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Uvod

Transport molekul pfes biologické membrany piedstavuje jeden ze zadkladnich krokt
pii cesté latek organismem a ma naprosto kliCcovy vyznam pro organismus. Ve své
nejjednodussi podobé je realizovan jako prosta difuze latky. Prostd diftize ale neni
transportni mechanismus, ktery by byl vhodny pro vSechny druhy molekul napt. velké
molekuly, nabité molekuly nebo pifimo ionty nejsou vesmés schopny prochazet
biologickymi membranami timto zplsobem, a proto existuji dalSi transportni
mechanismy pro jejich transport.

Jednim z takovych to transportnich mechanismu je transport pomoci membranovych
transportérti. Jedna se o Sirokou Skalu velkého mnozstvi riiznych membranovych
proteintl, které jsou schopny realizovat transport molekul pfes membranu. Typicky
jsou transportéry schopny pienaset relativné uzkou skupinu molekul.

Z tarmakologického hlediska jsou tyto transportéry velmi vyznamné, protoze mnohé
z nich jsou spojeny s celou fadou genetickych onemocnéni, také jejich modulace je
spojena s funkci fady 1é¢iv a v neposledni fadé mohou svoji ¢innosti ptsobit jako
nezadouci bariéra pfi cesté 1é¢iva k cili.

S rozvojem védy jsou neustale popisovany dalsi a dalsi transportéry, stejné tak pribyva
informaci o jejich interakcich a vyznamu v organismech. Tyto informace jsou dnes
uchovavany v celé fadé bioinformatickych databazi.

Cilem této diplomové prace bylo sesbirat data o interakcich mezi molekulami a
membranovymi transportéry pomoci data miningu. Nasledné tato data ptidat do
databaze MolMeDB, kterd do t¢é doby obsahovala pouze interakce mezi malymi
molekulami a membranami. Poslednim cilem bylo provést analyzu obsahu databaze
MolMeDB a data o latkach se znamymi transportérovymi interakcemi porovnat s daty
o latkach s pfimymi interakcemi s membranami.



Teoretickd cast

1. Biologické membrany

Tato kapitola bude zamétena na biologické membrany. Nejdiive bude vénovana
pozornost obecnému popisu biologickych membran a poté moznostem transportu latek
pies né.

1.1 SloZeni biologickych membran

Obecné lze tict, ze biologické membrany jsou pfirozenou hranici bun¢k a nékterych
bunéénych organel. BiologickA membrana byva obvykle pfedstavovana jako
dvojvrstva? tvotena lipidy, kterou znazorfiuje tzv. model fluidni mosaiky.!?

I___——.—-— Glykoprotein / Glykolipid

Periferni
membranovy
protein

Lipidova

Cholesterol Proteinovy kanal dvojvrstva

Integralni
membranovy protein

Obrazek 1: Biologickd membrana odpovidajici modelu fluidni mosaiky (prevzato a upraveno z:3)

Jak je vidét na obrazku 1, kromé lipida biologickd membrana obsahuje i fadu dalSich
komponent, které plni fadu dulezitych funkci v organismu. Jedna se lipidy, proteiny a
sacharidy.

1.1.1 Lipidy biologickych membrdn

Jak jiz zaznélo v piedchozim textu lipidy tvoii dominantni ¢ast biologické membrany.
Z chemického hlediska rozliSujeme 3 typy lipidl biologickych membran: fosfolipidy,
glykolipidy a steroly.

Fosfolipidy jsou slozeny ze dvou mastnych kyselin, které jsou p¥ipojené na glycerol.”
Glycerol je poté pripojen na fosfat. Tyto tii slozky tvoii zaklad fosfolipidi, ktery mize
byt dale chemicky modifikovany na fosfatové skupiné, jak ukazuje obrazek 2, kde
pismeno R vyjadiuje tuto modifikaci.

2 Existuji vyjimky napf. membrana strata cornea.

® Piesn&ji mastné kyseliny jsou pfipojeny na alkohol. Kromé glycerolu, zde miize byt také sfingosin.
Podle alkoholu pak rozlisujeme glycerolfosfolipidy a sfingofosfolipidy. V textu prace nebude, ale
sfingolipidiim vénovana pozornost.
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Obrazek 2: Schéma chemické struktury molekuly fosfolipidu (prevzato a upraveno z:
https://www.mrgscience.com/topic-13-membrane-structure.html ze dne 3.3.2021)

Zname tadu derivatu tohoto zakladniho skeletu napf. fosfatidylcholin (PC), kde je na
fosfat pfipojen cholin, fosfatidylserin (PS), fosfatidylenthanolamin (PE), nebo
fosfatidylinsoitol (P1).

Dalsi velkou skupinou lipidt, které se vyskytuji v biologickych membranéach jsou
glykolipidy. Jednd se o molekuly, které jsou tvofeny opét mastnymi kyselinami,
glycerolem® a cukernou &asti napt. glukézou.?

Posledni skupinou lipidi membran jsou steroly. Pokud hovofime o sterolech
zivoc¢iSnych membran, pak hovofime hlavné o cholesterolu. Cholesterol se ze
strukturniho hlediska od obou piedchozich skupin lipidi napadné odlisuje. Obsahuje
polarni hydroxylovou skupinu, ktera je soucasti struktury sterolu, navic cholesterol
obsahuje typicky cyklicky steranovy fetézec.!

1.1.2 Proteiny biologickych membrdn

Proteiny biologickych membran plni rozmanité funkce. Nékteré z nich se podili na
pfenosu informace, jiné maji zase transportni funkci. Jsou tedy velmi dilezitou
soudasti bun&énych membran.!

Obrazek 1 ukazuje rlizné druhy membranovych proteinti. V nejhrubSim déleni je lze
rozdé€lit na dvé skupiny podle jejich interakce s membranou. Prvni skupinou jsou
tzv. periferni membranové proteiny, které neinteraguji s hydrofobni casti lipidové
dvojvrstvy, ale polarnimi ¢astmi membrany. Druhou skupinou jsou tzv. integralni
membranové proteiny, které jsou vnofené do membrany.*

¢ Nebo sfingosinem


https://www.mrgscience.com/topic-13-membrane-structure.html

Periferni proteiny plni funkce napf. strukturni jako tfeba protein aktin nebo
enzymatické coz je piipad protein kindzy C.* Integralni proteiny jsou velmi &asto
proteiny transportnimi, vzhledem k tomu, ze transportni proteiny patii mezi stéZejni
pojmy této prace bude jim vénovana pozornost v Samostatné kapitole (viz kapitola 2
Membranové transportni proteiny).

1.2 Transport latek pres biologické membrany

Pro molekuly existuje fada zpisobid, jak bunéfnou membranu zdolat. V tom
nejhrubéj$im rozdéleni mizeme transport latky pies membranu délit na aktivni a
pasivni transport,? jak znazoriiuje obrazek 3.

Membranovy
transport malych
molekuly
Pasivni transport Aktivni transport

Prosta difuze

Usnadnéna difuze

Obrdzek 3: Schéma moznosti membranového transportu malych molekul (vytvoreno dle ref. 1)

1.2.1 Pasivni transport pfes biologické membrdny

Za pasivni transport povaZzujeme takovy transport, ktery probihd ve sméru
koncentra¢niho gradientu (tedy z mista o vyS$i koncentraci do mista s nizsi
koncentraci), rovnéz pro néj plati, ze nedochazi ke spotiebé energiel. Podle obrazku 3
za pasivni transport povazujeme usnadnénou difuzi a prostou difuzi. Mechanismus
prosté a usnadnéné diftize zjednodusené ukazuje obrazek 4.

Elektrochemicky gradient

Vysoka koncentrace @) m——®  N{zk4 koncentrace

Prosta difuze . ®

Usnadnéna difuze @) : o
Obrazek 4: Schématicke znazornéni pasivniho transportu latek pres biologickou membranu (prevzato a upraveno
dle ref. ®)

d Kromé aktivniho a pasivniho transportu latek pfes membrany existuje jesté cytoza, kdy dochazi
k transportu z nebo do butiky pomoci lipidovych ,,vacki“. Tento transportni mechanismus se uplatiiuje
pfi transportu velkych molekul napf. polysacharidd, proteinti, polynukleotidi. Cytdza nebude v textu
prace déle rozvedena.!



Prosta difuze je nejjednodussi moznosti, jak miize byt molekula transportovéana ptes
membranu. Tento transport popisuje matematicky tzv. Solubné-diffuzni mechanismus.
Ten rozdé€luje celou prostou difuzi pfes membranu na 3 kroky. Prvnim krokem je
transport molekuly z vodného prostfedi do membrany, druhym je transport (difuze)
latky pfes samotnou membranu a tfetim krokem je vystup malé molekuly z membrany
opét do vody. °

V ptipadé€, ze budeme uvazovat, Ze membranou prochdzi neionizovana molekula,
muzeme vyjit z klasické fyziky a popsat prostou diftzi Fickovym prvnim zakonem,
ktery lze velmi jednoduse vyjadfit jako permeabilitu nésobenou koncentra¢nim
gradientem sledované latky.® Matematickymi ipravami lze z tohoto zakona dostat
rovnici 1, kde Perm — permeabilitni koeficient latky, J — diftzni tok, Ac — rozdil
koncentraci na obou stranach membrany.

J
P = e (1)

Permeabilitni koeficient Perm je veliCina, ktera se udava nejcastéji v jednotkach cm/s.
Je to duilezity experimentalné métitelny udaj, ktery hovoti o schopnosti latky prochazet
biologickou membranou.® Casto se udava v logaritmickych hodnotach logPerm.

Permeabilitni koeficient Perm dobie koreluje s lipofilitou latky. K odhadu lipofility
transportované latky, nam slouzi particni (rozdélovaci) koeficient. Typicky pokud
mluvime o tomto Udaji mluvime o particnim koeficientu oktanol-voda. Parti¢ni
koeficient se typicky udava v logaritmické podobé (1ogP), proto plati, Ze ¢im je jeho

A4

hodnota vyssi tim je latka lipofilngjsi.%’

Jen lipofilita latky by nebyla dostate€nou zarukou, ze dand molekula bude membranou
prochazet. Dal§imi dulezitymi paramenty jsou také velikost a ionizace molekuly.
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Obrazek 5: Permeabilita jednotlivych skupin latek (prevzato a upraveno z: https://mrrittner.weebly.com/unit-3-
the-cell.html ze dne 4.3.2021)



Obecné lze fict, ze pasivni difuzi prochazi nejlépe malé,® neionizované, lipofilni
molekuly.” Obrazek 5 ukazuje, Ze celd fada skupin latek by nebyla schopna prochazet
biologickymi membranami, pokud by prosta difuze byla jedinou moznosti jejich
transportu.

Druhou moznosti, jak mlze pasivni transport pies membrany probihat, je usnadnéna
diftize. Na rozdil od prosté difuze, v tomto piipad¢ se transportu ucastni proteiny, které
transport molekul umoziuji. V tomto ptipad¢ plati, ze transportni proteiny nepienasi
libovolné molekuly, ale jen uzkou skupinu molekul, pro kterou jsou urceny. Dal§im
rozdilem mezi prostou a usnadnénou difiizi je v tom, ze usnadnénd difize umoziuje
prichod ionizovanych i neionizovanych molekul.®

1.2.2 Aktivni transport ldtek pres biologické membrdny

V ptipadé, ze hovoiime o tzv. aktivnim transportu, tak hovotime o zpiisobu pfenosu
transportovanych molekul za spotieby energie. Dodat energii je v tomto ptipad¢ zcela
nezbytné, jelikoz pifi aktivnim transportu jsou latky pfenaSeny proti sméru
elektrochemického gradientu (z mista o mens$i koncentraci). Energie byva casto
ziskavana hydrolyzou ATP.8

Elektrochemicky gradient

Vysoka koncentrace ._—-———. Nizka koncentrace

m. |
Symport . M -

\_I_l,/ Sekundarni aktivni
— transport
Antiport . « Q @
O ‘UQ :

} 4
. <_\ ® Primarni aktivni transport
u ADP

Obrazek 6: Ndakres mechanismii aktivniho transport, cCerveny kruh predstavuje latku A, cerny ctverec
predstavuje latku B (pievzato a upraveno dle ref .6)

Jak ukazuje obrazek 6, aktivni transport mizeme dale délit na primarni a sekundéarni
aktivni transport. Primarni aktivni transport je takovy transport, ktery je ptimo spojen
s hydrolyzou ATP. Tento transport je spojen s pfenosem jednoho druhu molekul.
Zatimco pii sekundarnim aktivnim transportu, jsou pfitomny dva druhy molekul
(AaB). Vtomto pfipad¢ vzdy jeden druh molekul (A) putuje ve sméru
koncentracniho spadu. Druhy druh (B) maze putovat stejnym smérem nebo opacnym.

¢ Mysleno, ne makromolekularni



Hnaci silou sekundarniho aktivniho transportu je rozdil koncentraci latky A. Pokud
molekuly latky B putuji stejnym smérem jako molekuly latky A, pak hovoiime o
symportu, pokud molekuly latky B putuji opaénym smérem, mluvime o antiportu.®

2. Membranoveé transportni proteiny

Tato kapitola bude zaméfena na rozdéleni membranovych transportnich proteint
(MTP) do jednotlivych skupin, bude detailnéji popsan transport molekul pomoci MTP
a dale budou uvedeni konkrétni zastupci pro kazdou skupinu. Pozornost bude
vénovana i jejich vyznamu ve vyzkumu léCiv.

2.1 Transport latek membranovymi transportnimi proteiny

V této kapitole bude strucné popsana kinetika transportu latek pomoci transportért a
nasledné¢ bude popsan rozdil mezi transportem latek pomoci transportérii a prostou
diftzi.

Transport latek pomoci MTP se tidi kinetikou Michaelise a Mentenové, kterou Ize
vyjadfit rovnici 2, kde v — je, C — koncentrace substratu, Vmax — maximalni rychlost

transportu, Kv — je koncentrace substratu, pii které je rychlost toku rovna poloviné
maximani rychlosti.®

Vinax - C

V= m (2)

Kwm také zhruba odpovida disocia¢ni konstant¢ komplexu transportér — substrat. Jeli C
malé v porovnani s Km pak rychlost prichodu latky ptes transportér roste piimo
umérné s koncentraci transportované latky, jeli ale C vétsi, nez Km pak rychlost
priichodu se stava konstantni a ma hodnotu Vimax. ©

Zatimco za substrat transportéru povazujeme latku, kterou je dany transportér schopen
prenaset, inhibitorem je latka, kterd transportni schopnost MTP blokuje. Inhibitor
V tomto piipad€ nebyva substratem daného transportéru, ale také miize nastat situace,
7e si dva substraty téhoz transportéru konkuruji a tim jsou pro sebe kompetitivnimi'

inhibitory.®

Interakci transportér-substrat mizeme popsat pomoci jiz zminéné konstanty K.
Druhou moznosti, jak tuto interakci ¢iselné vyjadrit je EC50 (polovina maximalni
efektivni koncentrace). Interakci inhibitoru s transportérem naopak popisuje K
(inhibiéni konstanta) a IC50 (polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace).

Jak vyplyva z pfedchoziho textu transportéry? maji fadu vlastnosti, které jsou typické
pro proteiny — fidi se kinetikou dle Michaelise a Mentenové a jsou schopné podléhat
inhibici, coZ jsou vlastnosti, které je zasadné odlisuji od transportu prostou difizi.1°

f Podobné jako pro enzymy i pro MTP rozliujeme inhibici kompetitivni, nekompetitivni a
akompetitivni.®

9 Pro cely nasledujiciho textu budeme transport latek pies membrany délit na prostou difiizi a transport
pomoci membranovych transportér, pficemz transport pomoci transportéri bude zahrnovat
usnadnénou difuzi i aktivni transport.



Dalsi velkou odliSnosti mezi transportem latek transportéry a prostou diftzi je
skuteCnost, ze transportéry prenasi pouze relativné uzkou skupinu latek napt. ionty,
sacharidy nebo tfeba aminokyseliny, takze zatimco u prosté difize byly pro transport
rozhodujici fyzikaln¢ chemické vlastnosti jako je naboj, lipofilita nebo velikost
molekuly. V piipadé transportu pomoci transportnich proteint je chemicka struktura
transportované latky zcela zdsadni napt. opticka izomerie malych molekul se v piipadé
tohoto transportu stava vyznamnou.%!!

V neposledni fadé je tfeba si uvédomit, zejména pii feseni realnych méteni, Ze exprese
konkrétnich transportérii neni ve vech tkanich stejna.*

2.2 Typy membranovych transportnich protein(
Obecné lze fict, jak jiz bylo i naznaceno v predchozim textu, ze MTP jsou proteiny,
které dokazi prenaset vybrané molekuly skrze biologickou membranu.!

V nésledujicim textu priace budeme pracovat se tfemi hlavnimi skupinami
membranovych transportnich proteini. (1) kanaly, za néz budeme povazovat
transportni proteiny schopné pouze pasivniho transportu. (2) pfenasece, za néz budeme
povazovat transportni proteiny schopné ptenaset latky skrze biologickou membranu
aktivné 1 pasivné. (3) pumpy, pumpami Vv textu prace budou transportni proteiny
schopné aktivniho transportu 118

2.3 Membranové kanaly

Jak jiz zaznélo v piedchozim textu, jsou to membranové transportni proteiny", které
umoziuji pasivni transport latek pfes membranu. Schéma nejdulezitéjSich casti
iontového kanalu ukazuje obrazek 7.

Extraceluarni prostor lontovy filtr

Por

Intraceludrni prostor ,Gate”

-

Obrdazek 7: Schématické znazornent 1ontoveho kanalu (prevzato a upraveno dle ref. 12)

" Pojem membranovy kanal je mnohem §ir$i nez iontovy kandl, protoZe zahrnuje nap¥. i aquaporiny.%’
V textu prace budou tyto pojmy mit stejny vyznam, jelikoz pozornost bude vénovana pouze iontovym
kanalim.



Iontové kandly jsou slozeny z proteinovych domén, které maji uprostied volny prostor,
ktery je vyplnén vodou, vznika tak siln¢ hydrofilni cesta pro migrujici ion. Stejné jako
vétSina membranovych transportnich proteind jsou i iontové kandly selektivni. Pro
dosaZzeni selektivity obsahuji kanaly tzv. iontovy filtr, ktery reguluje, které ionty budou
prochazet.'?

Iontové kandly maji schopnost byt uzaviené nebo oteviené, tuto konformacéni zménu
zajistuje tzv. gate. Dle toho co zménu konformace kanélu vyvolava, je mizeme dale
délit' na napétové fizené kanaly (voltage-gated channels), chemicky fizeni kanaly
(ligand-gated) a mechanicky ¥izené iontové kanaly (mechanosensitive channels).'?13

Tabulka 1 ukazuje vybrané iontové kandly, se kterymi bude v textu prace dale
pracovano. S vyjimkou epitelidlnich sodnych kanalii se jedna ve vSech ptipadech o
kanaly napétove fizené.

Napétoveé fizené iontové kandly se oteviraji poté co dojde k depolarizaci bunécné
membrany. Ligandem fizené napétové kandly prechédzi do oteviené konformace v

okamziku vazby konkrétniho ligandu. Mechanicky fizené iontové kanaly méni svoji
konformaci na zdkladé mechanického podmétu.™

Tabulka 1: Tabulka vybranych skupin kandali (vytvoreno na zakladé ref. 14)

PtenaSeny | Nazev skupiny kanali Vybrani zastupci skupiny
ion

Vapnikem a sodikem | KCNMA1, KCNN1, KCNNS,
aktivované draslikové kanaly | KCNUI, ...

K* Vnitiné usmérnujici | KCNJ1, KCNJ2, KCNJ6, KCNJ12, ...
draslikové kanaly

Napétoveé fizené draselné | KCNAL1, KCNC3, KCND2, KCNQ5,
kandly

Draselné kanaly v doméné | KCNKI, KCNK2, KCNK7, ...
tandemovych port

L-typ CACNB1, CACNB2, CACNBs3,

ca* CACNB4, CACNAI1C, CACNAID,
CACNALF, CACNAIS

N-typ CACNAI1B

P/Q-typ CACNA1LA

R-typ CACNALE

T-typ CACNALG, CACNA1H, CACNALI

Napétove fizené sodné kanaly | SCN1A, SCN3A, SCN5A, SCNS8A,
Na* SCNI10A ...

Epitelialni sodné kanaly SCNNI1A, SCNNIB, SCNNI1D

"V literatuie je mozno najit i dalsi déleni a druhy membranovych kandld. V textu prace se omezime jen
na toto zakladni déleni, takze fada membranovych kanalti nebude viibec zminéna.
J'V dalsim textu prace bude vénovana pozornost zejména témto skupinam iontovych kanald.



Ligandem fizené kandly jsou velkou skupinou iontovych kanalt. Ligandem muze byt
cela fada latek napt. GABA , n€které aminokyseliny (napf. glycin), inositoltrifosfat,
acetylcholin, ATP & n&které anorganické ionty. 4

Napétoveé iontové kanaly mohou byt také déleny dle prendsenych iontl, takze existuji
kanaly: sodikovych iontli, draselnych iontli, vapenatych iontd, chloridovych ionti a
mnohé dalsi. Jejich seznam s klasifikaci a odkazy do dalSich databazi Ize naji napft.
ref. 14.

2.3.1 Role lontovych kandl( ve farmakologii

Iontové kanaly jsou dulezitymi regulatory bunécnych funkci. V lidském téle iontové
kanaly ovliviiuji celou fadu procesti napi. svalovou relaxaci a kontrakci, Sifeni
nervovych vzruchii, bunéénou proliferaci nebo hladinu krevniho tlaku, diky cemuz
jsou dilezitymi cili fady 16¢iv.%12

V odborné literatufe je mozno se setkat s pojmem ,, Channelopathy*, tento pojem
oznacuje onemocnéni zpusobené chybnou ¢innosti iontového kanalu. Chybné ¢innost
muze byt zpiisobena mutaci v genu kodujici dany kanél nebo v nékterém z regulacnich
proteini. Mutace iontovych kanald zptsobuji napf. zmény v otevirani a zavirani
kanalu. Dnes je takovych ,, Channelopathies“ znamo u ¢lovéka vice nez 60 a patii
mezi né napt. epilepsie, osteopordza nebo neonatalni diabetes. 12 1°

Rada 1é¢iv, ktera cili na iontové kanaly jsou jejich modulatory. Modulatory, jsou latky
schopné ovlivilovat ¢innost kandlu. Skladaji se ze dvou zakladnich skupin latek —
blokatori (channel blockers) a aktivatort (channel openers/channels activators).
Vybrané blokatory a aktivatory ukazuje tabulka 2.

Tabulka 2: Léciva cilici na iontové kandly (A) — aktivator, (B) - blokdtor (prevzato a upraveno z ref. 12)

Skupina iontovych kanalti | 1é¢iva B/A

Kanaly sodnych iontd Karbamazepin
Lidokain
Flekainid
Kanaly draselnych iontt Retigabin
Flupirtin
Sotalol

Kanaly vapenatych iontd | Verapamil
Diltiazem

Amlodipin
Nifedipin

Mezi latky ovliviiujici ¢innost sodnych iontovych kanali patfi mimo jiné néktera
antikonvulziva napt. karbamazepin, antiarytmika 1. tfidy napt. flekainid ¢i lokalni
anestetika napf. lidokain. Léciva ovlivilyjici draselné kanaly jsou antiarytmika III.
Ttidy napt. sotalol, néktera antikonvulziva napft. retigabin nebo flupirtin. Mezi 1é¢iva

W I O]|T| > T

ovlivitujici vapenaté kanaly antiarytmika IV. tfidy jako jsou verapamil nebo diltiazem
a lé¢iva na vysoky krevni tlak kam patii amlodipin a nifedipin. %2
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2.4 Membrdanové prenasece
Jak jiz bylo naznaceno v piedchozim textu za membranové pienasece povazujeme
membranové transportni proteiny, které vazi transportovany solut. Transport solutu je

spojen s konformaénimi zménami prenasede. 1

Zpusob, jakym pienasi membranovy prenase¢ molekuly prenaSeného solutu se podoba
reakci enzym — substrat. V ptipad¢ transportu nedochazi ke kovalentni modifikaci
solutu beéhem transportu. Kazdy typ ptenasSecovych proteinli ma jedno nebo vice svych
specifickych mist, kam se solut vaze.!!

PtenaSeC se vyskytuje ve tfech konformacnich stavech. V prvnim stavu je pfenasec
otevieny na strané o vyssi koncentraci solutu. Ve stavu druhém obsahuje navazanou

transportovanou latku a ve stavu tfetim je pfenase¢ otevien na druhé strang.!11°

Obrazek 8 ukazuje dva znamé mechanismy transportu pomoci pienasece. Jsou to:
Rocker Swich a Gated-Pore mechanismy*. V piipadé mechanismu Rocker Switch se
jedna o usnadnénou difuzi latky ptes membranu, zatimco u mechanismu Gated-pore
pfenaSeC kond sekundarni aktivni transport, konkrétné symport dvou latek.

Rocker Switch Mechanism Gated Pore Mechanism

Na*_
Glucose () Glucose

o O

O

Obrazek 8: "Gated Pore" mechanismus a "Rocker Switch"” mechanismus prenasecii (pFevzato a upraveno z ref. 6)

2.4.1 SLC prenasece

Mezi membranové prenasece patii tzv. SLC (solute carrier) transportéry. Jedna se o
druhou nejvétsi skupinu membranovych protein.’’ Tato skupina (superrodina)
zahrnuje ohromné mnoZstvi ¢lentt (konkrétnich transportérl). Nazvy konkrétnich
¢lenti obsahuji informaci o jejich klasifikaci. SLC transportéry Ize délit do 65 tzv.
rodin (SLC1 — SLC65), dale nasleduje pismeno, které uréuje konkrétni podrodinu dané
rodiny a po pismenu nazev obsahuje celé ¢islo, které reprezentuje konkrétniho ¢lena.'8

TakzZe napt. SLC1A1 je transportér, ktery je prvnim ¢lenem podrodiny A rodiny SLC1.

k Jeste existuje mechanismus Elevator.®

11



Konkrétni Cleny, roztfizené¢ do podrodin s informaci o typu transportu, endogennich
substratech a tkafiové expresy lze najit nap¥. http://slc.bioparadigms.org/.® 1

SLC transportéry jsou, podobné¢ jako vSechny prenasece, schopné pasivniho transportu

a sekundarniho aktivniho transportu (Symportu i antiportu) dokonce nékteré z téchto

transportéri jsou i iontovymi prenase¢i.'®

Skupiny endogennich substratii jednotlivych SLC pfenasect ukazuje tabulka 3.

Tabulka 3: Prehled skupin endogennich substratii pro konkrétni SLC rodiny (vytvoreno dle ref. 1°)

Endogenni substraty SLC podrodiny/ ¢lenové SLC podrodin

Aminokyseliny SLC1, SLC7, SLC17A6, SLC17A7, SLC17AS,
SLC36, SLC38, SLC43A1, SLC43A2

Anorganické  kationty a | SLC4, SLC8, SLC9, SLC11, SLC12, SLC20,

anionty SLC24, SLC30, SLC31, SLC34, SLC39, SLC40,
SLC41

Cukry SLC2, SLC5A1, SLC5A2, SLC37A4, SLCA45,
SLC50, SLC60

Lipidy SLC5A8, SLC5A12, SLC27, SLC51

Neurotransmitery SLC6A1, SLC6A2, SLC6A3, SLC6A4, SLCB6A11,

SLC6A12, SLC6A13, SLC18A1, SLC18A2,
SLC18A3, SLC32

Kofaktory/Vitaminy SLC19, SLC23Al1, SLC23A2, SLC25A17,
SLC25A19, SLC25A32, SLC46, SLC52

Nukleotidy, nukleosidy SLC28, SLC29, SLC35

Peptidy SLC15

Mezi SLC transportéry se fadi jeste tzv. SLCO transportéry, n€kdy se pro n€ pouziva
oznateni OATP (,0rganic anion transporting polypeptides). Tato skupina
transportérii ma celkem jedenact ¢lent organizovanych do 6 rodin'®. Mezi jejich
endogenni substraty patii Zlu€ové kyseliny nebo jejich konjungaty. Konkrétnimi
priklady endogennich substrati jsou napt. kyselina cholova, taurocholat, glykocholat
atd.. Také jsou tyto transportéry schopny transportu fady hormont a jejich metabolittl
napt. aldosteron, kortizol, estradiol-17b-glucuronid, dijondthyronin, trijodthyronin,

tyroxin. V neposledni fadé umoziiuji také transport leukotrienti. %

2.4.2 Role SLC transportér( ve farmakologii

SLC transportéry jsou v lidském organismu hojné zastoupeny. Vyskytuji se napf.
Vv ledvinach, jatrech, v astrocytech nebo ve slinivce bfisni. Diky Sirokému spektru
endogennich substrati (viz. Tabulka 3) jsou klicové pro fadu dilezitych
fyziologickych procest.!®

Tabulka 4 ukazuje vybrana onemocnéni na jejiz feSeni se podili modulace funkce SLC
transportéru. Z tabulky je patrné, ze se SLC transportéry jsou asociovany bé&zné
civilizaéni choroby i psychické nemaoci.
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Tabulka 4: Vybrand onemocnéni s asociovanymi SLC transportéry a vybranymi léCivy (vytvoreno dle ref:

19)

SLC transportér Onemocnéni 16¢ivo’

SLC5A2 Diabetes II. typu Canagliflozin,
dapagliflozin,
empagliflozin,
ertugliflozin

SLC6Al Epilepsie tiagabine

SLC6A2, SLC6A3, | Uzkostna porucha, obsedantné- | Citalopram,

SLC6A4 kompulzivni porucha, ADHD, | escitalopram,

narkolepsie fluoxetine,
fluvoxamine,
desvenlafaxine,
duloxetine,
levomilnacipran,
milnacipran,
atomoxetine,
benzotropine, ...

SLC9A3 Chronické  renalni  selhéni, | tenapanor

hypertenze

SLC12A1, SLC12A2, | Hypertenze Furosemide,

SLC12A3, bumetanide,
torasemide,
ethacrynic acid,
chlorothiazide,
indapamide,
hydrochlorothiazide,
metolazone, ...

SLC2212 Dna lesinurad

SLC25A4, SLC25A5, | Osteopordza clodronate

SLC25A6

SLC65A2 Vysoka hladina cholesterolu v | ezetimide

Krvi

SLCO transportéry jsou rovnéz z farmakologického hlediska zajimavé. Jsou schopny
transportu napf. statind, antihistaminik, antihypertenziv a dalsi. Obecné jsou tyto
transportéry schopny transportovat amfipatické organické molekuly o molekulové
hmotnosti vétsi neZ 300 Da, ale v nékterych ptipadech transportuji 1 neutradlni molekuly

¢i dokonce kationty.?°

! Nazvy 1é¢iv budou uvadény v anglickém jazyce.
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2.5 Membranové pumpy

Za pumpy povazujeme schopné pienaset molekuly zjedné strany biologické
membrany na druhou pomoci primarniho aktivniho transportu, tedy za spotieby
energie. Energie v piipadé pump je ziskavana z ATP (ATP-fizené pumpy).!

Tyto pumpy mizeme dale délit na P-typ, F-typ, V-typ a ABC transportéry. Jejich
struktury ukazuje obrazek 9. Typy F a P jsou si strukturné velmi podobné, a proto jsou
znézornény jednim obrazkem. Ve vSech piipadech je pfitomné misto pro vazbu ATP,
které se ozna¢uje NBD nucleotide-binding domains), na cytosolové strané proteinu.®%

Vnéjsi strana
membrany
eee) JJ&)&)JJ&.{ , 1 ST e 0G
o«
B T T
W00 3 G 00T , | ] QOO X
Cytosolova strana
membrany A A
/ /
Vazebné misto pro
ATP Vazebné misto pro ATP
P-typ pumpy F-typ a V-typ pumpy ABC transportéry

Obrazek 9: Zjednodusené nakresy struktur ATP rizenych membranovych proteinu (prevzato a
upraveno z ref. %)

P-typ, F-typ a V-typ pump mizeme nazyvat shodn¢ ATPazy. VSechny tyto ATPazy
jsou schopny transportovat pouze ionty. P-typ prenasi ionty: H*, K*, Na* a Ca?*. F-typ
a V-typ pienasi pouze ionty H*. ABC transportéry jsou aktivni transportéry, které umi
prenaset kromé iontfi také malé molekuly.??

2.5.1 ATPdsy

Jak jiz zaznélo F-typ ATPAaz transportuje pouze vodikové protony, tato pumpa se
nachdzi na vnitini stran¢ mitochondrialni membrany, v chloroplastech ptipadné
V bunéénych membranach bakterii. V mitochondriich je F-typ ATP4z soucasti procesu
procesu oxidativni fosforylace. 22

V-typ ATPas je pfitomen napt. v lysozomech, sekrec¢nich granulach ¢i osteroklastech
nebo tkani ledvin. Transport vodikovych iontl, které tyto ATPazy provadi vede
K udrzeni spravného pH a tim k spravné funkci enzymu, které se nachazeji
v cytosolickych vesikulich, kde je tento typ pfitomen. V pfipadé¢ bunck ledvin a
osteroklastl, okyseluji extracelularni prostor.?
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P-typ ATPas je typ ATPas, ktery je tvofen nékolika vyznamnymi zastupci, ktefi hraji
velmi dileZitou roli v organismu. Patfi sem napf. Na'/K* -ATPaza, ktera se Casto
nazyva sodno-draselnda pumpa a patii mezi klicové regulacni proteiny koncentrace
sodnych a draselnych iontl v organismu.?3

2.5.2 Role ATPaz ve farmalogii

V této kapitole zminim pouze dvé farmakologicky vyznamné ATPazy a témi jsou jiz
vyse zminéna Na'/K* - ATPaza a H'/K" - ATPaza. Na'/K" - ATPaza je z
farmakologického hlediska spojena s 1é¢bou vysokého krevniho tlaku, zatim co H/K*
- ATP4za je spjata s 1égivy pro regulaci kyseliny v zaludku.®

2.5.3 ABC transportéry
ABC transportéry (ATP-binding cassette) jsou superrodinou transportnich proteint,
ktera dale rozpada do sedmi podrodin (ABCA az ABCG). A cel4 rodina zahrnuje vice

wrw _ o

nez 100 ¢lend, vyskytujicich se napfi¢ riiznymi organismy.??

Mechanismus transportu latek pomoci ABC transportéru ukazuje obrazek 10.

D |
Transmembranova A —_— — — —_—
doména
NBD
B G

OATP GADP /\ Substrate

Obrdazek 10: Schématické zndzornéni éinnosti ABC transportéru (pievzato a upraveno z ref. 2*) A — vazba substrdtu do
vazebného mista ABC transportéru, B —vazba dvou molekul ATP do na NBD, C — hydrolyza ATP, D — uvolnéni substrdtu
z transportéru (eflux substratu), tento krok je spojen s konformacni zménou transportéru, E — hydrolyza jedné molekuly
ADP, F—hydrolyza jedné molekuly ATP, G — ndvrat transportéru do piivodni konformace, H— opakovani celého procesu
zZnovu

r~r

Jak jiz bylo naznaceno v piedchozim textu ABC transportéry prenasi ionty, ale také
peptidy, aminokyseliny, sacharidy a fadu hydrofobnich molekul. Maji tedy pro
organismus velky vyznam. ?* Konkrétngjsi piehled latek na jejiz transportu se ABC
transportéry podileji ukazuje tabulka 5.

Tabulka 5: Prehled latek na jejichz transportu se podili ABC transportéry (prevzato z ref. 21)

Transport ABC transportér

steroly ABCG5, ABCG8
cholesterol ABCG1, ABCA7, ABCAL,
peptidy ABCB2, ABCB3
anorganické ionty ABCB6, ABCC7
organické anionty ABCC2

fosfatidylcholin ABCB4

zlucové kyseliny ABCB11

nukleotidy ABCC4, ABCC5

mastné kyseliny s velmi dlouhymi fetézci | ABCD1
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2.5.4 Role ABC transportért ve farmalogii
Z pohledu vyzkumu 1é¢iv jsou ABC transportéry velmi zajimavé. Jsou totiz spojeny s
celou fadou genetickych onemocnéni a také s 1ékovou rezistenci.

Z genetickych onemocnénich zptsobenych ABC transportéry lze vyjmenovat napf.
Taningerovu nemoc (ABCA1)™, X-vazanou adrenoleukodystrofii (ABCD1, ABCD2)
nebo cystickou fibrozu (ABCC7). 2

Pokud chceme mluvit o roli ABC transportérii ve vyvoji 1é¢iv, nutné¢ musime narazit
na pojem multilékovy rezistentni" protein (Multidrug resistance protein). Konkrétné
se jedna o vétSinu proteini z podrodiny ABCC a nékteré ¢leny podrodin ABCB a
ABCG jak ukazuje tabulka 6.

Tabulka 6: Multilékové rezistentni proteiny (prevzato a upraveno z ref.?58)

Znaceni Gen Znaceni Gen
MDR1 ABCB1° MRP6 ABCC6
MDR3 ABCB4 MRP7 ABCC10
MRP1 ABCCl1 MRP8 ABCCl11
MRP2 ABCC2 MRP9 ABCC12
MRP3 ABCC3

MRP4 ABCC4

MRP5 ABCC5

Tyto transportéry jsou schopné pienaset amfifilické molekuly s alesponi jednim
kladnym néabojem, coz je ptipad MRP1, MRP2 a MRP3, nejruznéjsi analoga
nukleotidii v ptipadé MRP4, MRP5, MRP6, BCRP nebo vétsi neutralni ¢i kladné
molekuly jako v piipadé MDR1.®

3. Bioinformaticke databaze
V nasledujici kapitole bude vénovana pozornost bioinformatickym databazim, protoze
ony jsou cennym zdrojem informaci o interakcich malych molekul s membranami

nebo membranovymi transportnimi proteiny. Konkrétné se bude jednat o databaze:
UniProt,?® PubChem,?” ChEMBL,? Metrabase,?® IUPHAR,*® a MoIMeDB 3!

3.1 UniProt

Uniprot? je bioinformaticka databaze uchovavajici data o proteinovych sekvencich i
S jejich velmi obsahlymi anotacemi. V soucasné dob¢ tato databaze obsahuje vice nez
189 milionti sekvenci pro nejriznéjsi organismy (od viri a bakterii po &lovéka).?®
Aktualné je na UniProt vice nez 564 000 manualn¢ anotovanych zdznamu a vice nez
207 800 000 z4aznamii, které na anotaci teprve éekaji.>?

™V zavorce za onemocnénim je uveden ABC transportér, jehoz mutace se na dané onemocnéni podili.
" Tato rezistence se tyka napf. 1écby rakoviny. Kdy tato 1écba je marena effluxem podavanych léciv
pomoci nékterych transportérit z ABC superrodiny.?

° Pro tento protein je vzity nazev P-glykoprotein, ja v této praci budu uptednostiiovat nazev ABCBI.
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Informaci, které lze pro konkrétni protein v UniProt najit je ohromné mnoZstvi.?
Dostupny byva ze zakladnich informaci: popis funkce dané¢ho proteinu i s citacemi
konkrétnich védeckych praci, informace o funkcich daného proteinu v organismu,
exprese a lokace v butice pro dany protein, atd. Navic kazdému proteinu uloZzenému
v databazi UniProt,?® patii tzv. UniProt ID, které ho a jeho sekvenci v databazi
jednoznacné¢ identifikuje.

Z dalsich informaci byvaji dostupna data o funkci, struktufe ¢i topologii proteinu a
odkazy na podobné proteiny v ramci této databaze a mnoho dalSich informaci, které
jsou navic doplnéné odkazy do dalSich databazi.

3.2 PubChem

Pubchem patii knejvétsim databdzim vramci biomedicinského vyzkumu,
bioinformatiky, chemické biologie i fady dalsich odvétvi.?” V PubChemu se aktualné
nachazi 111 M unikatnich chemickych struktur, 271 M zdznamu o bioaktivité¢ z 1,2 M
biologickych testii.®® Mezi piispévatele PubChempatfi cca 350 instituci napf.
laboratofe, univerzity, producenti chemikalii ¢i farmaceutické spole¢nosti. VéEtSinu
obsahu PubChem tvoii malé molekuly, lze v této databazi najit také informace o
siRNA, miRNA, lipidech, peptidech &i modifikovanych makromolekulach.®*

Databaze PubChem se sklada ze tii ,,vnitinich® databazi, které jsou spolu propojeny.
Tyto ,,vnitini* databaze se nazyvaji Compound, Substance a BioAssay. V terminologii,
kterou PubChem pouziva, Substance je databaze obsahujici data, ktera poskytly
ptispévatelé PubChem. Compound je databaze, které se dostavaji data ze Substance
poté co projdou standardizaci PubChem.343

wewvr

BioAssay. Tato databaze schranuje informace z biomedicinského, farmaceutického
nebo genomického vyzkumu. Daji se zde najit informace o vysledcich testi
bioaktivity. Pro kazdou malou molekulu v ramci BioAssay jsou dostupné vysledky
vSech testl a hodnoty bioaktivit?, které jsou s ni spojeny a jsou na PubChem ulozeny.
Uzivatelské ptivétivosti velmi poméha, Ze u kazdého z testli je dostupny sloupec
»YActivity, ktery jednoslovné shrnuje aktivitu dané latky. Sloupec ,,Activity* Casto

obsahuje vyrazy jako ,,active” nebo ,,inactive*.3®3’

3.3 ChEMBL

ChEMBL je databaze, ktera se zamétuje na malé molekuly, ale 1ze v ni v malé mife
najit také oligosacharidy, proteiny, enzymy, protilatky nebo oligonukleotidy.?
Dohromady je v ChEMBL uloZeno pies 2 M molekul pro vice jak 14 000 cila. V této
databazi jsou k témto molekuldm dostupné nejen zakladni chemické informace, ale
také informace o bioaktivité nebo genomické informace.*®

P Hodnoty bioaktivit jsou napt. hodnoty K;, 1C50, EC50 atd.
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Zdrojem dat pro ChEMBL jsou nejcastéji vybrané odborné cCasopisy z oblasti
medicindlni chemie, pfipadné né€kteti ptispévatelé mohou do této databdze ptispivat
novymi molekulami pfimo, jedna se napt. o farmaceutické spolecnosti.

Pro kazdou malou molekulu ulozenou v této databazi je dostupna jeji ,,Compound
Report Card®, ve které Ize najit vSechny informace o dané latce. Kromé zcela béznych
informaci, je zde dostupny i napt. odkaz na klinické zkousky v sekci ,,Clinical Data“,
kde jsou odkazy do dalsich databazi, které se zamétuji na klinické informace. Sekce
»Activity Chart™ se dale rozpada na: ,,Bioactivity Summary*, ,,Assay Summary* a
»Target Summary“. ,,Bioactivity Summary* Ize najit hodnoty veli¢in jako jsou: logP,
Kd, 1C50, atd., které popisuji interakci dané malé molekuly s membranou nebo
s proteinem. ,,Assay Summary*, zde jsou uvedeny testy, které byly provedeny. ,, Target
summary* obsahuje informace o konkrétnich cilech dané¢ malé molekuly. Cily mohou
byt napf. enzymy, receptory, transkrip¢ni faktory atd.

Kromé samotného ChEML se jeho vyvojafi také staraji o dalsi projekty. Jednim z nich
je UniChem. UniChem je databaze, ktera umoznuje pres identifikator latky napf.
INCh1% nebo InChiKey" najit hledanou latku v dalsich databazich. Ziskame tedy
odkazy do téchto dalsich databazi.

3.4 Metrabase

Na rozdil od databazi PubChem a ChEMBL je databaze Metrabase (Metabolism and
Transport Database) podstatné mensi a mnohem izeji zaméfena.?® Databaze obsahuje
informace o interakcich malych molekul s transportéry a cytochromy P450. Informace
0 transportérech jsou v Metrabase dostupné pro 20 transportérl, jedna se o jedna se o
transportéry z fad rodin SLC a ABC.? Pfes 60 % dat, ktera Metrabase obsahuje byla
vyhledéna v literatuie. Zbytek piipada na databéaze: 20,5 % dat pochazi z TP-Search*?,
10 % pochazi z ChEMBL, 6,5 % z HITDB (Human Intestinal Transporter Database).**

Vyhledavani v ramci této databaze je mozné dvojim zpisobem. Bud’ jsou vyhledana
vSechny malé molekuly souvisejici s danym proteinem (search by protein) nebo jsou
vyhledany vSechny proteiny, které maji né&jakou interakci s vybranou malou
molekulou (search by compound). V piipadé search by compound je mozné strukturu
malé molekuly nakreslit nebo zadat jeji SMILES,* SMART," InChl nebo MOL
soubor.?® Metrabase obsahuje nejen experimentalné stanovené hodnoty jako jsou
IC50, Ki, Km a Vima, atd., ale také “Action Type”. “Action Type” stru¢né popisuje vztah
mezi malou molekulou a proteinem napf. substrat, inhibitor, represor, stimulator, atd.
Dale 1ze v Metrabase najit odkazy do pivodni literatury, byva dostupné DOl a PubMed
ID daného ¢lanku.

9 InChl — (IUPAC International Chemical Identifier) mezinarodné& uznavany identifikator molekul
"InChlKey — hashovana verze InChl

$ SMILES — (simplified molecular-input line-entry system) jedna se o fadkovou formu zapisu struktury
molekuly, ktera je Citelna pro pocitace.

' SMART - (SMILES arbitrary target specification) je rozsifenim pojmu SMILES. Podrobné&jsi
vysvétleni tohoto pojmu je moZno najit na:%¢ .
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3.5 The IUPHAR/BPS Guide to PHARMACOLOGY

The IUPHAR/BPS Guide to PHARMACOLOGY (dale pouze IUPHAR) je manualné
anotovana databéze, ktera se zabyva daty o interakci ligand — cil (nejcastéji protein).*
Z ligandi muzeme V této databazi najit napf. 1é¢iva (schvalena i jiz nepouzivana),
metabolity, protilatky nebo tieba anorganické latky. Dohromady aktualné obsahuje
tato databaze 2 976 cilti a 10 659 ligandu. Tato databaze jako zdroj svych dat pouziva
predevsim literaturu zabyvajici se danou tematikou.*?

Vyhledavani v ramci této databaze je mozné podle cilii, podle ligandii, onemocnéni ¢i
pfipadné je mozné pokrocilé vyhledavani. Cile v ramci této databaze jsou rozdéleny
osmi skupin — receptory spiazené s G-proteiny, iontové kanaly, jaderné receptory
hormont, kinéazy, katalytické receptory, transportéry, enzymy, jiné proteinové cile.

Pro kazdy proteinovy cil je mozné si otevfit dalsi jeho dé€leni zaloZené na biologii.
Nasledné ve vybrané skuping jsou pro kazdého ¢lena uvedeny informace jako jsou:
nazev, podjednotky, popis funkce, pfipadné informace o inhibitorech, blokatorech,
aktivatorech atd. v€etn¢ hodnot jejich bioaktivit a odkazli na primarni zdroje.

3.6 MolMeDB

MolMeDB3! (Molecules on Membranes Database) je oteviend databaze, ktera
aktudln¢ obsahuje vice nez 95 000 interakci pro témét 457 000 molekul. Kromé
interakci malych molekul pfimo s membranou byla v ramci této prace rozsifena
informace o transportu latek pfes membranu pomoci transportért.

Ke kazd¢ latce, ktera je v MolMeDB ulozena jsou dostupné obecné informace jako
jsou SMILES, InChIKey, molekulova hmotnost nebo vypocteny logP. Dale jsou
dostupné odkazy na dal3i databaze jako jsou PubChem?’, DrugBank*®, ChEBI, PDB*
a ChEMBL. 3! Sekce ,,Interactions a ,,Free Energy Graph* obsahuji informace o
interakci dané malé molekuly s membranami, které jsou v MolMeDB*! dostupné.
Udaje, které miizeme v tabulce ,,Interactions™ najit jsou: nizev membrany, nizev
metody, naboj molekuly (Q), teplota (T), rozdélovaci koeficient membrana — voda
(logKwm), permeabilitni koeficinet (logPerm), velikost penetracni bariéry (4Gpen) a mira
afinity ligandu k membrané (4Gwat) a reference. V nékterych ptipadech je mozno
zobrazit v sekci ,,Free Energy Graph* profil volné energie. 3!

V piipadg, 7e je v MolMeDB3! ulozena informace o priichodu latky membranou
pomoci transportéru, informace o takové interakci je ulozena v sekci ,, Transporters®.
V této sekci lze najit nazev transportéru, jeho UniProt ID, informaci o vztahu mezi
molekulou a transportérem, ktera je vyjadiena jednou ze ¢tyf moznosti — inhibitor,
non-inhibitor, substrat, non-substrat. Tato informace je obsazena ve sloupci ,,Type*.
Dale je v tabulce ,,Transporters® uvedena informace numerickd hodnota ptislusné
experimentalné stanovené bioaktivity — pKi, pKm, pIC50 nebo pEC50." Dale je zde
informace o referenci a pfipadné poznamka.

Y Presnéji jedna se o zaporné dekadické logaritmy téchto hodnot.
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3.7 Metody ziskavani dat z bioinformatickych databazi

Jak jiz naznacuje ptfedchozi text dat ulozenych v bioinformatickych databazi je
ohromné mnozstvi a neni vzdy v lidskych sildch vSechna data prochazet ru¢n¢ a
ziskavat z nich potfebné informace Z tohoto dﬁvodu se stévaji stéle populérnéjéi a

vvvvvv

ziskavani dat se fika data mining.

Existuje cela fada programi, které data mining umoziuji, ale v nasledujicim textu
bude zminén jen software KNIME, ktery jsme pouzili.*®

3.7.1 KNIME software

KNIME je open-source program, ktery je vyvinuty pro datovou analyzu.*® Prostfedi
tohoto programu umoziuje uzivateli fesit jeho Glohy bez psani kodd v programovacim
jazyce, ale interaktivné pomoci tzv. nodu (uzlid). Node reprezentuje néjakou jednu
Gilohu, ktera ma byt vykonana. Uloh, které mohou riizné nody fesit je velké mnozstvi
napi. ¢teni soubort, zapisovani do soubort, transformace dat, vizualizace dat do
tabulek ¢&i grafii atd. Vzhled a dilezité ¢asti nodu ukazuje obrazek 11.%°

Nazev nodu
\ ’ C eader
Vstup do nodu —® E Vystup z nodu ]

Dat
[ Anotace nodu Status nodu ]

Obrazek 11: Node programu KNIME s popisem zdkladnich Ccasti (prevzato a upraveno z:
https://www.knime.com/getting-started-guide dne 3.3.2021)

Kazdy node je opatfen ndzvem, ktery stru¢né popisuje jeho Cinnost, vstupem a/nebo
vystupem a statusem. Status udéavd, zda je dany nod spravné nakonfigurovén a
pfipraven ke spusténi (zlutd barva), neni nakonfigurovan (Cervena barva) ¢i byl
isp&sné spustény (zelena barva) nebo nastala néjaka chyba.*®

Nody jsou opatieny vstupy a vystupy skrze které¢ je mozno je propojovat a vytvaret tak
komplexni systémy feSeni uzivatelovych tloh. Témto vzajemné propojenych nodl se
iika workflow. 40

V piipadé, ze je workflow slozité¢ je vyhodné vytvofit tzv. metanody, coz jsou
v podstaté subworkflow v ramci hlavniho workflow.*
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Metody

V této sekci jsou postupné popsany metody, které byly vyuzity Kk realizaci této
diplomové prace. Nejdiive piedstavim KNIME workflow, poté princip ukladani dat
do databaze MolMeDB a nasledn¢ analyzu vyslednych dat.

4. KNIME workflow pro data mining

Data o priichodu latek biologickou membranou pomoci nékterého z membranovych
transportnich proteinii byla ziskavana z bioinformatickych databazi. Konkrétné zdroji,
které byly vyuzity pro ziskani dat byly databaze: PubChem,”” ChEMBL,*®
Metrabase,? a IUPHAR.*®

Data byla ziskavana pomoci workflow vytvoieného v programu KNIME.*® Zakladni
strukturu tohoto workflow ukazuje obrazek 12. Toto workflow je zaktualizovanou

verzi workflow publikovaného v praci*’ a jeho autorkou je Mgr. Alzbéta Tiirkova,
Ph.D.

Node “Table Creator” slouzi jako vstupni node do celého procesu data miningu. Do
jeho tabulky se vkladaji UniProt ID transportérd, pro kterd maji byt data ziskana.
Nasleduje metanode ,,Get Target Primary Name*, ktery pfifadi k ptislusnému UniProt
ID nézev transportéru napt. UniProt ID P33527 pfislusi nazev transportéru ABCCI,
ktery je v tomto kroku ziskan. Cast workflow zodpovédna za tuto &innost je oznadena
na obrazku 12 jako oblast A. Oblast B na obrazku 12 oznacuje jednotlivé metanody
pro ziskavani dat z vySe zminénych databazi. Oblast B bude podrobnéji popséna
Vv textu niZze. Oblast C slouzi ke spojeni dat ziskanych zriznych databazi (node
,Concatenate*) a k findlni pravé dat (node ,,Column Resorter a node ,,string
manipulation®). Posledni oblasti je oblast D, kde prob&hne export vystupu z workflow
do csv souboru pomoci nodu ,,CSV Writer®.

4.1 Ziskavani dat z konkrétnich databazi

Pro kaZdou databazi jsme pfipravily subworkflow (metanode), které zajistuje
ziskavani dat z ni, jak ukazuje obrazek 12-1B. Tyto nody pracuji az na jednu vyjimku
(node pro databazi Metrabase) s webovymi servisy danych databazi. Proto ma kazdé
subworkflow specifickou konfiguraci. Obrazek 12-2 ukazuje specifickou konfiguraci
metanodu pro databazi PubChem.

Subworkflow pro ziskévani dat, z databazi PubChem, ChEMBL a IUPHAR vyuZzivaji
webovych servisit (API). Ve vSech pfipadech a zacatek procesu je ve vSech ptipadech
analogicky.

Konec vsech ¢tyf metanodu je také velmi analogicky. Data jsou upravena do finalni
podoby, coZ v sobé€ obsahuje odstranéni nepotitebnych sloupct, pfejmenovani sloupil,
tak aby sob¢ si odpovidajici sloupce ze vSech Ctyf nodii méely stejné nazvy a bylo
mozno je poté spojit do jednoho vystupu (nody ,,Concatenate®, obrazek 12C) a ptidani
sloupce ,,Source®, kde se objevi ndzev konkrétni databaze. Zaroven na konci vSech
Ctyt subworflow probiha standardizace, kterou popisuje kapitola 4.2.
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Obrazek 12: Workflow vytvorené v programu KNIME pro ziskavani dat z vybranych databdzi (oblast 1 zndazornuje workflow jako celek, oblast 2 ukazuje v detailu metanode pro databazi PubChem)
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4.1.1 PubChem subworkflow

Toto subworkflow nejdiive vytvori URL adresu pro kazdy transportér, jehoz UniProt
ID bylo v nodu ,,Table Creater* (obr. 12-1A). Pomoci nodu ,,String Manipulation® se
vytvoii novy sloupec ,,URL AID*“. Z tohoto sloupce se pak ziskaji ptislusnd AIDs
z PubChem BioAssay. Nasledné jsou malé molekuly, které jsou v ramci daného
zaznamu v BioAssay zminény, vyextrahovany. Na zaklad¢ svych identifikatora CID
(Pubchem Compound Identifier).

Dale jsou z tohoto zaznamu ziskany informace o aktivité a o publikaci, ze které data
pochézi (Pubmed ID).

Podle identifikatora CID byl dale ziskan kanonicky SMILES molekul a piipadné jejich
obecné nazvy. V pfipadé, Zze obecny nazev molekuly nebyl obsazen v databazi
PubChem, je jako nazev molekuly ulozeno jeji ChEMBL ID. Pro ptipady, ze je
ChEMBL ID nalezeno jako nazev molekuly, spusti se dalsi subworfklow, které je pro
tyto pfipady vnoteno do tohoto a pokusi se ndzev stahnout z databaze ChEMBL.

Nésledné kromé standardizace nastupuji findlni Upravy, jak byly popsany vyse.

4.1.2. ChEMBL subworkflow

V tomto subworkflow jsou nejdfive ziskany ChREMBL ID pfislu$nych transportéra.
Nasledné jsou v ziskany informace o bioaktivité a Pubmed ID. O tyto kroky se staraji
metanody ,,Get Bioactivities per Target™ a ,,Get Pubmed ID*

Informace o bioaktivit¢ jsou jeSté profiltrovany, tak aby se ve findlnim vystupu
objevily jen vySe definované informace. Tento proces b&zi zvlast pro substraty a
zvlast’ pro inhibitory a zajisti, ze ve vysledném vystupu budou pouze hodnoty
bioaktivit odpovidajici end-pointlim, které si zadefinujeme pro substraty a inhibitory.

Nakonec jsou ptfidany jesté SMILES jednotlivych molekul a vystup je upraven do
jednotného formatu. TakZe opét probéhne proces standardizace a vySe popsané findlni

upravy.

4.1.3 IUPHAR subworkflow

Po ziskdni ITUPHAR ID danych cili. Podle IUPHAR ID danych transportéri jsou
nasledn¢ ziskavany jejich ligandy a bioaktivita. V tomto piipadé ze souborli ve
formatu JSON. O toto se staraji metanody ,,Substrates* a ,,Inhibitors*. Nasledn¢ jsou
informace doplnény o SMILES a opét probéhne standardizace a uprava dat do konecné
podoby, jak bylo popsano vyse.

4.1.3. Metrabase subworkflow

V piipadé ziskavani dat z database Metrabase®® je postup odli§ny neZ u ostatnich
databazi, de neni vyuzit webovy servis databaze, ale nody , HttpRetriever* a
,,HtmlParser®.
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Subworkflow ma na svém pocatku CSV soubor, ve kterém jsou uvedeny ndzvy vSech
transportérii, které jsou v databdzi Metrabase a jejich UniProt ID. Do tohoto
subworkflow rovnéz vstupuji data z subworkflow ,,Get target primary name* (obrazek
12-1A). Podle UniProt ID jsou data ze vstupu piifazena K informacim z CSV souboru.
Nasleduje samotné ziskavani dat z Metrabase. Nasledn¢ jsou data standardizovana a
upravena do finalni podoby a vystupuji z workflow.

4.2 Standardizace dat v ramci workflow
Standardizace SMILES, ktera byla pouzita v ramci workflow je inspirovana praci.*®
Proces standardizace probiha v kazdém subworkflow, které je na obrazku 12-1B.

Tento proces Ize stru¢né popsat nasledujicim zptisobem.

Nejprve jsou ze SMILES jednotlivych molekul odstranény symboly, které souvisi se
stereoizomerii molekuly jako jsou @; \;/. Tento krok je nutny, aby doslo ke sjednoceni
SMILES, které pochézeji z riznych zdroju.

V ptipad¢ soli dojde k odstranéni pfislusného iontu a ze SMILES soli se vytvori
SMILES elektroneutralni molekuly. Proces odstranéni soli zajist'uje node ,,RDKit Salt
Stripper*, zatimco proces neutralizace naboje ma na starost node ,,RDKit Structure
Normalizer. Oba jsou sou¢sti baliku nodii od spole¢nosti RDKit,*® které jsou v ramci
programu KNIME voln¢ dostupné. DalS§im krokem je kontrola, jaké atomy jsou ve
strukturach. V tomto kroku je zkontrolovano, zda SMILES obsahuji pouze atomy
H,C,N,O,F,Br,I,CI,P,S.

Na konci procesu standardizace dostavame kanonicky SMILES molekuly, jeji InChl
a InChlKey.

4.3 Vystup z workflow

O export ziskanych dat z workflow se stard node ,,CSV writer”, ktery je na
obrazku 12- 1D. Po exportu je ziskan CSV soubor, ktery obsahuje jeden fadek pro
kazdou ziskanou informaci. Informace jsou uspotadany do 11 sloupct, jak znazoriuje
tabulka 7.
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Tabulka 7: Informace ziskané pomoct data miningového workflow

Nazev sloupce Popis

Molecule name Obecny nazev molekuly

UniProt ID Identifikator daného transportéru v databazi UniProt

Target primary name | Nazev transportéru

Activity type Obsahuje nazvy veli¢in (EC50, IC50, Ki, Kwm)

Activity pValue Zaporny dekadicky logaritmus hodnoty veliCiny ze
sloupce ,,Activity type

Activity label” Sloupec obsahuje hodnotu O pro non-substraty a non-
inhibitory a hodnoty 1 pro substraty a inhibitory

Pubmed ID Identifikator védecké prace, ze které dand informace
pochazi

Source Databéze, ze které byla dané informace ziskana

Molecule InChl IUPAC identifikator dané latky

Molecule InChiKey | Hashovana verze InChl

Molecule canonical | SMILES dané molekuly

SMILES

5. Uprava dat a jejich uklddani do MolMeDB
V této kapitole popisuji piipravu dat pro ukladani a validaci pro MolMeDB.3!

5.1 Uprava dat
Surova data ziskana exportem z KNIME workflow se pro nahrani do MolMeDB
nehodi a je tfeba je upravit do findlni podoby.

Prvnim dtlezitym krokem bylo odstranéni ptipadnych duplicit a nasledné vypocet
aritmetického priméru hodnot ,,Activity pValue®, pokud nckteré dva a vice fadkt
obsahovaly stejné hodnoty ve sloupcich: ,,Molecule Name*, ,,UniProt ID*, ,, Target
Primary Name*, ,,Pubmed ID%, ,,Source®, ,,Activity Type“ a ,,Molecule Canonical
SMILES*. V tomto pfipad¢ byl kromé aritmetického priméru vypoctena také
smérodatna odchylka a znovu piepocitana hodnota sloupce ,,Activity Label*

Na zéaklad¢ sloupct ,,Activity Type™ a ,,Activity label* byl vytvofen novy sloupec
,»Type*, ktery obsahoval jednu z hodnot (INH, NIHN, SUB, NSUB)". Pokud sloupec
»Activity Type™ obsahoval EC50 nebo Ku a sloupec ,,Activity Label” obsahoval
hodnotu 1, pak sloupec ,,Type* obsahoval vyraz SUB. Pro stejné hodnoty sloupce
»Activity Type®, ale pro hodnotu 0 v sloupci ,,Activity label” dostdvame hodnotu
NSUB ve sloupci ,, Type®“. Analogicka ivaha plati 1 pro hodnoty INH a NIHN. Pokud
sloupec ,,Activity Type* obsahuje Ki nebo IC50 a sloupec ,,Activity label* obsahuje 1,
pak dostavame ve sloupci ,,Type* hodnotu INH. Je-1i ,,Activity label* 0 pak hodnota
»lype*je NINH.

v Toto binarni znaceni je zalozeno na nelogaritmované hodnoté sloupce ,,Activity pValue“. Kdy jako
hrani¢ni hodnota bylo zvoleno 10 umol/l.
W INH — inhibitor, SUB — substrat, NINH — non-inhibitor, NSUB — non-substrat
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Dalsi upravou bylo vytvoteni sloupct ,,pKnm*, ,,pKi%, ,,pIC50* a ,,pEC50%, do kterych
se piesunuly pfislusné hodnoty ze sloupct ,,Activity pValue®. Tyto Ctyfi sloupce byly
vytvoreny podle sloupce ,,Activity Type*. Takto upraveny dataset je mozno nahrat do
databaze MolMeDB.

5.2 Nahravani dat do MolMeDB
MolMeDB ma pro nahravéani dat o transportérech uploader. Tento uploader umi
pracovat s nasledujicimi daty, kterd ukazuje tabulka 8.

Tabulka 8: Sloupce uploaderu MolMeDB

Nézev sloupce vyznam

Name Nézev malé molekuly

Target Nazev transportéru

SIMILES SMILES dané molekuly

Uniprot ID UniProt ID

pKwm/ pKi/ pIC50/pEC50 Sloupec s numerickymi hodnotami téchto
veli¢in

Kwm_acc/Ki_acc/IC50_acc/EC50_acc | Sloupec smérodatnych odchylek praméra
hodnot

Type Obsahuje hodnoty INH, NINH, SUB,
NSUB

Primary reference Pubmed ID

Secondary reference Nazev databaze, ze které data pochazi

Note Poznamka (neni povinna)

MolMeDB?*! povazuje dva fadky za duplicitni, pokud maji shodné SMILES, nazev
molekul, transportér (sloupce ,Target” a ,,UniProt ID*), primarni a sekundarni
referenci, ¢i poznamku.

V ptipadé, ze dataset obsahuje misto nazvu ChEMBL ID, pak je moZno tento
ChEMBL ID vlozit do sloupce ,,Name* a MolMeDB tento identifikator sama ptifadi
pomoci dotazu do PubChem pomoci vetejné API.

Po nahrani dat probéhne vygenerovani InChlKey podle SMILES, po na zakladé
vygenerované¢ho InChlKey jsou doplnény odkazy do dalSich databazi. Pro ucely
doplnéni t&chto externich odkazli je MolMeDB. napojena na databazi UniChem.*
Nasledné jsou nova data pfipravena na validaci.

6. Metody analyzy dat

Data byla pomoci workflow ziskana, upravena a nasledné¢ nahrdna do databaze
MolMeDB. KdyzZ skong¢il proces validace dat, ktery v databazi je nastaven, tak jsem
finalni data stahla a analyzovala.

Analyza dat probihala v drtivé vétsing v programu RStudio,> ktery je velmi vhodny
pro statistické zpracovani dat. V tomto programu byla rovnéz vytvorena vétSina grafi,
s vyjimkou teplotnich map a bodovych grafi, které byly vytvotfeny pomoci knihovny
Seaborn v Pythonu.
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Pii vytvafeni grafi jsem k datim pfistupovala rliznymi zpisoby. Pifi tvorbé
sloupcovych grafii a kolacovych diagrami jsem zpravidla pocitala se v§emi zdznamy,
které spliiovaly danou podminku napt. dany typ membrany, metody nebo transportéru.

Pti vytvafeni Vennovych diagramt v RStudiu jsem pouzivala také funkeci ,,intersect”,
kterd umoznuje provadét mnozinovou operaci pranik v tomto programu. V ptipadé
téchto diagramil byl prinik realizovan vzdy podle sloupce se SMILES molekul. Tato
funkce zpisobi to, Ze se kazda polozka sloupce se pro kazdou mnozinu* zapogitala jen
jednou. Pokud se dany SMILES vyskytoval v mnoziné vicekrat, byl do vysledného
priniku v ramci diagramu zapocten jen jednou. Stejné tak byl kazdy SMILES zapocten
jen jednou i v oblastech grafu mimo priniky, aby byly tyto diagramy konzistentni.

Cilem analyz v ramci mé prace bylo prostudovat data ulozena v databazi MolMeDB.
Data jsem studovala z hlediska metod, membran, transportéri a jejich vybranych
fyzikéalné chemickych vlastnosti.

X Mnozinou jsou mysleny napi. konkrétni databaze nebo typy interakci.
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Vysledky

Pomoci KNIME jsme ziskali 25827 interakci pro 14 747 molekul z databazi
PubChem, ChEMBL, Metrabase a IUPHAR. Data ziskana pomoci KNIME workflow
byla po tpravach do kone¢né podoby nahrana do databaze MolMeDB. Tato data jsme
zanalyzovali nejprve vici sob¢ a také vici ostatnim zaznamum, které jiz v MolMeDB

byly.

7. Analyza dat v databazi MolMeDB

Analyzu dat Ize rozd¢lit na tii hlavni ¢asti. Prvni ¢ast se tykala dat (molekul), ktera se
jiz v MolMeDB nachazela pied piidanim dat o interakcich s membranovymi proteiny.
Tato data popisuji interakci malych molekul s membranou. Druhou oblast tvofila data
z workflow, kterd se podarilo nahrat do databaze, a kterd uspésné prosla procesem
validace v databazi MolMeDB. Tato oblast obsahuje informace o interakci molekul
S transportnimi proteiny membran. Tieti oblasti bylo potom zkoumani ptekryvu dat
z prvnich dvou skupin.

7.1 Analyza dat interakce molekul s membranou

Jak jiz bylo naznaceno, tato Cast se tyka analyzy informaci, které na MolMeDB byly
ptred pfidanim dat z workflow. Tato data stale tvofi drtivou vétSinu obsahu databéze.
Celkové se jedna o vice nez 435 000 interakci, které byly uréeny 59 metodami pro
43 membran.

Tato sekce obsahuje opravdu velmi riiznoroda data. Z hlediska metod mizeme tato
data primarné rozd¢lit na ta, ktera jsou experimentalniho ptivodu a na ta, ktera byla
ziskana né¢jakou vypocetni metodou. Data ziskand vypocetné mizeme dale délit na
data ziskana simulacemi a vypocitana. Z hlediska metod MolMeDB obsahuje ke dni
6.5.2021 nejvice dat ze simulaci (434 442 zaznami). Nasleduji s odstupem data
z metod vypocetnich (3 205 zaznamii) a z metod experimentalnich (2 091 zaznamt).
Toto déleni je ale opravdu velmi hrubé, proto jsem si pro praci s témito daty vytvotila
mensi skupiny metod, které budou dostate¢né dobie reflektovat pestrost metod
Vv MolMeDB a zaroven zjednodusi praci s daty a zlepsi Citelnost vyslednych grafi.

Membrany jsou Vramci MolMeDB déleny na modelové a bunééné. Dale jsou
membrany v MolMeDB déleny podle ,,puvodu‘ do 7 skupin (,,brain, ,,cell”, ,,eye®,
Hintestine®, ,oral“, ,skin“ a ,generic*). Podle tohoto déleni ziskame 13 skupin
membran. Nazev kazdé skupiny, kterou v textu prace pouzivam, se sklada ze dvou
pismen. Prvni pismeno je pocateni pismeno nazvu ,,pivodu” membrany a druhé
pismeno odkazuje na to, zda je jednd o experimentdlni nebo modelovou membranu
napi. membrana DMPC je ve skupiné CM, jedna se o modelovou membréanu buriky.
Pokud neni membrana ve zdrojové publikaci popsdna, aby bylo mozno ji zaradit, tak
pak je v MolMeDB oznacena jako GENER. Celkov¢ tedy mame 14 skupin.

V ptiloze této prace jsou tabulky ukazujici vySe nastinéného déleni do skupin metod a
membran. Pro konkrétni metody i membrany tabulky obsahuji pocty zaznami
v MolMeDB.
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Obrazek 13 ukazuje rozlozeni dat v MolMeDB pro jednotlivé skupiny membran a
metod pomoci teplotnich map.
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Obrazek 13: Teplotni mapy dat v databdzi MolMeDB (A - data ze simulacnich metod, B - data z vypocetnich metod,
C - data z experimentalnich metod) osa x : BE — brain experimental, BM — brain model, CE — cell experimental,
EE — eye experimental, IE — intestine experimental, IM — intestine model, OE — oral experimental, SE — skin
experimental, SM — skin model osa y: BLM — black lipid method, DC — diffusion cell methods, FM — fluorescence
spectroscopy methods, HTCG simulations - high-throughput coarse-grained simulations MD — molecular
dynamics, MM — mechanistic model, PS — perfusion system, SS - steady-state methods

Z obrazku 13 je vidét pestrost experimentalnich metod, kterych je nejvétsi mnozstvi a
také ztéto skupiny pochazi data pro nejvétSi mnozstvi membran. V piipadé
simula¢nich dat je vidét masivni pfevaha jedné metody, kterd ma ve vysledku dat
nejvic ze vSech (HTCG, tzv. High-throughput Coarse Grain simulations — tedy
vysokopropustné zhrubené simulace pomoci silového pole MARTINI).
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7.2 Analyza dat interakce molekuly s transportnim proteinem

Jak jiz bylo naznaceno tato data pochazeji ze Ctyt rlznych databazi a byla ziskdna
pomoci KNIME workflow. Celkové tato data tvofi 3,2 % interakci, které¢ se
v MolMeDB nachazeji. Data jsem analyzovala z hlediska jejich pavodu, interakce
transportér — molekula a jednotlivych transportéra.

7.2.1 Analyza databdzi plvodu dat

Prvni hledisko, ze které¢ho se lze na tato data divat je jejich piivod. VSechny tfadky
vystupu z workflow uvadéji dve informace o pivodu. Prvni je sloupec ,,Pubmed ID,
které identifikuje konkrétni védecky €lanek a MolMeDB jej uklada jako tzv. primérni
referenci a druha je sloupec ,,Source, kde je uvedena databaze, ze které workflow
danou informaci ziskalo a MolMeDB tuto informaci uklddd do tzv. sekunddrni
reference.

Z hlediska zdroju byla data ziskana z celkem 1358 riznych védeckych textl a ze Ctyt
databazi. Nejvice dat pochdzi z databaze PubChem (21 588), déale pak nasleduji
databaze ChHEMBL (3 706), Metrabase (721) a IUPHAR (210).

Z pohledu zdroju dat jsem se rovnéz divala na to jaké je zastoupeni jednotlivych
SMILES v jednotlivych databazi. Jinak feceno sledovala jsem piekryvy dat za databazi
podle SMILES jednotlivych molekul. Vysledek této analyzy ukazuje obrazek 14.

Metrabase [UPHAR

ChEMBL PubChem

Obrazek 14. Prekryv dat podle databaze piivodu (vytvoreno pomoci programu RStudio)

Z Vennovych diagramti na obrazku 14 jasné vidime, Ze pouze ke 25 SMILES byla
ziskdna informace o transportu ze vSech Ctyt vytézovanych databazi. Také je videt
nejvetsi prekryv mezi databdzemi ChEMBL a PubChem. Tento piekryv tvoii 735
SMILES. Vétsina interakci se nicméné mezi databdzemi nepiekryva a nejvetSim
zdrojem dat se ukazala databaze PubChem. To se diky jeji celkové velikosti nicméné
dalo ocekavat.
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7.2.2 Analyza interakci membrdnovy transportni protein — molekula

Informaci o interakci mezi transportérem a molekulou mame v datech obsazenou
dvéma zplsoby. Prvnim je sloupec, ktery MolMeDB nazyva ,,Type“ zde je podle
pravidel, ktera jsem popsala vyse v sekci metody uveden vzdy jedna ze ¢ty hodnot
(INH, NINH, SUB, NSUB). Tato informace slouZi jako rychly popis, Vv jakém vztahu
je dand molekula ke konkrétnimu proteinu. Druhym zptsobem, jak je popséana tato
interakce jsou Ciselné hodnoty pfislusnych veli¢in (Kwm, Kj, IC50 a EC50), které jsou
vzdy v databazi MolMeDB uvedeny.

Drtiva vétSina latek v MolMeDB nahrany jsou inhibitory (13 059 SMILES).
Ve vyrazné mensi mife jsou zastoupeny: non-inhibitory (1 063 SMILES), substraty
(1 608 SMILES) a non-substraty (114 SMILES). Podobn¢ jako tomu bylo pfi analyze
dat z databazi, i v tomto piipadé mé zajimaly vzajemné piekryvy téchto Etyt typu.
Vysledek opét zobrazuje Vennlv diagram na obrazku 15.

Inhibitory Non-inhibitory

Substraty Non-substraty

Obrazek 15: Prekryv dat podle jednotlivych typii (vytvoreno pomoci programu RStudio)

Obrazek 15 ukazuje, Ze 44 molekul ma alesponl jeden zaznam v kazdém ze Ctyt typi.
Velmi zajimavé jsou také pocty molekul, pro které jsou v datech uvedeny pouze jako
jeden z typu interakce. Celkem 1 430 ze 1 608 substratt je oznaceno jen jako substraty,
12 153 ze 13 059 inhibitord je oznaceno jen jako inhibitory. Pro oba typy se jedna o
vyrazné€ nadpoloviéni podil.

Jak jiz bylo zminéno vySe druhym typem informace, ktery o interakcich transportér —
molekula mame jsou numerické hodnoty Kwm, Ki, IC50 a EC50. Zastoupeni
jednotlivych veli¢in ukazuje obrazek 16.
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Ki (1 %)

EC50 (8 %)
Kwm (2 %)

IC50 (89 %)

Obrazek 16: Koldacovy diagram zastoupeni velicin Kw, Ki, IC50, EC50 v datech (vytvoreno pomoci programu
RStudio)

Z obrazku 16 je jasné vidét, Ze nejvice v datech dominuje vyjadieni interakce pomoci
IC50, které tvoii drtivou vétSinu. Spolu s Ki, tvofi 90 %, coz je v souladu se
skutecnosti, ze drtiva vétsina latek v datech jsou klasifikovany jako inhibitory, jelikoz
se v obou pfipadech jedna o vyjadreni inhibice.

7.2.3 Analyza transportnich proteinu

Membranovych transportnich proteinii existuje ohromné mnoZstvi, Z tohoto diivodu
jsem se rozhodla vénovat pozornost jen nékterym vybranym skupinam. Jedna se o
skupiny SLC (SLC transportéry), ABC (ABC transportéry), ATP (ATPazové pumpy),
CACN (napétove tizené vapenaté kandly) KCN (draselné kanaly), SCN (sodikové
kanaly). VSechny transportéry, které se nedaji zafadit ani do jedné z téchto skupin jsou
ve skuping ,,ostatni®.

V MolMeDB je momentadlné¢ 184 transportérii. Zastoupeni jednotlivych skupin
ukazuje obrazek 17 v datech.

CACN
(9%)
- KCN (3 %)  ATP(1%)
&1 ABC (20 %)
g
2 Ostatni (1 %)
g SLC (48 %)
SCN (18 %)

6000

4000

2000

el

ABC ATP CACN KCN SLC SCN ostatni

0

Obrazek 17: Zastoupeni jednotlivych skupin transportérii v MolMeDB (vytvoreno pomoci programu RStudio)
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Z obrazku 17 jasné vyplyva, Ze nejvétsi zastoupeni v MolMeDB z hlediska
transportéri maji prenasece ze super rodiny SLC, na néz ptipadd 12 330 zaznamu
Vv této databazi. Tyto pfenaSece tvoii téméf polovinu vSech téchto dat. Druhé misto
Z hlediska zastoupeni patii ¢leniim super rodiny ABC, jejiz zastoupeni v datech Cini
20 % a celkove se jedna o 5126 zaznamu. Dale 18 % dat (4 616 zaznami) se vztahuje
k sodnym kanalti a9 % (2 449 zaznamu) dat k vapenatym kanalt a 3 % (792 zaznamu)
Kk draselnym kanaltim. 1% zastoupeni shodné maji ATPasy (256 zaznamu), které jsou
posledni skupinou, kterd je v ramci dat jesté rozliSovana a ostatni transportéry. Na
ostatni pfipada (267 zaznami) v MolMeDB. Dalsi déleni v ramci téchto Sesti
definovanych skupin transportért, véetné jejich kvantitativniho zastoupeni v datasetu
a popisu Ize najit v ptiloze prace v sekci Analyza konkrétnich rodin transportéra.

7.3 Analyza prekryvu dat

V této kapitole se zaméfim na piekryv dat mezi plivodnimi daty interakci
S membranami a nové doplfiovanymi daty interakci S membranovymi transportnimi
proteiny. Z diivodu zjednoduseni a zpiehlednéni nasledujici ¢asti prace bude interakce
molekuly s membranou, které se netcastni protein nazyvana ,pasivni, zatimco
interakce molekuly s transportnim proteinem bude ozna¢ovana jako ,,aktivni®. Jejich
vzajemny piekryv bude poté oznacovan jen jako ,,prekryv*.

Tento ,,prekryv tvoii 386 molekul, pro které mame ,aktivni interakci“ s99
transportnimi proteiny a ,,pasivni interakci® s 28 membranami, ur¢enou 27 metodami.
Tento ,,piekryv* graficky znazoriuje obrazek 18.

386

Pasivni interakce

435020 [ 114370

\ /7 Aktivni interakce

Obrazek 18: Prekryv dat o molekulach se znamymi pasivnimi a aktivnimi interakcemi v ramci databaze
MolMeDB (vytvoieno pomoci programu RStudio)

Jelikoz se jednd o Vénnlv diagram do cisel, kterd vidime na obrazku 18 se promita
kazdy SMILES pouze jednou. Lze si tak udélat piedstavu o tom, kolik sloucenin
konkrétni oblast zahrnuje.

Vzhledem k tomu, ze v ptipadé tohoto piekryvu hovotime o relativné malém mnozstvi
molekul. Tak jsem tuto oblast zkoumala mnohem detailnéji nez ob¢ oblasti pifedchozi.
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Nejprve jsem pozornost metodam a membranam, které se v tomto piekryvu vyskytuji,
poté transportériim a interakci transportér — molekula, nakonec jsem se zaméftila na
samotné chemické struktury, které se v oblasti pfekryvu nachazeji.

7.3.1 Analyza membrdn a metod v oblasti prekryvu dat

V této casti budou ukazany metody a membrany, které jsou v prekryvu dat zastoupeny.
Tyto informace graficky ilustruje obrazek 19, kde oblast A ukazuje membrany a oblast
B ukazuje metody, které se vyskytuji vramci prekryvu, vcetné kvantitativniho
zastoupeni jednotlivych skupin’. Abychom popsali kvantitativni piekryv interakci, tak
jsme na rozdil od ptedchoziho obrazku 19 tak se zde jednotlivé SMILES mohou
zapocitavat vicekrat, pokud je pro né znamo vice interakei.
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Obrazek 19: Graf zastoupeni jednotlivych membran a metod v oblasti prekryvu dat (rizova barva) a jejich celkové
zastoupeni v MolMeDB (modra barva),

A — zastoupeni jednotlivych membran (BE — brain experimental, BM — brain model, CE — cell experimental, EE — eye
experimental, GE — GENER IE — intestine experimental, IM — intestine model, OE — oral experimental, SE — skin
experimental, SM — skin model),

B- zastoupeni jednotlivych metod (BLM — black lipid method, DC — diffusion cell methods, FM — fluorescence
spectroscopy methods, MD — molecular dynamics, MM — mechanistic model, PS — perfusion systems, SS - steady-
state methods)

(vytvoreno pomoci programu RStudio)

Z obrazku 19A vidime jasné, Ze nejvice je v datech zastoupena generickd membrana
(GE). Témét stejnym dilem jsou zastoupeny modelové membrany bunék (CM) a
experimentalni membrany stieva (IE). Pokud ponechame stranou generickou
membranu, tak nejhojnéjSimi typy membran v ramci pirekryvu jsou membrany
bunécné modelové (CM) a bunétné experimentalni (CE) dohromady (¢itaji
738 zaznamu. Po membranach bunéénych nasleduji membrany stieva (IE a IM), které
dohromady maji 664 zaznamil. Za zminku stoji, Ze prekryvy jsou az na CM dataset
vesmes nadpolovicni, coz otevird moznosti srovnavani vlastnosti mezi aktivnimi a
pasivnimi interakcemi na téchto membranach.

¥ Seskupeni metod a membran bylo provedeno podle stejnych pravidel jako v piipadé kapitoly
7.1 Analyza dat interakce molekul s membranou.
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Na obrazku 19B vidime jednotlivé metody z piekryvu dat. Nejvyraznéjsi podil zde
maji metody vypocetni, které dohromady Cinni 1433 zdznamu, pficemz absolutné
nejvétsi podil na tomto poétu ma metoda PerMM,>! na kterou piipadd 765 zdznamd.
Hned za metodami vypocetnimi nésleduji metody experimentalni, na néz ptipada
1 107 zaznamii. Z experimentalni metod dominuje PAMPA s 574 zaznamy. Nejmensi
pocet dat piipadad na simulacni metody, na které ptipada pouhych 47 zaznama.

Zde vidime obrovsky rozdil mezi daty tykajici se pasivni interakce v rdmci celé
MolMeDB a tohoto velmi malého vyseku dat. Zatimco MolMeDB obsahuje velké
mnozstvi dat ze simulaci (pfedevs$im z HTCG simulaci), vtomto ,piekryvu®“ je
vysledkt simulaci jen malé mnozstvi. Naopak z pohledu ostatnich metod, kromé
nejhojnéji zastoupenych vypocetnich metod, jsou zde také vyznamné zastoupeny
metody experimentalni.

Tabulka 9 ukazuje mnozstvi zaznamu pro kombinace metoda — membrana pro oblast
»prekryvu®. Zde je detailnéji vidét to, co naznacoval jiz trochu obrazek 19. Nejvétsi
mnozstvi aktivnich dat mame pro kombinaci PerMM — GE.

Tabulka 9: Tabulka kombinaci metod a membran v prekryvu dat (Zluté — membrany stieva, modra — membrdany

bunék, oranzova — membrany kiiZe, zelena — membrany mozku, Sedd — membrany oka)
Kombinace Pocet zdznamu Kombinace Pocet zdznamt
metoda — metoda —
membrana membrana
PerMM — GE 765 PAMPA — IE 25
Cosmomic—-CM | 285 PAMPA - GM 22
CACO-IE 227 PAMPA - SM 21
PAMPA - CM 208 Titration — CM 12
QSAR - IE 174 Calu-3-CE 12
MDCK - CE 164 FM -CM 6
PAMPA - BE 135 Titration — CE 6
PAMPA — IM 119 MD - SM 4
MM - IE 117 PAMPA - CE 4
Cosmomic-SM | 87 DC - SE 3
BLM - GE 43 DC-IE 2
MD - CM 41 SS—-EE 2
PAMPA - GE 40 MD - BE 2
PS - EE 29 DC -OE 1
DC - EE 26

Z pohledu jen skupin membran, pokud nebudeme pocitat generickou membranu jsou
nejvice zastoupeny membrany bun€k (modelové i experimentalni). Pro membrany je
Vv datech dohromady 783 zdznamt. Nasleduji je modelové a experimentalni membrany
stieva (664 zaznamil). Zbylymi hojné&ji zastoupenymi skupinami jsou modelové a
experimentalni membrany mozku (137 zaznamt) a ktize (115 zdznami).
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Zastoupeni konkrétnich membran v ve skupinach podle ,,ptivodu® ukazuje obrazek 20.
Generické membrany a membrany oralni obrazek 20 neukazuje, jelikoz v obou
ptipadech je v datech zastoupen jen jedna konkrétni membrana. V piipadé oralnich
membran se jedna o subligudlni sliznici (Sublingual mucous membrane) a v piipadé
generické modelové membrany se jedna o n—hexadekan (n-Hex).

A DOPC 41 % B
BEE 95 % DMPC 11 %
HBMEC 1 %
DPhPC 4 % EBgPC1% | POPC 3 %
LEC 1%
c ‘ PL-A 19%
MDCK 23 %
Caco-2 64 % BML 12 % SC3% o skin1s% D
y JE) <1%
GIT-06% CERNS 6 %
- SLML3 %

Caco-2/MDCK 18 %

Cornea 18 % SC_mix 70 %

Conjunctiva 9 %

Stroma 9 %
Sclera 65

Obrazek 20: Kolacové diagramy zastoupeni konkrétnich membran ve skupinach dle "piivodu" A — membrany
mozku, B — bunécné membrany, C — membrany stieva, D — membrany kiize, E — membrany oka (vytvoreno pomoci
programu RStudio)

Kvili zjednodus$eni prace s daty a zptehlednéni vysledk byly v ramci této kapitoly
jednotlivé metody i membrany klastrovany do vétSich celkt, ale uvédomime-li si,
podstatu jednotlivych konkrétnich typti membran, dospé&jeme k zavéru, ze jen nekteré
Z nich jsou schopny témét ,,dokonalé* pasivni interakce s molekulou napf. membrana
BLM, n-Hex, ¢i DMPC. U ostatnich 1ze ofekavat moznou urcitou miru aktivniho
transportu, jelikoZ vime, ze tyto membrany obsSahuji také transportéry. Urcity podil
aktivniho transportu lze odekdvat napf. membrany HBMEC®, MDCK!?, JEJ%,
Caco-2,% ¢i cornea.”
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7.3.2 Analyza transportnich proteint v oblasti prekryvu dat
V této Casti bude pozornost vénovana transportnim proteinim, které se v oblasti

prekryvu vyskytuji.

Obrazek 21 ukazuje zastoupeni jednotlivych rodin transportéri v prekryvu a je tedy
obdobou obrazku 17.
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Obrazek 21: A -sloupcovy graf zastoupent jednotlivych rodin transportérii v prekryvu dat, B — kolacovy diagram
procentualniho zastoupent jednotlivych rodin transportérii v prekryvu, C — kolacovy diagram procentudlniho
zastoupeni pro vSechny aktivni interakce (vytvoreno pomoci programu RStudio)

Na obrazku 21 je vidét, Ze 87 % vsech transportéru v piekryvu jsou ¢lenové superrodin
SLC a ABC. V piipadé¢ ABC transportéri mame v této oblasti dat 1 143 zadznamu,
v piipadé¢ SLC transportérd mame 1 113 zadznamut. S velkym odstupem nésleduji
iontové kanaly (CACN, KCN, SCN), které dohromady zaujimaji 11 % vSech dat
v piekryvu. Pro ATPazy je v prekryvu 57 a zaujimaji 2 % vSech dat. Méné nez 1 %
pfipadd na ostatni transportéry, které jsou v piekryvu zastoupeny pouze CEtyfmi
zaznamy.

Porovnanim obrazkt 17 a 21 mizeme zjistit, jak moc se 1isi zastoupeni jednotlivych
rodin transportéri v oblasti dat pro celou aktivni interakci a piekryvu. V obou
ptipadech jsem pouzila stejné pravidla pro seskupeni dat a stejny typ grafii pro jejich
naslednou vizualizaci, aby bylo mozno vysledky mezi sebou kvantitativn€ porovnavat.
Tabulka 10 ukazuje porovnani oblasti celkové pocty zaznamu pro oblast ,aktivni
interakce* a ,,prekryv®.
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Tabulka 10: Tabulka ukazujici pocet zdznamii pro jednotlivé transportérové rodiny

interakce”, v “prekryvu’ a procentudlné vyjadreny pomer

v celé oblasti dat “aktivni

Transportérova Data ,Aktivni | Data ,,prekryv® Pomér /%/
rodina interkace®

ABC 5126 1143 22,3

ATP 256 57 22,3
CACN 2 449 125 51

KCN 792 37 4,7

SCN 4 616 137 3,0

SLC 12 330 1113 9,0

ostatni 267 4 15

Posledni sloupec tabulky vyjadiuje v procentech, na jakou hodnotu v procentech
pokleslo mnozstvi zdznamu v ,,prekryvu oproti vSem ,,aktivnim interakcim* pro
danou skupinu. Vidime, ze zhlediska mnozstvi zdznaml nejméné poklesly
ABC transportéry a ATPasy, zatim co vSechny ostatni skupiny jsou zastoupeny ani ne
10 % svého ptivodniho mnozstvi. Tento trend je patrny i z kolacovych diagramti B a
C na obrazku 21. Kde na obrazku 21 B je jasné vidét, ze pokud budeme uvazovat pouze
aktivni interakce v oblasti ,,piekryvu piekryvu bude velkd ¢ast interakci spojena
hlavné s ABC a SLC transportéry. VSechny ostatni transportéry budou podstatné méné
zastoupeny. Zatimco na obrazku 21 C vidime, Ze co do mnozstvi ABC transportéry
jsou zastoupené témeét stejné jako sodné kanaly a od nejhojnéji zastoupenych
SLC transportért jsou co do poctu interakci daleko.

Podobn¢ jako v piipadé obrazku 15 jsem i v tomto ptipadé sledovala piekryvy mezi
jednotlivymi typy, coz ukazuje obrazek 22. Na obrazku 22 vidime vyznamny piekryv
mezi inhibitory a non-inhibitory, ktery ¢inni 262 SMILES. Po¢et SMILES, které se
v datech vyskytuji alespon jednou jako kazdy ze ¢tyft typu ¢inni nyni 29 SMILES. Na
obrazku 16 to bylo 44 SMILES, v této oblasti nastal relativné maly pokles.

Inhibitory Non-inhibitory

Substraty Q@ Non-substraty

Obrazek 22: Prekryv dat podle jednotlivych typii v oblasti tzv. “prekryvu” (vytvoreno pomoci programu
RStudio)
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Molekuly, které se objevovaly v piekryvu vSech skupin z obrazku 22 jsou notoricky
znamé struktury. Do toho to piekryvu patii napf. antipsychotika (risperidone,
chlorpromazine, clozapine, quetiapine a haloperidol), antivirotika (zidovudine,
ganciclovir a acyclovir), 1é¢iva ovlivitujici ¢innost srdce (amiodarone, ouabain a
digoxin). Celkovy soupis téchto molekul ukazuje tabulka 11.

Tabulka 11: Ndzvy a pouziti molekul z oblasti prekryvu vSech typii z obrazku 23

Skupina Zastupci

Antipsychotika Chlorpromazine, Clozapine, Haloperidol,
Risperidone, Quetiapine

Antineoplastika Etoposide, Methotrexate, Tamoxifen

Léciva na vysoky krevni tlak Prazosin, Verapamil
Latky ovlivilujici  produkci | Famotidine, Ranitidin

kyseliny v zaludku

Latky ovliviiujici ¢innost srdce | Amiodarone, Digoxin, Ouabain

Antibiotika Cefadroxil, Cefazolin, Tetracycline

Antivirotika Acyclovir, Ganciclovir, Zidovudine

ostatni Aminohippuric acid, Cimetidine, Loperamide,
Mesalamine, Ochratoxin A, Taurocholic acid,
Vinblastine

Kromé samotného mnozstvi dat a jejich rozlozené do jednotlivych skupin, mé také
zajimalo, jak jsou transportéry, které se nachazeji v piekryvu propojeny. Propojeni
transportéri v ramci piekryvu ilustruje obrazek 23. Obrazek 23 ukazuje kombinace
dvojic transportéri. Dvojice jsem vytvorila seskupenim dat podle SMILES a nésledn¢
jsem pro seskupené transportéry pro kazdou takto identifikovanou molekulu urcila
kombinace transportérii. Cim je barva piisluiného &tverce teplotni mapy tmavsi, tim
je dana dvojice transportérti v piekryvu hojnéji zastoupena.

Absolutné nejhojnéji rozsitenou dvojici transportéri byla dvojice ABCC3 - ABCC4,
ktera je ptfitomna u 233 SMILES z celkovych 386, druhou nejbéznéjsi dvojici byla
dvojice ABCC2 - ABCC3. Tato dvojice byla pfitomna celkem u 221 SMILES.
VSechny ostatni dvojice nésledovali az s velkym odstupem. Néasledujici dalsi dvojice
ABCB1 — ABCC2 se je piitomna u jen 35 SMILES.
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Obrazek 23: Teplotni mapa dvojic transportérii

Z obrazku 23 je jasné vidét, ze ABC transportéry, které jsou v prekryvu ptitomné se
vyskytuji Casto nejen v kombinaci se sebou, ale také i1 s velkym mnozstvim
transportérit z jinych skupin. Tako skute€nost miize byt dana skladbou ABC
transportérd, ktera v prekryvu je. Sest z deviti zastupci, které obrazek 23 ukazuje, jsou
ze skupiny MRP, tedy ,,multi-drug resistence protein“, které jsou znamy Sirokou
specificitou (viz. tabulka 6). Zbyli dva zastupci jsou ABCBI11, coz je exportér
Zlucovych kyselin a ABCG2, ktery ma velmi Siroké spektrum latek, které dokaze
transportovat.

Opak je vidét v pfipadé ATPaz, které tvoii jen malou ¢ast interakci v piekryvu.
Z obrazku 23 je vidét, Ze vétSinou se vyskytuji ve dvojici s jinou ATPazou. V nékolika
ptipadech tvofi dvojici s nékterym z ¢leni SLC, SLCO nebo ABC traportéru.
V piipadé iontovych kanali (CACN, KCN, SCN) situace vypada podobné jako
Vv piipadé¢ ATPaz.

V ptipadé SLC a SLCO transportérti, vidime, Ze jsou ¢asto ve dvojicich spolu ¢i z vyse
zminénymi ABC transportéry, ale také s iontovymi kandly.
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8. Fyzikalné chemické vlastnosti molekul v databazi MolMeDB

V této kapitole se zaméfim na fyzikaln¢ chemické vlastnosti molekul, které jsou
dostupné v databazi MolMeDB. Pozornost bude vénovana rozdélovacimu koeficientu
oktanol-voda (LogP), molekulové hmotnosti (MW) a permeabilitnimu koeficientu
(LogPerm). LogP i molekulova hmotnost, se kterymi jsem pracovala, byly ziskany
vypocetnimi metodami. Ob¢ tyto veliiny jsou dostupné pro drtivou vétSinu molekul,
které jsou v MolMeDB. Hodnoty LogPerm, pochazi z riznych typt méfeni, vypodti
nebo simulaci a je v databazi MolMeDB dostupny pro 435 405 molekul. Pro ucely
téchto analyz jsou data z MolMeDB rozdélena do tii skupin na ,,pasivni®, ,,aktivni® a
»prekryv*, podobné jako tomu bylo v pfedchozim textu.

8.1 Analyza molekulovych hmotnosti a hodnot /logP v databazi MolMeDB
V této kapitole budou diskutovany hodnoty MW a logP latek, které se v MolMeDB
nachazeji. Nejdiive bude vénovana pozornost rozdilu mezi skupinami ,,aktivni®,

»pasivni“ a piekryv. Poté také bude vénovana pozornost rozdilim =z hlediska
jednotlivych transportéri a typa.
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Obrazek 24: Bodovy graf znazoriujici molekulovou hmotnost (MW) a rozdélovaci koeficient oktanol-voda (LogP)
pro molekuly obsazené v databazi MolMeDB (zelena barva — molekuly s pouze aktivnimi interkacemi, oranzova
barva — molekuly s pouze pasivnimi interakcemi, fialovd barva — molekuly s alespon jednou pasivni a aktivni
interakci), A — graf zndzornujci vSechna data, B — graf zndzornujici pouze data s MW mensi nez 1000 Da
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Z obrazku 24 je jasn¢ patrné, ze naprosta vétSina molekul v databdzi ma svoji
molekulovou hmotnost do 1 000 Da, piesnéji se jedna o 448 015 molekul z celkového
poctu 449 766 molekul, se kterymi jsem v této praci pracovala. Pfi detailnjSim
pohledu do dat je vidét, ze vétSina molekul, kterd piipada do intervalu molekulovych
hmotnosti 0 —1 000 Da, ma svoji molekulovou hmotnosti v interval 100 — 200 Da.
Miuizeme tedy fict, ze vétSina molekul ulozenych v databazi MolMeDB vyhovuje,
Z hlediska své molekulové hmotnosti, definici malé molekuly. Byt vétSinu molekul
vV MolMeDB miizeme povazovat za malé molekulu, z obrazku je jasné, ze ne vSechny
budou malé¢ molekuly. Molekulovou hmotnost vétsi nez 1000 Da ma 580 molekul
v MolMeDB.

Na obrazku 24 je také vidét, jak se s rostouci molekulovou hmotnosti méni zastoupeni
interakei. V ¢asti grafu s niz§imi molekulovymi hmotnostmi jasné¢ dominuji molekuly
s pasivnimi interakcemi (oranzova barva), nasledné piibyvaji interakce z oblasti
prekryvu (fialova barva) az nakonec vidime ze molekulovych hmotnostech nad 1000
dominuji jasné aktivni interakce (zelena barva). Tato skute¢nost je dana tim, ze pasivni
difuze ptfes membranu jsou schopny jen malé molekuly a obecné lze fici, ze pasivni
interakce jsou vice spjaty spise s malymi molekulami.

Pokud se podivame na obrazek 24A z pohledu logP molekul, zjistime, Ze velka ¢ast
z nich se pohybuje zhruba v rozmezi hodnot —5 a 10, coz je patrné také z obrazku 24B.
Také na obrazku 24 vidime, ze logP molekul s pouze pasivni interakci a molekul
z piekryvu se v tomto intervalu v drtivé vétSin¢ drzi, zatimco molekuly s aktivni
interakci maji rozsah hodnot logP mnohem vétsi. Césteéné je to zptisobeno tim, Ze
4344257 molekul s pasivnimi interakcemi pochazi ze studie Menichetti et al® a tyto
molekuly byly pouze systematicky vygenerovany tak, aby popisovaly mozné
molekuly do velikosti cca 8 t€Zkych atom (alias atomti C-O-N). Na téchto molekulach
Ize tak vidét rozsah logP, ktery s ristem velikosti molekul souvisi a vytvaii se tak
trychtyf moznych hodnot logP — maxima a minima rostou zhruba dle rovnic (4 a 5),
které popisuji pfimky na obrazku 25.
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Obrazek 25: Bodovy graf moznych hodnot logP ze studie s linedrni regresi (oranzovd — primka minim, zelend
— primka maxim, fialova — primér ze vsech bodii

10gPyax = 0,026 - MW + 0,21 )
l0gPmin = —0,028 - MW + 0,438 (4)

Nejvyssi hodnota LogP v tomto datasetu ¢inila hodnotu 4,15 zatim co nejnizsi hodnota
logP byla —4,05. Ale kromé téchto minimalnich a maximalnich hran se ukazuje, ze
primérmé logP se viaci velikosti pfiliS§ neméni. Obrazek 26 ukazujici latky
s dostupnymi experimentalnimi daty, potvrzuje trend “nédlevky” pro maximalni a
minimalni hodnoty logP u malych molekulovych hmotnosti, ale u vétsich MW se
rozvor ,,nalevky* hlavné u polarni oblasti vyrazné zuzuje.
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Obrazek 26: Hodnoty logP a MW pro experimentalni data z databaze MolMeDB

Kdyz se znovu vratime k obrazku 24A, tak je v ném Vv ¢erveném kruhu vyznacena
oblast, kde se vyskytuje 19 molekul, pro které jsou dostupné pouze pasivni interakce
s molekulovou hmotnosti kolem 1 000 Da a logP vétsim nez 10, jsou to tedy jiz velmi
lipofilni latky. V tomto ptipad¢ se jedna o lipidické fluorescenéni sondy, pomoci
kterych se experimentalné sleduje chovani membréan. Déle je pak v modrém kruhu
vyznacen klastr 298 molekul velkych molekul s aktivnimi interakcemi, které maji
molekulovou hmotnost kolem 4 000 Da ptipadné i vyssi, avsak jejich logP je mensi
nez nula a jsou to tedy velmi polarni molekuly. V tomto ptipad¢ se jedna o peptidy,
v drtivé vétsiné tzv. peptidické toxiny, schopné interakce s iontovymi kanaly (viz
obrazky 27 a 28).

Obrazek 27 ukazuje pro molekuly s aktivnimi interakcemi jejich transportéry.
Vzhledem k velkému mnoZstvi zobrazovanych dat jsem vSechny iontové kanaly
seskupila do jedné skupiny, ostatni skupiny jsem vytvaiela podle stejnych pravidel
jako vyse v textu. Na obrazku je jasn¢ vidét, ze molekuly interagujici s ABC a SLC
transportéry pripadné s ATPazami maji vétSinou logP vétsi nez 0 a jsou tedy lipofilni
ptipadné nékteré z nich maji logP mensi nez 0 a jsou tedy hydrofilni. Zatimco
Vv pfipad€ iontovych kanalli, vidime vyznamné zastoupeni molekul, které maji zdporné
hodnoty logP stejné tak jako molekul s velkou molekulovou hmotnosti.
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Obrazek 27: Hodnoty logP a MW pro aktivni interace rozdélené dle transportéru

Dalsim pohledem, jak se mizeme divat na logP a MW u dat s dostupnou aktivni
interakci je pfes jejich klasifikaci na substraty, non-substraty, inhibitory a non-
inhibitory, jak ukazuje obrazek 28.
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Obrazek 28: Hodnoty logP a MW pro aktivni interace rozdélené dle typu interakce

V ptipad¢ substratli a non-substratli pozorujeme na obrazku 28, Ze vétSina dat se
nachazi mezi -5 a 10 jednotkami logP a jejich molekulova hmotnost v drtivé vétSing
nepiekro¢i hranici 1000 Da. Pro inhibitory a non-inhibitory zastoupeni i molekul
s logP mensim, nez je - 5, tento trend je velmi vyrazny hlavné u inhibitort, kde jsou
rovnez také opét vidét peptidové toxiny.
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Pokud dame do souvislosti obrazky 27 a 28 zjistime, ze nejméné lipofilni molekuly
Vv databazi — peptidy — jsou inhibitory iontovych kanalt. Ve vSech ostatnich pfipadech
muzeme jen konstatovat, ze bez ohledu na typ a na transportér se vétSinou molekuly
s aktivnimi interakcemi vyskytuji mezi hodnotami logP od -5 do 10.

8.2 Analyza hodnot logPerm databazi MolMeDB

Zatimco logP popisuje miru lipofility dané molekuly, logPerm popisuje schopnost
molekuly membranou prochazet. V piipad¢ této kapitoly budu pracovat s daty
z ,prekryvu‘ a s daty ,,pasivnimi‘.

Na obrazku 29 jsou vyobrazeny hustotni funkce pro ,,prekryv (rizova) a pro vSechny
»pasivni® interakce (svétle modrd). PferuSované Cary ukazuji pozici aritmetického
pruméru hodnot logPerm. Na obrazku 29 vidime, ze v oblasti od —10 do O je
lokalizovana drtiva vétSina dat, pro které je logPerm dostupny, zatimco pro hodnoty
mensi nez —10 logaritmickych jednotek roste podil dat z ptekryvu. Aritmeticky pramér
této veli¢iny pro ,,piekryv* je —4,35 (tedy jde o 10°4% cm/s) zatimco pro viechny
pasivni interakce &ini pouze —2,41 (10724
maji niz§i hodnoty permeabilit neZ data ,,pasivni zhruba o dva tady.

cm/s). Muzeme tedy fici, Ze data z piekryvu
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Obrazek 29: Hustotni funkce pro hodnoty logPerm (rizova - pro prekryv, modra - vSechny pasivni
interace kromé interakci z prekryvu), (vytvoreno programem RStudio) A — celkova hustotni funkce pro
hodnoty logPerm, B — detail hustotni funkce pro hodnoty logPerm vétsi nez -5 (vytvoreno programem
Rstudio)
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Tento rozdil se nicméné pomérné vyrazné zmeni, pokud si dekomponujeme data na
jednotlivé skupiny latek. V nasledujicim grafu jsme se snazili rozebrat, jak se od sebe
lisi jednotlivé skupiny — u dat z pfekryvu muizeme porovnat jednotlivé typy, U
pasivnich dat pak data odpovidajici riznym membranam/metodam.

Obrazek 30 ukazuje hustotni funkce hodnoty logPerm vétsi nez -10 z prekryvu
rozdélené dle jejich kategorii na substraty, non-substraty, non-inhibitory a inhibitory.
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Obrazek 30: Hustotni funkce logPerm jednotlyvych typui z oblasti prekryvu (INH — inhibitory,
NINH — non-inhibitory, NSUB — non-substraty, SUB — substrdty) (vytvoieno programem
RStudio)

Priméma hodnota logPerm pro inhibitory ¢&inila -3,87 (10738 cm/s), pro non-
inhibitory - 4,11 (10! cm/s), pro non-substraty -5,88 (107>% cm/s) a pro substraty -
2,28 (10728 cm/s). Na zakladé téchto hodnot miizeme fici, ze latky klasifikované jako
non-substraty maji nejmensi hodnoty permeabilit a budou tedy nejhlie prochéazet
membranami prostou difuzi. Nejvétsi hodnotu naopak maji molekuly klasifikované
jako substraty.
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Dale si miizeme povSimnout, Ze primérné hodnoty non-inhibitorti a inhibitord jsou
velmi blizké, a i tvar jejich hustotnich funkci je velmi podobny. Divodem pro¢ tomu
tak je, muze byt vysoka mira pfekryvu mezi inhibitory a non-inhibitory, kterou pro
oblast ,,prekryvu® ukazuje obrazek 22. Z obrazku 22 rovnéz vyplyva, ze velka Cast
molekul se v datech nachazi klasifikovana jako vice neZ jeden typ a tato skute¢nost se
rovnéz promita do tvart kiivek na obrazku 30.

Z dalsich trendi mtizeme vybrat nejpocetnéjsi skupinu HTCG simulaci — na jejich
datech vidime jasné rozkategorizovani do skupin zplsobenych zhrubenym popisem
molekuly — hodné molekul pak je reprezentovano stejnou kombinaci (dvojici)
zhrubenych ,koralk“ (tzv. coarse-grain beads), s diskrétnimi interakcem. Vysledkem
pak je, ze mnoho molekul ma pak velmi podobné predikované logPerm, které je udano
pravé kombinaci zhrubenych koralki. HTCG simulace také obsahuji jen malé
molekuly do 8 tézkych atomu tvotfenych hlavné uhlikem, a proto se tento dataset jevi
jako velmi membranové propustny (viz obrazek 31).
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Obrazek 31: : Hustotni funkce logPerm z oblasti “prekryvu” a “pasivnich” interkci (HTCG - hodnoty
logPerm z HTCG simulaci ze studie Menichetti et al®, “prekryv” — hodnoty logPerm z oblasti
“prekryvu”, “pasivni” —hodnoty logPerm pro “pasivni” interakce ocistéené o data z HTCG simulaci)
(vytoviceno programem RStudio)
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V ¢lanku Balouch et al.®® pro prostup latek z liposomu autofi stanovili hranice pro
propustnost membrany v nasledujicich rozmezich logPerm:

e logPerm > -4 —latky snadno prostupné membranou
e -4 >]ogPerm > -8 — latky prostupné membranou
e logPerm < -8 — latky neprostupné membranou

Pokud pouzijeme tyto hranice pro nase datasety, tak u latek z prekryvu pozorujeme
vetsi podil latek spiSe neprostupnych membranou (snadno prostupné 31%, prostupné
64 %, neprostupné 5,1%) nez u datasetu s pasivnimi interakcemi i po vynechani HTCG
simulaci® (42,7 %, 53,1 %, 4,2 %). Potvrzuje se tak alespon ¢aste¢né piedpoklad, Ze
latky se znamymi aktivnimi interakcemi je maji proto, ze jsou hiife pasivné propustné
pies membrany.

U zbytku latek s aktivnimi interakcemi by bylo zdhodno pasivni permeace ziskat a
zvetsit tak doposud maly piekryv mezi obéma ¢astmi databaze MolMeDB.

Z Kdybychom je nevynechaly, tak by byly vysledky pro pasivni latky jesté propustnéjsi, nebot HTCG
data by diky svému poctu zcela dominovala.
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Zaver

Cilem této prace bylo ziskat data o interakcich mezi molekulami a membranovymi
transportéry z nékolika otevienych databazi, poté tato data doplnit do databaze
MolMeDB, ktera do té doby obsahovala jen data o interakci mezi molekulami a
membranami, a nasledn¢ cely obsah této databaze podrobit analyze.

Pro ziskavani dat bylo pouzito data mining workflow vytvoiené v programu KNIME.
Toto workflow vzniklo v ramci spoluprace s Mgr. Alzbétou Tiirkovou, Ph.D. a Mag.
Dr. Barbarou Zdrazil, Priv. Doz. z Univerzity ve Vidni. Toto workflow je schopno
ziskavat data ze Ctyf bioinformatickych databazi - PubChem, ChEMBL, Metrabase a
IUPHAR. Pii ziskavani dat byla pozornost zaméfena predevsim na vybrané napét'ove
tfizené kanaly, ABC transportéry, SLC transportéry a ATPazové pumpy.

Po tpravach a validaci dat se databdze MolMeDB velikostn¢ i tematicky vyznamné
rozsifila. Pro kazdou molekulu v databazi, pro kterou byl ziskéna data pro transportéry,
je nyni mozné najit v MolMeDB popisy téchto ziskanych ,,aktivnich® interakci
charakterizovanych pomoci typu (substrat, non-substrat, inhibitor a non-inhibitor) ¢i
pomoci numerickych hodnot prislusnych méfenych velic¢in (Kwm, Ki, IC50 a EC50).

Data v databazi MolMeDB byla nasledné podrobena analyze. Pro Gcely analyz byla
data rozdélena na ,pasivni“, ,aktivni“ a ,piekryv*. Pfi€emZ nejdetailn&ji byla
studovana oblast ,ptekryvu®. VSechny tyto tfi oblasti byly zkoumany z hlediska
kvantitativniho a z hlediska fyzikalné chemickych vlastnosti (MW, logP a logPerm).

»Pasivni“ interakce jsou z hlediska kvantitativniho zastoupeni nejhojnéji zastoupeny
simulacnimi daty. Nejvétsi dil ,aktivnich® interakci pfipadd na SLC transportéry,
pokud se ale omezime jen na ,piekryv zjistime, Zze zde lehce pievazuji
ABC transportéry nad SLC transportéry. Analyzou typu ,aktivnich® interakci bylo
zjisténo, Ze mnohdy je jedna molekula klasifikovana vice nez jednim typem interakce
a také se Casto vyskytuji u kombinace transportéri (hlavné ABCC) a ty tak tvoii
podstatnou ¢ast vSech interakci této oblasti.

Analyzou logPerm ,,pasivnich* dat a z ,,ptekryvu® bylo zji§téno, ze permeabilita dat
z ,prekryvu® je niz8i nez permeabilita dat, pro které jsou dostupné jen ,,pasivni*
interakce, a to v priméru zhruba o dva fady. Nicméné valna ¢ast latek ucastnicich se
aktivnich interakci je schopna se zachytavat v membranach. BohuZel pouze na zdkladé
sledovanych logP a MW nelze rozeznat substraty od inhibitorg.

Postupné zvétSujici se mnozstvi dat nam snad do budoucna dé odpovédi na otdzky
typu, jaké funkéni skupiny, ¢i skelety jsou schopny penetrace pies biologické
membrany. RovnéZ v budoucnu bychom mohly byt schopni dal§im studiem interakci
molekul a transportér najit klicové fyzikalné chemické anebo strukturni vlastnosti
ovliviiujici jejich interakci. MolMeDB by tak mohla byt vyuzita pro navrhy systému
pro dorucovani 1€¢iv pfes membrany.
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Summary

This diploma thesis aimed to obtain data about interaction among molecules and
membrane transporters from open databases; add them to the MolMeDB database; and
subsequently analyse all content of this database.

Data mining workflow was created by KNIME software in collaboration with
Mgr. Alzbéta Tuerkova, Ph.D. and Mag. Dr. Barbara Zdrazil, Priv. Doz. (University
of Vienna). Workflow can fetch data from four bioinformatics databases - PubChem,
ChEMBL, Metrabase and IUPHAR. The attention was focused mainly on selected
voltage-gated ion channels, ABC transporters, SLC transporters and ATPase pumps.

After inclusion and validation of the data, the MolMeDB database was expanded
thematically and in size. For each obtained molecule it is now possible to find in
MolMeDB among other things the expression of such ,active” interactions
characterized by so-called type (substrate, non-substrate, inhibitor and non-inhibitor)
and by numerical values of relevant quantities (Kw, Ki, IC50 and EC50).

MolMeDB data were further analysed upon division into three sections - ,,passive®,
»active®and ,,overlap®. The section ,,overlap® was studied in a detail. All three sections
were studied in terms of quantity and physicochemical properties (MW, logP a
logPerm).

The ,,passive interactions are the most represented by simulation data. The largest
part of the ,,active interaction is represented by data for SLC transporters, but if we
limit our consideration to ,,overlap“, we find that ABC transporters on SLC slightly
predominate here. In the analysis of types within the ,,active” interactions, it was
revealed that often one molecule is classified as more than one type and interacts with
multiple transporters (mainly ABCC).

The analysis of logPerm values of ,,passive* data and ,,overlap* was revealed that the
molecules from ,,overlap* region are less permeable than the molecules with "passive"
interactions in general, averaging about two orders of magnitude. However, most of
the substances involved in ,active“ interactions can be trapped in membranes.
Unfortunately, only on the basis of the physicochemical properties monitored here, we
cannot distinguish substrates from inhibitors.

The gradually increasing amount of data will hopefully give us answers to questions
such as which functional groups or skeletons can penetrate through biological
membranes in the future. Also in the future, we could be able to further study the
interactions of molecules and transporters to find key physicochemical or structural
properties influencing their interaction. MolMeDB could thus be used to design
systems for drug delivery across membranes.
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Prilohy

Tabulka 12 Déleni jednotlivych membran do skupin. Cisla v kulatych zavorkdich ukazuji pocet zaznamii pro kazdou
konkrétni membran (aktualni informace k 26.3.2021)

Skupina modelova/experime | Konkrétni membrana
membran ntalni membrana
podle puvodu | (zkratka skupiny)
Mozek Modelova DPhPC (24)
(BM)
Experimentalni BBB (175), HBMEC (7)
(BE)
Burika Modelova DMPC (337), DOPC (435146), DPPC (13),
(CM) POPC (69), PL-A (182),
DOPC_DOPE_CHOL (1), SM_CHOL (1),
LEC (14)
Experimentalni EggPC (42), MDCK (257), CALU3 (28)
(CE)
Oko Modelova -
(EM)
Experimentalni Cornea (107), Sclera (19), Conjunctiva (13),
(EE) Stroma of cornea (7), Corneal endothelium
(6)
Genericka Modelova CHCI3(10), TOL (2), n-Hex (31), POPE (5),
membrana | (GM) POPC:POPE_1:1 (1), OCT, DLPC (1),
DOPS (1), DLPE (1)
Experimentalni GENER (1778)
(GE)
Stievo Modelova GIT-0 (124), BML (100)
(IM)
Experimentalni CACO-2 (636), JEJ (5), Caco2/MDCK (148)
(IE)
Oralni Modelova -
(OM)
Experimentalni Sublingual mucous membrane (4)
(CE)
Kuaze Modelova SC mix (325), CERNS (11), SC ML (8),
(SM) PSKIN (61)
Experimentalni EPD, SC (13)
(SE)
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Tabulka 13: Déleni jednotlivych metod do skupin. Ndazvy konkrétnich metod jsou shodné s nazvy, které jsou pouZity
v ramci MolMeDB. Cisla v kulatych zavorkach ukazuji pocet zaznamii pro kazdou konkrétni metodu (aktualni
informace k 26.3.2021)

hlavni skupina | skupina metod Konkrétni metoda
metod

Vypocetni metody | COSMOmic CCM15 (961), CCM18 (438)

Mechanisticky CPapp (148)

model
QSAR CVOLSURF (51), QSAR-HB (113),
QSAR-PSA (113)
PerMM CPMM (1377)
QikProp CQikProp (4)
Simula¢ni metody | MD(Amber) MDA14A99 (7), MDSLA99SB (1),

MD(CHARMM) | MDABFC36 (9), MDC36 (7), MDCH27 (5)

MD(Gromos) | MDUAG (2), MDG43A1S3 (1), MDG87
1)

MD (Umbrella) | MDUSA4A9 (14), MDUSBG56 (18),
MDUSC36 (12), MDUSG43A1S3 (2),
MDUSSlip (7)

MD(Martini) MMAR (2)

HTCG simulace | MDCG (434257)

MD (ostatni) MDD (4), MDDMM (6), MDSmMC36 (2)

Experimentalni NMR metody DC-DMR (1), ENMRD (1),

metody EPR metody EEPR (1)
Fluorescenc¢ni ECFM (73), EFALUV (8), EFCS (1), EPFQ
metody (1), ETRFES (22), ELFA (7)
Titra¢ni metody | EPHT (26), ITC (8)
MDCK EMDCK (257)
CACO ECACO (326),
Calu-3 ECALUS (28)
Black lipid | EBLM (252)
membrane
metoda
PAMPA EBAMP (121), EPAM (814)
Metody s difazni | EFDC (19), EUC (35)
celou
Mikroextrakéni | ESPME (17)
metody
Perfuzni EPS (112)
systémy
Steady-state ESSM (12)
metody
Ostatni MA-GUV (3), EGUV-CCD (1)
experimentani
metody
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Analyza konkrétnich rodin transportért

ABC transportéry lze rozd¢lit do sedmi podrodin (ABCA az ABCG) jak bylo popsano
Vv teoretické casti. Ve vysledcich se objevuji data pro tfi z té€chto rodin, a to pro rodiny
ABCB, ABCC a ABCG. Jejich zastoupeni v datech ukazuje obrazek 32.

3071

3000

2000

1000

Pocet zaznamui v MolMeDB

ABCB ABCC ABCG

Obrazek 32: Zastoupeni jednotlivych podrodin ABC ransportérii v MolMeDB (vytvoreno pomoci programu RStudio)

Z tohoto obrazku je rovnéz patrné, Ze absolutné nejvice je zastoupena rodina ABCC a
to 3071 jedna zaznamy. Z ¢ehoz 223 zdznamu piipada na transportér CFTR (neboli
ABCC7), ktery je rovnéZ €lenem této rodiny. NejhojnéjSim ¢lenem ABCC rodiny je
Vv tomto piipadé€ je clen ABCC2, na ktery ptipada 1240 zdznam, nasleduji ho ABCC4
se 626 zaznamy a ABCC3 s 586 zaznamy. Druhé dvé skupiny, které se v datech

vyskytuji jsou ABCB, pro kterou je v datech 1126 zaznamu a ABCG s 929 zaznamy.

Data, ktera jsou pro ABC transportéry v MolMeDB aktudlné dostupnd jsou z drtivé
casti klasifikovana jako inhibitory piipadn€ non-inhibitory, celkem na tyto dvé
skupiny pfipadd 4264 zaznami, zatim co substraty piipadn€ non — substraty jsou
zastoupeny pouze 862 zaznamy.

Existuji tfi druhy ATPaz (P-typ, V-typ a F-typ) v datech jsou zastoupeny vSechny dva
tyto typy. V-typ ATPaz je oznacen jako ATP6. ATP1, ATP2, ATP4 a ATP12 patii do
kategorie P-ATPaz. Pro F-ATPazy zadny zastupce v MolMeDB neni. Zastoupeni
jednotlivych skupin ATPaz v MolMeDB ukazuje obrazek 33.
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Obrazek 33: Zastoupeni jednotlivych podrodin ATPaz v MolMeDB (vytvoreno pomoci programu RStudio)

Pro ATPazy neni v datech jediny zdznam o substratech piipadné non-substratech.
112 zdznamt je klasifikovano jako inhibitory a 144 jako non-inhibitory téchto
transportnich proteint.

Vépenaté kandly tvor velice Sirokou skupinu. V této praci je pozornost vénovana
primarné napétové fizenym vapenatym kanalim, ackoliv nékolik malo zastupci
ligandem fizenych kanalt bude v kategorii ,,0statni*. Obrazek 34 ukazuje jednotlivé
zastupce napét'ove fizenych vapenatych kanalt v MolMeDB.
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Obrazek 34: Zastoupeni jednotlivych zdstupcii vapenatych kandlit v MolMeDB (vytvoreno pomoci programu
RStudio)
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Z obrazku 34 vidime, Ze nejhojnéji zastoupenym véapenatym kanalem je CACNAIG
(545 zaznamu), ktery patii spolu s CACNA1H (434 zaznami) a s kandlem CACNAII
(274 zdznamt), do T-typu vapenatych kanalii. Dal$im hojnéji zastoupenym typem je
N-typ, ktery zastupuje CACNA1B (446 zdznami). L-typ vapenatych kanali v datech
zastupuji CACNAI1C (337 zaznamil), CACNAID (24 zaznamti)) a CACNALF
(74 zaznamt). Ostatni typy kanall nejsou jiz tak hojné zastoupeny a pocet zdznami
pro n¢j je velmi maly.

Opét v této skupiné z hlediska ligandi vedou inhibitory s non — inhibitory
(2 404 zaznami). Na substraty a non-substraty pfipada dohromady jen 45 zaznamd.

Obrazek 35 ukazuje zastoupeni jednotlivych skupin draselnych kanala. Podle tabulky
1 1ze tyto skupiny klastrovat dale. Skupiny KCNA, KCNB, KCND, KCNH patii mezi
tzv. napét'oveé fizené draselné kanaly. Skupina oznacena jako KCNJ je tvofena zastupcCi
tzv. vnitin€ usmériujicich draselnych kanali. Kanaly skupiny KCNK Ize oznacit jako
draselné kanaly v doméné tandemovych pori. KCNN a KCNM lze oznacit souhrnnym
nazvem vapnikem a sodikem aktivované draselné kanaly.

KCNA KCNJ KCNM
KCNB KCNH KCNK KCNN

N w
o o
o =

Pocet zaznamu v MolMeDB
o
o

Obrazek 35: Zastoupeni jednotlivych skupin kanalii draselnych iontit v MolMeDB (vytvoreno pomoci programu
RStudio)

Vidime, ze zdaleka nejvétsi pocet zaznamli mam pro skupinu vnitiné usmériiujicich
draselnych kandlti (KCNJ), pro kterou mame 373 zdznamil. Pro napétové fizené
draselné kanaly (KCNA, KCNB, KCND, KCNH) médme dohromady 181 zdznamt.
Pro skupinu draselnych kanalti v domén¢ tandemovych port (KCNK) je 144 zaznami
v datech. Vapnikem a sodikem aktivované draselné kanaly (KCNN, KCNM)
dohromady maji 94 zaznamd.

Opét z nejvetsi dil dat pro draselné kanaly pfipadé na inhibitory a non-inhibitory, které
dohromady tvofi 652 zaznamtl, zatim co na substraty pfipadné non-substraty ptipada
140 zaznamt.
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SLC transportéry tvoii témét polovinu vSech dat tykajicich se transportérii
v MolMeDB. V tomto ptipad¢ byla ziskana data pro 30 rodin téchto transportéru.
Tabulka 12 ukazuje mnozstvi zdznamu, které pro tyto transportéry je v MolMeDB.
Z hlediska kvantity vede rodina SLC6, pro kterou je v datech 6818 zaznamui. Jedna se
prenasecCe, které transportuji neurotransmitery, jak ukazuje tabulka 3. Dalsi
z nejhojnéji zastoupenych SLC rodin je SLC5 se 1357 zaznamy. Clenové této rodiny
se podileji na transport sacharida, lipida ¢i vitamint (viz. tabulka 3).

Tabulka 12: Zastoupeni jednotlivych podrodin SLC transportérit v MolMeDB

Pocet Pocet Pocet
SLCrodina | zaznamu v | SLCrodina | zdznama v | SLCrodina | zaznamu v
MolMeDB MolMeDB MolMeDB
SLC1 374 SLC13 13 SLC28 82
SLC2 181 SLC14 2 SLC29 159
SLC5 1357 SLC15 284 SLC32 1
SLC6 6818 SLC16 73 SLC36 37
SLC7 54 SLC17 1 SLC37 11
SLC8 2 SLC18 111 SLC40 38
SLC9 400 SLC19 22 SLC43 3
SLC10 228 SLC22 894 SLC46 13
SLC11 96 SLC25 2 SLC47 139
SLC12 15 SLC27 96 SLCO 824

| v tomto ptipadé dominuji inhibitory a non-inhibitory v datech, ptipada na obé tyto
skupiny 11191 zadznam@ na substraty a non-substraty poté piipada pouze 1139
zaznam, tedy témét desetkrat méné nez na inhibitory a non-inhibitory.

Kanaly sodikovych iontt jsou tieti nejvice zastoupenou skupinou v datech. V ramci
MolMeDB je délime na napétové fizené sodikové kandly a epitelidlni sodikoveé
kanaly, které nejsou napétove fizené. Do prvniho typu sodikovych kanall patii téméf
vSechny skupiny, které ukazuje obrazek 36, kromé skupiny SCNN, jejiz ¢lenové se
fadi mezi epitelialni sodikové kanaly. Napé&tove fizené sodikové kandly tvoii drtivou
vétsinu dat i kvantitativng, dohromady pro né je v MolMeDB 4570 zaznamii, pii¢emz
drtiva ¢ast téchto dat pfipada na skupinu SCNO.
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Pocet zaznami v MolMeDB
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Obrazek 36.: Zastoupeni jednotlivych skupin kanalii sodnych iontii v MolMeDB (vytvoreno pomoci programu

| v tomto ptipad€ drtivou vétSinu latek, které pro n€ byly data miningem ziskany, tvoii
inhibitory a non-inhibitory (4559 zaznami) a pouze 57 z nich piipada na substraty
pfipadné non-substraty.

Ve skupiné transportnich proteind, které budou v praci souhrnné oznacovany jako
»ostatni“ se nachdzi velmi riiznorodé transportéry. Zahrnuti do skupiny ,,ostatni* a

skute€nost, ze jim v textu prace neni vénovana takova pozornost je zptisobeno tim, ze
jsem se rozhodla zvySenou pozornost vySe zminénym Sesti skupinam.

Tabulka 13: Zastoupeni jednotlivych nezarazenych transportni proteinit v MolMeDB

Transportni Pocet zaznamu | Transportni Pocet zaznamu
protein v MolMeDB protein v MolMeDB
CLCNT7 3 MCOLN1 3

ASIC3 63 MPC2 1

ANO1 29 NPC1L1 123

TRPV2 4 RYR2 2

TRPC6 24
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