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Abstrakt

TAato praca sa zaoberd hromadnou analyzou transportu a dokovania malych molekul, na-
zyvanych ligandy, vnitri proteinovych tunelov. Interakcie medzi proteinom a ligandom za-
hinaju procesy ako medzibunkové signalizicia, transport, metabolizmus, regulcia, génova
expresia a enzymova aktivita. Porozumenie vzajomného pdsobenia medzi tymito moleku-
lami je dolezitou sucastou pri hladani novych lieciv. Procedira protein-ligand dokovania
zahftia nasledujice kroky: (i) ndjdenie Struktiry proteinu (receptoru) a ligandu, (ii) identi-
fikdcia vizobnych miest ligandu, (iii) zvaZenie flexibility ligandu a proteinu, a (iv) vypocet
energie interakcie. V snahe zefektivnit dani proceduru pre velké sety ligandov, bola v na-
stroji CaverWeb pridand funkcionalita, ktora umozni hromadnt analyzu dokovania ligandov
do vybraného proteinu s kompletnou sadou lie¢iv, ktoré budia predspracované, ¢o umozni
efektivnejsi a plynulejsi pracovny tok.

Abstract

This thesis discusses large-scale analysis of the ligand transport and docking inside of the
protein tunnels. Protein-ligand interactions are involved in processes such as cell signalling,
transport, metabolism, regulation, gene expression, and enzyme activity. To understand the
interaction between these molecules is vitally important for the research for new pharma-
ceuticals. The procedure of protein-ligand docking involves the following steps: (i) finding
the structures of proteins (receptors) and ligands, (ii) identifying ligand binding sites, (iii)
considering receptor/ligand flexibility, and (iv) computing interaction energy between the
receptor and the ligand. Additional functionality will be implemented to allow CaverWeb
to test a complete set of pre-processed drug ligands on a protein, in an effort to enhance
the efficiency of the procedure for large sets of ligands, which will allow a much smoother
workflow.
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Kapitola 1

Uvod

Proteiny alebo bielkoviny sa vyskytuju v kazdej bunke Tudského tela, zabezpecuji mnoho vi-
talne doblezitych funkcii. Ako st metabolizmus, pohyb, obrana, bunkova komunikacia a mo-
lekuldrne rozpoznavanie. Co vysvetluje, preco je odvetvie vedy zaoberajice sa proteinmi
v centre biologického vyskumu a je aplikované v disciplinach ako medicina, polnohospodar-
stvo a biotechnolégie.

Enzymy patria do skupiny proteinov, ktoré zohravaja klticovi rolu v metabolizme vset-
kych zivych organizmov. Okrem iného, funkciou tychto bielkovin je Stiepenie zlozitejsich
molekul, ktoré su prijimané z potravy. To nasledne sposobuje lepsSiu vstrebatelnost pri tra-
veni. Niektoré enzymy vyzaduji na uskutocnenie reakcie dalsie molekuly ako st napriklad
vitaminy alebo mineraly. Enzymy napomahaja traveniu, produkcii energie, zrazaniu krvi,
svalovym kontrakciam ako aj kopirovaniu genetickej informacie.

Pri navrhu lieciv je délezitou sucastou zistovanie predpokladaného vzajomného poso-
benia liec¢iva a proteinu. Anatémia a vlastnosti proteinu st klucové pri zistovani danych
interakcii. Tunely si nezanedbatelnou stcastou proteinu. St charakterizované pociatkom
a koncom, pri¢om spdjaju dve bunkové prostredia a sprostredkovavaju transport réznych
malych molekul zvanych ligandy do alebo z proteinu. Ligand na splnenie svojej funkcie musi
byt schopny dostat sa k aktivnemu miestu v proteine, kde sa naviaze a slizi ako inhibitor
alebo katalyzator.

Cielom tejto prace je oboznamif ¢itatela s problematikou dokovania proteinov, pribli-
zit rozne pristupy vyuzivané na riesenie problémov spojenych s molekularnym dokovanim
a implementovat modul, ktory umozni pouzivatelom webovej aplikdcie Caver Web [36] hro-
madnu analyzu proteinu s predspracovanou mnozinou overenych lie¢iv z databéazy Zinc [35].

V tvode teoretickej Casti 2 st popisané aminokyseliny ako stavebné bloky proteinov, na-
sledované popisom proteinov a ich funkciou v zivych organizmoch.

Aktivnym miestam je venovana kapitola 3, ktora sa zaobera ich vyznamom, ako aj po-
ziciu v proteine ako aj latky, ktoré sa navéizuji na tieto miesta.

Problematika molekularneho dokovania je rozobrana v kapitole 4. Je rozdelend do troch
faz, ktoré su neodlucitelnou castou tejto problematiky. V prvej ¢asti si opisané problémy,
ktoré su riesené pocas pripravy receptoru a ligandu na proces dokovania. Druhd cast sa
venuje uz priamo procesu dokovania ligandu do receptoru, kde metédy delime medzi sys-
tematické a stochastické. V tretej Casti su rozoberané rozne pristupy skérovania vysledkov
poskytnutych dokovacimi metédami.

Ako jedno z rieseni molekularneho dokovania je popisany nastroj Caver Web v kapi-
tole 5, do ktorého bude integrovana funkcionalita hromadného molekuldrneho dokovania.
Naéstroj je postaveny na nastrojoch Caver [9], ktory slizi pre analyzu tunelov v Struktire



receptoru a nastroji CaverDock [37], ktory umozniuje simuldciu dokovania ligandu do aktiv-
neho miesta.

V prvej polovici kapitoly venovanej praktickej casti 6 st opisané pouzité nastroje na
spracovanie molekul, databaza a dataset, ktory bol vybrany pre implementiciu modulu.
Druhé cast kapitoly sa zaoberd evaluaciou ziskanych vysledkov. Zaver 7 je venovany suma-
rizacii prace, so zameranim na vystihnutie najdolezitejsich casti.



Kapitola 2

Proteiny

Proteiny spolu s nukleovymi kyselinami a polysacharidmi patria medzi tri hlavné biologické
makromolekuly. Slizia ako zakladna stavebna jednotka vsetkych organizmov. St to linedrne
polyméry obsahujtce sekvenciu niekolko tisic aminokyselin prepojenych kovalentnymi pep-
tidovymi vazbami. Zabezpecuji viacero funkcii ako st: transport iénov a molekil z jedného
organu do druhého, reguldcia bunkovych a fyziologickych aktivit, a taktiez spliiaji funkeiu
protilatok. Proteiny st tvorené takzvanymi proteinovymi sekvenciami, ktoré pozostavaja
z 21 réznych druhov chemickych zltcenin, nazyvanych aminokyseliny [29].

2.1 Aminokyseliny

Su stavebné jednotky proteinov. Formuju struktiru polypeptidu ako je demonstrované vo
fighre 2.2. Protein moze pozostavat z jedného alebo viacerych polypeptidov. Aminokyseliny
maju charakteristickil Struktiru a ich vSeobecny vzorec je mozné vidiet na obrazku 2.1.
Pozostavaji z centrialneho atému a-uhlika, na ktory si viazané sStyri rozdielne chemické
skupiny: amino (-NH2) funkénd skupina, karboxylova (-COOH) funkéna skupina, atém
vodika (H) a boé¢ny retazec (R), Specificky pre kazdi aminokyselinu. Aminokyseliny sa
klasifikuju na zaklade viacerych parametrov: velkost, tvar, ndboj, hydrofébnost a chemicka
reaktivita bo¢nych retazcov [14, 29].

H

NH; — C——COOH

Obr. 2.1: Vseobecny vzorec aminokyseliny.



H (H) H (0]

HsNT—Cop—C—0O 4+ N —Cp—C—0~ (2.1)
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(a) VSeobecny vzorec pre dve aminokyseliny, konkrétny typ je definovany retazcom R. Kazdd amino-
kyselina obsahuje centralny atém uhlika nazyvaného a—carbon, na ktory je naviazand karboxylova
a amino skupina.

H (0] H (0]

. ] N
H3N+_Ca_(‘_T_Ca_C_O_+H H (22)

R, H Ro

(b) Medzi aminokyselinami bola vytvorena polypeptidové vazba. Ako vedlajsi produkt tejto reakcie
vznikla molekula vody

H3Nt—Co —C N—OC, —C oO- (2.3)
Ra A < R N

(¢) VSeobecny vzorec polypeptidu obsahujiceho n + 1 aminokyselin.

aa; aa, aa,
A “ A ~ A ~
Peptide
bond
.CH . ; n §e
) ‘ o
Peptide
bond

(d) Kazdy usek s oznacenim aa,, reprezentuje jednu aminokyselinu v polypeptidovom retazci

Obr. 2.2: Strukttra polypeptidu. Prevzaté z [29] a upravené.

2.1.1 Rozdelenie aminokyselin na zidklade hydrofobicity

Na zaklade ich tendencie reagovat na pritomnost vody, aminokyseliny je mozné rozdelif do
dvoch skupin: hydrofobické a hydrofilické.



¢ Hydrofobické
St zle rozpustné vo vode. Hydrofébnost aminokyseliny je nepriamo timernd polarite
bo¢ného retazca [29].

— Nepoldrne bo¢né retazce: Alanin (Ala), Valin (Val), Leucin (Leu), Izoleucin (Ile).

o Hydrofilické
Aminokyseliny, ktoré obsahuju polarny boc¢ny refazec, st dobre rozpustné vo vode.
Tieto retazce sa zacleniuju do troch skupin [29].

— Zésadité aminokyseliny: Arginin (Arg), Lyzin (Lys).

— Kyslé aminokyseliny: kyselina aspardgova (Asp), Asparagin (Asn), kyselina glu-
tamova (Glu), Glutamin (Gln).

— Aminokyseliny obsahujice aromatické jadro: Histidin (His).

2.2 Preklad DNA sekvencie do proteinu

Nukleové kyseliny st linedrne polyméry. Tvoria ich $tyri typy nukleotidov. Nukleotidy ob-
sahuji informéaciu sliziacu na rozpoznavanie aminokyselin, struktiry a funkcie vSetkych
proteinov bunky. DNA' je molekula obsahujtca, v jej sekvencii nukleotidov, informéciu
potrebnil na stavbu vSetkych proteinov, buniek a tkaniv organizmu. DNA a RNA (Ribo-
nukleova kyselina) si zlozené z troch zhodnych baz: adenin (A), guanin (G), cytozin (C)
a jednej rozdielnej. Ako $tvrtt bazu ma DNA tymin (T) a RNA uracil (U). Cast DNA
obsahujtca informaciu, ktord Specifikuje syntézu polypeptidového retazca alebo funkcnej
RNA sa nazyva gén” [29].

2.3 Zakladné molekularne procesy

V tejto sekcii st struéne opisané molekuldrne procesy, ktoré su vyobrazené vo figure 2.3.

Transkripcia

Transkripcia je proces, pocas ktorého RNA polymeraza s pomocou iniciacnych faktorov
rozpoznd a naviaze sa na Specifickii sekvenciu DNA nazyvani promotor. Po naviazani,
RNA polymeraza a inicia¢né faktory oddelia DNA vlakna. Tym je vytvoreny podklad pre
parovanie s bazami ribonukleotidov (rNTP). Proces polymerizacie rNTPs sa za¢ina v bode,
ked RNA polymerazy vytvoria transkripénti bublinu. Po prepisani urcitej oblasti DNA,
vldkna ktoré si od seba oddelené sa spoja a vytvoria dvojzavitnicu. Nésledne sa RNA
polymeraza posiva po DNA v smere 5°- 37 a syntetizuje RNA polynukleotid. Ukoncenie
procesu nastava v momente, ked sa polymeraza dostane na konkrétnu sekvenciu, znaciacu
koniec kédu [29].

!DNA alebo Deoxyribonukleovej kyseline je ulozend geneticka informécia bunky, riadi rast, delenie a
regeneraciu bunky:.
2@én je zdkladnd jednotka genetickej informécie.



Translacia

Translacia je prevod genetickej informécie na proteinové sekvencie pomocou ribozémov.
Translacia formuje doplnkovi medidtorovii RNA (mRNA) z DNA cez katalyzu RNA po-
lymerazy. RNA polymeraza kopiruje DNA pricom nahradza tymin za uracil v mRNA.
V procese translcie je nukleotidova sekvencia mRNA prec¢itand pomocou tRNA (transfe-
rovdi RNA), rRNA (ribozomdlna RNA) a asociovanych proteinov. Pokial st aminokyseliny
ulozené spravne do sekvencie pomocou tRNA, néasledne budi prepojené peptidovymi véz-
bami a vytvoria protein. Pocas procesu translacie je stvor-bazovy kéd mRNA dekdédovany
do jazyka 21 aminokyselin proteinov. Ribozémy, ktoré prekladajt mRNA kéd, st zlozené
z dvoch podjednotiek: ribozomélnych proteinov a rRNA. Po transporte do cytoplazmy sa
ribozomalne podjednotky spojené s mRNA a vykonavaji proteinovi syntézu za pomoci
tRNA a proteinov transla¢ného faktora [29].

Ribosomal “a

subunits ) Amino acids

J» @ Translation
& factors

Obr. 2.3: Zakladné molekularne procesy [29].

Replikacia

Replikacia DNA, je proces ktory prebieha iba v bunkach pripravujucich sa na rozdelenie,
monoméry deoxyribonukleozid trifosfatu (ANTPs) si polymerizované, aby vytvorili dve
identické kopie kazdej chromozomalnej DNA molekuly. Dcérska bunka ziska jednu z iden-
tickych képii. Kazdé vlakno v materskej duplexnej DNA sa sprava ako Sabléna pre syntézu,
tvoriaca dcérsky duplex. Pravidelné parovanie bazii v dvojzavitnicovej struktire DNA po-
pisané Watsonom a Crickom uvadza, ze nové vlakna DNA st syntetizované pomocou exis-
tujuceho materského vlakna ako sablény pri formacii nového dcérskeho vldkna, ktoré je
doplnkom pre materské vlakna. Nové vldkna sa tvoria v smere 5°-3". Replikdcia zacina na



presne urc¢enom mieste v sekvencii, nazyvanom replikacny zaciatok. V kazdej eukaryotickej
chromozomadlnej DNA sa nachadza niekolko replika¢nych zaciatkov [29].

2.4 Rozdelenie proteinov na zaklade tvaru molekuly

Proteiny je mozné klasifikovat na zaklade tvaru do niekolkych skupin. Fibrildrne proteiny
maju polypeptidové refazce usporiadané do dlhych vldkien. Globularne proteiny si tvorené
polypeptidovymi refazcami usporiadanymi do sférického alebo globularneho tvaru.

Fibrilarne proteiny

Nie st rozpustné vo vode, ich tvar pripomina vlnité vlakno. Zohravaji doélezitd rolu pri
anatomii a fyzioldgii stavovcov. Zabezpecuji vonkajsiu ochranu, podporu, tvar a formu.
Zvycajne su stavané na zaklade jednej opakujicej sa Struktiry pripominajicej nite. Pri-
kladom fibrilarnych proteinov su fibroin a a-keratin, vyskytujtci sa vo vlasoch a nechtoch.
Dalsim vyznamnjm fibrilirnym proteinom je kolagén, ktory je hlavny proteinovy kompo-
nent koze, kosti, zubov, sliach a véziv [14].

Globularne proteiny

Su rozpustné vo vode, ich tvar pripomina klbko vlakien. Mézu byt klasifikované do styroch
skupin [14]:

o L all-a, v ktorych dominuji a-helixy, a > 40% a (8) < 5%,
e II. all-3, v ktorych dominuju 3-struktury, 8 > 40% a (a) < 5%,

o IIIL. a-+3, kde sa vyskytuju a- helixy > 15% a S-Struktiry > 10%, nemieSaji sa, ale
oddeluju sa od polypeptidového refazca

o IV. a/p, kde sa vyskytuju a- helixy > 15% a [-struktiury > 10%, rovnomerne sa
mieSaju.

Membranové proteiny

Vyzaduju uchytenie na lipidové dvojvrstvy. Tie musia obsahovat sekvencie aminokyselin,
ktoré sa dokazu zlozit spolu s hydrofobickym povrchom pri kontakte s alkdnovymi refaz-
cami lipidov. Druhou moznostou uchytenia je polarny povrch v kontakte s vodnymi fazami
na oboch strandch membrany. Membranové proteiny zabezpecuji medzibunkové signaly,
enzymatickd ¢innost, prenos iénov a roztokov cez membranu [14].

Vnuatorne neusporiadané proteiny

V ich prirodzenom funkénom stave nemaju fixne usporiadand struktiru, ¢o robi polypepti-
dové retazce velmi flexibilné. Flexibilita neusporiadanych proteinov je klacovym faktorom
pri viacerych aktivitach. Medzi tieto aktivity patria: vzajomné interakcie s dalsimi prote-
inmi alebo spojenie sa do preddefinovanej konformdcie® po naviazani dalsich partnerov.
Tieto proteiny sltzia predovsetkym ako signalizacné molekuly, regulatory aktivit molekul
alebo podporné struktiry pre skupiny proteinov, malé molekuly a i6ny.

3 Konformdcia opisuje vnitorné usporiadanie atémov.
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Obr. 2.4: Rozdelenie proteinov na zéklade ich funkcie v organizme. Pouzité z [14] a upravené.

2.5 Rozdelenie proteinov na zaklade funkcie

Ako bolo uvedené, proteiny vykonavaju vela funkci, ktoré je mozné rozdelit do niekolkych
skupin. Tie si ukdzané v obrazku 2.4.

+ Regulicia (hormény)
Vykonavaja kontrolu proteinovych aktivit. Usporiadania v Struktire proteinu zohra-
vajui dolezitt rolu pri regulacii. Aktivity vSetkych proteinov a dalsich biomolekil st
regulované tak, aby ich spojenie funkcii bolo optimdlnym pre prezitie. Katalyticka
aktivita enzymov je regulovand tak, aby velkost reakénych produktov zodpovedala
aktudlnym potrebam bunky [29].

+ Struktira (tropokolagén, keratin)
Vykonévaju organizaciu genému, organel, cytoplazmy, proteinovych komplexov a mem-
bran. V trojdimenziondlnom priestore vytvaraji bunky a tkanivé organizmov [29].

o Pohyb (aktin, myozin, tubulin, dynein)
Generuju energiu potrebni pre pohyb prostrednictvom motorickych proteinov [29].

o Katalyza (trypsin, DNA polymerazy a ligdzy)

Enzymy katalyzuji chemické reakcie, ¢ize tvoria a rozbijaju kovalentné vazby. Znizuja
bariéru aktiva¢nej energie a konvertuji molekuly substratu, v biochémii nazyvaného
ligand, na produkty. Skoro kazda chemické reakcia prebiehajica v bunke je kataly-
zovana pomocou Specifického katalyzatoru. Grafické zobrazenie vplyvu katalizdtora
vidime v grafe 2.5.

Urcité druhy enzymov sa vyskytuji vo viac¢sine buniek. Dévodom je, ze katalyzuja syn-
tézu beznych bunecnych produktov. Druhou moznostou ¢astého vyskytu je ich tloha
zhromazdovania energie zo zivin (premena glukdzy a kyslika na oxid uhli¢ity a vodu).
Véacsina enzymov sa vyskytuje v bunkach, avSak niektoré enzymy sa vyluc¢ované a ich
funkcia prebieha v mimobunkovych miestach (krv a tréviaci trakt), alebo tiplne mimo
organizmu [29].
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Obr. 2.5: Tento hypoteticky graf opisuje zmeny vo volnej energii (G) pocas chemickej re-
akcie. Reakcia sa vyskytuje spontanne iba pokial Gy, produktov je nizsie ako celkové G
reaktantov (negative AG). VSetky chemické reakcie vSak prechddzaji jednym alebo via-
cerymi vysokoenergetickymi prechodovymi stavmi. Rychlost reakcie je nepriamo timerna
aktivacnej energii, ¢o znamend rozdiel volnej energie medzi reaktantmi a prechodovym sta-
vom (najvyssim bodom pozdlz trvania reakcie). Enzymy a ostatné katalyzdtory zvySuju
vyskyt reakcii znizenim aktivacnej energie pre prechodové stavy.

o Transport (hemoglobin, myoglobin, sérovy albumin)
Prepravuji malé molekuly a iény cez plazmatické membrany buniek [29].

o Signalizicia (inzulin, hormén stimulujici Stitnu Zlazu)
Monitoruju prostredie a informécie, ktoré si prendsané [29].

2.6 Rozdelenie proteinov na zaklade molekularnej struktiary

Bielkoviny moézu svoje funkcie vykonavat, len pokial si zbalené do patri¢ného tvaru, tzv.
priestorovej konformécie. Spravna konformaéacia bielkovin zabezpecuje Specifickil interakciu
s inou molekulou (napr. enzym — substrat), sprostredkovant slabymi nekovalentnymi véz-
bami (vodikové mostiky, Van der Waalsove sily, iénové alebo hydrofébne interakcie) medzi
aminokyselinovymi postrannymi refazcami a danou molekulou (roznej chemickej povahy).
Konformaécia bielkoviny je priamo dana jej zlozenim, t.j. po¢tom a poradim jednotlivych
aminokyselin tvoriacich polypeptidovy retazec. Tak, ako v pripade nukleovych kyselin, aj
v pripade bielkovin je mozné sa stretnit s roznym stupnom priestorovej organizicie jej
stavebnych molekil (aminokyselin)[14]. Je to mozné vidiet vo figtire 2.6.

Primarna struktira (retazec)

Linearne kovalentné usporiadanie alebo sekvencia aminokyselin v proteine bez Struktury.
Formacia peptidovej véizby medzi aminovou skupinou jednej aminokyseliny a karboxylovej
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skupiny inej aminokyseliny sposobi vytvorenie molekuly vody, pricom sa voda odstepuje —
dehydratacnd reakcia [14].

Sekundarna Struktira (lokédlne skladanie)

Stabilné, regularne priestorové usporiadanie segmentov polypeptidovych retazcov prepo-
jenych vodikovymi mostikmi. Moznost segmentu polypeptidového retazca vytvorif sekun-
darnu struktiru zavisi na sekvencii aminokyselin. Medzi najdolezitejsie sekundarne konfor-
mécie sa radia skrutkovica (a-hélix), skladany list (8-Struktira) a kratky do U tvarovany
B-ohyb. V priemere 60% polypeptidovych retazcov tvoria a-helixy a S-Struktiry, zvysok
molekuly tvoria nepravidelné struktury, cievky a ohyby. A-helixy a g-struktiry konformacie
st hlavnymi vntutornymi podpornymi elementami v proteinoch [14].

Terciarna Struktira (celkova konformacia)

Odkazuje na priestorovy vztah vsetkych aminokyselin v polypeptide. Je to celkova konfor-
macia polypeptidového refazca, uplné trojdimenzionalne usporiadanie vsetkych aminokyse-
lin. Celkova podoba zavisi od vlastnosti aminokyselin a ich usporiadania v refazci. Tercidrna
struktira je primarne stabilizovana hydrofobickymi interakciami medzi nepolarnymi stra-
nami refazca spolu s vodikovymi vézbami obsahujicimi polarne strany refazcov. Tvori sa
pocas, alebo hned po polymerizacii, ked sa linearny refazec aminokyselin sklada do komplex-
nejsich tvarov, dosahujucich charakteristickt trojdimenzionalnu struktiru. Proteiny, ktoré
st polymérmi aminokyselin mézu mat roézne velkosti a tvary. Linedrny, nerozvetvetveny
polymér aminokyselin obsahujici Tubovolny protein sa zlozi do jedného alebo zopar velmi
podobnych trojdimenziondlnych tvarov, nazyvanych konformécie. Funkciu proteinu urcuje
jeho konformacia spolu s charakteristickymi vlastnostami bo¢ného refazca aminokyselin.
V niektorych pripadoch sa dokaze zmenit konformacia a takisto aj funkcia proteinu. Tento
jav nastane, pokial sa protein kovalentne alebo nekovalentne spoji s dalsimi molekulami
29, 14].

Kvaternarna Struktira (multimérna Struktira)

Tato struktiura odkazuje na priestorovy vztah polypeptidov alebo ¢asti v ramci proteinu.
Je to zdruzenie dvoch alebo viacerych polypeptidovych refazcov do oligomérneho prote-
inu, alebo do niekolkych podcasti, ktoré mézu byt identické alebo rozdielne. Kvaternarna
Struktira taktiez obsahuje kofaktory® a kovy, ktoré tvoria katalytické jednotky a biologicky
funkéné proteiny [14].

2.7 Proteiny ako ciel pre lieCiva

Proteiny zaistuji mnoho funkcii v fudskom organizme. Celkové zdravie organizmu zavisi od
spravnej funkcie proteinov, akykolvek tibytok tychto funkcii méze viest k vyvoju patologic-
kého procesu. Vsetky zmeny v aktivite proteinu spésobené dedi¢nymi faktormi, vystavenim
sa toxinom alebo radiacii st ulozené v bazach mnohych patogénov, ako je napriklad rako-
vina alebo metabolicka choroba.

Vo farmdcii sa v stcastnosti venuje vyskumu proteinov 80% zdrojov. Vac¢sina farma-
ceutickych lieCiv sa napaja na enzym, receptor, idnovy mostik, transportny protein alebo

4 Kofaktor je nizkomolekulova neproteinovs zlozka enzjmov ovplyviujica ich katalytickd funkciu.
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Obr. 2.6: Primarna sStruktdra je charakterizovana ako sekvencia aminokyselin. Sekundarna
struktura z lokdlne poskladanych polypeptidovych retazcov formujicich skrutkovice alebo
skladané listy. Terciarna struktura predstavuje definitivne priestorové usporiadanie skrut-
kovic a skladanych listov v priestore, poprepajanych rézne zvinenym polypeptidovym vlak-
nom. Kvaternarna struktira reprezentuje definitivne usporiadanie terciarnych struktir do
komplexnej makromolekuly bielkoviny.

nukledrny protein a reverzibilne menia ich aktivitu. Prikladom su lie¢iva SSRI (selective se-
rotonin reuptake inhibitors), ktoré sa primarne pouzivaji na lieCenie depresii a izkosti. SSRI
st povazované za lieCiva s efektivnym tc¢inkom a relativne miernymi vedlaj$imi tcinkami.
Obe tieto vyhody su prisudzované vdaka ich schopnosti selektivne potlacovat transportny
protein smerujuci do mozgu. Ten je zodpovedny za opédtovné odchytenie neurotransmiteru
serotoninu (protein, ktory vracia serotonin z nervovej synapsie naspiat do vylucovacieho
neurénu). Opétovné zachytévanie neurotransmitterov zabranuje nadmernej stimuldcii ich
cielovych receptorov. Pokial je clovek zdravy, tato funkcia ostava stale aktivna. Pokial ¢lovek
trpi depresiami, synaptické hladiny serotoninu si nizke, takze opéatovné zachytivanie moze
pomoct proti depresidm. Funkéne vécsina proteinov so zameranim na lieky je klasifikova-
nych ako receptory spojené s G proteinmi (GPCRs) alebo enzymami. Lieky so zameranim
na enzymy, ktoré sa spravaju ako inhibitory predstavuji 25% obchodu s lie¢ivami [21].
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Kapitola 3

Aktivne miesta, tunely a ligandy

Enzymy obsahuji aktivne miesta, ktoré st nevyhnutné pre funkciu proteinu. Navizuji sa
na ne ligandy, ktoré aktivuju alebo deaktivuju protein. Tieto miesta sa moézu vyskytovat
skryté v proteine, kde k nim vedie pristupova cesta nazyvana tunel.

3.1 Aktivne miesta

Su casti enzymov, kde sa navizuja substraty nazyvané ligandy. Toto je klicové pre kataly-
tickt aktivitu enzymov. Deje sa to, ked enzymy vzajomne p6sobia so substratmi, chemic-
kymi reaktantmi takym spo6sobom, Ze reakcia mé vac¢siu pravdepodobnost prebehnuf. Tato
interakcia prebieha v aktivnom mieste, kde enzym vytvara vizbu so substratom, za tcelom
zvysSenia ich Sance na reakciu.

3.1.1 Vlastnosti ovplyvnujtice viazanie substratov

Aktivne miesta enzymov maju rozlicné sekvencie, struktiry a fyzikalne vlastnosti. Tieto
Crty zohravaju dolezita rolu, vo vytvarani vazby medzi enzymom a rozlicnymi substratmi.
Atribtuty aktivneho miesta su [27]:

e Velkost a tvar aktivneho miesta st prispdsobené tvaru substratu, ktory sa navé-
zuje na dané aktivne miesto.

e Polarita molekuly spésobuje spajanie polarnych molektl s dalsimi polarnymi mole-
kulami ako aj spajanie nepolarnych s nepolarnymi. Vdaka tomu mézu urcité amino-
kyseliny, nachadzajice sa v aktivnom mieste, pritahovat alebo odpudzovat rozlicné
Casti substratu a tak vytvorit vhodnejsiu konformaciu.

e« N&aboj navzijom opac¢né naboje sa pritahuji. To znamend, ze pozitivny ndboj bude
pritahovany k negativnemu a negativny nidboj bude pritahovany k pozitivnemu. Ak
sa stretni zhodné naboje, budd sa navzajom aktivne odpudzovat. Pomocou odpu-
dzovania rovnakych nidbojov vznika dalsia moznost ako spravne napasovat enzymy
k substratom alebo Castiam substratom.

« Hydrofobicita a hydrofilicita v tomto pripade sa opa¢né charakteristiky neprita-
huja, pritahuja sa rovnaké. To znamend, Ze hydrofobické aminokyseliny st pritaho-
vané s dalsimi hydrofobickymi molekulami a hydrofilické aminokyseliny sa pritahované
s hydrofilickymi substratmi.
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Obr. 3.1: Na obrézku je zndzorneny princip funkcie aktivneho miesta. (1) Receptor s aktiv-
nym miestom a ligand pred vytvorenim vézby. (2) Ligand je naviazany na aktivne miesto,
¢im sa jemne pozmenil tvar receptoru. (3) V aktivnom mieste prebehla reakcia, do ktorej
vstupoval ligand ako produkt, vysledkom st dva produkty. (4) Produkty reakcie st uvolnené
z aktivneho miesta a receptor sa vracia do pociato¢ného stavu.

« Specidlne vlastnosti kofaktorov napoméhaji enzjmom naviazat sa na substraty.
Najcastejsie ide o vitaminy a minerdly, ako v pridape B vitaminov, vyuzivanych pro-
dukovani energie. Z tohoto dévodu mnoho energetickych doplnkov obsahuje vitamin
B.

3.1.2 Model indukovaného prispésobenia

Uvadza, ze aktivne miesto a substrat nemusia maf plne komplementarny tvar aby sa na-
viazali. Ked ide o priradovanie substratu k aktivnemu miestu, ktoré nemaju rovnaké tvary,
neodpudia sa, ale prispdsobia sa. Jeden, druhy alebo obaja zmenia svoj tvar tak, aby do seba
zapadli. V tomto modeli ide o neustalu interakciu aktivneho miesta a substratu, ktory dava
substrat do jeho novej formy. Po skonceni reakcie je vytvoreny produkt, ktory je nasledne
oddeleny od proteinu, nakolko uz nie s spolu kompatibilné.

3.1.3 Enviromentalny vplyv

Moze ovplyvnit aktivne miesta receptoru, ako aj mieru vyskytu chemickych reakcii. Zvyso-
vanie teploty okolia vo vSeobecnosti zvysSuje pravdepodobnost chemickych reakcii. Zrychluje
pohyb molekl, ¢o robi ich stret pravdepodobnejsi.

Avsak zvysovanie alebo znizovanie teploty okolia z optimalneho rozmedzia méze ovplyv-
nit chemické vézby formujtce protein. To vedie k zmene jeho tvaru. Po zmene tvaru recep-
toru sa aktivne miesta nemusia navéizovaf na spravny ligand a vyskyt reakcii moze byt
znizeny. Dramatické zmeny teploty a pH eventuédlne vedd k denaturécii receptoru [6].
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3.1.4 Priklad katalyzovanej reakcie

Haloalkédn dehalogenéza (dalej uz len HLD) je globuldrny protein. Obsahuje konzervovant
hlavnt doménu a flexibilntt doménu s flexibilnym obmedzenim pristupu k aktivnemu miestu.
Aktivne miesto sa nachadza sa vnutri proteinu a je spojené s povrchom pomocou pristupo-
vého tunelu. HLD je enzym, ktory katalyzuje chemicki reakciu 3.1. V tejto reakcii kataly-
zuje hydrolytické Stiepenie vézieb uhlik-halogén v halogénovanych alifatickych zli¢eninach,
¢o vedie k tvorbe zodpovedajucich primarnych alkoholov, halogenidovych iénov a proté-
nov. Vyjadruje aktivitu halogenazy proti 1-chléralkdanom s dlzkou retazca C3 az C10 a tiez
vykazuje velmi slabu aktivitu s 1,2-dichloretdnom [38].
AN N N
R X+H H=X /C\ +
OH R

T+ H* (3.1)

3.2 Tunely a kanaly

Kanal sa od tunelu v proteinoch odlisuje tym, Ze prechddza celym proteinom. M4 dva otvory,
vstup a vystup. Tunel obsahuje iba jeden otvor. Kandly st charakterizované dvoma otvormi
spajajuce rozdielne bunkové prostredia, zohravaji klucova rolu v transporte iénov a ma-
Iych molekdl cez biomembrany. Vyskytuji najmé v globularnych proteinoch s katalytickou
funkciou (enzymy) a slizia ako vstupy pre substraty, produkty, molekuly vody a inhibitory
do skrytych aktivnych miest. Mozu napojit na dva rozdielne aktivne miesta vo vnutri jed-
ného proteinu. Bolo experimentalne dokdzané, Ze tunely a ich vlastnosti dokazu definovat
mnoho doélezitych charakteristik proteinov ako je specifickost substratu, enantioselektivita,
stabilita a aktivita. Tunely mo6zeme definovat na zéklade nasledujicich kritérif [36].

e Priemer najuzsieho miesta opisuje najuzsie miesto v tuneli, obmedzuje aka naj-
vacsia molekula je schopna prechodu cez tunel.

« Dizka definuje vzdialenost od pociatoéného bodu tunela po povrch proteinu.

o Zakrivenie opisuje tvar tunelu ako pomer medzi dlzkou tunelu a najkratSou moznou
vzdialenostou medzi zac¢iatotnym a konecnym bodom tunelu.

e Priepustnost vyjadruje pravdepodobnost, Ze sa cesta pouziva za i¢elom transportu
ligandov.

3.3 Ligandy

St molekuly, ktoré sa navizuju na proteiny. V urcitych pripadoch vézba ligandu sp6sobuje
zmenu tvaru proteinu. Takéto zmeny v konformacii st nevyhnutné pre mechanizmus prote-
inu a dolezité pre regulovanie jeho aktivity. V chémii pod pojmom ligand rozumieme atém
alebo molekulu, pripojeni na centralny atém, najcastejSie atému kovu. Atémy a molekuly
vystupujuce ako ligandy sa Casto spravaju ako darcovia elektronového paru v elektrénovej
vazbe vytvorenou s atémom kovu. Priklady beznych ligandov st neutralne molekuly vody
(H20), amoniaku (NHj), oxidu uholnatého (CO), aniénov kyanidu (CN7), ... ale taktiez
mozu byt aj kationy (NOT, NoHs™) a prijemcovia elektréonového paru. Ligandy mozu byt
prirodné, Cize ako organické alebo anorganické molekuly, alebo syntetické, ¢ize vyrobené
v laboratériach. Naviazanie sa ligandu zalezi na dvoch charakteristikdch proteinu [29].
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« Specifickost
Schopnost proteinu naviazat jednu molekulu alebo mali skupinku molekil uprednost-
nenych pred vsetkymi dalsimi molekulami.

o Afinita / Pritazlivost
Afinita urcuje c¢as, pocas ktorého je ligand napojeny na jeho receptor alebo na Speci-
ficky protein. Poukazuje na silu vizby, je vyjadrend disocia¢nou konstantou Kd.

Obe charakteristiky proteinu zavisia na struktare vizbového miesta ligandu. Jednou z naj-
viac skiimanych vlastnoti ligandov je ich schopnost napajania protildtok na antigény. Zame-
riava sa na skupinu proteinov a enzymov, na ktoré sa navizuju ligandy vedice ku katalyze
chemickych reakcii, nevyhnutnych na prezitie a funkciu buniek. Proteiny, ktoré katalyzuju
chemické reakcie (vytvdranie a rozbijanie kovalentnych vézieb) sa nazyvaji enzymy. Proti-
latky sa navézujui na antigény, enzymy sa navéazuju na reaktanty nazyvané substraty. Tie
sa néasledne menia chemickymi reakciami na produkty. Ligandy st schopné navizovat sa na
proteiny, vdaka ich schopnosti naviazat sa na vézobné miesto proteinu [27, 29].

3.3.1 Funkcie ligandov

Funkcie ligandov je mozné rozdelit do nasledujtcich skupin [21].

o Katalyza
Enzymy reaguju so substratmi a menia ich na produkty. Rovnako ako substraty, tak
aj produkty mozu byt ligandmi. St to malé molekuly, peptidy alebo makromolekuly.
Vybrané substraty sluzia ako kofaktory. Napriklad NADH a FFAD H, st kofaktory pre
viaceré redoxné reakcie', ktoré st katalyzované enzymami.

¢ Regulacia

Cast organickych molekil je pouzivanych na reguldciu aktivity metabolickych enzy-
mov, proteinov signdlnej transdukcie alebo dalsich klicovych proteinov. Regulacia
moze byt jednoduchd, ako napriklad v pripade inhibicie produktu pouzivanych pri
metabolickych cestdch alebo sofistikovana ako v pripade bunkovych procesov akti-
vovanych hormoénmi. Sofistikovana reguldcia zvéicsa zahfna komplex signalnych ciest,
ktoré aktivuja alebo potlac¢aju niekolko cielov. Prikladom regulicie prostrednictvom
inhibicie produktu je pouzitie ATP v tlohe inhibitora spolu s niekolkymi metabolic-
kymi enzymami.

¢« Komunikacia
Ligandy sa mozu vyskytovat na roznych miestach pozdiz bunkovych komunikaéngch
drah: prvy messenger’ (hormén, neurotransmitter, lokdlny medidtor), sekundarny
messenger(cAMP, IP 3) a downstream regulator. Cinnost tychto ligandov moze viest
k rozli¢cnym vysledkom ako je napriklad bunkovy rast, delenie, biosyntéza metabolitov
alebo aktivacia obrannej funkcie.

e Preprava
Urcité ligandy slazia ako prostriedky, ktorymi st organely alebo dalsie makromolekuly
rozpoznavané proteinmi. Ako priklad navézovania na cytoplazmicky enzym proteinu
kandzy C (PKC), maly ligand diaglycerolu (DAG) umoznuje enzymu uchytit sa na

L Redoxzné reakcie st chemické reakcie, pri ktorych sa menia oxidaéné &sla atémov
?Messenger v literatiire nazyvany aj posol, bol zvoleny anglicky z dévocu jeho zauzivania.
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plazmovi membranu, aktivovat sa a zucastnit sa v hlavnom procese prenosu signalu.
Podobne nukleotidova sekvencia na zaciatku génu (promotor) umoziiuje proteinom
fungovat ako transkripéné faktory na rozpoznavanie polohy a aktivaciu Specifického
génu. Dalsie nukleotidové sekvencie sii rozpoznané proteinmi, ktoré sa podielaji na
replikacii DNA a spracovani RNA.

¢ Protetické skupiny
Vybrané ligandy sa pevne navizuju na proteiny a poméahaji im vykonavat urcité
funkcie. Napriklad hemo skupina obsahujica zelezo, ktora sa napaja na kyslik v he-
moglobine a myoglobine, pokial v cytochrémoch navizuje elektrény. Dalsia proteticka
skupina, retindlna, umoznuje svetlom aktivovat protein rhodopsinu a bacteriorhodop-
sinu.

¢ Obrana a utok
Niektoré ligandy sa spravaji ako toxiny, ttoc¢ia na dalsie bunky. Pri baktériach sa
vylu¢ované a pouzité pri obrane proti dalsim baktériam alebo titoku proti hostitelovi.
Toxiny su taktiez produkované vyssimi organizmami (rastliny, hmyz, hady), v ktorych
pripade mézu byt pouzité na odstrasenie predatorov alebo chytenie obete.

3.3.2 Cinnost ligandov

V Tudskom tele sa ligand prendsa pomocou tekutin (spoloc¢ne s krvou, v tkanivich alebo
v samotnej bunke) nachddzajicich sa v organizme. Po pripojeni ligandu na protein nastane
zmena v konformacii. Ak sa doposial nevytvorila alebo nezrusila chemicka vézba, ligand
navizujuci sa na protein zmeni tvar celej struktiry. Reverzibilita vizby medzi ligandom a
proteinom je kIucovy aspekt pre vSetky formy zivota. Pokial by sa ligandy napojili opacne,
nemuseli by sluzif ako mediatory, a tym by znacna cast biologickych procesov prestala
fungovat. Ligandy maji velmi Siroké spektrum vyuzitia.

o Kyslik
V krvnom obehu a v tkanivich je nutné zabezpecit kyslik pre vSetky mitochondrie, aby
mohol organizmus prezif. Organizmi musia obsahovat systém, ktory bude zaistovat
distribuiciu kyslika v tele. Vac¢sina vyuziva na jeho distribiiciu obehovy systém. Na
prenos kyslika slizia konkrétne proteiny, ¢lovek a ostatné cicavce na to vyuzivaja
hemoglobin (hlavny protein krvi zodpovedny za prenos kyslika).

¢ Dopamin
Je ligand vyuzivany najmé v mozgu. Dopamin ndm signalizuje po6zitok z tspechu,
Cize sa navizuje na vnem motivacie. Pokial si nim recepory vyplnené, ¢lovek zacne
pocitovat eufériu. Efektivita tychto ligandov sa mézeme zvysit pomocou drog ako
kokain a metamfetamin. Aj tento efekt vedie k zavislosti na latkach, ktoré dant eufériu
vyvolaju.

e Inzulin
Umoznuje aby sa glukéza ziskand z potravy dostala do vnttra bunky, a tam bola
premenend na energiu. V peceni zvySuje zachytavanie glukézy z krvi a podporuje
tvorbu zasobného glykogénu.

¢ Acetylcholin
Mozog vyuziva na prenos nervovych impulzov.
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Ligandy st nevyhnutné pre kontrolovanie metabolizmu a dalsich komplexnych procesov
v organizmoch Regula¢né ligandy maji za lohu aktivovat enzymy. Pokial nebudi aktivo-
vané, nebudi mat spravny tvar na transforméciu molekil, na ktoré posobia. [26, 27, 29].
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Kapitola 4

Problematika molekularneho
dokovania

Zaobera sa modelovanim interakcie medzi dvoma chemickymi latkami, najcastejSie medzi
proteinom a nizkomolekuldrnym ligandom. Skiimanie tychto interakcii, je hlavnou metédou
struktirovaného navrhu lieciv. Schopnost presne a rychlo vypocitat zmenu volnej viazbo-
vej energie by znamenala revoliciu. Otvorila by moznost testovat miliony zlicenim este
pred finan¢ne a ¢asovo naro¢nymi laboratérnymi experimentami. Tato vymozenost je vsak
velmi vzdialend. Aj napriek nedostatkom nastrojov, ktoré vykonavaju dant analyzu sa toto
odvetvie rozvija ¢im zefektiviiuje vyvoj lie¢iv a dalsich latok.

V diagrame 4.1 st naznacené zakladné kroky pri molekuldrnom dokovani, ktoré s spo-
lo¢né pre vsetky protokoly. Molekularne dokovanie sa zaobera vyhladavanim najvhodnejsich
vizbovych médov ligandu a receptoru. Rezim viazania ligandu vzhladom na receptor méze
byt jedine¢ne definovany jeho stavovymi premennymi. Tie pozostavaji z pozicie (reprezento-
vanej x,y,z koordindtmi), orientacie (Eulerove uhly alebo osové uhly), v pripade flexibilného
ligandu aj jeho konformaécie (torzné uhly pre kazdu z oto¢énych vézieb). Kazda z tychto pre-
mennych popisuje jeden stuperi volnosti' vo viacrozmernom vyhladdvacom priestore a ich
hranice popisuju rozsah hladania. Dokovanie tuhého telesa je rychlejsie ako pocitanie s fle-
xibilitou ligandu. Velkost vyhladavacieho priestoru je ovela mensia pri dokovani tuhého
telesa ako flexibilného. To mo6ze sposobit irelevantnost ziskanych vysledkov, pokial konfor-
macia ligandu nie je spravna. Dokovanie ligandu ako tuhého telesa znizuje pravdepodobnost
identifikdcie komplementarnej zhody véazobného miesta a ligandu [33].

4.1 Priprava proteinu a ligandu

Procesu samotného dokovanoia predchiadza priprava vhodnej reprezentécie receptoru a li-
gandu, vratane tautomerov, stereoisomerov pri fyziologickom pH. Volba vhodnej reprezen-
tacie proteinu predstavuje zasadni tlohu, ktord moze skreslit vysledok dokovania. Zakladna
priprava proteinu zac¢ina odobratim vsetkych ligandov a molektl vody, s vynimkou nevy-
hnutnych kofaktorov a molekl vody, ktoré sa konzistentne nachadzaja v aktivnych c¢astiach
proteinu a st zahrnuté v navéizovani ligandu. Pokial protein funguje ako monomér, st odo-
brané vsSetky dalsie proteinové refazce vyskytujice sa v asymetrickej jednotke PDB stiboru.
Molekula ligandu je konvertovana do 3D podoby. Nésledne sa vykona energickd minimali-
zacia pre zaistenie korektnej diiky véazieb, usporiadania vézieb a vizbovych uhlov.

! Stupne volnosti uréuju pocet parametrov definujicich stav fyzikélneho systému.

19



Receptor selection

Ligand selection

Receptor Ligand

Tunnel structure N —— 5
preparation preparation
A
)

<[>

<

Y

Docking

Y
—

<[>

\Result evaluation)

Obr. 4.1: Pracovny postup pri molekuldrnom dokovani pozostava z niekolkych casti. Prvym
krokom je vyber receptoru a ligandu. Néasledne priprava vhodnej reprezentécie receptoru a
ligandu, niektoré nastroje moézu pozadovat subor reprezentujici tunel veduci k aktivnemu
miestu receptora. Dalsi krok je spustenie dokovacieho algoritmu. Posledny krok je evaludcia
vysledkov dokovania pomocou skérovacej funkcie.

4.1.1 Chybajtice slucky

Pokial s v proteine identifikované medzery, zacCina sa procedira dostavby chybajucich
sluciek. Tieto medzery su vytvarané pri Rontgenovej krystalografii, ktord sa spolieha na
ziskavanie krystalov z velkého mnozstva proteinov v identickych poziciach, ¢o spdsobuje, ze
flexibilné Casti proteinov spdsobuji problém, ktory vidime na obrazku 4.2a. Regiény, ktoré
sa pohybujt, nie st vo vieobecnosti zachytené. Co znamena, ze st vynechané z pdb zaznamu
proteinu. V dalsom kroku st pridané atémy vodika a optimalizovana siet vodikovych vézieb.

4.1.2 Asymetrické jednotky a biologické zhluky

V krystaloch pouzitych pri Rontgenovej krystalografii je niekolko képii proteinu alebo/a
nukleovej kyseliny naskladanych za sebou v poli. Zvycajne len najmensia ¢ast bez dupli-
katov zvana asymetrickd jednotka je ulozend v PDB archive. Biologicky relevantny zhluk
asymetrickych jednotiek, reprezentujici molekulu méze byt kompletne odlisny od asymet-
rickej jednotky. Operécie symetrie pre dogenerovanie biologicky relevantnej molekuly sa
poskytnuté v PBD zdzname, alebo je mozné stiahnut koordinaty pre biologicky zhluk z ar-
chivu PDB [4].

4.1.3 Identifikadcia aktivneho miesta

Identifikacia aktivneho miesta je dolezitou stcastou molekularneho dokovania. Pri chybnej
anotacii aktivneho miesta su vysledky dokovania irelevantné. Je niekolko moznosti identifi-
kacie aktivnych miest. Pre vybrany enzym avsak nemusia byt dostupné vsetky moznosti.
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(a) 1AZ5 (b) 1YTI

Obr. 4.2: Struktiira SIV protedzy vyrieSend bez aktivnych miest (PDB zéznam laz5) mé
dve slucky, ktoré si velmi flexibilné a teda neboli zachytené experimentom. AvSak ked bol
protein krystalizovany pomocou inhibitora, slucka nadobudla stabilnd struktdru, ktord je
mozné vidiet v PDB zazname 1YTI

(a) 1AZ5 - asymetrickd jednotka (b) 1AZ5 - biologicky zhluk

Obr. 4.3: PDB zaznam 1AZ5 obsahuje len jeden retazec, ktory nie je biologicky aktivny,
nazyvany asymetricka jednotka je zobrazeny vo figure 4.3a, avsak vo figire 4.3b vidime
biologicky aktivny dimér, ktory sa sklada z dvoch asymetrickych jednotiek.

21



e Nastroj na detekciu aktivnych miest Je mozné pouzit softvérovy nastroj, ktory
identifikuje aktivne miesta v struktire proteinu. Jednym z moznych rieseni je nastroj
GASS-WEB [30], ktory vyuziva evoluény algoritmus na hladanie podobnosti medzi
aktivnymi miestami v proteinoch.

e Databaza aktivnych miest Jedna z najpouzivanejsich databaz je “Catalytic Site
Atlas“ (CSA), ktord dokumentuje aktivne miesta enzymov a katalytické rezidua v 3D
struktire enzymov. Klasifikuje iba katalytické rezidua, ktoré sa priamo podielaja
nejakym aspektom na katalyze chemickej reakcie enzymom. CSA obsahuje 2 typy
ZAzZNamov:

— rucne anotované zaznamy, odvodené z primarnej literatiry. Referencie k tejto
literatture si poskytnuté.

— homologické zaznamy, ndjdené pomocou porovnavania sekvencii s jednym z origi-
nalnych zaznamov. St ekvivalentné rezidua, ktoré st zarovnané ku katalytickym
reziduam v sekvencii z origindlneho zaznamu.

e Slepé dokovanie Je typ dokovania, ktory je pouzivany na detekciu moznych véz-
bovych miest peptidovych ligandov pomocou skenovania celého povrchu cielového
proteinu. Metdda je taktiez pouzivana pre objektivne mapovanie vazbovych vzorov
ligandov pri ndvrhu lie¢iv [16].

4.2 Flexibilita proteinu

Navédzovanie ligandu na protein obvykle zahifna konformac¢né zmeny v Struktire proteinu
zvané indukované prisposobenie, ktoré je mozno vidiet v obrazku 3.1, ktoré sa pohybuja
od lokalnych preusporiadani bo¢nych retazcov az po pohyby velkych domén. Kvoli velkosti
proteinov a vela stupniov volnosti proteinov, ich flexibilita je vyznamny problém pri mole-
kularnom dokovani. Aktudlne pristupy k flexibilite m6zu byt rozdelené do styroch kategorii.

4.2.1 Maikké dokovanie (“Soft Docking*)

Miékké dokovanie je najjednoduchsia metdda, ktora berie flexibilitu proteinu implicitne. Do-
voluje maly stupen prekrytia medzi ligandom a receptorom pomocou zmensovania vplyvu
interatomickych Van der Waalsvych interakcii pocas vypoc¢tu dokovania. Vyhodou mak-
kého dokovania je jeho vypoctova efektivita a jednoduchost implementéicie. AvSsak makké
dokovanie berie v ivahu len malé konforma¢né zmeny [13].

4.2.2 Flexibilita bo¢ného retazca (“Side-Chain Flexibility“)

Pristup sa zameriava iba na flexibilitu bo¢nych refazcov. Kostra receptoru je ponechana
fixnd a konformécie bocnych refazcov st vzorkované. Priblizne 90% aktivnych miest pri
vytvarani vézby s ligandom podstipi aspon jednu transforméciu. Zanedbanie flexibility
boénych retazcov vedie k vysledkom, kde pri skoro tretine pripadov sterické strety zabrania
naviazaniu ligandu na aktivne miesto [13].

4.2.3 Molekularna relaxacia (“Molecular Relaxation*)

Molekularna relaxacia za¢ina dokovanim ligandu do aktivneho miesta receptoru bez ohladu
na flexibilitu. Nasledne si kostra proteinu a okolité bo¢né refazce uvolnené. Pocdiatocné
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dokovanie do fixnej struktiry dovoluje kolizie atémov medzi proteinom a umiestnenym
ligandom, podla ktorych je nasledne mozné zvazit konformacéné zmeny. St vytvorené kom-
plexy relaxované a minimalizované pomocou metody Monte Carlo, molekularnej dynamicke;j
simulécie alebo inych metod.

Vyhoda metody molekuldarnej relaxacie je zahrnutie urcitej flexibility kostry receptoru
k flexibilite bo¢nych retazcov. V porovnani s metédou Flexibility bo¢ného retazca je metéda
molekuldrnej relaxacie vypocetne narocnejsia pre skérovaciu funkciu, kedze zahfna nielen
pohyb boénych retazcov ale aj komplikované vzorkovanie kostry receptoru. To méze sposobit
artefakty pri nepresnostiach skérovacej funkcie [13].

4.2.4 Dokovanie Stiboru proteinov (“ensemble docking*)

Je najpouzivanejsi pristup k zacleneniu flexibility proteinu, pri ktorom je pouzitd skupina
proteinovych struktir na reprezenticiu rozdielnych konformacnych zmien, ktoré sa moézu
vyskytnit. Jedna z prvych $tiadii bola vykonand Knegtelom a jeho timom [22], v ktorej bola
zostrojend spriemerovand energetickd sief pomocou spdjania energetickych siet{ vygenero-
vanych z individualnych experimentédlne analyzovanych proteinovych struktir. S vyuzitim
vahovej schémy, nasledovanej standardnym molekuldrnym dokovanim. Osterberg s timom
rozsirili metédu a vytvorili ndstroj AutoDock [31] s pocetnejSou skupinou pozostavajicou
z 21 rozdielnych konformécii HIV-1 proteazy. Priemerovaci potencial metédy moze stracat
ur¢ita presnost pri geometrii proteinu.

Claussen s timom vyvinuli nastroj FlexE na dokovanie ligandov do zoskupenia proteino-
vych Struktir [10]. V néstroji st podobné segmenty proteinovej struktiry zarovnané, zatial
¢o odlisné segmenty si pouzité na kombinatorické vytvorenie novych moznych konformacii
pre dokovanie. V algoritme vyvinutom Wei-om s timom, je protein rozloZeny na fixnu cast
a niekolko flexibilnych casti podla krystalografickych struktiar siiboru proteinov. Pre dané
umiestnenie ligandu sa uklada iba najlepsia konformécia pre kazdu flexibilnt ¢ast proteinu
s predpokladom, ze flexibilné regiény sa pohybuji nezavisle. Vybrané lokalne konformacie st
spojené s rigidnou ¢astou a vytvoria takzvant best-fit> konforméciu proteinu. V porovnani
s FlexE je tento algoritmus signifikantne rychlejsi a ¢asovo sa skaluje linedrne na rozdiel od
exponencidlneho skalovania v algoritme FlexE. Avsak kvalita vysledkov algoritmu zavisi od
kvality konfomac¢ného vzorkovania ligandu, ¢i bolo vybrané spravne pociatoéné umiestnenie
ligandu.

Huang a Zou vyvinuli rychly siborovy dokovaci algoritmus, v ktorom berti konformacny

stubor ako dodato¢nt dimenziu k tradiénym 6 stuptiom volnosti (3 translacie a 3 rotécie)
pre optimalizaciu pohybu ligandu [18, 23]. Algoritmus méa porovnatelni rychlost ako jed-
notkové dokovanie a zachovava presnost postupného dokovania.
Algoritmus dokovania stiboru proteinov nie je pouzity na generovanie novych proteinovych
struktir, ale slizi k vyberu takzvaného “induced-fit“ struktiry z poskytnutého stboru
struktar. Abagyan s timom rozsirili Huang a Zou algoritmus na vytvorenie ICM subo-
rového dokovacieho algoritmu, referovaného ako stvor-dimenzionalne (4D) dokovanie [5].
Narozdiel od vyuzitia len NMR, struktir alebo krystalografickych struktir, algoritmus vy-
uziva stubory proteinovych konformacii generovanych pomocou molekularnych dynamickych
simulacii, Monte Carlo simulécii alebo predikciou struktiry. [19]

2 Best-fit je konformécia, ktora je najlepsie prispésobend na dokovanie ligandu
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4.3 Dokovanie ligandu do proteinu

V tejto faze sa snazia dokovacie algoritmy predpovedat véazobni konforméciu proteinu a li-
gandu. Su zavedené roézne pravidla a heuristické obmedzenia, kedZe nie je mozné vyskusat
vietky konformécie molekil. Pre vytvorenie mnoziny pdz® existuje mnoho pristupov, ktoré
ale mozu byt rozdelené do systematickych a stochastickych metéd.

4.3.1 Zhoda s tvarom

Je jedna z najjednoduchsich metéd vzorkovacich algoritmov, ktora je ¢asto vyuzivana v po-
Ciato¢nych fazach dokovacieho procesu alebo v prvom kroku pokrodilejsich metéd vzorkova-
nia ligandu. Umiestnuje ligand s kritériom, ktoré hovori, ze molekularny povrch umiestriova-
ného ligandu mus{ byt komplementarny k povrchu vizbového miesta proteinu. Sest stupiiov
volnosti (tri transldcie a tri rotacie) dovoluje mnoho moznosti ulozenia. Ulohou algoritmu
zhody s tvarom je teda ¢o najrychlejsie vyhladat najvhodnejSiu komplementarnu polohu
pre ligand vo viazobnom mieste. Priklady dokovacich programov vyuzivajucich tito metédu
st DOCK, MDock, LigandFit a mnoho dalsich. Hlavnou vyhodou algoritmu zhody tvarom
je jeho vypoctova efektivita. Avsak, konformacia ligandu je vécSinou fixnd pocas vypoctu.
7 toho dovodu, flexibilné dokovanie ligandu je obvykle vykonavané pomocou dokovania ce-
lého stiboru predgenerovanych konformaécii ligandu v proteine, nasledované spajanim podz
zo vsetkych behov dokovacieho algoritmu podla ich energetického skére.

4.3.2 Systematicky pristup

St vyuzivané pri flexibilnom dokovani ligandu, pocas ktorého sa generuji vsetky mozné
vazbové konformacie ligandu pomocou skiimania vsetkych stupnov jeho volnosti. Metédy
mozeme rozdelit do troch kategérii:

¢« Konformacéné metédy sa snazia systematicky rotovat vsetky rotovatelné vézby,
pokial nie si vygenerované vsetky existujice kombinacie. Nevyhodou tychto metod je
enormny narast poctu vygenerovanych struktiar so zvysujicim sa poc¢tom rotovatel-
nych vézieb. Tento fenomén je zndmy ako kombinacnd expldzia. Aplikacia konformac-
nych metdd je teda znacne obmedzend a k redukcii konformacného priestoru ligandu
su pouzité dalSie aproximacné metody.

e Fragmentaéné metédy redukuji konformacény priestor ligandu tak, ze dokuju len
jeho fragmenty do aktivneho miesta receptoru a tam ich kovalentne spajaju do inicial-
nej struktury ligandu, alebo rozdelia ligand na rigidné fragmenty, ktoré si dokované
ako prvé. Flexibilné c¢asti s pripdjané tak, aby vytvarali struktdaru ligandu.

e Databazové metédy vyuzivaji databazy s definovanymi konformacnymi stavmi
ligandu, ktoré su nasledne dokované ako rigidné struktury do aktivneho miesta recep-
toru.

4.3.3 Stochasticky pristup

Stochastické algoritmy prehladavaji konformacény priestor pomocou ndhodnych modifikacii
stavovych premennych. V sticasnosti sa vyuzivaji Monte Carlo metédy, genetické algoritmy,
Tabu metédy ako aj metédy optimalizacie rojom.

3 Péza opisuje vzajomni poziciu proteinu a ligandu.
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o Monte Carlo metédy Replica-exchange Monte Carlo (REM) simula¢nd metéda,
ktoréd definuje protein-ligand ako rigidna struktiru, z ktorej sa v kazdom kroku me-
tody vytvori markovovsky refazec dokovacich konformécii pomocou ndhodného po-
hybu pociato¢nej konforméacie ligandu. V kazdom kroku je dana konformécia dosta-
toCne akceptovana s pravdepodobnostou:

AFE
]Dlocal = min |:]-7 exrp (_k—T>:| (41)

Kde:

— AF je rozdiel energie medzi novou a pévodnou konformaciou

— kT reprezentuje teplotny parameter

V danom pristupe je zrejmé, ze by sa samostatnid metéda Monte Carlo mohla jed-
noducho zastavit na lokdlnom minime na ¢o sa vyuzije protokol REM, ktory tieto
lokélne minim4 prekond [39].

¢ Genetické algoritmy Aplikuji idey mendelovskej genetiky a Darwinovej evolucne;j
tedrie na problém dokovania. Kazdy GA zacina s populaciou, ktora reprezentuje mno-
Zinu moznych rieSeni problému. Specifickd konformécia ligandu reprezentuje jedinca
v populécii a je definovand stiborom stavovych premennych (gény), ktoré popisuji
aspekty ako translicia, orientdcia a konformaécia ligandu vzhladom na proteinovy
receptor. Celkovy stibor stavovych premennych ligandu definuje genotyp®, pokial até-
mové koordinaty definuji fenotyp®. Schopnost fenotypu prezit v uréitom prostredi
zavisi od jeho stavu, ktory je dany celkovou energiou interakcie ligandu a receptoru,
vyhodnotenou prislusnou skérovacou funkciou. Spravny vyber jedincov z generécie
na zaklade vyhodnotenia nadm zaisti, Ze populacia bude konvergovat ku globalnemu
optimu. Pri dokovani, geneticky algoritmus hlada globalne minimum v konforma¢nom
priestore ligandu. Z vybranych jedincov st ndhodne vytvorené dvojice, ktoré si s ur-
Citou pravdepodobnostou vymenia gény a vytvoria nového jedinca. Tento proces sa
nazyva “crossover®. dalsim procesom, ktory prebieha pri vytvarani nasledujicej gene-
racie je mutacia. Mutéacia je ndhodne vyvolany proces, pocas ktorého st gény jedinca
nahodne zmenené a vytvoria nového jedinca. Globalne prehladavanie pri stochastic-
kych algoritmoch vsak nemusi vzdy najst energeticky najvyhodnejsi vazbovy maod,
preto bol vyvinuty hybridny globédlno-lokalny prehladavaci algoritmus, v programe
AutoDock 3.0 nazvany ako lamarckovsky geneticky algoritmus [15].

e Tabu metédy Moze sa jednat o samostatni implementaciu tabu metdédy ako je
popisané v ¢lanku [3] kedy:
1. Vytvori sa ndhodné riesenie a ulozi sa ako aktualne
2. Vyhodnot{ sa, pokial je najlepsie tak sa nahra
3. Obnovi sa tabu list

— Ak tabu list nie je plny (<25 ¢lenov) tak sa prida aktudlne riesenie.

— V inom pripade sa vymeni najstarsie rieSenie za aktualne.

4 Genotyp predstavuje geneticki informéciu, ktord sa vyskytuje v uréitom organizme vo forme DNA.
5 Fenotyp je stihrn v8etkych vonkajsich znakov a vlastnosti jedinca, realizicia genotypu.

25



4. Vygeneruje a vyhodnoti sa N (100) moznych pohybov z aktudlneho rieSenia.
Vyuzivana Cauchyova mutécia s  0.075.
5. Riesenia sa zoradia vzostupne v zavislosti na energii.
6. Vyhodnotia sa usporiadané riesenia:
— Ak mé pohyb mensiu energiu ako zatial najlepsi, akceptuje sa a pokracuje
sa v bode 7.
— Ak pohyb nie je tabu (>0.75 RMS v citovanej publikdcii sa uvadza 0.75A
medzi dvoma porovnavanymi rieSeniami) tak sa akceptuje a pokracuje na
bod 7.
— Ak nie st identifikované ziadne akceptovatelné pohyby, tak sa algoritmus
terminujeme.

7. Ak iteracny limit bol dosiahnuty (1000), algoritmus je ukonceny s najlepsim
najdenym rieSenim. Ak rieSenie nebolo zmenené poslednych x (100) iteracii tak
sa algoritmus restartuje (bod 1.) Inak pokracujeme bodom 2.
V novsich publikaciach [17] je mozné vidiet aj kombindciu s inymi metédami ako st
napriklad generické algoritmy.

o Metbédy optimalizacie rojom (“Swarm optimisation*) sa pokusaji najst opti-
malne riesenie vo vyhladavacom priestore modelovanim inteligencie roju. V tejto me-
tode sa pohyby ligandu v priestore riadia informéciami o najlepsich poziciach susedov.
Medzi néstroje, ktoré vyuzivaju tito metédu patri napriklad SODOCK [7] a Tribe-
PSO [8].

4.4 Skoérovanie

Skérovacie funkcie patria do triedy vypoctovych metéd aplikovanych pri evaluacii protein-
ligand interakcii. Si ndhradou za fyzikalne vypocty, ktoré si ¢asovo velmi narocné. Snazia
sa vyuzit rézne aproximacie, aby dosiahli kompromis medzi Casom nutnym na vypocet
a presnostou vysledkov. V literature ich mézeme najst rozdelené do sledujtcich tried:

4.4.1 Zalozené na silovych poliach (“Force-field-based*)

Vicsina stanovuje energiu z konkrétnej vzajomnej pozicie ligandu a proteinu, takzvanej
pézy. V literattire boli Casto uvadzané ako funkcie zalozené na silovych poliach. Jedno
z najpouzivanejsich poli, AMBER, ma predpis:

E=AE,+AE,+AE; +AE, +AFE, (4.2)
kde E je celkova energia pézy a sumy energetickych prispevkov:
e AE, z dizok jednotlivych vizieb.
o AFE, velkosti viazbovych uhlov.
o AFEj rotacie okolo dihedralnych uhlov.
e AFE, van der Waalsovych interakci mezi jednotlivymi parmi atémov.

o AF, elektrostatickych interakci mezi jednotlivymi atémovymi parmi.

V dnesnej dobe je mozné najst mnoho variacii fyzikdlnych funkcii, v ktorych mdézu byt
zahrnuté apravy pre vodikové vézby alebo dalSie energetické prispevky.
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4.4.2 Empirické (“Empirical®)

Empirické skérovacie funkcie predstavuji aproximécie zmeny gibbsovej volnej energie (AG),
ktord je vyjadrena vztahom:

kde AG; st jednotlivé prispevky k zmene volnej energie a W; st ich vahy, ktoré st nasta-
vené pomocou viacnasobnej linedrnej regresie na zaklade experimentilnych dat ziskanych
skimanim afinity uz znamych ligandov. Typickym prikladom empirickej skorovacej funkcie
je ChemScore:

ChemScore = Sy + Sy + S + Pr + Ps + Pc + [Peoy + Peon] (4.4)

kde S znaci pozitivne skére za vodikové vizby, koordinované véizby s i6nmi kovov, lipofilné
kontakty. Negativne skore st oznacené P a zahinaji zmrazené otoéné vizby, energiu vnitor-
ného napétia ligandu, sterické strety medzi proteinom a ligandom. Najvac¢sim problémom
empirickych metdd je ich zavislost na experimentalnych datach, ktoré si ¢asto nevyvazené
vzhladom k roéznym proteinovym rodindm a pokryvaji iba obmedzenu ¢ast chemického
priestoru.

4.4.3 Zalozené na znalostiach o potencidloch (“knowledge-based poten-
tial*“)

Vsetky skorovacie funkcie zdielaja charakteristiku s¢itania po paroch atémov, Statistické
potencialy medzi proteinom a ligandom:

lig prot

A=) wi(r) (4.5)
i

Potencidl zavisi na vzdialenosti medzi atémovym parom i — j, w;;(r), je odvodeny z Boltz-
manovej analyzy:

wij (r) = —kp x T xIn[g;j (r)] = —kp x T x In [m;—*(r)] (4.6)

ij
kde pijr je numerickd hustota atémového ¢ — j paru vo vzdjomne]j vzdialenosti 7. pj; je
numericka hustota rovnakého atémového paru v referenénom stave, kde interatomické in-
terakcie su pokladané za nulové. S tymto pristupom sa frekvencia kontaktu daného paru
meria z jeho energetickej kontribiicie pri navezovani proteinu na ligand.

Ak sa konkrétna dvojica vyskytuje castejsie ako ta v referenénom stave, pre priklad né-
hodna distribtcia, je indikaciou, Ze interakcia je energeticky vyhodna. V opa¢nom pripade,
ked je vyskyt danej dvojice mensi ako v referenénom stave, tak je interakcia nepravdepo-
dobna. Na odvodenie parového potencidlu sa vyberie dostatoéne velkd mnozina protein-
ligand komplexov, napriklad z databidzy PDB. Nasledne st vypocitané potencidly zavislé
na vzdialenosti pre kazdy mozny atomicky par z frekvencie vyskytu danej atomickej dvo-
jice v tréningovej sade pomocou vzorca 4.6. Nedokonalost daného pristupu je uvazovanie,
ze ligand alebo protein st ndhodné usporiadania atémov ako je tomu v tekutindch. Naroz-
diel od tekutin st atémy usporiadané kovalentnymi vizbami v ur¢itom poradi, tym padom
referencény stav vo vzorci 4.6 je v rozpore s redlnym referenénym stavom. V porovnani s
empirickou skérovacou funkciou sa funkcie zalozené na znalostiach snazia zachytit vsetky
energetické faktory v protein-ligand interakciach implicitne s parovymi potencidlmi.
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4.4.4 Zalozené na strojovom uceni (“Machine-learning based*)

Vyuzivaju kvantitativne vztahy Struktiry a aktivity alebo QSAR (“quantitative structure-
activity relationship®) pri analyze protein-ligand interakcii. QSAR analyza bola zauzivana
pri modelovani réznych fyzikdlno-chemickych, biologickych a farmaceutickych vlastnosti
malych molekuldrnych zlicenin od pocdiatku pocitacovo navrhovanych lieciv. Ak je mozné
vlastnosti ligandu a proteinu ako aj vzory ich interakcii zaznamenat do deskriptorov. Potom
sofistikované techniky strojového ucenia zahrnuté v QSAR analyze mézu byt aplikované na
odvodenie Statistickych modelov, ktoré vypocitaju skore protein-ligand interakcii. Skérova-
cia funkcia zaloZzené na strojovom uceni je napriklad NNScore, ktora vyuziva niekolko desia-
tok neurénovych sieti, z ktorych nésledne spriemeruje vysledky a vytvori NNScore [12, 11].
SFCscore [40], ID-Score [25] su dalsie skérovacie funkcie zaloZené na strojovom uceni [28, 24].
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Kapitola 5

Nastroj Caver Web

Je webovy server, umoznujici analyzu proteinovych tunelov a kandlov ako aj transport li-
gandov tymito tunelmi. Nastroj je jednoduchy na pouzivanie a poskytuje uzivatelovi mnoz-
stvo prednastavenych parametrov, ktoré mu ulahéia pracu a poskytna validné vysledky
analyz.

5.1 Nastroje

Server je postaveny na softvérovych nastrojoch Caver 3.x a CaverDock 1.x umoznujtcich
studium transportu ligandov. Nastroj Caver Web ako aj nastroje CaverDock a Caver su
vyvijané vyskumnou skupinou Loschmidt laboratories.

5.1.1 Caver

Caver je softvérovy nastroj sliziaci na analyzu a vizualizaciu tunelov v Struktire proteinov.
Najkritickejsim krokom pri detekcii tunelu je vyber relevantného pociatoc¢ného bodu. Po-
zicia vybraného bodu vymedzuje kalkulaciu nastroja Caver a definuje spolo¢ny pociatoény
bod pre vSetky detekované tunely. Zle umiestneny bod moze vyrazne ovplyvnit dolezitost
detekovanych tunelov a viest k irelevantnym tunelom. Aby sa tomu predislo, bolo vytvore-
nych niekolko automatizovanych protokolov. Tie zaistuju spravne umiestnenie pociatoénych
bodov pre pokrytie ¢o najvicsieho okruhu moznych pripadov rieseného problému. Co naj-
viac zaujima uzivatelov pri enzymoch sa pristupové cesty ligandov vedice k aktivnym alebo
vazbovym miestam. NajlepSim pociatoénym bodom je miesto v katalytickom vacku (cata-
lytic pocket), ktory obsahuje zékladné rezidua. Katalytické vacky st detekované pomocou
nastroju Fpocket 2, zaloZenym na hladani alfa sfér. Ziakladné rezidud su ziskané z “Me-
chanism and Catalytic Site Atlas“ a databdzy SwissProt. Manudalne upravend databdaza
SwissProt sa prehladdva pomocou ndstrooja BLAST, s podmienkou 30% identity sekvencie
a medzi 90% az 110% dizky sekvencie. Po identifikdcii zakladngch reziduif, katalytické vacky
su spojené s tymto reziduami. Vacky, obsahujice minimalne jedno katalytické reziduum,
st oznacené ako katalytické. Ak zakladné rezidud chybaji, Caver Web pontkne niekolko
moznost! pomoci. Ako prvé Caver vypise vSetky detekované vacky a zoradi ich podla od-
hadovaného skore druggability. Ako druhi moznost Caver Web umiestni poc¢iatoény bod
do centra masy Tubovolného ligandu, nachadzajiceho sa v Struktire. Ako posledni moz-
nost Caver Web poniikne vypocitat poziciu pociatoéného bodu, zalozeného na reziduédch
vybranych uzivatelom v proteinovej sekvencii, ktorda neskér méze byt manudlne nastavena.

29



Detekcia tunela sa vykonava pomocou Caver 3.02, ktory vyhladéava cesty s danym mini-
mélnym polomerom a najnizsimi ndkladmi pomocou Voronoiovho mozaikovania proteinovej
struktary. Tento algoritmus analyzuje tunel a pocita geometrie, Statistické vlastnosti, vy-
pisuje rezidud tvoriace tunel a formuje bottleneck'. Pouzivatelia moézu upravovat niekolko
ddlezitych parametrov v nastaveni ovplyviiujucich vlastnosti detekovanych tunelov [9]. Vysl-
dekom vypoctu je tunel reprezentovany sekvenciou sfér, ktory je vizualizovany vo figtre 5.1.

¢ MozZné rezidua pre kalkulaciu tunela
Casti strukttry, ktoré Caver zvazi pre analyzu, aby sa dali vylacit ligandy, iény a mo-
lekuly vody.

¢ Minimalny polomer sody
Minimalna velkost gulovitej sondy, ktora prejde tunelom tak, aby bol spravne dete-
kovany.

+ Hibka obalu
Maximéalna hlbka - plytké vrcholy zamedzujice zbytoénému vetveniu tunela.

e Polomer obalu
Specifikuje polomer sondy vyuzivajtcej sa na definovanie, ktoré ¢asti Voronoiho dia-
gramu reprezentuju objemové rozpustadlo.

e Prah podobnosti
Definuje level podobnosti, pri ktorej sa tunely budt povazovat za rovnaké a spolu
zoskupené.

e Maximalna vzdialenost
Urcuje limit ako daleko moze byt Voronoiov vrchol vzdialeny od poc¢iatoéného bodu
zvoleného uzivatelom.

« Ziadtci polomer
Specifikuje nutnt vzdialenost medzi po¢iatoénym bodom a atémov proteinovej Struk-
tary.

5.1.2 CaverDock

Poslednym volitelnym krokom je analyza transportu ligand detekovanym tunelom pomocou
nastroja CaverDock, ktory umoznuje rychly, presny a plne automatizovany vypocet tune-
lov v statickych a dynamickych sruktarach. Molekuly vhodné na analyzu CaveruDocku
zahfnaju proteiny, nukleové kyseliny alebo inorganické materialy. Caver Dock je nastroj na
baze molekularneho dokovania sliziaci na analyzu transportu ligandov tunelmi a kandlmi
proteinov. Celd metéda je postavend na postupnom pohybe ligandov pozdiz tunelmi.

Uzivatel musi poskytnit minimalne jednu molekulu sliziacu ako ligand a minimalne
jeden tunel, ktory sa bude analyzovat ako cesta pre transport ligandov. V tomto bode sa
zacina kalkuldcia. Uzivatel ma moznost upravit dva najpodstatnejsie parametre.

e Diskretizacna delta
Urcuje vzdialenost medzi centrami dvoch prierezov tunela.

!Bottleneck reprezentuje najuzsie miesto tunelu.
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Obr. 5.1: Diskretizacia tunela ziskaného pomocou néastroja Caver pre toluén, ¢ervené kruz-
nice predstavuji disky, ¢ervené §ipky reprezentuji smer tunela. Sedé gule reprezentuji trav
tunela ziskaného pomocou néstroja Caver [306].

o Kalkula¢ny méd
Definuje, vyzadované obmedzenia ligandu.

— Spodna hranica (“lower-bound*)
Vyzaduje priestorové obmedzenie. Tento mod je velmi rychly aj ked mdze vyne-
chat nejaké bottlenecky kvoli moznosti preklopenia ligandu, ¢o vedie k nestvis-
lému pohybu.

— Vrchna hranica (“upper-bound*)
Vyuziva maximéalnu rotdciu ligandu spojent so spatnym sledovanim, ktoré zaru-
Cuje neustaly pohyb. Aj ked staly pohyb je viac realistickejsi, analyza je vypoc-
tovo signifikantne intenzivnejsia a kvoli limitovanej kapacite spatného sledovania
moze precenit energie alebo tplne zlyhat pri hladani akejkolvek moznej cesty.
Tym padom je dolnd hranica trajektorie predvolena. Uzivatelom je odporicané
pouzivat energetické profily vypocitané v tomto moéde.

Ako vstup tunela vyuziva tunelovi geometriu modelovani gulovymi sekvenciami. Gu-
lové sekvencie mozeme ziskat z nastrojov, ktoré poskytujia PDB suibor tunela reprezentovany
gulami. Jednym prikladom je Caver 3.02, pre ktory sa vysledny format siboru CaverDocku
optimalizuje.

1. Gulové sekvencie st rozdelené do sekvencii diskov (prierez platkov maximalnej hribky
urcenej pouzivatelom). Ako prvé si zvolené atémy ligandu umiestnené na disk pomo-
cou vzajomného obmedzenia pozicie.

2. CaverDock s vyuzitim skérovacej funkcie z nastroja AutoDock Vina minimalizuje
konforméciu ligandov a vyhodnoti ich (binding) volni energiu.
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Obr. 5.2: Energeticky profil vytvoreny na zaklade dokovania ligandu do receptora pomocou
nastroja Caver Web.

3. V trefom kroku sa vytvara trajektoria ligandu pomocou zhromazdenia dokovanych
pozicii ligandu na kazdom nasledujicom disku. Takato trajektéria dokladne vzorkuje
tunel, kde pohyb ligandu méze byt nekontinualny. Tato nekontinudlna dolnéd hranica
portu ligandu cez tunel. Zvysenie energie je mozné dosiahnut pokial sa nekontinualny
pohyb nahlymi zmenami v orientécii alebo konformécii ligandu vyhne malym pre-
kazkam. Finalne sa pouzije obmedzenie vzorom na vypocet kontinualnej trajektorie.
Vysledkom st hodnoty z ktorych je mozné ziskat graf 5.2.

V kazdom kroku je ligand ulozeny v blizkosti predchiadzajicej pozicie, ¢o nam zarucuje len
malé zmeny v konformaécii ligandu. Pocet moznych kontinualnych trajektérii stipa exponen-
cidlne spolu s poc¢tom diskov, dévodom je kazda zmena vedica k zmene pozicie, orientacie
alebo konformacie ligandu. Preto sa pouziva heuristickd metdda na hladanie kontinudlnej
trajektorie. Spatné sledovanie (“Backtracking”) je aktivované pokial je volna energia danej
konformécie vyrazne vyssia ako volna energia konformacie ziskanej z dolnej hranice trajek-
térie. Nakolko nie je istotu, ze vysledna kontinudlna trajektoria je optimélna, nazyva sa
ako hornda hranica trajektérie. Dovodom je moznost, ze skutocnd energia moze byt nizsia
ako vypocitana energia. Niekolko zakladnych rozdielov medzi hornou hranicou trajektorie
a dolnou hranicou trajektoérie: dolna hranica trajektérie je schopna urobif kompletny vzor
trajektorie ligandu. Informaécie ziskané z dolnej hranice trajektérie sii dostacujiice na porov-
navanie, jedinou limitaciou je moznost vynechania malej prekazky z dévodu nahlych zmien
v orientacii ligandu [37].

5.2 Pracovny postup

Cely pracovny postup pri pouzivani Caver Webu pozostéva zo Styroch faz. Struktiry li-
gandov mo6zu byt nahraté vo vSetkych formatoch, ktory podporuje Open Babel [34]. Ako
prvy krok vypoctu je vyber struktiry proteinu a jej predspracovanie. V druhom kroku sa
voli zac¢inajica pozicia pre detekciu tunelov. Identifikdcia a analyza proteinovych tunelov
je tretim krokom. Vo $tvrtom, volitelnom kroku, sa Studuje transport zvolenych ligandov.
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Obr. 5.3: Graf pracovného postupu nastroja Caverweb.
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5.3 Detekcia tunelov

5.3.1 Vstup

Vstup pre Caver Web je Tercidrna struktira proteinu. T4 moze byt Specifikovand identifika-
torom Protein Data Banky, nahrand v podobe PDB stiboru alebo v CIF formate. nahraté
Struktiry si automaticky konvertované do PDB forméatu pomocou RCSB MAXIT? na-
stroja, nakolko CIF formét nie je doposial podporovany néastrojom Caver. Struktiry si
vacsinou ulozené ako asymetrické casti, ktoré neovplyvnuji ich kvaternalnu formu. Analyza
asymetrickych jednotiek alebo nespravnej konformaécii biologicky aktivnych zhlukov moze
viest k irelevantnym vysledkom. Na ziskanie tychto zhlukov sa vyuziva nastroj MakeMulti-
mer, ktory automaticky po zadani Struktiry detekuje jej biologické zhluky [36].

5.3.2 Vystup

Pouzivatel moze $pecifikovat prioritnt lohy® na jednoduchsiu orientéciu medzi zvolenymi
ulohami. Upozornenia o statuse vypoc¢tov mdzu byt zaslané na zvoleni e-mailovu adresu.
Vsetky ulohy st uschované a pristupné kedykolvek na vygenerovanej adrese. Akonahle je
uloha zvolend, nastroj Caver vypocita tunely a konecna analyza je ukdzana na stranke.
V sekcii informécie o ulohe st uzivatelovi poskytnuté informacie ako identifikator a nazov
spolu moznostou priameho stiahnutia niekolkych siborov [36].

e PyMol session
stahovanie predgenerovaného stiboru pre vizualizdciu pomocou nastroja PyMol*. Ob-
sahuje nahrant struktiru proteinu a vsetky detekované tunely pontkajice uzivatelovi
podrobnejsiu vizualnu analyzu alebo kvalitné obrazky.

e Zip vysledky
stahovanie archivu obsahujiceho nespracované data vygenerované nastrojom Caver
pocas kalkulacie. Data mézu byt pouzité na pokrocilé analyzy alebo moézu byt priamo
importované do nastroja Caver Analyst [20].

e Caver konfiguracia
otvori pop-up okno s kompletnou konfiguraciou siiboru pouzitého na kalkulaciu

e Caver log
otvori pop-up okno s nespracovanym textovym vystupom néastroja Caver, ktory po-
skytuje detaily o procese kalkulacie

V sekcii, informacie o tuneli sa nachadza list vsetkych identifikovanych tunelov a ich vy-
branych vlastnosti.

5.3.3 Profil tunelu

Pop-up okno profilu tunelu ndm umoznuje porovnavat analyzy réznych dalsich profilov.
Pouzivatelia mézu zvolit jeden alebo viac tunelov z tabulky. V takomto pripade su grafy

RCSB MAXIT je nastroj na spracovanie makromolekuldrnych struktir dostupny na strénke https:
//sw-tools.rcsb.org/apps/MAXIT/index.html.

3 Uloha reprezentuje jednu zadant kalkuldciu. V databéze a zdrojovych textoch je tloha oznacovana ako
job.

4 PyMol je nastroj umoziijici vizualizéciu molekuldrnych struktir dostupny na webovej stranke https:
//pymol.org/2/.
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automaticky vygenerované. Kazdy ddajovy bod je interaktivny a umoznuje nam vyber
spravnej sféry z vizualizacie tunelu. Grafy s informaciami sa daja stiahnut v CSV stibore
alebo ako PNG obréazok [36].

5.3.4 Vizualizacia tunelu

Protein a vsetky detekované tunely mo6zu byt vizualizované priamo vo webovom prehliadaci
pomocou JSmol applet’. Uzivatel méa niekolko moznosti vizualizacie, aby mu boli vysledky
lahko a efektivne interpretované. Sucastou vystupu sa aj jeho doélezité charakteristiky ako
su polomer najuzsieho miesta, diika, zakrivenie a priepustnost. Priepustnost je vypocitana
ako 5.1, kde e je Eulerovo ¢islo a cost je funkcia 5.2 [36].

e—cost (5‘1)

L
/ r()"%dl (5.2)
0
Kde:
o L znad&i dizku tunelu.

e 7 (1) je funkcia definujiica polomer najvicsej gule, ktord sa nijako nezrazi s atémami
struktury.

Kazdy tunel je vidiet vo vizudlnej podobe pokial je oznacené korespodujice policko a obraz
priblizeny pomocou ikony lupy. Ked je vybrand ikona knihy a grafu, si otvorené detaily o
tuneli a profil tunelu sa zobrazi ako pop-up okno.

5.4 Dokovanie proteinu

5.4.1 Vstup

Posledné sekcia vystupnej stranky z kalkuldcie tunelu je zamerand na (volitelni) analyzu
transportu ligandov cez tunely. CaverWeb umoznuje ligand nahrat ako mol2 alebo PBD
stubor, vlozit ligand ako text vo formate PDB, PDBQT, MOL alebo ho nakreslit.

5.4.2 Vystup

Vystup nastroja CaverDock je vygenerovany formou dvoch PDBQT suborov. Jeden siibor
obsahuje horni hranicu trajektorie, zatial ¢o druhy stitbor nam poniika dolni hranicu trajek-
térie ligandu. Informéacie o energiach vézieb a polomeroch tunela si na riadkoch oznacenych
“REMARK* trajektérii ligandu. Tie mézu byt extrahované a vykreslené pomocou skriptov
ulozenych v balicku.

5 JSmol applet je dostupny na webovej stranke http://jmol.sourceforge.net/
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Kapitola 6

Implementacia a vysledky

Tato kapitola je zamerand na opis implementacie modulu hromadného dokovania ako aj
pouzitého datasetu a jeho predpriprava 6.1. Upravena cast pracovného postupu je ukdzana
na obrazku 6.1. V sekcii venovanej vysledkom 6.2 st opisané pre uzivatela dolezité informacie
stuvisiace s modulom ako aj demonstrovany format vystupu vykonanej analyzy.

6.1 Implementacia

Nastroj je pozostava z niekolko c¢asti ako st vypocetné jadro, frond-end a back-end. Back-
end nastroja Caver web komunikuje s Vypoctovym jadrom. Jadro vytvara prikaz spustenia
skriptu a nasledne ¢aké na jeho ukoncenie. Po jej vytvoreni je tloha, spustend a pridana
do c¢akacej rady. Ked sa uvolnia vypocetné prostriedky vyzadované ulohou tak sa zacina
proces vypoétu, prebiehajici na cloude'.

6.1.1 Pouzity dataset

Ako dataset ligandov, ktoré reprezentuji schvdlené lie¢iva (minimélne jednou zo svetovych
liekovych agentir) bol vybrany dataset “world“ z verejne dostupnej databizy ZINC 15 [35].
ZINC obsahuje databdzu a sibor nastrojov, ktoré poskytuju zliceniny pouzivané pre vir-
tualne testovanie. Zasadnou vyhodou ZINC 15 je mnozstvo datasetov, ktoré je mozno jed-
noducho ziskat a integrovat do softwarového riesenia. Modul teda bude lahké prispdsobit
podla potreby aj pre dalSie datasety. Pouzity dataset bol stiahnuty a predspracovany tak,
aby pred hromadnym vypoc¢tom nebolo nutné stiahnutie a priprava vsetkych ligandov, ¢im

L Cloud je server, ku ktorému je pristupované pomocou internetového pripojenia, ako aj software a data-
bézy na tomto serveri.

«

</>

Ligand transport analysis

Zinc DB

Stage 4

CaverDock

Energy profile

Obr. 6.1: Upravend 4. ¢ast pévodného pracovného postupu néstroja Caverweb 5.3
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sa zefektivni vyuzivanie procesorového c¢asu ako aj siefovy prenos. Predspracovanie ligan-
dov je vykondvané pomocou skriptu prepare_ligand4.py, ktory je sticastou MGL tools[32],
Rodzdiel medzi stiahnutou molekulou z databazy a predspracovanou molekulou je mozné
vidiet na obrazku 6.3.

¢ Molekularne vlastnosti
Vlastnosti st pripisované molekuldm na zaklade clenstva v niektorom z katal6gov.
St rozdelené do 4 biogenetickych anotacnych tried: biogenetické (prirodné produkty),
metabolity, endogénne Iudské metabolity a nezname. Dalej st zaradené do 8 bioaktiv-
nych tried, ktoré zahinaja lieky: FDA approved, world drugs, v priebehu skiimania,
v ¢loveku, in vivo, v bunkéach, in vitro, a nezndme. ZINC taktiez podporuje agregatory
ako anotacie [1].

e« ZINC15 aplikacné rozhranie
Je skoro identické v porovnani so struktirou URL webovych stranok a poskytuje
moznost jednoduchej integracie do aplikacii tretich stran. API podporuje 11 forméatov
ako st PDBQT, MOL2, ... z 18 zdrojov [2]. Kazdy zdroj podporuje do 10 endpointov,
tie dovoluju definovat popularne podmnoziny zlticenin, ktoré nasledne zjednodusuja
syntax poziadaviek. Tieto rozdelenia do podmnozin st dostupné na podstranke “sub-
sets“ [1].

6.1.2 Front-end

Bol implementovany pomocou frameworku Smart Google Web Toolkit (Smart GWT)? a in-
tegrované do nastroja Caver Web. V tejto faze analyzy bude maf uzivatel spracovany re-
ceptor a v nom identifikované tunely ako aj aktivne miesta. Je nutné zvolit jeden z tunelov
ako aj smer ligandov ako je ukdzané na obrizku 6.4. Nasledne je poziadavka na vypocet
zasland na spracovanie pre back-end.

Po vykonani vypoctu si uzivatel moze prehliadat vsetky ligandy v datasete zoradené
podla nazu, energie pri prechode najuzsiou ¢asfou tunelu, priemernej energie pri prechode
celym tunelom alebo nazvu ligandu. Uzivatel ma moznost pokracovat v analyze energetic-
kych profilov vypocitanych pre jednotlivé ligandy.

6.1.3 Back-end

Je tak ako front-end implementovany v Smart GWT a slizi na komunikaciu medzi Front-
endom a vypoctovym jadrom projektu. V back-ende bola pridana funkcionalita, ktora iden-
tifikuje tlohu ako hromadnu analyzu. Ulohe je prideleny jedineény identifikdtor. V MySQL
databaze do tabulky tdloh je pridany zadznam obsahujici medzi inymi vygenerovany identi-
fikator ulohy, typ, cestu ku konfigura¢nému siiboru pre tlohu ako aj status kod. V tabulke
jobs__meta st ulozené informacie ako identifikator rodi¢ovskej tilohy, nazov proteinu, smer
analyzy, ... Typy ulozenych metadét sa odliSuji na zéklade typu dlohy. Stipec job_id $pe-
cifikuje v tabulke job_ meta konkrétnu tlohu, ku ktorej bude zdznam pridany. Meta_ key
je atribut, ktory chceme danej ulohe priradit a meta_ value zna¢i hodnotu atribitu. V
pripade ukladania znaciek v energetickych profiloch pre jednotlivé ligandy st zdznamy dy-
namicky pridané ked uzivatel zvoli moznost ulozit pri oznac¢ovani energetickych profilov. V

2Smart GWT je framework programovacieho jazyka java poskytujici jednoduchsi vyvoj webovych
aplikacii, domovska stranka frameworku sa nachddza na adrese https://www.smartclient.com/product/
smartgwt.jsp.
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Obr. 6.2: Detail molekuly vo webovom rozhrani databazy Zincl5. A. je zobrazené (1) ZINC
ID, nézov, a ¢lenstvo v podskupinédch, (2) vlastnosti a 2D zobrazenie, (3) 3D reprezentacia,
(4) informéacie o moznosti kipy, (5) anotovany katalég ¢lenstva, (6) aktudlna lokacia, (7)
vyhladdvanie vo webovom portéli, (8) moznost stiahnutia. B. Sekcia bioaktivnych a bio-
genickych analégov molekuli (1) podobné biogenetické zlticeniny, (2) podobné bioaktivne
zlGéeniny, (3) zliceniny s rovankou kostrou, (4) podobné agregitory a (5) podobné zlice-
niny, ktoré je mozno zakupit [35].
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@<TRIPOS>MOLECULE REMARK 3 active torsions:

ZINC000000000053 REMARK status: ('A' for Active; 'I' for Inactive)
20 20 0 0 0 REMARK 1 A between atoms: C_ 2 and 0.4
SMALL REMARK 2 A between atoms: 0.4 and C5
USER_CHARGES REMARK 3 A between atoms: C_16 and C_11
NO_NAME ROOT
@<TRIPOS>ATOM ATOM 1 C UNLd 1 ©.253 -0.796 3.697 0.00 0.00 0.096 A
1c1 -1.4637 1.3943 1.2946 C.3 1 <0> -0.1400 ATOM 2 C UNLd 1 1.101 -1.000 4.798 ©.00 0.00 0.038 A
2 c2 -1.3545 -0.1059 1.2010 C.2 1 <0> 0.4800 ATOM 3 C UNLd 1 ©.593 -0.986 6.092 0.00 0.00 0.003 A
3 03 -1.4493 -0.7819 2.1980 0.2 1 <0> -0.5100 ATOM 4 C UNL d 1 -0.758 -0.737 6.292 0.00 0.00 0.001 A
4 04 -1.1519 -0.6914 0.0093 0.3 1 <0> -0.2800 ATOM 5 C UNL d 1 -1.596 -0.502 5.197 ©.00 0.00 0.021 A
5 C5 -0.9578 -2.0342 0.0079 C.ar 1 <0> 0.1100 ATOM 6 C UNL d 1 -1.111 -0.521 3.868 0.00 0.00 0.074 A
6 C6 0.3270 -2.5523 0.0594 C.ar 1 <0> -0.1400 ENDROOT
7 ¢C7 0.5232 -3.9195 0.0578 C.ar 1 <0> -0.1200 BRANCH 1 7
8 Cc8 -0.5586 -4.7832 0.0050 C.ar 1 <0> -0.1400 ATOM 7 O UNLd 1 0.845 -0.736 2.422 0.00 0.00 -0.278 OA
9 C9 -1.8430 -4.2868 -0.0466 C.ar 1 <0> -0.0800 BRANCH 7 8
10 c1e -2.0568 -2.9052 -0.0398 C.ar 1 <@> -0.1400 ATOM 8 C UNLd 1 1.693 -1.770 2.053 0.00 0.00 0.260 C
11 c11 -3.4263 -2.3674 -0.0943 C.2 1 <0> 0.5200 ATOM 9 C UNL d 1 2.474 -1.365 ©.840 0.00 0.00 0.126 C
12 012 -4.3813 -3.1301 -0.1456 0.co2 1 <> -0.6900 ATOM 10 0 UNL d 1 1.867 -2.840 2.628 0.00 0.00 -0.265 OA
13 013 -3.6091 -1.1578 -0.0882 0.co2 1 <@> -0.6800 ENDBRANCH 7 8
14 H14 -1.6261 1.6826 2.3332 H 1 <0> 0.0900 ENDBRANCH 1 7
15 H15 -0.5422 1.8490 0.9311 H 1 <0> 0.0900 BRANCH 6 11
16 H16 -2.3018 1.7362 0.6873 H 1 <0> 0.1000 ATOM 11 C UNL d 1 -2.077 -0.242 2.730 0.00 0.00 0.212 C
17 H17 1.1759 -1.8858 0.1003 H 1 <0> 0.1200 ATOM 12 O UNL d 1 -1.651 -0.331 1.535 0.00 0.00 -0.644 OA
18 H18 1.5263 -4.3177 0.0977 H 1 <0> 0.1200 ATOM 13 O UNL d 1 -3.271 0.068 3.052 0.00 0.00 -0.644 OA
19 H19 -0.3945 -5.8507 0.0040 H 1 <0> 0.1200 ENDBRANCH 6 11
20 H20 -2.6833 -4.9640 -0.0884 H 1 <0> 0.1300 TORSDOF 3
@<TRIPOS>BOND
1 1 21
2 14 1
3 1 15 1
4 1 16 1
5 2 32
6 2 41
7 4 51
8 5 10 ar
9 5 6 ar
10 6 7 ar
11 6 17 1
12 7 8 ar
13 7 18 1
14 8 9 ar
15 8 19 1
16 9 10 ar
17 9 20 1
18 10 11 1

19 11 12 ar

(a) Mol2 forméat molekuly ziskany z databdzy  (b) Predpripravend molekula na dokovanie
Zinc ako stucast datasetu pred pripravou. vo formate pdbqt.

Obr. 6.3: Rozdiel medzi molekulou ziskanou z databazy ZINC15 vo formate MOL2 a mole-
kulou predpripravenou na dokovanie vo formate PDBQT.
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(a) Pri vybere tunelu su uzivatelovi zobrazené informécie ziskané pomocou nastroja Caver
v predchadzajicom kroku.

New CaverDock calculation o |(=]{Ba3

Tunnels selection | Advanced configuration

Discretization 03 N

delta(A): v

Calculation | oyer-bound only v
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4

(b) Pokrocilé nastavenia umoziiuji uzivatelovi vybrat atribity vypocétu ako st diskreti-
zacna delta a mod vypoctu, kde si dostupné varianty spodny alebo vrchnt medz.

Obr. 6.4: Pred spustenim kalkulécie si uzivatel vyberie tunel, v ktorom chce ligandy analy-
zovat, zvysné nastavenia si predvyplnené odporic¢anymi hodnotami.
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tomto pripade je nutné odlisit znacky pre jednotlivé ligandy v datasete a z toho dévodu
je Meta_ key zloZzeny z nazvu znacky a nazvu ligandu, pre ktory st ukladané. Nésledne je
vytvorené HTTP spojenie s vypoctovym jadrom. Podla specifikacii ulohy je dalej vytvoreny
korespondujuci prikaz, ktory bude vykonany na vzdialenom serveri.

6.1.4 Vypoctové jadro

Je cast nastroja, ktora sa stard o spravu uloh. Monitoruje databazu a pokial je pridany
zaznam novej ulohy tak si na jeho zaklade stiahne konfiguraény sibor a PDB stbor s re-
ceptorom. Pomocné néastroje, ktoré si uréené na vypoéet tlohy si zabalené v singularity’
kontajneroch. Vypoctové jadro zasiela poziadavok na cloud, ktory nasledne spusta skripty
na pridelenie vypoctovych prostriedkov pre vypocet pomocou singularity image-u. Tie spra-
covavaju skupiny ligandov z predpripraveného datasetu. Dataset je rozdeleny aktualne do
prie¢inkov po 20 ligandov. Ulohy pre jednotlivé prie¢inky s ligandmi st vytvorené naraz.
Tieto tlohy st pre kazdy prie¢inok reprezentované skriptom, ktory sériovo spracovava li-
gandy v urcenom prieCinku sériovo. Predtym st a zaradené do rady, kde budu c¢akat na
pridelenie pozadovanych vypoc¢tovych prostriedkov. Tieto prostriedky si poskytnuté ICRC
cloudom, kde maji nastroje pod spravou Loschmdt laboratories rezervovanych 1500 ja-
dier. Skript bude pokrac¢ovat v behu pokial nebudi vsetky tlohy spracované. Status tloh
je zistovany kazdd mintitu pomocou prikazu gstat’.

6.2 Vysledky

Modul bol integrovany do néastroja CaverWeb a umoznuje paralelni analyzu viac ako 3 000
ligandov na vybranom proteine. Cas potrebny na spracovanie podla testovania je priblizne
30-40 hodin, ¢o ale zalezi na vytazeni vypoctovych prostriedkov. Uzivatel méze vysledky
hromadnej kalkulacie stiahnut ako zip archiv obsahujuci vysledky vsetkych ligandov z da-
tasetu, alebo zip archiv, ktory obsahuje kalkulaciu tykajicu sa len konkrétneho ligandu.
Dalsou moznostou je porovnavanie energetickych profilov jednotlivych kalkulacii vyobra-
zené na vo figare 6.5b priamo vo webovom rozhrani CaverWebu. Nastroj Caver Web je
verejne dostupny na stranke https://loschmidt.chemi.muni.cz/caverweb/.

6.2.1 Vysledky analyzy

Vysledky analyzy st uzivatelovi sprostredkované vo forme listu ligandov 6.5a pre, ktoré bolo
dokovanie vykonané. Poc¢iatoc¢ne sa ligandy usporiadaji podla najnizsej priemernej energie
ale uzivatel ich ma moznost usporiadat taktiez podla ich nadzvu alebo energie v najuzsom
mieste tunelu. Vysledky zostavaji na pridelenej fixnej adrese a je mozné k nim pristipit
neskdr pomocou vygenerovanej webovej adresy. Po stiahnuti je mozné proces dokovania
analyzovat krok po kroku pomocou siboru profile-lb. Nazorny priklad je mozno vidiet na
obrazku 6.6.

3Singularity je pocitacovy program, ktory vykondva virtualizdciu na tirovni operaéného systému, nazy-
vanu ako kontajnerizacia. Jednym z hlavnych vyuziti produktu Singularity je priniest kontajnery a reprodu-
kovatenost do vedeckych vypoctov a do sveta superpocitacov. Podrobnejsi opis je dostupny na webstranke
https://sylabs.io/singularity/.

4Qstat je prikaz, pomocou ktorého je mozné zistit informécie o tilohéch, manuél je dostupny na stranke
https://linux.die.net/man/1/qstat
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(a) Ligandy st zoradené vzostupne, od najnizSej priemernej energie po najvyssiu. UZivatel
moze zvolit taktiez zoradenie na zaklade energie v najuzsom mieste ako aj podla nazvu
ligandu.
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(b) Po rozkliknuti ligandu je uzivatelovi poskytnuty energeticky profil, v ktorom mdze
oznacit a ulozit v databdze dolezité energetické body, z ktorych sa automaticky vypocita
celkovd zmena energie.
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Obr. 6.6: Vizualizovana lower-bound trajektéria, ktord je vysledkom dokovania pomocou

nastroja nastroja CaverDock.
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Kapitola 7

Zaver

V avode teoretickej Casti si opisané proteiny a ich dolezitost v zivych organizmoch. Nasle-
dované chemickou struktirou, rozdeleniami na zaklade vybranych kritérii a odévodnenim
ich dolezitosti pri navrhu lieciv.

Druhy diel teoretickej Casti vysvetluje terminy neoddelitelné od problematiky dokovania
ako st aktivne miesta, tunely a ligandy. Kde aktivne miesta su ¢asti proteinov, v ktorych
sa navizuju ligandy. Tunely su cesty, ktorymi sa ligandy dostavaji k aktivnym miestam.
Ligandy st molekuly sliziace na aktivaciu alebo deaktivaciu funkcie proteinov.

Po objasneni spominanych terminov je Citatelovi vysvetleny zdkladny proces moleku-
larneho dokovania, metédy pre Struktdrovany navrh lie¢iv. Dalej je praca zamerani na
prezentaciu réznych pristupov vyuzivanych pri rieSeni problematiky molekuldrneho doko-
vania. Proces dokovania je rozdeleny do troch hlavnych faz. Prva cast sa zaobera pripravou
a reprezenticiou proteinu a ligandu. Druhé ¢ast je samotny proces dokovanania ligandu.
Tretia cast je zamerand na hodnotenie pdz vygenerovanych dokovacim algoritmom pomo-
cou skérovacej funkcie.

V kapitole venovanej nastroju Caver Web s opisané jeho sucasti a aké ¢iastkové né-
stroje vyuziva. Taktiez si v nej demonstrované vysledky spominanych podnéstrojov ako aj
vstupy a vystupy nastroja Caver Web, do ktorého bola pridand nova funkcionalita.

V nasledujucej kapitole venovanej praktickej casti 6 st opisané pouzité nastroje na
spracovanie molekul, databaza a dataset, ktory bol vybrany pre implementiciu modulu.
Pre ziskanie datasetu je vyuzitd databdza ZINC. Konkrétne subset' databizy ZINC s ozna-
¢enim “world“ bol vybrany, ako vhodny pre analyzu interakcii lie¢iv s proteinmi.

Poslednou castou prace je vyhodnotenie vysledkov a struény opis pouzitia modulu. Po-
uzitie modulu méa dve klicové casti. Nastavenie a spustenie kalkulacie. Nasledna analyza
vysledkov s moznostou vizualizacie 3D struktar pouzitych pri dokovani ako aj pozicie li-
gandu pre kazdy krok kalkulacie.

Vysledky prace budu vlozené do nastroja Caver Web, ktory bol publikovany v caso-
pise Nucleic Acids Research’ z faktorom dopadu 11.5. Caver Web je verejne dostupny na
webovej adrese https://loschmidt.chemi.muni.cz/caverweb/.

LSubset je zauzivany anglicky ekvivalent pre podmmnoZinu v kontexte ddt.

2 Nucleic Acids Research je ¢asopis dostupny na adrese https://academic.oup.com/nar zaoberajici sa
prelomovymi vyskumami zaoberajicimi sa fyzickymi, chemickymi, biochemickymi a biologickymi aspektami
nukleovych kyselin a proteinov.
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Priloha A

Obsah SD karty

Na prilozenej SD karte je mozné najst:
e bash skript pre vygenerovanie a monitorovanie tiloh monitor__batches.sh,
¢ bash skript vytvarajici konkrétnu tlohu job__batch.sh,
e bash skript pre stiahnutie a spracovanie ZINC datasetu prepare_ dataset.sh,
e predspracovany dataset ligandov dataset,

e python skript z MGL tools pre pripravu ligandu prepare__ligand4.py.
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