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Abstrakt

In silico analyza proteinovych struktur je néstrojem prozkoumavani existujicich pro-
teinti. Vyuziva se i pri designu proteini a prozkoumavani variant mutageneze, protoze
struktura proteinu je urcujicim faktorem pro jeho funkci.

Protein neni kompaktni, mé na svém povrchu vychlipeniny a uvnit prazdné prostory.
Mezi tyto prazdné prostory patii mimo jiné tunely a péry. Tunely a péry maji vyznamnou
funkéni tlohu pri transportu latek pres membranu nebo k aktivnim mistiim v proteinu. V
soucasnosti existuje velké mnozstvi programi k jejich detekci. Tyto programy jsou vysta-
vény na velmi rtznorodych principech. Velmi casto z téchto principa vyplyvaji omezeni a
predpoklady na vlastnosti zkoumaného proteinu nebo péru. Tato prace se vénuje shrnuti
pouzivanych pristupt a porovnani programi na téchto principech zalozenych.

Klicova slova: pér, protein, MOLE, funkéni analyza



Abstract

Protein structure examination in silico is an instrument used while analysing exis-
ting protein as well as protein designing and searching mutagenesis variants, because the
structure of a protein is a determining factor of protein function.

Protein does not have a compact structure. There are pockets on the surface and void
spaces inside the protein. Into the category of void spaces inside of the protein we classify
tunnels and pores. The main function of tunnels and pores is in transport of material
through a membrane or towards active sites buried inside the protein. At the moment
there is plenty of tunnel or pore detection programs. These programs are built on various
approaches. It is common for such a program to be limited by its approach or to have
pre-requirements about the examined protein or pore. This work is meant to summarize
the approaches and to compare programs built upon these approaches.
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Uvod

Proteiny jsou vyznamnou funkéni a strukturni slozkou zivych organismit. Sklddaji
se 7z Tetézce ¢i Tetézcii aminokyselin, které se sbaluji do prostorovych utvart. Vysledny
tvar proteinu je urcen sekvenci fetézcii aminokyselin, které protein tvori, a podminkami
a modifikacemi, kterym byl protein vystaven béhem sbalovani. Struktura proteinu neni
kompaktni, ale obsahuje mnozstvi prazdnych prostor, které jsou casto konzervované a
hraji vyznamnou roli. Jednou z vyznamnych funkci, kterou nevyplnéné prostory v proteinu
mohou plnit, je selektivni a regulovatelny prenos nejriiznéjsich naklada zpravidla z jedné
strany membrany na druhou. Proteiny plnici tuto funkci jsou casto pevné zanoreny v
membrané. (shrnuto v |Alberts a kol.| (2002)))

Dalsi moznou funkci prazdnych prostori uvnitt nebo na povrchu molekuly enzymu
je casteéné oddéleni aktivniho mista od okolniho prostoru a rozpoustédla. Nékterd ak-
tivni mista (napriklad u cytochromu P450 (Cojocaru a kol., [2007)) jsou ukryta uprostied
proteinové struktury, kam je substrat z povrchu transportovan tzkymi privody. Takto
se prazdné prostory mohou podilet na selektivité enzymu. Tunel o délce alespori 15 A
je pfitomen v 64,2% enzymi, tunel dlouhy 50 A miiZeme nalézt v 10% enzymit (Pravda
a kol., [2014)).

Zmalost polohy, strukturnich vlastnosti a funkce prazdnych prostortt v molekulach pro-
teinti s regulaéni i strukturni funkei 1ze vyuzit ke zméné ¢i modifikaci jejich funkce. Spo-
lehliva detekce péri, tunelt a dalsich prazdnych prostor v proteinu in silico ma potencial
pri navrhovani lé¢iv nebo navrhovani proteini s zadanymi vlastnostmi.



1. Prazdné prostory v proteinové
strukture

Préazdné prostory ve struktufe proteinu mohou mit rizné podoby a funkce. Jejich
algoritmicka detekce vyzaduje presné rozdéleni a vymezeni z diivodl rozdilnych geomet-
rickych podob, na které se jednotlivé programy mohou specializovat. Nazvoslovi bohuzel
mezi autory neni ustalené, zde je uvedeno nejcastéjsi.

1.1 Pory

Nejvyraznéjsim z proteinovych prostor je por, dutina vedouci z povrchu proteinu skrz
strukturu znovu na povrch, na obrazku je znazornén pod cislem 1. Byva pomérné
piimy. Casto slouzi jako spojeni dvou stran membrany. (Brezovsky a kol., 2013; Pravdal
a kol [2018; Sehnal a kol., 2013)) Jeho funkci muze byt prenos nizkomolekularnich 14-
tek pres membranu. Prikladem takovych latek jsou aquaporiny, konkrétné AQPO protein
(Harries a kol., 2004), jehoZ prostfednictvim jsou do buriky pfindSeny nizkomolekuldrni
latky, hlavné voda.

Obréazek 1.1: Rizné druhy prazdnych prostort v proteinové strukture, prevzato z
|sky a kol.l (]2013[), upraveno. Utvar 1 predstavuje por, utvar 2 tunel jako pristupovou cestu
k dutiné pod ¢islem 3. Druhy dtvar pod cislem 3 je poddruh dutiny, "void', ktery neni
pfipojen k povrchu. Cislo 4 oznacuje kapsu.




Programy specializované pouze na detekci port ¢asto stavi na vlastnostech transmem-
branovych proteint a jejich specifickych vlastnostech nebo na tom, ze smér (vektor) péru
uz je znam z predchoziho zkoumani proteinu. Podrobné rozpracovani tématiky je uvedeno
v nasledujici kapitole.

1.2 Dutiny a kapsy

Prazdny prostor uprostied proteinové struktury nazyvame dutinou. K povrchu muze
byt pripojen tunelem. Dutina je obvykle Sirsi nez tunel, ktery ji spojuje s povrchem.
Pokud neni dutina pripojena k povrchu, oznacuje se anglickym terminem ,void“ Void i
dutina jsou na obrézku [1.1] oznaceny ¢islem 3, dutina je pripojena k povrchu, void neni.
(Brezovsky a kol., 2013; Pravda a kol., 2018; |Sehnal a kol., [2013)) Kapsa je prohluben na
povrchu proteinu, na obrazku pod ¢islem 4. Dutiny a kapsy (Brezovsky a kol.| 2013)
jsou casto soucasti aktivnich mist enzymi. V dutiné umisténé aktivni misto nalezneme
naptiklad u cytochromu P450. (Cojocaru a kol.| |2007)

Detekce dutin a kapes se na rozdil od detekce tunelt a péru nepotykd s problémem
nalezeni druhého vstupniho bodu. Nalézani dutin a kapes ¢asto vychazi z popisu povrchu.
Hledani dutin mnoho programu vyuziva jako pripravnou fazi pri hledani tunelt a poru.

1.3 Tunely

Tunelem rozumime spojeni povrchu proteinu s vnitinim prostorem (na obrazku
pod ¢islem 2). Miva ¢lenitéjsi profil nez pér. Porovnani profila péru a tunelu mizete vidét
na obrazku prvni graf profilu nalezi poru, druhy tunelu. (Brezovsky a kol., 2013])

Channel profile Tunnel profile

i
%
y !

| |

Length [A] Length [A]

Diameter [A]
Diameter [A]

Obrazek 1.2: Porovnani profilu péru (prvni graf) a tunelu (druhy graf), prevzato z [Bre-
zovsky a kol (2013), upraveno. Povsimnéte si vykyvi v profilu tunelu v kontrastu k péru,
jehoz prumeér klesa ¢i stoupa pomérné rovnomeérné.

Mohou slouzit jako ptivody substratu k aktivnim mistiim hloubéji zanofenym v pro-
teinové struktute enzymu v kavitach, respektive k odvodu produkti. (Brezovsky a kol.,
2013; Pravda a kol., 2018} [Sehnal a kol., 2013)), viz obréazek [1.1 Takto se podileji na se-
lektivité enzymi. Prikladem tunelu, ktery odvadi produkt do cytosolu, je protein velké
ribozomalni podjednotky (Voss a kol., 2006)) nebo tunely privadéjici substrat do aktivniho
mista vyse zminéného cytochromu P450.(Cojocaru a kol., 2007)



2. Algoritmicka detekce prazdnych
prostor v proteinové strukture

Pouziti pocitacové simulace na analyzu clenitého trojrozmérného ttvaru méa obdoby
i v dalsich védnich oborech, naptiklad v geografické analyze zemského reliéfu nebo pti
3D tisku. Pfi analyze proteinové struktury lze navic kromé mnoziny atomu (reprezento-
vanych vétsinou jako koule v prostoru) pouzit k analyze fyzikdlni a chemické vlastnosti
aminokyselin tvoticich zkoumany protein.

Detekce prazdnych prostor se ve vétsiné programu dé rozdélit do dvou fazich. Prvni fazi
je zpravidla detekce povrchu proteinu. Povrch je casto ¢lenity a tedy slozity na popsani,
nekteré programy proto pouzivaji jeho rizné presnou aproximaci.

Dalsim krokem detekce je prohledavani proteinové struktury jako celku, zejména jeji
vnitini ¢asti. Jeji princip se velmi odliSuje napri¢ riznymi pristupy. Nékteré principy
analyzy nevyzaduji znalost povrchu (PoreWalker, viz nize), nebo pouzivaji jenom detailni
analyzu povrchu (HOLLOW, viz niZe).

2.1 Vypocet a analyza proteinového povrchu

Popis proteinového povrchu je tivodni ¢asti detekce proteinovych tuneltt, pért a kavit
uvétsiny programii. Slouzi jak k omezeni prohledavaného prostoru, tak k samotné identi-
fikaci kavit a startovnich mist péra a tunelu. Existuji vSak i programy (napt. PoreWalker,
viz nize), které vypocet celého povrchu proteinu neprovadéji.

2.1.1 Obepinajici koule

Nejjednodussi aproximaci povrchu, ktera je zaroven nejméné presna, je uzavieni vSech
atomu (bodu v 3D prostoru) do nejmensi mozné koule, kterd je pojme. Podobnou aproxi-
maci vyuzivd MolAxis (Yaffe a kol., 2008a)). MolAxis dovoluje uzivateli, aby kouli nastavil
sam, a tim i urc¢il prostor, kde bude program hledat prazdné prostory. Pokud uzivatel chce
hledat v celé proteinové struktute, musi vypocist obepinajici kouli sam.

(a) Omezeni bodu obepina- (b) Konvexni obal. (¢) Povrch pristupny roz-
jict kouli. poustédlu.

Obrazek 2.1: Rlizné moznosti aproximace povrchu.



2.1.2 Konvexni obal

Dalsi moznosti, jak obsdhnout prostor vyplnovany proteinem, je pomoci konvexniho
obalu (2.1b). Mnozinu M nazveme konvexni, pokud tsecka spojujici libovolné dva body z
mnoziny M sama lezi v mnoziné M. Konvexnim obalem mnoziny M nazveme nejmensi kon-
vexni mnozinu, kterd mnozinu M obsahuje. V dusledku toho lze pro vypocet zjednodusit
proteinovou strukturu na mnozinu 3D bodu, kde bod oznacuje centrum atomu.

Na konstrukci konvexniho obalu mnoziny se bézné pouziva algoritmus Quickhull (Bar-
ber a kol., [1996). Algoritmus postupné po dimenzich rozsifuje mnozinu boda konvexniho
obalu na zakladé zkoumani, zda je pridavany bod na vnitini nebo na vnéjsi strané stény.
Quickhull mé pro trojdimenzionalni prostor slozitost O(nlogv), kde n je pocet vSech bodu
mnoziny a v je pocet bodl konvexniho obalu.

Konvexni obal je presnéjsi vyjadieni proteinového povrchu nez obepinajici koule. Po-
kud je vstupni mnozina bodt vyrazné nekonvexni, konvexni obal musi prostor zaujimany
proteinem silné nadhodnotit. Existuji techniky, které konvexni obal zpresni. Napriklad
MOLE 2 (Sehnal a kol., 2013) pred detekci a aproximaci molekulového povrchu rozdéli
protein na tetrahedrony Voroného diagramu. Poté algoritmus vyprodukuje konvexni obal
omezujici mnozinu tetrahedroni. Do tetrahedronii v kontaktu s obalem jsou pokusné
vkladany koule s uzivatelem definovanym polomérem proberadius. Tetrahedrony jsou z
povrchu odstranény, pokud kouli pojmou.

2.1.3 Povrch pristupny rozpoustédlu

Povrch pristupny rozpoustédlu (solvent accessible surface area, ASA) je velmi presnd
metoda aproximace povrchu (2.1¢]). Vstupem k vypoctu je mnozina 3D koordindti atomu
popisujici strukturu zkoumané molekuly a polomér koule reprezentujici molekulu rozpous-
tédla. Kazdy atom reprezentuje koule o Van der Waalsové poloméru daného typu atomu
se sttedem v bodé daném koordinaty atomu. Atomy, k nimz Ize prilozit koule rozpousté-
dla tak, ze se povrchy kouli dotykaji a koule rozpoustédla neprotina zadnou reprezentaci
atomu zkoumané struktury, jsou definovany jako pristupné rozpoustédlu. (Lee a Richards,
1971). Povrch pristupny rozpoustédlu je definovan jako mnozina vsech sttedu, které mize
koule rozpoustédla zaujmout, aby byly splnény podminky uvedené vyse.

Vétsina dnesnich programi pro vypocet ASA vychazi ze Shrake-Rupleyho algoritmu
(Shrake a Rupley, [1973). Shrake-Rupleyho algoritmus definuje rozpoustédlo jako molekulu
vody a pro kazdy atom urci, kolik bodu z vybéru bodii na povrchu koule generované Van
der Waalsovym polomérem atomu je pristupnych rozpoustédlu (viz vyse). Tyto body pak
generuji mrizku proteinového povrchu.

Omezeni proteinu urcené touto metodou je vyrazné presnéjsi nez povrch aproximavany
pomoci konvexniho obalu. Protoze je vsak vypocet ¢i aproximace proteinového povrchu v
mnoha programech pouze pomocnou procedurou a protoze vypocet povrchu pristupného
rozpoustédlu mé obecné slozitost O(n?), kde n je pocet atomil, pouziva se spise konvexni
obal, popiipadé jeho zpfesnéni.



2.2 Analyza vnitrniho prostoru proteinu

2.2.1 Algoritmy zalozené na vyplinovani prostoru mezi atomy

Prvni programy urcené ke zkoumani proteinovych pérti, tunelt a kavit vyzadovaly
znalost polohy a sméru péru predem. Nebyly urceny k detekci, ale k urceni tvaru, sitky a
aminokyselin lemujicich por. K témto programiim patii nize zminény HOLE.

Vyplnovani prazdnych prostorti imaginarnimi koulemi nemusi slouzit pouze k vyplnéni
poru nebo tunelu, ale lze timto zptisobem urcit i povrch a jeho vychlipeniny. Tento pristup
ma nedostatek v pripadé uzavienych nebo zizenych tuneli a péri. Proteiny jsou dyna-
mické struktury, které jsou ovliviiovany i vazbou ligandti a interakcemi s dalsimi proteiny.
Tvar celého proteinu stejné jako tvar vychlipeniny neni konstantni v ¢ase. Prutok pérem
muze byt regulovan jeho uzavienim nebo ucpanim. Pristupy vyuzivajici pouhou analyzu
povrchu nemohou rozlisit uzavienny vstup péru od kapsy nebo kavity. Tato skupina ob-
sahuje naptiklad programy HOLE a HOLLOW.

HOLE

HOLE (Smart a kol., [1996]) je jednim z nejstarsich programu pro analyzu proteino-
vych porta. Vyzaduje zadani poc¢ateéniho bodu nékde v péru a koordinat poéru, vystupem
programu je detailni popis tvaru a reliéfu péru. Popis je vyhledavan pomoci vkladani nej-
vétsi mozné kapsule (s osou kolmou k vektoru péru, maximalizovana je plocha kapsule na
roviné normdly vektoru péru), hleddni stiedu probih&d pomoci Monte Carlo simulovaného
zihani. Vystupy poskytované programem HOLE ¢asto slouzi jako benchmark kvality nove
tvorenych nastroji. HOLE byl takto pouzit napriklad pii zkoumani kvality programi
MOLE (Petrek a kol., 2007; [Sehnal a kol., [2013) a MolAxis (Yaffe a kol., |2008a).

HOLLOW

HOLLOW detailné analyzuje vnitini prazdné prostory tak, Ze je pokryje pomocnou
miizkou a uméle vyplni "dummy atoms'- koulemi se stfedem v uzlech mrizky a maximal-
nim moznym polomérem takovym, aby neprotnul Van der Waalsovsky polomér zadného
z atomil. Presnost aproximace je ilustrovana na obrazku [2.2] sekce B. Pouziti konecného
poctu pomocnych kouli se od idealniho ptipadu, kdy je okolni prostor vyplnén nekonecné
mnoha koulemi (obrdzek [2.2] sekce A), odchyluje jen malo. Nésledné je definovan vnéjsi
povrch a odstranény "dummy atoms'nad povrchem. Vysledna mapa prazdnych prostor v
proteinu je pak analyzovana. Pro hledani pért program hleda dva vystupni body a cestu
mezi nimi, kterd je zéroven obsazena ve vymezeném prazdném prostoru. (Ho a Gruswitz,
2008)

2.2.2 Algoritmy vyuzivajici geometrické vlastnosti tuneli a poral|

Na proteinovou strukturu lze nahlizet jako na komplexni prostorovy objekt. Nékteré
programy zalozily hledani prazdnych prostori v proteinu ryze na analyze geometrie pro-
teinu. Nize popsané algoritmy zalozené na rozlozeni atomt proteinu do Voroného diagramu
by se daly zaradit jako podskupina této.

Prikladem programu vyuzivajiciho tento pristup je CHUNNEL.
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Obrézek 2.2: Tlustrace hledéni proteinového povrchu pomoci vyplnujicich kouli, porovnani
povrchu generovaného nekonecnym (A) a koneénym (B) poétem kouli, pfevzato z
Gruswitz (2008)

CHUNNEL

Prvnim krokem vyhledavéni programu CHUNNEL (Coleman a Sharpl, 2009)) je trian-
gulace povrchu a vypocet konvexniho obalu jako referencni obalky. Za predpokladu, ze v
proteinu je pér nebo tunel, alespon ¢ast struktury vypada jako torus nebo vicendsobny to-
rus v pripadé, Ze tuneli (péru) je ve struktute vice. Pomoci Eulerovy charakteristiky grafu
lze uréit, kolikandsobny torus struktura pfipomind, tedy kolik tunelu (péri) v proteinu
je.

Eulerova charakteristika y =V — E + F', kde V je pocet vrcholi grafu, E pocet hran
grafu a F' pocet stén grafu, je pro N-torus rovna y =2 — 2N.

Poté program postupné proteinovou strukturu "ofeze'tak, ze z puvodni triangulace
zbyva pouze povrch péru. Pokud je v proteinu vice pért, program umistuje do jiz popsa-
ného poru umelé zatky za ucelem jejich izolovani a prozkoumani. Tato vlastnost je pro
program CHUNNEL specifickd. Z programi navrzenych na hledani péri (ne tuneld) je
jediny, ktery v proteinu dokéze najit dva a vice poru /citepBrezovskyOverview.

2.2.3 Algoritmy zaloZené na tvorbé Voroného diagramu protei-
nové struktury

Voroného diagram A(P) je definovan jako rozklad mnoziny boda P na n uzavienych

oblasti A(P) = {A(p1), ..., A(pn)} takovych, Ze kazdy bod a z A(p;) je blize bodu p; nez k
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jakémukoliv bodu p; pro vSechna 7 # j. Reprezentujeme-li atomy v proteinové struktuie
jako koule o daném poloméru, jako vychozi mnozinu bodu muzeme pouzit stredy téchto
kouli.

Z Voroného diagramu algoritmy generuji ohodnoceny graf G = (V| E), kde E, tedy
mnozina hran, polozi jako mnozinu rozhrani mezi jednotlivymi podmnozinami rozkladu
a V', mnozinu vrcholi grafu, jako stfetnuti dvou a vice hran. Hrany jsou ohodnoceny
pomoci vahové funkce, kterd je specifickd pro dany program, ale casto zavidi na délce
hrany a jeji vzdéalenosti k nejbliz§imu atomu. V ohodnoceném grafu hledame nejlevnéjsi
cestu. Na obrazku je nejlevnéjsi cesta ilustrovana zvyraznénou carou.

Programy vyuzivajici tento princip patfi mezi nejvyuzivanéjsi. Patii mezi né MolAxis,

MOLE a CAVER (a jejich verze).

Obrazek 2.3: Graf generovany z dvourozmérného Voroného diagramu, prevzato z Petiek
a kol.| (2007). Hrany jsou ohodnoceny vahovou funkei programu MOLE. Kruhy ilustruji
jednotlivé atomy.

Jednim z algoritmu na hledéni nejkratsich (nejlevnéjsich) cest v grafu je Dijkstriv
algoritmus. Dijskstruv algoritmus prohledava graf do sitrky pomoci "viny", ktera se rozsi-
fuje vzdy do nejblizsitho nenavstiveného vrcholu, tedy do vrcholu v takového, Ze soucet
hran na cesté z pocatku do vrcholu v je nejnizsi pres vSechny dosud nenavstivené vrcholy.
Algoritmu Ize nastavit konecny vrchol cesty, po jehoz dosazeni skoné¢i, nebo lze pomoci
Dijkstrova algoritmu prozkoumat cely graf a zjistit délku nejkratsi cesty z pocatku do
kazdého vrcholu (spojitého) grafu. (Dijkstral, [1959)

MOLE a jeho verze

Prvnim krokem vyhleddvani pomoci programu MOLE je nalezeni konvexniho obalu
molekuly (na obrazku naznacen Carou obepinajici molekuly (prostor vybarveny svétle
sedé oznacuje aproximaci molekuly pomoci konvexniho obalu) MOLE 2 konvexni obal
déle zjemnuji nalezenim kavit a odebrani prazdného prostoru kavit z reprezentace. Tyto
kavity plni navic tlohu automatickych startovnich bodu pro prohledéavani grafu. Pouziti
konvexniho obalu tedy narozdil od vypoctu ASA je divodem, pro¢ MOLE 2 dokéze
automaticky urcit startovni body tuneli a péra - konvexni obal funguje jako referencni
obélka pro identifikaci vchlipenin povrchu.

Je zkonstruovan Voroného diagram pro celou proteinovou strukturu omezenou konvex-
nim obalem, pomoci vahové funkce jsou ohodnoceny hrany grafu. V grafu pak program
hleda nejkratsi cesty pomoci Dijkstrova algoritmu.
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MOLE cesty hledal sekven¢né. Na vsech hranach nové nalezené cesty je nasledné zvy-
seno ohodnoceni, aby byla dana hrana nalezena v pristim spusténi Dijkstrova algoritmu
nalezena s mensi pravdépodobnosti. Tento pristup byl v MOLE 2 opustén, protoze zkres-
loval vysledky (zvySeni ohodnoceni hrany muze skryt biologicky vyznamnéjsi cestu, ktera
nem4 optimalni cenu ve Voroného diagramu). MOLE 2 pocita cesty mezi vsemi dvojicemi
startovnich bodt a nasledné je filtruje

Na vyhledavani pérta a tuneltt pomoci programu MOLE 2 stavi dale zminéna Chan-
nelsDB. (Pravda a kol., 2018)

CAVER a jeho verze

CAVER 1 vnitfni prostor proteinu aproximoval pomoci 3D mrizky omezené konvexnim
obalem proteinu, ohodnotil jejich uzly pomoci vahovou funkci a hledal v takto vytvoreném
grafu nejkratsi a nejlevnéjsi cestu. Vahova funkce zavisela neprimo imeérné na velikosti
nejvetsi koule, ktera méla stred v uzlu a neprotinala Van der Waalsovsky polomér zadného
atomu. Pric¢italo se k ni malé ¢islo, aby nehrozilo déleni nulou. (Petrek a kol., 2006)

Dalsi verze programu CAVER pouzivaji Voroného diagram. Nejnovéjsi z nich je CA-
VER 3 (Chovancova a kol., [2012). Nejmensi atomy reprezentuje jako koule o Van der
Waalsovském poloméru daného atomu r, atomy vétsi pak jako set kouli o poloméru r ta-
kovych, ze dohromady aproximuji kouli o poloméru reprezentovaného atomu. To je jeden
z hlavnich rozdili od programu MOLE, ktery poloméry atomt zanedbava.

Z takto reprezentovanych atomi vypocte Voroného diagram omezeny konvexnim oba-
lem. Na Voroného grafu omezeném povrchem pocitd pomoci Dijkstrova algoritmu nej-
kratsi cesty v grafu z uzivatelem daného bodu uvnitt péru nebo tunelu k tzv. povrcho-
vym vrcholim (vrcholy, které jsou spojeny s vrcholy ASA). Cesty jsou poté prodlouzeny
k vrcholim ASA a filtrovany. (Chovancova a kol., 2012).

Mol Axis

MolAxis atomy reprezentuje jako koule. Riizné Van der Waalsovské poloméry atomi
resi stejné jako CAVER. Povrch nepocita, uzivatel zadava tzv. "bounding sphere’, kouli,
na kterou ma program omezit své hledani. Uvnitt koule je vypocéten Voroného diagram
a ohodnoceny hrany. Poté je ze startovniho bodu (ten mize byt zadan uzivatelem, nebo
urcen automaticky jako nejvétsi komora v proteinu) spustén Dijkstruv algoritmus. Jeho
pomoci je vytvoren co nejlehéi (nejlevnéjsi cesta) strom (acyklicky graf) popisujici sit
prazdnych prostor v proteinu.

Strom je nasledné specificky vyhodnocovan podle toho, zda uzivatel ocekava transmem-}
branovy protein (a transmembranovy por), nebo cytosolovy protein (obsahujici tunely).

Pro hledani tuneli je uzivatelem zadan nebo automaticky vypocten startovni bod, od
kterého program ve vypocteném stromé hleda cestu k povrchu podle vahy cest vzestupné
(od nejnizsi po nejvyssi). Cesty k povrchu jsou navic tiidény podle toho, jak moc se od
sebe lisi (méfeno pomoci miry vétveni cest).

Pri hledani péri MolAxis predpokladd, Ze se jedna o transmembranovy protein a
vyzaduje, aby uzivatel zadal roviny membrany, kterou ma pér vést. Vrcholy jsou rozdéleny
na ty, které lezi nad rovinou membrany, a ty, které se nachazeji pod rovinou membrany.
7 obou je sestaven strom. Mezi vrcholy obou skupiny pak program hledéd spojujici hranu
mezi obéma stromy (kazdy vrchol je z jiné skupiny), kterd zaroven prochazi pres rovinu
membrany. Pér je vytvoren jako sjednoceni cesty z povrchu ke spojujici hrané (ve stromé
"nad'"rovinou membrény), spojujici hrany a cesty od spojujici hrany k povrchu (ve stromé
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"pod'rovinou membrany). Vystupem programu je pér reprezentovany cestou s nejmensim
sou¢tem vah na hrandch (Yaffe a kol., 2008a).

2.2.4 Algoritmy vyuzivajici vlastnosti transmembranovych pro-
teint

Transmembranové proteiny jsou zasadnim funkénim prvkem biologickych membran -
tonoplastu, membrany na chloroplastu, plazmatické membrany a dalsich - pro transport
latek pres membranu. Por je hlavnim a velmi vyraznym prvkem téchto proteini. Vlast-
nosti transmembranovych proteini jsou pomérné specifické. Sekundarni struktury domén
nalézajicich se uvnitt membrany jsou typicky a-helixy nebo [-listy uzaviené do barelu
(shrnuto v Alberts a kol.| (2002)).

Prikladem programu hledajiciho péry timto zptisobem je PoreWalker.

Porewalker

Porewalker (Pellegrini-Calace a kol., [2009) pouziva iterativni heuristicky algoritmus
vychazejici z toho, Ze sekundéarni struktury proteinu smétuji zhruba stejnym smérem jako
por, ktery lemuji. Vektor péru je inicializovan jako primeér smérta sekundarnich struktur,
pér (program se snazi maximalizovat pocet predpokladanych rezidui péru vzhledem k
predbézné ose), poté je optimalizovana osa pomoci "naplatkovani"proteinu podle stavajici
osy. Po urceni optimalni osy program identifikuje residua lemujici pér a vyplni volny
prostor posloupnosti valcu a kuzelovych vysedci.

2.2.5 Algoritmy zahrnujici molekularni dynamiku proteina

Struktura proteinu neni v c¢ase konstatni. Regulace funkce je tizce spojena s regulaci
struktury. Konkrétné transportni funkce tunelt a péra muze byt regulovana jejich zuze-
nim. Tato a podobné zmény struktury predstavuji pro programatickou detekci prazdnych
prostor problém. Piikladem kompenzace je ptistup autoru programu CAVER 3 (Chovan-
cova a kol., 2012)), ktery uzivateli dovoluje analyzovat vice modeli proteinu a nasledné
prozkoumat vSechny snimky a nalezené prazdné prostory porovnavat za tcelem ziskani
ucelenéjsiho obrazu. V zatim nejnovejsi verzi CAVER 3.02 je podpora zkoumani tuneli z
ruznych snimku proteinu béhem simulace molekuldrni dynamiky dale rozvijena (Pavelka
a kol., [2016]).

Existuji i pokusy inkorporovat molekularni dynamiku proteinti pfimo do detekce. Dal-
sim prikladem je program dxTuber.

dxTuber

Program dxTuber (Raunest a Kandt, 2011) nejprve pro protein spusti simulace jeho
molekularni dynamiky. Délka simulace zalezi na rozpoustédle, pro vodu autofi urc¢ili dobu
simulace na 100 ps. Trajektorie atomi jsou pak prevedeny do tfirozmérného pole hustot
atomu (hustota v burice mrizky je polozena bud jako priamérna hustota atomu v ¢ase pro
protein i pro rozpoustédlo nebo jako prumeérnéd hustota atomut v case pro rozpoustédlo a
minimalni hustota atomu v ¢ase pro protein).

Mrizka je poté prohledavana tfemi druhy vyhledavacich algoritmii pro nalezeni riznych
druhtt prazdnych prostorii: rozsitovani do t¥i smérii pro nalezeni kavit, rozsitovani do 2
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sméru pro nalezeni tunelu (uzivatel uréuje smér prohledavani, k dispozici jsou pouze
sméry tii hlavnich os X, Y, Z) a péru a rozsitovani do 1 sméru pro hledani kapes a méné
vyraznych vychlipenin povrchu. Pro danou bunku C' mtizky plati, Ze je mozné rozsitit se
pridanim C', pokud hustota bunky C' neptesahla uzivatelem nastavenou hustotu.
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3. Porovnani programi

3.1 Cileni a specializace programu

P1i porovnavani jednotlivych programt, které se na hledani proteinovych pért a tuneli
specializuji, je tfeba vzit do dvahy urceni jednotlivych programii. Obecné lze Tict, ze
programy, které v proteinové strukture maji najit tunel, bez obtizi naleznou i por. Opacna
implikace obecné pravdiva neni. Algoritmy urcené na hledani péra, tj. HOLE, PoreWalker,
casto vychézeji ze specifickych vlastnosti pora - PoreWalker odvozuje umisténi poru ze
sekundarnich struktur proteinu, HOLE explicitné hled& priichod molekulou.

P1i volbé programu k analyze dané proteinové struktury je tedy tieba zvazit, jaky typ
prazdného prostoru v ni oc¢ekavame.

3.2 Dostupnost a vizualizace

Vsechny zde popsané programy kromé PoreWalkeru jsou k dispozici ke stazeni, bud
jako konzolova nebo jako desktopova aplikace. Nékteré programy vsak nabizeji své sluzby
na webovém serveru. V pripadé programu PoreWalker je webovy server jedinym moznym
pristupem. V tabulce je uveden prehled, jaké programy webovy server poskytuji a na
jaké adrese je mozné server nalézt.

S dostupnosti programu se poji i dostupnost zobrazovacich nastroji pro vystupy pro-
gramu. Jen nékteré z vyse popsanych programii poskytuji uzivateli graficky interface,
konkrétné se jedna o dxTuber (Raunest a Kandt} 2011). PoreWalker uzivateli vizualizaci
poru poskytuje ve formé webové stranky. Vystupy programia MOLE, CAVER a HOLLOW
mohou byt pro vizualizaci exportovany do programu PyMol, program MolAxis své vy-
stupy exportuje ke zobrazeni v programu Jmol.

Program HOLE je starsi nez vsechny ostatni zde popisované programy. Pti visualizaci
vysledkt spoléhd na starsi program molekuldrni grafiky Quanta. (Smart a kol., [1996])

3.3 Porovnani z hlediska povinnych vstupt

Pro analyzu proteinové struktury, o niz neméame z hlediska jejich périi a tuneli zadné
informace, je zadouci pouzit program, ktery dokaze startovni mista ¢i osy pérta a tunela

Tabulka 3.1: Prehled dostupnosti programi pomoci webového serveru.

Program H Webovy server Reference

HOLE neposkytuje -

HOLLOW || neposkytuje -

MOLE 2 mole.upol.cz Berka a kol.| (2012)

CAVER 3 neposkytuje -

MolAxis bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MolAxis Yaffe a kol.| (2008b)

PoreWalker || www.ebi.ac.uk/thornton- Pellegrini-Calace a  kol.
srv/software /PoreWalker (2009)

dxTuber neposkytuje -

CHUNNEL || neposkytuje -
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urcit automaticky. Automaticka detekce vSak muze byt zatizena chybami a neptesnostmi
v zavislosti na pouzitém pristupu. Pokud vsak zname ptibliznou pozici péru, dokazeme
snadnéji odhalit falesné pozitivni vysledky.

V tabulce[3.2]se nachézi shrnuti, jaké informace vyse popsané programy pouzivaji jako
argumenty a zda programy poskytuji moznost nutné informace zjistit automaticky.

3.4 Porovnani vystupt

3.4.1 Hledani tunelu

7, vyse popsanych programi se k vyhledavani tunelt, jak byly definovany v kapitole 1,
spiSe nehodi Porewalker (vychazi z orientace sekunddrnich struktur transmembranovych
proteinti, tunely nejsou omezeny jen na transmembranové proteiny), HOLE (vstupni in-
formace o péru je mozné odhadnout pomoci zobrazovacich programi, tunely jsou casto
méné opticky vyrazné), problematické by mohlo byt i pouziti programu CHUNNEL (ge-
ometricky pristup detekce by mohl zanedbat méné vyrazné tunely). Zbyvaji programy
MOLE, CAVER, HOLLOW a MolAxis.

MOLE se od programti CAVER a MolAxis lisi svym pristupem k reprezentaci atomi.
Vsechny programy reprezentuji atomy jako koule o stejném poloméru (kvili vipocetnim
vlastnostem). MOLE zanedbava rozdily ve Van der Waalsové poloméru atomt, zatimco
CAVER a MolAxis pouziji polomér nejmensiho atomu a vétsi atomy nahradi nékolika
koulemi o tomto poloméru tak, aby sjednoceni nahrazujicich kouli mélo ptiblizné kulovy
tvar. (Brezovsky a kol.| |2013) Na obrazku jsou znazornény vystupy programi vyse
zminénych programi na téze strukture. Bohuzel, tunely na této strukture nebyly podle
databdze ChannelsDB (Pravda a kol 2018) manudlné anotovany, k porovnani jsou k
dispozici pouze predikce.

Z dostupnych predikei je vidét, ze programy spoléhajici na detekci pomoci Voroného
diagramu (tj. MOLE, CAVER a MolAxis) se pomérné shoduji. Cervené a zelené vykreslené
tunely na vystupech téchto programii viceméné splyvaji na obrazku s modre znazorneé-
nym tunelem ulozenym v ChannelsDB (obréazek [3.2) a modfe zndzornény tunel na obrazku
se prekryvé s fialovym tunelem na obrézku [3.2] Oproti tomu program HOLLOW ne-
dokazal rozlisit jednotlivé tunely od sebe a poskytuje pouze bludisté prazdnych prostor
bez napovédy.

Program dxTuber nebo jiné vyuziti molekularni dynamiky by mohlo predstavovat
velmi uzitecny nastroj v této nebo podobné situaci. Pomoci vyhodnoceni simulaci mo-
lekularni dynamiky proteinu ziskame informace o relevanci a stalosti tunela v case. Z
takového vystupu by bylo mozné usoudit, jak je predikce tuneltl presna i bez manudlni
anotace. Specifita programu dxTuber je diivodem, pro¢ neni v této praci zahrnut do po-
rovnani samotného vyhledavani.

Protoze funkci mnoha tuneli je ptfivod substratu k aktivnim mistim enzymt, jako
pocatecni bod pti hledani tunelu lze pouzit prave aktivni misto enzymu. (Brezovsky a kol.|
2013) Databéze aktivnich mist enzymu Catalytic Site Atlas (Porter, 2004; Furnham a kol.|
2014) muze byt zdrojem spolehlivych pocateénich bodi pro hledani pomoci programu
CAVER i pomoci programu MOLE.
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Tabulka 3.2: Prehled informaci pozadovanych pro vyhledavani vyse popsanymi programy.

Program Manualné zadiad- Moznost Automaticky Reference
vané informace o spustit ekvivalent zjis-
péru/tunelu bez in- téni (pokud je

formaci poskytovén)
o prazd-

nych

prosto-

rech

HOLE vektor osy péru, bod ne neposkytuje Smart a kol.
uvnitt péru (1996))

HOLLOW || nevyzaduje ano neposkytuje Ho a

Gruswitz
(2008))

MOLE 2 pocateéni body tu- ano sttedy  nejhlubsich [Sehnal
nelu/péru tetrahedroni v la kol.

kavitach (viz vyse)  (2013)

CAVER 3 pocateéni body nebo ne neposkytuje Chovancova
rezidua tunelu/péru a kol.|(2012)

MolAxis tunely — pocatecni pro tunely tunely — stfed nej- [Yaffe a kol
bod, péry — rovina ano, pro vétsi kavity, pro (2008a)
membrany, tj. rovina pory ne péry neni auto-
priblizné kolma ke maticky ekvivalent
sméru poéru poskytovan

PoreWalker || nevyzaduje ano neposkytuje Pellegrini-

Calace
a kol.
(2009)
dxTuber urceni osy k prohle- ano (k dis- neposkytuje Raunest,
davani (X, Y nebo pozici gra- a Kandt
Z) ficky inter- (2011))
face)
CHUNNEL || nevyzaduje ano neposkytuje Coleman
a Sharp
(2009)
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Obrazek 3.1: Vystupy nékterych programii na hledani tunelt na stejné proteinové struk-
ture, prevzato z|Brezovsky a kol. (2013, upraveno. Zobrazeny vystupy pri hledani tunelt
na dehalogendze DhaA (lcqw). PTi porovnani jsou pouzity verze MOLE 1 a CAVER 1.

Obrazek 3.2: Automaticky vypoctené tunely ve struktufe dehalogendzy DhaA (lcqw),
prevzato z ChannelsDB. ChannelsDB pouziva k hledani tunelt a pérta program MOLE 2.
V této strukture bylo jako startovni bod tunelu pouzit aktivni misto anotované v Catalytic
Site Atlas.

3.4.2 Hledani poéri

Programy, které dokazi v proteinové strukture vyhledat tunely, zpravidla dokazou
vyhledat i péry. V porovnani na obrazku v sekci B miizeme vidét vystup programit
CAVER a MOLE. Pouzita verze programu MOLE neposkytovala uzivateli nastroje k
automatické detekei startovnich boda (Petrek a kol., [2007)). Tato vlastnost je k dispozici
v programu MOLE 2 (Sehnal a kol., 2013). CAVER ve svych vyssich verzich zcela zménil
pristup vyhleddvani. MolAxis rozliSuje, zda vyhleddva péry nebo tunely (Yaffe a kol.|
2008a)), jeho pouziti pri vyhledavani péra se tedy uplné lisi od pouziti pii vyhledavani
tunelt.

Vsechny programy kromé HOLE a HOLLOW se dopoustéji neptesnosti v popisu vniti-
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CHUNNEL POREWALKER

HOLLOW

Obrézek 3.3: Vystupy nékterych programi na hledani pori na stejné proteinové strukture,
prevzato z Brezovsky a kol.| (2013), upraveno. Zobrazeny vystupy na monomeru porinu
OprP (204v). Pfi porovnani jsou pouzity verze MOLE 1 a CAVER 1.

niho prostoru poru, pokud nema na pritrezu kruhovy tvar, protoze prostor vyplnuji kou-
lemi (v pfipadé programu PoreWalker valci nebo kuzelovymi vysecemi (Pellegrini-Calace,

2009)). Jako v piipadé zkoumané molekuly OprP [3.4] kruhovy prifez nemaji
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(a) Pohled z boku. (b) Pohled shora.

Obrazek 3.4: Trimer porinu OprP, prevzato z PDB

vSechny pory. Prurez v pripadé OprP se spise podoba elipse. V takovém pripadé se pomoci
vlozeni ttvaru s kruhovym prirezem pokryje pouze kruh o priméru rovném délce kratsi
ose elipsy. HOLE programu ptredchazi pouzivanim kapsuli namisto kouli pii vyplnovani
péru. (Brezovsky a kol.| 2013)

HOLLOW spoléha na analyzu povrchu péru pomoci vypliovani koulemi vyrazné men-
$imi nez prumér péru a ziskdva mapu povrchu. Obrazek [3.5]znézornuje, jak program, ktery
vyplnuje pér koulemi, podhodnocuje velikost péru (zvlasté v oblastech zvyraznénych ob-
délniky). Vysledny rozdil je velmi dobfe viditelny i na porovnani na obrazku .
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Obréazek 3.5: Por v proteinu Rh50 vypocteny programy MOLE 1 (A) a HOLLOW (C),
spolu s referenénim povrchem péru (B), prevzato z|Ho a Gruswitz (2008). Vyrazné rozdily
mezi jednotlivymi oblastmi jsou zvyraznény pomoci obdélnikii.

Zjednoduseni plynouci z vypliovani péru télesy s kruhovym prufezem (popripadé s
prurezem tvaru elipsy) nam poskytuje jednoduché a efektivni nastroje k méfeni Sirky
v nejuzsich mistech, kterd casto pusobi jako regulac¢ni ¢i hlavni vybérova. Pri hledani
sitky bottlenecku pomoci programu HOLLOW mitze byt presnost vypoctu povrchu poru
i prekazkou.
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Dalsim problematickym prvkem je hledani dvou blizkych poértt v jedné proteinové
strukture. Pouze program CHUNNEL je vybaven nastroji k jejich hledani, pii jejich hle-
dani pomoci dalsich programii musi byt hlavni pér zamaskovan. (Brezovsky a kol., 2013)

Program HOLE je ze zde popsanych programt nejstarsi, ale stale je pouzivan a udrzo-
van. PTi tvorbé novych programi se pouziva jako benchmark, oproti kterému by se pro-
gram meél zlepsit, a pti jeho publikovani je ¢asto uverejnén i ptiklad, kdy novy program
skutecné lepsi je, v roli benchmarku vsak dosud nebyl nahrazen. Jeho urcitou nevyhodou
je pouziti nedeterministického Monte Carlo algoritmu. Pti opétovném spusténi se vysledky
mohou lisit.

3.5 Vybér programu

Jak uz bylo uvedeno, pfi vybéru programu pro analyzu port a tuneli proteinu hraje
zasadni roli, jaké prvky oc¢ekavame a jaké informace mame o proteinu k dispozici.

V pripadé, ze hledame tunely a neméame o nich zadnou informaci, v ivahu pripadaji
programy MOLE, MolAxis a HOLLOW. Z vyse uvedeného porovnéani vyplyva, ze program
HOLLOW neposkytuje plné informativni popis tuneli, zvlasté v pripadé jejich shlukovani.

MOLE a MolAxis pracuji sobé navzajem velmi podobné. MOLE nebere pti vypoctu v
uvahu rozdily ve Van der Waalsové poloméru atomt. Je mozné hledat péry ve strukture
bez zapocitani vodikovych atomi, které maji mensi polomér nez atomy uhliku, dusiku a
kysliku, a tim minimalizovat zkresleni, které program MOLE miize vnést(Brezovsky a kol.,
2013). Rozhodnuti by mohlo ovlivnit i to, s jakymi programy na vizualizaci vysledku je
program spojen a jaké ma uzivatel k dispozici. Pro ovéreni biologické relevance vysledkt
je mozné pouzit program dxTuber nebo analyzu molekularni dynamiky:.

V pripadé, ze vime, odkud hledané tunely maji vychazet, CAVER 3 poskytuje na-
stroje k nalezeni tunelti i k jejich validaci v kontextu molekularni dynamiky bez nutnosti
srovnavani vystupl z vice programil.

Pokud hleddme pory, zname jejich priblizny smér a umisténi a vime, ze ve strukture
je jeden pér (popripadé postacuje najit pouze hlavni pér), program HOLE poskytuje
spolehlivy vystup a kvalitni nastroje k meéfeni poru. Pri poruseni nékterého z téchto
predpokladii lze ve vyse uvedenych nalézt program, ktery je navrzen pro danou situaci,
mohou vsak byt zatizeny dalsimi podminkami pouziti (napriklad PoreWalker je pouzitelny
pouze pro transmembranové proteiny).

Pri hledani péra bez jakychkoli informaci nebo pii poruseni vice vyse uvedenych pod-
minek muze byt uzitecné pouzit programy na hledéni tuneli CAVER nebo MOLE a (po-
kud sluzbu poskytuji a pokud je to mozné) nalezené tunely spojit do péru prochazejicich
skrz proteinovou strukturu. P¥i tomto pristupu dokazeme najit vice poru prochézejicich
pres proteinovou strukturu, aniz o pérech cokoliv védéli.

Pouziti HOLLOW je na misté, pokud jiz zname hlavni informace o tunelu ¢i péru a
chceme detailné prozkoumat jeho vnitini povrch, napiiklad k urceni povrchové struktury
aktivnich mist uvnitr.

Porovnani vystupti vyse popsanych programi, popripadé programii samotnych, je ob-
ti7né, protoze zatim neexistuje zadné objektivni méfeni podobnosti. Césti feseni tohoto
problému by mohla byt nize popsana ChannelsDB.
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4. Priklady vyuziti programii

4.1 Pouziti pri zkoumani proteini

Velkym prinosem analyzy proteini in silico je moznost hledat podobné prvky ve vel-
kych datasetech. Zkoumanymi prvky mohou byt tunely jako takové, v nichz muzeme
zkoumat zastoupeni aminokyselin, délku tunelu a dalsi prvky. Na obrazku je ilustro-
vano zastoupeni aminokyselin riznych vlastnosti v enzymech. Mezi nalezenymi tunely jsou
¢astéjsi hydrofilni (k povsimnuti na obrazku - zastoupeni alifatickych a nepolarnich
aminokyselin je vyrazné nizsi nez zastoupeni ostatnich aminokyselin)

Kromé zkouméni vlastnosti enzymatickych tuneli prace Pravda a kol. (2014) odhaluje,
ze regulace pristupu k aktivnimu mistu enzymu je bézné regulovana pomoci tunelu - tunel
dlouhy alespoti 5 A je pi{tomen ve vice nez 86% zkoumanych enzymii.
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Obrézek 4.1: Statistické zastoupeni aminokyselin v riiznych ¢astech tunelii a kavit enzym1,
prevzato z Pravda a kol. (2014).

Programy k detekci tuneli 1ze pouzit i jako dil¢i nastroj pri analyze konformacnich
zmén ve vodé oproti organickému rozpoustédlu. Program MOLE byl pouzit spolu s pro-
gramem k detekci dutin Fpocket k prozkoumani a porovnani tuneli a dutin v proteinovych
strukturach v riznych médiich (Rueda a kol., 2018).

4.2 Pouziti pri designu proteini

Protoze tunely, kavity a pory jsou funkénim prvkem proteinu, nastroje k jejich analyze
in silico mohou byt velmi uzitecné, zvlasté v pripadé, kdy strukturu navrhujeme nebo
upravujeme pomoci mutantnich residui a nemame moznost zkoumat fyzickou molekulu.

Program CAVER byl pouzit pti designu cytochromu P4502B6, ktery v jatrech akti-
vuje cyklofosfamid (CPA), cytotoxickou latku, kterd se pouziva pti chemoterapii. Jaterni
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cytochrom P4502B6 katalyzuje CPA na 4-OH-CPA, ktery je nasledné krvi dorucen k
tumoru. Cytochrom P4502B6 ma vSak k CPA pomérné malou afinitu, coz bylo divodem
pro pokus o zlepsSeni této vlastnosti. Krystalograficka struktura cytochromu P4502B6
byla v dobé vyzkumu neznamé, proto byla struktura urcena pomoci homologniho mode-
lovani. Tunely a pristupové cesty k aktivnimu mistu ukrytému uprostred struktury byly
vypocteny pomoci programu CAVER. CAVER byl také pouzit pii zkouméni stability
pristupovych tuneli k aktivnimu mistu mutovaného proteinu. |Chen! (2004)

4.3 ChannelsDB

ChannelsDB je novym projektem, jehoz snahou je poskytnout sdruzené informace o
makromolekularnich pérech a tunelech, jejich geometrii v molekule a jejich fyzikalnich
a chemickych vlastnostech. Je tzce propojena s PDBe a s Uniprotem. Kanaly obsazené
v proteinovych strukturach ziskdva bud z literatury (k dubnu 2018 obsahuje 294 manu-
alné anotovanych struktur a 15500 struktur s anotaci z Catalytic Site Atlas) a v dalsich
strukturach byly péry vypocéteny automaticky pomoci MOLE 2 programu (Pravda a kol.|
2018). Tato prace umoznuje nalezeni tunelu ¢i péru v uréitych strukturdch bez nutnosti
ladéni parametri programu nebo ovérit vysledky vlastni analyzy. V budoucnu by mohla
nahradit program HOLE ve funkci benchmarku pro nové i stavajici programy diky tomu,
ze sdruzuje manualné oveérené tunely pory.
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Zaver

Prazdné prostory v proteinové strukture jsou riznorodé. Podle svého tvaru se déli na
pory, tunely, kavity a kapsy. Automaticka detekce kazdé z téchto podskupin spoléha na
specifické algoritmické pristupy.

P1i detekci port v proteinu se lze zamérit na geometrii struktury, na analyzu povrchu
¢i na specifické vlastnosti transmembranovych proteint, v nichz se péry bézné vyskytuji
jakospojeni dvou stran membrany. Detekce tunelti je obvykle omezena jen na geometrické
pristupy nebo na analyzu povrchu proteinu. Vyskyt tuneli v proteinu neni omezen na
ttidu o specifickych vlastnostech, kterych by se pri detekci dalo vyuzit.

Vybér programu k analyze muze zaviset na mnozstvi vychozich informaci o péru i o
proteinu. Pti hledani pért mohou byt s dobrym vysledkem pouzity i programy primarné
cilené na hledani tuneli. Dosud vsak neexistuje univerzalni program, ktery by dokazal
bez vychozich informaci spolehlivé nalézat pory a tunely ve vSech typech proteinovych
struktur. Obecné je k vysloveni relevantni predikce nutna kombinace programi, kombinace
programu a dalstho zdroje (jakym muze byt napiiklad Catalytic Site Atlas) nebo nahled
cloveka.
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