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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva analyzou proteinovych struktur. Cilem je navrhnout Caver
Web 2.0 — novou verzi webové aplikace, ktera zacleni dalSi védecké néstroje a uzivate-
lim umozni projit komplikovany pracovni protokol za poskytnuti relevantnich vysledkta
bez nutnosti hlubsi znalosti integrovanych néastroji. Vse bude zprostfedkovano prostred-
nictvim jednoduchého a interaktivniho uzivatelského rozhrani. Aplikace rozsifuje ptvodni
aplikaci Caver Web 1.0 o nové vlastnosti. Caver Web 1.0 je webovy server vhodny pro
identifikaci proteinovych tuneli a kanéli, pro které umoznuje spustit analyzy transportu
ligandi. Program se vyznacuje intuitivnim a uzivatelsky piivétivym rozhranim s minimem
pozadovanych vstupu od uzivatele. Server je vhodny i pro vyzkumniky bez pokrocilych bio-
informatickych nebo technickych znalosti. Jeho soucasna verze je ve védecké komunité dobre
zavedena a velmi vyuzivand (35 000 dokonéenych vypocti béhem dvou let provozu). Nej-
vyznamnéjSim omezenim soucasné verze je moznost analyzovat pouze statickou strukturu,
coz Casto poskytuje neuplny biologicky obraz. Proto bylo rozhodnuto o rozsifeni nastroje
o vypocet molekuldrnich dynamik, které poskytnou uceleny obraz na promény proteinovych
struktur.

Abstract

This thesis focuses on the analysis of protein structures. The aim is to design Caver Web 2.0
— a new version of the web application that integrates additional 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. Everything will be delivered through a simple
and interactive user interface. The application extends the original Caver Web 1.0 appli-
cation with new features. Caver Web 1.0 is a web server suitable for identifying protein
tunnels and channels for which it allows to run ligand transport analyses. The program
is characterized by an intuitive and user-friendly interface with minimum 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 in the scientific
community (35,000 completed calculations in two years of operation). The most significant
limitation of the current version is the ability 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

Uvod

Jiz od 18. stoleti zaziva nas druh vyrazny a pomérné rychly technologicky pokrok, ktery
mu umoznuje prozkoumavat stale konkrétnéjsi oblasti bezprostfedné spjaté s nasim kaz-
dodennim zivotem. Jednou z téchto oblasti je védomi o tom, jak funguje nase télo a zivot
kolem nés. S rozvojem lidské spolecnosti a technologii se vyvinuly metody, které odhalily
a umoznily analyzovat nejzdkladnéjsi stavebni prvky naseho téla véetné jejich funkci.

Jednou z klicovych slozek zivych organismi na planeté jsou makromolekularni slouce-
niny zvané proteiny, které v nich zastavaji Sirokou plejadu dulezitych funkci. Slouzi napriklad
jako stavebni prvky, transportéry malych molekul, zdsobarny nebo se podili na imunitnim
systému ¢i katalyze biochemickych procest. Neptekvapi proto, ze proteiny muzeme najit
ve vSech orgdnech a ¢astech lidského téla. Lze je nalézt ve vlasech (keratin) a svalech (ak-
tin), kde ovliviiuji nas vzhled a umoznuji motoriku, nebo v mozku (myelin), kde zajistuji
spravné a rychlé vedeni nervovych vzruchi. Z tohoto davodu jsou proteiny jiz dlouhou
dobu v popredi zajmu védciu. Védomosti ziskané zmapovanim vlastnosti a interakci mezi
proteiny nam slouzi nejenom k lepsimu pochopeni fungovani organismu, ale 1ze je vyuzit téz
pri tvorbé novych proteini. Nové proteiny by mohly byt aplikovany ve velkém mnozstvi od-
vétvi lidské Cinnosti. Nejcastéjsim piikladem zajmovych oblasti tzv. proteinovych inzenyra
je oblast vyvoje novych 1é¢iv ¢i zvyseni produkce prumyslové vyuzivanych proteini.

Sektor proteinového inzenyrstvi nabizi prostor pro aplikaci vypocetni techniky, ktera
umoznuje zna¢né urychlit a zlevnit samotny vyvoj a studium vlastnosti proteinu. Dulezi-
tymi funkcemi, které vypocetni technika poskytuje, jsou smysluplné reprezentace dat vé-
decké komunité, umoznéni zakladnich i pokrocilych analyz dat a zprostiedkovani predikce
vlivu zmén na budouci vlastnosti latek. Dalsim prikladem aplikace je vypocet molekularni
dynamiky, které tak zpristupnuji jinak tézko v Case pozorovatelné déje na drovni atom.
Vytvoreny model navic 1épe prezentuje modelovany systém a umoznuje presnéjsi analyzu
proteint.

Téchto uzitecnych funkci, zobrazeni dat, vypocta a simulaci Ize docilit pouzivanim speci-
alizovanych programt. Jejich pouzivani vsak klade nové pozadavky na proteinové inzenyry,
protoze jednotlivé programy ocekavaji odlisné vstupni formaty a disponuji celou radou
konfiguracnich parametrti, které mohou mit kriticky vliv na biologickou relevanci vysledkii.
Takze pro spravné nastaveni parametri je nutné hloubéji studovat tyto nastroje a datové
formaty, které pouzivaji. Kazdy program navic vétsinou poskytuje pouze parcidlni funkci,
takze je nutné je vhodné fetézit a kombinovat — naptiklad pri provedeni libovolné analyzy
je potfeba ziskand data vizualizovat dalSim vhodnym softwarem.

Predstavme si védce — proteinového inzenyra, ktery je expert v doméné strukturdlni
biologie, a jeho ¢innosti je studium struktury proteinti. Védec chce studovat enzym e, ktery



pii vytvotrenych laboratornich podminkach neprovadi predpoklddanou katalytickou ¢innost
v takovém rozsahu, v které by ji o¢ekaval. Disponuje protokoly z laboratori, které udavaji,
jaké latky se v roztoku vyskytuji — napriklad latky: a, b a ¢, pricemz latka a je kataly-
zovana enzymem e na latku b. Védec z provedenych experimentt predpoklada, ze latka c
muze néjakym zpusobem blokovat aktivitu enzymu, a chce toto tvrzeni provérit pomoci
pocitacovych programu. Nejprve musi provést resersi ohledné existujicich nastroju. Napri-
klad pro zobrazeni dat muze vyuzit ndstroj PyMOL [20]. Déle vi, ze dany enzym ma své
aktivni centrum uvniti struktury, a proto chce studovat celou cestu, kterd do mista vede.
Pro identifikaci takové cesty mize pouzit ndstroj Caver [14]. Soucasné ale vi, Ze kmitdni
proteinu muze zpusobit zménu vlastnosti cest vedoucich do jeho zkoumaného mista, a proto
pouzije néstroj pro simulaci tohoto kmitédni — Yasara [31]. Na zdvér chce provést analyzu,
jestli latky doputuji az do aktivniho mista, nebo se do néj nedostanou v disledku ptisobeni
latky c. K této analyze vyuzije naptiklad néstroj CaverDock [55]. Po nalezeni a instalaci
zacne jednotlivé programy spoustét a vyvstanou mu nové otazky a problémy typu: (i) ne-
existuje lepsi reprezentace této struktury?; (ii) jak vybrat vhodny bod pro vypocet tunelu
a kde lezi samotné aktivni misto?; (iii) kde naleznu popis latek v roztoku a jak je preddm
nastroji? (iv) jak mohu spustit vypocet kmitani proteinu tak, abych mohl na svém stroji
pracovat i na dalsich problémech?

Védec zjistil, ze pro feseni jeho otazky je potfeba pouzit pomérné mnoho programii, které
musi spoustét jeden po druhém. Svého zadméru vsak nakonec po dlouhé analyze ziskanych
vysledktu dosahl — zjistil, ze latka c se vaze v jediné pristupové cesté k aktivnimu mistu
a vyrazné tak snizuje jeho aktivitu.

Podobné postupy a souvisejici problémy denné resi i kolegové z Loschmidtovych labo-
ratori, a proto vznikla myslenka na vytvoreni aplikace, kterd tuto ¢innost zautomatizuje
a nebude po uzivateli pozadovat odborné znalosti pouzivanych nastroju. Na zakladé této
myslenky vznikla webova aplikace Caver Web, ktera se rychle stala populdrni napti¢ svéto-
vou védeckou komunitou.

Cilem této diplomové prace je vyvoj nové verze webové aplikace Caver Web [49], ktera
poskytuje snadny piistup a ovladani bioinformatickych nastroju za tcelem analyzy protei-
novych tuneli a kanala. Skrze privétivé uzivatelské prostredi umoznuje smysluplné nastavit
parametry téchto specializovanych nastroju bez nutnosti jejich podrobné znalosti. Hlavnim
prinosem nové verze aplikace je jednoduché nastaveni a zpristupnéni molekuldrnich dyna-
mik, které do analyzy ptidaji dosud chybéjici hledisko pfirozené dynamické povahy proteina
a diky kterym se vyrazné zvysi divéryhodnost a relevance nalezenych tunela.

V ramci diplomové prace bude uvedena a popsana problematika oblasti analyzy pro-
teinovych tunelt za vyuziti molekularnich dynamik. V kapitole 2 bude vysvétlena proble-
matika proteini a proteinovych tuneli. Bude popsana jejich struktura, slozeni a funkce.
Pozornost bude soustfedéna na katalytickou funkéni skupinu proteini (tzv. enzymy), pre-
devsim na detekei vnitinich prostor (aktivnich mist) a cest (tuneli) vedoucich do téchto
vnitroproteinovych mist. V nasledujici kapitole 3 bude predstavena molekularni dynamika.
Bude vytycena terminologie pouzivana v této oblasti. Poté budou popsany jednotlivé kroky
simulace. Bude uvedena problematika silovych poli a pohybu ¢éstic, u které budou predsta-
veny zakladni metody pouzivané pro integraci pohybovych rovnic. Zavérem kapitoly bude
popséana volba idedlni délky kroku simulace. Nasledné budou v kapitole 4 popsany nastroje
CAVER a Caver Web. V kapitole 5 bude predstavena soucasné verze rozsifované aplikace.
V kapitoldch 6 a 7 bude uveden ndvrh (véetné pruzkumu existujicich feseni) a implementace
aplikace.



Kapitola 2

Proteiny

Proteiny jsou nedilnou soucasti vSech zivych organismui na Zemi a tvori vétsinu jejich pevné
hmoty. Tato kapitola si klade za cil uvést do problematiky proteint. Bude vysvétlena za-
kladni struktura téchto makromolekul véetné principu jejich formovani do slozitych pro-
storovych dtvarad zvanych konformace. Déale budou uvedeny funkéni skupiny proteini, do
kterych se proteiny radi podle funkce, jiz v bunce zastavaji. Poté bude detailné popsana
katalytickd skupina, u které se ve velké mire vyskytuji tzv. aktivni mista, a proteinové
tunely, které budou podrobné vysvétleny v zavéru kapitoly. Zdrojem informaci pro sepsani
kapitoly, pokud neni v textu uvedeno jinak, bylo vyuzito literatury [6].

2.1 Struktura proteinii

Proteiny (také oznacované jako bilkoviny) jsou makromolekuldrni molekuly slozené z jed-
noho, nebo vice polypeptidovych fetézct. Zakladni slozkou polypeptidového fetézce jsou
aminokyseliny. Tyto aminokyseliny se zfetézuji pomoci kovalentni peptidové vazby a jejich
sekvence jednozna¢né urcuje konkrétni bilkovinu.

Sekvenci aminokyselin oznacujeme jako primdrni strukturu proteinu. Kazda z bilkovin-
nych aminokyselin se vyznacuje svymi specifickymi vlastnostmi. P¥i pozorovani zaujimani
prostorové konformace (usporadani) nas predevsim zajimé jejich (ne)polarni a hydrofilni,
respektive hydrofobni, charakter, ktery spoleéné s (k nataceni benevolentni) polypeptido-
vou vazbou mezi aminokyselinami umoznuje svinuti tzv. polypeptidové kostry proteinu do
3D struktur (viz obrézek 2.1). Formovani téchto struktur je zapti¢inéno pusobenim nekova-
lentnich vazeb, které pusobi mezi vodiky (vodikové mustky), ionty (iontové vazby) a mezi
molekulami (van der Waalsovy sily). Pokud studujeme prostorové usporadani v ¢éasti sek-
vence bilkoviny, hovofime o sekunddrni struktufe proteinu a mizeme identifikovat dva
prostorové utvary: alfa Sroubovici (a-helix) a sklddany list (S-sheet). V piipadé analyzy
celé sekvence proteinu hovorime o tercidlni struktufe. Za kvartérni strukturu oznacujeme
shluk dvou a vice polypeptidovych Fetézci, které spoleéné tvoii jednotny funkéni celek (tzv.
multimer) [61].

Unikatni priméarni struktura proteinii s ptisobenim sil nekovalentnich vazeb predurcuje
i unikatni prostorovou konformaci, kterd predurcuje jeho funkci.
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Obrézek 2.1: Piiklady primarni, sekundérni, tercidlni a kvartérni struktury proteint (pfe-
vzato z [18]).

2.2 Funkc¢ni skupiny proteini

Jak jiz bylo zminéno vyse, proteiny jsou zakladnimi stavebnimi kameny zZivych organismu
a plni v nich velké mnozstvi funkci. Z tohoto divodu se bilkoviny déli do niZe vypsanych
skupin podle tlohy, kterou v organismu zajistuji. Posledni skupina proteini bude podrobnéji
popsana v nasledujici ¢asti této kapitoly.

Skupina regulacénich bilkovin svym pisobenim kontroluje expresi genii, ¢imz umoz-
nuje organismu ovladat procesy, které se uvnitt ného déji. Prikladem jsou bilkoviny,
které ovliviiuji tvorbu laktdzy. Ta stépi laktézu na sacharidy, které se dale zpracovavaji
v organismu za uc¢elem zisku energie.

Klasickym zastupcem receptorovych proteini, tedy proteinu zpracovavajicich sig-
naly z vnéjsiho i vnitfniho prostredi, je rhodosin, ktery reaguje na svétlo dopadajici
na sitnici.

Skupina signalnich bilkovin zajistuje prenos signalu k zastupctim receptorové sku-
piny. Prikladem je insulin, jenz reguluje mnozstvi glukosy v téle.

Zasobni proteiny ukladaji zasoby latek pro budouci zpracovani. Zastupcem je napii-
klad ferritin, ktery uklada zelezo v jatrech.

Proteiny, které zajistuji pohyb organismu, oznac¢ujeme za proteiny pohybové. Prikla-
dem je myosin. Ten umoznuje pfeménovat energii v ATP na cilené sméfovany pohyb
v buiice.

Dalsi neméné dilezitou skupinu tvori proteiny transportni, které zajistuji prenos
latek z jednoho mista na druhé. Prikladem je hemoglobin, jenz zasobuje organismus
kyslikem.



e Strukturni bilkoviny tvori hmotu, ze které jsou sestaveny bunky a tkané. Ve vlasech
a nehtech se nalézd ziejmé nejznaméjsi zastupce — keratin.

¢ Posledni skupinu tvori katalytické proteiny zndmé také jako enzymy. Jejich specific-
kou vlastnost{ je schopnost ruseni a vytvareni novych kovalentnich vazeb. Piikladem
enzymu je jiz vyse zminény protein laktdzy, ktery stépi mléény cukr laktézu na jed-
nodussi a pro télo zpracovatelnou glukozu.

2.3 Enzymy

Enzymy jsou nedilnou soucasti kazdé bunky, ktera jich obsahuje velké mnozstvi. V burice
plni velice uziteénou funkci katalyzatora chemickych reakci, kdy snizuji potfebnou aktivacni
energii. Bez jejich pritomnosti by vétsina chemickych déju v bunce neprobihala.

Toto prostorové usporadani pti detailnéjsim pohledu odkryva nesc¢etné mnozstvi zahyb,
vycnélki a kanald, pricemz kazdy je tvoren specifickym souborem aminokyselin. Jejich sou-
bory umoznuji navazani ligandu vytvorenim dostatecného mnozstvi nekovalentnich vazeb
pouze tém ligandim, které svym tvarem presné odpovidaji tvaru povrchu proteinu a jejich
slozeni vytvari prislusné nekovalentni interakce. Tento princip je znamy pod pojmem ruka
a rukavice (nebo také princip klice a zimku) a je vyobrazen na obrazku 2.2.

Obrézek 2.2: Znazornéni vazani specifického ligandu na povrchu proteinu (ruka a rukavice)

Enzymy vazi jeden, nebo vice ligandt zvanych substrdty. Substrat vazany v tzv. aktivnim
misté (obrézek 2.3) preménuji pii tvorbé nebo ruseni kovalentnich vazeb na produkt. Po
dokonceni reakce je produkt diky pozmeénéné struktute, kterd jiz nespliuje podminky pro
vazani v aktivnim misté, uvolnén do prostiedi.

2.4 Proteinové tunely a kanaly

Ve vSech skupinach proteinii mtzeme nalézt spousty zakrutd, otvort a dlouhych slepych
chodeb, které se nazyvaji tunely. Problematika téchto tunelt je dikladné studovana prede-
vs$im ve spojitosti s enzymy, které si v milionech let trvajici evoluci vyvinuly a zformovaly
sva aktivni mista pravé na konci téchto slepych chodeb, aby byla chranéna pred vlivem
vnéjsiho prostiedi. Informace pro tuto ¢ast kapitoly jsem Cerpal z literatury [51].

Potencialnim divodem prenosu aktivniho mista do vnitra enzymi mize byt jejich snaha
o plnou kontrolu okoli aktivniho mista, kterd by na povrchu mohla byt ovlivnéna rtznymi
rozpoustédly z okolnfho prostfedi. Aktivni mista jsou spojena s povrchem tunely, které
zprostiedkovavaji vyménu latek mezi aktivnim mistem a vnéjsim prostfedim a rozsituji tak
model zdmku a klice o prvek klicové dirky. Klicovd dirka je v tomto pripadé tvorend tunelem
urcitého tvaru a jeji slozeni predurcuje enzymatickou funkci celého enzymu.
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Obrézek 2.3: Piiklad aktivniho mista (oranzova kapsa) v proteinu haloalkandehalogendzy,
ktery odbourava latku znecistujici zivotni prostiedi [35]. V obrazku jsou (zluté) vyznaceny
tzv. katalytickd rezidua, kterda umoznuji katalyzu substratu. Obrazek byl vytvoren prostred-
nictvim aplikace Caver Web [49].

V literatufe se lze setkat s mnoha vyklady terminu tunel (tunnel) a kandl (channel).
V réamci vySe zminéné literatury a dale i v rdmci celé diplomové prace pojem tunel oznacuje
spojeni mezi aktivnim mistem umisténym uvniti enzymu a jeho povrchem nebo spojeni
mezi aktivnimi misty uvnitt enzymu ¢ v proteinovém komplexu (multimeru). Pojem kandl
oznacuje spojeni ruznych ¢asti povrchu proteinu, kterym mize latka projit bez nutnosti
transformace (obrazek 2.4).

Nejuzsi misto tunelu se nazyva hrdlo. Hrdlo tunelu je ¢asto ovladano tzv. brdnou, ktera
toto misto muze jesté vice zuzovat (uzavirat) a ucinit tak tunel neprichozi. Brana ¢asto ote-
vira tunel v urc¢itém casovém intervalu. To znamend, Ze nabiz{ dalsi regulaé¢ni mechanismus
pro pristup latek do aktivniho mista [51].

Permanentni a prechodné tunely

Vétsina proteint pri prvotni analyze pusobi dojmem, ze obsahuje pouze jeden permanentni
tunel, ktery se v Case neuzavird. Pokud bychom vsak tyto proteiny podrobili dlouhodo-
bému pozorovani s moznosti identifikace tunel v redlném case, zjistili bychom, ze nékteré
proteiny disponuji dalsimi otevienymi tunely jen v uréitych okamzicich. Tunely, které jsou
identifikovany jen ve vybraném ¢ase, se nazyvaji prechodné (transient) (viz obrazek 2.5).



Obrézek 2.4: Proteinovy kandl (A) a tunel (B) (prevzato z [11]).

Otéazka, kterda muze vyvstat ve spojitosti s pojmy otevienych a zavienych tunel, je
pozadavek na minimalni prameér tunelu, aby byl klasifikovin jako otevieny. Podle vyse
uvedené literatury [51] je za otevieny tunel povazovan takovy tunel, ktery disponuje $itkou
hrdla vétsi nez 1.4 A.

Jelikoz v soucasnosti existuji v naprosté vétsiné zaznamy pouze o statické podobé pro-
teind, je nutné pro sledovani zmén proteinové struktury v ¢ase vyuzit pocitacové programy.
Pro sledovani zmén struktury proteinti v ¢ase se vyuziva vypoctu molekuldrnich dynamik,
které budou podrobnéji popsany v kapitole 3.

2.4.1 Experimentalni metody

V soucasnosti neexistuje zadna metoda schopnd pfimo experimentalné studovat tunely a ka-
naly. Informace o jejich vlastnostech se tak musi ziskdvat pouze zprostiedkované, coz li-
mituje jejich piimou vyuzitelnost. Proto se tunely nejcastéji studuji in silico s vyuzitim
vypocetnich metod. Prvnim krokem k jejich studiu je ziskani kvalitni informace o poloze
jednotlivych atomi proteinu v prostoru. Pro tento kol existuji t¥i hlavni experimentalni
metody, které umoznuji zachytit protein na atomarni drovni. Prvni metodou je rentgenovd
krystalografie, druhou je nukledrni magnetickd rezonance a treti elektronovd mikroskopie.

Pokroky, kterych bylo dosazeno v poslednich desetiletich v oblasti rentgenovych tech-
nologii, umoznily charakterizovat struktury proteini s velmi vysokym rozliSenim. Pti této
metodeé je protein vykrystalizovan a podroben svazku rentgenového zateni. Difraktovany pa-
prsek, ktery je zachycen snimacem, je poté analyzovan za ticelem urceni polohy jednotlivych
atomi proteinu. Proteiny jsou zachyceny v riznych konformacich, ve kterych byly zachy-
ceny v podobé krystalu. Diky tomu se ziskavaji snimky rtznych proteinovych konformaci,
které vSak nemusi odrézet trajektorie samotného proteinu [7].

Nuklearni magneticka rezonance analyzuje protein, ktery je umistén v rozpoustédle za
vlivu silného magnetického pole. Struktura je podrobena zkoumani pomoci radiovych vin,
které zachyti pozice atomi v proteinu. Na rozdil od prvné jmenované metody nukleirni
magnetickd rezonance umozinuje limitované studovat dynamiku (proménlivost) proteinové
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Obrézek 2.5: Ukazka permanentniho (tunel 1), pfechodného (tunel 2) a trvale uzavieného
(tunel 3) tunelu. Prevzato z [51].

struktury. Moznost pozorovat molekularni dynamiky umoznuje ovétit presnost jejich teore-
tickych vypocti a poskytuje prilezitost k identifikaci pfechodnych tuneld.

Posledni zminénou metodou je elektronova mikroskopie. K zobrazeni proteinu se vyuziva
svazek elektronti a soustava elektronovych snimact. Vysledkem jsou 2D snimky, které se do
podoby 3D struktury prevadi pomoci specializovanych technik. Jednou z nich je napiiklad
technika cryo-EM. Technika zobrazuje mnoho tisic riznych jednotlivych ¢astic uchovanych
v tenké vrstvé nekrystalického ledu. Predpoklada se, Ze tato zobrazeni zachycuji molekulu
v nescetnych riznych orientacich. Nasledny vypocetni postup, ktery se podoba pocitacové
tomografii, poskytne 3D mapu hustoty hmoty, ze které se ziska 3D reprezentace proteinu [7].



Kapitola 3

Molekularni dynamika

Molekularni dynamika je metoda pocitacové simulace pohybu atomt v zavislosti na fyzikal-
nich silach, které na né ptisobi. Simulace umoznuji predpovidat chovani molekul za urcitych
podminek (teploty, tlaku, pfitomnosti malych molekul a prostredi).

Historie vypoc¢tu molekularnich dynamik sahd ke konci 50. let 20. stoleti, kdy byl poprvé
predstaven jejich koncept Alderem a Wainwrightem za ticelem zachyceni interakce mezi ¢as-
ticemi. V prubéhu nasledujicich desetiletich se tyto metody a poznatky postupné zlepsovaly
a vytvorily tak jejich dnesni podobu a zptsob vyuziti. V soucasnosti nachazeji tyto simulace
uplatnéni v oblasti predpovidani dynamiky makromolekuldrnich struktur, predevsim pro-
teint. Prikladem muze byt formovdni struktury proteinu (protein folding), vypocet volné
energie molekuly a studium transportu ldtek v proteinech [23].

Molekularni dynamiky slouzi také k rozsifeni teoretickych znalosti o strukturach, které
byly ziskdny pomoci rentgenové krystalografie nebo nuklearni magnetické rezonance ve
statickém stavu. Mizeme o nich fict, Ze jsou tvoreny programem, ktery zastituje simulac¢ni
techniky pro pochopeni principtt uvnitt struktur na atomové trovni [51].

Pro vypocet molekularnich dynamik se pouzivaji specializované softwary. Mezi nejpo-
pularnéjsi nastroje patii AMBER, CHARM, GROMACS a NAMD. Ackoli se jedna o velice
optimalizované nastroje, stale neni mozné simulovat rozsahlé a dlouhé dynamiky z divodu
velké naro¢nosti na hardware a vypocetni ¢as. Prikladem stroje, ktery je schopen provést
vypocty simulujici trvani pozorovani stovky nanosekund nebo jednotky mikrosekund za
vyuziti velkého mnozstvi grafickych jednotek, je superpocita¢ Anton [51].

V ramci kapitoly bude uvedena problematika molekuldrnich dynamik. Budou popsany
jednotlivé kroky simulace sklddajici se z inicializace zakladnich parametrti véetné silovych
poli. Déle se bude kapitola vénovat uvedeni zdkladnich integra¢nich metod, které se pfi
vypoctu pouzivaji, a stanoveni délky kroku simulace. Zavérem bude uveden priklad alter-
nativniho pristupu k vypoctu konformaci proteinu.

3.1 Kroky simulace

Simulac¢ni procedura obsahuje nékolik dil¢ich kroku, kterymi jsou: inicializace, vypocet
silovgch poli (force field), kalkulace integrace pohybovich rovnic, vybér soubori (ensem-
bles) a termostati (thermostats), béh simulace a analyza (viz obrazek 3.1). Prvnim krokem
je ziskani a priprava proteinové struktury. Vyuzit je mozné nejen experimentalné ziskané
struktury, ale také vypocetni struktury ziskané napiiklad homolognim modelovanim.
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Silova pole jsou definovana pomoci datového souboru. Slouzi k urceni sil, kterymi jed-
notlivé atomy disponuji, a umoznuji programu urcit, k jakym interakcim bude v systému
dochéazet. Problematika silovych poli bude podrobné zachycena v nésledujici ¢asti kapitoly.
Soucasné s definici silovych poli dochézi i k nasazeni ur¢itého modelu vody (pfikladem mize
byt SPC SPC/E a TIP3P), ktera poslouzi jako rozpoustédlo (okolni prostiedi) zkoumané
struktury. Po nasazeni rozpoustédla jsou do systému pripadné dodany ionty pro nastaveni
celkové neutrality.

P1i vypoctu pohybovych rovnic molekul a atomt se vyuziva riznych integra¢nich a nu-
merickych metod. Urceni pozice atomt a jejich poc¢ateéniho pohybu je provedeno v inicia-
liza¢ni fazi. Prislusnd metodika bude podrobnéji popsana v dalsi ¢asti této sekce.

Poté se provede zpracovani soubort a termostatti s naslednym spusténim béhu simulace
po zvolenou dobu. Zavérem je provedena analyza vysledki, ktera je spoleéné se ziskanou
dynamikou preddna uzivateli [23].

Bio molecules Selection \

| Force Field Calculation |

Initialization

Heating

|

Energy Minimization
& Equilibrium

Rescaling of
velocities

Selection of ensembles
& Thermostats

J

I Production Run
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ﬂ in production

time step

Amnalysis/Structure
got converges or Not

=

Obrazek 3.1: Kroky vypo¢tu molekuldrni dynamiky (prevzato z [23]).
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3.2 Silova pole (force field)

Silova pole zachycuji parametry, kterymi muzeme definovat potencionalni energii atomu
a molekul v ramci simula¢niho modelu. Hodnoty parametri jsou ziskdny experimenty v la-
boratotich soucasné s aplikaci kvantové mechaniky. Dnes rozliSujeme podle typu parametra
t¥i hlavni skupiny silovych poli [34]:

o atomové (all-atom) — definujeme sily jednotlivych atom.

« molekulové (united-atom) — uréujeme sily ptisobici v ramei skupin atomu a molekul
(napf. sloucenina uhliku s vodikem je reprezentovina jako celek s vétSim polomérem).

o hrubozrnné (coarse-grained) — atomy a molekuly shlukujeme ve vétsi celky a ty
bereme jako jednotku disponujici urcitou silou. Tento pristup se pouziva predevsim
v delsich simulacich makromolekul (pfedevsim proteinit).

Vypocet silovych poli

Jak bylo zminéno vyse, v ramci struktur ptsobi vazebné a nevazebné sily. Z téchto sil jsou
i definovana silova pole, tedy celkovou energii muzeme definovat jako [23]:

Ecelkem = Evazebna + Enevazebna (31)

pricemz energie vazebnych a nevazebnych sil zavisi na kovalentnich a nekovalentnich vazeb-
nych interakei, které mohou byt vyjadieny nasledovné [23]:

Evazebna = Evazby + Euhlova + Evzepeti (32)

Enevazebna = Eelektrostatieke + EvcmderWalls (33)
V soucasnosti jsou vazby a vazebné energie obvykle modelovany pomoci harmonickych
oscilatort, které zachycuji jejich kmitani a zabranuji rozbiti chemickych vazeb.
V oblasti nekovalentnich vazeb pusobi vice meziatomarnich interakci. Obecné se mode-
luji elektrostatické a van der Waalsovy sily. Pro tento ticel se vyuziva Lennard-Jonesonuv
potencidl a Coulombuv zdkon [26].

3.3 Pohyb castic

Molekularni dynamiky pro zachyceni pohybu c¢éastic v ¢ase vyuzivajl druhého Newtonova
pohybového zékona. Energie ¢astice (silové pole F;) muze byt vypocitdna pomoci vztahu

FZ’ = mM;a; (3.4)

kde m; vyjadiuje jeji hmotnost a a; udava jeji zrychleni. Zrychleni ¢astice v systému je
urc¢eno podle sil na ni ptisobicich a je vyjadieno jako pomér zmény rychlosti ¢astice v daném
Case nebo jako zména potencialni energie v zavislosti na pozici v systému.

P - 3.5

' Ati my; A’I‘i ( )

Pfi vyjadieni energie ¢astice pomoci gradientu potencidlni energie systému (V')
F,=-V,V (3.6)
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muzeme vyjadrit vztah mezi zménou potencionalni energie systému a pozice ¢astice jako
funkei zavislou na ¢ase (rovnice 3.7).
AV AQTZ'
Ari Atz

(3.7)

Inicializa¢ni nastaveni hybnosti ¢astic je nastaveno z nahodného rozlozeni a pozdéji
upraveno tak, aby celkovd hybnost systému byla nulova (rovnice 3.8).

N
P=>Y muw; =0 (3.8)
i=1

Hodnota hybnosti v; je ziskdna obvykle z Gaussova nebo Maxwell-Boltzmannova rozlozeni
s ohledem na teplotu systému [26, 27].

3.3.1 Integracni metody

Jelikoz neexistuje analytické reseni pohybovych rovnic, musi byt prikroc¢eno k jejich nume-
rickému teSeni. Pro integraci pohybovych rovnic se vyuzivda mnoho rozdilnych algoritmii,
které délime na dvé skupiny: metody konecného rozdilu (finite difference method) a metody
prediktor-korektor (predictor-corrector method).

Metody konecéného rozdilu provadi integraci do malych sekt o velikosti kroku At. Sila,
kterad pusobi na ¢astici, je uréena souctem sil, kterymi na ni pusobi ¢astice v okoli. Pomoci
sily je vypocitano jeji zrychleni, ptfes které je postupnou integraci zjisténa pozice a rychlost.
Prikladem metod konecného rozdilu mohou byt: Verletiv, Beemaniv, Rychlostni Verletiuv
a Preskokovy (Leap-frog) algoritmus.

Princip metod prediktor-korektor se sklada ze t¥{ krokti. Prvnim z nich je odhadnut{ no-
vych hodnot rychlosti, soufadnic a zrychleni pomoci Taylorova polynomu. V druhém kroku
je obdobné jako u metod konecného rozdilu ziskana energie ¢astice a z ni odvozeny hod-
noty atributiu ¢astice. Hodnoty (spoleéné s odhadnutymi) jsou pouzity ke korekei souradnic,
rychlosti a zrychleni.

Diléi zdznamy o pozici, rychlosti a zrychleni ¢astic jsou spolecné s ¢asovou znackou
prubézné ukladany do souboru trajektorie (trajectory file), ktery tvoiri jeden z hlavnich
vystuptu simulace [56, 43].

Verlettv algoritmus

Verletuv algoritmus patii k nejéastéji pouzivanym algoritmtm v simulacich molekularnich
dynamik. Principy, které tento algoritmus vyuziva, byly publikovany jiz v roce 1907 Carlem
Stormem pri studiu elektrickych ¢astic v magnetickém poli. V ramci molekularnich dynamik
vSak byly poprvé pouzity v Sedesatych letech minulého stoleti Loupem Verletem. Mezi
prednosti algoritmu patii jeho jednoduchost a numericka stabilita [17].

Algoritmus je tvoren kombinaci dvojice Taylorovych polynomu (viz rovnice 3.9 a rovnice
3.10), které aproximuji rychlosti (v;), pozice (r;) a zrychleni (a;). Rovnice 3.9 zapisuje
polynom v c¢ase od t do t + At a rovnice 3.10 od t — At do t.

lAgri(t)

ri(t 4+ At) = r(t) + v(t) At + %ai(t)AtQ + oA () A3 + O(AtY) (3.9)
rilt — AF) = ra(t) — v(B) AL + %ai(t)AtQ _ %AZ’?@ (AL + O(ArY (3.10)
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O(At*) vyjadiuje lokalni chybu pozice Verletova integratoru. Seétenim rovnic 3.9 a 3.10
ziskame
ri(t+ At) +1i(t — At) = 2r(t) 4 a; (1) A2 + O(AtY (3.11)

a substituci a; = % (z rovnice 3.4) ziskdme tvar
7

F.
ri(t + At) = 2r(t) — ri(t — At) + —=(t)At> + O(Ath) (3.12)
mg
Podle vztaha vyplyvajicich z rovnic 3.5 a 3.6 muZeme zrychleni odhadnout pomoci
funkce vyjadiujici pozici v ¢ase r;(t)

a(t) ~ —miiviV(ri(t)) (3.13)

a rychlost v case t jako

’U(t) ~ ’f’i(t + At)2;:i(t — At) (3‘14)

Metoda obsahuje dva hlavni kroky a je zavisla na hodnotach r;(t+ At) a r;(t— At), které
musi byt pro ¢as t = 0 dodateéné spocitdny (napft. prostiednictvim Eulerovy metody) [23,
25]. Metoda neumoznuje explicitni vyjadfeni rychlosti, které je zdvislé na vypoctu pozice
castice v dalsim kroku.

Preskokovy algoritmus

Preskokovy algoritmus (oznacovan nékdy jako Verletuv preskokovy algoritmus) vznikl za
ucelem odstranéni nevyhod vyse zminéného algoritmu. Algoritmus umoznuje explicitni vy-
jadreni rychlosti a redukuje chybu Verletova integratoru. Mezi chyby, které si algoritmus
prenesl od svého predchudce, patii problém samostatného startu (v ¢ase t = 0), jenz musi
byt stale fesen Eulerovou metodou. Algoritmus preskakuje kroky vypoctu tak, ze rychlost
v(t) je zndma az v case (t + %) [23]. Z tohoto duvodu pracuje metoda v nesynchronnim
rezimu, kdy vypocet pozice a rychlosti je proveden v jiném case, takze neni mozné urcit
kinetickou energii ¢astice v daném case [43].

Podle principti pouzitych ve Verletové algoritmu mtizeme ziskat rychlost stfedd intervala
od (t — A) do t (rovnice 3.15) a od t do (¢t + A) (rovnice 3.16) jako [23]:

At ri(t + At) — ri(t)

v(t — 7) = As (3.15)
o(t+ %) _ it AAt; —rilt) (3.16)

a zrychleni 1ze definovat jako

alt) = vi(t + %)A—tvi(t -5 _ FTert) (3.17)

Tedy rychlost v case (t + %) muze byt vyjadfena jako

At At
’Ui(t—i— 7) = ’Ui(t - —

) " AtFi(t)

3.18
5 o (3.18)

14



Rychlostni Verletiv algoritmus

Pro odstranéni nevyhod, které neoSetril ani preskokovy algoritmus, vznikl rychlostni Ver-
letiv algoritmus. Tento algoritmus stanovuje rychlost a pozici ¢astic ve stejném casovém
okamziku, takze dochazi k béhu v synchronnim rezimu. Metoda stanovuje rychlost a pozici
castice v dalsim kroku na zakladé hodnot aktudlniho. Hlavni pfednosti algoritmu je absence
ztraty presnosti. Pozice a rychlost ¢astice muze byt vyjadiena jako [23, 43, 8]:

ri(t+ AF) = ri(t) + v ()AL + %ai(t)AtQ (3.19)

ai(t) + ai(t + At)

: (3.20)

’Ui(t + At) = ’Ui(t) +

Beemanuv algoritmus

Jako alternativa k Verletové algoritmu byl v roce 1973 predstaven Beemantv algoritmus.
Metoda poskytuje integraci diferencidlni rovnice druhého radu, ¢imz dosahuje vyssi pres-
vypocetni narocnost [23, 43]. Rovnice posledniho zdstupce metod konec¢ného rozdilu jsou
zachyceny nize [8]:

2 1
ri(t + At) = ri(t) + v () At + gai(t)AtQ — 6ai(t — At)At? (3.21)
7 1
’Ui(t + At) = ’Ui(t) + gai(t)At + éai(t — At)At (3.22)

Metoda prediktor-korektor

Tato metoda byla poprvé predstavena v roce 1971 Williamem Gearem. Jeji princip spociva
v postupné tupravé (korekci) atributt hodnot v zavislosti na zméné systému. Jejim zakladem
jsou tfi kroky.

V prvnim kroku dochazi k odhadu novych souradnic, rychlosti a zrychleni ¢astic pomoci
Taylorova polynomu. Poté je vypocitana energie ¢astic, ze které je vypocitano zrychleni.
Dale jako u metod konec¢ného rozdilu dochazi k derivacim zrychleni a postupnému ziskani
hodnot rychlosti a pozice ¢astice. Pro tyto vypocty a pro odhady ziskané v prvnim kroku
se zjist{ jejich rozdil.

Aa;i(t + At) = ai(t + At) — ai(t + At) (3.23)

Ziskany rozdil je pouzit v poslednim (korekénim) kroku nésledovné:

ri(t + At) = ri(t + At) 4+ coAa;(t + At) (3.24)

vi(t + At) = v;(t + At) + c1Aa;(t + At) (3.25)
i(t+ At

ai(t+ At) = ai(t + At) —; ) + coAa;(t + At) (3.26)

Hodnoty koeficienti ¢, ¢1, co byly navrzeny Williamem Gearem a jsou navrzeny v zavislosti
na stupni Taylorova polynomu [8].
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3.4 Vybér souborti a termostatt

Soubor (ensemble) je velkd skupina mikroskopicky popsanych stavi systému s urcitymi
vlastnostmi. V simulacich molekularnich dynamik se vyuziva ke kvantifikaci déju v celém
systému za pritomnosti riznych termodynamickych podminek. Soubory tvori parametry
pro molekularni podjednotky obvykle na atomové trovni. Obecné rozlisujeme tii typy sou-
boru [42]:

e Mikroskopicky soubor: popisuje plné izolovany systém s neproménlivym poctem
castic a s konstantni energii. V systému dochazi k vymeéné kinetické a potencialni ener-
gie mezi ¢asticemi systému, ale ne mezi jeho okolim. Kazdy prvek je charakterizovan
pozici (r4(t)), rychlosti (vi(t)) a potencidlovou energii (U;(r)) [41, 59].

o Kanonicky soubor: (oznacovan také jako molekuldrni dynamika konstantni teploty)
oznacuje soubor, ktery provadi tepelnou vymeénu s okolim o konstantni teploté. Okolni
prostiedi se nazyva termostat a bude vysvétlen v dalsi ¢asti [41, 59].

e Izotermicky-izobaricky soubor: popisuje soubory s konstantni teplotou a tlakem.
Tento soubor je nejc¢astéji pouzivan pri simulaci chemickych déji, protoze jsou casto
provadény v laboratofi za konstantniho tlaku [59].

Termostaty upravuji pohybové vlastnosti ¢astic na zakladé teploty systému. Termostaty
umoznuji statisticky predpovidat chovani ¢astic v jinych teplotnich podminkach. Piikladem
algoritmu, kde se termostaty vyuzivaji, je metoda simulovaného Zihdni, kterd predchazi
ustaleni dynamik v lokdlnim minimu pomoci postupné klesajici energie, kdy vyssi teplota
umoznuje zménu stavu systému. Termostaty pracuji na dvou principech: deterministickém
a stochastickém [28].

3.5 Béh simulace

Pred spusténim samotného béhu vypoctu je potfeba nastavit velikost diskrétniho kroku
simulace. Pri nastaveni malého kroku dochazi k prodlouzeni vypoc¢tu a produkci vétsiho
objemu dat, kterd nemaji pridanou informac¢ni hodnotu. Naopak pri volbé prilis velkého
kroku hrozi vznik kolizi ¢astic i v pripadé, kdy by diky plisobeni vzajemnych sil ke kolizi
nedoslo. Jako optimélni krok v oblasti molekularnich dynamik se nastavuje hodnota odpo-
vidajici %0 doby trvani nejkratsiho vibra¢niho pohybu ¢astice v systému (viz obrazek 3.3).
Prikladem mize byt vazba uhliku s vodikem, ktera kmité v periodé 10fs a tedy hodnota
kroku simulace je 1fs [8].

- ‘ EOOOO

Obrazek 3.2: Ilustrace moznych situaci pfi nastaveni: malého kroku (vlevo), prilis velkého
kroku (uprostfed) a optimalniho kroku (vpravo).
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3.6 Aproximativni metody

Ve vétsiné pristupt, které se pouzivaji k vypoctu feseni proménlivosti proteini, se vyuziva
simulaci molekuldarnich dynamik. Navzdory nartstu vykonu pocitact a pokroku v tech-
nikach algoritmizace a paralelizace jsou vypoc¢ty molekularnich dynamik stale vypocetné
i casové nakladné. Takze se ¢asto napriklad nedari prekonat vysokoenergetické bariéry, které
simulaci zabranuji ptejit do jinych zajimavych konformaci [47].

Za 1c¢elem zmirnéni problému s vybérem vzorkt bylo vyvinuto nékolik pokrocilych si-
mula¢nich metod zalozenych na molekularnich dynamikach véetné molekularnich dynamik
s vyménou replik (replica-exchange molecular dynamics — REMD) [50], konformaé¢ni za-
plavy (conformation flooding) [22, 32] a cilené molekuldrni dynamiky (targeted molecular
dynamics — TMD) [50, 54], které byly s tispéchem aplikovany na fadu problémi v oblasti vy-
zkumu proteinid. Bohuzel ani tyto metody nejsou Casto pouzitelné pro efektivni vzorkovani
konformacnich prechodit v rozumném case [47].

Proto vznikaji i uplné odlisné aproximativni metody, které cili na rychlejsi prozkoumani
vétsi ¢asti konformacniho prostoru proteinu. Jednim ze zastupcu je metoda CONCOORD
[19] a z ni odvozend metoda tCONCOORD [47]. Tyto metody funguji na ¢isté geometric-
kém principu a jsou tudiz velmi rychlé. Prvnim krokem jejich vypoctu je prevedeni proteinu
na sadu vrcholi (atomil) a hran (dulezitych vazeb) s danym kritériem (napf. maximdlni
délka vazby). Poté jsou atomy umistény ndhodné do prostoru a program je nasledné ite-
rativné transformuje tak, aby bylo splnéno co nejvice kritérii pro vazby. Diky ndhodnému
prvotnimu umisténi atomu je tak mozné najit i iplné odlisné konformace, které maji vyso-
kou energetickou bariéru a tudiz by byly postupnou simulaci z prvotniho stavu velmi tézko
dosazitelné. V kazdém kroku vznikaji desitky novych moznych konformaci, z nichz lze déle
pocitat dalsi tvary proteinu [47].

Ptavodni metoda CONCOORD pracuje pouze na principu generovani novych konfor-
maci v okoli dané struktury. Metoda tCONCOORD tento postup rozsifuje o predikovani
konformacnich prechodi mezi jednotlivymi stavy a umoznuje tak predikovat trajektorie
v proteinovych strukturach.

Obrazek 3.3: Grafické znazornéni prace metody tCONCOORD: struktura je prolozena ge-
ometrickou reprezentaci s jeji naslednou transformaci (pfevzato z [47]).

tCONCOORD tvoii alternativu k vypoc¢tu molekularnich dynamik. Molekularni dyna-
miky investuji vypocetni vykon do presného urceni koncové pozice atomu v ramci simulac-
niho kroku. Oproti tomu metoda tCONCOORD tento vypocetni vykon presouva do pro-
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cesu ovéfen{ spravnosti ndhodné vygenerovanych snimki. Pomoci programu tCONCOORD
je mozné dosdhnout generovani velice riiznorodych konformaci daného proteinu, kterych by
pii béhu simulace bylo dosazeno az po dlouhém vypoétu. Ziskdme tak riznorodé konformace
v pomérné kratkém case.
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Kapitola 4

Nastroj CAVER a CaverDock

4.1 CAVER — Nastroj pro analyzu transportnich tunelt

Jak bylo zminéno v sekci o experimentalnich metodach 2.4.1, v dnesni dobé je mozné
presné identifikovat 3D strukturu proteint. Tyto metody nam umoznuji zachytit pozice
jednotlivych atomti. Pro identifikaci tunelt je vSak potfeba pristoupit k podrobnéjsi analyze
pomoci specializovanych nastroji. Jednim z téchto nastroju je i CAVER, ktery bude popsan
v nésledujici ¢asti této kapitoly. Informace o nastroji CAVER byly ziskdny z ¢lanku [14].

Nastroj CAVER je bioinformaticky software, jenz slouzi k analyze transportnich tuneli
v dynamickych chemickych strukturdach. Nastroj hleda tunel z uzivatelem definovaného
pocatecniho bodu az do vnéjsiho prostredi rozpoustédla. Software byl vyvinut tymem spe-
cialisti v Loschmidtovych laboratorich v Brné. Program je implementovan v jazyce Java
a v soucasnosti je k dispozici jiz treti verze tohoto néstroje. Existujici alternativu tvori
nastroje MOLE, HOLE a MolAxis.

4.1.1 Identifikace tuneli
Konstrukce Voroného diagramu

Nastroj CAVER 3.0 reprezentuje strukturu pomoci tzv. obycejného Voroného diagramu,
ktery pracuje s koulemi stejného poloméru. Podobny pfistup byl pouzit i v nastrojich MOLE
1.2 a MolAxis 1.4, kdy koule v diagramu reprezentuji atomy zkoumané struktury. Nevy-
hodou tohoto pristupu je vznik relativné velké chyby ve velikosti poloméru identifikované
tunelu z diavodu odlisnych velikosti atomu ruznych chemickych prvki, které obycejny Vo-
roného diagram nedokaze implicitné reprezentovat. Chyba dosahuje velikosti az r1 —ro, kde
r1 predstavuje polomér nejvétsiho atomu a ro polomér nejmensiho atomu.

CAVER 3.0 pro zachovani rozliSeni velikost{ jednotlivych atomu aproximuje vsSechny
atomy ve struktufe, které jsou vétsi nez nejmensi z nich, ndhodnym samplovanim prostoru
uzivatelem danym poctem kouli s polomérem odpovidajicimu van der Waalsovému poloméru
nejmensiho atomu ve strukture. Nejmensi atom je pak reprezentovan jednou kouli o polo-
méru, ktery odpovida velikosti jeho van der Waalsovému poloméru. Vysledna reprezentace
tak nikdy nepresahuje skutecny van der Waalsiiv povrch struktury. To znamena, ze prameér
identifikovanych tuneltt muze byt nadhodnoceny, ale nikdy nemize dojit k podhodnoceni.
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Obrézek 4.1: Konstrukce Voroného diagramu. Atomy reprezentuji stavebni body (site points
— body, podle kterych se rozklada prostor) a hrany diagramu reprezentuji oblast s nejvétsi
vzdalenosti od atomt. Hrany tvori osy proteinového tunelu a sousedici hrany se dotykaji
ve Voroného vrcholu (pfevzato z [3]).

Identifikace tunela

Pocatek pro vypocet tunelu je urcen jako stfed z uzivatelem zadanych rezidui, atomu nebo
jako bod zadany pomoci souradnic na jehoz zakladé je vybran takovy Voroného vrchol, ktery
lezi maximalné ve vzdalenosti dpq, (maximélni vzdalenost, obrazek 4.2) od pocatec¢niho
bodu a jeho vzddlenost od struktury reprezentujici protein je alesponi 7, (pozadovany
polomér, obrazek 4.2). Pokud takovy vrchol neexistuje, je vybran vrchol ve vzdalenosti
do dipee majici maximélni vzdédlenost od reprezentace struktury. Pokud nebude nalezen
odpovidajici vrchol, je hodnota dyp,q, navysena na hodnotu 3.0 A a procedura se zopakuje.
Pokud ani v tomto pripadé neni vrchol nalezen, je vybran vrchol s nejmensi vzdalenosti od
pocatecniho bodu.

Tunely se skladaji z Voroného vrcholu a Voroného hran. Pti hleddni tunelu se rozlisuji
dva typy vrcholu: vrcholy rozpoustédla a vrcholy povrchu. Vrchol rozpoustédla je definovan
jako vrchol dostupny z vnéjsiho prostiedi struktury (rozpoustédla) pomoci sondy o daném
poloméru 7 (polomér povrchové sondy, obrézek 4.2). Do kazdého vrcholu rozpoustédla je
umisténa koule o maximalnim poloméru nemajici kolizi s reprezentaci struktury. Mnozina
vrcholi povrchu je uréend jako body lezici v sousedstvi s koulemi z vrchola rozpoustédla
tak, ze je k nim mozné pristoupit z koule se stfedem putujicim ze stredu koule ve vrcholu
rozpoustédla (se stfedem v bodé A a polomérem r) po hrané s polomérem rp zvolenym
tak, ze nikdy neni v kolizi s reprezentaci struktury a vzdy lezi uvniti koule se stredem
v bodé A a polomérem r +d,, kde dy prvotné nastaveno na hodnotu 4 A. Dle je definovana
mnozina hranicnich povrchovych vrcholi jako body z mnoziny povrchovych vrcholi spojené
hranou s vrcholem, ktery nelezi v mnoziné vrcholti. Podobné tak mnozina hranicnich vrcholi
rozpoustédla je mnozina bodu, které nalezi mnoziné vrcholi rozpoustédla a jsou hranou
spojeny s vrcholem, ktery do této mnoziny nendlezi.

Hledéni tuneld se uskutecnuje ve dvou krocich. V prvnim kroku jsou pomoci Dijkstrova
algoritmu nalezeny tunely propojujici startovaci vrchol s vrcholy hrani¢niho povrchového
bodu. V druhém kroku je kazdy takovy tunel prodlouzen az k vrcholu rozpoustédla. Poté
jsou na nalezeny tunel v intervalovych krocich polozeny body, které slouzi jako stfedy kouli
s polomérem nastavenym tak, aby byl maximalni a nebyl v kolizi se strukturou. Na zaver
jsou z konct tunell odstranény koule, jejichz polomér presahuje definovany nejvétsi polomér

rs.
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Pri identifikaci muze dojit k identifikaci redundantnich tuneli, které se jen mirné lisi od
ostatnich. Proto je po nalezeni tunelu spusténo jejich ¢isténi zpusobem, kterym se nalezne
nejlépe hodnoceny a vsechny tunely, jejichz vzdéalenost od nejlépe ohodnoceného je mensi
nez uzivatelem definovand, jsou odstranény. Vypocet vzdalenosti jednotlivych tuneli bude
vysvétlen v ¢asti 4.1.2.

Hodnotici funkce

Prostor je reprezentovan pomoci stavebnich bodu (site points — stfedy kouli se stejnym
polomérem reprezentujici atomy) a Voroného hran. Tunel ve struktufe je zaloZen na sek-
venci Voroného hran, kde dvé sousedici hrany sdili jeden Voroného vrchol. Na tyto hrany
jsou umistény stiedy kouli, jejichz polomér je stanoven tak, aby byl maximalni a soucasné
nekolidoval s reprezentaci struktury (s koulemi se stiedy ve stavebnich bodech diagramu).
K ohodnoceni pravdépodobnosti tunelu o délce L, zda slouzi k transportu latek, byla vytvo-
fena hodnotici funkce, ktera je zachycena v rovnici 4.1. Tato varianta pocita s konstantnim
polomérem (r) kouli na Voroného hranach.

L
C(T, L) = r—n (4].)
n je uzivatelem zadané realné ¢islo v rozmezi 0 az 100, které upfednostniuje délku tunelu
pred jeho sitkou a naopak (pokud n je nulové, tak je upfednostnéna délka).
K ohodnoceni tunelu s proménlivou Sitkou byla vytvorena dalsi hodnotici funkce

L
/ ()" dl (4.2)
0

kde (1) je maximélni polomér koule nekolidujici se strukturou a majici stfed ve vzdalenosti
I po ose tunelu od pocatecniho vrcholu. Uzivatel pro hodnotici funkei tunelu s proménli-
vou §itkou dodate¢né definuje maximdlni hodnotu funkce (1) (rmaz), kterd je pouzita pri
presazeni hodnoty 7,4, Minimélni hodnota poloméru koule (r,,;,) je stanovena na 0.1 A.

Pred zacatkem vypoctu hodnotici funkce jsou odstranény ty tunely, které nesplnuji
uzivatelem zadané podminky minimélni velikosti hrdla tunelu (rpg).

Na zaveér je hodnota hodnotici funkce pretransformovana do intervalu v rozmezi 0 az 1
oznacujici propustnost daného tunelu pomoci vztahu e=“**!, kde cost je hodnota hodnotici
funkce a e je Eulerovo ¢islo. Vyssi hodnota propustnosti oznacuje tunely s vétsim potenci-
alem pro transport latek.

4.1.2 Shlukovani tunela

Nastroj CAVER 3.0 umoznuje analyzovat data ziskana z molekuldrnich dynamik tak, ze
podrobi analyze kazdy ziskany snimek (snapshot). Vysledkem je soubor tuneli pro kazdy
snimek, které se nésledné kvili statistice a snazsi analyze slu¢uji podle podobnosti. Pro
urc¢eni odpovidajicich si tuneli napfic¢ jednotlivymi snimky a pro odstranéni redundantnich
tuneld se vyuziva vypocétu vzddlenosti tuneli.

Pro vypocet vzdalenosti tunela je vyuzit princip, kdy jsou jednotlivé tunely prolozeny
sekvenci IV bodu a vzdalenost dvojice tuneld se vypocitd pomoci vzdalenosti poradim si od-
povidajicich bodd porovnavanych tunelii. Tento princip ma pouze linedrni ¢asovou slozitost,
a proto urychluje vypocet. Na zac¢atku je uréen bod S jako stfed mezi pozicemi poc¢atecnich
bodt ve vSech snimcich. Poté je vytvorena mnozina bodi P postupnou iteraci pres nalezené
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tunely ve vzestupném poradi podle jejich cen. Pro kazdy zpracovavany tunel je nalezen ex-
trémni bod X, ktery odpovidd bodu tunelu nejvice vzdalenému od S. Ze vzdalenosti bodu
S a X je stanovena primd délka. Dale je zvolen bod v z P tak, ze thel XS+ je minimalni.
Pokud je mnozina P prazdnad nebo velikost thlu prekrocila uzivatelem definovany limit,
bod X je pridan do mnoziny P a jeho vdha se nastavi na jedna. Jinak je X odstranéno
a bod v se presune po spojnici s S tak, ze jejich nova vzdélenost je |SX| 4wy *|S7|, kde w,
reprezentuje vahu bodu -, ktera je nasledné inkrementovana o jedna. Na konci zpracovani
mnozina P sdruzuje prumérné délky tuneltt majici konec blizko u sebe.

Poté je opétovné zpracovan soubor tunelt, kdy se vytvori podmnozina ) z P tak, ze
pro extrémni bod X aktudlniho tunelu a jakykoli bod v z @ plati, ze velikost thlu X S~
je nizsi nez uzivatelem zadany parametr. Pro ziskané tunely je vypocitdna hodnota de,q,
kterd odhaduje primeérnou velikost primé délky v blizkosti aktualné zpracovaného tunelu,
pomoci vztahu 4.3.

ZZeQwZ|ZS| (4.3)

Y zeQqWz '
Poté je osa kazdého tunelu prevedena do mnoziny N bodt. Pro kazdy tunel je jeho
vzdalenost de,g rozdélena do N+2 intervalu Isiare, 11, I2, . . ., In a Ieng, kde velikost intervala

ITstart & Iopg urcuje uzivatel a nejsou pouzity k porovnani podobnosti tuneli. Pro ¢ od 1
do N je vypocteno tézisté G; bodu, jejichz vzdalenost od bodu S spada do intervalu I;.
Nasledné vznika pro kazdy tunel sekvence tézist G1,Gs ..., G a vzdalenost tuneli A a B

je déna jako

G il (4.4)

, kde |G 4;G ;| vyjadiuje Euklidovskou vzdalenost odpovidajicich si bodu z tuneli A a B.
w predstavuje linearni funkci, kterd urcuje vahu koncového a pocateéniho bodu tunelu.
Koeficienty funkce w mohou byt uzivatelem nastaveny prostfednictvim parametru ¢ (¢ > 1
je priorita prifazena koncové sekei).

Pro shlukovani tuneli je vyuzito hierarchické shlukovani schopné velmi presného nale-
zeni hranic jednotlivych shluki. Pro konstrukei stromu byl v posledni verzi software zvolen
algoritmus m-Adic [40], ktery dosahuje lepsi ¢asové slozitosti. Jeho principem je srovnavani
vzdalenosti tunelt jako fetézce a nasledné sestaveny strom udava nejdelsi prefix jednotli-
vych vzdéalenosti. Jednotlivé trovné stromt odpovidaji fadim hodnoty vzdalenosti tunelt.
Pokud tunely sdileji bod ve stromé, znamena to, ze dany rad vzdalenosti je shodny. Timto
zpusobem je vytvoren strom s trovni vétveni az deset [40]. Vysledné shluky tuneli jsou
poté vytvoreny Fiznutim stromu na uzivatelem definované trovni.

4.1.3 Parametry nastroje

S ohledem na specificnost rtznych proteini, malych molekul i tunelt neni mozné jed-
nozna¢né definovat univerzalni parametry vypocti. Proto CAVER poskytuje nepreberné
mnozstvi parametra, kterymi je mozné ladit kterykoliv krok vypoctu. Vybrané klicové pa-
rametry jsou znazornény na obrazku 4.2 a blize popsany nize:

e Minimalni polomér sondy (minimum probe radius) — uréuje minimalni polomér,
ktery musi mit nejuzsi misto tunelu, aby byl identifikovan.
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o Hloubka povrchové oblasti (shell depth) — uréuje maximalni hloubku povrchové
oblasti, tj. ¢asti vstupni struktury, ktera se nachézi pod objemovou oblasti rozpous-
tédla. V povrchové oblasti neni povoleno vétveni tunelu.

o Polomér povrchové sondy (shell radius) — uréuje polomér povrchové sondy, jez
bude pouzita k urceni, které ¢asti Voroného diagramu predstavuji vnéjsi prostredi.

o Prah shlukovéni tunela (clustering threshold) — urcuje troven detailu, na které
bude stromova hierarchie shlukii tuneld rozdélena, a ovliviiuje velikost vyslednych
shlukt. Cim vyssi je prah shlukovani, tfm vétsi jsou vysledné shluky.

o Maximalni vzdalenost (maximal distance) — udavd maximalni vzdélenost poc¢atec-
niho bodu vypoctu (tj. vrcholu Voroného diagramu) od pocatec¢niho vychoziho bodu.
Pokud neni nalezen zadny vrchol v uzivatelem zadané vzdalenosti, pouzije se vychozi
hodnota max_ distance. Pokud ani pak neni nalezen zadny vrchol, je jako vychozi bod
vypoctu vybran vrchol, ktery je nejblize pocate¢nimu vychozimu bodu.

o Pozadovany polomér (desired radius) — specifikuje pozadovany polomér volného
prostoru kolem pocateéniho bodu (vrcholu Voroného diagramu vybraného pomoci
parametru maximalni vzdalenosti), ve kterém se nesmi nachdzet atomy proteinové
struktury. Pokud takovy vrchol neexistuje, vybere se ze vSech vrcholi, které se na-
chazeji v zadané vzdélenosti od pocatecniho vychoziho bodu, vrchol s maximéalni
vzdalenosti od kouli predstavujicich vstupni strukturu.

Polomér
.......... ., povrchové
sondy

Prostredi
rozpustédla

Prostredi
povrchu

Hloubka
povrchové
oblasti

Minimalni
polomér

Vnitini povrch

Prah

""" shlukovani
tunelu
........... Voroného
" diagram
. Vrchol ag
Maximalni - \Voroného
vzdalenost Pocatec¢ni bod diagramu

Obrazek 4.2: Grafické znazornéni jednotlivych parametri nastroje CAVER.

4.2 CaverDock — Nastroj pro analyzu transportu ligandi

Tunely a kandly, které se nachdzeji ve struktute proteinu, slouzi jako pristupové (trans-
portni) cesty pro malé molekuly, jez se nazyvaji ligandy. V piipadé tunelu se jednd o pri-
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stupové cesty do zanorenych vazebnych a katalytickych mist proteint. Vyuzivani kanala
pozorujeme predevsim u membranovych proteind, které jsou zodpovédné za vymeénu latek
mezi prostiedimi (napf. vnéjsi a vnitini prostiedi buiiky).

Pri analyze tuneld a kanalt chceme zjistit, jestli tyto cesty mohou slouzit k transportu
nami vybranych ligandi. Za timto ucelem vznikl nastroj CaverDock, ktery byl vyvinut
v Loschmidtovych laboratofich a byl publikovan v ¢lanku [55]. Néastroj je zalozen na pro-
storové omezeném modifikovaném algoritmu nastroje AutoDock Vina [52] uréeného pro
molekulové dokovani, kterym iterativné ohodnocuje interakéni energii ligandu s proteinem
v kazdém useku tunelu. Jeho vystupem je pak energeticky profil, ktery mize byt vyuzit
pro identifikaci geometrickych a energetickych bariér prichodu.

Program prijima tunely popsané pomoci posloupnosti kouli se stfedem na ose tunelu
(sfér) v datovém formdtu PDB a byl optimalizovdn pro vystup programu CAVER (viz
sekce 4.1). Posloupnost kouli je poté diskretizovana na posloupnost diski (prifezi) o ma-
ximalni vzdalenosti zadané uzivatelem [55] (obrazek 4.3).

Obrazek 4.3: Diskretizace tunelu do prirezti o maximalni vzdalenosti zadané uzivatelem
(prevzato z [21]).

Jednotlivé disky slouzi pro umisténi ligandu a ohodnoceni vazebné energie a interakci
s proteinem. Proces analyzy pruchodu ligandu se sklddad ze t¥i kroku: (i) vybrany atom
ligandu se umisti na disk tak, aby vyhovoval polohovym omezenim; (ii) CaverDock mini-
malizuje konformaci ligandu a vyhodnoti jeho vazebnou volnou energii pomoci skorovaci
funkce z programu AutoDock Vina [52]; (iii) trajektorie ligandu se vytvori agregaci doko-
vanych p6z ligandu v kazdém po sobé nasledujicim disku [55].

Trajektorie vzorkuje tunel podle uzivatelem zadaného rozliSeni. Jelikoz je v kazdém
kroku (disku) nalezena konformace ligandu, kterd odpovida jeho nejnizsi dosazitelné volné
vazebné energii v tomto misté, nalezend trajektorie muze byt nespojitd (nekontinudlni)
(obrézek 4.4). Tato nespojitd posloupnost poloh slouzi pro odhad dolni hranice (nejnizsiho)
energetického profilu transportu ligandu tunelem [55].

Protoze nespojity pohyb se mize vyhnout tizkym misttm ligandu prostfednictvim biolo-
gicky nerealistickych zmén orientace nebo konformace, jako je napiiklad okamzité zrcadlové
otoceni, vysledna hodnota energetického profilu miize byt vyssi. Moznym fesenim je vyuzit
vypocet spojité trajektorie (horni hranice energetického profilu, obrazek 4.5), kterd vynu-
cuje maximalni povolené zmény polohy a konformace. V kazdém kroku je ligand dokovan
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Obrazek 4.4: Piiklad nespojité trajektorie ligandu. Dojde k preklopeni ligandu o 180° mezi
disky 6 a 7. Polohy odpovidaji nejnizsim volnym vazebnym energiim v danych polohéch,
ale nezarucuji spojitost prechodit mezi jednotlivymi disky (prevzato z [21]).

v blizkosti své predchozi polohy, coz mu umoznuje provést pouze malé zmény v jeho kon-
formaci. Poc¢et moznych spojitych trajektorii roste exponencidlné s poctem diski, protoze
kazdy prechod na novy disk miize vést ke zménam polohy, orientace a konformace ligandu.
Proto se k nalezeni spojité trajektorie (nazyvané horni odhad energetického profilu) vy-
uzivéd heuristickd metoda, kterd ohodnocuje aktualni volnou vazebnou energii umisténého
ligandu vuéi jeho dolnimu odhadu energetického profilu. Pokud je vazebna volna energie
vyrazné vyssi, nez jeji spodni odhad, vyuzije se backtrackingu, kdy se nejprve pozmeéni kon-
formace ligandu a néasledné se aplikuje prechod ligandu do predchozich disktu. Backtracking
se ukonc¢i v pripadé dosazeni pocatecniho disku nebo pii sblizeni doprednych a zpétnych
prechodu [55].

N\

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

Obréazek 4.5: Priklad spojité trajektorie ligandu (v prvnim pfipadé pruchod tunelem neni
umoznén z duvodu Spatné konformace) (prevzato z [21]).

Zatimco trajektorie s dolni hranici je schopna kompletné vzorkovat trajektorii ligandu,
trajektorie horni vazby je zcela plynula. Informace z dolniho odhadu energetického profilu
jsou pro ucely porovnani dostatecné, ale mohou prehlédnout mald tizkd mista zpusobend
rychlymi zménami orientace ligandu. Nahlé zmény orientace vSsak mohou napodobovat flexi-
bilitu proteinu a snizit neprirozené energetické bariéry zpusobené rigiditou receptoru béhem
vazby nebo rozvazani. Na druhé strané muze horni odhad energetického profilu generovat
nerealistické konformace ve velmi tzkych ¢astech tunelu, které se charakterizuji ostrymi
vrcholy v energetickém profilu vazebné energie. Energeticky profil dolniho odhadu repre-
zentuje nejlepsi mozny scénar transportu ligandu, zatimco ne vzdy optimalni horni odhad
miuze vykazovat extrémni energetické profily [55].
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Kapitola 5

Caver Web 1.0

Caver Web 1.0 [49] je webovy server uréeny na identifikaci proteinovych tunelu a kandlu,
pro které umoznuje spustit analyzy transportu ligandd. Program se vyznacuje intuitivnim
a uzivatelsky privétivym rozhranim s minimem pozadovanych vstupti od uzivatele. Server
je vhodny i pro vyzkumniky bez pokroc¢ilych bioinformatickych nebo technickych znalosti.
Jeho soucasnd verze je ve védecké komunité dobfe zavedena a velmi vyuzivana (35 000
dokoncenych vypoctu béhem dvou let provozu). Néstroj byl vyvinut Loschmidtovymi la-
boratofemi a je dostupny na adrese: https://loschmidt.chemi.muni.cz/caverweb/. Nej-
vyznamnéjSim omezenim soucasné verze je moznost analyzovat pouze statickou strukturu,
coz Casto poskytuje netplny biologicky obraz.

Prvni verze aplikace se skldda z primocarého workflow, které uzivatele provede celym
procesem bez nutnosti jeho vétsich zasahii. Pracovni protokol se sklada ze ¢tyr fazi, ve kte-
rych uzivatel postupné definuje (i) strukturu, se kterou se bude pracovat; (ii) po¢atecni bod,
ze kterého budou hleddny proteinové tunely; (iii) vypocet proteinovych tunelu a (iv) ana-
lyzu proteinovych tuneld s moznosti studovat transport ligandu skrze tyto tunely. Workflow
je zachyceno na obrazku 5.1. Popis jednotlivych kroku byl ¢erpan ze ¢lanku [49].

V prvni fazi je uzivatel vyzvan k vybéru struktury, se kterou bude program praco-
vat. Uzivatel muze vlozit svoji proteinovou strukturu ve formatu PDB nebo mmCIF (obrizek
5.2b). Jelikoz jsou struktury obvykle ulozeny ve formé asymetrickych jednotek, které ne-
musi odrézet jejich prirozené se vyskytujici kvartérni formy (biologické jednotky), provedené
analyzy téchto struktur mohou vést k biologicky nespravnym vysledkiim. Za ti¢elem odstra-
néni téchto rizik je spustén software MakeMultimer (http://watcut.uwaterloo.ca/tools/
makemultimer/), ktery nalezne odpovidajici biologické jednotky. Jejich seznam a popis je
poskytnut uzivateli, ktery muze zvolit nejvhodnéjsi biologickou jednotku nebo ji odmitnout
a pokracovat s puvodni strukturou (obréazek 5.2a) [49].
tekei tunelu je vyuzit software CAVER (viz sekce 4.1), kde vychozi bod definuje spoleény
bod pro viechny detekované tunely. Spatné umistény bod miiZe vyznamné ovlivnit relevanci
detekovanych tuneli. Pro usnadnéni vybéru pocateéniho bodu se vyuziva automatickych
protokolti, které zahrnuji vybér bodt pomoci nejbéznéjsiho scénate — selekce bodu uvnity
katalytické kapsy enzymu. U enzymu se uzivatelé casto zajimaji o pristupové cesty vedouci
k aktivnim nebo vazebnym misttim, kde by mohlo dojit k navazani ligandu. Nejlepsi vychozi
bod pro tuto analyzu je tedy obvykle umistén uvniti kapsy obsahujici katalytické rezidua
(katalyticka kapsa). Proto Caver Web poskytuje plné automaticky rezim schopny detekce
katalytickych kapes na zdkladé geometrické identifikace kapes a informaci o esencidlnich
(katalytickych) rezidui z databézi. Kapsy jsou detekovany pomoci programu Fpocket 2 [33],
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Obrézek 5.1: Workflow puvodni verze aplikace. Sklada se ze ¢tyt fazi: (i) zadéni vstupu
uzivatelem; (ii) vybér poc¢atecniho bodu pro vypocet proteinovych tunelu; (iii) identifikace
tunelu a (iv) zobrazeni vysledki s moznosti analyzy transportu ligandu (prevzato z [49]).

< PHASE 4 >< PHASE 3 ><

ktery je zalozen na vyhleddvani prazdnych prostor (sfér) v reprezentaci proteinovych struk-
tur pomoci Voroného diagramu a nasledném shlukovani téchto prostor do vétsich celkt.
Vyhodou tohoto nastroje je, Ze mimo jiné vypocitava skére vaznosti (druggability), které
reprezentuje pravdépodobnost, Ze se malé molekuly (zvané ligandy) mohou navézat do iden-
tifikované kapsy. Katalytickd rezidua jsou ziskana z manualné anotovanych c¢asti databazi
Mechanism and Catalytic Site Atlas [46] a SwissProt [15]. Zdznamy v Mechanism and Ca-
talytic Site Atlas jsou mapovany pomoci pristupovych kéda PDB. Databaze SwissProt je
prohleddvana pomoci néstroje BLAST s pozadavkem na 30% shodu v sekvenci s délkou
odpovidajici 90 az 110 % délky puvodni sekvence. Po identifikaci katalytickych rezidui
jsou kapsy prifazeny k témto zbytkum. Kapsy, které obsahuji alespon jedno katalytické
reziduum, jsou oznaceny jako potencidlné katalytické a sefazeny dle jejich skore vaznosti.
Pokud nejsou katalytické kapsy nalezeny, jsou poskytnuty dalsi dvé moznosti vybéru po-
¢atecniho bodu pro vypocet tuneli. V prvnim z nich jsou uvedeny vSechny zjisténé kapsy
v poradi podle jejich predikovaného skére vaznosti (druggability). Druhy zptsob umoz-
nuje definovat startovaci bod v ramci stiedu jakéhokoli ligandu pritomného ve strukture.
Tim je mozné jednoduse startovat z experimentalné potvrzené pozice navazaného ligandu.
Tento rezim vSak vyzaduje, aby byl protein kokrystalizovan (co-crystallized) nebo obsa-
hoval ligandy, které se nachézeji v okoli funkéniho mista proteinu. Jako posledni moznost
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STRUCTURE SELECTION

. STRUCTURE SELECTION
Source :
(O Upload PDB file
PDBID: 1cv2 Download PDB file v Srreos O Enter PDB code
moiecule  crans | quatermary strcture (&) Upload PDE file
Biological unit: | (s 1 A Manomeric Q4a e —
PDBICIF file : | Browse... | No file selected. =

[T Use original structure:

(a) (b)

Obrézek 5.2: Definice vstupu uzivatelem: (a) vlozeni identifikatoru PDB do databaze protei-
novych struktur (Protein Database Bank); (b) nahréni souboru ve formétu PDB nebo mmCIF)
[49]

vybéru polohy vychoziho bodu néastroj poskytuje stred uzivatelem vybranych aminokyse-
lin v sekvenci proteinu. Identifikované soutadnice vychoziho bodu lze vzdy upravit ru¢ni
optimalizaci souradnic [49].

CAVER SETTINGS

Minimum probe radius : 0.9 2]
START FROM ...

Shell depth: 4 @

catalytic pocket pocket seguence
Shell radius : 3 (7]

pocket ID catalytic residues inside the pocket =
Clustering threshold : 3.5 o
. i, AN38, A:D108, A:W109, A:H272

Maximal distance : 3 2]
(a) Desired radius : 5 (7]

(b)

Obrézek 5.3: Vybér pocateéniho bodu a nastaveni parametru pro nastroj CAVER: (a) vy-
chozi bod pro identifikaci tuneltt muze byt vybran z polohy: katalytické kapsy, proteinové
kapsy, ligandu (moznost je deaktivovana pii absenci ligandu ve struktufe) a stfedu uziva-
telem vybrand sekvence proteinu; (b) nastaveni parametru nastroje CAVER.

Detekci tunelu provadi program CAVER [14], ktery pomoci Dijkstrova algoritmu iden-
tifikuje ve Voroného reprezentaci proteinovych struktur tunely s danym minimalnim po-
lomérem. Podrobnéji je tento nastroj popsan v sekci 4.1. Uzivatelé mohou upravit nékolik
vybranych dulezitych (viz sekce 4.1.3) konfiguracnich parametri: (i) vybér ¢dsti struktury
(residues considered for tunnel calculation), jez bude CAVER brit v tvahu pfi analyze,
aby bylo mozné vylouéit ligandy, ionty a molekuly vody; (ii) minimAaln{ velikost (polomér)
hrdla (minimum probe radius); (iii) maximalni vzdalenost odpovidajicich si vrcholu tunelu
z pocateéniho bodu k povrchu (shell depth); (iv) polomér plasté (shell radius); (v) préah
shlukovani (clustering threshold); (vi) maximdlni vzdalenost (maximal distance), a (vii)
pozadovany pocatecni polomér (desired radius) [49].

Poslednim (nepovinnym) krokem pracovniho postupu je analyza transportu ligandu
skrze detekované tunely. Pro analyzu transportu se vyuziva software CaverDock (viz sekce
4.2) [55]. Pozadovanym vstupem pro kalkulace transportu ligandu jsou dvé informace. Prvni
¢ast vstupu tvori ligand, coz je mald molekula, kterou lze nahrat v podobé souboru, texto-
vého popisu nebo ji nakreslit pomoci pritomného néstroje. Lze zadat i vice ligandt soucasné
(obréazek 5.4d). Za druhou ¢ast vstupu je povazovan vybér alespon jednoho identifikovaného
tunelu, ktery se pouzije jako cesta pro transport zvolenych ligandia. Caver Web pridava ke

28



3]
g
1

m| 5
]
H
a8

bottleneck radius [A] length [A] curvature throughput
1 14 6.9 10 0.78 Qg
'l 2 10 170 15 0.47 B
(a)
LTS
a

distance from starting point [A]: 3.5

nates [A, A, A]: |115.8.78,27.5)

e
q - :
Details for tunnel 1
a [
Overview | Botflencck | Centerine | Residues & atoms.
radius [AJ:| 1.4
. 2 o
2mey £
n

es (10):

(d) (e)

Obrézek 5.4: Zobrazeni vysledku v nastroji Caver Web: (a) tabulka identifikovanych tu-
nelt; (b) podrobnosti tunelu (informace o hrdle tunelu); (c) graf proménlivosti $iiky tunelu
od pocédtecniho mista az na povrch proteinu; (d) grafické zobrazeni tunelu ve struktute,
seznam vypocitanych tloh softwarem CaverDock a zaddni nové tdlohy pro CaverDock; (e)
energeticky profil dokovani ligandu (obrézky ziskény z aplikace Caver Web [49]).

kazdému atomu Gastaigerovy néboje a typy atomi kompatibilni s AutoDock Vina [38, 52]
pomoci skripti z balicku MGLTools [39]. Poté se vyuzije metoda Discretizer [21] k rozre-
zani tunelu na prufezy se zadanymi rozestupy. Nasledné se spusti CaverDock, ktery provede
iterativni dokovani ligandu do kazdé ¢asti tunelu pomoci prostorové omezeného dokovaciho
algoritmu AutoDock Vina [49].

Po ukonceni identifikace proteinovych tunelt jsou uzivateli zobrazeny vysledky v prohli-
zeCi vysledku. Okno s vysledky obsahuje 3 ¢asti. Prvni obsahuje tabulku s identifikovanymi
tunely (obrézek 5.4a), ve které jsou zobrazeny veskeré statistiky a informace o tunelu jako:
délka, velikost hrdla, ¢lenitost a propustnost tunelu. Po otevieni podrobného ndhledu lze
zjistit, z kterych aminokyselin je tunel zformovan, které aminokyseliny vytvari jeho hrdlo
(obrazek 5.4b) a jak se méni velikost hrdla daného tunelu (obrazek 5.4c). V druhé ¢ésti lze
dany tunel graficky zobrazit. V posledni sekci je zobrazen seznam vypocitanych dokovacich
uloh (analyz transportu ligandu, obrazek 5.4d). Kazdy zédznam disponuje daty ziskanymi
pri analyze. Jsou to data pro animaci dokovaciho (transportniho) procesu ligandu do/z po-
¢atecniho (uzivatelem zvoleného) mista identifikovanych tuneli a data energetického profilu
dokovéni ligandu (obrazek 5.4e).

Tyto kroky a prohlize¢ vysledki jsou implementovany i v nové verzi aplikace. Pracovni
protokol jednoduché analyzy statické struktury poskytuje rychlou analyzu, kterd prezentuje
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zakladni vlastnosti proteinu v kratkém case, a proto je stdle relevantni i pro novou verzi
aplikace s integraci molekularnich dynamik. Graficka implementace jednotlivych kroka bude
znazornéna v dalsich sekcich tohoto textu.
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Kapitola 6

Navrh nové verze nastroje Caver

Web

Cilem této prace je navrhnout Caver Web 2.0 — novou verzi webové aplikace, ktera rozsi-
fuje puvodni aplikaci Caver Web 1.0 o nové vlastnosti a zachovava charakteristiky ptivodni
verze — poskytnuti relevantnich vysledkti bez nutnosti hlubsi znalosti integrovanych na-
stroju. Vse je zprostiredkovano prostrednictvim jednoduchého a interaktivniho uzivatelského
rozhrani.

Motivaci pro vyvoj nové verze aplikace byla moznost rozsiteni aplikace o vypocet mo-
lekuldrnich dynamik (viz kapitola 3) a metod pro ziskani ruznych konformaci proteinu (viz
sekce 3.6). Tyto pristupy generuji velké mmnozstvi dat, které je velmi obtizné manuélné
zpracovat, a proto musi projit automatizovanym predzpracovanim. Predzpracovana data
je nutné zobrazit v uzivatelském rozhrani tak, aby byla pfehlednd pro Sirokou skupinu
uzivatelu (pfedevsim z védeckého prostredi).

Kapitola bude rozdélena do ¢ty logickych celku. V prvni ¢asti bude uveden vycet a po-
rovnani existujicich feseni. V druhé ¢asti budou popsany nové pracovni protokoly, které je
mozné v aplikaci provést. Ve tretim celku bude uvedeno rozsifeni vypocetniho jadra pou-
zivaného v Loschmidtovych laboratorich a v posledni ¢asti kapitoly se zaméfim na navrh
nového uzivatelského rozhrani.

6.1 Existujici reseni

Nastroj Caver Web 2.0 tvoii novou generaci jiz existujiciho nastroje. Nova verze aplikace
prinasi rozsiteni o molekularni dynamiky. Integrace molekularnich dynamik v ramci webové
aplikace vytvaii zcela novou kategorii nastroji a v soucasné dobé neni znama aplikace se
stejnymi moznostmi.

V ramci tvorby ptredchozi verze byl proveden prizkum jiz existujicich feseni v oblasti
analyzy proteinovych struktur a proteinovych tunelti. Srovnani existujicich reseni obsahuje
tabulka 6.1, kterd byla prevzata z ¢lanku [49] a byla rozsifena o novou porovnavanou kate-
gorii.

6.2 Navrh nového workflow

P1i ndavrhu nového pracovniho postupu bylo potifeba definovat, které nové kroky bude nutné
zptistupnit. BEhem provozovani prvni verze Caver Webu byly sbirany podnéty a pripominky
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Integrace

Analyza tuneld a kanala Analyza transportu ligandu molekularnich
dynamik
Software Vstup Podporovano Xg’;’jr startovactho Podporovano Zdroj ligandu  Vystup Podporovano  Reference
katalyticka kapsa, tunely/kanaly,
- PDB ID?, kapsa, ZINC15, trajektorie proteinu
Caver Web . .. .
20 PDB/CIF Ano ligandy, Ano soubor uzivatele, Ano tato prace
soubor © vybér sekvence, kresleni trajektorie ligandu,
souradnice energeticky profil
katalyticka kapsa,
PDB ID?, kapsa, ZINC15, tunely/kanaly,
Caver Web PDB/CIF Ano ligandy, Ano soubor uzivatele, trajektorie ligandu, Ne [49]
soubor? vybér sekvence, kresleni energeticky profil
soufadnice
PDB ID, e o
MolAxis PDB/CIF Ano r}c] vetst _dutma, Ne -4 tunely/kanaly Ne [62]
soufadnice
soubor
katalytickd rezidua,
PDB ID¢, rezidua,
MoleOnline PDB/CIF Ano kapsa, Ne -4 tunely/kandly Ne [45]
soubor ¢ soufadnice,
vybér sekvence
BetaCavityWeb ggg ioDlll)or Ano neni vyzadovdno Ne -4 tunely/kandly Ne [29]
PoreWalker PDB soubor Ano neni vyzadoviano Ne -4 kandly Ne [44]
katalytickd rezidua,
ChExVis ggg ioDlll)or Ano i;ztﬁ‘;:tomom Ne -4 tunely/kandly Ne [37]
zéznamy
MoMA-LigPath® PDB soubor Ne -d Ano soudisti PDB trajektorie ligandu ~ Ne [16]

souboru

Tabulka 6.1: Porovnani existujicich feseni v doméné analyzy proteinovych struktur a trans-
portu ligandu (pfevzato z [19] a upraveno).

¢ Webovy server SLITHER pro analyzu transportu ligandu nebyl v dobé psani textu pii-
stupny.

b Biologické jednotky detekovany pomoci skriptu MakeMultimer.

¢ Biologické jednotky nacteny z databdze PDBe [24].

@ Nen{ mozné provést.

z Tad ¢lenu védecké komunity. Po rozsifeni kapacit vypocetniho clusteru byly tyto pripo-
minky zpracovany a poslouzily k definici novych vlastnosti aplikace. Z analyz, které pro-
vedly odbornici z Loschmidtovych laboratori, byl urc¢en hlavni cil nové verze aplikace, a to
zpracovani molekularnich dynamik. Dalsim pozorovanym rysem vyuzivani aplikace bylo po-
rovnavani identifikovanych tuneli v rdmeci velmi podobnych struktur, kdy byla pro kazdou
strukturu spusténa samostatnd tloha, byly separatné urceny pocateéni body identifikace
tunelt a nalezené tunely byly jednotlivé analyzovany a porovnavany.

7 vyse popsanych poznatki bylo jasné, ze rozsitenim projde vétsSina ¢asti aplikace, a to
vstupy, vypocetni jadro a prezentace vysledki. Po provedeni pocatecnich tivah bylo ve
spoluprdci s doménovymi experty vytvoreno nové workflow aplikace (obrézek 6.1), které
reflektuje vsechny predpoklddané pracovni postupy v aplikaci.

V oblasti vstupu aplikace (phase 1 v obrazku 6.1) doslo k nértustu variant. Jelikoz nova
verze analyzuje molekuldrni dynamiky, a proto je planovano umoznit nahravani jiz vypoci-
tanych trajektorii. Soucasné se predpoklada s podporou porovnavani vice struktur v jedné
uloze, kdy uzivatel nahraje vice soubori v archivu, nebo jeden po druhém. V pripadé, ze
uzivatel disponuje pouze jednou strukturou a aplikace mu nabidne k porovnani nalezené
podobné struktury (phase 1 — similarity search).

Posledni upravovanou ¢asti je prezentace vysledkt. P¥i vypoc¢tu novych konformaci pro-
teinu se generuje velké mnozstvi snimku (snapshot), které je vhodné popisovat souhrnnymi
statistikami. Za timto t¢elem byla vytvotrena zcela nova vétev workflow (phase 4 — ensem-
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Obrézek 6.1: Navrh nového workflow aplikace. Cervené jsou zvyraznény nové piidané prvky.
Zelené jsou znazornény prvky, které byly navrzeny jako cile pro novou verzi aplikace, ale
jejich implementace nebyla soucasti této prace.
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ble), kterd nabidne prehled statistik pro celou simulaci a umozni vybér nejvhodnéjsich
snimkl pro podrobnéjsi analyzu.

S ohledem na naro¢nost implementace vSech novych vlastnosti zminénych vyse bylo pro
molekuldrnich dynamik. Graficky prehled vsech vlastnosti nové verze je zvyraznén tuc-
nym ohranic¢enim na obrazku workflow 6.1, pfi¢emz jsou barevné odliSeny rozsifeni primo
implementované v této préci (¢ervené) a rozsifeni planovand k implementaci v budoucnu
(zelené).

Pti ndvrhu nového pracovniho postupy byl kladen diraz na striktni rozdéleni jednotli-
vych ¢asti (fazi). V novém navrhu je stale podporovana puvodni funkénost aplikace, ktera
umoznuje rychlou analyzu statické struktury se ziskem zbézného prehledu o vlastnostech
proteinu.

6.3 Navrh rozsireni vypocetniho jadra

V pripadé nastroje Caver Web existujici jadro obsahuje implementaci pro vétsinu vypocet-
nich modult. Jsou to implementace modulti, které zapouzdiuji praci s nastroji: CAVER
a CaverDock. Navrzené rozsiteni obsahuje moduly pro vypocet proteinovych konformaci
pomoci molekularnich dynamik a pomoci metody tCONCOORD (obrazek 6.2).

CaverWeb core

v

Molecular
Dynamics tc%%ﬁgm CaverDock
Module Module

CAVER
Module

—

Obrazek 6.2: Grafické znazornéni zapojeni nové implementovanych moduld ve vypocetnim
jadru aplikace Caver Web. Cervené jsou zvyraznény nové pridané prvky.

Tyto moduly budou podminéné zapojeny (jen v piipadé vypoctu proteinovych dynamik)
do vypocetniho schématu pred identifikaci tuneli, pro néz budou jejich vystupy predsta-
vovat analyzované struktury. Rozsifeni jadra o nové komponenty vyzaduje diky modularni
infrastrukture provedeni nasledujicich kroku: (i) implementaci vybranych moduld; (ii) roz-
sifeni tfidy zastresujici vysledky tlohy o moznost uchovani vétsiho poc¢tu snimku; (iii) in-
stalaci vybranych nastroju do vypocetniho clusteru; (iv) vytvoreni spoustécich skript pro
dané nastroje.

P11 hledani vhodného nastroje pro vypocty molekularni dynamiky se nejprve uvazovalo
o vyuziti néstroje Amber [13], ktery je brén jako state-of-the-art software. Bohuzel se vsak
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jedna o komercni software a jeho vyvojari bohuzel nebyla udélena licence k jeho pouzivani
v ramci webové sluzby.

Jako alternativa k nastroji Amber [13] byl zvolen nastroj Yasara [31], jehoz autofi ndm
poskytli licenci. Kviili zachovani vysoké kvality simulaci byla pii volbé jiného nastroje pro-
vedena resersSe literatury a nalezeny ¢lanky potvrzujici jeho vykon ve srovnani s konku-
renci [30].

6.4 Navrh nového uzivatelského rozhrani

Aplikace Caver Web je tvorena jednoduchym uzivatelskym rozhranim, které je logicky roz-
déleno do ¢tyt sekei. Kazda sekce vede uzivatele k jedné konkrétni akci, ktera je nezbytna
pro spravné spusténi odpovidajicich nastroji. V prvni sekci uzivatel vklada proteinovou
strukturu, kterou chce analyzovat. V druhé sekci se uzivatel zaméruje na urceni pocatec-
niho bodu pro hledani tunelu. Tteti sekce nabizi prehled z probihajicich kalkulaci a posledni
¢tvrta sekce poskytuje prehled vysledkt, jako jsou identifikované tunely a analyzy trans-
portu ligandi.

P1i ndvrhu nového uzivatelského rozhrani byl kladen duraz na zachovani puvodniho stylu
aplikace, které se vyznacuje svou prehlednosti a primocarosti. Soucasné vsak po uzivateli
vyzadujeme ¢i mu dovolujeme provést mnohem vice akei jak ve vstupni fazi, tak i v prehledu
vysledkt. Z tohoto diivodu rozdélujeme jednotlivé faze do dil¢ich podkroku tak, aby uzivatel
nebyl prehlcen pozadavky na jeho akce. Jednotlivé komponenty a rozlozeni uzivatelského
rozhrani byly navrzeny a pravidelné konzultovany se zkusenymi odborniky z Loschmidto-
vych laboratori. Vysledny navrh rozlozeni je prezentovan v této ¢asti kapitoly.

6.4.1 Zadavani vstupnich dat

V sekci zadavani vstupnich dat je nové vyzadovano nékolik novych akci. V této ¢asti béhem
interakce s uzivatelem je cilem zjistit, ktery pracovni protokol chce uzivatel provést a ktera
vstupni data ma k dispozici.

Input section

‘What do you wish to analyze?

‘ Tunnels ‘ ‘ Channels

Input

Single structure ‘ ‘ Multiple structures ‘
(b)

Obrézek 6.3: Navrh dotazovani ve vstupni ¢asti: (a) cil analyzy; (b) specifikace vstupnich
dat.

Cely krok zadavani vstupnich dat je rozdélen do ¢tyr podkroku, které se uzivateli zob-
razuji jeden po druhém, vzdy po zodpovézeni pozadovanych otdzek nebo po dodani po-
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tFebnych dat. Jako prvni je poloZen dotaz, o ktery typ analyz ma uzivatel zdjem (obrazek
6.3a). Muze si vybrat mezi analyzou proteinovych tuneli (napfiklad pfi zkoumani enzymi)
nebo proteinovych kanélu (naptiklad pfi analyze membranovych proteinti). Po zodpovézeni
otazky je zobrazen druhy podkrok, ktery slouzi k zadani vstupnich dat. Uzivatel specifikuje,
jaky typ a mnozstvi dat ma k dispozici (obrazek 6.3b). K vybéru jsou dvé moznosti — jedna
struktura (single structure) a vice struktur (multiple structures).

Zatimco pri zadani libovolné moznosti v podkroku vybéru cile analyzy je vzdy zobra-
zena stejnd komponenta pro vybér vstupnich dat, po vybéru typu vstupnich dat je uzivateli
zobrazena jind komponenta v zavislosti na jeho volbé. Pii zvoleni jedné struktury je zpii-
stupnéna komponenta (obrazek 6.4a), ve které 1ze zadat zkoumanou strukturu pomoci jejtho
identifikdtoru v databézi Protein Data Bank (PDB) [9], nebo ji nahrat ve podporovanych
formatech PDB a mmCIF. Po zadani struktury dojde ihned k automatickému vyhledani biolo-
gickych jednotek a zobrazeni jejich vyc¢tu se zdkladnimi informacemi a moznosti zobrazeni
podrobnéjsiho nahledu.

Rezim vice struktur pak podporuje nékolik zptsobt jejich nahrani. Prvnim z nich je
poskytnuti struktur v jednotlivych souborech ¢i vyctem jejich pristupovych kédid do PDB
databéze (obrazek 6.4b). Déle je mozné struktury nahrat v archivu (obrézek 6.4c) nebo je
vlozit jako trajektorii v nékterém z nejéastéji pouzivanych formatt molekularni dynamiky:.
Nahrani trajektorie je zpracovavano v oddéleném pripadé, protoze aplikace s ni bude praco-
vat v jiném rezimu. Po splnéni téchto kroki je umoznéno prejit primo k vyplnéni informaci
o tloze.

Na rozdil od nahrani vice soubort, kdy autor jednoznac¢né urcuje, co s daty chce délat,
pii volbé jedné struktury tato informace stile neni jasna. Autor totiz muze chtit provést
akce jako: (i) zpracovani pouze jedné statické struktury (tedy préce v puvodnim rezimu
aplikace); (ii) nalezeni podobné struktury a porovnat jejich vlastnosti (uzivatel neznd tyto
proteiny); (iii) vypod¢itdni trajektorie pomoci molekuldrni dynamiky nebo (iv) vytvofeni
alternativnich konformaci proteinu pomoci nastroje tCONCOORD.

Volbu mezi moznymi scénaii uzivatel provede prostfednictvim prepinace. Potvrzenim
volby jednoho souboru pokracuje nadale pouze vyplnénim informaci o Uloze a napliuje
scénar realizovany v predchozi verzi aplikace (obrézek 6.5). Komponenta pro vyplnéni dat
o tuloze (kontakt na uzivatele a jméno tlohy) je zobrazena vzdy po vyplnéni potFebnych dat
daného scénafe.
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Obrézek 6.4: Vlozeni vstupnich soubort do aplikace pomoci: (a) databdzového identifikatoru
proteinu; (b) komponenty pro nahrani vice soubori; (¢) archivu.
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Output

Single file | PDBdatabase

\ MD \ \ tCONCOORD \

/ User information

Job name:

Email (optional): ‘ ‘

\ | Go to the job settings ‘

Obrézek 6.5: Volba scénafe pro zpracovani statické struktury (béh ptavodnim rezimu apli-
kace).

Zvolenim prohleddvani proteinové databédze (obrazek 6.6a) je poskytnut vycet naleze-
nych struktur z databaze Protein Data Bank pomoci nastroje BLAST s pozadavkem na
100% shodu v sekvenci s délkou odpovidajici 50 az 100 % délky puvodni sekvence. Tabulka
nalezenych struktur obsahuje zdznamy s identifikdtorem proteinti, podobnosti, kratkym
popisem a moznosti stazeni souboru. Pomoci checkboxu si uzivatel mtze nasledné vybrat,
které proteiny budou zahrnuty do vypoctu.

Pii volbé vypoctu molekuldrnich dynamik (obrazek 6.6b) se uzivateli zobrazi kom-
ponenta, kterd mu nabizi moznost modifikovat dulezité parametry. Zaroven vsak budou
vSechny hodnoty ve vychozim stavu nastaveny tak, aby byly co nejuniverzalnéjsi a bylo
tak nutné je ménit pouze ve specifickych pripadech. Konkrétné se jednd se o parametry
nastavujici teplotu, délku simulace, hodnotu pH, velikost kroku simulace (rychlost) a volbu
silového pole. Stejné jako u dalsich komponent je i zde vyuzito rozdéleni parametri na
zékladni a pokrodily méd, aby nedochazelo ke zbyteénému mateni nezkusenych uzivateli.
V zakladnim rezimu tak budou viditelné pouze parametry pro nastaveni teploty a délky
simulace.

Posledni moznosti je volba vypoctu trajektorie proteinu pomoci nastroje t CONCOORD.
Tento nastroj pozaduje pouze zadani vstupni struktury, se kterou poté interné pracuje.
Volba vypoc¢tu pomoci nastroje tCONCOORD, proto nabidne pouze vyplnéni informaci
o uzivateli a nazvu tlohy stejné jako v pripadé volby jednoho souboru.
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Output

‘ Single file ‘ PDB database

| MD | | tCONCOORD |
/ PDB BLAST MATCH
D PDBID |Match [%] Lenght match [%] Description
] 1ov2 100 98 | Download |
)] 2wut 99 86 | Download |
(a)
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MD | ICONCOORD |
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Speed:
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Force fields:

AMBER14 W, ‘
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Obrézek 6.6: Graficky ndvrh novych komponent poskytujici: (a) vybér podobnych struk-
tur k vzadjemnému porovnani; (b) nastaveni parametri pro béh simulace molekularnich
dynamik.

6.4.2 Vybér pocatecniho bodu pro vypocet tunelia

Stejné jako v predchozi verzi je na vybér poc¢atecniho bodu pro vypocet proteinovych tu-
nelt kladen zna¢ny diraz, protoze Spatné zvoleny poc¢ateéni bod muze vést k jejich Spatné
identifikaci. Stranka vybéru pocatecniho bodu zachovava rozlozeni a logiku komponent
z predchozi verze. Sklada se ze t¥i komponent (obrazek 6.7). Prvni komponenta slouzi
k usnadnéni vybéru pocatecniho mista a nabizi stejné moznosti jako puvodni verze — kata-
lytické kapsy, kapsy, ligandy a tseky sekvence. Vice informaci k jednotlivym z nich stejné
1ze nalézt v kapitole 5.
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Vsechny vybrané varianty se interaktivné zobrazuji ve vizualiza¢ni komponenté, kde si
pocatecni bod pro vypocet tunelu.

Pii vybéru libovolného objektu (kapsy, ligandu nebo tisekt sekvence) se uzivateli zobrazi
cerveny bod ve vizualiza¢ni komponenté, ktery oznacuje vysledny pocateéni bod, ktery
bude zvolen pro vypocet tuneli. Jeho souradnice se zobrazi v tfeti komponenté, ve které je
uzivateli umoznéna jejich manudlni editace.

/" Start from

Catalytic
pockets ] Pockets [ Ligands T Sequence ]
D Relevance Volume Drugability
score
® 1 100 98 0.86
L O 2 99 86 0.08

-
[ Visualization

Coordinates of starting point

S

. S

Obrazek 6.7: Navrh vybéru pocatecniho bodu pro vypocet proteinovych tuneli. Sklada se
ze tii ¢asti: (i) prehled objektli, pomoci kterych lze vybrat pocateéni bod; (ii) vizualizace
struktury i se zobrazenymi prvky; (iii) moznost manudlni tpravy souradnic poc¢atec¢niho

bodu.

6.4.3 Nastaveni nastroje CAVER a interakce s uzivatelem béhem vypo-
¢tu

Posledni strankou, kterou uzivatel pred odeslanim tlohy vidi, je stranka pro nastaveni
parametri nastroje CAVER (obrézek 6.8a). Obsahuje celkem dvé sekce. V prvni si uzivatel
voli, které molekuly nachazejici se ve struktute chce do vypocti tunelu zaradit. Tato volba
ovliviiuje, co bude ze vstupniho souboru odstranéno a nebude tak predstavovat umélou
prekazku pri hledani tunelt. Zakladni volba pocitd s aminokyselinami, ale ponechava na
uzivateli, jestli do vypoctu chce zaclenit i vodu (HOH).

Druhé sekce obsahuje nastaveni zdkladnich parametru nastroje CAVER (vice popséany
v sekei 4.1.3). Parametry jsou opét rozdéleny na zékladni a pokrocily méd. U ostatnich
nastaveni bylo pozorovano, ze je uzivatelé méni velmi mélo a pro jejich spravné nastaveni je
nutné hlubsi pochopeni funkcénosti nastroje CAVER. Po uvazeni vSech parametra uzivatel
odesila ulohu ke zpracovani na server.

Béhem vypoctu ulohy, ktery muze nové trvat i desitky hodin, jsou uzivateli zobrazeny
logovaci informace z probihajici ilohy (obrazek 6.8b). Po dobéhnuti vSech vypocti jsou
ke stazeni nabidnuta vsSechna data, jez byla ziskdna béhem kalkulaci a data informujici
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o prubéhu vypoctia molekularnich dynamik ¢i proteinovych tuneli. Po stisknuti tlac¢itka
pro zobrazeni vysledku je uzivatel premistén na stranku vysledk.

Residues considered for tunnel calculation

[j] standard amino acids

() Hom

Caver settings

Minimum probe radius: | 0.9

Shell depth:

Shell radius:

Clustering threshold:

Maximal distance:

Desired radius:

Reset settings

-

[ Job info -
Job name: Experiment 1

Job ID: scaassdl

Status: Running molecular dynamics simulations

Analysis

Show analysis

Download

Raw data . Caver log || Caver configuration | ‘MD Conﬁguraﬁnn| | MD log

(b)

Obrazek 6.8: Navrh komponent pro nastaveni nastroje Caver (a) a pro interaktivni infor-
movani uzivatele o stavu bézicich vypoctu (b).

6.4.4 Prezentace vysledka

Zavedenim vypoctu molekularnich dynamik vyznamné nartistd mnozstvi vyslednych dat,
proto je nutné zavést nové techniky jejich prezentovani. Pracovni postup proteinovych in-
zenyra v této oblasti spociva ve vybéru tzké skupiny kandidatnich tuneli pro pozdéjsi
podrobné analyzy. Je tedy nutné z celé simulace a stovek identifikovanych tuneli vybrat
takové tunely, které jsou v Case stabilni (nejcastéji oteviené) a maji co nejvétsi propust-
nost. Vyfiltrované tunely jsou dale zkoumany v jejich dalSich parametrech, jako je zkrouceni
a promeénlivost Sifky v celé délce od aktivniho mista az po povrch proteinu. Tunely jsou
tak vytridény do jednotek kandidatua, u kterych se zkoumaji moznosti zlepsSeni jejich vlast-
nosti a navrhuji se pfipadné mutace v sekvenci proteinu, nebo se voli vhodnéjsi ligand [12].
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Velké mnozstvi generovanych snimku proteinové trajektorie (tzv. snapshoti) ¢ini tuto ma-
nualni analyzu proménlivosti proteinovych tunelt v redlném Case velice obtiznou az primo
nemoznou.

Priazkum moznosti vizualizace dat z molekularni trajektorie

Za tcelem umoznéni analyz trajektorie byl proveden prizkum existujictho feseni zabyva-
jictho se analyzou molekuldrnich dynamik. K podrobné analyze byl vybran nastroj Mole-
Collar [12]. Autofi néstroje pusobi v brnénské védecké skupiné, kterd se zabyva vizualizaci
biologickych dat. MoleCollar je desktopova aplikace, kterd analyzuje trajektorie proteino-
vych struktur. Jednou z nabizenych funkci je identifikace a analyza proteinovych tunelt.
Tyto analyzy presné odpovidaji pozadavkium naseho feseni, a proto bylo rozhodnuto o jejich
implementaci v aplikaci Caver Web 2.0.

Pro implementaci byly zvoleny dvé metody prezentace vyslednych dat: (i) All tunnels
Heat Map (tepelnd mapa vSech tunelil) a (ii) Single tunnel Heat Map (tepelnd mapa jednoho
tunelu v ramci celé simulace).
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Obrazek 6.9: Tepelnd mapa vSech tunelt zobrazuje variabilitu velikosti hrdel jednotlivych
tunelt napii¢ celou dobou simulace. Bila barva znamend, ze tunel nebyl v daném snimku
se zadanou hodnotou minimalniho poloméru hrdla klasifikovan (prevzato z [12]).

Tepelnd mapa vsech tunelt (obrazek 6.9) slouzi k zobrazeni vSech tuneli, které byly
béhem béhu simulace identifikovany. Tunely jsou aproximovany velikosti jejich hrdla. To
znamend, ze jeden tunel v konkrétnim ¢ase je reprezentovan jednim bodem (barevnym ob-
délnikem). Barevnd vypln bodi je skalovana podle sitky tunelu, pfi¢emz bila barva oznacuje,
Ze tunel v daném case a ve vybraném snimku nesplnil podminky identifikace (hodnota veli-
kosti jeho hrdla byla mensi nez uzivatelem definovany parametr) [12]. Ziskana tepelnd mapa
usnadnuje vybér kandidatnich tunelt pro podrobnéjsi analyzu, které jsou v prubéhu casu
nejcastéji otevieny (jsou stabilni). Tyto tunely jsou vhodné k nasledné analyze transportu
ligandti do aktivnich mist proteint. K analyze je vhodné vybrat snimek tunelu v case, ve
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kterém disponuje nejmensi velikosti hrdla, protoze velikost hrdla vyznamné ovlivni propust-
nost celého tunelu.

Po vybéru skupiny kandidatt z tepelné mapy vsSech tuneli lze jednotlivé tunely zob-
razit v tepelné mapé jednoho tunelu (obrazek 6.10). Tato datova reprezentace na rozdil
od predchozi neaproximuje tunely jednou hodnotou, ale zobrazuje proménlivost jednoho
tunelu v celé jeho délce od aktivniho mista po povrch proteinu [12]. Tento prehled ndm
umoznuje identifikovat iseky tunelu, které mohou byt modifikovany. Naptiklad pfi zaméru
zZvysit vytézek z enzymu se snazime rozsifit uzsi mista tunelu a pfi snaze tento protein
blokovat v jeho ¢innosti hledame zpusoby jak toto misto zablokovat nebo jesté vice z0zit.
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Obrazek 6.10: Tepelnd mapa jednoho tunelu zobrazuje proménlivost sitky tunelu v celé
jeho délce (od pocéatecniho mista az po dosazeni povrchu) napti¢ celou dobou simulace.
Bil4 barva znamend, Ze tunel nebyl v daném snimku se zadanou hodnotou minimalniho
poloméru hrdla klasifikovan (prevzato z [12]).

Navrh stranky zobrazujici vysledky tlohy

Po definovani novych komponent pro zobrazeni dat z molekuldrnich dynamik byla navr-
zena stranka pro prezentaci vysledku tlohy. Stranka se skladd ze dvou zalozek, které od
sebe oddéluji data popisujici souhrnné cely béh simulace a data analyzujici jednu statickou
strukturu nebo snimek ze simulace.

Prvni zalozka obsahuje celkové statistiky ze vsech snimkt ulohy. Tato zalozka je zobra-
zena na obrazku 6.11a. Sklad4 se ze ¢ty komponent, které byly za sebe poskladany tak, aby
vedly uzivatele v o¢ekdvanych krocich, tedy: (i) analyza celého priubéhu a identifikace sku-
pin tunelu jako kandid4ati pro podrobnéjsi analyzu; (ii) zkoumdani a vyfazeni nevhodnych
kandidatu; (iii) analyza vybranych kandidatu v zdlozce jedné struktury.

K celkovému prehledu statistik je vyuzito komponenty tepelné mapy vsech tunell, jez
zobrazi mista, ve kterych dochazi k hledanému chovani tunelt nejcastéji. Tento prehled je
doplnén o komponentu statistik celé simulace. Tvori ji tabulka s prilozenym grafem. Jednot-
livé fadky tabulky obsahuji zdznamy o shlucich tuneltu (clusterech). Za shluk je v aplikaci
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oznacovan vyskyt jednoho tunelu v riznych ¢asovych snimcich trajektorie. Shluky jsou vy-
tvoreny pomoci nastroje CAVER. Zaznam tabulky obsahuje statisticky popis shluku jako
je: (i) pocet snimki, ve kterych byl zkouméan; (ii) pocet snimku, ve kterych byl identifi-
kovan; (iii) prumérnd velikost a prumérnd hodnota maximélnich a minimalnich velikosti
hrdla tunelu; (iv) smérodatné odchylky hodnot tykajicich se hrdla tunelu; (v) propustnost
tunelu.

Vybrani kandidati jsou dale vytridéni pomoci komponenty pro tepelnou mapu jednoho
tunelu. Z téchto dat si uzivatel urci snimky, které chce podrobnéji zkoumat, a presune se
do druhé zalozky. Zalozka statistik neni zpiistupnéna, pokud aplikace neobsahuje vypocet
molekularni trajektorie (byla spusténa v rezimu analyzy statické struktury, nebo porovnéni
struktury).

Zalozka analyzy statické struktury je zobrazena vzdy. Oproti puvodni verzi obsahuje
jednu novou komponentu, ktera se podminéné zobrazuje pouze v pripadé analyzy moleku-
larni trajektorie. Jedna se o komponentu pro vybér snimku a nachéazi se hned na zac¢atku
zalozky na obrazku 6.11b.

Dalsi komponentou je tabulka s prehledem identifikovanych tuneli v konkrétnim snimku.
Uzivatel muze zobrazit podrobné informace o tunelu a prohlédnout si proménu Sirky tu-
nelu od pocatecniho mista az k povrchu proteinu. K zobrazeni proménlivosti $itky je pouzit
graf pod tabulkou. Vybrané tunely jsou interaktivné zobrazeny ve vizualiza¢ni komponenté.
Posledni komponentou je vycet provedenych kalkulaci transportu ligandu pomoci nastroje
CaverDock s moznost{ animace transportu ve vizualiza¢ni komponenté nebo stazeni v po-
dobé PyMol sezeni.

Ensemble ( Single W Ensemhle} Single ‘

s snapshot: () 29/150
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time i ~£8

tE Eb;ﬂ\ene:ks of tunnel k over time T
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Obrazek 6.11: Navrh rozlozeni stranky zobrazujici vysledky tlohy obsahuje dvé zalozky:
(a) statistika vSech snimku simulace a (b) analyza jednoho vybraného snimku nebo statické
struktury.
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Kapitola 7

Implementace nastroje Caver Web

Aplikace Caver Web je velice komplexni a zapouzdruje velké mnozstvi nastroju, ¢emuz odpo-
vida i jeho struktura. Sklada se z celkem ze t¥i hlavnich komponent — frontendu uzivatelského
rozhrani, backendu uzivatelského rozhrani a vypocetniho jadra. Frontend a backend uziva-
telského rozhrani jsou zodpovédné za interakci s uzivatelem, sbirani jejich vstupt a zobrazo-
vani vysledkd. Vypocetni jadro pak zajistuje uskuteénéni samotnych vypoctl a zpracovani
jejich vystupnich dat. VSechny komponenty budou bliZze popsiany v nasledujicich kapitolach.
Jelikoz aplikace vychazi jiz z existujici verze, prebira z ni ur¢ité ¢asti implementace.

7.1 Architektura aplikace

Architektura aplikace byla navrzena a sestavena podle pravidel pro tvorbu aplikaci za-
lozenych na platformé Loschmidt Core (obrazek 7.1). Vypocetni jadro tvori samostatnou
jednotku, kterd je plné oddélena od webové aplikace s grafickym rozhranim. Nové tlohy
a informace o jejich stavu se predavaji s vyuzitim databize MySQL a definiénich XML
soubori, které obsahuji uzivatelské vstupy a konfigura¢ni parametry. Vysledky jsou pak
z jadra poskytovany uzivatelskému rozhrani standardnim HTTP protokolem. Tato vlast-
nost umoznuje libovolné ménit dil¢i ¢asti systému bez nutnosti dalsich potfebnych tprav.
Soucasné je mozné navysit pocet komponent, které tyto soubory produkuji, ¢imz nabizi
prostor k efektivni skalovatelnosti systému [57].

Jedinou véci, kterou musi komponenty interagujici v systému respektovat, je format dat,
jenz slouzi k popisu biologickych dat. Na obrazku 7.2 je zobrazena datovy model, ktery
je sdileny mezi komponentami a slouzi k uchovavani zpracovanych informaci o tunelech
a jejich parametrech. Proteinové tunely (tfida Tunnel) jsou tvoreny sekvenci kouli (sfér),
které jsou reprezentovany tiidou Centerline. Tunel, ktery se v case méni, je drzen ve
shluku (tfida TunnelCluster), aby bylo mozné propojit tentyz tunel v odlisnych snimcich
(tfida Snapshot). Kazdy tunel je lemovan sekvenci aminokyselin (tfida Residue) a jeho
nejuzsi ¢ast reprezentuje trida Bottleneck. Aminokyselina je slozena z atomi, které jsou
reprezentovany stejnojmennou tiidou Atom.

7.2 Vypocetni jadro
Vypocetni jadro je platforma vyvinutd v Loschmidtovych laboratotfich [58], kterd zajistuje

automatizované spousténi vypocetnich tloh na zdkladé specifikace. Jeho implementaci 1ze
nalézt na priloZzeném cd v archivu core.zip. Je implementovana v jazyce Java a slouzi jako
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Obrazek 7.1: Architektura néstroje, zelené jsou vyznaceny rozsirené nebo nové implemen-
tované ¢asti [57].

robustni zaklad pro bioinformatické webové aplikace, kterym poskytuje sirokou plejadu
zékladnich funkci a umoznuje tak jejich programiatorim se soustiedit vyhradné na im-
plementaci bioinformatickych analyz. Mezi tyto funkce pak patii napiiklad: (i) spravovani
zadanych 1loh; (ii) prifazeni potfebné diskové a vypocetni kapacity; (iii) odesilani e-mailové
zpravy o zmeéné stavu vypoctu; (iv) obsluha databéze; (v) spousténi, fazeni a kontrola zavis-
losti modult; (vi) zajisténi sdileni vysledki mezi moduly. Hotové vypocetni jadro pak bézi
jako samostatna sluzba a uzivatelské rozhrani v ném spousti jednotlivé tlohy dle zadani
uzivatele. Ulohy jsou zadané pomoci souboru v datovém formétu xml (pifklad ve vypisu
7.1), ve kterém jsou uvedeny zékladni informace o tloze, krocich vypoctu (modulech) s od-
povidajicimi parametry a vstupnich souborech. Jadro tento defini¢ni soubor zpracuje. Poté
na jeho zakladé provede vsechny vypocetni kroky a vysledky zpristupni zpét uzivatelskému
rozhrani [58].
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Obrazek 7.2: Datova reprezentace vyslednych biologickych dat v jadre aplikace [57].

<job id="example">
<info>
<title>1cv2 - 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="COORDS">
<x>17</x>
<y>10</y>
<z>25</z>
</startingPoint>
<caver>
<param key="desired_radius">5</param>

</caver>
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</module>
</modules>
<inputFiles>
<file key="pdb">http://caverweb.cz/api/source-file/jobX¥Z</file>
</inputFiles>
</job>
Vypis 7.1: Priklad definice tlohy pro vypocetni jadro.

Implementace vypocetniho jadra probihala ve formé vytvoreni chybéjicich moduli, které
rozsitily jiz stavajici implementaci analyzujici statické struktury.

Defini¢ni XML soubor tlohy obsahuje informace o vstupni proteinové strukture, poca-
tecnim bodu pro vypocet proteinovych tunelt a modulech, které maji byt pouzity.

Jadro bylo potfeba rozsirit o vypocet dynamiky proteinovych struktur. Do vypocetniho
clusteru byly pfidany patfiéné nastroje. Jednd se o programy Yasara [31] a tCONCO-
ORD [47]. V obou pfipadech je predpoklddanym vystupem sekvence snimku (PDB sou-
boril). Soubory jsou vyprodukovdny a poskytnuty k vypoctu proteinovych tunelit modulu
nastroje CAVER. Program CAVER je jiz svou implementaci na vypocet proteinovych tu-
nelt v ramci vice snimku pripraven. Modulu je tedy nutné piredat pouze odkazy na prislusné
soubory, s kterymi ma pracovat. Toho je docileno pomoci sdileného objektu vysledku, ktery
slouzi pro prenos informaci mezi moduly.

Program Yasara pracuje na zakladé tii druhi vstupt: (i) prostfednictvim grafického uzi-
vatelského rozhrani; (ii) pomoci prikazové radky; (iii) spusténim predpfipravenych skripti.
S ohledem na béhové prostredi vypocetniho clusteru byl pro tucely Caver Webu vybran
rezim spousténi pomoci Yasara skriptu (skript se nachézi na pfilozeném CD v souboru
scripts/cluster/yasara.sh). Pro spousténi ruznych tloh byly autory pfipraveny skripty,
které parametrizuji vypoc¢ty pomoci specifického skriptovaciho jazyka. Jednim z takto pri-
pravenych skriptu je i skript pro vypocet molekuldrnich dynamik — md_run.mcr [2], ktery
je prilozen na CD v souboru scripts/cluster/md_run-parameters.mcr. Tento skript byl
prevzat a byly mu umoznény pozménovat pouze vybrané parametry. Modul na zikladé
vstupniho XML souboru, ktery popisuje tlohu a tedy i parametry pro spusténi nastroje
Yasara, sestavi skript pro béh molekularnich dynamik. Sestaveny skript je odeslan ke kal-
kulaci na vypocetni cluster.

Jelikoz program Yasara neumoznuje primo produkovat jednotlivé snimky ve formatu
PDB, jsou vypocitané snimky prevedeny pomoci dalsiho skriptu — md_convert.mcr [1] do
formatu PDB (pfiloZzen na CD v souboru scripts/cluster/md_convert-parameters.mcr).
Simulace jsou béhem vypoctu ukladiny ve specidlnim datovém forméatu néstroje Yasara
(sim), ktery ukldda oproti ostatnim forméatim i rychlost a smér ¢éstic, takze umoziuje
navazat na jiz ukonceny vypocet simulace. Tento datovy format nabizi moznost na budouci
SetTeni vypoctl. Snimky ve formatu sim budou ulozeny do serverové cache a budou déle
rozsifovany jen v pripadé pozadavku na vypocet delsi simulace.

Po ukonceni kalkulace a konverze molekularnich dynamik jsou snimky poskytnuty mo-
dulu CAVER, ktery v nich identifikuje tunely a vytvori vystupni soubor. Soubor je opét ve
formatu XML a obsahuje statistickd data vSech tuneli a clustert.

Experiment délky béhu simulace

Pro moznost poskytnuti odhadovaného casu vypoctu byly béhem integrace experimentalné
naméreny délky vypocCtu pro ruznorodé proteiny. Vysledky jsou zobrazeny v tabulce 7.1.
Pozadavkem byl vypocet 5 nanosekund trajektorie vzdy pii shodnych podminkach. Kazda
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http://caverweb.cz/api/source-file/jobXYZ%3c/file

uloha pozadovala pridélit 16 jader a 16 GB operacni paméti. Pii odeslani tloh do fronty bylo
pozorovano, ze tyto pozadavky jsou ve fronté casto predbihdny méné naro¢nymi tlohami,
protoze pozaduji méné zdroju. Pfi béhu tloh bylo zjisténo, ze nastroj Yasara pouziva k vy-
poctu priblizné 8 jader a vyuziva do 5 GB opera¢ni pameéti, takze pozadavky na vypocetni
zdroje mohou byt snizeny.

Béhem béhu simulace bylo vyprodukovano 50 snimku (interval pro uklddani snimku byl
0.1ns), které vyprodukovaly od 26 MB (pro 40EE) az 436 MB (pro 2AKA). Jak muzeme vidét
v tabulce 7.1, délka vypoctu ¢astecné koreluje s velikosti struktury. V nékterych piripadech
vS8ak dochazi k odchylkam, kdy u vypoctu struktur 4E46 a 4LRJ je ¢as znacné odlisny i pres
podobny pocet atomu.

Z vysledkt méreni mizeme konstatovat, ze velikost dat nebude z pohledu zpracovani
serverem komplikovana. Dilezitym zdrojem je vSak ¢as. Cas vypoétu se méni a neni podle
poc¢tu atomil mozné predikovat ¢as potifebny pro jeho dobéhnuti, ale je potfeba brat v po-
védomi i oligomerni stav proteinu. Podle namérenych dat lze pozorovat, ze heterodimery
potrebuji vice ¢asu k simulaci.

Pozorovani béhem experimentu vedlo k zavéru, ze za provozu budou sbirdany statistiky
délky vypoctu, ze kterych se aproximaci bude predikovat predpokladany ¢as vypoctu.

PDB kéd Oligomerni .Po(:et . Poéeij ’ Dévlka
stav aminokyselin atomt vypoctu [h]

40EE monomer 155 1 068 1:58
20MB homodimer 434 6 387 16:09
4E46 monomer 296 2 491 5:51
4LRJ heterodimer 296 2 258 7:33
5K3A homodimer 590 4 707 3:50
1CFJ monomer 535 4 244 9:17
5HQ4 monomer 669 5 344 10:42
5KSK homodimer 1 496 11 095 38:42
2AKA heterodimer 1075 8 625 60:22

Tabulka 7.1: Délka vypoctu simulace molekularnich dynamik v délce 5 ns na vypocetnim
clusteru (prevzato a upraveno z [57]).

7.3 Webova aplikace

Uzivatelské rozhrani

Uzivatelské rozhrani je nové vytvoreno v JavaScriptu (resp. jazyce TypeScript) s vyuzitim
knihovny React. Déle se vyuziva React Router pro zobrazovani obsahu na zakladé specifi-
kované URL adresy. Implementace React aplikace se nachazi na prilozeném CD v archivu
frontend.zip.

Framework React funguje na principu reakce na zménu stavu aplikace. Interné si udrzuje
reprezentaci DOM ! a pii jeho zméné vypoéita a piekresli jen modifikované komponenty.
Komponenty predstavuji jednotlivé prvky stranky, jez disponuji rozhranim, skrze které jsou
napojeny na globalni stav aplikace. Ke spravé globalniho stavu se vyuziva knihovna Redux.
Stav aplikace tvori jeden objekt a jeho modifikace se provadi pomoci akci, které jsou vzdy

"Document Object Model — objektové orientovans reprezentace HTML [60]
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cilené jen na urcitou ¢ast (atributy) stavu. Pfi zméné stavu je vyvoldna akce, kterd urci,
jaké komponenty je nutné prekreslit s novymi daty.

Aplikace tedy disponuje svym stavem, ktery zastfesuje data aplikace, a komponentami,
které tato data zobrazuji. K propojeni téchto dvou funkénich jednotek se vyuziva tzv.
kontejnerd. V kontejneru si vyvojar urci, k jakym c¢astem stavu bude dand komponenta
napojena a které akce vudi globalnimu stavu muze provadét. Specifikované rozhrani se
nazyva properties.

Rozlozeni komponent v jednotlivych strankach koresponduje s ndvrhem, ktery byl po-
psan v ramci kapitoly 6. K implementaci jednotlivych komponent bylo vyuzito knihovny
React-bootsrap (https://react-bootstrap.github.io/), kterd disponuje jiz predpfipravenymi
elementy. Vyuziva se predevsim komponenta pro zobrazeni tabulky, vyskakovacich pozna-
mek a dialogového okna modal. Spole¢né s integraci knihovny React-bootstrap byly za-
Clenény i preddefinované kaskadové styly, které slouzi jako zakladni graficky nastroj. Nad-
stavbu zakladnich styld knihovny bootstrap tvori kaskadové styly Loschmidtovych labo-
ratori, které jiz byly definovany pii tvorbé predchozich aplikaci a sjednocuji vzhled vsech
nastroju této organizace.

Jednotny sdileny vzhled a rozlozeni maji i zdkladni komponenty a stranky Loschmidto-
vych laboratori. Zakladni rozlozeni a vzhled komponent je zobrazen na obrazku 7.3. Stranka
je tvorena zahlavim, patickou a boénim panelem, ve kterém se nachéazi loga a informace
o autorech. Posledni ¢asti je hlavni panel, ktery je urcen k individudlni implementaci vyvo-
jarem nastroje. Pro sjednoceni i této ¢asti se vyuziva sdilenych kontejnerovych komponent
(box11), které zabaluji informace do zaoblenych obdélniki s ivodnim titulkem.

Stranka sbirajici vstupni data od uzivatele je tvorena hlavné formulari a tlacitky, které
se zobrazuji na zakladé predchozich voleb. K efektu reaktivniho zobrazovani jednotlivych
komponent se vyuziva jiz diive zminéného stavu. Akce (napiiklad kliknuti na tlacitko)
pozmeéni priznak v globalnim stavu aplikace a zpusobi prekresleni stranky. Stav tak slouzi
k dvéma ic¢eltim — definici vzhledu stranky a drzeni kontextu probihajici tlohy.

Vice interaktivni je stranka vybéru pocatec¢niho bodu pro vypocet tunelu. V této strance
uzivatelovy volby ovliviiuji vizualiza¢ni komponentu, kterd vykresluje proteinovou struk-
turu a nalezené katalytické kapsy. K vizualizaci biologickych dat se vyuziva nové knihovny
Mol* [48], kterd byla vytvorena brnénskou védeckou skupinou, jez se zabyva vizualizaci
biologickych dat.

Nasledujici stranka pro nastaveni nastroje CAVER je tvorena opét prostrednictvim for-
mulaie. Po kliknuti na tlac¢itko pro odeslani ilohy jsou potrebna data zpracovina backendem
do formy XML souboru, ktery je nasledné odeslan do vypocetniho jadra.

Po odeslani tlohy je uzivatel presunut na stranku prohlizece vysledki. Zde je zobrazena
informace o stavu probihajictho vypoctu. Informace o stavu vypoctu je sdilena prostred-
nictvim zéznamu v databazi, ke které mé pristup jadro i backend, a slouzi tak k jejich
komunikaci. Tlac¢itko pro zobrazeni vysledkt je neaktivni az do chvile dobéhnuti vypocti.
Poté je umoznéno pomoci prokliku prejit do stranky vysledku.

Stranka vysledkt je tvorena dvéma zalozkami, které slouzi pro zobrazeni statistik celé
simulace a analyzy jednotlivych snimku. V pripadé analyzy statické struktury je zalozka sta-
tistik deaktivovana. V opacném piipadé je uzivateli zobrazena a obsahuje tepelnou mapu
vSech tunell, statistickou tabulku tunelovych clusteri a tepelnou mapu jednoho tunelu.
K vykresleni grafii se pouziva knihovna recharts. Zalozka analyzy jednoho snimku nebo
statické struktury obsahuje komponenty a grafy pro zobrazeni a analyzy identifikovanych
tuneli. Hlavnimi komponentami jsou tabulka tuneli, vizualizacni komponenta a tlohy na-
stroje CaverDock.
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Obrazek 7.3: Zakladni rozlozeni prvk webovych aplikaci Loschmidtovych laboratofi. Za-
kladnimi prvky uzivatelského rozhrani jsou zahlavi, paticka a boc¢ni panel. V hlavnim panelu
se vyuzivaji kontejnerové komponenty za tcelem sdruzeni sémanticky podobnych prvka do
jednoho celku (modry box).

Aplikac¢ni backend

Aplika¢ni backend je implementovin v jazyce Java a vyuziva framework Spring Boot
(https://spring.io/projects/spring-boot). Jeho implementaci lze nalézt na prilozeném CD
v archivu backend.zip. Tento moderni framework byl vybran z dtvodi jeho vlastnosti,
které umoznuji rychly vyvoj aplikaci s lehkou konfiguraci. Hlavni pfednosti je poskytnuti
robustniho zpracovani HTTP pozadavka a sprava koncovych bodi REST API. Dalsimi
uzite¢nymi vlastnostmi jsou: automatickd konfigurace, poskytnuti anotaci, snadné rizeni
zavislosti a vestavény Servlet kontejner [53].

Pr1i spusténi Spring Boot aplikace je vyhledan vstupni bod aplikace a je spusténa auto-
maticka konfigurace. Poté se provede procedura skenovani komponent, které jsou v projektu
zahrnuty. Skenovani nalezne vSechny deklarace balicki a komponent (beant), které inicia-
lizuje podle konfigurace [53].

51


http://spring.io/projects/spring-boot

Pr1i tvorbé datovych trid se vyuziva programovaciho modelu zalozeného na technologii
Spring, ktery usnadnuje uzivani technologii pro pfistup k databazim, map-reduce framewor-
kim a cloudovym datovym sluzbam [10].

V projektu se vyuziva prace s repozitafi, které nabizi tvorbu dynamicky databdzovych
dotazll z nazvi metod repozitare. Byla pouzita knihovna Lombok, kterd prostfednictvim
anotaci generuje metody typu getter a setter. Dalsi vyuzivanou ¢asti frameworku je Spring
Data REST, pomoci kterého se vytvari koncové body aplikace [10].

Tato ¢ast systému je zodpovédnd za predzpracovani dat obdrzenych z vypocetniho ja-
dra a zpfistupnéni dat ze souborového systému ¢i databaze. Aplika¢ni frontend se dotazuje
na jednotlivé koncové body API pomoci HTTP pozadavki. Koncové body byly navrzeny
presné pro potfeby aplikace. Na strané této komponenty dochazi i k identifikaci struktur,
které poméhaji s vybérem pocatec¢niho bodu pro vypocet proteinovych tuneli. Koncové
body predstavuji kontroléry, které reaguji na jednotlivé pozadavky a volaji bézici sluzby
k obsluze pozadovanych akci, jako jsou napriklad price se souborovym systémem a komu-
nikace s databazi.

Hlavni dlohou backendu je zpracovavat pozadavky od uzivatele a spravovat (pfipadné
vytvaret) potfebné soubory, jako jsou identifikované biologické jednotky, konfiguracni sou-
bory pro jadro a vygenerované vystupni soubory programu CAVER. Tyto tlohy se provadi
pro kazdou tlohu zvlast, takze je nutné jednotlivé soubory rozliSovat. V ramci aplikace
byla navrzena sluzba (StorageService), kterd zastituje praci se souborovym systémem.
Pri zahajeni nové tlohy je vygenerovan unikatni identifikator, ktery slouzi jako pristupovy
kli¢ do datového prostoru tlohy. Diky tomu je naptiklad soubor, ktery slouzi pro identifi-
kaci kapes, spusténi molekularni dynamiky a nalezeni tuneli, vzdy ulozen v souboru pod
jménem structure.pdb.

Kazda uloha je v databazi identifikovana jednim zaznamem, ktery obsahuje informace
o uzivateli, stavu tulohy a adrese konfiguracniho souboru urc¢eného pro jadro. Inicializacni
skript databaze se nachézi na prilozeném disku v souboru scripts/database/LL_caverweb
_structure.sql. Po vytvoreni konfiguracniho souboru je v databazi zménén status tlohy,
ktery ji oznaci za pripravenou k vykonani. Jadro, které databazi pravidelné prohlizi, stahne
konfiguracni soubor a spusti specifikované vypocty. Déale se k illoze vazi metadata, ktera jsou
ulozena v samostatné tabulce. Metadata slouzi k doplnéni tlohy o dalsi potrebné informace,
jako jsou konfigurace analyz transportu ligandu, protoze béhem jedné tilohy mtizeme spustit
vice téchto analyz s rozlicnymi ligandy a v riznych tunelech.

Vysledky jsou nejprve stazeny z vypocetniho clusteru a nasledné umistény na specificka
mista v datovém prostoru tlohy. Jelikoz jsou data uloZena v souborech ve formatu xml,
je nutné je zpracovat a preformétovat do datové reprezentace, v které budou poskytnuty
webovému rozhrani. Za timto ucelem v aplikaci figuruji loadery, které jsou zodpovédné za
prevedeni z obecného datového formatu na interni datovou reprezentaci aplikace. Dotazo-
vanim se konkrétni koncové body API se data filtruji a jesté vice transformuji. Problémem
a nejvetsi vyzvou, kterd je v soucasné dobé neustdle resena, je dosazeni minimalni zatéze
klienta, protoze analyzy molekularnich dynamik produkuji velké mnozstvi dat.

7.4 Nasazeni

Cela aplikace je cilené navrzena pro snadné nasazeni bez ohledu na geografickou ¢i sito-
vou blizkost jednotlivych komponent. Proto se k veskeré komunikaci se vyuziva vyhradné
standardnich sitovych protokoli jako je HT'TP, SSH ¢i MySQL. Pro snazsi nasazeni a pre-
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nositelnost jsou vSechny komponenty (s vyjimkou vypocetniho clusteru) pripraveny a dis-
tribuovény jako obrazy pro systém Docker (https://www.docker.com/).

V ramci planovaného nasazeni v produkénim prostiedi Loschmidtovych laboratori (ob-
razek 7.4) pak bude aplikaci predfazeno navic jesté reverzni proxy zajistujici kompletni
flexibilitu ve skute¢ném umisténi béhového prostredi.

Webovy server Webovy server Databazovy server
Node]s Apache Tomcat SQL| [patabaze MariaDB
React HTTP
aplikace Backend
HTTP HTTP ‘ SQL
Webovy server Aplikacni server
Apache Java Virtual Machine
1 Emailovy server
[caverweb Jadro (Loschmidt core)
reverzni proxy
SSH SFTP
i HPC - vypocetni cluster \\'
1
] . Viw, w !
1 PBS server FRONTEND Uloziste = :
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1 1
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Obrazek 7.4: Znézornéni nasazeni nastroje Caver Web 2.0 [57].
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Kapitola 8
Zaver

Studium proteinovych struktur je v poslednich letech ¢im dal vice popularni. Duvodem né-
ristu zajmu je moznost jejich primyslového vyuziti. Hlavni skupinou zajmu jsou enzymy,
které se od svych protéjsku lisi schopnosti katalyzovat chemické reakce, ¢imz se stavaji za-
jimavou alternativou k tradi¢nim chemickym katalyzatorim. Nevyhodou ale ztstava jejich
citlivost na podminky v okolnim prostredi a jejich selektivita viuci substratim, kdy ka-
talyzuji nékdy jen jednu konkrétni molekulu. Studium enzymt umoznuje jejich vlastnosti
zlepSovat a ovladat jejich funkénost v pozadovaném sméru [36].

Enzymy casto formuji sva aktivni mista hluboko ve svém vnitru, pficemz jsou z vnéjsiho
prostiedi pristupné prostiednictvim proteinovych tuneli. Proteiny a proteinové tunely byly
popsany v kapitole 2. Tato p¥istupova cesta (a predevsim jeji hrdlo) se stava hlavnim bodem
zajmu vyzkumu. Zkoumani téchto tzkych mist, skryvajicich se uvnitt proteina, je v labora-
tornich podminkach velmi zdlouhavé a nakladné, a proto vznikly specializované programy,
které umoznuji analyzovat jiz nasnimané proteinové struktury. Piikladem nastroji, které
se zaméruji na pruzkum proteinovych tuneli, jsou CAVER a CaverDock. Néastroje byly
popsany v kapitole 2.

S rozvojem pocitacovych systémi narostly i moznosti studii, které mohou zachycovat
i dynamické déje v proteinovych komplexech. Problematika simulaci molekularnich dynamik
véetné existujicich alternativnich pristupu byla uvedena v kapitole 3.

V soucasné dobé existuje velké mnozstvi programu, které nabizi riznorodé druhy ana-
lyz. Jejich pouzivani je doprovazeno nutnosti jejich prvotni studie, jez stoji drahocenny cas
védeckych pracovnikii. Z tohoto divodu vznikaji nové komplexnéjsi aplikace, které sdruzuji
jednotlivé néastroje do pracovnich protokolu v uzivatelsky privétivé formé. Jednou takovou
aplikaci je i aplikace Caver Web, jejiz nova verze byla navrzena v kapitole 6. Nova verze
aplikace prinasi v dnesni dobé unikatni moznost vypocti molekularnich dynamik v ramci
webové aplikace a stane se tak prvni, kterd tuto moznost poskytne. Dulezitou soucasti
prace bylo zachovani jednoduchosti uzivatelského rozhrani v kombinaci se zna¢nym na-
ristem prezentovanych informaci. Vyvoj uzivatelského rozhrani byl pravidelné konzultovan
s doménovymi experty z Loschmidtovych laboratoii.

Vyvoj aplikace znamenal i rozsifeni celého systému, ktery nyni zastituje kalkulaci mole-
kularnich dynamik na vypocetnim clusteru. Navrh rozsiteni a implementace novych modula
jadra systému byly popsany v kapitolach 6 a 7. Uzivatelské rozhrani bylo implementovino
(véetné nové navrzenych prvkil) za vyuziti technologie React.

Vystupem vyvoje je prvni prototyp aplikace, ktery umoznuje spustit plné automatickou
simulaci molekularni dynamiky a provést zakladni zobrazeni a analyzu nalezenych tunela
ve webovém rozhrani. Aplikace je v aktudlni podobé bohuzel nestabilni, nebot se nestihlo
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plné dokoncit zefektivnéni zpracovavani a vizualizace velkého mnozstvi dat, které generuje
simulace molekuldrni dynamiky. Prace na vyvoji i nadale pokracuje a v blizké budoucnosti
zacne i implementace dalsich rozsiteni navrzenych v ramci této prace.

Prace byla na konci roku 2021 tspésné prezentovana formou posteru na konferenci pod
zastitou iniciativy ELIXIR CZ [4], kterd propojuje védni skupiny zabyvajici se strukturdlni
biologii. V kvétnu roku 2022 byla prace ustné prezentovana na konferenci Excel@QFIT [5],
kde byla ocenéna odbornou komisi za multioborovy presah a kvalitni textové zpracovani.
Dale ziskala i cenu Jiriho Kunovského, ktera byla udélena na zakladé hlasovani verejnosti.
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