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1 Abstrakt

Dokonala znalost nekovalentnich interakci aminokyselin uvniti proteinové struktury je
esencialni pro uplné pochopeni jeho konformace, stability a funkce. Mezi vSemi
aminokyselinami, které¢ obvykle tvofi protein, se tryptofan vyjimé jednak svoji vzacnosti, ale
také velikosti postranniho fetézce tvoreného indolovou skupinou. Ta je schopna zajiStovat
ruzné typy nepostradatelnych interakci uvnitf proteinu, mezi raznymi polypeptidovymi
fetézci, ale také tieba mezi proteinem a biologickou membranou. Navic se jedna o nejcastéji
vyuzivany ptirozeny bilkovinny fluorofor.

Ke studiu aminokyselinovych interakci se bézné vyuzivaji databdze vyiesenych
proteinovych struktur, nad kterymi se vytvaii vice ¢i méné komplexni analyzy. Takto jiz byly
nalezeny mnohé nekovalentni interakce, které mohou mezi tryptofanem a ostatnimi
aminokyselinami nastdvat. VétSina téchto analyz se ale soustfed’uje na studium konkrétni
interakce a nezabyva se prostiedim tryptofanu jako celku, kde se vSechny aminokyseliny
vzajemné ovliviiuji.

Pomoci nové vytvorenych postupll jsou v této praci analyzovany profily vyskytu
jednotlivych aminokyselin okolo indolové skupiny tryptofanu a vysledky porovnany
s dostupnou literaturou. Aminokyselina, kterd mé nejvétsi preferenci k tryptofanu, se ukazala
byt opét tryptofan a tyto dvojice tryptofanti jsou podrobeny detailni analyze.

K zavérim mé prace mimo jiné patii zjisténi, Ze arginin a lysin vykazuji v literatufe
popisovanou kationt-r interakci, ale zvySenym vyskytem se v jeho okoli neprojevuji. Naproti
tomu aniont-n interakci v kombinaci s tryptofanem jsem nepozoroval a domnivam se, Ze jde
v literatufe o chybné vysledky.

Analyza tryptofanovych part ukazala, jak strukturovany je interakéni prostor okolo
tryptofanu. Jedna se o rtizné vrstvy, kde vzdy pfevazuje urcita orientace indolovych skupin
tryptofanti. Takovéto nendhodné rozdéleni se nachazi az do vzdalenosti 10 A mezi indoly.
Proto pro vSechny analyzy vlastnosti prostoru okolo tryptofanu (pravdépodobné i jinych
aminokyselin) je potfeba postupovat pouze v urcitych konkrétnich smérech, a to 1 do vétsich
vzdalenosti a neomezovat se na prizkum pramérnych vlastnosti celého okolniho prostoru

najednou.

Klicova slova
Nekovalentni interakce, Tryptofan, PDB databaze, Struktury proteinti, Sekvencni

homologie.
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2 Abstract

A thorough knowledge of non-covalent amino acid interactions within a protein
structure is essential for a complete understanding of its conformation, stability and function.
Among all the amino acids that usually make up a protein, tryptophan is distinguished both
by its rarity and size of its side chain formed by an indole group. It is able to provide various
types of indispensable interactions within the protein and between different polypeptide
chains, but also between the protein and a biological membrane. In addition, it is the most
commonly used natural fluorophore.

Databases of solved protein structures are commonly used to study amino acid
interactions and allow more or less complex analyzes of the issue. Thus many non-covalent
interactions that may occur between tryptophan and other amino acids have been found.
However, most of these analyzes focus on specific interactions and do not follow up
the tryptophan’s environment as a whole, where all amino acids interact.

Some newly developed methods have been used in this Thesis, specifically
the occurrence profiles of the individual amino acids around the indole group of tryptophan
and the results were compared with an available literature. The amino acid that has
the greatest preference for tryptophan turned out to be tryptophan again, and these tryptophan
pairs were subjected to more detailed analysis.

One of the conclusions of my work is the finding that arginine and lysine show
a cation-m interaction described in the literature, but that they do not show an increased
occurrence in its surroundings. On the other hand, I did not observe any anion-m interaction
in combination with tryptophan and I believe that these are erroneous results in the literature.

Analysis of tryptophan pairs showed how structured the interaction space around
tryptophan is. There are different layers, where the orientation of the indole groups
of tryptophanes always prevail. Such a non-random distribution is located up to 10 A distance
between the indoles. Therefore, for all analyzes of the properties of the space around
tryptophan (and probably other amino acids as well), it is necessary to proceed only in certain
specific directions, even at greater distances and not to limit the research to the average

properties of the surrounding at once.

Keywords
Non-covalent interactions, Tryptophan, PDB database, Protein structures, Sequence

homology.
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4 Uvod

Nekovalentni interakce mezi aminokyselinami jsou esencialni pro strukturu, stabilitu
a funkci proteinu. Tyto interakce jsou soucdsti mnoha vyzkumi, které se zamétuji piedevsim
na aromatické aminokyseliny tryptofan, tyrosin, fenylalanin a histidin. Tyto aromaty se diky
své struktufe mohou ucastnit mnoha raznych nekovalentnich interakci od velmi zndmych
n-n interakci, kationt-m interakei, vSudypfitomnych CH-r interakci az po malo zndmé aniont-n
a protoze je soucasti vyzkumu v mnoha riznych odvétvich. Jedna se napiiklad o nejcastéji
vyuzivany ptirozeny bilkovinny fluorofor.

V poslednich letech exponencidlné stoupa pocet vyfeSenych proteinovych struktur
v PDB databazi a diky tomu mohou vznikat jejich komplexnéjsi analyzy. VétSina vyzkumu
se snazi hledat a analyzovat v téchto strukturdch konkrétni molekulové interakce a jen nékolik
znich se vénuje SirSimu prizkumu. Dle mého ndzoru je tento pfistup chybny, jelikoz
v proteinovych strukturdch Ize najit i konfigurace aminokyselin, které by nastavat nem¢ly.
Tim muZze vzniknout dojem, Ze nalezena konkrétni konfigurace je néjak zasadni. Tryptofan
je ale v proteinu piimo obalen aminokyselinami, které spolu interaguji, takze se pii studiu
nelze soustiedit pouze na jednu z nich.

Vzhledem k mym zkuSenostem se zpracovanim velkého objemu dat jsem se rozhodl
pro komplexni analyzu interakci tryptofanu v téchto vyfeSenych strukturach. Zaméfil jsem se
pfedev§im na jeho aminokyselinové prostorové okoli, a specificky pak na jeho interakce
s jinymi tryptofany. Pfi prochdzeni dostupné literatury jsem postupné nabyval dojmu,
ze mnohé prace pristupuji k analyze chybné (pfedevS§im v nahliZzeni na n-m interakce), a také
nedostatecné nazorn€. Proto jsem se radéji rozhodl vytvofit vlastni postupy pro analyzu
aminokyselinovych interakci misto toho, abych piebiral jiz publikované algoritmy.

PDB databaze bohuZel obsahuje obrovské mnoZzstvi homolognich proteint (pfipadné
struktury se zcela identickou sekvenci aminokyselin), coz mize zna¢né ovlivnit vysledky.
,orezany* dataset unikatnich proteinti, nad kterymi poté vytvoii vlastni analyzu. J4 sam byl
ale presvédcen, ze pokud chcei plné pochopit problematiku interakci vyskytujicich se v PDB
databazi, je potieba, abych se zaroven co nejlépe seznamil s obsazenou homologii a vymyslel
vlastni postupy k jejimu odstranéni s ohledem ke zkoumanému tryptofanu.

Jelikoz jednotlivé postupy a analyzy vétSinou vychéazely z pribéznych vysledkli mé

prace, musel jsem tomu pfizpisobit i jeji strukturu. Jednotlivé grafy bylo potieba rovnou



komentovat, abych vysvétlil sviyy dal$i postup. Proto kapitoly Vysledky a Diskuze jsou
spojeny do jedné. Prace rovnéz neobsahuje zadna experimentalni data, jelikoz by se tykala
pouze nékolika malo proteinti a j4 mél v umyslu analyzovat co nejvétsi datasety, aby byly
zaveéry obecn¢ platné. Piesto doufam, Ze moje vysledky a jejich grafickd prezentace

poskytnou ¢tenaii novy pohled na pomérné slozitou problematiku.



5 Cile prace

Prvotnim cilem této prace je pro jednotlivé specializované analyzy vytvofit
co nejlepsi, a zaroven dostate¢né¢ pocetny dataset proteinovych fetézcl, jednotlivych
tryptofanti a jejich part. Pfi tomto postupu se podrobné seznamit s PDB souborem obsahujici
informace o proteinové struktute, analyzovat vyskyt homolognich proteinti v PDB databazi
a vyvinout postupy pro odstraniovani homologie s ohledem na tryptofan.

Druhé ¢ast prace se zabyva prostorovym okolim tryptofanu. V té chci zjistit, jestli
existuji skute¢né tendence jednotlivych aminokyselin vyskytovat se v blizkosti indolu. Pokud
ano, jsou pak nalezené preference popsatelné jednoduchymi pravidly? Jaka jsou tato pravidla
a jakou roli hraji konkrétni chemické skupiny v postrannich fetézcich? Nemohou sekvenéné
blizké aminokyseliny narusovat vysledky analyz? A jaky vliv maji sekundarni struktury
proteinti?

Pro nalezeni odpovédi je potieba vytvofit hodnotici postup pro porovnani
aminokyselin a jejich snahy byt v urCité vzdalenosti od tryptofanu. Dale urcit jaky pocet
aminokyselin v blizkém okoli kazdého tryptofanu mé& smysl zkoumat, aby se jednalo
o reprezentativni vzorek.

Daji se najit jednoznacné kationt-m, aniont-m, CH-m, prolin-m a dal§i interakce?
I pfesto, Ze jsou hledany vSechny najednou ve stejném datasetu? Nejedna se jen o artefakty?
Existuji rozdily mezi “velkymi” a “malymi” postrannimi fetézci v preferenci k tryptofanu?

Tteti Cast prace analyzuje pary tryptofani. V ni chci zjistit, do jaké vzdalenosti
se tryptofany ovliviiuji. To znamend, v jaké nejdelsi vzdalenosti se da prokazat nendhodnost
uspotadani dvou tryptofani? A ¢im je to umoznéno? S tim souvisi snaha nalézt veli¢inu, ktera
by charakterizovala (ne)ndhodnost uspotadani tryptofanti v prostoru.

Déle bych rad zjistil, jaké jsou skute¢né preferované orientace a pozice tryptofanovych
parti pii zohlednéni vlastnosti prostoru a pravdépodobnosti. Jaky je rozdil v uspotfadani
u plochy a u hrany indolové skupiny tryptofanu? Dopousti se autofi chyby, kdyZ analyzuji

interakce aromati v prostoru okolo tryptofanu jako celku?



6 Prehled literatury
6.1 Vlastnosti tryptofanu

Tryptofan patii mezi Ctyfi aromatické aminokyseliny vyskytujici se v primarni
sekvenci proteini (tryptofan, tyrosin, fenylalanin a histidin). Jeho aromaticita je déna
postrannim fetézcem obsahujici plandrni cyklickou Cast - indol, ktera spliiuje potfebny pocet
n-elektront odpovidajici Hiickelovu pravidlu 4n+2. Tryptofan se vyznacuje nejvétsi plochou
povrchu postranniho fetézce ze vSech aminokyselin (Chothia, 1976) a zaroven nejvzacnéj$im
vyskytem v proteinech.

Tryptofan méa v proteinech mnoho specifickych funkei, proto je dullezité se jim
zabyvat. Jedna se o stabilizacni vlastnosti, jako naptiklad u a-helixi (Bhattacharyya et al.,
2002; Situ et al., 2018), B-vlasenek (Diana et al., 2018; McCaslin et al., 2019; Santiveri
a Jimenez, 2010), tryptofanovych zipt (Cochran et al., 2001; Fesinmeyer et al., 2004) nebo
termostabilnich proteinti (Kannan a Vishveshwara, 2000). Ma vliv na funkci a sbalovani
proteinu (Raimondi et al., 2011; Waters, 2004), stejné tak na funkci naptiklad bakteridlnich
toxinll (Gerhard et al., 2005; Kunthic et al., 2011; Padilla et al., 2006). Navic ma centralni roli
v prenosu elektronti v proteinech (Stubbe a van der Donk, 1998; Warren et al., 2012).
Vsechny tyto vlastnosti jsou dany piedevSim tim, Ze se Uucastni mnoha rdznych

nekovalentnich interakci.

6.2 Metody vyzkumu

Obecné jsem zaznamenal dva hlavni sméry vyzkumu interakci mezi molekulami.
Zaprvé pomoci slozitych vypocetnich metod (ab initio), pfi kterych se pocitd energie
jednotlivych molekulovych konformaci. Naptiklad se jednéd o studium n-n interakci v pracich
o aromatickych klastrech (Sun a Bernstein, 1996) a benzenovych dimerech (Jaffe a Smith,
1996; Lee et al., 2019). Benzen v tomto piipadé byl pouzit jako nejjednodussi reprezentativni
aromatickd molekula. Nicméné se ukézalo, Ze to neni Uplné vhodny model,
a proto se napiiklad pro studium =m-m interakci fenylalaninu v proteinech zacal vyuZivat
1 toluen (Chipot et al., 1996; Ishikawa et al., 1996). Ab initio vypocty se napiiklad pouzivaji
i u dalSich interakci jako CH-m interakce (Liu et al., 2015; Tsuzuki et al., 2000).

Pro studium interakci mezi aminokyselinami v proteinech se s rostoucim mnozstvim
vyteSenych proteinovych struktur vyuziva spise statisticky pfistup a nékdy i v kombinaci
s energetickymi funkcemi (de Freitas a Schapira, 2017; Kumar et al., 2018; Kumar a Balaji,

2014; Lanzarotti et al., 2011; Lucas et al., 2016; Ninkovic et al., 2014).



Bohuzel energeticky piistup je pro me komplikovany, jelikoz s nim neméam praktickou
zkuSenost. Zato mam bohatou praxi s velkymi objemy dat, a proto jsem se rozhodl
pro studium tryptofanu v proteinech jen za pomoci dostupnych strukturnich dat z PDB
databaze (Rose et al., 2017). VSechny dalsi kapitoly budu tedy vénovat pouze ¢lankim, které

vyuzivaji srovnatelny ptistup.

6.3 Vlastnosti prostredi v okoli tryptofanu

I ptes popisovanou dilezitost tryptofanu ve strukturni biologii jsem nasel pouze jednu
komplexni praci, kterd se zabyva jeho bezprosttednim okolim, to znamend, jaké
aminokyseliny se u n¢j preferencné vyskytuji. VétSina praci se zabyva néjakou konkrétni
interakci, kterou pak autofi cilené vyhledavaji v proteinech, jak bude popséno v dalSich
kapitolach. Prace je zroku 2000 (Samanta et al., 2000), v této dob& bylo relativné¢ malo
vyfeSenych proteinovych struktur a autofi jich pouzili pouze 180. Jeden z parametrd, kterym
filtrovali struktury, byla nutnost vyskytu alesponl jednoho tryptofanu (ja jsem napftiklad tento
parametr ve své praci navysil na vyskyt alespoil dvou tryptofant, a to z diivodu, aby kazdy
tryptofan mél v analyze moznost se vyskytovat u jiného). Z téchto proteini bylo ziskdno
719 tryptofanii. Autofi rozdélili tryptofan na nckolik usekd (obé plochy indolu a okraj),
a na nich pak vykonali statistickou analyzu. Jako partnerské aminokyseliny byly pouzity
vSechny aminokyseliny do 4 A od jakéhokoli atomu indolu daného tryptofanu.

Nyni viceméné piepisi ¢ast jejich zaveérh, které jsou dilezité pro moji praci. Vysledky
jsou rozdéleny na nékolik bodu. 1) Malé (Gly, Ala), negativné nabité (Asp, Glu) a polarni
(Ser, Thr) aminokyseliny se vyhybaji indolovému kruhu. 2) U dvou strukturné podobnych
aminokyselin ma ta polarn¢j$i mensi preferenci k indolu. 3) Arginin je preferovangjsi,
nez lysin. 4) Valin je k tryptofanu neutralni, zatimco podobné aminokyseliny s del§imi fetézci
(Leu, Ile) jsou preferované. 5) Aromatické aminokyseliny maji velkou preferenci, pokud jsou
posuzovany spolec¢né. 6) Prolin mé celkovou preferenci jen k ploSe indolu. 7) Vypocty
ukazaly, Ze nékteré aminokyseliny maji silnéjsi preferenci ke konkrétni ploSe indolu (Met,
Phe, Ile, Arg, Trp).

Na obrazku 6.1 (A) jsou zobrazeny vysledky autori pro jednotlivé aminokyseliny
a jejich preference k tryptofanu. Na obrazku 6.1 (B) je zobrazeni pozic kyslikovych atomt

z okolnich aminokyselin nalezenych v blizkosti indolu.
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Obrazek 6.1: (A) Preference aminokyselin byt u tryptofanu (¢erné sloupce, prahova hodnota
1), v¢etné rozdéleni jestli jsou spiSe u plochy indolu (bilé sloupce). (B) Zobrazeni kyslikovych

atomd okolo indolu (te¢ky). Ty, které tvoii vodikovou vazbu, jsou zobrazeny kiizkem.
(Pfevzato z Samanta et al., 2000)

Tato prace m¢ velmi zaujala, uz jen proto, ze je ojedinéla. Bohuzel v ni postradam
prostorové rozlozeni jednotlivych aminokyselin okolo tryptofanu a vynechdni problematiky
sekvenén¢ blizkych aminokyselin, které z definice budou nalézdny prostorové blizko
zkoumaného tryptofanového zbytku.

Znacnou cast své prace vénuji podobné analyze, ale postupy jsem zvolil vlastni.

6.4 Interakce tryptofanu

6.4.1 Aromatické interakce tryptofanu

Jako aromatické interakce jsou oznaCovany interakce mezi aromadty, na kterych
se ucastni jejich delokalizované m elektrony. Aromatické interakce zastavaji v proteinech
dilezité funkéni a stabilizaéni role. Uastni se mezi-proteinovych interakci (Ma et al., 2003),
interakci proteinu s ligandem (Cotte et al., 2000), pfispivaji stabilit¢ proteinu (Kannan
a Vishveshwara, 2000) a napomahaji samotnému sbalovéani proteinu do nativni konformace
(Serrano et al., 1991). Neni tedy ptekvapivé, ze jsou intenzivné zkoumany v mnoha pracich
(Bhattacharyya et al., 2002; Budyak et al., 2013; Burley a Petsko, 1985; Chourasia et al.,
2011; McGaughey et al., 1998; Zhuang et al., 2019).

Nejcastéji je studovand vzajemnd orientace aromatickych casti molekul. Na obrazku
6.2 jsou zndzornény obecné orientace, které aromatické aminokyseliny vii¢i sobé zaujimaji.
Zkoumany jsou také celé aromatické klastry (Lanzarotti et al., 2011). Ve své praci se budu

zabyvat také interakcemi para tryptofani, proto nyni popisi studie, které je rovnéz zkoumaly.
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Obrazek 6.2: (A) Paralelni ,stacking™ orientace, neboli ,face-to-face”. (B) Orientace
,off-centered”. (C) ,,Edge-to-face” orientace, neboli ,,T-shaped*. Cervend a modfe jsou
znazornény oblasti rizného parcidlniho néboje v okoli aromatu. VSechny molekuly jsou zde
schematicky zobrazeny z bo¢niho pohledu. (Pievzato z Martinez a Iverson, 2012)

Jedna z prvnich praci, kterd se zabyvala interakci aromatickych aminokyselin pomoci
vyfeSenych proteinovych struktur, byla publikovana vroce 1985. Autofi analyzovali
580 aminokyselinovych périi (pouze Phe, Trp a Tyr), které byly k sob& bliz nez 7 A. Data
pochazela z 35 proteinovych struktur. Vysledek ukazal, ze 60 % téchto aminokyselin spolu
interaguji, a to v uhlu okolo 90° a 80 % znich tvoii interakéni sit’ tfi a vice. Autofi
ptedpokladali, ze tyto interakce mohou pfispivat ke stabilizaci pfirozené konformace proteinu
(Burley a Petsko, 1985). Presvédceni, ze interagujici aromatické aminokyseliny sdili
v proteinech nejcastéji T-shaped (kolmou) konfiguraci, sdileli ve svych publikacich postupné
1 dalsi autofi (Blundell et al., 1986; Hunter a Sanders, 1990; Thornton et al., 1988).

McGaughey et al. vroce 1998 publikovali c¢lanek skomplexnéj$i analyzou
(McGaughey et al.,, 1998). Analyzovali kombinované pary vSech c¢tyf aromatickych
aminokyselin z 505 nehomolognich proteinti. Vysledkem bylo 30 444 aminokyselinovych
parti, které mély vzdalenosti centra kruhli (u Trp mensiho pyrrolového kruhu) mensi nez
12 A (Reen) a jejich vysledek je na obrazku 6.3 (A). Vysledek je bimodélni s minimem okolo
7,5 A. Druhy graf na obrazku 6.3 (B) zobrazuje distribuci vzdalenosti mezi nejbliz§imi atomy
(Reio) aromatickych cyklt v aminokyselinovém paru. Vysledek je opét bimodalni s minimem
mezi 4,5-5 A. Autofi interpretuji levou ¢ast od tohoto minima jako misto, kde probiha
interakce mezi kruhy, zatimco vpravo od této oblasti je kvili tepelnému pohybu molekul

jakékoli informace o interakci ztracena.
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Obrazek 6.3: (A) Distribuce vzdalenosti centra cykli mezi aromatickymi aminokyselinami.
(B) Distribuce vzdalenosti dvou nejblizsich atomti dvou aromatickych zbytkii. Pokles v pravé

¢asti grafu je artefakt zplisobeny omezenim vzdalenosti center na 12 A (Pievzato z
McGaughey et al., 1998)

Déle autofi analyzuji pouze pary, které maji Reen mensi nez 7,5 A nebo Reio mensi nez
4,5 A, coz odpovidalo 1682 parim aromatickych aminokyselin. Mezi témito arométy
vypocitali dva thly, jak je zobrazeno na obrazku 6.4 (A). Uhel ©, ktery popisuje vzajemnou
prostorovou pozici, a druhy uthel vy, ktery popisuje jejich vzdjemné natoceni (hel mezi
normalami aromatickych kruhi).

Jedna z nejdlilezitgjSich véci, na kterou podle mé autoii McGaughey et al. poukézali
je, ze pti studiu Cetnosti thli mezi dvéma molekulami je nutné pozorované histogramy
normalizovat na pravdépodobnost, s jakou bychom danou orientaci nalézali v ptipadé velkého
mnozstvi ndhodné rozmisténych aminokyselin. Tato pravdépodobnost naprosto neni stejna
pro jednotlivé zkoumané uhly. Naopak, je nejpravdépodobnéjsi, ze dvé ndhodné rozmisténé
molekuly nalezneme v kolmém uspotadani a prakticky nikdy ne v paralelnim (McGaughey
et al., 1998). Tato nutnost je mnoha autory opomijena, a proto na to budu déle v kapitole
upozoriiovat. Vysledky normalizovanych thll jsou na obrazcich 6.4 (B) a 6.4 (C).
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Obrazek 6.4: (A) Zobrazeni parametri pouzitych pro analyzu (pfevzato z McGaughey et al.,
1998). (B) Normalizované Cetnosti thlu y. (C) Normalizované cetnosti uhlu ® (Pfevzato
z McGaughey et al., 1998)



Autofi navic upozoriiuji na problém klastrti, kdy 3 a vice kruhti u sebe se chova jinak,
nez par, proto analyzovali zvlast’ izolované pary a izolované trimery. Vysledek jejich analyzy
je, ze preferovand orientace aromatickych kruhti je paralelni off-centered (pfedevs$im
z divodu normalizace na pravdépodobnost vyskytu), coz bylo v rozporu s piredchozimi
pracemi. Je urcit¢ dobré zminit, ze tato prace byla jiz 730 krat citovana a da se tedy pokladat
za vérohodnou a zasadni.

V roce 2002 vysla zajimava prace, kterd analyzovala 593 nehomolognich proteinti
(Thomas et al., 2002). Opét byly vytvoiené¢ kombinované pary aromatickych aminokyselin
se vzdalenosti mensi nez 5,5 A mezi dvéma nejbliz§imi atomy postranniho fetézce. Cetnosti
vyslednych 1hli mezi aminokyselinami jsou na obrazku 6.5 (A). Autoii vysledky
nenormalizovali, a proto se zna¢né 1i$i od vysledki z publikace McGaughey et al. na obrazku
6.5 (B), které byly ziskany v podstaté totozn¢.

V této publikaci vysledky ukazuji na preferenci kolmé orientace aromatickych
aminokyselin stejné¢ jako nékteré predchozi analyzy (Burley a Petsko, 1985; Singh
a Thornton, 1985). Kromé¢ toho si autoii také uvédomili mozny vliv sekundarnich struktur
na vysledky. Proto rozdélili pary aminokyselin na ,,v sekvenci blizké“ a ,,v sekvenci
vzdalené* (vzdalen¢jsi nez 5 aminokyselin) a nad témito skupinami provedli dal$i analyzu.
Jejich vysledek je, Ze aromatické aminokyseliny blizké v sekvenci stabilizuji lokalni struktury
a vzdalené stabilizuji tercidlni strukturu. Nicméné z divodu malé Cetnosti blizkych part
v sekundarnich strukturach pry podporuje hypotézu, Ze sekundarni struktury se formuji pred

parovanim aromatickych aminokyselin (Thomas et al., 2002).
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Obrazek 6.5: (A) Vysledné cetnosti thli normal mezi pary aromatickych aminokyselin
z ¢lanku Thomas et al. (Thomas et al., 2002). (B) Normalizované ¢etnosti uhlti normal mezi
pary aromatickych aminokyselin z ¢lanku McGaughey et al. (McGaughey et al., 1998).



Dalsi prace, ktera stoji za zminku, je ohledné preferovaného horizontalniho posunu
v aromatickych interakcich Ninkovic et al. (2014). Jako studovanou aminokyselinu zvolili
fenylalanin, a to z divodu porovnani s praci ohledn¢ benzenovych dimerti, kde byla
identifikovana paralelni (stacking) interakce s velkym horizontalnim posunem (3,5-5,0 A)
(Lee et al., 2007). Tato interakce u benzenovych dimerti byla stanovena jako energeticky
vyhodné;jsi nez face-to-face orientace.

Ninkovic et al. pouzili 6 919 fenylalaninovych parii z blize neur¢eného poctu proteini.
Par ur¢ili tak, e druhy z fenylalaninéi se musel vyskytovat v elipsoidu prvniho (r=7,0 A
a R=6,0A, geometrické parametry jsou na obrazku 6.6 (A)). Vysledek uhléi normaél
na obrazku 6.6 (B) odpovidd predchozim pracim, které kolmou orientaci povazuji
za preferencni. Nicméné opét nefesili normalizaci, a tento vysledek je tedy prakticky nic

netikajici.
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Obrazek 6.6: (A) Geometrické parametry pouZité pro popis interakci. (B) Uhly normal mezi
fenylalaninovymi kruhy. (Pfevzato z Ninkovic et al., 2014)

Samotné vysledky horizontalniho posunu jsou na obrazku 6.7 (A, B), kde je distribuce
horizontalniho posunu pro rizné thly normal. Jak pisi autofi, pro thly 0-10° je mirny posun
pro hodnoty nad 3 A. Pro thly 10-50° ma vic 50 % pardi posun vétsi nez 3,5 A. A pro uhly
nad 50° jsou cetn€j$i mensi posuny. Z téchto hodnot usuzuji, Ze ,,stacking® interakce mezi

fenylalaniny v proteinech vykazuje energeticky silny horizontalni posun mezi 3,5-5 A.
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Obrazek 6.7: (A, B) Cetnosti horizontalniho posunu pro riizné vzdalenosti a riizné thly
normal (pfevzato z Ninkovic et al., 2014). Barevné jsou rozliSeny rtizné thly normal
fenylovych skupin (viz legenda). Osa x ukazuje intervaly vzdalenosti mezi aminokyselinami

(¢ili posun), které jsou trochu neSikovné umistény pod sebou. Obrazek A ukazuje fenylové
skupiny odklonéné o 0-50°. (C) Nahodné rozmisténé body na povrchu koule.

Na této praci chci demonstrovat, jak ncktefi autofi postupuji v analyze naprosto
chybné. Poklesy v pravé ¢asti grafii jsou dany ofezem prostoru na elipsoid okolo fenylalaninu
a je to stejny artefakt, jaky je vidét na obrazku 6.3 (B). Z toho vyplivéa, Ze pieci nelze studovat
tvar néjaké kiivky (pozice jejiho maxima), kdyz ji sami vpravo ofezavaji. Dale leva ¢ast grafu
je také zavadéjici. Je tam opét problém ndhodného rozdéleni v prostoru, jak bylo uvedeno
vyse. Kdyz se rozmisti kolem téziSté fenylalaninu pravidelné (nebo ndhodn¢€) jind tézisté
fenylalaninu, tak jich pfesné s posunem 0 A (tedy dole a nahote) bude jen par, fadove
jednotky az nula (viz obrazek 6,7 (C)). Zatimco s velkym posunem jich bude o hodné vic,
jelikoZ maji tu moznost. Autofi sice pouzili elipsoid, ale problém zlstava. Takze ve vysledku
graf m¢l byt normalizovan a prava ¢ast neméla byt ofezana. Z grafii na obrazku 6.7 (A, B)
nelze z téchto divodu vycist nic o n¢jaké preferenci.

Jak uz jsem zminil, n€kteti autofi se vénuji i jakymsi klastrim aromatickych
aminokyselin. Ve své praci jsem na né také narazil, ale bohuZel mi nezbyl prostor se jimi
detailné€ji zabyvat. Rad bych tedy zminil naptiklad praci Lanzarotti et al. (Lanzarotti et al.,
2011), ktera se jako prvni vénovala témto strukturam analyzovanim proteinovych struktur.
Jejich zavér je, Zze u témét 50 % studovanych proteinli se nachdzeji trimery, tetramery
a 1 pocetnéjsi klastry aromatickych molekul. Pro ukazku uvadim podobu dvou nejcastéjSich

konformaci trimert na obrazku 6.8.
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Obrazek 6.8: Prostorové uspofadani skupin aromatickych aminokyselin. (A) Konformace
trimerd typu ,,Ladder”. (B) Konformace trimerti typu ,,Symmetric“. (Pfevzato z Lanzarotti
etal., 2011)

6.4.2 Kationt-wt interakce

Termin kationt-m interakce oznacuje nekovalentni interakci mezi pozitivné nabitou
skupinou (iontem) a molekulou s © elektrony. Tyto interakce se uplatnuji naptiklad ve vazani
ligandd (Kumar et al., 2018) v katalytické aktivité proteinti (Tu et al., 2017) nebo struktuie
a funkci proteinu (Peter et al., 2014).

Vroce 1981 bylo zjisténo, ze iont drasliku se vaze energeticky vyhodné&ji
na izolovanou molekulu benzenu spiSe nez na molekulu vody (Sunner et al., 1981). Toto
zjisténi vedlo k dal§im studiim kationtl a m systémi (Amicangelo a Armentrout, 2000; Ma
a Dougherty, 1997) i1 pracim zabyvajici se vyznamem téchto interakci v proteinech (Burley
a Petsko, 1986; Gallivan a Dougherty, 1999). Diky témto a dalSim pracim bylo prokazano,
ze kationt-m interakce je silna nekovalentni vazba pfispivajici k sekundéarni struktute proteinu.
Tyto interakce zahrnuji v proteinech kationtové postranni fetézce aminokyselin lysinu
a argininu a aromatické aminokyseliny (Dougherty, 2007, 2013; Gallivan a Dougherty, 1999;
Mahadevi a Sastry, 2013). Navic diivéjsi 1 nedavné prace odhaluji, Ze arginin je v téchto
interakcich vyznamnéjsi nez lysin (Flocco a Mowbray, 1994; Gallivan a Dougherty, 1999;
Kumar et al., 2018).

Statisticky vyzkum tohoto jevu pomoci PDB databaze byl proveden v roce 1999
(Gallivan a Dougherty, 1999). U 593 proteinti analyzovali kationt-m interakce pomoci
vypoctené vazebné energie. Do vyzkumu zahrnuli 3 aromatické aminokyseliny (Phe, Tyr
a Trp) a pozitivné nabité skupiny (Lys, Arg). Prvni zajimavé zjiSténi bylo, ze 70 % argininii
se nachazelo blizko né&jakého aromatického postranniho fetézce. Daéle, Ze v kationt-nt
interakcich se Castéji nachdzi arginin nez lysin. Toto se snazi vysvétlit tim, Ze postranni
fetézec argininu je vétsi nez u lysinu, a navic je méné rozpustny ve vodé. To mu umoziuje

Iépe interagovat s aromatem pomoci van der Waalsovych sil. Navic odkazuji na praci
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Mitchell a spol. (Mitchell et al., 1994), kde bylo naznaceno, ze arginin muize vytvaret
vodikové vazby, zatimco je vdzan na aromaticky kruh. Toto lysin pfi vazb¢é na aromaticky
kruh nedokéaze. Jako nejvice ptekvapivou véc uvadi, ze 26 % tryptofanti zahrnuji alespon
jednu kationt-m interakci a dochazeji k vysledku, Ze tryptofan mé nejvétsi schopnost tvoftit
tyto interakce ze vSech studovanych aromatickych aminokyselin. V neposledni fad¢ ukazuji,
ze tyto interakce jsou vyuzivany ke spravné orientaci postrannich fetézcli ve sbaleném
proteinu, jak je ukdzano na obrazku 6.9 (A). Vysledek pro interakce Lys-Trp je na obrazku

6.9 (B), kde je vidét, ze dusik lysinu se nachazi predevs§im okolo Sesti¢lenné¢ho kruhu indolu.

Obrazek 6.9: (A) Ukazka silné kationt-m interakce v helixu, ktera orientuje postranni fetézce
zacastnénych aminokyselin. (B) Kationt-r interakce dvojic Lys-Trp v prostoru. Cervené tecky
oznacuji aminoskupinu na konci lysinového fetézce. (Pievzato z Gallivan a Dougherty, 1999)

Vroce 2017 vySla zajimava statistickd analyza PDB datab4dze od autorti Silvana
Pinheiro a spol. (Pinheiro et al., 2017). Ve 21 000 unikatnich proteinovych strukturach hledali
malo prozkoumané komplexy kationt-n-kationt interakci, jejichz ptiklad je na obrazku 6.10.
Analyza ukdazala, Ze tento strukturni motiv je vysoce konzervovany a je bézny u 7 % proteind,
které obsahuji alespon jednu kationt-m interakci. To naznacuje néjakou strukturni nebo

funkéni roli.

Obrazek 6.10: Mnohonasobné kationt-n-kationt interakce nalezené v lidském receptoru pro
ristovy hormon (PDB: 1A22) (pfevzato z Pinheiro et al., 2017).

13



6.4.3 Aniont-it interakce

Termin aniont-m interakce oznacuje nekovalentni interakci mezi negativné nabitou
skupinou (iontem) a molekulou s & elektrony. Aniont-n interakce byly zkoumény v rznych
odvétvich studia proteind. Naptiklad v enzymech se jedna o aniont-rt katalyzu (Cotelle et al.,
2016; Zhao et al., 2018), stabilizace struktur (Pucci a Rooman, 2016; Smith et al., 2017) nebo
navrh léciv (Ellenbarger et al., 2018).

Nézev aniont-m interakce vznikl vroce 2002, kdy na derivatech benzenu jako
hexafluorbenzen a 1,3,5-trinitrobenzene bylo demonstrovano, ze se jednd o energeticky
preferovanou nekovalentni interakci (Quinonero et al., 2002a; Quinonero et al., 2002b). Jejich
biologicka dileZitost byla prokazana az v roce 2011 na ptikladu inhibice enzymatické aktivity
urat oxiddzy, kterd je soucasti metabolizmu kyseliny mocové (Estarellas et al., 2011b). Tato
inhibice je reverzibilni a je zplisobena kyanidovym aniontem CN™ v aktivnim misté (Colloc'’h

et al., 2008; Conley a Priest, 1980) (viz obr. 6.11)

-30 D.

Obrazek 6.11: Aniont n interakce mezi CN~ a kyselinou mocovou. Vpravo je jeji
elektrostaticky potencial (pievzato z Estarellas et al., 2011b)

Vroce 2011 byla také publikovana prvni prace, kterd se zabyvala analyzou PDB
databaze, kdy byly hledany a analyzovany kontakty mezi aromatickymi aminokyselinami
(Trp, Phe, Tyr a His) a anionty (CI, Br, F, NO;, ClOs a PO4™). Autofi nakonec
konstatovali, Ze nalezené kontakty nebyly statisticky vyznamné (Robertazzi et al., 2011).
Nasledovalo vice dalSich studii, které se timto tématem zabyvaly (Chakravarty et al., 2012;
Estarellas et al., 2011a; Jenkins et al., 2013).

Pro nas je stézejni prace, kterou v roce 2016 publikoval Xavier Lukas a spol. (Lucas
et al., 2016). Ti provedli rozsédhlou studii kontaktii aniontli s aromatickymi molekulami
(v€etné tryptofanu) vyskytujicich se v proteinech, protein-DNA a protein-RNA komplexech.
Mezi anionty zapocitali 1 glutamat s aspartatem, které maji nizké hodnoty pKa, a tudiz jsou

vzdy ionizované (Pace et al., 2009). Navic se zaméfili i na mozné kooperativni interakce triad
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jako aniont-m-kationt a aniont-n-m, u kterych ptedpokladaji, ze hraji stézejni roli v aniont-nt

interakcich (viz obr. 6.12).
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Obrazek 6.12: Studované aniont-m interakce v ¢lanku Xaviera Lukase a spol. a jejich
vzéjemné uhly a vzdalenosti (pfevzato z Lucas et al., 2016). Pod kazdym obrazkem je popis
vzdalenosti a uhll, které danou interakci charakterizuji. Pro¢ se rozhodli pro tyto mezni
hodnoty, neni popsano.

Jak je patrné na obrazku 6.12, autofi se zabyvali riznymi anionty, kationty
1 aromatickymi molekulami. Dale se budu vénovat pouze ¢astem jejich prace, které se tykaly
glutamatu a aspartatu (anionty reprezentované atomy kysliku v postrannich fetézcich),
tryptofanem (reprezentovany vétSim indolovym kruhem) a argininem a lysinem (za kationty

jsou poklddany koncové atomy dusiku v postrannim fetézci). Detaily jsou na obrazku 6.13.
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Obrizek 6.13: Casti aminokyselin, mezi kterymi byly zkoumany interakce (pfevzato z Lucas
etal., 2016).

Analyzu provedli nad 38 027 unikatnimi proteinovymi strukturami. Mimo jiné nalezli

v proteinech tisice anion-m interakci obsahujici tryptofany s vétsi preferenci ke glutamatu.

Déle statisticky vyznamné vyskyty tridd s kationtem (Glu-Trp-Arg a Glu-Trp-Lys) a triad
s aromatem (Glu-Trp-His a Glu-Trp-Trp).

15



6.4.4 CH-n interakce

CH-n interakce je tfida nekovalentnich interakci patfici pod nejslabsi vodikové
mustky, které nastdvaji mezi slabou kyselinou (CH) a slabou zésadou (n skupina) (Nishio,
2012). Analyzy proteinovych struktur ukdzaly, ze tyto interakce se vyskytuji ve velkych
podtech a piispivaji ke spravné konformaci proteinu (Umezawa et al., 1999). Casto
se vyskytuji v interakci s aromatickymi aminokyselinami (Brandl et al., 2001) a identifikuji
substrat (Balaji, 2011; Spiwok et al., 2004; Umezawa a Nishio, 2005). Napiiklad analyza
1 154 proteinovych fetézcli ukédzala, ze tfi Ctvrtiny tryptofanti, polovina fenylalanint
a tyrosinti se ucastni téchto interakci (Brandl et al., 2001).

Rozsahld analyza CH-m interakci z roku 2014 mimo jiné odhalila, Ze s aromatickym
kruhem interaguje mnoho riznych CH skupin a v téchto interakcich se nejcastéji vyskytuji
tryptofan, fenylalanin, prolin a metionin (Kumar a Balaji, 2014). Autoti uvadéji, ze i piesto,
ze leucin, alanin, glycin a valin jsou v proteinu nejcastéj$i aminokyseliny, tak v CH-n
interakci nejsou moc zastoupené.

Zavérem bych rad upozornil, ze 1 T-shape orientace aromatickych aminokyselin
je druh CH-mt interakce (Kadam et al., 2013). A stejné tak se CH-m interakce vyskytuji

1 v aromatickych klastrech, jak je vidét na obrazku 6.14.

" PHET

Obrazek 6.14: Popsané mnohonasobné CH-m interakce z¢lanku Kadam et al. (Kumar
a Balaji, 2014). (A) Sarcosine oxidaza. (B) Alfa-amylaza. (C) Tézky fetézec myozinu 2.
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6.4.5 Prolin-n interakce

Diky své specialni struktufe méa aminokyselina prolin v proteinech unikétni funkci. Jeji
konformacéni omezeni ma vliv na strukturu celého proteinu tvorbou cis a trans konfiguraci
peptidové vazby (Macarthur a Thornton, 1991), které jsou ménény naptiklad pomoci
peptidyl-prolyl cis/trans isomeraz (Fischer, 1994). Tyto dvé konfigurace jsou ukazany

na obrazku 6.15.

0 H
H 0 \}_ HC K RN/ N \)k N
N \)k trans/cis :
-~ ] Fl
R
Re
trans-Pro cis-Pro

Obrazek 6.15: Cis a trans konfigurace peptidové vazby v prolinu (pievzato z Zondlo, 2013).

Mnohé prace ukazuji, ze prolin ve spojeni s aromatickou aminokyselinou ma silnou
preferenci pro cis konformaci, coz muze ukazovat na preferovanou interakci (Bhattacharyya
a Chakrabarti, 2003; Brandl et al., 2001; Stewart et al., 1990; Wu a Raleigh, 1998). Napitiklad
se uvadi, ze 80 % prolinu u tryptofanu zaujima pravé cis konformaci (Wu a Raleigh, 1998).
Nekteré prace naznacuji, ze tato preference je zpusobend CH-m interakci, kde parcialni
pozitivné nabity vodik prolinu interaguje s m oblasti aromatické aminokyseliny (Brandl et al.,
2001; Kumar a Balaji, 2014; Umezawa et al., 1999). Ze vSech aromatickych aminokyselin mé
nejvetsi preferenci k prolinu tryptofan (Zondlo, 2013).

Interakce prolinu s aromatickymi aminokyselinami je nejvice znat v malych
proteinech, kde se v konformaci proteinu méné uplatituje hydrofobni efekt (Zondlo, 2013).
Priklad je uveden na Andersonovym trp-cage miniproteinu (Neidigh et al., 2002) na obrazku
6.16 (A) a interakci SH3 domény bohaté na aminokyseliny s jejim ligandem bohatym
na proliny (Musacchio et al., 1994) na obrazku 6.16 (B).
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Obrazek 6.16: (A) Ukazka interakce stabilizujici trp-cage miniprotein, kde Zluté proliny
interaguji Cervenym tryptofanem a tyrosinem. Tryptofan dale interaguje CH interakci
se zelenym glycinem (pfevzato z Neidigh et al., 2002). (B) Interakce SH3 domény bohaté
na aminokyseliny (zelené) sjejim ligandem bohatym na proliny (Cervené) (pievzato
z Musacchio et al., 1994).

6.4.6 Sulfur-m interakce

Pro tplnost se kratce zminim i o sulfur-n interakei, i kdyz mi na ni bohuZel v praci
nezbyl prostor. Jedna z prvnich praci hledajici tuto nekovalentni vazbu v proteinech byla
v roce 1985 na 36 proteinech (Reid et al.). Prace analyzovala geometrii cysteinu a methioninu
vaci fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Uz v ni bylo poznamendno, Ze se jedna o bézn¢ se
vyskytujici motiv, a to predev§im v hydrofobnim jadru. Valley et al. provedli rozsahly
vyzkum tykajici se methionin-n interakce a zjistili, Ze tfetina proteinli obsahuje alespoil jednu
tuto energeticky silnou nekovalentni vazbu (Valley et al., 2012). Rozsahl4 prace z roku 2017
poskytuje komplexni pohled na tyto interakce (Forbes et al., 2017). Dalsi prace, které
se zabyvaji konkrétnimi proteiny, jsou naptiklad ohledn¢€ D2 receptoru pro dopamin (Daeffler
et al., 2012; Sencanski et al., 2015) nebo methionin-aromatické interakce u oxidoreduktaz
(Weber a Warren, 2018).

Touto interakci bych rad skoncil, jelikoz zadné dalsi jsem jiz ve vztahu k tryptofanu
nenasel. Cetnosti vyskytil jednotlivych interakci budou pravdépodobné zaviset na tom, jak je
dand interakce silnd, ale taky na tom, jak jsou béZzné v proteinech funkéni skupiny ucastnici se

dané interakce. A to by se mélo ve statistickych pracich zohlednovat.
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6.5 Pouzité programy

Znacna Cast této prace je vénovana prochazeni PDB databaze a vytvofeni idealniho
datasetu proteinti pro ucel analyzy. Témét vSechny clanky vénujici se analyze interakci
v proteinech, které jsem studoval, vychazeli z n¢jakého jiz vytvoieného datasetu pouzitého
jinde nebo vyuzili n¢jaky software pro vybér vhodnych proteinovych struktur. Uvadim tedy
pro ptedstavu jejich strucny vypis.

Naprtiklad McGaughey et al. (1998), Samanta et al. (2000) a dal§i autofi vyuzili
algoritmus publikovany v roce 1994, ktery se snazi vypotadat s velkou redundanci v PDB
databazi velmi podobné jako ja (Hobohm a Sander, 1994). Algoritmus tedy naptiklad nejdiive
odstranuje 100 % shodné fetézce proteini a ponechava ten s lepsi kvalitou (uréené jejich
definici). Vynechava struktury feSené s hor$im rozlidenim nez 3,5 A a ty s vétS§im vyskytem
neznamych (netypickych) aminokyselin. Ve findlnim datasetu nakonec neni Zadna dvojice
fetézcl, kterd by meéla vétsi sekvencni podobnost nez 25 %. Oproti tomu Ninkovic et al.
(2014) pouzili jiz novejsi nastroj PDBSELECT, poskytujici vroce 2009 kolem
4500 unikatnich proteint (Griep a Hobohm, 2010). Dalsi néstroj poskytujici vhodné struktury
proteint byl naptiklad UniProt (Universal Protein Resource) (Wu et al., 2006), pouzity autory
Lanzarotti et al. (2011). Nicmén¢ autofi uvadéji, Ze néstroj neposkytuje dostatecné odlisné
proteiny a museli si dataset dofiltrovat.

Neéktefi autofi pouZili externi ndstroje 1 na analyzu, naptiklad Thomas et al. (2002)
vyuzili pro svoji praci analyticky nastroj Pex (Thomas et al., 2001). Ten obsahuje informace
napiiklad o sekundarnich strukturach, dihedralnich tihlech a vodikovych vazbach.

Pii Cteni této prace mlZe vzniknout otdzka, pro¢ jsem také nepouzil n&jaké externi
nastroje. Domnival jsem se, Ze bych se tim ochudil o spoustu zajimavych informaci a hlavné
o zkuSenosti, které mi detailni prace s PDB soubory poskytla. VSechny data k analyzdm jsem
také vytvarel od pocatku, abych mél o vSem detailni piehled. Vychazel jsem pouze

ze sekvence a pozic atomtl ulozenych v PDB souborech.
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7 Material a metody
7.1 Zdroj dat a vyvojové prostredi

Pro ziskani proteinovych struktur jsem pouzil databdzi PDB (Protein Data Bank)'.
Je to rozsahly volné pfistupny archiv experimentalné vytesenych biologickych makromolekul
vcetné proteint (Rose et al., 2017). Tyto makromolekuly jsou v ni ulozeny v takzvanych PDB
souborech, coz jsou formatované textové soubory, obsahujici veskeré podrobné informace
véetné 3D struktury. Popis téchto soubortii je uveden v kapitole 7.2. Posledni stazeni vSech
proteinovych struktur PDB databaze jsem provedl dne 28.10.2018, takze v této praci nejsou
obsaZeny struktury novéjsiho data. Jednalo se o 144 960 PDB soubort ve 27,2 GB dat.

Z téchto textovych souborl jsem vytvofil databdzi v relaénim a analytickém
databdzovém systému Microsoft SQL?. Pojem relaéni oznaduje databazi zaloZenou
na vzajemn¢ propojenych tabulkach, z nichz kazda obsahuje polozky jednoho konkrétniho
typu. Vmém piipadé¢ se jednd napiiklad o tabulky proteinl, proteinovych fetézcii, ale
1 jednotlivych tryptofanii nebo atomu. Tyto tabulky pak obsahuji sloupce, které definuji
vlastnosti konkrétniho typu, napiiklad u fetézce se jedna o nazev, sekvenci, pocty
jednotlivych aminokyselin apod. Pro praci v Microsoft SQL systému se vyuziva prostiedi
Microsoft SQL Server Management Studio®, jehoZ grafickd podoba je na obrazku 7.1. Diky
nému lze jednoduSe vytvaret a upravovat tabulky a zaroven umoziiuje praci s daty pomoci
skriptovaciho jazyku SQL. Jazyk umoZiuje rizné logické a aritmetické operace, seskupovani

dat, zobrazovani pozadovanych zdznamti a mnoho dalsiho.

4 SQLGuery!.sq - DESKTOP-SCUMOSL\sqi2012.D8 (sa (52)) - Microsoft SCL Server Management Studie
File Edit View CQuery Project Debug Tools Window Help

Pl Sl | L NewOuey D K B -
) < | ¥ Execute b Debug 8 o iD=

S s

¥Ye S
3 Database Snapshets

j PO

(3 Database Digrams

8 1M
5 0sM

ILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLK . 153
LVLHVWAKVEADVAGHGODILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLK 153 NYOGLOBIN

Obrazek 7.1: Ukazka prostfedi Microsoft SQL Server Management Studio. Vlevo seznam
tabulek. Vpravo nahofe je skript v jazyku SQL a jeho vysledek pod nim.

! http://rcsb.org

2 https://docs.microsoft.com/cs-cz/sql/sql-server/sql-server-technical-documentation
3 https://docs.microsoft.com/cs-cz/sql/ssms/sql-server-management-studio-ssms
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objektové orientovany programovaci jazyk C# a vyvojovou platformu NET Framework®
ve vyvojovém prostiedi Microsoft Visual Studio’. Pomoci téchto prostfedkl jsem si vytvaiel
pomocné webové stranky, které byly napojeny na SQL databazi. To mi umoznovalo tvorbu
grafl, rychlé¢ filtrovani a zobrazovani dat.

Pro grafické zobrazovani proteini a jeho Casti jsem vyuzil open source software
PyMOLS. Tento velmi uziteény nastroj vyuzivam i pro réizna 3D zobrazeni analyzovanych
dat.

Pro kvantifikaci n&kterych dat pomoci Gaussovy funkce jsem pouZil program fityk’.

7.2 PDB soubor

PDB soubor se bézné pouziva pro ukladdni soufadnic strukturnich modeld ziskanych
napi. pomoci NMR a krystalografie. Obsahuje velké mnozstvi informaci o konkrétnim
proteinu v podobé formatovaného textu®. Kazdy soubor ma v nazvu jedine¢ny &tyfmistny kod
slozeny s ¢islic a pismen, ktery je specificky pro dany protein. Text se skladd ze zakladnich
casti popisujicich protein, jeho fetézce a soufadnice jednotlivych atomti. Déle vétSinou
obsahuje i obrovské mnozstvi dodateCnych informaci, vcetné riznych variant modeld,
vyskyti sekundarnich struktur a mnoho poznamek od autor (takzvana metadata). Z PDB
databaze Ize ru¢né stdhnout jednotlivé soubory, ale v ptipad¢ potieby i kompletni databéazi
v komprimovaném stavu pomoci FTP (File Transfer Protocol).

Pro tuto praci jsou nejdilezitéjsi oblasti v PDB souboru SEQRES a ATOM, které jsou
vyznaceny na ukazce na obrazku 7.2. SEQRES obsahuje sekvenci aminokyselin jednotlivych
proteinovych fetézcli daného proteinu, €ili primarni strukturu. V této praci pouzivam slovo
fetézec jako odkaz na tuto sekvenci pfevedenou na jednopismenné nazvy aminokyselin.
Pokud PDB soubor obsahuje vice fetézcii, tak to zpravidla odpovidé situaci, kde realny
protein je tvofen vice podjednotkami. Oblast ATOM je slozena ze soutfadnic jednotlivych

atoml aminokyselin.

4 https://docs.microsoft.com/cs-cz/dotnet/csharp/getting-started/introduction-to-the-csharp-language-and-the-net-
framework

3 https://visualstudio.microsoft.com/cs/

¢ https://pymol.org/2/

7 https://fityk.nieto.pl/

8 https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/UsersGuide/tutorials/pdbintro.html
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TITLE 2 HYDROXYL GROUP WITHIH THE CORE OF A PROTEIN DETERMIMED FROM ALA TO
TITLE 3 SER AND UAL TO THR SUBSTITUTIONS IH T4 LYSOZYHME
COMPHD MOL_ID: 1;

COMPHD 2 MOLECULE: T4 LYSOZYHME;

COMPHD 3 CHAIN: A;

COMPHD 4 EC: 3.2.1.17;

COMPHD 5 ENGINEERED: YES

SOURCE MOL_ID: 1;

SOURCE 2 ORGANISH SCIENTIFIC: ENTERODBACTERIA PHAGE Ti;
SOURCE 3 ORGANISH TAXID: 18665;

SOURCE 4 EXPRESSION_SYSTEM _VECTOR_TYPE: PLASHID;

SOURCE L EXPRESSION_SYSTEM_PLASHID: M13

KEYWDS HYDROLASE{O-GLYCOSYL}

EXPDTA X-RAY DIFFRACTIOHN

AUTHOR M.BLABER,B.W.HATTHEWS

REUDAT 3 29-HOU-17 118L 1 HELIX
REUDAT 2 24-FEB-89 118L 1 UERSH
REUDAT 1 31-0CT-23 118L a8
JRHL AUTH M.BLABER,.J.D _.LINDSTROM,H.GASSHER,J . XU,D_W_HEINZ ,B.W.MATTHEWS
REMARK 2
REMARK 2 JRESOLUTION. 3.20 ANGSTROMS .
1 T UaL ala PHE LYS GLY UAL TRP THR GLH ALA PHE TRP
2 A 381 LYS ALA VAL THR ALA GLU PHE LEU ALA HMET LEU ILE PHE
3 A 381 VUAL LEU LEU SER UAL GLY SER THR ILE ASH TRP GLY GLY
4 A 381 SER GLU ASH PRO LEU PRO VAL ASP HMET VAL LEU ILE SER
5 A 381 LEU CYS PHE GLY LEU SER ILE ALA THR HMET UAL GLH CYS
6 A 381 PHE GLY HI3 ILE SER GLY GLY HIS ILE ASH PRO ALA VAL
f# A 381 THR VAL ALA HMET UAL C¥3 THR ARG LY3 ILE SER ILE ALA
8 A 381 LYS SER VAL PHE TYR ILE THR ALA GLH CYS LEU GLY ALA
2 A 381 ILE ILE GLY ALA GLY ILE LEU TYR LEU VAL THR PRO PRO
1B 626 SER ASH ALA HMET LYS LYS LEU ARG ASP ASP PHE SER GLU
2 B 626 ASP SER ASP SER ASP ILE PRO GLU LYS PHE THR PRO LYS
3 B 626 THR ASP LEU PHE ASP TYR THR ARG ARG GLU GLU HMET ILE
4 B 626 PRO MET ARG ASP GLY VAL LYS LEU ASH THR ILE ILE LEU
2 CA THR A 3N 23.990 GCH_ LS 116.882 1.680 75.67 C
3 C THR A 31 22.623 58.480 117.112 1.88 75.67 C
4L 0 THR A 31 21.884 57401 117 465 1.88 75.67 0
T CBE THR A 31 25.884 GB.D92 117.5608 1.680 61.77 C
6 O0G1 THR A 31 26.323 GSB.O48 116.836 1.60 61.77 0
¥ CG2 THR A 31 25.3380 SB._ 440 1M1B.967 1.08 61.77 C
8 H GLN A 32 22.383 59.641 117.837 1.088 55_42 H
9 CA GLN A 32 21.132 60.886 118.473 1.08 55_42 C
18 C GLN A 32 20.886 59.871 118.666 1.088 55_42 C
11 0 GLN A 32 19.415 59._886 119.741 1.88 55_42 0
12 CB GLH A 32 28.592 61.358 117.771 1.88 95.99 C
13 CG GLH A 32 21.185 62.688 118.329 1.88 95.99 C
14 CD GLH A 32 28.782 63.921 117.536 1.88 95.99 C
15 O0E1 GLH A 32 19.596 64193 117.347 1.88 95.99 0
16 HE2 GLH A 32 21774 64679 117.6876 1.88 95.99 H

Obrazek 7.2: Ukizka dilezitych &asti PDB souboru. Cervena oblast obsahuje primérni
strukturu dvou fetézci A a B (ve tfetim sloupci). Zelena oblast soufadnice atomii a modra
ukazuje rozliSeni, pokud je protein fesen rentgenovou krystalografii.

Dalsi dtlezitd informace je, jakou metodou byla struktura konkrétniho proteinu
ziskana. Ze vSech mnou stazenych proteini bylo 90 % feSeno pomoci rentgenové
krystalografie, 7 % NMR spektroskopii a zbytek pomoci méné¢ znadmych metod. Problém
nastava ve chvili, kdy potfebuji porovnat dva proteiny a urc€it, ktery z nich je v lepsi kvalité.

Tato situace se vmé praci vyskytuje casto, pfedevSim pii odstraiiovani homologie.
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V rentgenové krystalografii je urcCujici, v jakém rozliSeni je protein vyifeSen (udévano
v Angstromech, v PDB souboru za RESOLUTION). Cim men§i je mira nejistoty umisténi
atomu v prostoru, tim je pochopitelné vyssi (lepsi) rozliSeni modelu (Smyth a Martin, 2000).
Cim lepsi je rozliSeni, tim mensi je udané &islo. U modeltl ziskanych pomoci NMR jsem
podobné jednoznacné kritérium kvality celého modelu nedohledal. Pouzitelnost této metody
je navic limitovana velikosti proteini (Marion, 2013). Dostupna literatura uvadi, ze obé¢
metody se navzajem dopliuji, ale ne, kterd je obecné kvalitn€j$i (Snyder et al., 2005).
Nakonec jsem se rozhodl pii vybéru reprezentativnich zastupcii homolognich proteint
uptfednostnovat rentgenovou krystalografii, a to z prostého diavodu, ze je v PDB databazi
nejcastéj$i. To znamena, ze pokud potiebuji z néjaké skupiny modeli proteind vybrat
ten nejlépe reprezentativni, tak zvolim ten, ktery byl ziskan pomoci krystalografie,
a to snejlepSim rozliSenim. V ptipad¢, Ze neni u Zadného proteinu rozliSeni dostupné,
tak zvolim ten, ktery je nejnovéjSiho data. Vzhledem k tomu, Ze analyzu fe$im na trovni
jednotlivych fetézct, tak je na tento postup nasledné odkazovano v dalSich castech prace, jako

ponechani toho nejlepsiho fetézce v ramcei néjaké skupiny homolognich fetézct.

7.3 Levenshteinova vzdalenost

Na mnoha mistech této prace je potieba feSit podobnost mezi dvéma primarnimi
strukturami proteinovych fetézcl nebo jejich ¢asti. Tento problém se vyskytuje pfedevsim
pfi odstrafnovani homologie. Typicky pouZivany nastroj v bioinformatice pro srovnavani
primarnich struktur je BLAST (Altschul et al., 1990). Je to algoritmus, ktery vyuziva
statisticky signifikantni useky pro rychlé vyhledavani dlouhych fetézci ve velkych
databazich. Pro moje ucely se ale ukazal jako nevhodny, protoZe jsem potieboval jednoduchy
nastroj na srovnavani men$iho poctu kratkych sekvenci, ktery jsem nalezl v podobé
Levenshteinovy vzdalenosti (Navarro, 2001). Tuto vzdalenost zavedl v roce 1965 Vladimir
Levenshtein a je charakterizovand jako minimdalni pocet operaci typu substituce, inserce
a delece, aby po jejich provedeni byly dv€ porovnavané pismenné sekvence totozné.
Vzhledem ke slozitym matematickym formulacim pfi pfesné definici této veliCiny odkazuji

v tomto ptipadé spise na wikipedii’.

® https://en.wikipedia.org/wiki/Levenshtein_distance
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7.4 Molekula indolu v analyze

Jelikoz se tato prace zabyva tryptofanem, proberu v této kapitole pfistup k dané
molekule v ramci analyzy. Do analyz jsem bral v ivahu pouze indolovou ¢ast tryptofanu
jsem stanovil mezi atomy CD2 a CE2. Od tohoto bodu jsou néasledné dohledavany nejblizsi
atomy postrannich fetézcii okolnich aminokyselin nebo je vyuzivan pro vypocet vzdalenosti
dvou indolii v analyze tryptofanovych parta. Dalsi udaj pouzivany v analyzach je tthel normal
mezi indoly. Normala je dana jako kolmice na plochu danou atomy CD1, CE3 a CZ2. Piiklad

pravého thlu mezi normélami je na obrazku 7.3 (B).

&/
|N1

Obrazek 7.3: (A) Indolova skupina tryptofanu s pojmenovanymi atomy. (B) Ukazka pravého
uhlu mezi norméalami dvou indold.

Pro porovnavaci analyzy bylo potfeba vétsi mnozstvi rGznych indoli piekryt
pfes sebe, aby bylo mozno porovnat jejich okoli. Z tohoto diivodu jsem je vkladal tézisteém
do pocatku soufadnicového systému. Normalu uréenou vyse jsem prolozil osou z. Osy x a 'y
jsem stanovil na zéklad€ tranzi¢nich dipolt indolu La a Lb (Yamamoto a Tanaka, 1972), které
jsou zobrazeny na obrazku 7.4 (A). Osu y jsem tedy vedl od dusiku NE1 k tézisti indolu, coz
odpovida dipolu La. Osa x podle dip6lu Lb vede od tézist€ indolu k atomu CZ2. VloZeni je
zobrazeno na obrazku 7.4 (B). Samotné dipdly La a Lb jsou zasadni pro spektroskopické

vlastnosti indolu, ale ja se jimi v této praci nebudu déle zabyvat.

y (La)

x(Lh)

dipold, jak jsem je definoval ja ve své praci.
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7.5 Tvorba analyzovatelného datasetu

7.5.1 Uvod

Pro ziskani dat jsem pouzil PDB databdzi, kterd bohuzel obsahuje velké mnoZstvi
homolognich proteind, coz je zndzornéno na grafu deset nejCastéjSich ndzvi stazenych
makromolekul (viz obr. 7.5). Na tomto grafu je patrné, Ze naptiklad B-2-mikroglobulin nebo
Lysozym je zkoumén velmi casto. Navic pro stejné nebo podobné proteiny se vyskytuji
odli$né nazvy, takze pocty prakticky shodnych modeltt mohou byt redlné daleko vétsi. Tyto
homologni proteiny mohou zna¢né narusovat vysledky statistickych analyz. Napiiklad pokud
dojde k objeveni, ze urcity pocet proteinti obsahuje jistou tryptofanovou interakcei, tak tento
vysledek nebude relevantni, pokud se bude jednat o samé lysozymy. Z tohoto diivodu je nutné
takovéto homology v databézi identifikovat a nejlépe odstranit pted jakoukoliv analyzou.
Autofti, ktefi se zabyvali podobnymi analyzami jako ja, pouzili rizné postupy (témét vzdy
externi) na odstranéni homologie, jak jsem popsal v kapitole 6.5. V této kapitole jsem uvedl

1 diivody, pro€ jsem se rozhodl pro vlastni postup.

1000 - Nidzev Pocet
BETA-2-MICROGLOBULIN 897
UNCHARACTERIZED PROTEIN 745
LYSOZYME C 681
CARBONIC ANHYDRASE 2 563
ENDOTHIAPEPSIN 532

800 -

600 -

LYSOZYME 516
BETA-LACTAMASE 146
400- MYOGLOBIN 383
I I BETA-SECRETASE 1 362
I DIHYDROFOLATE REDUCTASE 358
200 -
0 1

Obrazek 7.5: Deset nejcastéjSich nazvi makromolekul v PDB databazi z celkového poctu
141 058 PDB souborti obsahujicich proteiny.

Poiet

Nejjednodussi zptsob odstranéni homologii by tedy pravdépodobné bylo urcit
procento maximalni ptipustné podobnosti primarni struktury fetézct. Pro cile mé prace mi ale
tento zpusob pfiSel pfili§ radikalni. JelikoZz se zabyvam predevSim tryptofany, mohl bych
timto zplisobem ztratit n€kterd zajimava data. Napiiklad v PDB databdzi existuji proteiny,
které jsou sice homologni, ale 1i§i se po¢tem tryptofanti. Pokud bych odstranioval homologie
pouze na urovni podobnosti primarni struktury (napft. s pouzitim nastroje BLAST), mohl bych

o tento teoreticky diilezity rozdil v uspotadani tryptofanovych zbytki pfijit.
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Ptedevsim jsem musel rozhodnout, zda analyzovat interakce na urovni celych proteint
nebo na trovni jednotlivych proteinovych fetézct. Problém analyzy celych proteint je, ze se
nckteré skladaji z opakujicich se stejnych nebo podobnych podjednotek (naptiklad virové
kapsidy) a jakékoliv jejich vnitini aminokyselinova interakce by pak byla v analyzach
nadhodnocena. Navic jsem nedokazal piijit na zplusob, jakym bych hromadné porovnaval
mezi sebou proteiny s riznym pocétem fetézcl. Z té€chto divodid jsem se tedy rozhodl
pro analyzu na urovni fetézcl, jejiz nevyhodou muize byt ztrata interakci tryptofanti mezi

fetézci v ramci proteinu.
7.5.2 Ziskani Fetézca

Zakladem je ziskani vzorku ze vSech dostupnych fetézci v PDB databazi, ktery
by nebyl zatizen homologii a zdroven by obsahoval vS§echny mozné tryptofanové interakce.
Z PDB databéze jsem dne 28.10.2018 ziskal 144 960 PDB souborti, které obsahovaly 393 041
proteinovych fetézci a vSe pro mé dulezité jsem naimportoval do SQL databaze. Vzhledem
k tomu, ze se zabyvam piredevSim interakcemi tryptofand v ramci fetézcl,, odstranil jsem
vSechny fetézce, které maji mén¢ nez dva tryptofany. Tim mi ziistalo 241 923 tetézct.

Jak jsem jiz zminil, PDB databaze obsahuje obrovské mnoZstvi stejnych nebo velmi
podobnych proteinti, tudiz i opakujicich se fetézcl, které je nutné odstranit. Odstranéni
nadbytecnych fetézcl se shodnou primarni strukturou je v podstaté snadné, sta¢i je podle ni
seskupit a ponechat ten nejlepsi fetézec (viz Kapitola 7.2). Takto jich ziistalo jen 63 629. Toto
Ctyfnasobné snizeni poctu je veelku prekvapivé, protoze to ukazuje, v jak velkém zastoupeni

jsou v PDB databazi uloZeny totoZné proteiny a fetézce.
7.5.3 Odstranéni homologie

Dalsi postup vyZadoval zamysleni, jak odstranit ze vzorku homologni fetézce (tedy
s velmi vysokou podobnosti, ale jiz ne dokonale shodné¢). VySel jsem z piedpokladu,
ze jelikoz se zabyvam tryptofany, tak je pro mé analyzy nejdalezitéjsi jejich sekvenéni okoli
v fetézci a jeho zbylé cCasti je mozné ignorovat. Z tohoto diivodu mé napadlo vytvorit
pro kazdy fetézec odvozenou sekvenci aminokyselin, kterd by byla sloZzena vyhradné z tisekti
blizko kazdého tryptofanu a tato odvozena sekvence by se ndsledné pouzila pti odstranéni
homologie. Nicméné¢ tato sekvence nema dostatek informaci o prostorovém okoli tryptofanu,

jelikoz v prostoru blizko n¢j, se mohou vyskytovat aminokyseliny v priméarni sekvenci
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pomérn¢ vzdalené. Proto jsem pred dalSi analyzou pro kazdy fetézec vytvoiil dvé odvozené
sekvence.

Prvni odvozend sekvence, kterou oznacuji jako ,,linearni, obsahuje tryptofan a dvacet
aminokyselin v jeho sekven¢nim okoli (-10 az +10). Pro kazdy tryptofan takto vznikne
sekvence dlouhd 21 aminokyselin. Pokud je v fetézci vice tryptofant, pak se takovéto
sekvenéni bloky spoji pomlckou. Jako ptiklad uvadim sekvenci fetézce A T4 lysozymu 1021

na obrazku 7.6.

MNIFEMLRIDEGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAAKSELDKAIGRNT
NGVITKDEAEKLENQDVDAAVRGILRNAKLKPVYDSLDAVRRAALINMVEQMGET
GVAGFTNSLRMLOOQKRWDEAAVNLAKSRWYNQTPNRAKRVITTEFRTGTWDAYKNL

&

NSLRMLOOKRWDEAAVNLAKS-EAAVNLAKSRWYNQTPNRAKR-RVITTEFRTGTWDAYKNL++++

Obrazek 7.6: Retézec A T4 lysozymu 102L a jeho pievedeni na okolni sekvenci sloZené
z okoli dvaceti aminokyselin kazdého tryptofanu. Jednotlivé useky jsou oddélené pomlckou.
Pokud se tryptofan nachazi na okraji fetézce, tak jsou misto aminokyselin doplnény znaménka
plus. Tryptofany jsou zvyraznény tucné. Jednotlivé tiseky jsou barevné zvyraznény a mohou

se piekryvat.

Druhd odvozena sekvence, kterou oznacuji jako ,prostorovou”, je slozena
z aminokyselin v trojrozmérném prostoru okolo tryptofanu. Abych ziskal informaci o jeho
prostoru, importoval jsem soufadnice prvnich deseti nejblizsich aminokyselin (dle vzdalenosti
omezeni je piedevS§im zdivodu vyskytu filamentarnich proteinti, kdy by posledni
aminokyseliny (devata, desatd) byly zbyte¢né vzdalené (a tedy irelevantni pii analyze
interakci). Nejbliz8§i aminokyseliny jsem dohledal pouze na zakladé pozic atoml postranniho
fetézce, a to z divodu zajisténi specifity dané aminokyseliny. Kdybych pouzil i atomy
v peptidové vazbé, tak by se vyskytovaly piipady, Ze postranni fetézec nejblizsi
aminokyseliny je ve skute¢nosti na opacné strané od indolu. Nejbliz§i by byla peptidova
vazba, ktery by mohla patfit jakékoliv aminokyselin€é. Vyjimku jsem udélal pouze u glycinu,
u kterého jsem pii importu vyuZzil pravé pouze jeho Ca z peptidové vazby. Pii dohledavani
aminokyselin jsem navic u postrannich fetézcl nezohlediioval atomy vodikd (nejsou
k dispozici ve vSech modelech). Behem importu se vynoftily konkrétni problémy, kterymi jsou
PDB soubory zatiZzeny. Z aktudlniho vzorku napiiklad 1 365 fetézcii obsahovalo v definici
PDB souboru pro kazdou aminokyselinu jen jeji Co soufadnici. Navic 14 722 fetézci

obsahovalo nelplné casti v soufadnicich atomii v okoli tryptofanii nebo zcela chybély
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soufadnice samotného tryptofanu. Jednotliva Cisla udavam, aby si Ctenadi vytvofil obrazek

o tom, v jak rdzném stavu mohou PDB soubory byt, a Ze vyfeSeny protein v PDB souboru

nemusi byt Gplny. Tyto vSechny problematické modely jsem ze svého vzorku odstranil, takze

mi zustalo 47 542 fetézcu.

Déle bylo potteba rozhodnout kolik aminokyselin okolo tryptofanu by mohlo

dostate¢né urcit specifitu jeho prostorového okoli. Tryptofan je v podstaté uplné obaleny

aminokyselinami, jak je vidét na piikladu na obrdzku 7.7. Doufal jsem, Ze mi pomohou

rozhodnout rizna zobrazeni importovanych aminokyselin v grafech. Prvni graf, ktery se

Obrazek 7.7: Ukazka, Ze tryptofan (zeleny) interaguje s mnoha aminokyselinami. Zobrazeno
deset nejblizsich aminokyselin od té€zisté indolové skupiny tryptofanu. (PDB: 4PH1)

100000 —
80000 —

60000 —

Poiet

40000 —
20000 —

0
3 4 5 6 7 8 9

Vzdilenost [A]

Yy

(indolu). Pro vypocet bylo vzdy pouzito pouze deset nejbliz§ich aminokyselin ke kazdému
tryptofanu. Celkové se jedna o 2 625 570 aminokyselin.
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Pro lepsi pochopeni jsem na obrazku 7.9 graf rozdélil na deset casti, které reflektuji

jejich potadi od tryptofanu.
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10000 —
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Vzdilenost [A]

Obrazek 7.9: Kumulovany (A) a nekumulovany (B) histogram vzdalenosti aminokyselin
k tryptofanu zobrazujici data z obrazku 7.7 rozpadla podle potradi vzdalenosti jednotlivych
aminokyselin. Plocha pod kazdou kfivkou v grafu B je shodna (celkem jde vzdy o desetinu
z celkovych 2 625 570 aminokyselin). Legenda: pofadi aminokyseliny (1 = nejblizsi...).

Je zfejmé, Ze prvni pozice se velmi lisi od ostatnich a bude pravdépodobné vysoce
prostoru. Druhd pozice je urcité¢ také dulezita, protoze se pravdépodobné Casto vyskytuje
u druhého povrchu indolové skupiny tryptofanu. Otazka je, pro¢ se druhd pozice od prvni tak
1i81, kdyZ by z principu mohly byt podobné (pokud by prvni dvé aminokyseliny interagovaly
kazdé s jednim povrchem indolu). Kfivka je nizsi z divodu vétsiho rozmisténi do prostoru,
ale obecné neni diivod pro posunuti doprava o pfiblizné 0,5 A. Néco napovédét by mohl
histogram rozdiléi mezi prvni a druhou pozici pro vzdalenost prvni pozice do 3,4 A (oblast,
kde se data nepiekryvaji) na obrazku 7.10. Je vidé€t, ze nejcastéjsi rozdil vzdalenosti mezi
blizkych prvnich a druhych aminokyselin je okolo 0,5 A, coz prakticky odpovida grafu
7.9 (A) pro prvni a druhé aminokyseliny. Nicméné pti prochdzeni PDB soubort s timto
rozdilem, jsem nenaSel Zadné zakonitosti, které¢ by tento jev vysvétlovaly. Mozné vysvétleni
by byla naptiklad néjaka preference nejbliz§i aminokyseliny k tryptofanu, ktera by nasledné
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Mrwe

pii tvofeni modelu zapftiCinila oddaleni od druhé aminokyseliny na opa¢né stran¢ indolu.
Bohuzel ani to jsem nezaznamenal a uvadim piiklad na dvojici Arg-Leu na obrazku 7.11,
u které¢ by se dala néjaka preference ocekavat. Zda se, ze aminokyseliny nejsou Casto té€sné
u sebe a nabizi se otdzka, jestli to néjak neovlivituje provadéné analyzy. Musim se tedy zatim

smifit s tim, ze se pravdépodobné jednd o artefakt.

1000 —
800—
600 —
400— I II
200— II
0— .l...----—-,-—____
0 0,5 1 1,5 2 2,5

3

Rozdil [A]

Obrazek 7.10: Histogram rozdili vzdalenosti mezi aminokyselinami na prvni a druhé pozici
od t&zi§t¢ indolu. Vybér je omezen na vzdalenost prvni pozice do 3,4 A. Z definice lze
o&ekavat primérny rozdil vétsi nez nula, ale k maximu okolo 0,5 A neni diivod. Pfedpokladal

jsem monotonné klesajici zavislost.

B) Leucin je od t&Zi§t& tryptofanu o 0,5 A déle neZ arginin (PDB: 1G0X). C) Arginin je
od t&7isté tryptofanu 0 0,5 A dale neZ leucin (PDB: 1118).

Tteti a Ctvrtd pozice na obrazku 7.9 vypadaji relativné podobné a od paté dochdzi
k poklesu Cetnosti vyskytu. Tento pokles je dan pouze ¢im dal vétsi ,teoreticky moznou
rozvolnénosti* proteinovych struktur dale od tryptofanu (tedy tfeba na okraji proteinu).
Zajimavé také je, Ze prvni pozice u jednoho proteinu miize byt dale, nez naptiklad ctvrta

pozice u jiného. Tento ukaz je dan ptipady, kdy tryptofan vycnivd do prostoru na povrchu
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proteinu jako je na obrazku 7.12, popiipad¢€ interaguje s jinym fetézcem, ktery ale nyni neni

bran v potaz.

Obrazek 7.12: Ukazka tryptofanu, ktery vycniva do prostoru (zeleny) a jeho 10 nejblizsich
aminokyselin (zluté) (PDB: 1MJT).

Pro rozhodnuti kolik aminokyselin budu povazovat jako dostate¢n¢ vypovidajici
o prostoru okolo tryptofanu, jsem vytvofil jeSté jednu analyzu. Kazdy tryptofan (indol) jsem
umistil stejné do pocatku souradnicového systému, jak je pospano v kapitole 7.4. Diky tomu
jsem mohl zobrazit atom nejbliz§ich aminokyselin, podle kterého byly dohledéany, tak
aby odpovidaly relativni pozici vici indolu. Nejprve jsem pro piedstavu zobrazil ndhodny
vybér 10 000 aminokyselin na prvnich ¢tyfech pozicich na obrazku 7.13. Neni piekvapivé, Ze
prvni dvé pozice se vyskytuji pfedevsim nad a pod rovinou indolu. Na nésledujicich obrazcich
7.14 (A) a 7.14 (B) jsou zobrazeny samostatn¢ pozice tfeti a ¢tvrté aminokyseliny v potadi.
Jak uz vypovidal graf na obrazku 7.9, tyto pozice se zna¢né piekryvaji, ale ¢tvrta pozice je
pochopitelné vétsinou dale. Nejdalezitejsi je ale informace, Ze jiz tieti pozice se vyskytuje
okolo celého tryptofanu, a tim ji méizu brat jako dopliiujici k prvnim dvéma pozicim. Ctvrtou

muzu pii hledani strukturnich homologli vynechat, protoze se od tfeti 1iSi pouze v tom, Ze je

A%
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Obrazek 7.13: Indol tryptofanu a vyskyt ¢tyi' nejblizsic

h aminokyselin v prostoru. Vzdy je
zobrazen pouze nejblizsi

atom z postranniho fetézce okolnich aminokyselin. Barva znaci
poradi blizkych aminokyselin (viz legenda). Zobrazeno je ndhodnych 10 000 aminokyselin.

B
- -
B . .
e .
- N - .
.
0 ; LY
) Wl JTme
Jomle S .
. s EM’{‘;" @
ety T
PR
o ST P T
LR R
. e " ot w
- LI o
& g Yeo L]
Savel e
“ a® oot
y e
B o .
. P
" e f o e ‘t
0y v e @ “ e
& gels . N
L} . .
St . L
. oo, o 8 .
. e . E 3 - ‘.
. <%y b T e, e ere
s [t M
Juee g .
1. . & ewe seg
W ) o s X
T o
N Sda T A
s Gt o . g o osin Heglfer
N wads . K .
g, I B Lt o
. H & O 5, oy gmeteerlT ¢ .
By e w W%y el P &
el
R AUV DAL b
s FR IS Vo A
P
e ° © ©
- -
- -

Obrazek 7.14: A) Indol tryptofanu a vyskyt tfeti nejblizsi aminokyseliny v prostoru. B) Indol
tryptofanu a vyskyt ¢tvrté nejblizsi aminokyseliny v prostoru. V obou piipadech je zobrazeno
nahodnych 2 500 aminokyselin.
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MNIFEMLRIDEGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAAKSE
LDKAIGRNTNGVITKDEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAKLKPVYD

SLDAVRRAALINMVFQMGETGVAGFTNSLRMLQQKRWDEAA
VNLAKSRWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYKNL

Obrazek 7.15: Ukézka aminokyselin prostorové blizkych k tryptofanu. A) Svétle zeleny
tryptofan na pozici 138 fetézce A T4 lysozymu (PDB: 102L). K nému zobrazené tfi nejblizsi
aminokyseliny. Prvni metionin (modra), druhy alanin (rizova) a tieti metionin (oranzova).
B) Sekvence fetézce s barevné zvyraznénymi ptislusSnymi aminokyselinami.

Pro ptfedstavu je tato trojice ukdzana na ptikladu T4 lysozymu na obrazku 7.15.
Je nutné zdlraznit, ze takto definované prostorové okoli neni pro analyzy nijak stéZejni,
jde pouze o pomocny nastroj vyuzivany pii odstranovani homologie. Vzhledem k tomu,
ze nejblizsi aminokyseliny se v tomto postupu nachazeji u té€zisté tryptofanu, jsou tim padem
upfednostiiovany basické aminokyseliny, které se mohou nachazet v oblasti zaporného naboje
nad a pod rovinou indolu. Interakce aminokyselin na okrajich indolu jsou z tohoto diivodu
v tomto postupu Castéji upozadény.

Druhad odvozena sekvence, tedy ,,prostorova“, obsahuje z divodi pospanych vyse
tryptofan a 3 nejbliz§i aminokyseliny z jeho okolniho prostoru. Pro kazdy tryptofan takto
vznikne sekvence dlouha 4 aminokyseliny. Pokud je v fetézci vice tryptofanil, pak se takovéto
sekvencni bloky spoji pomlckou. Béhem vytvafeni této sekvence se ale vyskytl problém,
ze u homolognich proteinii mize byt z divodu neptesnosti vytvoreného modelu u néjakého
tryptofanu prohozena v prostoru tieti a ¢tvrta nejbliz§i aminokyselina (napiiklad WMAMQ
a WMAQM). V piipadé, ze bych se zaméfil pouze na prvni tfi, tak by se toto prohozeni jevilo
jako odlisny protein. Pokud se tedy takovéto tryptofany vyskytly, vybral jsem ndhodné jednu
z trojic (napiiklad WMAM) a piidélil jsem ji vSem tryptofanim v dané skupin€ jako
prostorovou sekvenci, tim je zajiSténo, Ze se s nimi bude zachazet jako se stejnymi. Dale
mohou byt ze stejného dlivodu prohozené i aminokyseliny tfeba na prvni a druhé pozici.
To jsem vyfesil postupem, Ze jsem sefadil aminokyseliny v téchto trojicich abecedné.

Nyni jsem mél tedy k dispozici dvé odvozené sekvence od kazdého fetézce, které by

meély obsahovat pro mé¢ dulezité informace. Jedna se o jednu linearni a jednu prostorovou
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sekvenci. Tyto dvé sekvence nyni pouziji pro identifikaci a nasledné odstraniovani homologie
fetézcl v aktudlnim vzorku. JelikoZz povazuji prostorovou sekvenci za specifickou vici
tryptofanu a jakékoliv zmény v ni mohou byt dulezité, rozdélil jsem aktudlni vzorek 47 542
fetézcl do 5037 skupin pravé na zakladé prostorové sekvence. Ukdzka nejpocetnéjSich

skupin je na obrazku 7.16.

Prostorova sekvence Pocet
WCLL-WCLS 181
WKLR-WAMM-WAMV 157
WGKL-WGLV 92
WIIM-WKRY-WAVY-WALV-WCIN 80
WKLR-WAMQ-WMTV 69
WCLV-WCLS 64
WKSW-WFQW 62
WEKK-WLPY 53
WCLV-WCLS-WLPP 49
WCLL-WCLS-WMNS 49
WIIM-WKRY-WAVY-WELV-WCIN 47
WALS-WKPT-WCLS-WLLP 46
WESV-WANY 46
WPVW-WPPP-WILR-WFFL-WEFRT 42

Obriazek 7.16: Vyskyt nejpocetnéjSich prostorovych sekvenci nalezenych ve 47 542
fetézcich.
Homologii fetézci jsem dale teSil pouze uvniti téchto samostatnych skupin.
Pro zjisténi podobnosti fetézcl v ramci skupin jsem pro kazdou dvojici fetézct v dané
skupin¢ vypocital Levenshteinovu vzdalenost (LV) mezi jejich linedrnimi sekvencemi, coz
vzdy dalo celé ¢islo odpovidajici poctu zameén, inserci a deleci aminokyselin (viz kapitola
7.3). Pro lepSi vypovédni hodnotu jsem kazdy vysledek normalizoval na zdkladé¢ poctu
tryptofantl, ktery je charakteristicky pro danou skupinu (fetézce ve skupiné maji stejny pocet
tryptofant). Ukéazkovy postup je znazornény na obrazku 7.17. Tyto normalizované
Levenshteinovy vzdalenosti (vzniklé z dvojic fetézcl) jsem nésledné zobrazil do grafi,
a to zpusobem, ze jsem hodnoty zaokrouhlil vzdy na cela Cisla nahoru, takze naptiklad
hodnota 1,33 byla zobrazena jako 2. Toto zaokrouhlené ¢islo déle oznacuji jako pocet zmén
na tryptofan (LVtrp). Vzhledem k tomu, Ze kazdy tryptofan ma v sekvenci okolo sebe deset
aminokyselin na kazdou stranu, muize byt maximélni normalizovand Levenshteinova

vzdalenost (LVtrp) 20.
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Kaod PDB Sekvence
1FSK Prostorova: ~ WCLC-WLSC-WMKI
Linearni: ASENVDTYVFWFQQKPDQSPEK-NFYPEKDINVKWKIDGSERQNG-SERQNGVLNSWTIDQDSKDSTY

1IUYW Prostorova: ~ WCLC-WLSC-WMEKI
Linearni: ASENVVTYVSWYQQKPEQSPK-NFYPEDINVEWKIDGSERQNG-SERQNGVLNSWTDQDSKDSTY

Levenshteinova vzdalenost (LV) =4

:> Pocet tryptofami (W) =3
LVirp=LV/W=4/3=133

Obrazek 7.17: Vypocet normalizované Levenshteinovy vzdalenosti dvou fetézcl se stejnou
prostorovou sekvenci a rtiznou sekvenci linedrni. Cervené jsou zvyraznény odliSnosti
v linearni sekvenci.

Na obrazku 7.18 je zobrazen vysledny graf pro druhou nejpocetnéjsi skupinu WKLR-
WAMM-WAMV. Skupina ma 157 fetézcl, coz pii porovnavani kazdého fetézce s kazdym
d4 12 246 dvojic ((157%> — 157) / 2). Na grafu je patrné, Ze mezi dvojicemi fetézcli vychazeji
pouze nizké LVtrp, coz vypovida o zna¢né homologii skupiny. Neexistuji totiz dv¢ linedrni
sekvence v ramci skupiny, které by se od sebe liSily o vice nez Sest zmén na tryptofan, coz
pii tfech tryptofanech v fetézci odpovidd osmnacti zménam na linearni sekvenci. Jiny piiklad
uvedu na obrazku 7.19, kde je zobrazena skupina WCCL-WCLS, ktera obsahuje 40 fetézct.
Z profilu grafu lze vycist, ze z vétsi Casti se ve skupiné objevuji podobné linearni sekvence.
Ale také je zde skupina fetézcli, kterd se uplné liSi. Z toho se da usuzovat, Ze prostorova
sekvence WCCL-WCLS je sdilena u vice nehomolognich proteind.

Cim ma skupina vice tryptofant, tim musi byt skupina podobné&jsi, a to z divodu,
ze ¢im je vice trojic v prostorové sekvenci, tim je méné pravdépodobné, Ze se budou v ramci
riznych fetézcli shodovat. Naptiklad ctvrtd nejcastéjsi skupina WIIM-WKRY-WAVY-
WALV-WCIN slozend z 80 lysozyml zobrazend na obrazku 7.20, se skladd v podstaté

z totoznych linearnich sekvenci, kdy je maximalné jedna zména na tryptofan.
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Pocéet zmén na tryptofan
Ké6d PDB  Linearni sekvence

158L NALAMLOOEEWDEARVNLAKS-EAAVNLAE SEWYNQTENEARKE-EVITTFRTGTWDAYENL++++
1951 NSLEMLOQOQEREWDELAVNLAKS-ELAVNLARSEWYNQTPNRAKR-RVITTFRTGTWDAYENL++++
LV=4/3=133
LVtrp =2

Obrazek 7.18: Zobrazeny pocty normalizovanych Levenshteinovych vzdalenosti pro skupinu
WKLR-WAMM-WAMYV o 181 fetézcich. Skupina ma tfi tryptofany, takze O odpovida
dvojicim fetézct, které maji stejnou linearni sekvenci. Druhy sloupec je u dvojic, které maji
v linearni sekvenci jednu, dvé nebo tii zmény (diky zaokrouhleni). Tteti sloupec odpovida
Ctyf, péti, nebo Sesti zménam atd. Pod grafem ukéazka dvou linearnich sekvenci s hodnotou
LVtrp 2.
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Kod PDB Molekula Linearni sekvence
5TW4 MEDI8852 LIGHT CHAIN TSQSLSSYTHWYQOKPGKAPK-NFYPREARVOWKVDNALQSCN
IMIG BETA-TYPE PLATELET-DERIVED LTCSGSAPVVWERMSOQEPPQE-VIGNEVVNFEWTY PREESGRL
GROWTH FACTOR RECEPTOR

LV =37/2=1850
LVirp =19

Obrazek 7.19: Zobrazeny pocty normalizovanych Levenshteinovych vzdalenosti pro skupinu
WCCL-WCLS o 40 fetézcich. Pod grafem je ukazka dvou naprosto rozdilnych fetézct.
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Obrazek 7.20: Zobrazeny poéty normalizovanych Levenshteinovych vzdalenosti pro skupinu
WIIM-WKRY-WAVY-WALV-WCIN o 80 fetézcich. Retézce obsahuji vzdy pét tryptofand
a je vidét, Ze se téméet nelisi.
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Pro snazsi praci jsem vysledky vSech skupin pro jednotlivé sloupce (LVtrp) secetl
a zobrazil v jednom grafu na obrazku 7.21. Profil dat vypovida o obrovském vyskytu stejnych
nebo podobnych linearnich sekvenci. Nyni jsem tedy mohl zacit jednotlivé fetézce
odstraniovat, a to tak, ze jsem postupoval po jednotlivych sloupcich zleva. Nejprve jsem
jednoduse vzal kazdou dvojici fetézcl v prvnim sloupci (dvojice se stejnou linedrni sekvenci)
a odstranil ten fetézec s horSim rozliSenim. Takovym odstranénim jsem zaroven odstranil
1 vSechny dalsi dvojice fetézcii ve vSech dalSich sloupcich vpravo, kde se vyskytoval dany
fetézec. Tento proces byl opakovan celkem 30 000krat (viz pocet v prvnim sloupci na grafu
8.21). Vysledny graf je na obrazku 7.22. Na grafu je patrné, ze prvni sloupec je nulovy
z diivodu neexistence stejnych dvojic. U ostatnich sloupcti doslo ke zna¢nému celkovému
poklesu. Jen timto krokem bylo odstranéno 8 004 fetézcli obsazenych v 69 198 dvojicich
fetézci. Otazka nyni byla, jak velké mnozstvi zmén mam pii takovémto odstraniovani
homologie tolerovat. Postupné jsem tedy stejnym zpisobem odstranioval jednotlivé sloupce
zleva. Timto jsem doSel aZ ke sloupci obsahujici patnact zmén na tryptofan. Od tohoto
sloupce jsem jiz pozoroval rozdilné proteiny, takze jsem se rozhodl pro tuto hranici
rozdilnosti a dal uz jsem dvojice neodstranoval. Findlni graf je na obrazku 7.23. Diky tomuto
postupu jsem z celkového pocétu 47 542 tetézci odstranil dal§ich 12 741 na vyslednych
34 801. Pro tuto chvili ve vzorku fetézcl stile pretrvavd urcitd homologie, ale ta bude

odstranéna v ramci konkrétnich analyz.
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Obrazek 7.21: Zobrazeno suma hodnot ze vSech skupin, coz dava celkovych 95 522 dvojic
fetézca.
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Obrazek 7.22: Zobrazen graf z obrazku 7.21 po odstranéni prvniho sloupce, tedy stejnych
fetézcl. Vysvétleni viz text.
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Obrazek 7.23: Profil podobnosti fetézct ve findlnim datasetu, ktery obsahuje 34 801 fetézct.

7.5.4 Velky pocet tryptofanii

Béhem prace s fetézci jsem narazil na problém, Ze nékteré obsahuji relativné vysoky
pocet tryptofani jako je napiiklad Fucose-binding lectin protein (PDB: 4CSD) na obrazku
7.24. U takovych proteint miiZze dochéazet k pochybnostem, jak moc jsou jednotlivé tryptofany
specifické. Konkrétné jejich vzajemné interakce a okoli. Pokud se v proteinu nachdzeji pouze
dva tryptofany a jsou zrovna blizko sebe, Ize se domnivat, Ze spolu interaguji a jsou diilezité.
Naproti tomu pokud jsou v proteinu u sebe dva tryptofany, ale zaroven ve zbytku proteinu
se nachazi mnoho dalsich, mohlo by to podle mé svédcit spiSe o tom, Ze tyto tryptofany jsou
diilezité pro celkovou funk¢nost proteinu, nez Ze by byly zajimavé jednotlivé. Pro pfedstavu

jsem proto sestrojil graf na obrazku 7.25, ktery zobrazuje primérny procentudlni vyskyt
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jednotlivych aminokyselin v aktudlnim vzorku fetézci. Je vidét, ze tryptofan ma pramérny
vyskyt 1,81 %, naproti tomu ve Fucose-binding lectin proteinu je to 7,72 %, coz je vice, nez
obsah druhé nejpocetnéjsi aminokyseliny alaninu. Rozhodl jsem se tedy, Ze se ve své analyze
nebudu zabyvat fetézci, které maji vice neZ trojnasobny vyskyt tryptofani oproti vyskytu

prumérnému. Jednd se o 215 fetézct.

Obrazek 7.24: Fucose-binding lectin protein (PDB:4CSD) a jeho modie zobrazené
tryptofany.
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Obrazek 7.25: Primérmy procentudlni vyskyt jednotlivych aminokyselin v 34 811 fetézcich.
Retézce maji vzdy minimalné dva tryptofany.
Finalni dataset pro tuto praci je tedy 34 586 fetézcl z 32 823 proteint. Pro vSechny
analyzy v dalSich kapitolach je jako vychozi seznam fetézct pouzit tento vzorek. Cilem bylo
ziskat mnozinu fetézct, ktera by byla reprezentativni a zaroven co nejvice robustni. Nicméné

stale v sobé obsahuji urcitou uroven homologie (naptiklad pokud se dva homologni fetézce
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1181 po€tem tryptofanil). Tato homologie je nasledné¢ feSena v konkrétnich analyzach. Postup
odstraiiovani homologie v této kapitole je relativné slozity a zna¢né narocny na vysvétlent,
proto na obrdzku 7.26 predkladdm seznam krokd, které zde byly popsany. Tento princip

odstraniovani homologie pomoci prostorové a linearni sekvence je vyuzivan v nasledujicich

kapitolach.

Ziskani reprezentativniho vzorku fetézcu
Krok Poéet zbyvajich ietézci
1. Ziskéni fetézeh z PDB databaze 393041
2. Odstranéni viech fetézell s méne nez dvéma tryptofany 241923
3. Odstranéni stejnych fetézen 63 629
4, Vytvoreni odvozené linedrni sekvence ke kazdému fetézei
5. Vytvoreni odvozené prostorové sekvence ke kazdému fetézei

6. Rozdéleni fetézeh na zakladé prostorové sekvence do skupin
7. Odstranéni homologie na zaklade linearni sekvence v ramci vytvofenych skupin 34 801
8. Odstranéni feteze s vysokym poétem tryptofant 34 586

Obrazek 7.26: Seznam krokti popisujici ziskani reprezentativniho vzorku 34 586 fetézci.
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7.6 Analyzu prostorového okoli

7.6.1 Uvod

Prvni a zdéanlivé nejjednodussi analyza spociva ve zjiSténi, jaké aminokyseliny
se vyskytuji okolo jednotlivych tryptofani. Ze vzorku fetézcl z kapitoly 7.4 jsem vybral
vSechny jejich tryptofany, kterych bylo 183 750. Vzhledem k tomu, ze postup ziskani vzorku
fetézcl umoznil zachovani urcité homologie, je potfeba se s ni dodatecné vyporadat na urovni
jednotlivych tryptofani. Tato homologie je ukdzdna na obrazku 7.27 v piipadé dvou
lysozymt T4, kde jeden z nich (PDB:146L) ma o jeden tryptofan navic. V analyzach
by nasledn¢ byl problém, ze informace ze zbylych tii tryptofani, které jsou homologni, by

byla nadhodnocena.

Kod PDB Prostorova sekvence
146L WELR-WAMQ-WALM-WAMV
1521 WELR-WAMQ-WMVY

Linearni sekvence

NSLEMMOQERWDELAVNMAKS-ELAVNMAKSREWYNQTPNRARKR-PNRAKRIITTWRTGTWDAYKN-RIITTWRTCGTWDAYENL++++
NSLEMLOQOERWDEAAVNLAKS -EAAVNLAKSEWYNQUPNRARKR-RVITTFRTGTWDAYENCH+++

Obrazek 7.27: Ukazka zachovalé homologie u dvou lysozymi T4. PDB: 146L ma o jeden
tryptofan navic. Zbylé useky jsou velmi podobné.

7.6.2 Ziskani datasetu tryptofanu

Pro odstraiovani homologie jsem vyuZil stejny princip jako pii odstrafiovani
homologie fetézcii. Ke kazdému tryptofanu byla pfifazena jeho odpovidajici ¢ast prostorové
sekvence (abecedné setazené prvni tfi nejbliz§i aminokyseliny v prostoru) a linearni sekvence
(deset aminokyselin na kazdou stranu od tryptofanu v sekvenci fetézce), které byly
definovany v kapitole 7.5.3. Pro analyzu prostoru je stéZejni prostorova sekvence a jakékoliv
rozdily v ni mohou byt dulezité, proto jsem tryptofany podle ni rozdélil do 1 546 skupin
a homologii fesil jen na zdkladé linearni sekvence v ramci téchto skupin. Nejpocetné;si
skupiny jsou zobrazeny na obrdzku 7.28. JiZ z tohoto obrazku by se mohlo mylné€ vyvozovat,
Ze cystein se u tryptofanu vyskytuje preferencné, protoze se vyskytuje hned v prvnich trech
nejpocetnéjSich skupindch. Po kontrole jsem ale zjistil, Ze se jednd v drtivé vétSin€ protilatky
(s vysokym obsahem cysteinu), a tudiz zna¢n¢ podobné proteiny. Tento ptiklad ukazuje, jak

je odstranovani homologie dilezité, a jak moc mlze ovlivnit analyzu.
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Prostorova sekvence Pocet

WCSV 941
WCLL 913
WCLS 797
WILP 773
WLPV 710
WCCL 681
WELR 674
WELL 671

Obrizek 7.28: Cetnosti nejpocetndjsich prostorovych sekvenci vyskytujici se v okoli 183 750
tryptofanti.

Stejné jako v kapitole 7.5.3 jsem vypocital mezi jednotlivymi linedrnimi sekvencemi
tryptofani v danych skupindch Levenshteinovu vzdéalenost (nyni nebylo potieba
normalizovat, jelikoz byl vzdy jeden tryptofan) a tyto dvojice jsou pro skupinu WCSV

zobrazeny v grafu na obrazku 7.29.
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Obrazek 7.29: Zobrazeny Cetnosti Levenshteinovych vzdalenosti pro skupinu WCSV o poétu
941 tryptofant.

Na rozdil od porovndvani fetézcii, kde jejich dlouhé prostorové sekvence
neumoziovaly pfili§ velkou podobnost nehomolognich proteint, tak v ptipadé¢ tryptofani je
situace jina. Spoc¢iva v tom, Ze prostorova sekvence jednoho tryptofanu je slozena z pouhych
tfi nejblizSich aminokyselin, takze se muze snadno vyskytovat u neptibuznych proteind.
Z tohoto ditvodu bych se nyni témto grafim rad vénoval podrobnéji. RozloZeni dat na grafu
7.29 mé zaujalo a pokusim se vysvétlit, pro¢ vypada zrovna takto. Ve skupiné¢ WCSV je 941
tryptofanti, coz d4 dohromady 442 270 porovnavanych dvojic ((941% — 941) / 2), které jsou
zobrazeny v grafu. Hlavni zvlaStnosti je nejvétsi pocet dat ve sloupcich 0 a 4. To by m¢lo

svédCit o obrovské homologii v této skupiné WCSV a zietelné se to dd vypozorovat
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po seskupeni dle linedrni sekvence na obrazku 7.30. Tryptofani s linearni sekvenci
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVH je 533 z 941 Je zfejmé, ze diky kombinacim téchto 533
tryptofanti je obrovské mnozstvi dvojic ve sloupci 0 (bez rozdilu). Sloupec 4 je pocetny
piedevsim proto, ze mezi prvni (533) a druhou (229) nejpocetnéjsi linearni sekvenci jsou
piesné Ctyfi zmény. Je vidét, Ze dokud nebudou odstranény stejné linearni sekvence,

je jakakoliv analyza zbytecna.

Linearni sekvence Pocet tryptofanii
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVH 533
GYFPEPVTVTWNSGSLSSGVH 229
GYFPESVTVIWNSGSLSSSVH 38
GYFPEPVTLTWNSGSLSSGVH 30
GYLPEPVTVTWNSGTLTNGVR 11
GYFPEPVTVKWNYGALSSGVR 9
DYFPEPVTVSWNSGSLTSGVH 8
GYFPEPVTVTWNSGALSSGVH 6
DYFPQPVTVSWNSGALTSGVH 5

Obrazek 7.30: Zobrazeny nejéastéjsi linearni sekvence ve skupiné WCSV.

Prvni ¢ast homolognich tryptofanti jsem identifikoval na zaklad¢é stejné prostorové
i linearni sekvence, kterych byla neceld tfetina plvodniho poctu (52 142 tryptofant).
Pfi rozhodnuti, ktery tryptofan ve dvojici ponechdm, jsem opét postupoval podle lepsiho
rozliSeni feSeného proteinu. Zbylé tryptofany (131 608) jsem seskupil podle prostorové

sekvence a vysledek je na obrazku 7.31.

Prostorova sekvence Pocet
WCLL 688
WFLV 493
WFIL 486
WILV 482
WELR 479
WFLL 473
WLLV 467
WLPV 466

Obrazek 7.31: Pocty nejpocetnéjsich prostorovych sekvenci vyskytujici se v okoli 131 608
tryptofani.

%

Je vidét, ze horni pticky zaujimaji jiné trojice aminokyselin nez na obrazku 7.28.
Dtive nejpocetnéjsi skupina WCSV (nyni nezobrazena) mad nyni jen 57 tryptofani
z pivodnich 941. Opét jsem pro tuto skupinu zobrazil graf Levenshteinovych vzdalenosti

na obrazku 7.32. Kromé obrovského poklesu mnozstvi dat je patrné, Ze velka ¢ast dvojic si jiz
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neni podobnd, protoze se vyskytuje v pravé Casti grafu. OvSem leva cast grafu udava,
ze se ve skupin¢ stale n¢jaka homologie vyskytuje.

Nyni bych chtél vysvétlit, pro¢ graf 7.32 od hodnoty 1 roste, ndsledné dosahne vrcholu
v hodnoté 5, a déle pak klesa. Dalo by se to mylné¢ pokladat za néjaky trend, ale opét
to ma na svédomi homologie. Do dvanacti rozdili se jedna o pary, které jsou tvorené
z 99 % homolognimi tryptofany z protilatek, a to vytvoii levou stranu grafu. Prava strana je
déna nepiibuznymi tryptofany, kdy maximalni pocet dvacet rozdila je snizeny pravdépodobné
proto, ze i u naprosto odliSnych tryptofani je Sance, ze se objevi na stejnych mistech

od tryptofanu stejné aminokyseliny.
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Obrazek 7.32: Zobrazeny pocty Levenshteinovych vzdalenosti pro skupinu WCSV
po odstranéni stejnych tryptofani. 57 tryptofant.

Dale jsem pokracoval stejné jako u fetézcl. Postupné jsem odstraiioval zleva horsi
tryptofany z jednotlivych dvojic a pozoroval rozdily. BohuZel dvojic bylo tolik, Ze na rozdil
od fetézcl jsem nemohl rozhodnout na zéklad¢ pozorovani rozdilnych line4rnich sekvenci,
zda se jesté jedna o piibuzné proteiny. Stanovil jsem tedy maximalni hranici 25 % podobnosti
(méfeno pomoci LV), coz odpovidd maximaln€ péti stejnym aminokyselindm na linedrni
sekvenci (ktera ma dvacet aminokyselin). Ve vysledku mi ziistalo 92 290 tryptofand.

Odstrannovani homologie se zachovanim vSech zmén v tryptofanech v ramci
prostorové sekvence miize mit jeden problém. Pokud napiiklad jsou dva tryptofany ziskané
z homolognich proteint, které se 1ii v prostorové sekvenci na zdklad¢ jedné aminokyseliny,
pak budou ponechany oba. To ale znamend, ze zbylé¢ dvé aminokyseliny budou v analyze
nadhodnocené, protoze se jedna o homologni proteiny. Tento problém, jsem ale nedokazal
vyfesit tak, abych zaroven nepfiSel o danou mutaci. Nicméné predpokladdm, Ze tim analyza
nebude zatizena, protoZe by to méla vykompenzovat znacna velikost studovaného vzorku
tryptofand.
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7.7 Analyza paru tryptofanu
7.7.1 Uvod

Existuje mnoho c¢lanka, které se zabyvaji vzajemnou orientaci arend. Z divodu
rozsahu problematiky bych se rad zaméfil pouze na jednu konkrétni aminokyselinu,
a to tryptofan. Tryptofan jsem zvolil z diivodii vysledki v kapitole 8.1.3, a také protoze se jiz
tryptofanem zabyvam, tak je logické k nému zvolit jako interakéniho partnera do paru dalsi

tryptofan.
7.7.2 Ziskani dvojic tryptofanii

U dvojic tryptofanti mé zajimala pfedevsim jejich orientace a vzdjemna pozice, proto
jsem homologii odstranoval jinym zpisobem. Na zacatku jsem vzal vSechny fetézce, které
byly vytvoteny v kapitole 7.5 a z kazdého fetézce jsem vytvofil pary tryptofanti. To znamena,
ze pokud mél fetézec tfi tryptofany, tak vzniklo Sest dvojic (1-2,1-3,2-3,2-1,3-1,3-2). Zdanliva
redundance (opakovani stejného paru) je ponechéna schvalng, abych ziskal vSechny mozné
orientace. Pouze je potieba s tim v analyze pocitat. Takto jsem ziskal 797 084 para.

Opét je potieba se vyporadat se zbyvajici homologii v fetézcich. V této ¢asti jiz ale
nebudu do detailu rozebirat postup a zobrazovat grafy, jelikoz doufam, ze ho ¢tenét pochopil
v predeslych kapitolach.

Prostorové sekvence mé v této analyze nezajimaly, nicméné porovnavat vSechny
linearni sekvence part navzajem by nebylo Casové mozné. Zkusil jsem tedy porovndvani
linearnich sekvenci v nékolika riznych mnozinach. Nejvétsi pravdépodobnost homologie je
u stejnych nazvl molekul (naptiklad Lysozyme), proto jsem vSechny pary tryptofant rozdélil
do skupin podle téchto nazvl. Z parii jsem v rdmci skupin opét vytvoril dvojice, mezi kterymi
jsem vypocital LVtrp (viz kapitola 7.5.3). Pokud vysla LVtrp do 20, tak dvojici vyhodnotil
jako homologni.

U dvojic jsem ale nemohl porovnavat linearni sekvence jako celek, protoze by se
napiiklad mohlo stat, Ze prvni tryptofan je stejny a druhy jiny. V tom piipadé by LVtrp vySel
do 20, ale o homologii by se ur€it¢ nejednalo. Porovnaval jsem tedy jednotlivé tryptofany
v dvojici zvlast, vzdy prvni s prvnim a druhy s druhym. A pokud mély oba LV do 10,

tak jsem je také bral jako homologni. Problém jsem zobrazil na obrazku 7.33.
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Kod PDB Linearni sekvence

6D0O PEIAGY CTDEWTDWSWESLEI-EIDTTRAVASWOREVAENLAK

6D10 PRIAGATSDEWTDWVWYTTEV-EMDTTREVAAWMEEVEANTIAR
LV =18

4LXC DEVMEQDGHVWVGYTGNSGOR-DYVEAGODIIGWSGSTGYSTAR

5LEO DEVMEQDGHVWVGYITGNSGOQR-GORIYLPVETWNESTNTLGVL
LV =18

Obrazek 7.33: Zobrazeni, pro¢ je nutné porovnavat tryptofany v parech zvlast’. I ptes stejnou
hodnotu LV je prvni par vyhodnocen jako homologni a druhy ne.

Po odstranéni homologl pies skupiny podle nazvi molekuly, jsem stejny postup
uplatnil podle prostorové sekvence a podle stejné sekvencni vzdalenosti mezi tryptofany
ve dvojici (je zjevné velka pravdépodobnost, Ze jsou dva proteiny homologni, pokud maji
vzdalenost mezi dvéma tryptofany shodnou). Takto zistalo 585 443 part tryptofanii. Nakonec
jsem je ale stejné¢ musel porovnat navzajem. BohuZel pii Cisle 585 443 by to stile nebylo
vypocetné mozné, takze jsem zkusil vyloucit ty, které s nejvétsi pravdépodobnosti homology
nejsou. To znamend, ze jsem je porovnaval vSechny navzajem, ale pokud se zkoumana
dvojice lisila v sekvenci mezi tryptofany o vic nez padesat aminokyselin, tak uz jsem je
rovnou povazoval za nehomologni. Stejn€ jsem postupoval, pokud se liSily ve vzdalenosti
mezi t&Zisti o vic nez 5 A. Pokud je vzdéilenost vétsi, tak i kdyZ se miize jednat o urditou
homologii, vzdalenost je natolik rozdilna, Ze povazuji za vhodné oba pary v dvojici v analyze

ponechat. Timto se mi podafilo odstranit dalSich 26 471 na vyslednych 558 962 pari.
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8 Vysledky a diskuze
8.1 Prostorové okoli tryptofani

8.1.1 Uvod

Prvni a zdanlivé nejjednodussi analyza zkouma, které aminokyseliny se vyskytuji
okolo jednotlivych tryptofanti. V kapitole 7.6.2 bylo ziskano 92 290 unikatnich tryptofant,
se kterymi bude nyni pracovano. Pfed samotnou analyzou bych rad objasnil jeden z cilii
prace, jestli sekven¢né blizké aminokyseliny mohou ovliviiovat vysledky analyz. PfedevSim

v kombinaci se sekundarnimi strukturami.
8.1.2 Sekundarni struktury

Nékteré ¢lanky analyzuji interakce aromatickych aminokyselin v rdmci sekundarnich
struktur. Napiiklad aromatické interakce uvnitf a v okoli a-helixii (Bhattacharyya et al.,
2002), jejich prispéni ke stabilit¢ o-helixu (Butterfield et al., 2002) nebo jejich role
ve stabilizaci B-listi (Budyak et al., 2013). Jiz tyto prace mohou napovédét, ze sekundarni
struktury mohou ovliviiovat nékteré analyzy, které se zabyvaji prostorem v proteinu.

Informaci, jestli se dand aminokyselina vyskytuje v definované sekundarni struktufe,
jsem ziskal z PDB databaze!®. Ta pouziva pro jejich identifikaci algoritmus DSSP, ktery
rozliSuje sedm druhli sekundarnich struktur (Kabsch a Sander, 1983). Jednd se o otocku
s vodikovym mistkem (T), z nich je slozen a-helix (H), 3-helix (G) a 5 helix (I). Dale
izolovany ,,B-bridge* (B, sloZeny z jednoho vodikového mustku a dvou aminokyselin), ktery
vytvaii B-vldkna (E) tvorici B-skladané listy. Posledni je ohyb (S)!'. Vyuzil jsem jiz ziskanych
deset prostorové nejblizSich aminokyselin okolo kazdého tryptofanu a u kazdé jsem zjistil jeji
vyskyt v sekundérnich strukturach. Bohuzel opét kvili neptesnostem v PDB souborech se mi
podafilo urc¢it sekundédrni struktury pouze u 378 390 aminokyselin. Z toho 305 985
se vyskytovaly v né&jaké vysSe definované sekunddrni struktuie. 72 % byly rovnomeérné
rozdéleny v a-helixu nebo B-listu, zbytek se skladal pfevazné z ohybt a otocek. Z diivodu
zjednoduSeni a malého vyskytu ostatnich sekundarnich struktur jsem analyzoval pouze tfi
skupiny a-helixy (H), B-vldkna (E) a vyskyt ,.bez sekundarnich struktur® (budu oznacovat
jako ,,0%). V nasledujicich obrazcich je vzdy a-helix zobrazeny cervené, B-vldkna modrie

a Sedive je zobrazena aminokyselina bez sekundarni struktury.

10 https://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=download/http/index.html
1 https://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=help/ssHelp.html
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Nejprve jsem zobrazil rozmisténi aminokyselin okolo tryptofanu pro kazdou vybranou
sekundéarni strukturu s tim, Ze jsem zkoumal dvé rizné situace. Aminokyselina musela byt
v sekvenci vzdalena od tryptofanu 1) do deseti aminokyselin véetné (budu odkazovat jako
sekvencné blizké) nebo 2) od jedenacti aminokyselin a vice (sekven¢né vzdalené). Hranici
deseti aminokyselin jsem zvolil na zakladé o-helixu, kde na jeden zavit ptipada 3,6
aminokyselin. Na této hranici urcité aminokyseliny mohou interagovat, viz naptiklad obrazek
6.9 (A). Pro zajisténi dostatecné vzdalenosti jsem zvolil tfi otdcky a-helixu, coz odpovida
prave jedenacti aminokyselinam.

Od kazdého tryptofanu jsem vybral pouze jeho nejbliz§i aminokyselinu, ktera byla
ve stejném typu sekundarni struktury jako dany tryptofan a vysledek je na obrazku 8.1.
Je zobrazeno pouze 4 000 aminokyselin ze 4 000 tryptofani z diivodu malého mnozstvi
aminokyselin bez sekundérni struktury a chtél jsem, aby v kazdém obrazku byl stejny pocet

bodl. U blizkych v sekvenci (A, C, a E) je u sekundarnich struktur patrnid (pfedevsSim

u a-helixu) tendence ke vzniku oblakd preferen¢niho vyskytu.

A - Bez sekundarnich struktur (sekvencné blizké)
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C - a-helixy (sekvenéné blizké)

D - a-helixy (sekvencné vzdalen¢)
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F - B-vlakna (sekvenéné vzdalené)

Obrazek 8.1: Zobrazenych 4 000 aminokyselin, pro 4 000 unikatnich tryptofant. Kazdy
tryptofan ma zobrazenu jednu prostorové nejbliz§i aminokyselinu odpovidajici stejné
sekundarni struktufe (A-F) jako dany tryptofan. Zobrazeny jsou vzdy dva rizné pohledy
na okoli tryptofanu.

Pro statistické porovnani vyskytl jsem zvolil trochu slozit&jsi postup. Prostor okolo
tryptofanu z obrazku 8.1 jsem rozdélil do krychli o délce hrany 1 A. Pro ptedstavu je

na obrazku 8.2 ukézan vyrez.

Obrizek 8.2: Vyfez prostoru okolo tryptofanu rozdéleného na krychle o délce hrany 1 A.
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Po tomto rozdéleni jsem porovnéval vyskyt v jednotlivych krychlich pro jednotlivé
dvojice z obrazku 8.1 (A-B, C-D, E-F, A-C, A-E, B-D, B-F). Jde o to, aby byl zvyraznén
rozdil mezi témito dvojicemi. Postup vysvétlim na dvojici obrazk C-D. Nejprve sectu vyskyt
aminokyselin vzdy mezi jednotlivymi krychlemi z obrazku C a jejimi ekvivalenty z obrazku
D. Takze pro kazdou krychli je dano c¢islo, které vznikne souctem téchto krychli z obrazka
C a D. Nasledné¢ stanovim hranici, pod kterou nebudu danou krychli analyzovat. To znamena,
ze pokud soucet bodli v obou krychlich je mensi, nez jsou soucty 25 % nejobsazengjsich
krychli, tak dana krychle nebude analyzovana. Pro obrazky C-D byla tato hranice 6,
to znamena, ze vyskyt vdanych dvou krychlich musi byt po secteni minimalné
6 aminokyselin (v drtivé véting piipadi je vyskyt 1 nebo 2). Cetnosti v odpovidajicich
krychlich v porovnavanych situacich nasledné vzajemné vydélim zplisobem zobrazenym
na obrazku 8.3. Napftiklad pokud jsou v krychli z obrazku C 2 body a v D deset bodi, tak
jejich soucet je vice nez 6, proto neni krychle zahozena a probéhne nasledujici vypocet.
Protoze je vC mén¢, tak vypocet bude 10/2=5, a jelikoz doslo k prohozeni Cditatele

a jmenovatele, je podil vynasoben -1. Nasledné se pticte 1 a kone¢ny vysledek je hodnota -4.

C>D: C<D:

_¢ - (D)+1
=D *=~\C

Obriazek 8.3: Porovnani dvou cetnosti (C, D) tak, aby pii stejnych hodnotach C = D vysla
hodnota o = 0. Pokud napiiklad plati C = 2 a D = 10, tak a = -(10/2)+1 = -4. Tato
transformace je vyuzivana pro porovnavani ¢etnosti v riznych zobrazenich v této praci.

Takovy postup se vykona pro kazdou krychli a parametr podilu o se nasledné zobrazi
v podob¢ sfér. Primér sféry odpovida velikosti vypocitané hodnoty rozdilu ¢etnosti, pokud
byl Citatel mensi nez jmenovatel, je Cervend, jinak je modra. Navic pokud je rozdil v Cetnosti
mensi neZ odmocnina z vys$i hodnoty, tak bude sféra bila. Vysledek porovnani situaci C/D
(z obrazku 8.1) je na obrazku 8.4 (A). Je vidét, jak D mé zfetelné nadhodnocenou oblast,
zatimco Cervené D pouze vyplituje prazdny prostor, ktery je v C. Tento obrazek je zajimavy
spiSe tim, ze je na ném dobife ukazany postup, protoze rozdéleni je celkem ziejmé uz
v ptvodnich obrazcich. Je patrny lokalizovany pruh modrych sfér okolo CpB, coz
pravdépodobné souvisi s a-helixem. Mista cervenych sfér jsou déna spiSe prazdnych
prostorem v C, nez vyraznym vyskytem v D. Pro negativni kontrolu byl proveden stejny

postup pro data z obrazku 8.1 (C), kterd byla rozdélena na dvé nahodné poloviny. Tyto
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poloviny byly nasledné mezi sebou porovnany stejnym postupem popsaném vyse a vysledek

je na obrazku 8.4 (B). Je patrné, ze zadna preference v prostoru neni pozorovatelna.

Obrazek 8.4: (A) Zobrazeno porovnani obrazkt C/D z obrazku 8.1. Modré sféry odpovidaji
nadbytku v C, zatimco ¢ervené je pro D. (B) Negativni kontrola. Porovnani dvou nadhodnych
polovin dat z obrazku 8.1 (C). Velikost kuli¢ek vyjadiuje zvySenou/snizenou Cetnost vyskytu
aminokyseliny v daném prostorovém segmentu.

wevr

Kompletni vysledky jsou na obrazku 8.5. Z mého pohledu jsou nejdtlezitéjsi obrazky
E a H, protoze porovnavaji stejné sekundarni struktury, jednou sekvenéné blizké (obrazek
8.5 (E)) a podruh¢é sekvenéné vzdéalené aminokyseliny (obrazek 8.5 (H). Je vidét, ze obrazek
H neméa oproti E témét zddnou preferenci (zadné velké lokalizované sféry). Jedin€ u -vladken
je urcitd prostorova preference u sekvencné vzdalenych aminokyselin, a to pravdépodobné
kvuli tvoficim se B-listim. Dilezity je i obrazek A, ktery vypovida o preferenci u sekvencné
blizkych, 1 ptesto, ze nejsou v Zadné definované/rozpoznané sekundarni strukture.

Z vysledki je evidentni, Ze sekvencné blizké aminokyseliny, bez ohledu na sekundéarni
struktury, se budou castéji vyskytovat na vynucenych pozicich (pfedevSim pokud jsou
v a-helixu). Témét vSichni autofi uvedeni v piehledu literatury tento problém pii analyze
okoli a riznych interakei ignoruji. Jediny, kdo upozoriioval na mozné ovlivnéni, byl Thomas

et al. (2002).
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Obrazek 8.5: Zobrazeno porovnani dat z obrazku 8.1. Modra barva znaci preferenci dat
Citatele, Cervena jmenovatele (podrobné vysvétleni viz text):

A) Bez sekundarnich struktur (sekv. blizké) / Bez sekundarnich struktur (sekv. vzdalené).

B) o-helixy (sekv. blizké) / a-helixy (sekv. vzdalené).

C) B-vlakna (sekv. blizké) / B-vlakna (sekv. vzdalené).

D) a-helixy (sekv. blizké) / B-vlakna (sekv. blizké).
E) Bez sekundarni struktury (sekv. blizké) / a-helixy (sekv. blizk¢).
F) Bez sekundarni struktury (sekv. blizké) / f-vlakna (sekv. blizké).

G) a-helixy (sekv. vzdalené) / B-vlakna (sekv. vzdalené).
H) Bez sekundarni struktury (sekv. vzdalené) / a-helixy (sekv. vzdalené).
I) Bez sekundarni struktury (sekv. vzdalené) / B-vlakna (sekv. vzdalené).
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Obrazek 8.6: Zobrazena data z obrazku 8.5, pouze z jiného pohledu. Modra barva znaci
preferenci dat Citatele, Cervena jmenovatele (podrobné vysvétleni viz text):

A) Bez sekundarnich struktur (sekv. blizké) / Bez sekundarnich struktur (sekv. vzdalené).

B) o-helixy (sekv. blizké) / a-helixy (sekv. vzdalené).

C) B-vlakna (sekv. blizké) / B-vlakna (sekv.vzdalené).

D) a-helixy (sekv. blizké) / B-vlakna (sekv. blizké).
E) Bez sekundarni struktury (sekv. blizké) / a-helixy (sekv. blizké).
F) Bez sekundarni struktury (sekv. blizké) / B-vlakna (sekv. blizké).

G) a-helixy (sekv. vzdalené) / B-vlakna (sekv. vzdalené).
H) Bez sekundarni struktury (sekv. vzdalené) / a-helixy (sekv. vzdalen¢).
I) Bez sekundarni struktury (sekv. vzdalené) / B-vldkna (sekv. vzdalené).
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8.1.3 Analyza prostorového okoli tryptofanu

Nyni se budu zabyvat samotnym okolim tryptofanu. To znamend piredevSim
tendencemi jednotlivych aminokyselin byt v blizkosti indolu. Déle jednotlivymi interakcemi
popsanymi v kapitole 6.4 a dal§imi prubézné vymezenymi cili.

Pro tuto analyzu jsem opét pouzil prvnich deset nejbliz§ich aminokyselin v prostoru
okolo tryptofanu, které jsem jiz vyuzil pro odstranovani homologie fetézct v kapitole 7.5.3.
deset aminokyselin je dostacujicich, protoze vétSinou obali celou indolovou skupinu (viz
obrazek 7.7). Pfipomindm, ze aminokyselina je zde pracovné definovana nejblizSim atomem
jejiho postranniho fetézce od tézisteé indolu. Analyza v kapitole 8.1.2 ukdzala, ze vyskyt
aminokyselin u tryptofanu je ovlivnén sekvenéni blizkosti. Pro ujisténi jsem jesté vytvoril graf
8.7, ktery zobrazuje procentualni vyskyt aminokyselin ze vSech analyzovanych fetézct
a procentualni vyskyt aminokyselin v deseti prostoroveé nejblizSich aminokyselinach od téziste
indolu. Téchto deset aminokyselin jsem navic rozdé€lil na sekvencné blizké (do vzdalenosti
deset od tryptofanu, které jsou pravdépodobné ovlivnény sekunddrni strukturou nebo
sekvenci) a sekvenéné vzdalené (od jedenacti). Na tomto grafu je patrnd odstupiiovana
preference jednotlivych aminokyselin k tryptofanu, jelikoz sekvenéné blizké aminokyseliny
(zeleny sloupec) jsou témeét vzdy svoji Cetnosti mezi vSemi (hnédy sloupec) a sekvenéné

vzdalenymi (zluty sloupec) aminokyselinami.

Il Ze viech fetézect [ Aminokyseliny blizké v sekvenci (d<=10) Aminokyseliny vzddlené v sekvenci (d>=11)

14,00 % —
12,00 % —
10,00 % —

8,00 09—

6,00 % —

4,00 % —

2,00 % — ‘ l I I

0,00 % — . l

CYS TRP MET ASN  PRO ARG THR  ASP GLY ALA

Obrazek 8.7: Procentudlni Cetnosti aminokyselin v blizkosti indolu. Barevné jsou odliseny
nésledujici skupiny: 1) Cetnosti aminokyselin ze viech analyzovanych fetézcti bez ohledu na
jejich sekvenéni a prostorovou vzdalenost (11 183 960 aminokyselin), sefazeno vzestupné.
2) Cetnosti z deseti prostorové nejblizsich od tryptofanu, které jsou od n&j v sekvenci do
desaté pozice (367 431 aminokyselin). 3) Procentudlni ¢etnosti z deseti prostorové nejbliz§ich
aminokyselin od tryptofanu, které jsou od néj v sekvenci na jedenacté pozici a dale (555 539
aminokyselin). Aminokyseliny jsou sefazeny podle vzrlstajici Cetnosti vyskytu
v analyzovanych fetézcich.
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Tento jev by se dal interpretovat tak, ze na sekvencné blizkych aminokyselinach je jiz vidét
preference k tryptofanu, ale pofad jsou néjak ovlivnény (sekvenci, sekundarnimi strukturami).
Teprve sekvencné vzdalené aminokyseliny (zluty sloupec) maji volnost k plné interakci
s tryptofanem. Na grafu je tedy jasné vidét, ze v sekvenci vzdalené aminokyseliny maji
jasnéjsi specifitu k tryptofanu nez blizké, a proto se v dalSich analyzach zaméfim pouze
na aminokyseliny sekven¢né vzdalené.

Pro lepsi zobrazeni preference jsem na grafu 8.8 vynesl Cetnosti téchto sekvenéné
vzdalenych aminokyselin oproti sumarnim Cetnostem v analyzovanych fetézcich. Napiiklad
prolin lezi v grafu 8.8 prakticky na pfimce, coz odpovida jeho ,,nulové preferenci vyskytovat
se v blizkosti indolu. Totéz se da usoudit ze sloupcového grafu 8.7, kde prolin vykazuje
shodné relativni Cetnosti ve vSech zkoumanych vzdalenostnich skupindch. Tento graf nejen
vypovida o preferenci, ale i o rozsahu provadéné analyzy. Napiiklad i nejméné pocetného
cysteinu bylo analyzovdno skoro 10 000. I ptesto, Ze tento graf ukazuje kladnou nebo
zapornou tendenci jednotlivych aminokyselin k blizkému vyskytu u tryptofanu (vyskyt
nad/pod regresni piimkou), tak se domnivam, ze poiad neni ziejmé potadi jednotlivych

aminokyselin pfi zkoumani této jejich vlastnosti. Je potfeba preferenci néjak kvantifikovat.

80 000
LEU
60 000—

40 000—

20 000—-

Poity prostorové blizkych aminokyselin

1 T T T T
0 200 000 400 000 600 000 800 000 1 000 000

Poéty aminokyselin ze viech Fetézel

Obrazek 8.8: Vyneseni absolutnich ¢etnosti deseti prostorove blizkych a zaroven sekvenéné
vzdalenych aminokyselin proti vSem aminokyselindm z analyzovanych fetézcti. Body nad
regresni pfimkou by mély naznaCovat tendenci dané aminokyseliny vyhledavat blizkost
indolové skupiny.
Jako nejlepsi zobrazeni pro kvantifikaci mi pfiSlo vysledky pro sekvencné vzdalené

aminokyseliny normalizovat na pocty aminokyselin ze vSech analyzovanych fetézct.
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Tato normalizace je provedena na zaklad¢ grafu 8.7, coz znamenad, Ze relativni Cetnosti (%)
sekvencné vzdalenych a zdroveil prostorové blizkych aminokyselin jsou vydéleny relativnimi
cetnostmi (%) stejné aminokyseliny ve vSech analyzovanych fetézcich (hodnoty zlutého
sloupce vydéleny hodnotami hnédého sloupce). Vysledkem je tedy bezrozmérna veli¢ina.
Pti vypoctu je opét vyuzita transformace definovana na obrazku 8.3. Abych ukazal statisticky
validni data, pouzil jsem metodu Bootstrap (Efron, 1979; Markus a Groenen, 1998), ktera je
vyuzivana pro statistickou analyzu dat. Klasicky pfistup metody je zaloZen na rozdéleni
studovanych dat na stejn¢ velké dily a jejich porovnani, jak je zobrazeno na grafu 8.9, kde
jsou data rozdé€lena na ctyii dily. ZjednodusSené feceno, pokud vykazuje pozorovany trend
kazda Cast (naptiklad ¢tvrtina) z ptvodnich studovanych dat, pak lze usuzovat, Ze se jedna
o skute¢ny jev a nikoli pouze ndhodu. Vysledny graf je na obrazku 8.10 a obsahuje
prumérnou hodnotu preference a smérodatnou odchylku, kterd je vypocitand z téchto
nahodnych ctvrtin. Na zakladé malé odchylky by prakticky vSechny pozorované rozdily

v preferenci aminokyselin k blizkosti indolu mély byt statisticky signifikantni.

0,50—

1110
0,00— III II II Il III ES— IIII
0,50—

-1,00—

1,50 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
LYS GLY SER GLU ASP ASN ALA THR GLN PRO HIS ARG VAL CYS MET LEU ILE TYR PHE TRP

Obrazek 8.9: Preference deseti prostorove nejblizsich aminokyselin od tryptofanu, které jsou
v sekvenci od tryptofanu dale nez deset aminokyselin, normalizované na cetnosti vSech
aminokyselin z analyzovanych fetézci (z grafu 8.7). Data jsou rozdélena na nahodné ¢tvrtiny
a transformovana podle obrazku 8.3.
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Obrazek 8.10: Kvantifikované preference jednotlivych aminokyselin k indolu. Zobrazena
celkova data z piedchoziho grafu 8.9, kde rozdil v ndhodnych ¢tvrtinach po Bootstrap analyze
je znazornén smerodatnou odchylkou.

Graf 8.10 nabizi mnoha ptekvapeni. Naptiklad clanky, které se zabyvaji kationt-rn
interakci (viz kapitola 6.4.2), odkazuji na preferenci argininu a lysinu k ploSe indolu. Pro¢ se
tedy v grafu ukazuje, Ze arginin neni u tryptofani o moc vice procentualné zastoupeny nez
ve zbytku proteinu? A lysin se dokonce u tryptofanu vyskytuje o hodné méné.

Preferenci leucinu a isoleucinu k tryptofanu reportovali ve vysledcich Samanta et al.
(2000). Jednim z vysvétleni mize byt, ze svym hydrofobnim fetézcem vypliluji prostor mezi
aromaty. Nasleduji methionin a cystein, coz pravdépodobné souvisi s popsanou sulfur-n
interakci (viz kapitola 6.4.6). Pies popsanou aniont-m interakci (viz kapitola 6.4.3) jsou
zaporn¢ nabité¢ aminokyseliny (Glu, Asp) vleve casti grafu (bez preference, piipadné
s ,,negativni preferenci®).

Samanta et al. uvadéji, Ze malé (Gly, Ala), negativné nabité (Asp, Glu) a polarni (Ser,
Thr) aminokyseliny se vyhybaji indolovému kruhu. V grafu se tyto aminokyseliny opravdu
nalézaji v levé ¢asti (bez preference), ale podle mého nazoru se da polemizovat nad tim, jestli
se skuteéné vyhybaji, nebo jsou napiiklad vytlaCeny aminokyselinami se silnéjsi preferenci.
Tito autofi dale uvadéji, ze aromatické aminokyseliny maji znacnou preferenci, pouze pokud
jsou posuzovany spole¢né. Na grafu 8.10 ale jednotlivé aromatické aminokyseliny vykazuji
k tryptofanu jednoznacné nejvétsi preferenci. Tato preference by napiiklad mohla souviset
s aromatickymi klastry, tak jak uvadi Lanzarotti et al. (2011).

Tento graf zobrazuje preferenci urcitych aminokyselin k tryptofanu, ale bude potieba
detailné€ji prozkoumat jednotlivé aminokyseliny, aby byl poskytnut komplexngjsi obrazek

o prostorovém okoli tryptofanu. Nad konkrétnimi ¢isly 1ze nyni pouze spekulovat.
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Po vytvoreni normalizovaného grafu 8.10 se nabizi otazka, jestli pofadi aminokyselin
nemuze néjak souviset s velikosti molekul (postrannich fetézct)? Naptiklad aromatické
aminokyseliny s nejvetsi preferenci (prava ¢ast grafu) maji nejvétsi molekulovou hmotnost.
Déle mnoho malych aminokyselin (glycin, serin, alanin) se zase vyskytuje v levé ¢asti grafu.
Pro odpovéd’ jsem vytvoril graf 8.11, ktery zobrazuje vysledky z grafu 8.10 proti molarni
hmotnosti dané¢ aminokyseliny. Na prvni pohled se zda, Ze se v datech zavislost vyskytuje.
I linedrni regrese ze vSech aminokyselin (¢erna pfimka) ma stoupajici tendenci. Nicméné
podle mé je nutné se zamyslet nad aromatickymi aminokyseliny, které je nutné brat v tomto
piipad¢ jako skupinu aromatt, tvofici naptiklad aromatické klastry. Tim by mohly byt velmi
nadhodnoceny. Pokud vypocitdm linearni regresi (Cervena ptimka) bez tryptofanu, tyrosinu
a fenylalaninu, tak zavislost jiz neni tak vyrazna. Pro obé¢ linearni regrese jsem u obou hodnot
smérnic provedl t-test, jestli opravdu zavislost existuje (tedy, jestli se smérnice liSi od nuly).
Na zakladé kritické hodnoty (CI 99 %) u linearni regrese vSech aminokyselin (Cerné, smérnice
0,0113, chyba smérnice 0,003206) vysla dolni mez konfiden¢niho intervalu smérnice
0,002094. Jelikoz je hodnota nad nulou, Ize povazovat zavislost za statisticky vyznamnou.
U linearni regrese bez aromatii (¢erveng, smérnice 0,0046, chyba smérnice 0,003953) vysla
dolni mez konfiden¢niho intervalu smérnice pii stejné kritické hodnoté -0,00701.

To znamena, Ze statisticky vyznamna zavislost zde jiz patrné neexistuje.
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Obrazek 8.11: Zavislost normalizované cetnosti na molarni hmotnosti aminokyselin.
Zobrazeny vysledky z grafu 8.10, proti molarni hmotnosti dané aminokyseliny. Soucésti grafu
jsou dvé linearni regrese. ,,Cerna“ regrese je pies viechny aminokyseliny. ,,Cervend” je bez
tryptofanu, tyrosinu a fenylalaninu.

60



Statistické vysledky na grafu 8.11 vypovidaji o zévislosti aminokyselin k molekule
indolu podle jejich molarni hmotnosti. Nicmén¢ pii vynechani tii aromatickych aminokyselin
(tryptofan, tyrosin a fenylalanin) se zavislost ztrati. Osobné& si myslim, ze zavislost na moléarni
hmotnosti neni a vysledek linearni regrese vSech aminokyselin je zptsoben néfim jinym,
konkrétné aromatickym charakterem nejpreferovanéjSich aminokyselin.

Nyni bych se rdd vénoval analyze prostorového rozmisténi jednotlivych aminokyselin
od indolové skupiny tryptofanu. Detailn¢ ukazat v grafu vSech dvacet aminokyselin by bylo
nepiehledné, proto jsem z nich vybral pét reprezentativnich pro urcité vlastnosti. 1) Arginin
reprezentujici kladné nabité aminokyseliny. 2) Aspartat zase zdporn¢ nabité. 3) Asparagin,
ktery obsahuje v postrannim fetézci kyslik i dusik. 4) Tryptofan za aromatické aminokyseliny
a 5) isoleucin za hydrofobni. Pro kazdou aminokyselinu jsem vytvoftil histogram vzdélenosti
jejiho nejblizsiho atomu v postrannim fetézci od t&isté indolu. Rozliseni histogramu je 0,1 A.
Jednotlivé profily aminokyselin jsem piekryl pies sebe, aby byly dobfe patrné rozdily.
Prekryti jsem docilil vyd€lenim kazdé hodnoty primérem hodnot cCetnosti v intervalu
5,2-5,8 A a vysledek je na obrazku 8.12. Dulezita je leva &ast grafu do 5,5 A, protoze prava
¢ast je dana omezenim zkoumanych aminokyselin na prvnich deseti prostorové nejblizsich
od tézist¢ indolu. Bez omezeni by relativni Cetnosti v grafu neustile narlstaly z divodu
zvetSujictho se prostoru okolo tryptofanu, jak uz je pospdno v kapitole odstraiiovani
homologie 7.5.3. Jednotlivé aminokyseliny maji v levé €asti grafu specificky profil, ktery
nasledné podrobim detailnéj$i analyze. U tohoto grafu bych rad vysvétlil, pro¢ se nebudu
zabyvat normalizaci prostoru, tak jak to vytykdm nékterym autorim v kapitole 6.4. Je to
z divodu, Ze budu porovnavat u jednotlivych aminokyselin jejich profily a ne absolutni
cetnosti. Navic jako idealni graf se ukdzal byt histogram pozic (potfadi od tézisté indolu),
ktery v kombinaci s histogramem vzdalenosti idedlné¢ zobrazuje preferenci aminokyselin

k t&zisti indolu. Histogram pozic neni z definice potfeba normalizovat.
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Obrazek 8.12: Profily relativni Cetnosti vyskytu rtznych typt aminokyselin v riiznych
vzdalenostech od tézisté indolu.
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Detailni analyza aminokyselin z grafu 8.12 se bude skladat ze tfi zobrazeni.
odpovidajici datim v grafu 8.12, a pod nim histogram pozic, ktery udava, kolikatd je dana
aminokyselina v potfadi od té¢zist¢ indolu. Nasledné vytvoifim prostorové zobrazeni danych
aminokyselin okolo indolu. Kazda aminokyselina bude reprezentovana svym nejbliz§im
atomem z postranniho fetézce a tyto atomy budou obarveny podle jejich typu (uhlik, kyslik,
dusik). Histogramy vytvofim i pro dal$i podobnou aminokyselinu, aby byly vysledky
relevantnéjsi. Jak uz jsem uvedl vyse, kombinace grafii vzdalenosti (fialovy) a grafu pozic
(zeleny) se ukdzaly jako nejidealnéjsi zobrazeni preferenci jednotlivych aminokyselin
k tryptofanu. Pro zajimavé aminokyseliny se vzdy pokusim zobrazit piiklady konkrétnich
struktur z PDB databaze. Ukazkové pozice atomt a piiklady konkrétnich konfiguraci

aminokyselin vychdzi z datasetu tryptofani, ktery je pouZit pro analyzy.
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kolikata v pofadi deseti nejblizS§ich aminokyselin Vprostoru byla nalezena dana
aminokyselina.

Jako prvni aminokyselinu jsem zvolil arginin, ktery ma oproti jinym aminokyselindm
zvyseny vyskyt ve vzdilenosti 3,7 A. K argininu se nejlépe hodi lysin, ktery ma také kladny
naboj postranniho fetézce. Vysledné grafy jsou na obrdzku 8.13 a na prvni pohled jsou profily
grafii v podstaté totozné. Maximum ve vzdilenosti 3,7 A u obou aminokyselin indikuje

vyraznou tendenci byt u téZist€ indolu, coZ odpovida kationt-n interakci popsané v kapitole
6.4.2. Graf pozic tuto preferenci potvrzuje. Obé¢ aminokyseliny maji oproti Vzdélenéjéim

(obrazek 8.13 (B)). Nicméné proc¢ je arginin v grafu 8.10 bez preference a lysin dokonce jako

nejméné¢ preferovand aminokyselina? Nabizi se hypotéza, Ze arginin se u tryptofanu
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nevyskytuje nijak preferencné¢ a lysin se dokonce u tryptofanu vyskytuje se zapornou
preferenci, ale kdyz se vyskytnou v jeho blizkosti, tak interaguji t€sné s plochou jeho indolové
skupiny. Graf pozic lysinu navic vykazuje ve vzdalengjsich pozicich rostouci tendenci (nartist
na pozicich devét a deset), coz by mohlo odpovidat jeho celkové zaporné preferenci
k tryptofanu.

Na obrazku 8.14 jsou zobrazené nejbliz§i atomy postranniho fetézce argininu
v prostoru okolo indolové skupiny tryptofanu. Z obrazku je patrna urcitd preference dusik
aminoskupin vyskytovat se spiSe podél hran indolu. Na hran¢ indolu je ale parcidlni kladny
naboj, takze mi neni jasné, pro¢ jsou v daném misté v tak hojném poctu. VétSina atomi
argininu se vyskytuje u té€zist¢ indolu, ale pfes popisovanou kationt-m interakci v kapitole
6.4.2 se uhlik u tézisté vyskytuje 1,5krat vice nez dusik. To miize naznaCovat, Ze arginin
radgji k indolu ptiléha alifatickym fetézcem, nez by byl v kationt-n interakei.

Takovéto zobrazeni nejblizSich atomi md nevyhodu, Ze neni poznat, jak je dana
aminokyselina pfesné orientovand k indolu. Analyzovat orientaci vyzaduje znaéné
komplexnéjsi pristup a v kapitole 8.2 se o n¢j pokusim alespon pro dvojice tryptofant.

Nicméné i toto prostorové zobrazeni mize mnohé napoveédét o orientaci postranniho fetézce,

jak dokléadaji ptiklady konkrétnich struktur.

Obrazek 8.14: Prostorové zobrazeni nejblizSich atomti argininu okolo indolu tryptofanu.
Zobrazeno je 10 000 atomi. Modré kuli¢ky znaci dusik a zeleny je uhlik postranniho fetézce
argininu. Ukéazkové struktury (PDB: 1JSG, 3VS5L, 1YIZ) zobrazuji tryptofan (zelené)
a arginin (zluté) v konkrétnich konfiguracich.
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Dalsi aminokyselina v grafu 8.12 je aspartat. Na rozdil od argininu mad maximum
vyskytu ve vzdalenosti okolo 4,5 A, coz je spole¢né i pro glutamat, jak je vidét na obrazku
8.15. Podle grafu pozic jsou nejcastéji obé aminokyseliny az tteti v potadi od té€zist¢ indolu
(obrazek 8.15 (B)). Pro detailn¢j$i popis je nutné zohlednit prostorové zobrazeni. Jelikoz
glutamat ma oproti aspartatu mirné navyseni &etnosti okolo 3,7 A, rozhodl jsem se pro jeho
zobrazeni (obrazek 8.16). Na obrazku je zna¢ny vyskyt kyslikovych atomi u dusiku indolové
skupiny, coz odpovida oné tfeti pozici. Jedna se o vodikovy mistek mezi aminovou skupinou
indolu a karboxylovou skupinou postranniho fetézce glutamatu.

Kapitola 6.4.3 popisuje aniont-n interakce, které byly nalezeny dokonce 1 u tryptofanu
(Lucas et al., 2016). Bohuzel v mé praci vzadném =zobrazeni tato interakce neni
detekovatelnd. Glutamat sice vykazuje mirné navyseni oproti aspartatu ve vzdalenosti 3,7 A
(odpovida plose indolu), ale na prostorovém zobrazeni (8.16) neni zadny velky vyskyt
karboxylové skupiny pozorovan (Cervené sféry). Naopak se zde vyskytuji atomy uhliku
(zelené sféry), které by mohly svédc¢it o tom, ze glutamat na ploSe indolu lezi alifatickym
fetézcem. VéEtsi preference glutamatu k ploSe indolu tedy muize byt z divodu delSiho
postranniho fetézce, ktery 1épe ptilehne k indolu. Z grafu pozic by se dalo usuzovat to samé,
na vzdalengjSich pozicich (od paté pozice dale). Zatimco glutamat ani ne 2krat méné.

Na zavér musim konstatovat, ze aniont-m interakci jsem ve spojeni s tryptofanem
nenalezl, a proto o této kombinaci pochybuji. V tom mé& utvrzuje i graf 8.10, kde aspartat

1 glutamat vykazuji znacnou negativni preferenci k tryptofanu.
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kolikata v poradi deseti nejbliz§ich aminokyselin v prostoru byla dana aminokyselina.
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Obrazek 8.16: Prostorové zobrazeni nejblizSich atomti glutamatu okolo indolu tryptofanu.
Zobrazeno je 10 000 glutamatt. Cervené kuli¢ky jsou atomy kysliku a zeleny je atom uhliku.
Ukazkové struktury (PDB: 3CLS5, SXWI, 1P49) zobrazuji tryptofan (zelen€) a glutamat (zluté)
v konkrétnich konfiguracich.

Profily asparaginu a glutaminu na obrdzku 8.17 maji zfetelnd maxima
ve vzdalenostech 3,7 A a 4,5 A, ktera se podobaji lysinu (3,7 A) a aspartatu (4,5 A). Toto
zjisténi mé& utvrzuje ve spravném piistupu k analyze, protoze tento profil odrazi preference
funkénich skupin k jednotlivym ¢astem indolu stejné€ jako u pfedchozich aminokyselin. Dusik
aminoskupiny v postrannich fetézcich asparaginu a glutaminu mé tendenci se vyskytovat
u tézisté indolu (viz arginin), zatimco kyslik ketonové skupiny zase u dusiku indolové
skupiny (viz aspartat). Tyto preference jsou viditelné v prostorovém zobrazeni asparaginu
na obrazku 8.18.

Je piekvapivé, Ze jsem nenaSel Zadny Cclanek, ktery by se témito dvéma
aminokyselinami zabyval v kontextu analyzy PDB databaze. Podle mé jsou zrovna tyto
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aminokyseliny velmi zajimavé, jelikoz je na nich vidét natdeni postranniho fetézce

k tryptofanu podle funkénich skupin.
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Obrazek 8.17: A) Histogram vzdalenosti asparaginu a glutaminu (prvni nalezeny atom

Obrazek 8.18: Prostorové zobrazeni nejblizSich atomu asparaginu okolo indolu tryptofanu.
Zobrazeno je 10 000 asparagintl. Cervené kuli¢ky jsou atomy kysliku, modré jsou atomy
dusiku a zelené jsou atomy uhliku. Ukazkové struktury (PDB: 2CB4, 5275, 1UT9) zobrazuji
tryptofan (zelen¢) a asparagin (zlut¢) v konkrétnich konfiguracich.
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Dalsi na tadé¢ jsou aromatické aminokyseliny. K tryptofanu jsem pfipojil fenylalanin,
ktery by mél mit podobné vlastnosti a na rozdil od tyrosinu nema hydroxylovou skupinu.
Jejich grafy jsou na obrazku 8.19. Fenylalanin vykazuje navySeni ve vzdalenosti 3,7 A
a na prvni pozici v grafu pozic. Zajimav¢jsi je ale jeho prostorové zobrazeni, kde jsou
naptiklad vidét tendence byt spiS u vazeb benzenového cyklu spiSe, neZ u atomua uhliku.
Nabizi se otazka, jestli jsou v téchto mistech fenylalaniny na kolmo, a interaguji tak s hranou
indolu, nebo jsou do téchto mist vytlaceny vodiky, které¢ mifi z kazdého atomu uhliku indolu
do prostoru.

Je evidentni, Ze tento druh analyzy na aromaty plné nestaci. V kapitole 8.2 se budu
vénovat vzajemné pozici a orientaci dvou tryptofanti, kde bude prostor okolo indolu Iépe

prozkouman po jednotlivych segmentech.
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Obrazek 8.19: A) Histogram vzdalenosti tryptofanu a fenylalaninu (prvni nalezeny atom

Ny

kolikata v potadi deseti nejblizsich aminokyselin v prostoru byla dand aminokyselina.
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Obrazek 8.20: Prostorové zobrazeni nejblizSich atomt fenylalaninu okolo indolu tryptofanu.
Zobrazeno je 10 000 fenylalanini. Zelené kulicky jsou atomy uhliku. Ukazkové struktury
(PDB: 1QNM, SHM4, SHSZ) zobrazuji tryptofan (zelen€) a fenylalanin (zlut¢) v konkrétnich
konfiguracich.

Posledni aminokyseliny, které bych chtél podrobnéji zobrazit, je leucin a isoleucin
na obrazku 8.21. Zejména co se tyce isoleucinu, ktery evidentné nema témef zadnou pozicni
preferenci (8.21 (B)). Z tohoto grafu lze usuzovat, ze vSechny ostatni aminokyseliny, které se
1181 svym profilem od isoleucinu, vykazuji pravdépodobné urcitou konkrétni interakci (viz
graf 8.12). Vzhledem ktomu, ze graf 8.10 ukézal, ze leucin i isoleucin jsou obecné
u tryptofanu preferovany (coz konstatovali 1 Samanta et al. (2000)), da se usuzovat, Ze tyto
aminokyseliny interaguji sindolem po celém povrchu (naptfiklad pomoci Van der
Waalsovskych sil). Urcité navyseni v levé ¢asti grafu vzdalenosti (pod 4,5 A) je dano vétsim

rozptylem na tfeti a ¢tvrté pozici (viz obrazek 7.9), coz je zpisobeno tvarem molekuly indolu.
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Obrazek 8.21: A) Histogram vzdalenosti leucinu a izoleucinu (prvni nalezeny atom
z postranniho fetézce) dané aminokyseliny od tézisté¢ tryptofanu. B) Zeleny graf ukazuje,
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kolikata v pofadi deseti nejblizsich aminokyselin v prostoru byla dana aminokyselina.
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Obrazek 8.22: Prostorové zobrazeni nejblizsich atomu isoleucinu okolo indolu tryptofanu.
Zobrazeno je 10 000 isoleucini. Zelené kulicky jsou uhlik. Ukazkové struktury (PDB: 3CTS5,
4LGJ) zobrazuji tryptofan (zelen€) a isoleucin (zIuté) v konkrétnich konfiguracich.
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Bohuzel popisovani jednotlivych aminokyselin zabira zna¢ny prostor, proto musim

u zbylych aminokyselin zobrazit pouze histogramy (obrazek 8.22).
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Obrazek 8.22: Histogramy vzdalenosti (prvni nalezeny atom z postranniho fetézce)

Nvew

ukazuje, kolikata v pofadi deseti nejblizSich aminokyselin v prostoru byla dana
aminokyselina.

Z ostatnich aminokyselin je patrné, ze fyzikalné podobné aminokyseliny maji podobné
histogramové profily. Napfiklad serin a threonin maji podobné navyseni ve vzdalenosti 4,5 A
(obrazek 8.22 E a F), stejné jako aspartat (obrazek 8.15). Pravdépodobné je to zplisobeno
jejich hydroxylovou skupinou. Déle je zajimavy prolin (obrazek 8.22 (J)) s preferenci k t€zisti
tryptofanu, coz pravdépodobné odpovidd vlastnostem popsanym v kapitole 6.4.5. Tato
preference je zfejmé zptsobena CH-n interakci, kde parcialni pozitivné nabity vodik prolinu
interaguje s w oblasti aromatické aminokyseliny (Brandl et al., 2001; Kumar a Balaji, 2014;
Umezawa et al., 1999). Déle u cysteinu a methioninu jsou naptiklad ptekvapivé vidét opacné

trendy pozic, kde se jedna o sulfur-r interakci (viz kapitola 6.4.6).
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V této kapitole jsem chtél predvést, ze pouze exaktni podrobnéd analyza muze ukazat
prevazujici trendy a preference, které se jinak mohou ztratit v nadbytku ,,ndhodnych*
konfiguraci, které jsou ve skute¢nosti vynuceny dal§imi aminokyselinami mino provadénou
analyzu. Dale, Ze by se nem¢lo v analyze spoléhat pouze na jeden vysledny graf, ale teprve
kombinace rtiznych grafii a zobrazeni mize dat povédomi o studované problematice.

U jednotlivych aminokyselin by se jist¢ dalo postupovat daleko podrobnéji, ale kvili
omezenému prostoru diplomové prace jsem nemohl mnohé zpracovat. Jedna se napiiklad
o porovnani prostoru u jednotlivych ploch a hrany indolu, kde by bylo mozné porovnat
cetnosti s narustajici vzdalenosti od daného indolu. Prozkoumat profily ¢etnosti okolo indolu,
jak se nabizi u prostorového zobrazeni fenylalaninu (obrazek 8.20). Zobrazovat vice, nez jen

vvvvvv

orientace jednotlivych aminokyselin.
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8.2 Dvojice tryptofanii
8.2.1 Uvod

Jak uz jsem uvedl v pfedchozi kapitole, u jednotlivych aminokyselin by se méla
vypracovat podrobnéjsi analyza. V této kapitole se proto pokusim zaméfit alespoil na jednu
z nich. Vzhledem k tomu, ze v grafu 8.10 se ukazala jako nejpreferovanéj$i aminokyselina
k tryptofanu jiny tryptofan, soustfedim se nyni pravé na tuto aminokyselinu. Jednotlivé pary
tryptofani byly ziskany postupem popsanym v kapitole 7.6.2 a mezi témito pary byly
vypocitany potfebné udaje. Piedevsim se jedna o vzdjemnou vzdalenost mezi t€zisti indoli

a vypocet uhlu mezi jejich norméalami, tak jak je popsano v kapitole 7.4.
8.2.2 Analyza

Pro samotnou analyzu jsem disponoval 558 962 pary tryptofani. Kazdy par se v tomto
datasetu vyskytuje 2krat, aby se na dany par v analyzach nahlizelo nezavisle z pohledu
kazdého ztcastnéného indolu.

Jiz v ptedeslé kapitole se rizna prostorova zobrazeni ukdzala jako velmi nazorna,
proto nyni budu postupovat stejné. U kazdého paru jsem indolovou skupinu prvniho
tryptofanu (déale oznacovany jako centralni) umistil do pocatku souradnicového systému tak,
v prostoru s ohledem na prvni tryptofan. Z divodu ovlivnéni pozic u sekvenéné blizkych
aminokyselin (viz kapitola 8.1.2) jsem do analyzy pouZil pouze pary se sekven¢ni vzdalenosti
od jedenacti aminokyselin a jejich vzdélenost t&Zist jsem omezil do 20 A. Vzhledem k tomu,
ze by zobrazeni takto ziskanych dat vytvofilo neprithlednou kouli, budu prostor zobrazovat
v podobé fezli podél jednotlivych os. Jednd se vzdy o vrstvu prostoru v tloustce 3 A okolo
indolu) jsou obarveny podle uhli normal. Normaly okolo pravého uhlu jsou zobrazeny

cerveng, paralelni orientace svétle modie a uhly mezi zelené a tmaveé modte.
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Prvni obrazek 8.23 zobrazuje ez podél osy y. Na prvni pohled jsou zde patrné vrstvy
riznych Uhlt normal nad a pod plochou indolu. Nejblize jsou ,,stacking* (paralelni) orientace
(svétle modra barva), protoze jen tak mohou byt indoly z definice t€zisté nejblize u sebe.
Nasledné se zacinaji indoly natacet (zelend a modra barva) az ptechazeji do pravého uhlu
(Cervena barva). Kolmy thel je pak v urcité vzdalenosti (okolo 5 A) naprosto dominantni.
Na hran¢ indolu je tomu naopak, nejblize musi byt z definice kolmé orientace (Cervena
barva). Za pozornost stoji i jasny ubytek bodli na misté, kde se vyskytuje CP tryptofanu,

a tudiz peptidova vazba (vlevo od indolu).

20+
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Obrazek 8.23: Prostorové zobrazeni tryptofanovych pard. Indol prvniho tryptofanu je
umistén v pocatku soufadnicového systému a z indolu druhého tryptofanu je zobrazeno

prostoru podél osy y v tloustce 3 A okolo poéatku, tedy s pozicemi t&Zist v mezich od -1,5 A
do 1,5 A. Dvé rtizné ukazkové struktury (PDB: 3WFO, 4GT4) zobrazuji prvni centralni
tryptofan (zelen€) a druhy tryptofan (zlut€) v konkrétnich konfiguracich.
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Na obrazku 8.24, na kterém je zobrazeny fez podél osy x, je situace obdobnd.
Navic jsou zde vidét modré a zelené shluky casto se vyskytujicich podobnych konfiguraci,

ale vzhledem ke zna¢né vzdalenosti od indolu se pravdépodobné nejedna o realnou interakci.

-20

Obrazek 8.24: Prostorové zobrazeni tryptofanovych pard. Indol prvniho tryptofanu je
umistén v pocatku soufadnicového systému a z indolu druhého tryptofanu je zobrazeno

prostoru podél osy x v tloustce 3 A okolo poéatku, tedy s pozicemi t&7ist v mezich od -1,5 A
do 1,5 A. Oznacené barevné shluky odpovidaji strukturné podobnym proteinim (podrobné
vysvétleni viz text). Konkrétni piiklad struktury z modrého shluku je PDB 2VSE a zeleného
PDB 5SMZH.

Takovy shluk by se mohl vytvoftit, pokud by ve studovaném datasetu pretrvavala sekvencni

homologie, coz by mohlo zna¢né ovliviiovat analyzy. Po bliz§im pfezkoumani se ukazalo,
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ze se jednd o strukturné¢ podobné proteiny. Zelené shluky se skladaji z nehomolognich
spirdlovitych proteinli se symetricky umisténymi tryptofany. U modrych shlukii se jedna
o nehomologni proteiny slozené z mensich domén, kdy podobné domény obsahuji témét
stejné pocCty tryptofanti, a tim vytvareji tato seskupeni. Zatim jsem neobjevil zplsob, jak
podobné struktury z analyzy eliminovat. Kazdy arteficidlni shluk je na obrazku 8.24
duplikovan v riznych mistech. Tato duplikace je z divodu dvojiho zobrazeni kazdého paru.
To znamend, Zze se jednd o stejny shluk, jen pokazdé z pohledu jiného z obou tryptofanti
v paru. Zdvojeni ukazuje na dilezitou vlastnost tohoto prostorového zobrazeni, jelikoz
napfiklad relevantni Cerveny oblak na okrajich indolu (kolma orientace) se z Casti rovna
cervenému oblaku nad a pod indolem. Jsou to totiz opét stejné na sebe kolmé pary indoli
z raznych pohledl. Vysvétleni je uvedeno na obrazku 8.25, pro riznd zobrazeni stejného paru
tryptofanti. Takovy Gmyslny duplikovany vyskyt paru zvySuje hustotu vyskytu a analyza

je proto snazs$i. Zadna z konfiguraci vSak timto postupem neni uméle obohacovana.

A B 2

Obrazek 8.25: Dv€ rizna zobrazeni stejného paru tryptofani (tryptofan 70 a 86
z PDB: 3V 10, fetézec A). (A) Prvni tryptofan je z pozice 70 (zeleny) a k nému druhy z pozice
86 (Cerveny). (B) Druhy par ma zobrazeny stejné tryptofany, ale obracené orientovany
a prebarveny. (C) Pozice obou parii v prostorovém zobrazeni. Zeleny tryptofan v pocatku
soufadnicového systému odpovidd zelenym tryptofanim z obrazkti A a B, tudiz ,,prvnim*
tryptofanim.
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Na obrazku 8.26 je znazornén fez podél osy z. Na tomto zobrazeni je jasn¢ patrna
tendence indolli okolo hrany indolu zaujimat pravy thel. Déle je opét vidét pochopitelné
snizeny vyskyt bodd na misté peptidové vazby. V tomto fezu je zajimava vrstva snizeného
vyskytu ve vzdalenosti 9 A od t&zist¢ indolu (Sipka). Rad bych upozornil, ze takovéto
prostorova zobrazeni jsem v zadné préaci nenalezl a myslim, Ze docela dobie vypovidaji
o vzajemné orientaci tryptofanli. Nicmén¢ informace je stale nekompletni, jelikoz napiiklad
neni poznat, jak pfesn¢ jsou vuci sobé indoly natocené. Napfiiklad ,,kolmost* totiz mize byt
zcela rizn4, jak je vidét na piikladech konkrétnich struktur (8.26 vpravo). Za zminku stoji,
ze preferovany vyskyt tryptofanu v okoli jiného tryptofanu se vcelku podobd vyskytu
fenylalaninu v okoli tryptofanu (viz obrazek 8.20), kde je podobné jako zde patrnd znacna

cetnost molekul okolo Sesticetného cyklu indolu.
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Obrazek 8.26: Prostorové zobrazeni tryptofanovych pard. Indol prvniho tryptofanu je
umistén v pocatku soufadnicového systému a z indolu druhého tryptofanu je zobrazeno

20

prostoru podél osy z v tloustce 3 A okolo pocatku, tedy s pozicemi t&Zist' v mezich od -1,5 A
do 1,5A. Dvé riizné ukazkové struktury (PDB: 4P6B, 1RH6) zobrazuji prvni centralni
tryptofan (zelen¢) a druhy tryptofan (zluté) v kolmém thlu normal, ale jinak ve zcela rizné
orientaci. Sipka poukazuje na uréity nevysvétleny pokles hustoty bodi.
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Z téchto prostorovych zobrazeni by se dalo usuzovat, Ze orientace do urcit¢ malé

vzdalenosti jsou ovlivnéné fyzikalné (nejblizsi indol k plose jiného indolu musi byt paralelni,

jinak by nebyl nejblizsi). Jedna se zde tedy o zcela jasna piedvidatelnd pravidla. Orientace

jsou dale odstupnovany po urcitych vrstvach, jak je vidét na zobrazeni prostorové koule

vyskytu do 6 A na obrazku 8.27. Nejedna se tedy o fez prostoru, ale o zobrazeni celého

vymezeného objemu. Pro urcité vrstvy vzdalenosti od tézisté jsem navic na obrazku 8.28

zobrazil histogramy uhlti norméal mezi indoly. Blizka vrstva 0-4,5 A obsahuje predevsim

paralelni uhly. O néco vzdalenégjsi vrstva 5-6 A jiz obsahuje pootocené indoly a vzdilena

vrstva 6-8 A zag¢ina vykazovat uréity zakulacujici se profil s tendenci k pravému thlu.

A
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Obrazek 8.27: Rozlozeni t¢zist’ indoll v prostoru okolo centralniho indolu. Vzdalenost t&zist’
mezi indoly je omezena do 6 A. Pohledy jsou zriznych smért. (A) Pohled z osy y, viz
obrazek 8.23 (B) Pohled z osy x, viz obrazek 8.24 (C) Pohled z osy z, viz obrazek 8.26. Barva
tézisté odpovida tthlu mezi normalami indold, viz obrazek 8.26.
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Obrazek 8.28: Histogramy thli mezi normalami dvou indoli. Jednotlivé grafy se lisi
intervalem vzdalenosti mezi tézisti. (A) Vzdalenost 0-4,5 A, 212 part. (B) Vzdalenost 5-6 A,
3 199 parti (C) Vzdalenost 6-8 A, 10 026 parii.

Tendence vzdalengjSich vrstev k pravému uhlu muize souviset s pravdépodobnosti,
s jakou bychom danou orientaci nalézali v ptfipad¢ velkého mnoZstvi ndhodné rozmisténych
aminokyselin, jak je popséano v kapitole 6.4.1. Odpoveéd muze dat histogram na obrazku 8.29,
ktery zobrazuje uhly normal pro pary tryptofanii, které jsou od sebe od 15 A do 40 A.
V této vzdalenosti spolu jiz nejspi§ nemaji zadnou interakci, a piesto graf ma velmi specificky
profil. Jedna se totiz o funkci sinus, coz dokazuje kifivka na stejném obrazku a svédci

o naprosté nahodnosti pozorovanych orientaci.

79



1,2+

i
0,8—
0,6
0,4
0,2— ‘
0
30 60 90 120

0 150 180

Uhel normal [°]

Obrazek 8.29: Normalizovany histogram Uhli mezi normdlami dvou indol (modfe).

Zobrazeny jen péry, které maji vzdalenost mezi tézisti indolti 15-40 A. Tento histogram
je mozné prolozit funkei sinus (Cervené), coz zna¢i nahodné rozdéleni pozorovanych hlu.
Graf je tvoten 342 349 pary tryptofand.

Pro¢ nahodné rozdéleni dava zrovna funkci sinus? Kdyz si predstavime riizné tthlové
orientace dvou tryptofani v prostoru a z toho jeden (centralni) by byl normalou svisle a druhy
(zkoumany) libovolné, tak pravdépodobnost s jakou nalezneme urcitou orientaci, je imérna
plose ,,Etverce® na globu (viz obrazek 8.30). Prakticky plati, Ze pro uhly blizké 90° (norméla
zkoumaného tryptofanu je vodorovné) je Ctverec ,,vétsi“, nez Ctverec u poélu (pii 0° nebo
180°). Velikost onéch zkoumanych c¢tverci zavisi pravé na uhlu podle funkce sinus.
Zjednodusené feceno, pro kolmé uspotadani dvou molekul (méteno pomoci jakychkoli jejich
vybranych os) je obrovské mmnoZstvi riznych moZnosti. Naopak, pfi paralelnim (nebo

antiparalelnim) uspofadani je vzdjemna orientace molekul mnohem pfesnéji vymezena.

Obrazek 8.30: Zobrazeni pravdépodobnosti orientace dvou nahodné orientovanych indolt.
Centralni indol je ukryt ve stfedu globu a orientovan normalou svisle. Hodnota thlu normal
bude nejcastéji 90°, coz odpovida vétsi dostupné plose globu podél rovniku. Nejvzacnéjsi
bude thel 0° a 180°, znazornéno indolem na pdlu.

VysSe zobrazené obrazky a grafy jiz vcelku vypovidaji o rozlozeni indolli v prostoru.

Nyni se zamétim na konkrétni otazky, které bych chtél v této kapitole zodpovédet.
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Jak uZ jsem zminil p¥i popisu obrazku 8.26, ve vzdalenosti 9 A je vidét zietelny pokles
hustoty bodti. Mohl by to byt pfechod, kde indoly o sob¢ ptestavaji ,,védét™, a tudiz od této
hranice déle je orientace ndhodna. Nyni bych se tedy pokusil odpovédét na otazku, do jaké
vzdalenosti se tryptofany jesté ovliviiuji? To znamend, do jaké vzdalenosti jesté vykazuji
,hendhodnou* orientaci. Zaméiim se nyni na uthlovou orientaci indoldi, protoZze samotny
vyskyt tryptofanu v urcité vzdalenosti je podminén naptiklad velikosti proteind. Jak uz jsem
ukdzal na grafu 8.29, histogram ndhodného rozdé¢leni thli v trojrozmérném prostoru tvori
funkci sinus. S touto funkci bych tedy rad porovnal Cetnosti thli v urcitych kulovitych
vrstvach od t¢zisté¢ indolu. Jedna z moznosti je pro kazdou kulovitou vrstvu vykreslit
histogram a zjiStovat, jestli se od funkce sinus li$i. To ale neni moc praktické, a proto jsem
ptistoupil k porovnavani urcitych intervalovych useki.

Pro kazdou vzdéilenostni vrstvu od centralniho indolu (po 0,2 A) jsou vypocitany
histogramy (hli normél (stejné jako histogramy na obrazku 8.28). Cetnosti kazdého
histogramu jsou nasledné rozd€leny do péti intervalti uhli (C’, B’, A, B a C) tak, jak je
zobrazeno pro sinus na obrazku 8.31 (A). Vysledna hodnota porovnani je ,,ndhodnost thla* A,
kterd je dana vyrazem 8.31 (B). Pokud byl pro konkrétni data jmenovatel vétsi nez Citatel,
dojde ke stejné transformaci jako je na obrazku 8.3. Vysledkem je tedy konkrétni vysledna
transformovand hodnota nahodnosti A‘. Konstanta 1,6178 ve vzorci 8.31 (B) vyrovnava
pokles funkce sinus (jedna se o podil integralti zkoumanych intervali funkce sinus), aby
pfi ndhodném rozdé€leni vysla hodnota 0. Pokud plati A* > 0, udava hodnota |A‘|+1, kolikrat je
v dané vrstvé kolmé uspotradani Castjsi, neZ by odpovidalo ndhodé. Obdobné pii A‘<0 udava
hodnota |A‘[+1, kolikrat je v dané vrstvé paralelni uspotadani Castéjsi, nez by odpovidalo
nahod¢. BohuZel tento postup nezachyti nekteré specifické odchylky od funkce sinus (uvnitt
intervalll), ale jen odchylky v danych intervalech jako celcich. Napfiklad v urcitych
vzdalenostech jsou dominantni tthly 80° a 100° a urcity pokles u 90° (viz obrazek 8.28 (B)).

Takovéto detailni rozdily popsany postup nezaznamena, ale urCitou predstavu poskytne.

A
A=< )_1
(C'"+C)*1,6178

0,2—
I
0 v
0 36 72 108 144 180

Uhel ]

Obrazek 8.31: (A) Rozdé€leni funkce na intervaly, pfes které jsou porovnavany ¢etnosti Ghlt
normal pro dané vzdalenostni vrstvy. (B) Vzorec udavajici rozdil oproti funkci sinus.
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Vyse popsanym postupem jsem vytvoril graf 8.32, ktery zobrazuje porovnani ¢etnosti
thld normal s funkci sinus pro kazdou kulovitou vrstvu po 0,2 A od t&7isté centralniho indolu.
Zdrojem této analyzy je 253 134 pard tryptofani, které jsou rozdé€leny na dvé ¢asti podle
plochy centralniho indolu (nad a pod). Toto rozdéleni je z divodu verifikace analyzy,
aby bylo patrné, Ze vysledny profil neni pouhy Sum. Prvni bod na ose x za¢ina ve vzdalenosti
4,6 A, jelikoz mensi vzdalenosti dosahovaly k hodnot& -20, coz naruSovalo detail zobrazeni.
Graf tedy ukazuje, Z¢ pod 5 A jsou orientace nendhodné, konktrétng paralelni nebo
antiparalelni. Od 5-7,2 A orientace indold tihne ke kolmému uspoiadani a od 7,6-10 A opét

k paralelni ¢i antiparalelni orientaci.
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Vzdilenost od téZisté indolu [4]

Obrazek 8.32: Graf ,,ndhodnosti“ rozd€leni thl normal A v celém prostoru kolem indolu
(po 0,2 A, do 25 A). Nahodnost A° je porovnavana s funkci sinus (viz obrazek 8.31 a text).
Zaporné hodnoty odkazuji na paralelni orientaci, zatimco kladné hodnoty ukazuji
na preferenci ke kolmym uhlim. Sum okolo nulové hodnoty zna¢i ndhodné rozlozeni Ghli.
253 134 pard tryptofant je rozdéleno na dvé poloviny podle plochy indolu.

Snaha o sou€asnou analyzu vSech vzajemnych pozic indold v urcité vzdalenosti mize
byt zavadejici, jelikoz z prostorového zobrazeni (viz obrazek 8.24) je patrné, ze konfigurace
indolti v kouli okolo centralniho indolu jsou naprosto nesrovnatelné. Je to dano tim, Ze rtizné
sméry od stfedu indolu maji jiné preferované orientace. Autofi, vytvaiejici prosté histogramy

chybuji ve slucovani prostoru (napi. nad a pod plochou indolu a zaroven po jeho hranach),

ktery je ale zna¢né¢ riznorody (McGaughey et al., 1998; Ninkovic et al., 2014; Thomas et al.,
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2002). Z tohoto diivodu jsem zkoumané pozice omezil na kvadr 4x4 A nad a pod plochou

centralniho indolu, coz dalo 3 947 tryptofantl. Vysledek je na obrazku 8.33.
Obrazek 8.33 se skladd ze tii vzdjemné porovnatelnych casti. Obrazek 8.33 (A)

zobrazuje vysek studovaného prostoru zobrazku 8.24 a jedna se o kvadr 4x4A.
Pro jednoduchost je zobrazen pouze vysek nad plochou indolu. Obrazek 8.33 (B) zobrazuje

graf ndhodnosti tak, jak je definovan na obrazku 8.32. Rozdil je vtom, Ze data jsou

analyzovana dohromady nad i pod plochou indolu, ale pro definovany kvadrovy vysek

prostoru. Obrazek 8.33 (C) je prosty histogram &etnosti bodt v jednotlivych tisecich po 0,2 A.

Modré Cary pies obrazky upozornuji na vzajemnou porovnatelnost.
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Obrazek 8.33: Analyza vyrezu prostoru nad a pod plochou indolu. (A) Kvadrovy vytez
prostorového zobrazeni z obrazku 8.24. (B) Graf nahodnosti uhli normal A (viz definice
na obrazku 8.32). (C) Histogram &etnosti bodil ve studovanych vrstvach (po 0,2 A). Detailni

popis viz text.
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Pro tucely kvantifikace jednotlivych vrstev indolii v okoli centrdlniho indolu jsem

prolozil histogramem cetnosti z obrazku 8.33 (C) Gaussovy funkce v programu fityk.

Konkrétni kiivky vybranych prolozenych funkci jsou na obrazku 8.34 (A).

Parametry

prolozenych funkci jsou v tabulce na obrazku 8.34 (B). Pro porovnani relativniho vyznamu

komponent jsem vyuzil hodnotu plochy kazdé prolozené Gaussovy funkce.

A
+ Cetnostindoldl  ——Gaussovy funkce  =——Suma Gaussovych funkci
200 -
180 -
160 -
F a
140 -
120 -
- 4
18 100 -
&
2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Vzdalenost téFisté [A]
B
Amplituda (height) Pozice (center) Polosirka {(hwhm) Vypoctena plocha Plocha (%)
29,2539 3,89479 0,178564 5,2236934 1,50
191,033 5,48543 0,594654 113,5985376 32,62
12,7967 8,03501 0,497294 6,36372213 1,83
30,7408 9,37381 0,532162 16,35908561 4,70
37,0876 13,8769 5,57322 206,6973541 59,35

Obrazek 8.34: (A) Kvantifikace histogramu cetnosti bodi ve studovanych vrstvach (viz
obrazek 8.33 (C)). Cervené body zobrazuji &etnosti indolti v jednotlivych vrstvach. Jednotlivé
pocetnéjsi oblasti jsou prolozeny Gaussovymi funkcemi (zelen€) a suma téchto kiivek
je vykreslena ernou kfivkou. Gaussova funkce neni pro pravou &ast grafu (od 11 A)
zobrazena, ale do sumy je zapoctena. (B) Parametry Gaussovych funkei v poradi od pocatku.
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A%

3,89 +£ 0,18 A) se sklada z ¢isté& paralelnich ,,stacking* tryptofanii. Tato vrstva obsahuje 1,5 %
z celkového vzorku 3 947 tryptofanti (viz prvni Gaussova funkce na obrazku 8.34 (B)).
Jak jsem jiz zminil vySe, nejblizsi tryptofany musi mit paralelni orientaci, jinak by z definice
preference, jelikoz dale od 4 A do 4,3 A &etnosti klesaji. Tento pokles je podle mé dan
nepravdépodobnosti separaci dvou indolti o vzdalenost odpovidajici velikosti asi ptl atomu.
Déle se indoly zacinaji natacet, az k nejCastéjsi kolmé ,,T-shaped orientaci ve vzdalenosti
5,48 +£0,59 A (viz druhd Gaussova funkce na obrazku 8.34 (B)). Toto vyrazné maximum
se tvofi 33 % zobrazenych tryptofand, a navic pokud bychom uvaZovali pouze indoly
do vzdalenosti 7 A, pak tato skupina kolmych orientaci tvoti 96 % vzorku. Co se tyk4 naopak
preferovanych orientaci ve vzdalenosti 5,5 A, tak vyskyt indold se skute¢n& kolmym
uspofaddanim normal (definovano skupinou A v obrazek 8.31 (A)) je asi 60krat Castéjsi, nez
by odpovidalo ndhodnému uspotadani (viz obrazek 8.33 (B)).

S nartistajici vzdalenosti je detekovatelny opét pokles hustoty &etnosti asi do 6,8 A.
Do této vzdalenosti se jednd zjevné o piimou interakci dvou indolli, nejprve paralelné a dale
na kolmo uspofadanych. Vzdalenost okolo 7 A jiz neumoZziiuje uskuteénéni piimé interakce
dvou indolti, snad pouze v pfipadé, ze by byly oba paralelné polozené ve stejné roving.
Tato konfigurace je kvili parcidlnim kladnym nabojim méné pravdépodobna, a to by mohlo
vysvétlit absolutni pokles Cetnosti v této konkrétni vzdalenosti indoli (viz obrazek 8.26).

Nasleduje velmi zajimava vrstva pomérné vzacnych (1,8 %) paralelnich orientaci.
Jedna se o nad sebou umisténé indoly (vzdilenost 8,03 + 0,49 A), které maji mezi sebou
piesné tolik mista, aby se mezi n¢ veSel alifaticky postranni fetézec jiné aminokyseliny.
Paralelni uspofadani je zde az 30krat Castéj$i, neZ by bylo nahodné (obrazek 8.33 (B)).
Tato vrstva by vSak nebyla z grafu Cetnosti prakticky patrnd, pokud by nereprezentovala
obzvlasté necekané paralelni orientace. Podle grafu 8.33 (B) je jesté zajimavé relativné Cetné
(4,7 %) nenahodné rozdéleni okolo 10 A (9,37 0,53 A), velmi slabé tihnouci ke kolmé
orientaci. V této vrstvé jsem nalezl kolmé indoly, které mezi sebou mély napiiklad
aromatickou aminokyselinu, poptipadé peptidovy fetézec. U vzdalengjSich indolii se mi jiz
nepodafilo nalézt Zadné dalsi charakteristické interakce. Prakticky zcela ndhodna orientace
tedy zabira kolem 60 % zkoumaného prostoru.

Pro tuplnost zobrazuji vzdjemnou orientaci na obou strandch centralniho indolu
na obrazku 8.35 (A) sukazkou konkrétnich struktur. Pod rovinou indolu ve vzdalenosti

12-15 A je patrny zeleny oblak bod, ktery je jiZ vysvétlen na obrazku 8.24.
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Obrazek 8.35: Priklady orientaci na obou strandch centralniho indolu (Ptiklady v potadi
od centrélniho tryptofanu PDB: 4A2N, 4P6B, 5G2V, 2H9A, 2EPL).

Analyza popsana v této kapitole by se dala jisté jeSté znacné rozsifit, ale bohuzel jsem
limitovan rozsahem diplomové prace. Napiiklad by bylo zajimavé ptidat i pfesné natoceni
jednotlivych indoll (naptiklad podle uhli pfimek danych dipély La a Lb viz kapitola 7.4),
popiipadé i jiné aminokyseliny. Uhly vytvofené mezi normalami a dip6ly (La a Lb) by sice
mély povoleny libovolné hodnoty, ale naptiklad pfi filtrovani na n&jaky interval uhlti normal,
by zcela zdkonit¢ (a bez souvislosti sindolem) nékteré thly (tfeba La-Lb) byly zcela
matematicky zakazany. Tuto ¢ast vysledki mam jiz sice z velké casti zpracovanou, ale
do diplomové prace jsem se rozhodl ji nezahrnout.

V této kapitole bylo zfetelné¢ piedvedeno, Ze pii analyzdch prostoru okolo
aminokyselin, je nutné tento prostor vymezovat a zkoumat pouze v konkrétnich segmentech.
I ktémto segmentiim je potieba pfistupovat obezietné, jelikoz naptiklad 1 u velkych
vzdalenosti se dd najit nendhodné uspotfadani (viz trojice aminokyselin na obrazku 8.35).
Pouzita prostorova zobrazeni se ukdzala jako nesmirn¢ cenny zdroj informaci, ktery jsem
v jinych pracich nedohledal. Jen bych rdd zminil, Ze pfi nedostateném odstranéni
homolognich proteinli, se v prostorovém zobrazeni objevovalo mnoho riznych shlukii,

coz zavadelo k nespravnym zavérim.
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9 Souhrn

Znacna cast této prace se sklada z popisu odstraiovani homologie proteinti. Ackoli se
tento postup muze zdat jako velmi komplikovany a zdlouhavy, tak tento vlastni pfistup mi
dovolil pracovat s pravdépodobné nejvétsim datasetem, se kterym jsem se v literatuie
doposud setkal. Navic jsem piesné diky tomu védél, s jakymi daty pracuji a na nékteré napady
do dalSich analyz jsem pfiSel pravé pii odstraiiovani homologie proteini. Diky takto
robustnimu datasetu proteinti mi nasledné bylo umoznéno studovat interakce do znac¢nych
detaild. Pti odstranovani homologie se projevila zvlastnost, Ze pokud se urcitd aminokyselina
vyskytuje u jedné plochy indolu, tak druha nejbliz§i aminokyselina je nejcastéji o0 0,5 A dale
od tézist¢ indolu, pokud se nachazi na opacné strané jeho plochy. Pro tento jev zatim nemdm
uspokojivé vysvétleni. Ani nedokonalé rozliSeni strukturnich modeli nedokaze samo o sobé
efekt vyvolat.

K shrnuti vétSiny vysledkl v této praci potrebuji kontext textu, aby mél Ctendf
moznost konkrétni zavér pln¢ pochopit. Proto jsem zde zminil pouze ty nejzajimavéjsi
a z mého pohledu nejdilezitéjsi vysledky.

Pti analyze prostorového okoli tryptofanil jsem prokazal ovlivnéni prostoru sekvenéné
blizkymi aminokyselinami, a proto by pfi studiu interakci mezi aminokyselinami nemély byt
zahrnuty do analyz. Hlavni vystup v analyze prostorového okoli v této praci je graf 8.10, ktery
zobrazuje preference jednotlivych aminokyselin k tryptofanu. Jako nejpreferované;si
aminokyseliny se ukazaly byt aromaty, coz mlize souviset s popsanymi aromatickymi klastry,
kde aromaty maji tendenci byt u sebe. Nicméné analyza konkrétnich vyskytli aromati okolo
indolu neukazala nijak vyrazné preferované pozice (jen shluky fenylalanini u vazeb Sesti
uhlikového cyklu indolu). Oproti tomu arginin s lysinem vykdézaly silnou preferenci k plose
proteinu a lysin dokonce vykazuje nejvice zapornou preferenci. Zaporn€ nabité aminokyseliny
a aminokyseliny s hydroxylovou nebo ketonovou skupinou hojné interaguji s atomem dusiku
indolové skupiny. K tryptofanu ale celkov€ nemaji zddnou preferenci. Pouze dochazi
k natoceni jejich postranniho fetézce.

VétSinu interakei popsanych v kapitole 6.4 jsem pozoroval také. Nicméné napiiklad
aniont-m interakci spojenou s tryptofanem jsem sice pozoroval, ale vyskyt byl naprosto
zanedbatelny. Proto se domnivam, ze autofi Xavier Lukas a spol. (2016) postupovali ve své
analyze naprosto chybné. Je pravda, ze tuto konfiguraci nalezli, ale srovnal bych ji

s nahodnym vyskytem jako arginin vyskytujici se u hrany indolu, kde ma byt parcialni kladny
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naboj (viz obrazek 8.14). Porovnani sily jednotlivych interakci jsem bohuzel z divodu
omezeni rozsahu prace nevykonal, ale rdd bych se o to v dal§im studiu pokusil. Mnoho
vysledkl v této praci potiebuji kontext textu, proto jsem zde zminil pouze ty nejzajimavéjsi

Analyza tryptofanovych parti se ukazala jako velmi piinosnd. Jednd se predevsSim
o prostorovd zobrazeni okolo indolové skupiny tryptofanu, ktera jasn¢ ukézala, jak
strukturovany tento prostor je. Proto vSechny analyzy prostori okolo tryptofanu
(pravdépodobné 1 jinych aminokyselin) je potfeba zkoumat jen v ur¢itych smérech a ne jako
kouli o urcitém primeéru. Prace zabyvajici se preferovanou orientaci aromatti viibec neberou
v uvahu fakt, ze prostor okolo indolu je rozdélen na vrstvy a v kazdé vrstvé se naléza jina
preferovana orientace. Napftiklad ve sméru nad a pod plochou indolu se ve vzdalenosti
3,89 £ 0,18 A od indolu nalézi vrstva paralelnich ,,stacking® tryptofanti, ktera obsahuje 1,5 %
z celkového vzorku 3 947 tryptofani. Hned za ni je pokles vyskytu a ndsleduje Siroké vrstva
kolmym ,, T-shaped* orientaci ve vzdalenosti 5,48 + 0,59 A. Ty zabiraji ve studovaném sméru
dokonce 33 %. A nejvice piekvapivé je, ze nad touto vrstvou je opét usek paralelnich
orientaci, jak je zobrazeno na obrazku 8.35.

Jak je zminéno v kapitole 6.4.1, autofi cCasto zvoli urCitou vzdalenost mezi
aminokyselinami a v této kouli provadéji analyzu (naptiklad 5,5 A (Thomas et al., 2002), 7 A
(Burley a Petsko, 1985), 7,5 A (McGaughey et al., 1998)). V mé praci jsem ale dosel
k zavérim, 7e nenahodné rozdéleni dvou tryptofand je mozné dohledat i ve vzdalenosti 10 A
(viz obrazek 8.32 a 8.33 (B)), coz pravdépodobné souvisi s interakci se tieti aminokyselinou.
Sam jsem prakticky vzdalenost zkoumanych aminokyselin neomezoval. Diky tomu jsem se
tedy mohl dovédeét, do jaké vzdalenosti se méni napiiklad Cetnosti jejich vyskytu.

Analyza, v které by byla zahrnuta tfeti aminokyselina, by jist¢ poskytla cenné
informace. BohuZel by byla zna¢né rozsdhlda a doufam, Ze se v budoucnu s touto
problematikou vypotadam.

V této praci jsem se zaméfil predev§im na nové postupy a jiny pohled na zkoumani
prostoru okolo aminokyselin v konkrétni podobé tryptofanu. Ackoli se prace zabyva

pfedevsim tryptofanem, vétSina postupl by se dala pouzit i na jakoukoli jinou aminokyselinu.
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