Z a shluk je v apl ikaci 
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označován výsky t jednoho tunelu v různých časových sn ímcích trajektorie. Shluky jsou vy
tvo řeny p o m o c í n á s t r o j e C A V E R . Z á z n a m tabulky obsahuje s t a t i s t i cký popis shluku jako 
je: (i) p o č e t s n í m k ů , ve k t e rých b y l z k o u m á n ; (ii) p o č e t s n í m k ů , ve k t e r ý c h b y l identifi
kován; (iii) p r ů m ě r n á velikost a p r ů m ě r n á hodnota m a x i m á l n í c h a m i n i m á l n í c h velikostí 
hrdla tunelu; (iv) s m ě r o d a t n é odchylky hodnot týkaj íc ích se hrdla tunelu; (v) propustnost 
tunelu. 

V y b r a n í k a n d i d á t i jsou dá le v y t ř í d ě n i p o m o c í komponenty pro tepelnou mapu jednoho 
tunelu. Z t ěch to dat si už iva te l urč í sn ímky, k t e r é chce p o d r o b n ě j i zkoumat, a p ř e s u n e se 
do d r u h é záložky. Zá ložka statistik nen í z p ř í s t u p n ě n a , pokud aplikace neobsahuje v ý p o č e t 
mo leku lá rn í trajektorie (byla s p u š t ě n a v rež imu ana lýzy s t a t i cké struktury, nebo p o r o v n á n í 
s t ruktury) . 

Záložka a n a l ý z y s ta t i cké s t ruktury je zobrazena vždy. Opro t i p ů v o d n í verzi obsahuje 
jednu novou komponentu, k t e r á se p o d m í n ě n ě zobrazuje pouze v p ř í p a d ě ana lýzy moleku
lární trajektorie. J e d n á se o komponentu pro v ý b ě r s n í m k u a nacház í se hned na z a č á t k u 
záložky na o b r á z k u 6.11b. 

Dalš í komponentou je tabulka s p ř e h l e d e m ident i f ikovaných t u n e l ů v k o n k r é t n í m sn ímku . 
Uživa te l m ů ž e zobrazit p o d r o b n é informace o tunelu a p r o h l é d n o u t si p r o m ě n u š í řky tu
nelu od p o č á t e č n í h o m í s t a až k povrchu proteinu. K zobrazen í p roměnl ivos t i š í řky je použ i t 
graf pod tabulkou. V y b r a n é tunely jsou i n t e r a k t i v n ě zobrazeny ve v izual izační k o m p o n e n t ě . 
Pos ledn í komponentou je výče t p rovedených ka lku lac í t ransportu l igandu p o m o c í nás t ro j e 
CaverDock s m o ž n o s t í animace transportu ve vizual izační k o m p o n e n t ě nebo s t ažen í v po
d o b ě P y M o l sezení. 

Ensemble Single Ensemble Single 

'_ bottlenecks of alrlLinnel3-8t time 

Ibottlenecks of tunnel k over time 

Single Tunnel Heat Map 

í 
same tunnel at timestep: 

- _ S 

tunnel at timestep i 

I I 

29/150 

CaverDock analysis 

(a) (b) 

O b r á z e k 6.11: N á v r h rozložení s t r á n k y zobrazuj íc í výs ledky ú lohy obsahuje dvě záložky: 
(a) s tat is t ika všech s n í m k ů simulace a (b) a n a l ý z a jednoho v y b r a n é h o s n í m k u nebo s ta t ické 
struktury. 

44 



Kapitola 7 

Implementace nástroje Caver Web 

Apl ikace Caver Web je velice k o m p l e x n í a z a p o u z d ř u j e velké m n o ž s t v í n á s t r o j ů , čemuž odpo
v ídá i jeho struktura. Sk ládá se z celkem ze t ř í h lavn ích komponent - frontendu už iva te l ského 
rozhran í , backendu už iva te l ského r o z h r a n í a v ý p o č e t n í h o j á d r a . Frontend a backend uživa
te l ského r o z h r a n í jsou z o d p o v ě d n é za interakci s už iva te lem, sb í rán í jejich v s t u p ů a zobrazo
vání výs ledků . V ý p o č e t n í j á d r o pak zajišťuje u s k u t e č n ě n í s a m o t n ý c h v ý p o č t ů a zpracován í 
jejich v ý s t u p n í c h dat. Všechny komponenty budou blíže p o p s á n y v následuj íc ích kap i to l ách . 
Jel ikož aplikace vycház í již z existuj ící verze, p ř e b í r á z ní u rč i t é čás t i implementace. 

7.1 Architektura aplikace 

Archi tek tura aplikace byla n a v r ž e n a a sestavena podle pravidel pro tvorbu apl ikac í za
ložených na p l a t fo rmě Loschmidt Core (obrázek 7.1). V ý p o č e t n í j á d r o tvoř í samostatnou 
jednotku, k t e r á je p lně o d d ě l e n a od webové aplikace s graf ickým r o z h r a n í m . Nové ú lohy 
a informace o jejich stavu se p ředáva j í s v y u ž i t í m d a t a b á z e M y S Q L a definičních X M L 
soubo rů , k t e r é obsahuj í už ivate lské vstupy a konf igurační parametry. Výs ledky jsou pak 
z j á d r a p o s k y t o v á n y už iva te l skému r o z h r a n í s t a n d a r d n í m H T T P protokolem. Tato vlast
nost umožňu je l ibovolně m ě n i t dílčí čás t i s y s t é m u bez nutnosti dalš ích p o t ř e b n ý c h ú p r a v . 
Současně je m o ž n é navýš i t p o č e t komponent, k t e r é tyto soubory p roduku j í , č ímž nabíz í 
prostor k efekt ivní šká lova te lnos t i s y s t é m u [57]. 

Jedinou věcí, kterou m u s í komponenty in teraguj íc í v s y s t é m u respektovat, je fo rmát dat, 
jenž slouží k popisu biologických dat. N a o b r á z k u 7.2 je zobrazena d a t o v ý model, k t e r ý 
je sdí lený mezi komponentami a slouží k uchovávání zp racovaných informací o tunelech 
a jejich parametrech. P r o t e i n o v é tunely ( t ř í da Tunnel) jsou t vo řeny sekvencí koul í (sfér), 
k t e r é jsou r ep rezen továny t ř í d o u Centerline. Tunel , k t e r ý se v čase měn í , je d r ž e n ve 
shluku ( t ř í da TunnelCluster), aby bylo m o ž n é propojit t e n t ý ž tunel v odl i šných sn ímcích 
( t ř ída Snapshot). K a ž d ý tunel je l emován sekvencí aminokyselin ( t ř í da Residue) a jeho 
nejužší čás t reprezentuje t ř í d a Bottleneck. Aminokyse l ina je s ložena z a t o m ů , k t e r é jsou 
r ep rezen továny stejnojmennou t ř í d o u Atom. 

7.2 Výpočetn í j ád ro 

V ý p o č e t n í j á d r o je platforma v y v i n u t á v L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í c h [58], k t e r á zajišťuje 
a u t o m a t i z o v a n é s p o u š t ě n í v ý p o č e t n í c h ú loh na zák ladě specifikace. Jeho implementaci lze 
na léz t na p ř i loženém cd v archivu core. zip. Je i m p l e m e n t o v a n á v jazyce Java a slouží jako 
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Pomocné třídy Fronty Úloha , Úložiště dat 

O b r á z e k 7.1: Arch i tek tu ra ná s t ro j e , zeleně jsou vyznačeny rozš í řené nebo nově implemen
tova né čás t i [57]. 

r o b u s t n í zák lad pro b io informat ické webové aplikace, k t e r ý m poskytuje š i rokou p le jádu 
zák ladn ích funkcí a umožňu je tak jejich p r o g r a m á t o r ů m se sous t ř ed i t v ý h r a d n ě na im
plementaci b io in format ických ana lýz . M e z i tyto funkce pak p a t ř í n a p ř í k l a d : (i) spravování 
z a d a n ý c h úloh; (ii) p ř i ř azen í p o t ř e b n é diskové a v ý p o č e t n í kapacity; (iii) odes í lání e-mailové 
z p r á v y o z m ě n ě stavu v ý p o č t u ; (iv) obsluha d a t a b á z e ; (v) spouš t ěn í , ř azen í a kontrola závis
lostí m o d u l ů ; (vi) za j iš tění sdílení výs ledků mezi moduly. Ho tové v ý p o č e t n í j á d r o pak běží 
jako s a m o s t a t n á s lužba a už iva te lské r o z h r a n í v n ě m s p o u š t í j edno t l ivé ú lohy dle z a d á n í 
uživate le . Úlohy jsou z a d a n é p o m o c í souboru v d a t o v é m f o r m á t u xml (p ř ík lad ve výp i su 
7.1), ve k t e r é m jsou uvedeny z á k l a d n í informace o úloze, kroc ích v ý p o č t u (modulech) s od
povídaj íc ími parametry a v s t u p n í c h souborech. J á d r o tento definiční soubor zpracuje. P o t é 
na jeho zák l adě provede všechny v ý p o č e t n í k roky a výs ledky z p ř í s t u p n í zpě t už iva te l skému 
r o z h r a n í [58]. 
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O b r á z e k 7.2: D a t o v á reprezentace výs ledných biologických dat v j á d ř e aplikace [57]. 

<job id="example"> 
<info> 

<title>lcv2 - molecular dynamics</title> 
<email/> 
<date>2022/04/12 12:30:34</date> 
<isPrivate>false</isPrivate> 

</info> 
<global> 

<structure> 
<source>PDB</source> 

</structure> 
</global> 
<modules> 
<module name="yasara"/> 
<module name="caver"> 

<startingPoint origin="C00RDS"> 
<x>17</x> 
<y>10</y> 
<z>25</z> 

</st art ingPo int > 
<caver> 

<param key="desired_radius">5</param> 

</caver> 
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</module> 
</modules> 
<inputFiles> 

<file key="pdb">http://caverweb.cz/api/source-file/jobXYZ</file> 
</inputFiles> 

</job> 
Výpis 7.1: P ř í k l a d definice ú lohy pro v ý p o č e t n í j á d r o . 

Implementace v ý p o č e t n í h o j á d r a p r o b í h a l a ve formě vy tvo řen í chybějících m o d u l ů , k t e ré 
rozšíři ly j iž s távaj ící implementaci analyzuj íc í s t a t i cké struktury. 

Definiční X M L soubor ú lohy obsahuje informace o v s t u p n í p ro te inové s t r u k t u ř e , počá 
t e č n í m bodu pro v ý p o č e t p ro t e inových t u n e l ů a modulech, k t e r é ma j í bý t použi ty . 

J á d r o bylo p o t ř e b a rozšíř i t o v ý p o č e t dynamiky p ro t e inových struktur. Do v ý p o č e t n í h o 
clusteru byly p ř i d á n y p a t ř i č n é nás t ro j e . J e d n á se o programy Yasara [31] a t C O N C O -
O R D [47]. V obou p ř í p a d e c h je p ř e d p o k l á d a n ý m v ý s t u p e m sekvence s n í m k ů ( P D B sou
b o r ů ) . Soubory jsou v y p r o d u k o v á n y a poskytnuty k v ý p o č t u p ro t e inových t u n e l ů modulu 
nás t ro j e C A V E R . P rogram C A V E R je j iž svou i m p l e m e n t a c í na v ý p o č e t p ro t e inových tu
nelů v r á m c i více s n í m k ů p ř ip raven . M o d u l u je tedy n u t n é p ř e d a t pouze odkazy na př í s lušné 
soubory, s k t e r ý m i m á pracovat. Toho je docí leno p o m o c í sd í leného objektu výs ledků , k t e r ý 
slouží pro p ř e n o s informací mezi moduly. 

Prog ľctľíl YclSclľct pracuje na zák l adě t ř í d r u h ů v s t u p ů : (i) p r o s t ř e d n i c t v í m grafického uži
va te l ského rozhran í ; (ii) p o m o c í p ř íkazové ř á d k y ; (iii) s p u š t ě n í m p ř e d p ř i p r a v e n ý c h sk r ip tů . 
S ohledem na běhové p r o s t ř e d í v ý p o č e t n í h o clusteru b y l pro účely Caver Webu v y b r á n 
rež im s p o u š t ě n í p o m o c í Yasara s k r i p t ů (skript se nacház í na p ř i loženém C D v souboru 
scripts/cluster/yasara. sh). P r o s p o u š t ě n í r ů z n ý c h ú loh byly autory p ř i p r aveny skripty, 
k t e r é p a r a m e t r i z u j í v ý p o č t y p o m o c í specifického skr ip tovac ího jazyka . J e d n í m z takto při
p ravených s k r i p t ů je i skript pro v ý p o č e t mo leku lá rn í ch dynamik - md_run.mcr [2], k t e r ý 
je př i ložen na C D v souboru scripts/cluster/md_run-parameters .mcr. Tento skript by l 
p ř evza t a byly mu u m o ž n ě n y p o z m ě ň o v a t pouze v y b r a n é parametry. M o d u l na zák ladě 
v s t u p n í h o X M L souboru, k t e r ý popisuje ú lohu a tedy i parametry pro s p u š t ě n í ná s t ro j e 
Yasara, ses tav í skript pro b ě h moleku lá rn ích dynamik. Ses tavený skript je odes l án ke kal
kulaci na v ý p o č e t n í cluster. 

Jelikož pľO^ľctľíl YctSctľcl neumožňu je p ř í m o produkovat j edno t l ivé s n í m k y ve f o r m á t u 
PDB, jsou v y p o č í t a n é s n í m k y p řevedeny p o m o c í da lš ího skr ip tu - md_convert.mcr [1] do 
f o r m á t u PDB (př i ložen na C D v souboru scripts/cluster/md_convert-parameters .mcr). 
Simulace jsou b ě h e m v ý p o č t u u k l á d á n y ve spec iá ln ím d a t o v é m f o r m á t u n á s t r o j e Yasara 
(sim), k t e r ý u k l á d á oproti o s t a t n í m f o r m á t ů m i rychlost a s m ě r čás t ic , t a k ž e umožňu je 
naváza t na již ukončený v ý p o č e t simulace. Tento d a t o v ý fo rmát nab íz í m o ž n o s t na b u d o u c í 
še t řen í v ý p o č t ů . S n í m k y ve f o r m á t u sim budou uloženy do serverové cache a budou dále 
rozš i řovány jen v p ř í p a d ě p o ž a d a v k u na v ý p o č e t delší simulace. 

Po ukončen í kalkulace a konverze moleku lá rn í ch dynamik jsou s n í m k y poskytnuty mo
dulu C A V E R , k t e r ý v nich identifikuje tunely a vy tvo ř í v ý s t u p n í soubor. Soubor je opě t ve 
f o r m á t u X M L a obsahuje s t a t i s t i cká data všech t u n e l ů a c lus te rů . 

E x p e r i m e n t d é l k y b ě h u s imulace 

P r o m o ž n o s t p o s k y t n u t í o d h a d o v a n é h o času v ý p o č t u byly b ě h e m integrace e x p e r i m e n t á l n ě 
n a m ě ř e n y dé lky v ý p o č t ů pro r ů z n o r o d é proteiny. Výs ledky jsou zobrazeny v tabulce 7.1. 
P o ž a d a v k e m by l v ý p o č e t 5 nanosekund trajektorie v ž d y př i s h o d n ý c h p o d m í n k á c h . K a ž d á 
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ú loha požadova la př idě l i t 16 jader a 16 G B o p e r a č n í p a m ě t i . P ř i odes lán í ú loh do fronty bylo 
pozorováno , že tyto p o ž a d a v k y jsou ve frontě čas to p ř e d b í h á n y m é n ě n á r o č n ý m i ú l o h a m i , 
p ro tože požadu j í m é n ě zdro jů . P ř i b ě h u ú loh bylo zj iš těno, že n á s t r o j Yasara použ ívá k vý
p o č t u př ib l ižně 8 jader a využ ívá do 5 G B o p e r a č n í p a m ě t i , t a k ž e p o ž a d a v k y na v ý p o č e t n í 
zdroje mohou bý t sníženy. 

B ě h e m b ě h u simulace bylo v y p r o d u k o v á n o 50 s n í m k ů (interval pro u k l á d á n í s n í m k ů by l 
O.lns) , k t e r é vyprodukovaly od 26 M B (pro 40EE) až 436 M B (pro 2AKA). Jak m ů ž e m e vidět 
v tabulce 7.1, dé lka v ý p o č t u čás t ečně koreluje s velikostí struktury. V n ě k t e r ý c h p ř í p a d e c h 
však docház í k o d c h y l k á m , kdy u v ý p o č t u s truktur 4E46 a 4LRJ je čas značně odl išný i p řes 
p o d o b n ý p o č e t a t o m ů . 

Z výs ledků m ě ř e n í m ů ž e m e konstatovat, že velikost dat nebude z pohledu zpracován í 
serverem kompl ikovaná . D ů l e ž i t ý m zdrojem je však čas . Cas v ý p o č t u se m ě n í a nen í podle 
p o č t u a t o m ů m o ž n é predikovat čas p o t ř e b n ý pro jeho d o b ě h n u t í , ale je p o t ř e b a b r á t v po
v ě d o m í i o l igomern í stav proteinu. Podle n a m ě ř e n ý c h dat lze pozorovat, že heterodimery 
po t ř ebu j í více ča su k simulaci. 

Pozorován í b ě h e m experimentu vedlo k závěru , že za provozu budou sb í r ány stat ist iky 
délky v ý p o č t ů , ze k t e r ý c h se a p r o x i m a c í bude predikovat p ř e d p o k l á d a n ý čas v ý p o č t u . 

P D B k ó d 
O l i g o m e r n í P o č e t P o č e t D é l k a 

P D B k ó d 
stav aminokyselin a t o m ů v ý p o č t u [h] 

4 0 E E monomer 155 1 068 1:58 
2 0 M B homodimer 434 6 387 16:09 
4E46 monomer 296 2 491 5:51 
4 L R J heterodimer 296 2 258 7:33 
5 K 3 A homodimer 590 4 707 3:50 
1 C F J monomer 535 4 244 9:17 
5 H Q 4 monomer 669 5 344 10:42 
5 K S K homodimer 1 496 11 095 38:42 
2 A K A heterodimer 1 075 8 625 60:22 

Tabulka 7.1: Dé lka v ý p o č t u simulace moleku lá rn ích dynamik v délce 5 ns na v ý p o č e t n í m 
clusteru ( p ř e v z a t o a upraveno z [57]). 

7.3 Webová aplikace 

U ž i v a t e l s k é r o z h r a n í 

Uživate lské r o z h r a n í je nově v y t v o ř e n o v JavaScriptu (resp. jazyce TypeScr ipt ) s v y u ž i t í m 
knihovny React. Dá le se využ ívá React Router pro zobrazován í obsahu na zák l adě specifi
kované U R L adresy. Implementace React aplikace se nacház í na p ř i loženém C D v archivu 
frontend.zip. 

Framework React funguje na pr inc ipu reakce na z m ě n u stavu aplikace. I n t e r n ě si udržu je 
reprezentaci D O M 1 a př i jeho z m ě n ě v y p o č í t á a překres l í jen modif ikované komponenty. 
Komponenty p ř eds t avu j í j edno t l ivé p rvky s t r ánky , jež d isponuj í r o z h r a n í m , skrze k t e r é jsou 
napojeny na g lobáln í stav aplikace. K e sp rávě g lobá ln ího stavu se využ ívá knihovna Redux. 
Stav aplikace tvoř í jeden objekt a jeho modifikace se p rovád í p o m o c í akcí, k t e r é jsou vždy 

1Document Object Model - objektově orientovaná reprezentace H T M L [60] 
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cílené jen na u r č i t ou čás t (atributy) stavu. P ř i z m ě n ě stavu je v y v o l á n a akce, k t e r á určí , 
j aké komponenty je n u t n é překres l i t s n o v ý m i daty. 

Apl ikace tedy disponuje s v ý m stavem, k t e r ý zas t řešu je data aplikace, a komponentami, 
k t e r é tato data zobrazuj í . K p r o p o j e n í t ě ch to dvou funkčních jednotek se využ ívá tzv. 
kon te jne rů . V kontejneru si vývo já ř určí , k j a k ý m č á s t e m stavu bude d a n á komponenta 
napojena a k t e r é akce vůči g lobá ln ímu stavu m ů ž e p rovádě t . Specifikované r o z h r a n í se 
nazývá properties. 

Rozložení komponent v j e d n o t l i v ý c h s t r á n k á c h koresponduje s n á v r h e m , k t e r ý b y l po
p s á n v r á m c i kapi toly 6. K implementaci j edno t l i vých komponent bylo využ i t o knihovny 
React-bootsrap (ht tps: / / react-bootstrap.github.io/) , k t e r á disponuje j iž p ř e d p ř i p r a v e n ý m i 
elementy. Využívá se p ř e d e v š í m komponenta pro zobrazen í tabulky, vyskakovacích pozná 
mek a d ia logového okna modal . Společně s in tegrac í knihovny React-bootstrap by ly za
členěny i p ředdef inované kaskádové styly, k t e r é slouží jako zák ladn í grafický n á s t r o j . N a d 
stavbu zák ladn ích s ty lů knihovny bootstrap tvoř í ka skádové styly L o s c h m i d t o v ý c h labo
ra to ř í , k t e r é j iž byly definovány př i t v o r b ě p ředchoz ích ap l ikac í a s jednocuj í vzhled všech 
n á s t r o j ů t é t o organizace. 

J e d n o t n ý sdí lený vzhled a rozložení maj í i z á k l a d n í komponenty a s t r á n k y Loschmidto
vých l abo ra to ř í . Z á k l a d n í rozložení a vzhled komponent je zobrazen na o b r á z k u 7.3. S t r á n k a 
je t v o ř e n a záh lav ím, pa t i čkou a b o č n í m panelem, ve k t e r é m se n a c h á z í loga a informace 
o autorech. Pos l edn í čás t í je h l avn í panel, k t e r ý je u rčen k ind iv iduá ln í implementaci vývo
j á ř e m nás t ro j e . P ro s jednocení i t é t o čás t i se využ ívá sdí lených kon te jne rových komponent 
(boxů) , k t e r é zaba lu j í informace do zaob lených obdé ln íků s ú v o d n í m t i tulkem. 

S t r á n k a sbíraj ící v s t u p n í data od už iva te le je t v o ř e n a h l av n ě formulář i a t lač í tky, k t e ré 
se zobrazuj í na zák l adě p ředchoz ích voleb. K efektu r e a k t i v n í h o zobrazován í j edno t l i vých 
komponent se využ ívá j iž dř íve z m í n ě n é h o stavu. Akce (nap ř ík l ad k l iknu t í na t l ač í tko) 
p o z m ě n í p ř í z n a k v g lobá ln ím stavu aplikace a způsob í p řekres len í s t r ánky . Stav tak slouží 
k d v ě m a ú č e l ů m - definici vzhledu s t r á n k y a d ržen í kontextu probíha j íc í úlohy. 

Více i n t e r a k t i v n í je s t r á n k a v ý b ě r u p o č á t e č n í h o bodu pro v ý p o č e t tunelu. V t é t o s t r á n c e 
už iva te lovy volby ovlivňují v izua l izační komponentu, k t e r á vykresluje proteinovou struk
tu ru a na lezené ka t a ly t i cké kapsy. K vizual izaci biologických dat se využ ívá nové knihovny 
Mol* [48], k t e r á byla v y t v o ř e n a b r n ě n s k o u vědeckou skupinou, jež se zabývá vizual izaci 
biologických dat. 

Následuj ící s t r á n k a pro n a s t a v e n í n á s t r o j e C A V E R je t v o ř e n a opě t p r o s t ř e d n i c t v í m for
mu lá ř e . P o k l iknu t í na t l ač í tko pro odes lán í ú lohy jsou p o t ř e b n á data z p r a c o v á n a backendem 
do formy X M L souboru, k t e r ý je n á s l e d n ě odes l án do v ý p o č e t n í h o j á d r a . 

Po odes lán í ú lohy je už iva te l p ř e s u n u t na s t r á n k u prohl ížeče výs ledků . Zde je zobrazena 
informace o stavu prob íha j íc ího v ý p o č t u . Informace o stavu v ý p o č t u je sd í lena p ros t ř ed 
n i c tv ím z á z n a m u v d a t a b á z i , ke k t e r é m á p ř í s t u p j á d r o i backend, a slouží tak k jejich 
komunikaci . T l ač í tko pro zobrazen í výs ledků je n e a k t i v n í až do chvíle d o b ě h n u t í v ý p o č t ů . 
P o t é je u m o ž n ě n o p o m o c í p rok l iku přej í t do s t r á n k y výs ledků . 

S t r á n k a výs ledků je t v o ř e n a d v ě m a zá ložkami , k t e r é slouží pro zob razen í statistik celé 
simulace a a n a l ý z y j edno t l i vých s n í m k ů . V p ř í p a d ě ana lýzy s ta t i cké s t ruktury je zá ložka sta
t is t ik deak t i vována . V o p a č n é m p ř í p a d ě je uživate l i zobrazena a obsahuje tepelnou mapu 
všech t u n e l ů , statistickou tabulku tune lových c lus t e rů a tepelnou mapu jednoho tunelu. 
K vykres len í grafů se použ ívá knihovna recharts. Zá ložka a n a l ý z y jednoho s n í m k u nebo 
s ta t ické s t ruktury obsahuje komponenty a grafy pro zobrazen í a ana lýzy ident i f ikovaných 
t u n e l ů . H lavn ími komponentami jsou tabulka t une lů , v izual izační komponenta a ú lohy ná
stroje CaverDock. 
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O b r á z e k 7.3: Zák l adn í rozložení p r v k ů webových ap l ikac í L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í . Zá
k l adn ími p rvky už iva te l ského r o z h r a n í jsou záhlaví , p a t i č k a a b o č n í panel. V h l a v n í m panelu 
se využívaj í konte jnerové komponenty za úče lem sd ružen í s é m a n t i c k y p o d o b n ý c h p r v k ů do 
jednoho celku ( m o d r ý box). 

A p l i k a č n í backend 

Apl ikačn í backend je i m p l e m e n t o v á n v jazyce Java a využ ívá framework Spr ing Boot 
(ht tps: / /spring. io/projects/spring-boot) . Jeho implementaci lze na léz t na p ř i loženém C D 
v archivu backend.zip. Tento m o d e r n í framework b y l v y b r á n z d ů v o d ů jeho v las tnos t í , 
k t e r é umožňu j í rych lý vývoj ap l ikac í s lehkou konfigurací . H lavn í p ř e d n o s t í je p o s k y t n u t í 
r o b u s t n í h o zp racován í H T T P p o ž a d a v k ů a sp ráva koncových b o d ů R E S T A P I . Da l š ími 
už i t ečnými vlastnostmi jsou: a u t o m a t i c k á konfigurace, p o s k y t n u t í ano t ac í , s n a d n é ř ízení 
závislost í a ves t avěný Serviet kontejner [53]. 

P ř i s p u š t ě n í Spr ing Boot aplikace je v y h l e d á n v s t u p n í bod aplikace a je s p u š t ě n a auto
m a t i c k á konfigurace. P o t é se provede procedura skenování komponent, k t e r é jsou v projektu 
zahrnuty. Skenování nalezne všechny deklarace ba l íčků a komponent ( b e á n ů ) , k t e r é inicia
lizuje podle konfigurace [53]. 
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P ř i t v o r b ě d a t o v ý c h t ř í d se využ ívá p rog ramovac ího modelu za loženého na technologii 
Spring, k t e r ý u s n a d ň u j e už ívání technologi í pro p ř í s t u p k d a t a b á z í m , map-reduce framewor-
k ů m a c l o u d o v ý m d a t o v ý m s l u ž b á m [10]. 

V projektu se využ ívá p r á c e s r epoz i t á ř i , k t e r é nab íz í tvorbu d y n a m i c k ý d a t a b á z o v ý c h 
d o t a z ů z n á z v ů metod r epoz i t á ř e . B y l a p o u ž i t a knihovna Lombok, k t e r á p r o s t ř e d n i c t v í m 
a n o t a c í generuje metody typu getter a setter. Dalš í využ ívanou čás t í frameworku je Spring 
Data REST, p o m o c í k t e r é h o se vy tvá ř í koncové body aplikace [10]. 

Tato čás t s y s t é m u je z o d p o v ě d n á za p ř edzp racován í dat o b d r ž e n ý c h z v ý p o č e t n í h o já 
dra a z p ř í s t u p n ě n í dat ze souborového s y s t é m u či d a t a b á z e . Ap l ikačn í frontend se dotazuje 
na j edno t l ivé koncové body A P I p o m o c í H T T P p o ž a d a v k ů . Koncové body byly nav rženy 
p řesně pro p o t ř e b y aplikace. N a s t r a n ě t é t o komponenty docház í i k identifikaci struktur, 
k t e r é p o m á h a j í s v ý b ě r e m p o č á t e č n í h o bodu pro v ý p o č e t p ro t e inových t u n e l ů . Koncové 
body p ředs t avu j í kontroléry , k t e r é reaguj í na j edno t l ivé p o ž a d a v k y a volají běžící s lužby 
k obsluze p o ž a d o v a n ý c h akcí, jako jsou n a p ř í k l a d p r á c e se s o u b o r o v ý m s y s t é m e m a komu
nikace s d a t a b á z í . 

Hlavn í ú lohou backendu je zpracováva t p o ž a d a v k y od uživate le a spravovat ( p ř í p a d n ě 
v y t v á ř e t ) p o t ř e b n é soubory, jako jsou identif ikované biologické jednotky, konf igurační sou
bory pro j á d r o a vygene rované v ý s t u p n í soubory programu C A V E R . T y t o ú lohy se p rovád í 
pro k a ž d o u ú lohu zvlášť, t a k ž e je n u t n é j edno t l ivé soubory rozl išovat . V r á m c i aplikace 
byla n a v r ž e n a s lužba (StorageService), k t e r á zašt iťuje p rác i se s o u b o r o v ý m s y s t é m e m . 
P ř i zahá jen í nové ú lohy je vygene rován u n i k á t n í ident i f ikátor , k t e r ý slouží jako p ř í s t u p o v ý 
klíč do d a t o v é h o prostoru úlohy. D íky tomu je n a p ř í k l a d soubor, k t e r ý slouží pro identifi
kaci kapes, s p u š t ě n í mo leku l á rn í dynamiky a na lezen í t une lů , vždy u ložen v souboru pod 
j m é n e m structure .pdb. 

K a ž d á ú l o h a je v d a t a b á z i ident i f ikována j e d n í m z á z n a m e m , k t e r ý obsahuje informace 
o uživatel i , stavu ú lohy a adrese konf iguračního souboru u r č e n é h o pro j á d r o . Inic ia l izační 
skript d a t a b á z e se nacház í na p ř i loženém disku v souboru scripts/database/LL_caverweb 
_structure. sql. P o vy tvo řen í konf iguračního souboru je v d a t a b á z i z m ě n ě n status úlohy, 
k t e r ý j i označ í za p ř i p r a v e n o u k vykonán í . J á d r o , k t e r é d a t a b á z i p rav ide lně prohl íž í , s t á h n e 
konf igurační soubor a s p u s t í specifikované výpoč ty . Dá le se k úloze váží metadata, k t e r á jsou 
u ložena v s a m o s t a t n é tabulce. Metada ta slouží k dop lněn í ú lohy o dalš í p o t ř e b n é informace, 
jako jsou konfigurace ana lýz t ransportu l igandu, p ro tože b ě h e m j e d n é ú lohy m ů ž e m e spustit 
více t ě c h t o ana lýz s roz l ičnými l igandy a v různých tunelech. 

Výs ledky jsou nejprve s t aženy z v ý p o č e t n í h o clusteru a nás l edně u m í s t ě n y na specifická 
m í s t a v d a t o v é m prostoru úlohy. Jel ikož jsou data u ložena v souborech ve f o r m á t u xml, 
je n u t n é je zpracovat a p ř e fo rmá tova t do d a to v é reprezentace, v k t e r é budou poskytnuty 
we bovému rozh ran í . Z a t í m t o úče lem v apl ikaci figurují loadery, k t e r é jsou z o d p o v ě d n é za 
p řeveden í z o b e c n é h o d a t o v é h o f o r m á t u na in te rn í datovou reprezentaci aplikace. Dotazo
v á n í m se k o n k r é t n í koncové body A P I se data filtrují a j e š t ě více t rans formuj í . P r o b l é m e m 
a největš í výzvou, k t e r á je v současné d o b ě neus t á l e řešena , je dosažen í m i n i m á l n í zá těže 
klienta, p ro tože a n a l ý z y moleku lá rn ích dynamik p r o d u k u j í velké m n o ž s t v í dat. 

7.4 Nasazení 

Celá aplikace je cíleně n a v r ž e n á pro s n a d n é n a s a z e n í bez ohledu na geografickou či síťo
vou bl ízkost j edno t l i vých komponent. Pro to se k veškeré komunikaci se využ ívá v ý h r a d n ě 
s t a n d a r d n í c h síťových p ro toko lů jako je H T T P , S S H či M y S Q L . P r o snazš í na sazen í a p ře -
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nositelnost jsou všechny komponenty (s vý j imkou v ý p o č e t n í h o clusteru) p ř i p r aveny a dis
t r i b u o v á n y jako obrazy pro s y s t é m Docker (h t tps : / /www.docker .com/) . 

V r á m c i p l á n o v a n é h o nasazen í v p r o d u k č n í m p r o s t ř e d í L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í (ob
rázek 7.4) pak bude apl ikaci p ř e d ř a z e n o navíc j e š t ě reverzní proxy zajišťující k o m p l e t n í 
f lexibil i tu ve s k u t e č n é m u m í s t ě n í běhového p ros t ř ed í . 

Webový server 

HTTP 

Webový server 

Apache Tomcat  

Backend 

HTTP HTTP 

SQL 

Databázový server 

D-,il-,:l:-Aze MariaDB 

SQL 

Aplikační server 

lava Virtual Machine 

Jádro (Loschmidt core) 

SSH 

41 
Emailový server 

SFTP 

HPC - výpočetní cluster 
7K= 

PBS server FRONTEN D Úložiště 

7̂ = 
Výpočetní uzel 1 

O 
Výpočetní uzel 2 

o 

Výpočetní uzel N -1 
TV-

Výpočetní uzel N 

O b r á z e k 7.4: Z n á z o r n ě n í nasazen í n á s t r o j e Caver Web 2.0 [57]. 
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Kapitola 8 

Závěr 

Studium p ro t e inových s t ruktur je v pos ledn ích letech č ím dá l více p o p u l á r n í . D ů v o d e m ná
r ů s t u z á j m u je m o ž n o s t jejich p růmys lového využ i t í . H lavn í skupinou z á j m u jsou enzymy, 
k t e r é se od svých p ro tě j šků liší s chopnos t í katalyzovat chemické reakce, čímž se s távaj í za
j í m a v o u alternativou k t r a d i č n í m c h e m i c k ý m k a t a l y z á t o r ů m . N e v ý h o d o u ale zůs t ává jejich 
citlivost na p o d m í n k y v okoln ím p r o s t ř e d í a jejich selektivita vůči s u b s t r á t ů m , kdy ka-
ta lyzuj í n ě k d y jen jednu k o n k r é t n í molekulu. S tud ium e n z y m ů umožňu je jejich vlastnosti 
z lepšovat a ov láda t jejich funkčnost v p o ž a d o v a n é m s m ě r u [36]. 

E n z y m y čas to formují svá a k t i v n í m í s t a hluboko ve svém vni t ru , p ř i čemž jsou z vnějš ího 
p r o s t ř e d í p ř í s t u p n é p r o s t ř e d n i c t v í m p ro t e inových t u n e l ů . Prote iny a p ro te inové tunely byly 
p o p s á n y v kapitole 2. Tato p ř í s t u p o v á cesta (a p ř e d e v š í m její hrdlo) se s t ává h l a v n í m bodem 
zá jmu v ý z k u m u . Z k o u m á n í t ě c h t o úzkých mís t , skrývaj íc ích se u v n i t ř p ro t e inů , je v labora
to rn í ch p o d m í n k á c h velmi zd louhavé a n á k l a d n é , a proto vzn ik ly specia l izované programy, 
k t e r é umožňu j í analyzovat již n a s n í m a n é p ro te inové struktury. P ř í k l a d e m n á s t r o j ů , k t e ré 
se zaměřu j í na p r ů z k u m p ro t e inových t une lů , jsou C A V E R a CaverDock. N á s t r o j e byly 
p o p s á n y v kapitole 2. 

S rozvojem p o č í t a č o v ý c h s y s t é m ů narostly i možnos t i s tud i í , k t e r é mohou zachycovat 
i d y n a m i c k é děje v p ro t e inových komplexech. Problemat ika s imulací mo leku lá rn ích dynamik 
vče tně existuj ících a l t e r n a t i v n í c h p ř í s t u p ů byla uvedena v kapitole 3. 

V současné d o b ě existuje velké m n o ž s t v í p r o g r a m ů , k t e r é nab íz í r ů z n o r o d é druhy ana
lýz. Jejich použ íván í je doprovázeno n u t n o s t í jejich p r v o t n í studie, jež s toj í d r a h o c e n n ý čas 
vědeckých p r acovn íků . Z tohoto d ů v o d u vznikaj í nové komplexně jš í aplikace, k t e r é sdružuj í 
j edno t l ivé n á s t r o j e do p racovn ích p ro toko lů v už iva te l sky př ívě t ivé formě. Jednou takovou 
apl ikací je i aplikace Caver Web, jejíž nová verze byla n a v r ž e n a v kapitole 6. Nová verze 
aplikace p ř ináš í v dnešn í d o b ě u n i k á t n í m o ž n o s t v ý p o č t ů mo leku lá rn í ch dynamik v r á m c i 
webové aplikace a stane se tak p rvn í , k t e r á tuto m o ž n o s t poskytne. Dů lež i tou součás t í 
p r áce bylo zachování jednoduchosti už iva te l ského r o z h r a n í v kombinaci se z n a č n ý m ná
r ů s t e m p rezen tovaných informací . Vývoj už iva te l ského r o z h r a n í b y l p rav ide lně konzu l tován 
s d o m é n o v ý m i experty z L o s c h m i d t o v ý c h l abo ra to ř í . 

Vývoj aplikace znamenal i rozš í ření celého sys t ému , k t e r ý nyn í zašt iťuje kalkulaci mole
ku lá rn ích dynamik na v ý p o č e t n í m clusteru. N á v r h rozší ření a implementace nových m o d u l ů 
j á d r a s y s t é m u byly p o p s á n y v kap i to l ách 6 a 7. Uživate lské r o z h r a n í bylo i m p l e m e n t o v á n o 
(vče tně nově nav ržených p r v k ů ) za využ i t í technologie React. 

V ý s t u p e m vývoje je p r v n í prototyp aplikace, k t e r ý umožňu je spustit p lně automatickou 
simulaci mo leku l á rn í dynamiky a p rovés t z á k l a d n í zobrazen í a a n a l ý z u na lezených t u n e l ů 
ve w e b o v é m rozh ran í . Ap l ikace je v a k t u á l n í p o d o b ě bohuže l nes tab i ln í , neboť se nestihlo 
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plně dokonč i t zefekt ivnění zpracováván í a vizualizace velkého m n o ž s t v í dat, k t e r é generuje 
simulace moleku lá rn í dynamiky. P r á c e na vývoji i n a d á l e pok raču j e a v bl ízké budoucnosti 
začne i implementace dalš ích rozš í ření nav ržených v r á m c i t é t o p ráce . 

P r á c e byla na konci roku 2021 ú s p ě š n ě p r e z e n t o v á n a formou posteru na konferenci pod 
zá š t i t ou in ic ia t ivy E L I X Í R C Z [4], k t e r á propojuje vědní skupiny zabývaj íc í se s t r u k t u r á l n í 
biologií. V k v ě t n u roku 2022 byla p r á c e ú s t n ě p r e z e n t o v á n a na konferenci E x c e l @ F I T [5], 
kde byla o c e n ě n a odbornou komisí za m u l t i o b o r o v ý p ř e s a h a kva l i tn í t ex tové zpracování . 
Dá le z ískala i cenu J i ř ího K u n o v s k é h o , k t e r á byla u d ě l e n a na zák ladě h lasování veře jnost i . 
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