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Abstrakt

Tato prace se zabyva analyzou nastroji pro prohliZzeni struktury proteini. Pojednava o struk-
tufe proteind, databazich stuktur proteind a formatu dat v nich uloZenych. Déle popisuje
vybrané prohlizeci nastroje a skripty pro né vytvorené. Soucasti je i ukazkova vizualizace.

Abstract

In this thesis we analyze several tools for protein structure visualisation. We describe the
structure of the proteins, the databases for storing protein structures and their data formats.
Next part of the thesis, provides detailed information about selected visualisation tools and
some scripts for them. The thesis also include an example of visualisation of the selected
protein.
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Kapitola 1

Uvod

Nastroje pro prohlizeni prostorové struktury molekul jsou uzite¢nou pomtickou pro pocho-
peni struktury a nékterych chemickych zédkonitosti uvnits jinak velmi malych makromolekul.
V dnesni dobé existuje mnoho nastroji. Nékteré slouzi pouze na prohliZeni, jiné jsou obo-
haceny o dalsi funkce jako naptiklad porovnavani dvou struktur. V ramci prace jsem se
seznamila s nékolika nastoroji a provedla jejich analyzu.

Kapitola 2 obsahuje teoreticky ivod zaméreny na proteiny. Na zacatku se zabyvam jejich
sloZzenim a nékterymi nejvyznamnéjsimi chemickymi vazbami, které maji vliv na celkové
usporadani proteinti. Také se zde blize vénuji jednotlivym trovnim struktury proteint.

Dale, v kapitole 3, popisuji vybrané databéaze biologickych dat. Soucasti je i rozbor dvou
zékladnich formatt soubort pro popis trojrozmérné struktury.

V kapitole 4, 3D vizualizace, se vénuji vybranym nastrojim a popisu zakladnich i n€kte-
rych rozsitfenych funkci jednotlivych nastroji. V zévéru této kapitoly je pak uvedena tabulka
s prehledem vybranych vlastnosti nastroja.

Dalsi dvé kapitoly jsou vénovany praktickym tloham. Kapitola 5 ukazuje v nékolika
obrazcich protein hemoglobin. Je zde vidét jeho povrch, vnitini struktura, detail vazebného
mista i struktura, ktera vznikne mutaci jedné aminokyseliny. Kapitola 6 popisuje vytvorené
skripty pro vybrané nastroje.

V zavéru prace pak hodnotim dosazené vysledky.



Kapitola 2

Proteiny

Proteiny jsou zakladem vSech zivych organismi [23]. Mohou mit funkeci stavebni (kolagen,
keratin) ¢i transportni (hemoglobin). Jsou soucasti imunitniho systému (imunoglobulin).
Jiné (enzymy) zase pusobi jako katalyzatory. Po chemické strance se jednd o vysokomo-
lekularni latky slozené z dvaceti riznych aminokyselin [5]. Kazda aminokyselina ma sviij
jednoznakovy a tfiznakovy kéd (viz tabulka 2.1).

aminokyselina jednoznakovy kéd | tfiznakovy kéd
Alanin A Ala
Arginin R Arg
Asparagin N Asn
Kyselina asparagova | D Asp
Cystein C Cys
Glutamin Q Gln
Kyselina glutamova | E Glu
Glycin G Gly
Histidin H His
Isoleucin | Ile
Leucin L Leu
Lysin K Lys
Methionin M Met
Fenylalanin F Phe
Prolin P Pro
Serin S Ser
Threonin T Thr
Tryptofan W Trp
Thyrosin Y Tyr
Valin \% Val

Tabulka 2.1: Pfehled aminokyselin

Kostru aminokyselin tvofi aminoskupina -NHs, karboxylova skupina -COOH a « uhlik
C, na ktery je navazan postranni fetézec obvykle oznacovany R [23]. Peptidovou vazbou
se pak aminokyseliny mezi sebou vazi do delSich fetézcti, kterym fikdme polypeptidy ¢i
proteiny. Peptidova vazba -CO-NH- (obrazek 2.1) je kovalentni vazba (sdileni elektont)



mezi karboxylem jedné aminokyseliny a aminoskupinou aminokyseliny druhé.
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Obrazek 2.1: a) Zakladni struktura aminokyselin b) Peptidova vazba

V proteinech se také vyskytuje nékolik dalsich vazeb, které se podileji na stabilité pro-
storového uspofadani [1]. Jsou to zejména disulfidova vazba 2.2 (kovalentni propojeni cys-
teinovych zbytkt) a vazba vodikova 2.3 (nekovalentni vazba).
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Obrazek 2.2: a) Cystein b) Disulfidova vazba
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Obrazek 2.3: Vodikova vazba

Dale pak vazba iontovd mezi karboxylem nékterych aminokyselin (Asp, Glu) a aminosku-
pinou jiné aminokyseliny (Lys). Pfipadné van der Waalsovy disperzni sily u aminokyselin
s del$im postrannim fetézcem jako Ile, Leu nebo Phe.



Struktura a funkce spolu velice tizce souvisi. Proteiny zaujimaji v bunééném prostiedi
tvar kulovity (enzymy, svalova tkan) nebo vldknity (kolagen, keratin). Rozrusenim struk-
tury (var, zména pH) dochazi u vétsiny kulovitych proteint ke ztraté nékterych biologickych
funkci. V souvislosti se strukturou a funkci se mizeme setkat s pojmy doména a funkéni do-
ména. Proteinovou doménou rozumime ¢ast proteinu s urc¢itym sloZzenim a strukturou, ktera
miiZe existovat samostatné bez zbytku molekuly. Je-li takovd doména nositelem funkce, Ti-
kéme ji funkéni doména [10].

2.1 Primarni struktura

Primarni strukturou se rozumi poradi aminokyselin v fetézci. Diky schopnostem aminokyse-
lin vytvéaret rizné vazby (disulfidicka, vodikovd) ma zasadni vliv na prostorovou strukturu.
Mimo to urc¢uje i fyzikalni a chemické vlastnosti proteinu. Primarni struktura je zapisovana
jako posloupnost jednoznakovych nebo tfiznakovych kodid. Posloupnost se obvykle uvadi
od N-konce (aminokyselina s volnou aminoskupinou) k C-konci (aminokyselina s volnym
karboxylem). Textovy popis primarni struktury jednoznakovymi kédy se nazyva forméat
FASTA.

2.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura popisuje prostorové usporadani. Kazdy protein méa tzv. pater, kterou
tvori vSechny atomy aminokyselin kromé postrannich fetézctu. Zatim co peptidova skupina
ma pevny tvar, u vazeb mezi a uhlikem a sousednimi atomy péatere mutize dochéazet k rota-
cim. Uhel rotace mezi o uhlikem a dusikem aminoskupiny nazjvame ¢, thel rotace mezi
« uhlikem a uhlikem karboxylu 1. Tyto rotace spolecné s vodikovymi vazbami tvori nékolik
lokalnich prostorovych struktur. Tato béZna usporadani se vyskytuji témér ve vSech protei-
nech. Mezi dvé nejbéznéjsi struktury patii a-helix (¢ = ¢ = —60°) a (-sheet (p = —135°,
1 =135°).

Obrazek 2.4: Schéma a-helix a (B-sheet [13].

Sekundérni strukturu mizeme zakreslit do Ramachandran mapy (obrazek 2.5). Jedna
se o 2D zobrazeni v kartézské soustave, kde ¢ odpovida ose x a 1) ose y.
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Obrazek 2.5: Ramachandran mapa proteinu 1CRN [9] vytvofend programem Swiss-PDB
Viewer.

2.3 Terciarni struktura

Shlukovanim sekundarnich struktur v kombinaci s méné strukturovanymi oblastmi patere
vznika celkovy prostorovy tvar proteinu, tercidrni struktura.

2.4 Kvarterni struktura

Kvarterni stukturou se pak rozumi struktura vytvotrena interakcemi mezi proteiny. Castym
pripadem, kdy dva a vice proteinid spolu tvoii jeden komplex, jsou aktivni enzymy.



Kapitola 3

Data — zdroje a formaty

V této kapitole se blize vénuji databazim struktur proteinti, predevsim databazi PDB,
a webovym rozhranim, pres kterd k témto databazim lze pristupovat. Dale pak popisuji
dva formaty dat pro popis struktury, a to standardni pdb a novéjsi variantu mmcif.

3.1 Zdroje dat

Velky rozvoj v oblasti molekularni biologie a genomického vyzkumu vedl ke vzniku rozsah-
Iych databazi biologickych dat. Podle obsazenych informaci jsou tyto databaze rozdélény
do nékolika skupin — sekvence proteini, struktury proteini, sekvence nukleotidi, genomové
databaze a databaze s informacemi o expresi gent [23].

Asi nejvétsi databazi pro proteinové struktury je Protein Data Bank (dale jen PDB).
Tuto databazi zastfesuje organizace Worldwide PDB (wwPDB) [19], jejimz cilem je sdruzo-
vat data, kterd budou volné pfistupnd siroké verejnosti. wwPDB se skladé z nékolika ¢lenti.
Jsou to RCSB (Research Colaboratory for Structural Bioinformatics) PDB a BMRB (Bi-
ological Magnetic Resonance Data Bank) s centrem v USA, evropskd PDBe (dfive MSD)
a japonska PDB;.

Zakladni ptistup k dattim velkych databézi, nejen proteinovym strukturam, poskytuje
Evropsky ustav bioinformatiky (déle EBI) na adrese http://www.ebi.ac.uk/. Struktury
jsou zde zastoupeny nékolika databazemi véetné PDBe. Dalsi moznosti je rozhrani Ent-
rez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez). Jadrem pro struktury proteint je zde PDB.
P#imy piistup k PDB pak poskytuje RCSB PDB na http://www.rcsb.org/pdb/home/home
.do.

Vice informaci o dostupnych zdrojich lze nalézt v knize Uvod do praktické bioinforma-
tiky [6] a Bioinformatics: a practical guide to the analysis of genes and proteins [3].

3.1.1 RCSB PDB

RCSB PDB [18] je jeden z ¢leni wwPDB poskytujici informace o proteinovych struktu-
rach s vlastnim webovym rozhranim. Kazda struktura je zde jednoznacné identifikovatelna
pomoci ID. PDB ID je ¢tyfmistné a ma nasledujici syntaxi:

[0-9] [a-z]0-9] [a-z|0-9] [a-z|0-9]

tedy napf. 9ins, 4hhb. V systému lze vyhledavat nejen pomoci ID, ale i autora, klicovych
slov, data uverejnéni, sekundarni struktury, sekvenci a monoho dalsich. Vyhledany zaznam
pak nabizi souhrny pfehled o struktufe (jako autor, klasifikace, experimentalni metoda aj.),



detail o sekvenich, biologické a chemické idaje, zaznam o materidlech a metodach a nakonec
podrobnou analyzu struktury. Nedilnou soucasti je trojrozmérna vizualizace. Systém nabizi
nékolik vizualizac¢nich nastroji, vétsinou jako plugin do prohlizece. Mimo to, je zde moznost
stahnuti soubort popisujici strukturu v nékolika forméatech. Zakladnim formatem je PDB,
déle je zde k dispozici XML verze PDB — PDBML a novéjsi typ mmCIF.

3.1.2 NCBI Entrez

NCBI (National Center of Biotechnology Information) Entrez [20] je webové rozhrani po-
skytujici pfistup k moha databazim rizného zaméreni. Vyhledavani probihé pfes vsechny
databaze a podle nalezenych vysledktl si pak lze zvolit oblast, kterd nas zajima. Napf. po
zadani PDB ID 9ins bude v oblasti 3D struktur jeden zaznam, v proteinovych sekvencich
dva zdznamy, jeden nalezeny zaznam u PubMed (citace a abstrakty) a dalsi.
Trojrozmérné stukrtury zde zastupuje MMDB (Molecular Modeling DataBase), jejiz
jadro tvori PDB. Vyhledavat lze pomoci kli¢ovych slov nebo ID (PDB ¢i MMDB). MMDB
ID je ciselny kéd jako napt. 3432, coz odpovidd PDB ID 9ins. Samotny zaznam pro 3D
strukturu je oproti RCSB znac¢né kratsi z diivodu tivodniho rozdéleni do oblasti. Obsahuje
jen nejdilezitéjsi informace jako reference, popis, datum vloZeni, autor a zdroj. Soucasti
je pfimy odkaz do databédze konzervovanych domén (uchovavd domény, které se opakuji
v ruznych proteinech). K dispozici je zde pouze jeden prohlizeci nastroj — Cn3D. Nutna je
vSak predchozi instalace. Déle je mozno stahnout soubor s popisem struktury a to ve dvou
formatech, standardni PBD nebo typ ASN, ktery podporuje jiz zminény Cn3D.

3.2 Formaty dat

3.2.1 Format PDB

PDB je standardni format pro zapis trojrozmérné struktury. Jedna se o Cisté textovy za-
pis vyvinuty Brookhaven National Laboratory v roce 1971. MIME typ je chemical /x-pdb.
Nevyhodou tohoto formatu je, Ze nenese informaci o chemickych vazbach [21].

PDB format obsahuje ASCII znaky a fadek je zarovnan na 80 znaki. Soubor je slozen
z mnozstvi zaznamu, z nichZ nékteré jsou povinné, jiné volitelné. Jeden typ zdznamu se
miize v celém souboru vyskytnout pouze jednou nebo vicekrat. Nékteré zabiraji prostor
jednoho radku, jiné jsou vicetadkové. Piikladem povinného zadznamu, ktery se smi v souboru
vyskytnout jedenkrat a zabira prostor jednoho fadku je HEADER, vodni zdznam celého
souboru. Format zaznamu je nasledujici:

sloupec datovy typ definice

1 -6 nazev zdaznamu ,HEADER®
11 - 50 fetézec(40) klasifikace
51 - 59 datum datum vloZeni
63 — 66 IDkéd PDB ID

Podobnym zptisobem jsou definoviany vSechny typy zaznami. HEADER pro strukturu
s PDB ID 9INS je vidét na obrazku 3.1. Protein s PDB ID 9INS [2] jsem vybrala pro
ukazku souborovych formath i pro nékteré vizualizace.
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Obrazek 3.1: Zaznam HEADER pro 9INS

Zaznamy souboru pdb vice méné odpovidaji informacim, které lze vyhledat pomoci
webového rozhrani. Ne vSechny se pfimo tykaji struktury, jako tzv. souhrnné popisné (au-
tor, nazev, zdroj aj.). Také zde existuje mnoho zdznami REMARK s poradovym ¢islem 0
— 999, kde jsou dopliujici informace, které nendalezi do zadného jiného zéznamu. Zaznamy,
které se tykaji popisu primarni struktury jsou DBREF (kfiZzové odkazy do sequence data-
bazi), SEQADV (rozdil mezi zdznamem SEQRES a zdznamem v sequence databézi, kterou
udava DBREF), SEQRES (sekvence aminokyselin, viz obrazek 3.2) a MODRES (identifi-
kace modifikaci standardnich residui).

?....|....lID....|....ZID....|....SID....|....4|D....|....SID....|....SID....I....’?ID....I....SID..
385 SEQRES 1 A 21 GLY ILE VAL GLU GLN CYS CYS THR SER ILE CYS SER LEU
386 SEQRES 2z A 21 TYR GLN LEU GLU ASN TYR CY¥S ASN
387 SEQRES 1 B 30 PHE WAL ASN GLN HIS LEU CYS GLY SER HIS LEU VAL GLU
385 SEQRES 2z B 30 ALA LEU TYR LEU VAL CYS GLY GLU ARG GLY PHE PHE TYR
389 SEQRES 3 B 30 THR PRO LYS ALRL

Obrazek 3.2: Zaznam SEQRES pro 9INS

Sekundarni struktury se pak tykaji zdznamy HELIX (obrazek 3.3) a SHEET, které
identifikuji struktury.

?. ol .lID. ol .ZID. ol .SID. ol .4|D. ol .SID. ol .SID. ol .’?ID. ol .SID.
395 HELI 1 411 GLY & 1 ILE & 10 1 10
306 HELIX 2 A1z SER & 12 GLU & 17 5 £
397 HELIX 3 Bil SER B 5 GLY B 20 1 12

Obrazek 3.3: Zaznam HELIX pro 9INS

Ze zaznamu na obrazku 3.3 mtzeme jednoduse vycist, ze protein obsahuje celkem tii struk-
tury typu helix. Prvni za¢ind glycinem v fetézci A, sekvenc¢ni ¢islo glycinu je 1 (fetézec
touto aminokyselinou za¢ind). Struktura konéi isoleucinem v fetézci A, sekvenéni ¢islo je
10. T¥ida helixu je 1, coz odpovida pravoto¢ivému a-helixu a celkova délka struktury je 10
aminokyselin. Obdobnym zptsobem lze precist zbylé dva zaznamy.

Dale jsou tu zdznamy o chemickych propojenich jako SSBOND (identifikuje disulfidickou
vazbu, jak je vidét na obrazku 3.4), LINK (meziresiduélni spojeni) a CISPEP (identifikuje
cis usporadani, coz je méné ¢asté prostorové usporadani atomi).

?....I....lID....I....ZID....I....SID....|....4|I:|....|....SID....I....SID....I....?ID....I....SID..
400 3SBOND 1 CYS L 6 CY3 A 11
401 SIBCND 2 CYS A 7 CYS B 7
40z 3SBCND 3 CYS L 20  CYS B 1%

Obrazek 3.4: Zaznam SSBOND pro 9INS
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Zde na obrazku 3.4 je vidét ndzev aminokyseliny, oznaceni fetézce, ve kterém se naléza a jeji
poradové dislo.

Samotné umisténi jednotlivych atomi nese zdznam ATOM, jehoZ syntaxe je popséana
v nésledujici tabulce:

sloupec datovy typ definice
1-6 mnéazev zdznamu »ATOM*
7—11 integer poradové ¢islo atomu

13 -16 atom nazev atomu
17 char indikator alternativni lokace

18 — 20 néazev residua triznakovy kéd aminokyseliny
22 char identifikator Tetézce

23 — 26 integer poradi aminokysekiny
27  Achar (znak abecedy) kéd pro vlozeni residua

31 - 38 real(8.3) x soufadnice v Al

39 —46 real(8.3) y soufadnice v A

47 — 54 real(8.3) z soufadnice v A

55 — 60 real(8.2) obsazenost

61 — 66 real(8.2) teplotni faktor

77 — 78 LString(2)(literal string) symbol elementu

79 — 80 LString(2) zatéZ pro atom

Obazek 3.5 pak ukazuje nékolik prvnich zadznami ATOM u struktury 9INS. Dalsi zdznam
popisujici umisténi je HETATM (umisténi heteroatomt, tedy atomt, které nejsou piimo

soucasti aminokyselin).

u}
1

410 ATOM

411 ATOM
412 ATOM
413 ATOM
414 ATOM
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GLYT
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PR B .4ID. PR B .SID. PR B .SID. PR B .?ID. PR B .SID.
13.749 47.133 32.172 1.00 29.44 u
13.950 46.145 31.092 1.00 27.61 C
15.306 45.457 31.262 1.00 35.42 c
15.914 45.566 32.339 1.00 24.7e sl
15.821 44.792 30.234 1.00 25.40 u

Obréazek 3.5: Zaznam ATOM pro 9INS

Podrobny popis pdb souboru a vsech jeho zaznamt je k dispozici na webu wwPDB. V

mé praci jsem Cerpala z verze 3.2 [1].

3.2.2 Format mmCIF

Macromolecular Crystallographic Information File (mmCIF), je novéjsi alternativa k pdb
souboru. Byl vyvinut v 90. letech 20. stoleti organizaci International Union of Crystallogra-
phy. Jednad se o ¢isté taxtovy zapis s MIME typem chemical /x-cif nebo chemical /x-mmcif.

Data jsou zde oproti pdb posklddana ponékud odlisné. Pro srovnani uvedu zdznam HE-
ADER, ktery obsahuje informaci o klasifikaci, datumu vloZzeni a PDB ID. Kdybychom chtéli
tyto idaje najit v souboru mmcif, museli bychom hledat polozky _ struct_ keywords.pdbx_
keywords, _ database. PDB_ rev.date_ original a _ entry.id. Jak je vidét na obrazku 3.6,
jednotlivé informace se ani nevyskytuji na stejném misté (¢isla fada jsou uvedeny vlevo).

! Angstrom — jednotka délky vyuzivana v chemii pro velikost atomt & délku vazby. 1A= 0,1nm.
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Dale je zde patrné, Ze nékteré tdaje jsou seskupeny a uvozeny slovem loop_ a vyctem po-
lozek, za nimiz se nachazi jednotlivad data, tak jak urcuje vycet. Tento zplisob zapisu mi
prijde uzite¢ny, protoze nemusim znat presné zarovnani do sloupct jako v pdb. Piesto mi
pdb format prijde ¢istsi a prehlednejsi.

Struénéd charakteristika formatu je dostupna na webu Wolfram Mathematica 7 [22],
korespondenci pdb zaznamt a mmcif polozek pak lze najit na strankach RCSB PDB [15].

Q 10 Z0 20 40 Lo &0 70 &0
1 1 A 1 PP I PP R AR PP B 1 1 [P R I

1 HEADER HORMCME 23-0CT-91 SINS

?....I....lID....I....ZID....I....SID....I....4ID....I....SID....I....SID....I....’?ID....I....SID.
382 struct keywords.pdbx keywords HORMONE
?....I....lID....I....ZID....I....SID....I....4ID....I....SID....I....SID....I....?ID....I....SID..
12 #
13 loop_
14 datalbase PDE_rewv.num
15 database PDE rewv.date
16 datslbase PDB_rev.date_original
17 databhase PDE rev.status
18 datalbase PDE_rewv.replaces
19 datshase PDE rev.mod type
20 1 1991-11-07 [1991-10-23| ? 9INS O
Zz1 2 Z003-04-01 2 ? 9INS 1
22 #
I?.. 1 ..lID....I....ZID....I....3ID....I....4ID....I....SID....I....EID....I....?ID....I....EID..
2 #
3 _entry.id STNS
4 #

Obrazek 3.6: Srovnani pdb zaznamu HEADER (nahote) a odpovidajicich mmCIF polozek
pro 9INS

12



Kapitola 4

3D vizualizace

V tvodu této kapitoly popisuji néktera standardni zobrazeni. Dale je zde jemny prifez
vyvojem nastroji poc¢inaje RasMolem. Vétsina kapitoly je pak vénovana podrobnému po-
pisu zkoumanych néastroji. V posledni ¢asti je tabulka se struénym pifehledem vybranych
vlastnosti nastroja.

Z historického hlediska byla vizualizace proteinia zalezitosti velmi drahych a specializova-
nych pocitact. Dnes, diky velkému rozvoji v oblasti hardware, je mozné prohlizet a pracovat
s tojrozmérnym obrazem na bézném poritaci. Nastoje nam umoznuji rotovat se strukturou,
pouzivat barvy, pracovat se svétlem a mnohé dalsi.

Pro zobrazeni struktury proteint jsou typické ¢tyfi varianty. Prvni dvé (obrézek 4.1)
zobrazuji celou patef proteinu véetné postrannich retézci. Jsou to wireframe, nebo-li dra-
tovy model, a ball-and-stick, ktery znazornuje atomy jako kuli¢ky (ball) a propojeni mezi
nimi jako tycky (stick). Ttetim zobrazenim je ribbons (obrazek 4.2), které kopiruje pé-
tef proteinu, pfi¢emz dobie znazornuje sekundarni struktury. A nakonec spacefill (obrazek
4.2), nékdy téz nazyvany CPK (Corey, Pauling, Koltun), ktery vyobrazuje pouze atomy
jako velké koule bez propojeni. Velikost koule je dana van der Waalsovym polomérem, coz
je nejmensi vzdalenost, na kterou se k atomu muze priblizit jiny atom.

Oznaceni CPK se pouziva kromé zobrazeni i pro zptsob obarveni molekuly. Uhlik byva
Sedy, dusik modry, kyslik ¢erveny, vodik bily, sira zlutad apod. Barevné schéma CPK jsem
pouzila na vsech obréazcich ukazujici typy zobrazeni.

Prvnim novodobym softwarem, ktery umozioval praci s trojrozmérnou strukturou siroké
vefejnosti, byl v roce 1993 RasMol (Raster Molecule). Byl napsan v jazyce C s vefejnym
kédem, coz umoznilo vyvoj dalsich nastroji, které z RasMolu vychéazely. Pfepsanim do ja-
zyka C++4 a pfidanim dalsich funkei vznikl plug-in Chime. Dal§im néstrojem, ktery vychazi
z RasMolu je napf. java applet WebMol. Pomérné dobrym néstrojem hlavné po grafické
strance je Cn3D (,see in 3D“). Po predchozi instalaci je mozno jej spoustét pfimo pres
rozhrani Entrez. Asi nejmocnéjsim néstrojem, z volné pristupnych, je Swiss-PDB Viewer
(nebo-li Deep View). Nékteré z nastroji nabizi pfimo RCSB PDB. Z vyse zmitiovanych je
to WebMol, dale pak napf. JMol nebo QuickPDB.

Pro analyzu jsem si vybrala celkem t#i nastoje. Je to RasMol, ktery je nejstarsi a polozil
zéklad dal$im nastrojim. Déle Cn3D a to hlavné pro jeho Uzké propojeni s rozhranim
Entrez, kterym jsem se v rdmci prace také zabyvala. A nakonec Swiss-PDB Viewer, zejména
kviili $ir§im moznostem v oblasti tvorby skriptti.

Dalsi informace o 3D vizualizaci, stejné jako pfehled a zakladni charakteristiky vybra-
nych nastroji lze najit v knize Bioinformatics: a practical guide to the analysis of genes
and proteins [3]. Pro ukdzku typu zobrazeni jsem opét vybrala protein 9INS [2].
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Obrazek 4.1: Standardni zobrazeni struktury proteinu: a) ball-and-stick b) wire-frame. Vy-
kresleno programem RasMol.

Obrazek 4.2: Standardni zobrazeni struktury proteinu: a) ribbons b) spacefill. Vykresleno
programem RasMol.
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4.1 RasMol

RasMol [17] je nejstarsi prohlizeci nastoj prostorové struktury molekul. Nejaktudlnéjsi je
verze 2.7.4.2 z bfezna 2008. Je bézné dostupny pro Siroké spektrum operacnich systémi (MS
Windows, Unix, Apple Macintosh). Podporuje velké mnozstvi formatt pro popis struktury,
vcetné pdb a mmcif. Po spusténi se sklada ze dvou oken. Hlavni vykreslovaci okno s menu,
kde miZzeme manipulovat se strukturou mysi (rotace, posuvy, zoom) a vykonavat zakladni
operace, jako je zména zobrazeni ¢i barevného schématu. Druhé terminalové okno slouzi
pro praci se strukturou pomoci prikaza.

4.1.1 Vibér

Vsechny zmény, které mizeme v nastroji provadét, se aplikuji pouze na vybranou c¢ast
molekuly. Vybér se provadi piikazem select <vyraz>. Vyrazem miiZe byt aminokyselina,
fetézec, atom, poradové ¢islo residua nebo jejich rozmezi. Navic jsou zde i preddefinovany
tzv. sety jak na zékladé struktury (helix , backbone), tak chemickych vlastnosti (polar,
acidic). Uzivatel si mtZe definovat i vlastni set. Ve vyrazech lze uplatiiovat logické operatory
and, or a not. Napriklad piikaz select backbone and not helix vybere vSechny atomy
patefe mimo struktury helix. Pro kontrolu vybéru slouzi piikaz set display selected,
ktery zobrazi celou strukturu modfe, jen vybrané ¢asti zluté. Pro zobrazeni urcité ¢asti pak
slouzi prikaz restrict <vjraz>.

Jiny zptsob vybéru je pfimo ve vykreslovacim okné pomoci mysi. Samotnému vybéru
vSak musi predchazet nastaveni mysi prikazem set picking atom|group|chain. Dalsi
moznosti nastaveni mysi jsou probrany v c¢asti 4.1.5.

4.1.2 Zobrazeni

RasMol nabizi vSechna standardni zobrazeni, ktera byla jmenovana jiz v tivodu kapitoly.
Jsou pristupnd v menu nebo pomoci piikaz, pfipadné kombinacemi piikazt. Zobrazenim
navic mizeme urcit velikost ¢i sitku. Tedy napf. wireframe on aktivuje wireframe zobra-
zeni, wireframe 50 piida tloustku jinak velice zké ¢afe a vznikne zobrazeni stick (pod
timto jménem je dostupné v menu). Kombinaci wireframe 50 a spacefill 130 docilime
vzhledu ball-and-stick, pro které neexistuje samostatny prikaz.

Kromeé toho nastroj nabizi néktera dalsi zobrazeni dostupna i v menu. Je to backbone,
které vykresluje pouze pater proteinu. Jednad se o spojnice « uhliktl. Piikazem trace je
mozno patef zobrazit jako splajn. Dalsim je strands, které odpovidad zobrazeni ribbon,
misto pasku je vSak struktura vykreslena nékolika soubéznymi kiivkami. Ribbon odpovida
i zobrazeni cartoon, které pridava hloubku vykresleni. V nékteré literatufe je cartoon a rib-
bon rozumeéno jako identické zobrazeni. Porovnani zobrazeni ribbon, strand a cartoon je
vidét na obrazku 4.3. Poslednim nabizenym zobrazenim je molecular surface.

4.1.3 Barvy a barevna schémata

Barvu lze ménit piikazem colour [objekt] <colour>. Objektem muze byt atom, po-
pisek, vodikovy mtistek aj. Barvu muZzeme uréit slovy (nékteré jsou nadefinované jako
blue, orange, magenta aj.) nebo trojici RGB. Existuji i ur¢itd barevnd schémata. Je to
jiz na uvodu kapitoly zminované CPK, déle amino, které barvi dle druhu aminokyselin
(cys zluté, leu zelené), structure (dle sekunddrni struktury), temperature (dle teplotniho
faktoru) a mnohé dalsi.
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Obrazek 4.3: Zobrazeni proteinu 9INS: a) ribbons b) strand c) cartoon

4.1.4 Skripty

Soucésti je podpora skriptid. Soubory mohou mit pfiponu txt, pak je lze spustit pres ter-
minalové okno, nebo spt, coz je spustitelny soubor. Nastroj navic nabizi moznost nechat
si skript vygenerovat podle jiz upravené struktury piikazem write script <soubor>.
RasMol skripty jsou pouze posloupnosti prikazti a nejsou zde podporovany zadné kon-
strukce vyssich programovacich jazykt jako podminky ¢&i cykly. Presto lze skript vyuzit pro
inicializaci vlastniho nastaveni (picking, zobrazeni, barvy apod.) ¢ k ulozeni rozpracované
struktury.

4.1.5 Dalsi funkce

Mocnym piikazem pii zkoumani struktury je set picking, ktery nastavuje vlastnost mysi
pri kliknuti na atom. Vychozi nastaveni je set picking ident, ktery po kliknuti na atom
zobrazi v terminalovém okné identifikacni idaje. Zajimavym piikazem je pak set picking
distance, ktery umoziuje zméfeni vzdalenosti mezi atomy. Podobné funguji piikazy set
picking angle a set picking torsion.

RasMol déle nabizi zobrazovani vodikovych a disulfidickych mustki, van der Waalsova
povrchu ¢i popisktt atomti. Umoziiuje nékteré manipulace s molekulou jako rotovat s ¢asti
molekuly v misté vybrané vazby. Ma i nékolik pifikazi pro zmény vykreslovani (svétlo,
stiny). Nabizi export vytvofeného obrazu do mnoha forméatt jako gif, ps, eps, bmp. Mozny je
i export ramachandran mapy, jedna se vSak o textovy soubor, ktery muzeme déle zpracovat
programem GNUplot.

4.1.6 Shrnuti

Rasmol se mi zda jako dobry néstroj s pfehlednym rozhranim. Menu sice nenabizi vSechny
operace, ale pouzivani piikazti je velice jednoduché. Program je navic doplnén piehled-
nym manualem. Skriptovani mi také necinilo problém, i kdyz nemoznost pouziti konstrukci
vysSich programovacich jazyki jej dosti omezuje.

K zaporim bych zaradila mensi funkcénost v oblasti porovnanani struktur. Je zde sice
moznost otevieni vice struktur v jednom okné, ale kromé vlastniho pozorovani neni k dis-
pozici Zadna porovnavaci funkce. Po grafické strance program také pfilis nevynika, néktera
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zobrazeni jsou dosti kostrbata. Navic zobrazeni typu molecular surface je naro¢né, nacteni
trva néjakou dobu a pohyb s molekulou neni plynuly.

4.2 Cn3D

Cn3D (nyni verze 4.1) [16] je dalsi nastroj pro prohlizeni a praci s 3D strukturou. Je do-
stupny pro fadu operacnich systému jako Windows, Macintosh a Unix. Typicky je spoustén
pres rozhrani Entrez, se kterym je tzce spjat. Strukturu samoziejmé lze nacist i lokalné
z disku. Jediny podporovany format je ASN. Po spusténi se skladd z hlavniho vykres-
lovaciho okna s menu. Déale je mozno si spustit Message Log, kde se vypisuji informace
o provadénych zménach, a Sequence/Alignment Viewer, kde vidime sekvence aminokyselin
jednotlivych fetézcl. Cn3D neobsahuje zadné termindlové okno, vSechny operace jsou tedy
provadény pomoci menu.

4.2.1 Vybér

Diky Sequence/Alignment Viewer oknu je vybér velice jednoduchy, a to oznacenim amino-
kyseliny ¢i sekvence aminokyselim mysi. Piipadné je také mozno vybrat urcéitou ¢ast pfimo
dvojklikem ve vykreslovacim okné. Polozka menu Show/Hiden pak nabizi zobrazeni pouze
vybrané ¢asti, zobrazeni vybrané ¢asti s okolim (zadéva se v A), ¢i zobrazeni zarovnanych
tsekt (pfi zarovnani a prekryti dvou molekul). Je zde i volba Show/Hide: Show Everything,
ktera zobrazi opét celou molekulu.

4.2.2 Zobrazeni

Cn3D nabizi celkem pét riznych typt vykresleni molekuly dostupnych v menu pres Style:
Rendering Shortcuts. Jsou to jiz znamé spacefill, ball-and-stick a wireframe (zde uvedeno
jako wire). Standardni zobrazeni ribbon je nahrazeno Worms (obrazek 4.4), kde je viditelna
pater a sekundarni struktury jsou zvyraznény vélcem (helix) ¢i plochym hranolem (sheet)
s Sipkou. Poslednim zobrazenim je Tube, které znazornuje pater. Dopliiujici volbou je pak
Style: Rendering Shortcuts: Toggle Sidechains, ktera umoznuje skryt ¢i odkryt postranni
fetézce.

4.2.3 Barvy a barevna schémata

Obarvovani molekuly nabizi menu ptes Style: Coloring Shortcuts. Klasické CPK zbarveni
je zde pod volbou Element. Zastoupeno je i barveni podle sekundarni struktury (Secon-
dary Structure), Fetézcti (Molecule), teplotniho faktoru (Temperature) ¢i hydrofébnosti
aminokyselin (Hydrophobicity). P¥i porovnavani dvou molekul je uziteénou volbou ba-
revné schéma Style: Coloring Shortcuts: Object, které barvi kazdou strukturu (minéno jako
zdznam MMDB) jinou barvou. Déle pak Style: Coloring Shortcuts: Aligned, které barvi
¢ervené zarovnané aminokyseliny. Také je tu dalsi submenu, Style: Coloring Shortcuts:
Sequence Conservation, jenz nabizi dalsi volby obarvovani pfi zarovnani a prekryti dvou
molekul. Pfi barveni se obarvuje jak obraz ve vykreslovacim okné, tak znaky aminokyselin
v okné Sequence/Alignment Viewer, coz vyrazné ptispiva k lepsi orientaci ve struktufe.

4.2.4 Skripty
Cn3D nepodporuje skriptovani.
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Obrazek 4.4: Protein 1CRN [9] ve zobrazeni Worm

4.2.5 Dalsi funkce

Jak mozna jiz napovidaly predchozi ¢asti, hlavni funkci nastroje Cn3D je porovnavani mo-
lekul. Jednou moznosti jak zobrazit dvé zarovnané a prekryté molekuly je pfes rozhrani
Entrez pres odkaz do databéze konservovanych domén. Zde si k ptivodné vybrané strukture
vybereme ze seznamu struktur tu, se kterou chceme porovnavat. Volbou View 3D alignment
se ndm pak obé struktury jiz zarovnané zobrazi v Cn3D. Druhou moznosti je zarovnani, kdy
nevyuzijeme databazi konzervovanych domén, ale zarovname struktury sami. Nejprve nac-
teme do Cn3D strukturu, kterou chceme porovnavat. Pakptfes menu v Sequence/Alignment
Viewer oknu zvolime Imports: Show Import. Otevie se ndm nové okno Import Viewer. Zde
v menu vybereme polozku Edit: Import Structure. Importovat mizeme bud lokalné z disku
nebo primo z internetu. Po importu se nam v okné objevi sekvence které budeme zarov-
navat. Nastoj nabizi nékolik algoritmil pro zarovnéni, pfipadné miiZzeme zarovnani provést
rucné. Pro zobrazeni zarovnanych struktur zvolime v menu Import Viewer okna Alignments:
Merge.

Mimo to je zde moznost uzivatelského nastaveni pres Style: Edit Global Style. Nastaveni
se tyka hlavné barev a typu zobrazeni. Také se zde nastavuji popisky. Déale nastroj nabizi
animaci, kdy se molekula otaci kolem svislé osy, ¢i export obrazku do png.

4.2.6 Shrnuti

Cn3D mé velice prehledné rozhrani a diky Sequence/Alignment Viewer oknu poskytuje
i dobrou orientaci v molekule. Po grafické strance je o mnoho zdafilejsi nez RasMol. Textura
je uhlazenéjsi a pohyb s molekulou je plynuly. Funkénost v ohledu porovnavéani struktur
je velice dobra. Uzitecné je i tzké propojeni s webovym rozhranim Entrez, zvlasté pak
s databéazi konzervovanych domén.

Velkym nedostatkem je nemoznost skriptovani. Dale zde neni mozno zobrazit vodikové
vazby ¢i povrchu molekuly. Podpora pouze jednoho formatu popisu struktury, a to ASN, je
také spise zaporem.
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4.3 Swiss-PDB Viewer

Swiss-PDB Viwer nebo-li Deep View [7] je poslednim nastrojem pro prohlizeni prostorové
struktury molekul, se kterym jsem se v rdmci prace seznamila. Nejnovéjsi verze je 4.0.1
z roku 2008. Je dostupny pro operacni systémy Windows, Linux i Macintosh. Podporuje
soubory typu pdb a mol. V menu je moznost vybéru i mmcif, avSak podpora tohoto formatu
je jesté ve vyvoji. Po spusténi se sklada z hlavniho okna, kde je menu a tool bar s nejcastéji
pouzivanymi funkcemi. Po nacteni struktury je okno doplnéno vykreslovaci plochou. Déle
si uzivatel muize nechat zobrazit Control panel, kde je vidét sekvence aminokyselin a daji se
zde provadét i nekteré zakladni operace. K dispozici je i Layer info, kde jsou informace o na-
¢netych vrstvach, piipadné okno Alignment, které ukazuje zarovnani struktur. Po zobrazeni
povrchu se otevie okno Surface and Cavities s informacemi o povrchu a vydutich.

4.3.1 Vibér

Nejjednodussi zptisob vybéru je pres Control panel, kde pouhym kliknutim mizeme vybrat
podle sekundarni struktury (informace o ni je u kazdé aminokyseliny), fetézce nebo jednot-
livé aminokyseliny. Uzite¢né predvolby pak obsahuje polozka menu Select, kde je nepteberné
mnozstvi zptisobu vybéru. Lze zde vybirat podle chemickych vlastnosti, sekundérni struk-
tury ¢i v uréitém okruhu zvolené casti. Volbou Select: Pick on screen muzeme vybirat
aminokyseliny primo kliknutim ve vykreslovacim okné. Ve skriptu pak vybirdme piikazem
$var = select [in <layer>] <selection>. V Casti selection muze byt piimo nazev
residua, Tetézec, ¢islo pozice, sekvence aj.

4.3.2 Zobrazeni

Néstroj nabizi t¥i standardnich zobrazeni. Je to wireframe, ktery je nastaven jako vychozi,
ribbons a ball-and-stick. Hlavni ovladani zobrazeni je v Control panelu. Pro kazdou amino-
kyselinu a heteroatom je zde polozka show, pro zobrazeni atomu patefe, a side, pro postranni
fetézce. Tyto polozky se tykaji zobrazeni wireframe. Pro ribbons slouZi polozka rib. Dalsi
dvé polozky v panelu jsou lab, pro popisky, a ::v, kterd zobrazi van der Waalstiv povrch.
Zobrazeni ball-and-stick je mozno dosahnout pres menu Prefs: 3D Rendering, kde se nastavi
radius atomt, v kombinaci s obéma standardnimi vykreslovacini médy. O vykreslovacich
modech se blize zminuji v ¢asti 4.3.5.

V menu pod Display: Show Backbone As Carbon Alpha Trace je moznost zobrazeni
patefe jako spojnice « uhlikt. Display také nabizi zobrazeni vodikovych vazeb. Pred jejich
zobrazenim je vSak nutno vazby nejprve vypocitat. Vypocet vodikovych vazeb, ale tfeba
i povrchu molekuly najdeme v menu pod Tools: Compute H-bonds nebo Tools: Compute
Surface. Disulfidické vazby jsou zobrazeny stéale.

Vsechny moznosti zobrazeni jsou samoziejmé dostupné i skriptem. Zakladnim piikazem
je show <part> of <selection>, kde part miize byt prave res, side, ribbon aj. Podobné
funguje prikaz hide, ktery naopak skryje urcenou cast.

4.3.3 Barvy a barevna schémata

Vychozim barevnym schématem je CPK. Sirokou nabidku zptisobti barveni nabizi polozka
menu Color. MUzeme barvit podle typu aminokyselin, sekundarni struktury, teplotniho
faktoru, fetézci, vrstvy (mysleno jako PDB zaznam) ¢ hydrofébnosti. Dulezitou polozkou
pfi barveni je Color: act on <string>, kde <string> urcuje prave ¢ast na kterou se bude
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zména barvy aplikovat. Rychla volba zmény barvy je pfimo pfes Control panel, kde kazda
aminokyselina mé volbu col. Zde si mitize uzivatel zvolit vlastni barvu.

Pomoci skriptu se barvi pfikazem color <part> of <selection> by <vector>.
Selection zna¢i proménnou, do které jsme predtim vybrali pfikazem select. Vector je hodnota
RGB, ale prepocitand do rozmezi hodnot 0.0 — 1.0. Prikaz mé i svou obdobu, kde misto
vektoru mizeme pouZit primo nazev jedné z preddefinovanych barev. V tomto pripadé vsak
misto proménné, kterou jsme ziskali vybérem vypiseme piimo vybér, tak jak ho pouzivame
v prikazu select.

4.3.4 Skripty

Deep View podporuje tvorbu skripti. Skript je typu txt a spousti se pfes menu File: Run
Script. Vzdy musi zacinat piikazem please do a koncéit thank you. Narozdil od RasMol
skriptti podporuje i konstrukce vyssich programovacich jazyki jako podminky a cykly. Pro-
ménné mohou byt riznych datovych typt jako vector, float, int, string ¢i file. Zvlastnim
datovymi typy jsou layer, coz je vlastné PDB ID, a selection, ktery je vysledkem piikazu
select. Poslednim datovym typem je internal variable, jako napi. gCurrentOS, kterd nese
néazev operacniho systému. Kazdy piikaz je standardné ukoncen stiednikem.

Strukturu lze nacist bud z lokélniho disku, nebo je pfistupna funkce stdhnuti a otevieni
struktury z internetu (open [pdb] from , net‘‘ <string>). Skripty umoznuji diky pti-
kazu pause <float>, ktery pozastavi chod programu na dany pocet sekund, tvofit ani-
mace. Umi zapisovat, Cist ¢i zobrazovat soubory typu txt. Je zde také moznost otevrit
dialog box, pro komunikaci s uzivatelem. Pfikazy phi <selection> a psi <selection>
vypocitaji torzni thly. Skriptem lze i zarovnat a prekryt dvé struktury. Moznosti skriptovani
jsou opravdu siroké.

4.3.5 Dalsi funkce

Néstroj ma népreberné mnozstvi funkci. Kromé jiz zminovanych zakladnich je vyznamna
schopnost zarovnat a prekryt struktury dle riznych kritérii. V menu tyto funkce mizeme
nalézt pod polozkou Fit. Nastroj umoziluje také homologni modelovani, coz je predpovéd
struktury na zakladé zndmé sekvence. Dalsi zajimavou funkci je zobrazeni ramachandran
mapy, ve které se daji pfimo ménit thly vybrané aminokyseliny. Tato zména ma okamzity
vliv na strukturu v hlavnim vykreslovacim okné. Ramachandran mapu vygenerovanou Deep
View jsem pouzila pro ilustraci v Gvodni sekci o sekundarni struktufe (obrazek 2.5).

Uzivatelé také jisté oceni velké mnozstvi nastaveni pres Prefs, které se da exportovat
a kdykoli znova nahrat. Mtzeme zde ménit pouzité barvy v schématech, chovani molekuly
pti pohybu, vzhled sekundarnich struktur pti zobrazeni ribbon a dalsi. Dale t¥eba okno pro
piimé zadavéani skriptovacich pfikazu (Edit: Script Commands: Ezecute Script Command).
Pii vykreslovani nabizi nastoj dva médy dostupné v Display, a to solid 3D a 3D, které
vyuziva OpenGL. Rozdil mezi vykreslenim je patrny z obrazku 4.5. Posledni nadstandardni
mod je vykresleni pomoci POV-Ray.

4.3.6 Shrnuti

Swiss-PDB Viewer je jednozna¢né velice mocnym néastojem. Stejné jako Cn3D poskytuje
lepsi orienteci v molekule diky Control panelu, ktery zaroven poskytuje zakladni operace
jako zobrazeni, popisky ¢i zména barvy. Skriptovani je mnohem dokonalejsi diky podpore
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Obrazek 4.5: Protein 1CRN [9]. Sekundarni struktury ve zobrazeni ribbon a ¢ast povrchu
molekuly; v8e v médu: a) solid 3D b) 3D

konstrukci vyssich programovacich jazyka. Po grafické strance je velice zdarily. K dispozici
je velké mnozstvi nastaveni a vytvorené obrazky mohou dosahovat opravdu vysoké kvality.

Zaporem je docela rozsidhlé menu, které z pocatku délad problémy. K nastroji je vSak
k dispozici dobfe zpracovany manual i tutorial, ktery uzivatele seznami s hlavnimi funkcemi.
Po ptrekonéni pocatecnich obtizi s ovlddanim jsem si nastroj oblibila a hodnotim ho jako
nejlepsi.

4.4 Prehled vlastnosti nastroju

Béhem prace jsem se seznamila se tfemi nastroji pro prohlizeni prostorové struktury. Byly
to RasMol, Cn3D a Swiss-PDB Viewer. V néasledujici tabulce 4.1 jsem shrnula vsechny
zékladni funkce a vlastnosti, které nastroje nabizeji a které by mél dobry nastoj obsahovat.
Hodnoceni jsem rozdélila nasledovné: bud néstoj tuto funkci viibec nenabizi (znak 0), nebo
ji nabizi, ale neni pfili§ zdafila (znak -), nebo ji nabizi (znak +), pfipadné ji nabizi a je
vyjimeéna (znak ++). Na nezdar ¢i naopak vyjimec¢nost dané vlastnosti méla predevsim vliv
moznost dalsitho pouziti prvku. V pripadé porovnavani molekul jsem hodnotila vyjimeéné
nastroj Cn3D a to hlavné diky propojeni s rozhranim Entrez a databazi konzervovanych
domén. Naopak ne prili§ zdafile hodnotim zobrazeni ball-and-stick v nastroji Swiss-PDB
Viewer, kde je dostupné az pfes kombinaci riznych nastaveni v menu, zatim co ostatni
zobrazeni jsou jednoduse pristupnd pires Control Panel.

ovladani. M4 Siroké moznosti pouziti, a to jak ve zkoumani a prohlizeni molekul jako celku,
tak i mensich tsektl.

21



RasMol | Cn3D | Swiss-PDB Viewer

Podpora soubora pro popis struktury

pdb + 0 +

mmcif + 0 0

Typy zobrazeni

ribbon + 0 +

wireframe + + +

ball-and-stick + + -

spacefill + + 0

Zpusoby barveni

schémata + + +

vlastni + + +

Zpusob vybéru

sety + + +

vlastni + + i

MozZnosti skriptovani

podpora skriptt - 0 +

okno pro prikazy + 0 +

Ostatni

okno se sekvenci 0 + +

ramachandran mapa - 0 ++
porovnavani molekul 0 ++ +

nastaveni vykreslovani - + ++
export obrazku + + ++

Tabulka 4.1: Prehled vybranych vlastnosti a jejich zastoupeni v nastrojich.
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Kapitola 5

Vizualizace hemoglobinu 2DN2

Pro ukazku vizualizace jsem si vybrala hemoglobin 2DN2 [12]. Jedné se o protein obsa-
zeny v Cervenych krvinkach, jehoz hlavni tilohou je transport kysliku. Je typicky kulovity
a sklada se celkem ze Gtyf Fetézci (dva « a dva [3). Kazdy bilkovinny fetézec obsahuje jednu
nebilkovinnou skupinu hem. Hem obsahuje iont Zeleza Fe?T, ktery poskytuje vazebné misto
pro prenos kysliku. Co se sekundarni struktury tyka, je zde velké zastoupeni struktur helix.

Sekvence aminokyselin a jejich vlastnosti jsou v kazdé molekule klicové. U hemoglobinu
pak hraje velkou roli hydrofébnost ¢i hydrofilnost jednotlivych aminokyselin. Zaménou je-
diné hydrofilni aminokyseliny za hydrofébni se celkovy charakter méni a vzniké nové misto,
které ma tendenci tvofit komplex s jinym hydrofébnim mistem [14]. Pfesnéji se jedna o za-
ménu kyseliny glutamové se sekvencnim c¢islem 6 v (3 fetézci za valin. Tato mutace méa za
nasledek tvorbu vlédknitych komplexi molekul hemoglobinu (obréazek 5.7), které sice dale
naztracejl svoji transportni funkci, ale zadsadné ovliviiuji konecny tvar cervenych krvinek.
Misto kulatych ve stfedu splostélych bunék vznikaji bunky vétsi a srpkovitého tvaru. Stav,
kdy vznikaji tyto neplnohodnotné krvinky se nazyva srpkovita anémie [11] a v nékterych
ptipadech se jedné o smrtelné onemocnéni. Disledek mutace jediné aminokyseliny v fetézci
jen dokazuje, jak dilezité je znat strukturu proteint.

Nasledujici obrazky ukazuji molekulu 2DN2, jeji povrch, sekundéarni strukturu a detail
vazebného mista. Dale mutovany hemoglobin 2HBS [%], jeho povrch a detail propojeni.
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Obrazek 5.2: Protein 2DN2: Vnitini struktura ve zobrazeni wireframe. Barevné odliseny
fetézce (o oranzové, [ modfie). Nebilkovinny hem zvyraznén ¢ervené. Vytvoreno v nastroji
Swiss-PDB Viewer.
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Obrézek 5.3: Protein 2DN2: Sekundarni struktura molekuly v nastoji Swiss-PDB Viewer.
Zobrazeni ribbons s barevnym zvyraznénim sekunarni struktury. Hem zvyraznén fialove.
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Obrazek 5.4: Protein 2DN2: Ramachandran mapa vytvorena nastojem Swiss-PDB Viewer.
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Obrazek 5.5: Protein 2DN2: Detail hemu v fetézci A a jeho vazby na aminokyseliny bil-
kovinné ¢asti. Patrné vodikové vazby (zelené) a pevnéd vazba s histidinem 87. Vytvofeno
v programu Swiss-PDB Viewer.

Obrézek 5.6: Protein 2HBS: Povrch molekuly v nastoji Swiss-PDB Viewer.
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Obrazek 5.7: Protein 2HBS: Detail propojeni mezi molekulami hemoglobini. Zobrazeni
spacefill v barvach hydrophobicity (hnéda nejvice hydrofébni, modra nejméné hydrofébni).
Valin 6 v § Fetézci zvyraznén zluté. Patrné priblizeni k hydrofébni oblasti (hnédé).
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Kapitola 6

Implementace

V ramci bakalarské prace jsem vytvorila nékolik skriptti pro nastoje RasMol a Swiss-PDB
Viewer. V nasledujicich ¢astech popisuji jednotlivé skripty.

6.1 RasMol

Protoze moznosti skriptovani v tomto néastroji jsou dosti omezené, vytvorila jsem jeden
soubor rasDemo.spt, ktery ukazuje vybrané moznosti nastroje. Skript se sklada celkem ze
Sesti obrazi. Po kazdém obrazu je uzivatel vyzvan ke stisku klavesy, aby skript pokracoval.
Béhem pauzy (pfikaz pause) je mozno se strukturou pomoci mysi rotovat ¢i si ji ptiblizovat.
Kazdy novy obraz pak zac¢ina pirikazem reset, ktery vrati molekulu do pocatecni polohy.
Vse je doplnéno vhodnym komentaifem v terminalovém okné.

Nulty obraz je prazdny a v terminalu se vypise ivodni informace. Prvni obraz jiz zna-
zorfiuje vybranou molekulu s PDB ID 9INS ve zobrazeni ribbons a v barevném schématu
chain, ze kterého jsou jasné patrné dva fetézce proteinu. Druhy obraz ukazuje strukturu ve
zobrazeni wireframe véetné vodikovych a disulfidickych vazeb. Ve je barveno ve schématu
CPK, ktery rozlisuje jednotlivé atomy. Tteti obraz se soustfedi na detail patefe fetézce B.
Pro patef jsem vybrala piikaz backbone. Barevné schéma jsem pouzila structure, ktery zvy-
raziuje sekundarni strukturu. Kromeé rizového helixu je zde obarven jesté jeden kus modre.
Je to tzv. turn, jedna z dalsich sekundérnich struktur. Ctvrty obraz se soustieduje na he-
lixovou strukturu téhoz fetézce. Pro nazornou ukazku jsem ponechala vodikové vazby. Vse
je ve zobrazeni wireframe, tvar helixu pak zdlraznuje zobrazeni ribbons. Barevné schéma
jsem pouzila opét CPK. Paty obraz se vraci k celé struktute. Ukazuje patet, tentokrat jsem
vSak pouzila ptfikaz trace, a cysteiny mezi nimiz jsou disulfidické vazby. Cysteiny jsem
zvyraznila zobrazenim ball-and-stick v barvach CPK. Atomy siry mezi nimiz jsou patrné
vazby jsem doplnila popiskem. Posledni Sesty obraz ukazuje moznost vykresleni aminoky-
seliny a atomtl v jejim okoli. Vybrala jsem cystein 6 v fetézci A s atomy v okoli 3A. Je zde
zmérena vzdalenost mezi vybranymi atomy siry a cely obraz je doplnén teCkovanym van
der Waalsovym povrchem. VSe ve zobrazeni ball-and-stick a barviach CPK.

6.2 Swiss-PDB Viewer

Nastroj Swiss-PDB Viewer poskytuje mnohem Sir$i moznosti ve skriptovani. V ramci prace
jsem vytvorila celkem tfi skripty pro systém MS Windows, které demonstruji vybrané
vlastnosti nastroje.
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6.2.1 Skript swissDemol.txt

Prvni skript ukazuje moznost tvoreni animaci a nékteré druhy zobrazeni na strukture s PDB
ID 1BHP.

Cely skript je tvoren jako animace. Té jsem docilila celkem ¢tyfmi cykly do — while. Na
uvodu je molekula zobrazena vcetné svého povrchu, ktery je obarven zluté. Prvni cyklus
rotuje s molekulou v ose y a v poloviné svého trvani skryje povrch molekuly. Duhy cyklus
pokracuje v rotaci a postupné méni zobrazeni z wireframe na ribbons. Pocitadlo, které
zde cyklus ukoncuje navic funguje jako sekvencni ¢islo aminokyseliny, ktera zrovna méni
své zobrazeni. Po ukonceni premény se zobrazi heteroatomy a aminokyseliny se kterymi
jsou tyto atomy vazény vodikovymi vazbami. Soucasné se zobrazi i popisky heteroatomu
a vybranych aminokyselin. Na to zacéina tfeti cyklus, ktery molekulu pfiblizuje. Poledni
cyklus pak rotuje s molekulou ve vSech tiech osach az do ukonceni.

Zakladnimi pfikazy pro animaci jsou rotace (rotate <x, y, z>) ¢i zoom (zoom
<float>) a néslednd pauza (pause <float>). Pro docileni plynulych pfechodt mezi jed-
notlivymi obrazy jsem zvolila délku pauzy 0,1.

6.2.2 Skript swissDemo2.txt

Druhy skript ukazuje zakladni praci s textovym souborem a moznost pocitat torzni thly.
Pro ukézku jsem opét vybrala protein 1BHP.

Na tuvodu je molekula ve zobrazeni ribbons a obarvena dle sekundarni struktury. Skript
pak vybere jednu strukturu helix, kterd zablikd zluté. Pro kazdy « uhlik ve vybraném
helixu necham spocitat torzni thly, které nasledn2 zapisu do souboru. Jakmile je soubor
vytvoren, nastroj ho otevie pro nahlédnuti v novém okné. Skript pak pokracuje pootocenim
molekuly a vybérem struktury sheet. Vybrana c¢ast opét zablika, nechdm spocitat torzni
uhly a zapiSu do souboru, ktery je v zapéti otevien pro nahlédnuti. Oba vytvoreté soubory
jsou pak kdykoli k dispozici ve slozce usrstuff programu Swiss-PDB Viewer.

Zakladnem pro praci se soubory je prikaz $var = open file <string> in usrstuff
for [reading | writing] pfipadn€ open text <string> in usrstuff pro otevieniv no-
vém okné. Zapis do souboru je mozny pfikazem print on $var <string>.

6.2.3 Skript swissDemo3.txt

Posledni skript ukazuje moznost vétsi kmunikace s uzivatelem prostfednictvim dialog boxu.
Zaroven demonstruje funkci zarovnavi a prekryvani struktur. Pro tento pfipad jsem vychéa-
zela ze struktury 1BHP, ke které jsem si prostifednictvim Entrez a databaze konzervovanych
domén vyhledala nékolik dalSich struktur se kterymi lze protein 1BHP ptekryt. Prekryti
1BHP s jakoukoli jinou strukturou tedy funguje vzdy. Pokud uzivatel vSak vybere ndhodné
ze seznamu poskytovanych struktur, nemusi se zarovnani povést. Skript na tuto skute¢nost
upozorni a skonéi predcasné.

Po spusténi skript otevie vytvoreny seznam poskytovanych struktur, ze ktrych mtze
uzivatel vybirat. Dialog box vyzve pro vypsani nazvu prvni a poté druhé struktury. Pokud
je zadan Spatny Tetézec, skript na to upozorni a ¢ekd na novy vstup. Po Gspésném zadani
a otevreni struktur se otevie novy dialog box, ktery cekad na fetézec dle nabidky, ktery
reprezentuje jednu z moznosti zarovnani. V pfipadé, ze si uzivatel bude prat ukoncit skript
diive, vpise do dialog boxu QUIT. Po Gspésném vybéru typu zarovnani jsou molekuly pre-
kryty a vSechny zarovnané ¢asti jsou obarveny. Struktura prvni ¢ervené a struktura druhé
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zelené. Nakonec nésleduje kratka rotace zarovnanych molekul kolem osy y a vypsani hod-
noty RMSD (root mean square deviation). Jak jsem jiz zminiovala pii neispésném zarovnani
skript konéi predcasné.

Zakladem pro vytvoreni skriptu byla opét prace se souborem, jak jsem jiz zmiinovala
u skriptu swissDemo2.txt. Kontrolu, zda byla vybrana strukturu ze seznamu, jsem provedla
jednoduse pomoci piikazu $var = readln from file $var. Dialog box tvoii obdobny pri-
kaz, a to $var = readln from user <string>. Strukturu jsem zarovnavala ptikazem
$var = superpose <layer> onto <layer> using <string>. RMSD jsem vypocitala
pomoci $var = rms of <layer> and <layer> using <string>.
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Kapitola 7
Zaver

V réamci bakalafské prace jsem se seznamila s proteiny, jejich slozenim a strukturou. Dale
jsem prostudovala databaze, které poskytuji pristup k biologickym datim. Zde jsem se
soustiedila na databazi Protein Data Bank (PDB) a na Molecular Modeling DataBase
(MMDB), ktera je pfistupnd pfes webové rozhrani Entrez. Také jsem se sezndmila s forma-
tem dat pro popis trojrozmérné struktury, a to standatrnim pdb a novéj$im mmcif. Zna¢nou
¢ast prace pak tvofilo zkoumani prohlizecich néastrojt.

Béhem prace jsem se seznamila celkem se tfemi vizualiza¢nimi nastroji. Byly to RasMol,
Cn3D a Swiss-PDB Viewer. Souhrn jejich vlastnosti jsem pak zaznamenala do tabulky 4.1.

vvvvvv

vvvvv

Soucasti prace bylo i vytvoreni nékolika skriptti. Pro nastroj RasMol to byl skript jeden,
protoze moznosti nastroje v tomto ohledu jsou ponékud omezené. V piipadé Swiss-PDB
Vieweru jsem pak vytvotila skripty tfi. Prvni dva ukazuji moznosti tvorby animaci ¢i prace
se soubory. Skript tfeti je obsahlejsi a ukazuje moznost vyvtvoreni skriptu, ktery komunikuje
s uzivatelem. Cil takového skriptovani vidim ve zautomatizovani nékterych operaci.

Pro ukazku jsem zaclenila i vizualizaci vybraného proteinu, kterym byl hemoglobin.
V obréazcich jsem ukézala strukturu jako celek, ale i detail vazebného mista. Také jsem se
zde snazila zdlraznit cely vyznam znalosti struktury a jeji souvislost s funkci.

Hlavni pfinos prace vidim ve zhodnoceni kvality a funkcénosti jednotlivych néstroju,
ktery by mohl ¢tendfi pomoct pfi vybéru nastroje. Samoziejmé by bylo vhodné zaclenit
vice néastrojii. Také tvorbu skripti by bylo mozné do budoucna rozsitit, kdy ve spolupraci
s uzivatelem by bylo mozné tvofit i rozsahlejsi ucelové skripty.
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Seznam priloh

Dodatek A: Obsah prilozeného CD
Dodatek B: Obrazky vytvofené skriptem rasDemo.spt v programu RasMol
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Dodatek A

Obsah prilozeného CD

o Bakalarska prace v elektronické podobé
e Skripty

— rasDemo.spt

— swissDemol.txt

— swissDemo2.txt

— swissDemo3.txt

— soubory *.pdb

— soubor seznam.txt — seznam struktur pro swissDemo3.txt

— readme s pokyny pro ulozeni jednotlivych soubori
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Dodatek B

Obrazky vytvorené skriptem
rasDemo.spt v programu RasMol

r“

-

Obrazek B.1: Protein 9INS: Zobrazeni ribbon, barevné schéma chain.
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Obrézek B.2: Protein 9INS: Zobrazeni wireframe, barevné schéma cpk. Viditelné disulfidické
a vodikové vazby.

Obrazek B.3: Protein 9INS: Detail fetézce B. Zobrazeni backbone, barevné schéma
structure.
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Obrazek B.4: Protein 9INS: Helix fetézce B s vodikovymi mustky. Zobrazeni wireframe
a ribbon, barevné schéma cpk.

~

Obrazek B.5: Protein 9INS: Pater s disulfidickymi vazbami. Zobrazeni trace a ball-and-stick
(cysteiny), barevné schéma cpk.
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Obrézek B.6: Protein 9INS: Cystein 6 v fetézci A a okolni atomy ve vzdéalenosti 3A. Zob-
razeni ball-and-stick, barevné schéma cpk. Viditelny van der Waalstiv povrch a zméfena
vzdalenost mezi atomy siry.

39



	Úvod
	Proteiny
	Primární struktura
	Sekundární struktura
	Terciární struktura
	Kvarterní struktura

	Data -- zdroje a formáty
	Zdroje dat
	RCSB PDB
	NCBI Entrez

	Formáty dat
	Formát PDB
	Formát mmCIF


	3D vizualizace
	RasMol
	Výběr
	Zobrazení
	Barvy a barevná schémata
	Skripty
	Další funkce
	Shrnutí

	Cn3D
	Výběr
	Zobrazení
	Barvy a barevná schémata
	Skripty
	Další funkce
	Shrnutí

	Swiss-PDB Viewer
	Výběr
	Zobrazení
	Barvy a barevná schémata
	Skripty
	Další funkce
	Shrnutí

	Přehled vlastností nástrojů

	Vizualizace hemoglobinu 2DN2
	Implementace
	RasMol
	Swiss-PDB Viewer
	Skript swissDemo1.txt
	Skript swissDemo2.txt
	Skript swissDemo3.txt


	Závěr
	Literatura
	Seznam příloh
	Obsah přiloženého CD
	Obrázky vytvořené skriptem rasDemo.spt v programu RasMol

