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Abstrakt

Prazdné prostory uvnitf nanomateriall, tedy de facto ,nic”, vyraznym zplUsobem ovliviuji
chovani téchto materiall. Klasifikace ,ni¢eho”, tedy dutin, kandld ¢i pdrt tak mlze osvétlit
dlleZité vlastnosti studovaného systému, obzvlasté v pfipadé hledani a popisu pristupovych
cest dopravujicich molekuly napfi¢ strukturou. Cilem této prace bylo hledani a klasifikace
,hiceho” ve vybranych nanomateridlech s pomoci programu MOLE 2.0. Pro ucely analyzy byly
vybrany jak biologické nanostroje — enzymy cytochromy P450, tak i anorganické porézni
nanomateridly - zeolity. Byly vybrany dvé rozsahlé skupiny cytochrom( P450, u kterych byly
hledany fyzikalné-chemické vlastnosti jejich kandld a to jednak bakterialni cytochromy P450
CAM a BM3, tak na strané druhé lidské cytochromy P450. BM3 a CAM se liSily obzvlasté
v poctu nalezenych kanal(, pficemz u CAM bylo nalezeno velmi malé mnozZstvi kanald oproti
BM3. Fyzikalné chemické vlastnosti jsou u téchto bakteridlnich cytochrom( P450 pomérné
variabilni, coZ lIze odlvodnit rozdilnostmi mezi jejich krystalovymi strukturami. U lidskych
cytochrom(l P450 byla provedena analyza 82 krystalovych struktur. Navic byly mezi sebou
porovnany i jednotlivé rodiny cytochrom( P450. Jednotlivé rodiny lidskych cytochromi P450
ve vétsiné pripadd preferuji pouze nékteré typy rodin kanall, pficemz nékteré cytochromy
P450 pak maji jen jeden typ kanall. Nakonec byly u deseti vybranych struktur zeolitl
analyzovany péry. Ty byly zkoumany predevsim z hlediska geometrickych vlastnosti, jako je
délka nebo sitka hrdla. U kazdé struktury zeolitli se vyskytuje nékolik pérd v pomérné Siroké
Skale velikosti, pficemz se jejich vlastnosti odviji od strukturniho uspofadani daného zeolitu.
Program MOLE 2.0 tak umozniuje Siroké moznosti pouziti pfi analyze ,ni¢eho” uvnitf nano- i
biomateriald.
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Abstract

Free spaces — “nothing” - inside the nanomaterials significantly affect behavior of these
materials. Classification of “nothing”, cavities, channels or pores can elucidate important
properties of studied system, especially in case of finding and describing access paths which
transport molecules across the structure. The goal of this thesis was classification of “nothing”
in chosen nanomaterials with aid of MOLE 2.0 program. Two types of biological nanodevices
were chosen for analysis — enzymes cytochromes P450 and inorganic porous materials —
zeolites. Two wide groups of cytochromes P450 were chosen for analysis of physico-chemical
properties of their channels: (i) bacterial cytochromes P450 CAM and BM3 and (ii) human
cytochromes P450. The groups BM3 and CAM differed by number of found channels, whereas
in CAM very small number of channels was found in contrary to BM3. Physico-chemical
properties are fairly variable in these bacterial cytochromes P450, which can be explained by
differences among their X-ray structures. Analysis of 82 X-ray structures of human
cytochrome P450 was performed. In addition, particular cytochrome P450 families were
compared with each other. Particular families of human cytochromes P450 prefer in most of
cases only some types of channels whereas some cytochromes P450 contain only one type of
channel. Finally, pores in ten zeolite structures were analyzed. The pores were described
mostly with geometrical properties such as length or bottleneck radius. Every structure of
zeolites has shown several pores with fairly wide range of sizes. These properties can be
derived from structural arrangement of particular zeolite. In sum, MOLE 2.0 program has
shown that it enables various usage in the analysis of “nothing” inside of nano- or
bionanomaterials.
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1 Uvod

Klasifikace ,,ni¢eho®, a¢ muze znit ponékud zvlastné, se tyka hledani a analyzy dutin,
pori a kanald ve studovanych nanomaterialech. Cesky nazev, a¢ pro nékoho mozna matouci,
ma zcela logicky puvod v anglickém slové ,,void“ — Cesky doslova nicota neboli prazdny
prostor. Popis ,,ni¢eho“ ma znaény vyznam v chemii i biochemii, at’ uz se tyka hledani dutin
v biomakromolekulach ¢i v poréznich nanomaterialech jako jsou naptiklad zeolity.
Konkrétnim ptikladem je pak tfeba hledani tuneld v proteinech. Takovato analyza muze
napomoci k osvétleni, jaké typy latek mohou byt kandly dopravovany dovnitt, poptipadé
vychazet ven z aktivniho mista proteinu. Lokalizace a popis velikosti kavit pak mohou

napomoci v odhaleni celkové stability studované struktury.

Hlavnim nastrojem pouzivanym pro hledani ,,niceho* v této praci byl program
MOLE 2.0, ktery byl vytvofen ve spolupraci mezi tymem pracovnikil z Katedry fyzikalni
chemie Univerzity Palackého v Olomouci a z Masarykovy univerzity v Brné. Z hlediska
hledani ,,ni¢eho* je MOLE 2.0 skute¢né unikatnim softwarem, nebot” je schopen vyhledat a
analyzovat kavity, tunely a pory V pocitatovych modelech jednotlivych materiald a to
v ¢asové skale pouhych nékolika sekund. Proto se stal hlavnim néstrojem vyuZivanym v této
praci a s jeho pomoci byly provedeny testy potvrzujici jeho robustnost a vyuzitelnost pro
rozlicné typy struktur. Jako testovaci soubor bionanomateriald byly pouzity enzymy
cytochromy P450. Jako zastupci typickych anorganickych nanomateriald byly zvoleny

zeolity.

Cilem této prace je tedy hledani a klasifikace ,,ni¢eho®, tedy kavit, pora a kanali ve
vybranych strukturach nanomateridli s vyuzitim softwaru MOLE 2.0. Znalost téchto utvari
vede k pochopeni mnoha vyznamnych vlastnosti studovanych struktur. Jde napiiklad o
posouzeni stability studovaného systému, zpiisob jakym mize potencidlni substrat vstupovat

do aktivniho mista, ¢i jak se mize byt v dané struktufe uchycena molekula ligandu.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 ,,Nic*

»Nic“ z hlediska chemie nanomaterialt piedstavuje Sirokou skupinu utvard. Tato
uskupeni vyskytujici se v riznych materidlech se rozdéluji do ¢tyi zakladnich skupin: kapsy
(pockets), kavity (cavities), kanaly (channels) a pory (pores). V nasledujici kapitole bude

kazdému typu vénovana zvlastni pozornost.

Nejvice byl vliv prazdnych prostor doposud prozkouman v proteinech. Naptiklad
Vv pocatcich studia kavit v proteinech se mélo za to, Ze jsou tyto prostory vyplnény vakuem, a
ze se tedy jedna o jakousi anomalii ¢i defekt ve sbaleni proteinu [1]. Taktéz byly kavity
popisovany jako zcela prazdné tzv. apolarni, nedavna studie podle Mathewse [2] vSak
prokazala, ze se v téchto kavitach mohou vyskytovat molekuly vody a jejich role rozhodné
neni nevyznamna. Obecné tedy mlizeme fici, Ze ,nic” ovliviiuje predevsim konformaci a
stabilitu studované struktury [3] a Ze pfitomnost a funkce ,ni¢eho” je silné spjata
S ptitomnosti molekul vody. Kavity, pory a tunely, a¢ mnohdy prostory témét prazdné, maji
navic i nepostradatelné funkce v biologickych systémech. Jak dokazuji Cetné studie (viz dale),
role ,,ni¢eho* v nanomateridlech je velmi vyznamna. Ptestoze jesté nebylo vSe ohledné téchto
»prazdnych® prostor v rozlicnych strukturach vysvétleno, nové experimentalni techniky a
nové vyvijené vypocetni metody mohou vnést do téchto dosud temnych a prazdnych oblasti

noveé svétlo.

2.1.1 Kavity

Kavity jsou prostory vyskytujici se ve vnitini ¢asti makromolekul. Na rozdil od kapes,
nemaji piimy kontakt s molekularnim povrchem. Ptikladem kavity je napf. kavita aktivniho

mista proteintl, ktera je zanofena hluboko v jeho centru [4].

Nazev kavity pochazi z anglického cavities, piipadn¢ imperfect holes ¢i holes a dalsi
mozné nazvy popisuji tento velky soubor utvari vyskytujicich se v nanomateridlech. Prestoze
jejich pojmenovani, obzvlasté pak pojem hole (dira) vzbuzuje dojem, ze se jednd pouze o
jakousi diru uvnitt dané struktury, je tato predstava ponc¢kud nepifesna. Kavita v obecném
slova smyslu znamena jakousi vyhloubeninu ve wvnitini ¢asti makromolekuly, kterd ma

alespon takovou velikost, kterou jsme schopni zaregistrovat.



Kavitu, kterd neni zadnym zplsobem spojena s molekularnim povrchem, popisuje
anglické slovo “void” (nicota, prazdnota). ,Nicota“ pifedstavuje oblast v proteinu, kde je
oblast prazdného prostoru zcela obklopena okolnimi atomy [7]. Prace Edelsbrunnera a kol.

nicméné popisuje kavity jako prostory s jistou, byt omezenou piistupnosti k povrchu [6].

V zévislosti na pfitomném ligandu, se mohou kavity zna¢né¢ liSit. Toto se tyka
predevsim kavit, které tvorfi aktivni misto. Klasické vazebné mista pro ligand mohou byt
popsany jako (i) samostatna kavita, (ii) hluboko zanotfena kapsa s jednoduchou geometrii, (iii)
zakiivena drazka slozena z nékolika spojenych kapes, ¢i (iv) rozvétvena struktura s ligandem
navazanym v jedné z vétvi a krystalografickymi molekulami vody vézanymi ve vétvi jiné.
Tyto typy kavit se mohou mezi sebou znacné liSit svoji velikosti. Popis rozméri a objemil
vnitinich kavit je tudiz nepostradatelnym zakladem pro analyzu aktivnich mist a navrh

potencidlnich substrati proteint.

Molekularni rozpoznavani, tedy tvarovou popiipadé chemickou komplementaritu mezi
dvéma latkami, je v pfipad¢ kavit mozno porovnavat pomoci zmétenych objemil kavity i
doty¢né latky. Navic nelze urcit pfesnou zavislost mezi velikosti kavity a celého proteinu,
protoze nemizeme jednoznaéné fici, ze by u vétSich proteini byla obecné vazebna kavita
automaticky vétSich rozmérii a naopak. Ocekava se, Ze s rostouci velikosti proteinu bude
nariistat 1 velikost vnitinich kavit. Toto tvrzeni vSak nelze jednoznacné potvrdit, protoze
nalezené kavity v rliznych materidlech vykazovaly zna¢né rozdily. Pfi¢inou tohoto chovani
muze byt rozdilnost ve sbaleni proteini ¢i kvalita dané struktury proteinu dand napft.
rozliSenim, v jakém byla vykrystalizovana. Na pfitomnost vnitinich kavit ma také velky vliv

jejich okoli.

2.1.1.1 Vliv vody v kavitach

Molekuly vody jsou nepostradatelnou soucéasti vSech protein. Hydratace vnitinich
kavit je zprostiedkovéana vstupem molekul vody z okoli proteinu dovniti této kavity. U kavit,
které jsou hydratované, je vyssi pravdépodobnost, ze budou mit vétsi rozméry a navic 1 veétsi
mnozstvi vodikovych interakci, ¢imz se zvysi 1 poCet polarnich sousedu této kavity. Proto je
mozné fici, ze pokud bude v proteinu pfitomna dostatecné velka kavita s dostate¢nym poctem
vodikovych interakci, je pravdépodobné, Ze tato kavita bude zvySovat stabilitu této struktury

[4-5]. Vodikové vazby molekul vody pak hraji u mnoha struktur vyznamné role. Naptiklad u



struktury cytochromu P450 CAM vytvari vodikové vazby molekul vody jakési ,,mosty*

spojujici sekundarni strukturni prvky proteinu [8].
Molekuly vody se mohou vyskytovat ve tfech riznych formach:

e Prvni formou jsou molekuly vody siln¢ vazané, napt. uvnitt proteinu.
e Dalsim typem jsou molekuly vody, které interaguji s povrchem molekuly
daného proteinu.

e Tteti typ pak pfedstavuji molekuly vody v okoli proteinu (bulk water) [9].

K ziskdni dat o pozicich molekul vody wuvnitf proteinu se vyuzivd fada
experimentalnich metod, mezi néz patii: rentgenovd a neutronova difrakce, NMR a
femtosekundova fluorescence. Pro teoreticky vyzkum se pak zpravidla pouziva molekulova
dynamika ve form¢ molekularné¢ dynamickych simulaci, které umoznuji detailni popis jak

atomu studované biomolekuly, tak molekul solventu v jejim okoli [10-11].

2.1.1.2 Mobilni molekuly vody

Pokud bereme v uvahu molekuly vody zanofené ve vnitinich apolarnich kavitach,
pfedpokladalo se, Ze jejich pfitomnost bude energeticky znacn€ nevyhodna, jelikoZ tyto
molekuly by zde nemély dostatek vodikovych interakci. Nicméné 1 tyto kavity jsou casto
zaplnény molekulami vody, které vsak nevytvareji trvalé vodikové vazebné interakce. Je to
proto, Ze tyto molekuly se vyskytuji uvnitf kavit a neustdle se pohybuji velkou rychlosti.
Z tohoto diivodu nebylo mozné je identifikovat béznymi krystalografickymi metodami.
Prilom v této oblasti nastal az s novou metodou NMR analyzy, ktera je schopna odhalit i tyto
rychle se pohybujici molekuly vody. Nové objevené molekuly vody byly oznaceny jako
,mobilni molekuly vody* [2]. Pfestoze nelze piesné¢ odhadnout, kolik molekul vody bude
dand struktura obsahovat, obecnym pravidlem je, ze se tento pocet odviji od strukturnich ryst
dané molekuly. Tyto zanofené vody jsou se svym okolim propojeny pomoci tzv. polarnich

klastra [4-5].

Pohyb mobilnich molekul vody je zna¢né ovlivnén také velikosti a tvarem Kavity,
V niZ jsou pfitomny. Pfikladem tohoto chovani je studie kavit ve struktufe T4 lysozymu za
pfitomnosti vzacnych plynd. ProtoZe vzacné plyny nevytvaii vodikové vazby ani jim podobné

interakce jsou idedlni pro studium obsazenosti kavit. [12]



Je vSak nutno zminit, Ze tyto mobilni molekuly vody jsou zna¢né¢ omezeny ve svém
pohybu vlivem vlastnosti kavity, v niz se nachazeji. Mobilitu téchto molekul je mozné popsat

pomoci klasickych ukazatelii flexibility a strukturni odchylky, jako je B-faktor' a RMSD? [2].

2.1.1.3 Priklad vyskytu kavity - Coiled coil struktury

Coiled coil je specificky druh sekundarniho strukturniho motivu proteind. Vyznacuje
se o helikdlnim uspotfddanim a jejich zastoupeni v proteinech piedstavuje okolo 10%.
Klasicka stavba motivu coiled coil pfedstavuje dvé a vice a-Sroubovice, které jsou pravidelné,
symetricky uspofadané do tvaru ,spleteného lana“ [17]. Specifickym prvkem coiled coil
struktur definovany Crickem je tzv. ,knobs into holes* zpiisob parovani aminokyselin na
sousedicich a Sroubovicich [18]. Dal§im strukturnim prvkem téchto struktur je pravidelné
opakovani hydrofobnich aminokyselin po stranach kazdého z helixt, které tvofi pruh se silné
apolarni povahou. Proto se také oznacuje jako ,.stripe” tedy pruh ¢i prouzek. Usporadani
helixt v coiled-coil struktufe mize byt jak paralelni, tak i anti-paralelni [19]. Coiled coil
usporadani se obvykle vyskytuje ve form¢ dimeru, nicméné bylo prokazéano, ze existuji 1 dalsi

polymerni formy, jako jsou trimery, tetramery, pentamery [20-21] ¢i heptamery [23].

Coiled coil motiv je pfedpokladanym cilem pro 1é¢iva. Proto se hledani téchto motivi
v rozli¢nych proteinech vénuje pomérné velka pozornost. V téchto strukturach se totiz typicky
utvari hydrofobni kavity, které v sobé¢ mohou 1é¢ivo uchytit (Obr. 1). Tyto zanofené kavity se

vytvaii uvniti coiled coil struktur diky interakci aminokyselin v N helixu [20-20,22].

Obrazek 1 Dimerni coiled coil struktura s kavitou, (PDB ID: 1C94). Struktura je v reprezentaci

Sroubovic s transparentnim molekuldrnim povrchem, kavita je zobrazena jako tmavé cervené koule

! B-faktor je veli¢ina udavajici miru flexibility dané struktury.

2 RMSD popisuje strukturni odchylku mezi srovnavanymi strukturami.



2.1.1.4 Priklad kavity - Fab fragment antifullerenové protiliatky

Jedné se o velice zajimavou strukturu protilatky ptisobici proti fullerenu, kterd byla

ptipravena Bradenem a kol. [26]. Do kavity protilatky 1ze umistit fulleren Cgo (Obr. 2).

FULLEREN

Obrazek 2 Antifullerenova protilatka fab fragment (PDB ID: 1EMT), Cervenym, krouzkem je naznaceno
vazebné misto pro fulleren

2.1.2 Kanaly

Tunely ptipadné kanaly (¢i makromolekularni kanaly) jsou transportni cesty spojujici
vnitini  ¢ast makromolekuly sjeho povrchem a piedstavuji tak jakousi infrastrukturu
dopravujici molekuly dovniti 1 ven. Typicky Ize kanal popsat jakozto nejkrat§i moznou cestu
propojujici vnitini ¢ast struktury (u protein aktivni misto) s jejim povrchem, pficemz tato
cesta musi byt dostateéné Siroka, aby byla schopna propustit molekulu o urcité velikosti [4].
Specifickym piipadem kanalt jsou kanaly u cytochromu P450, jeZ se diky podobnym pozicim

Vv ramci rtiznych struktur cytochromti déla dokonce do specifickych rodin kanalt



2.1.2.1 Priklady kanali - Karbonatdehydrataza

Karbonatdehydratdza je metaloenzym, ktery se vyznamné podili na fyziologickych

procesech spojenych s pfeménou sloucenin uhliku (Obr. 3) [13].

Obrazek 3 Karboanhydraza (struktura PDB ID 3EYX), Struktura je vyobrazena v reprezentaci cartoon, kanaly
jsou zvyraznény fialove a zeleng.

2.1.2.2 Priklady kanala - Cytochromy P450
Specifickym piikladem vyskytu kanalii jsou kanaly vyskytujici se u cytochromi P450
(Obr. 4). Dalsi detaily o téchto kanalech jsou uvedeny v kapitole 3.1.1.2.

Obrazek 4 Kanaly cytochromu P450, (struktura PDB ID 10G2). Struktura je zobrazena v reprezentaci cartoon,
kanaly jsou zvyraznény oranzove.



2.1.3 Kapsy

Hlavni odlisnosti kapes od kavit je, Ze se kapsy vyskytuji na molekularnim povrchu.
Struéné feceno, kapsy predstavuji mélké vyhloubeniny v povrchu struktury, které¢ zpravidla
slouzi jako vazebna mista pro molekuly ligandd ¢i jinych latek [4]. Funkce kapes je dosti
vyznamnd, protoZe ve svém objemu mohou vazat malé molekuly V orientaci vhodné pro

katalytickou aktivitu [15-16].

2.1.3.1 Priklad kapsy - Retinoblastoma

Retinoblastoma (Rb) je naddorovy supresor, ktery, pokud je inaktivovan, podili se na
vzniku vétSiny lidskych nadorti. Inaktivace tohoto supresoru lidskymi papilomaviry je jednou
Z nejcastéjSich pfic¢in vzniku nadort. Kapsa hraje roli vazebného mista, do n¢hoz se vazou
dal$i proteiny, napf. je cilem onkogennich virovych proteinli, jez zplsobuji naruSeni

sekvenéniho motivu retinoblastomy a tim ptispivaji k jeji inaktivaci (Obr. 5) [14].

Obrazek 5 Kapsa ve struktufe retinoblastomy s PDB ID 1ADG, struktura je zobrazena v reprezentaci sroubovic,
kapsa je zobrazena jako tmavé ruzové koule.



2.1.4 Péry

Pory slouzi jako transportni draha, ktera prochézi skrz celou délku molekuly. Por je
tedy typem makromolekularniho kandlu, ktery zacind na jedné ¢asti povrchu molekuly a tusti

na konci druhém [4].

2.1.4.1 Priklady pori - Aquaporiny

Aquaporiny (AQP) jsou malé membranové proteiny zprostiedkujici ptenos kapalin
v zivych systémech. Tyto kandly slouzi k pfenosu jak malych molekul vody, tak vétSich
molekul, jako je naptiklad glycerol. Podle typu pienasenych latek se déli do dvou zakladnich
skupin: aquaporiny a aquaglyceroporiny. Co se tyc¢e charakteru vodnich kanald rodiny
aquaporind, jsou velmi hydrofobni. Studiem hydrofobicity aquaporini bylo odhaleno Sest tzv.
hydrofobnich region. Jedna se o malé kanaly, jejichZ velikost se u sav¢ich forem aquaporinti
pohybuje v rozmezi od 26 do 34 kDa [24]. Tyto vodni kanaly se daji také popsat jako malé
cylindrické poéry, jelikoz prochéazi pies celou strukturu aquaporinu, od povrchu na jedné
strané, k povrchu na strané druhé (Obr. 6). Teoreticky odhad priméru kandlu aquaporinu byl

predpovézen na 3,8 A [25].

Obrazek 6 Aquaporin se dvéma pory (struktura s PDB ID 1FQY).



3 Metody

3.1 Testované systémy

Testované systémy byly vybrany ze zastupcli nanomateriali véetné biomolekul. Pro
zékladni testovani byly vybrany cytochromy P450, které diky velkému poctu dostupnych
krystalovych struktur tvofi idealni soubor pro testovani. Déale byly vybrany zeolity, jakoZto

typické mikroporézni materialy.

3.1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450, oznaCované kratce téz CYP ¢&i P450 tvoii skupinu proteind
majicich 1vi podil pfi metabolismu vétSiny xenobiotik (laky télu nevlastni, pfijimané napf.

potravou) i endobiotik (latky syntetizované pifimo v téle, napt. hormony).

Samotny nazev cytochrom vychazi ze dvou feckych slov cytos — buiika a chromos —
barva [27]. Cislice 450 pak zna&i piitomnost typického spektralniho piku v oblasti 450 nm.
Jedna se o enzymy, jez jsou pro télo ¢loveéka a dalSich organismil nepostradatelné. Jejich
hlavni ¢innosti je detoxikace té€la od cizorodych latek, jinak téZ oznaCovanych jako
xenobiotika. Tim vSak vycet jejich funkci zdaleka nekonéi. Je nutno zminit také syntetickou
funkci cytochromt P450, pfi niz se podili na tvorbé mnohych endogennich hormoni pro télo
nepostradatelnych. Pokud se jesté vratime k samotné detoxikaci organizmu, asi neznameéjSim
prikladem je odbouravani alkoholu, kde jednim z i¢astnicich se enzymt, je pravé zastupce

rodiny cytochromti P450, a to cytochrom P450 2E1 [28].

Podle CATH Kklasifikace [29] se cytochromy P450 fadi mezi proteiny s primarné o-
helikalni strukturou. CYP se vyznacuji se typickou formou sbaleni (fold), jehoz zakladni
prvky jsou u vSech CYP shodné, ptestoZe celkovéa shoda mezi sekvencemi miize piedstavovat
pouze 16% [30]. Charakteristika sbaleni CYP byla poprvé popsana vroce 1987 na
bakterialnim cytochromu P450cam neboli CYP101 [8].

Velmi dllezitym faktem je, Zze cytochromy P450 pii metabolickych procesech
preménuji nepolarni latky na vice polarni [31]. Zvyseni polarniho charakteru metabolitd vede
k snadné&jSimu vylouceni toxickych latek z téla, ¢imz CYPy vyrazné piispivaji k detoxikaci

organismu.
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Cytochromy P450 maji v dneSni dobé mnoho vyuziti. AC stile pfevazuje na strané
medicinské, za¢ind se objevovat i jejich vyuziti v primyslovych aplikacich, jako je napf.
pouziti cytochromit  P450 v syntéze barviva pro ziskani modrych kvéti ruzi, tzv.
delphinidinové anthocyaniny, jakozto pigment zprostiedkujiciho vznik modrého zabarveni na

téchto kvétech [32].

3.1.1. Hemovy kofaktor

Celé aktivni misto CYPUQ je ulozeno v oblasti s nazvem ,,cys-kapsa“ a je pohibeno
hluboko uvnitf struktury cytochromu [33]. V aktivnim mist¢ CYPu se nachazi hemovy
kofaktor, ktery je zde reprezentovan nejéastéji ve formé protoporfyrinu IX neboli hemu-b
(Obr. 7). Nékteré CYP vsak obsahuji hem v riznych obménach, napi. lidsky CYP 2C9
obsahuje hem-c. Ve stiedu porfyrinového kruhu je vazan centralni atom Zeleza s oxida¢nim

stavem III, ktery se ovS§em v prib¢hu katalytického cyklu méni.

Obrazek 7 Hemovy kofaktor struktury s PDB ID 1TBG. Atom Zeleza je vyznacen jako Cervena koule, hemovy
kofaktor je zobrazen v reprezentaci sticks.

CYP jsou z hlediska reaktivity skupinou oxidoreduktaz (EC 1.14.14.1) v jejichz
aktivnim misté probihaji mnohé oxidaéné-redukéni déje jako je naptiklad hydroxylace. Byvaji
také oznacovany jako monooxygendzy, pfi¢emz toto oznaceni vychazi z faktu, Ze pfi reakci

v aktivnim misté je vyuzit pravé jeden atom kysliku na tvorbu produktu. Cely d¢j vyjadiuje

schéma [34]:
R-H+0O,+2e +2H" - R-OH + H,0

Vyznamnym faktem je téZ typicka regio a stereoselektivita pfi téchto oxidac¢né-redukénich

reakcich.
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3.1.1.1 Typické strukturni rysy cytochromi P450

Cytochromy P450 se vyznacuji tzv. klasickym typem sbaleni proteinové struktury,
oznacované v anglické literatufe jako ,,CYP common fold*“. Struktura CYPu se déli na
zakladni segmenty, které vychazi z nazvl jednotlivych sekundérnich strukturnich prvka
pojmenovanych v abecednim potadi od N-konce k C-konci (Obr. 8). Prvnim z nich je nejdelsi
helix struktury, nazvany I helix. Kolmo k I helixu je pak F/G segment slozeny z helixti F a G,
mezi nimiz je F/G smycka. U nékterych CYP se mohou také nachéazet ptidavné helixy malych
rozmérd F° a G°. Poslednim segment ptedstavuje oblast B/C smycky, kterd spolecné

s | helixem a F/G smy¢kou ramuje zanofené aktivni misto s hemovym kofaktorem [33].

Obrazek 8 Typické sekundarni strukturni prvky cytochromt P450 (pfevzato z [35]).
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3.1.1.2 Rodiny kanali u cytochromii P450

Enzymova rodina cytochromti P450 se vyznacuje unifikovanym typem proteinového
sbaleni. Z tohoto duvodu, i kanaly nachazené v téchto proteinech, nesou své specifické
znaceni, které se vyskytuje vyhradné u téchto enzymi. Pro cytochromy P450 je typicky
vyskyt kandlii v ramci definovanych oblasti. Tyto kandly jsou nejcastéji rdmovany urcitym
uskupenim sekundarnich strukturnich prvkt, napt. F-G smyckou, nékterymi helixy, i
B skladanymi listy. Podle svoji polohy jsou pak tunely fazeny do tzv. rodin (families) s danou
nomenklaturou [36]. Podle nazvoslovi dle R.C. Wade [37] d¢lime tunely cytochromti P450 do
rodin znacenych arabskymi ¢islicemi. V piipad€, Zze skupina obsahuje také podrodiny, se
k ¢islici pridava malé tiskaci pismeno znacici jeji typ. Piikladem tohoto nazvoslovného tadu
je rodina kanalt 2, které se déli do podrodin 2a, 2b, 2¢ atd. Jednotlivé rodiny kanald dle Wade

jsou shrnuty nize (Obr. 9).
Rodina 1 — v blizkosti G-H smy¢ky, B2 listu a mezi helixy C"a H nebo L helixy
Rodina 2 a jeji podrodiny:
2a — mezi B1 listem, smyckami B-C, B-B" nebo F-G a B helixy
2b — v oblasti 1, B3 listti a smycky B-B’
2¢ — vmezeten mezi helixy B, G a I a B-C smyckou
2ac — mezi helixy G a horni ¢asti B-C smy¢ky nebo helixem B’
2e — prochazi skrz B-C smycku
2f — F/G smyckou, BS5 listem, pfipadné mezi F a F” helixem
Rodina 3 — nad smyc¢kou E-F, nebo mezi helixy F a F’
Rodina 4 — prochazi skrz F-G smyckou
Rodina 5 — mezi helixy K a K’
Vodni kandl — mezi helixy B a B-C smyckou, v blizkosti C-konce proteinu
Kanal solventu — typicky mezi helixy E, F a I, ptipadné B5 (pokud se v dané struktuie

vyskytuje).
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distalni strana

F/G smycka

proximalni strana

Obrazek 9 Rozlozeni jednotlivych rodin tunelii v cytochromech P450 (modelova molekula CYP 2C9 (PDB ID:
10G2), struktura je znazornéna reprezentaci cartoon (PyMol [38]), kanaly jsou vyznaceny barevné: kandl
solventu — tmaveé tyrkysova, 3 — oranZova, 4 — 8eda, 5 — Sed4, 2a — svétle zelena, 2f — hnéda, 1 — tmavé modra, 2e
— &ervend, vodni kanal — svétle modra. (pievzato z [35]).

3.1.1.3 Mechanismus otevirani usti kanald CYP

Mechanismus otevirani Gsti kanald zajistuje pruchod substratu kanalem smérem do
aktivniho mista. Tento pohyb je vSak omezen nékterymi aminokyselinami, které v zavislosti
na strukturnim uspofadani v jednotlivych krystalovych strukturdch mohou zplsobit i uplné
uzavieni kandlu. Tento mechanismus vSak zatim nebylo moZné zobecnit, pfedev§im kvili
znatné rozdilnosti uspofaddani aminokyselin v riznych isoformach cytochromt P450.
Nicméné¢ studium tohoto mechanismu u cytochromu P450 3A4 poukazalo na fakt, ze se jedna

o strukturu zna¢n¢ promiskuitni, coz se potvrdilo i pii dalsich studiich tohoto proteinu [39].
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3.1.2 Cytochromy P450 BM3 a P450 CAM

Cytochromy P450 BM3 pochazeji z mikroorganismu Bacillus megaterium. Piestoze
cytochrom P450 BM3 (déale jen BM3) patii mezi prvni struktury, na jejichz znalosti byly
postaveny prvotni studie tykajici se cytochromit P450, byla jeho prvni struktura publikovana
az vroce 1993. Tento cytochrom je Casto pouzivan jako vzor pro obecny popis a pochopeni

mechanismu elektronového transportniho systému cytochromt P450 [30].

Pseudomonas putida, druh pudni bakterie, je organismus, v némz byla zaznamenana
pritomnost cytochromu P450 CAM. Tento bakteridlni cytochrom byva téz oznacovan jako
CYP101 [30] a oznaeni CAM vychazi z piirozené obsazeného substratu kafru (camphor)
[40]. Cytochromy P450 CAM (dale jen CAM) katalyzuji hydroxylaci kafru, jako jiz
zminéného substratu. Spole¢n¢ s BM3 tvoii zéklad pro pochopeni obecné struktury a funkce
cytochromit P450. Struktura CAM je prototypem zakladnich strukturnich prvki cytochromi
P450 a jeho aktivni misto je typicky zanofenu uvnitf struktury. Pfijeti substritu je mozné

pouze za ptedpokladu strukturnich fluktuaci molekuly CAM.

Ve studii Liildemanna a kol. bylo zjisténo, Ze celkové strukturni fluktuace proteinu jsou
pfitomnosti ligandu ve struktufe ovlivnény jen nepatrng. Déle bylo zjisténo, Ze CAM obsahuji
téi hlavni pfistupové cesty: rodiny 1, 2 (2a, 2b, 2¢) a 3. U BM3 byly nalezeny pouze zastupci
rodiny 2 a konkrétni podrodiny 2a a 2d. Rodina 1 u CAM zpusobuje ¢astecnou deformaci

vinylovych skupin hemu.

BM3 vytvaii solné mustky s karboxylovou skupinou palmitolejové kyseliny, ¢imz
ovliviiuje orientaci aktivniho mista. Hlavni nalezené ptistupové cesty byly 2a a 2d. Srovnanim
struktury BM3 s ligandem a bez ligandu pomoci strukturni odchylky RMSD bylo zjisténo, ze
hlavni rozdily nastavaji v oblasti F/G smycky a G helixu. Men$i zmény z hlediska RMSD
byly zjistény také v oblasti B/C smycky a C* helixu, ve smycce D/E a E helixu.

U CAM je pravdépodobné hlavni pfistupovou cestou rodina 2a. Transport substratl
rodinou 2 je zprostiedkovan malymi pohyby hlavniho proteinového fetézce a dodate¢nou
rotaci postrannich fetézct aromatickych aminokyselin. VEtsi substraty vSak nejspiSe opousti
aktivni misto cestou rodiny 1. Rodina 3 je cestou spiSe hydrofobniho charakteru, protoze je

umisténa pievazné mezi alifatickymi aminokyselinami [41].
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3.1.3 Lidské cytochromy P450

Lidské cytochromy hraji obrovskou roli v metabolickych procesech odehravajicich se
Vv lidském téle. Vyznamné se podili na metabolismu endogennich hormond, 1é¢iv, n¢kterych
toxickych latek, polutantii ¢i karcinogenu. Jelikoz se vétSina lidskych cytochroml nachazi
praveé v jaterni tkani, kde se odehrava ustfedni krok pii metabolickém rozkladu 1é¢iv, jsou
cytochromy P450 vyznamnymi strukturami rovnéz ve farmaceutickém prumyslu. Zde jsou
vyznamné také jejich interakce typu l€k-1ék a potencidlni toxicita. Dalsi vyzna¢nou funkci
lidskych cytochromii P450 je produkce endogennich latek, jakymi jsou napf. steroidni
hormony, ¢i nékteré vitaminy (A, D). Rizné rodiny téchto cytochromt se podili na procesech,
jako: metabolismus eikosanoidii, mastnych kyselin ¢i pfemény xenobiotik. N&které lidské

cytochromy P450 se nicméné také mohou Gcastnit vzniku né€kterych onemocnéni [30].

Lidské cytochromy je mozno rozdélit na zakladé isoforem do 57 rodin. Krystalové
struktury se vSak podafilo ziskat zatim pouze pro 20 z téchto rodin. Jsou to rodiny: 1A2, 1B1,
2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 2R1, 3A4, 7Al, 8A1, 11A1, 11B2, 17A1l,
19A1, 46A1 a 51Al. VétSina téchto rodin se nalézd v jatrech a tucastni se rozlicnych

biochemickych pochodd organismu.

Jednou z nejvyznamnéjsich rodin je cytochrom P450 3A4. Rodina cytochromt P450
3A4 je v lidském organismu bohaté zastoupena. V roce 2005 byla publikovana ligandu prosta
krystalova struktura nesouci oznaceni PDB ID 1TQN [42]. V piedchozim roce jiz v§ak byly
publikovany dalsi struktury 3A4, které navic obsahovaly molekuly ligand. Témito ligandy
byly metyrapon a progesteron [43].

Stejn¢ jako ostatni zastupci CYP 1 3A4 se podili na zpracovani endogennich i
exogennich sloucenin. CYP 3A4 je zastoupen v jaterni tkani, pficemz 70% jeho
metabolickych procest probiha v jaterni stén¢ [44]. Dale se CYP 3A4 také nachazi v tenkém
stieve [45].

Pii téchto procesech muiize dochazet i k Cetnym interakcim. Jako znamy ptiklad
zminme interakce léCiv s grapefruitovou S$tdvou, kterda muize zapfi€init dokonce az smrt
jedince [46]. Cytochromy P450 3A4 jsou navic znamé také svoji tzv. promiskuitou. Jejich
aktivni mista jsou znacné flexibilni, a proto umoziuji vstup velké Skale rizné velkych

substrati [47].
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3.1.3.1 Zastupci CYP a jejich zastoupeni v lidskych tkanich

Zastoupeni pievzato z ref. [30].

e 1A2 je obsazen hlavné v jatrech.

1B1 je obsazena v jatrech a ledvinach, ale také ve velkém mnoZzstvi mimojaternich

tkani.

e 2A6 jsou obsazeny v jatrech, plicich, a nékterych mimojaternich tkanich.

e 2A13 se vyskytuji v nosni sliznici.

e 2B6 je pfitomna v jatrech a plicich.

e 2C8,2C9, 2C19, 2D6 se vyskytuji v jatrech.

e 2FE1 je cytochrom vyskytuji se v jatrech, plicich a dokonce i v dalSich tkanich.

e Vyskyt rodiny 2R 1 neni dosud znam.

e 3A4 je typicky pro jatra a tenké stievo.

e 7Al je typickym jaternim cytochromem.

e 8Al se vyskytuje v aorté a dalSich tkanich.

e 11Al je pfitomen v nadledvinkéach a dalSich steroidogennich tkéanich.

e 11B2 se vyskytuje pouze v nadledvinkach.

e 17A1 a 19A1 jsou pfitomny ve steroidogennich tkanich, 19A1 je navic také v mozku a
adipoznich tkénich.

e 46A1 se nachazi v mozku.

e 51A1 se vyskytuji v jatrech a varlatech.
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3.1.4 Zeolity — porézni nanomatrialy

Nanomaterialy, jak jiz samotny ndzev napovida, jsou latky v rozmérech nanometrt,
tedy 10° m. Riizné dutiny, prohlubn& a dalsi Gtvary se vyskytuji tém&f v kazdém materialu.
Typickym zastupcem nanomaterial s dutinami jsou zeolity, jakozto pfirodni hlinitokfemicité
slouceniny, jejichz struktura je husté protkana pory. Tyto pdry hraji v jejich struktufe zasadni
roli, nebot’” mnohondsobné zvétsuji jejich povrch a ¢ini tak zeolitické struktury vynikajicimi

sorbenty a katalyzatory.

Zeolity jsou hlinitokfemicité materialy s obsahem prvka zIA a IIA skupin
periodického systému prvki. Nejcastéjsimi prvky jsou tedy sodik, draslik, hot¢ik a vapnik.

Obecné lze zeolity popsat empirickym vzorcem [48]:
Ml/nO - Al203 " ySlOZ " WH20

Jedna se o trojrozmérné struktury, které mohou nabyvat riizného tvaru a geometrie, jez
se nejéastéji vyskytuji v ptirodé v okoli sopek a metamorfovanych skal. Mezi nejznamé;jsi

popsané struktury zeolitli patfi chabazit, mordenit, faujasit ¢i offretit.

Zeolity se nabizi jako slibny materidl pro mnohé aplikace. Jedna se o vlastnosti, jako
jsou napiiklad: vysoka selektivita, znac¢na specifickd kapacita, dale jsou snadno
regenerovatelné, a vyznacuji se vysokou odolnosti viici, chemické, biologické, mechanické ¢i
tepelné namaze [49]. Zeolity také diky své mikroporézni struktuie poskytuji opravdu velkou

plochu povrchu pro potencialni reakce €1 pro adsorpci.

3.1.4.1 Struktura zeoliti
Zékladni kostra zeolitu je ddna dvéma strukturnimi jednotkami. Jednd se o tetrahedry
[Si0,]* a [AlO,]°. Moznosti kombinaci téchto jednotek jsou velmi §iroké, a proto se pro

zakladni strukturni jednotky pouziva nazev sekundarni stavebni jednotky (secondary building
units (SBU)).
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Obrazek 10 Zakladni strukturni jednotky zeolitt SBU (pfevzato z [50]).

Zatimco kostra zeolitu je diky Ctyfsténim zakladnich hlinito-kfemicitych jednotek
zaporné nabitd, sit’ kanaldi a port uvnitt struktury se snazi tento zaporny naboj kompensovat,
tak Ze uvnitt svych pori uzaviraji molekuly vody a malé kladné nabité ionty [51]. Zname 16

téchto sekundarnich stavebnich jednotek, pficemz kazdy zeolit 1ze popsat za pomoci jedné €1
vice jednotek (Obr. 10).

Atomy Al a Si jsou uspotfaddany jako tetraedry v jednotkdch TO4, kde T znaci bud’
hlinik, nebo hoi¢ik, obecné se tedy oznacuji jako T-atomy. Tyto tetraedry mohou nasledné
vytvaret kruhy s riznym poctem Al a Si, a vysledny pocet téchto atomi v tetraedrické
jednotce silng ovlivituje velikost mikropérd. Uhly mezi atomy T-O-T mohou byt znaéné
flexibilni (130-180°), a pravé toto je jedna z hlavnich pfi¢in strukturni variability zeolitl. Ze
zakladnich strukturnich rysti a geometrie je odvozeno celé ndzvoslovi zeolitl. Kompletni
nazvoslovi zeolitli bylo Strukturni komisi mezinarodni asociace zeoliti IZA-SC (Structure

Commission of the International Zeolite Association) ustaveno v roce 1997 [52].
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3.1.4.2 Historie zeolitu

Prvni zminka o strukturach zeolitd spadd jiz do roku 1756, kdy byly popsany
Svédskym mineralogem Alexem Fredrikem Cronstedtem [53]. Nazev zeolit byl odvozen
Z chovéani zeolitu v pritbéhu varu. Pokud je zeolit vafen v kadince s vodou, pak vypada jako
by tanc¢il ve viru bublinek, které vypousti. Takové chovani je disledkem mikroporézni
struktury téchto sloucenin, a vyluCované bublinky nejsou ni¢im jinym, nez para vznikajici
z odpatujici se vody obsazené v jejich porech. Slovo zeolit bylo tedy Cronstedtem odvozeno

z feckého slova pro var - ,,zein* a slova ,,lithos* - kdmen.

V letech 1857 a 1858 byly zjistény dal$i vyznamné vlastnosti zeolitd. Jednalo se o
schopnost rehydratace, pfiCemz v zeolitech dochazi k neustdlym cyklim, kdy se stiida
dehydratace s rehydrataci [54] a nasledujici rok byl popsan ionto-vyménny charakter jejich
poru [55].

Na pocatku 20. stoleti zacaly mit zeolity prvni primyslova vyuziti. Prvnim komerénim
po¢inem v oblasti zeolitd bylo jejich pouziti jako zmekéovact vody v roce 1905. Tyto
komeréné vyrabéné zeolity dostaly nazev Permutity [56]. O dva roky pozdéji zacala firma
Henkel vyrabét prvni praci detergent S nazvem Persil. Pojmenovani je odvozeno ze dvou
hlavnich slozek, kterymi jsou perboritan sodny (sodium perborate) a kiemicitan sodny

(sodium silicate). Prvni molekulova sita vyrobena ze zeolitl se objevila v roce 1925 [57].

Mezi jednu z prvnich popsanych struktur zeolitd patfil tzv. chabazit. Na této struktute
provadél New Zélandsky chemik Richard Barrer prvni pokusy v oblasti sorpce plynii na
pevné materidly a vysledky zvetejnil v roce 1938. Na zaklad¢ svych studii pak rozdélil zeolity
do tfi tfid podle jejich sorpénich vlastnosti. Prvni skupina, do niz patfi chabazit, se vyznacuje
schopnosti rychle absorbovat malé molekuly jako je napf. ethan ale i del$i uhlovodiky,
nicméné u nich je uz sorpce podstatné pomalejsi. Druha tiida je typicka absorpci malych
uhlovodiki, ktera je vSak mnohem pomalejsi a jejim hlavnim zastupcem je mordenit. Tieti
tiidu zeolitd pak tvoi materidly na bazi mordenitu s obsahem Ca®" kationti. Tato tiida je
omezena pouze na absorpci malych molekul jakymi jsou kyslik ¢i dusik. Ranné Barrerovy
vyzkumy spustily vinu piiprav dalSich analogi mordenitu a podobnych zeoliti, které vedly
k vyraznym zménam jeho vlastnosti a tim oteviely branu dalsim moznostem aplikaci.
Vyznamnym vysledkem Barrerovych syntéz byla pfiprava analogu chabazitu ZK-5, ktery

pfedstavoval prvni syntetizovanou strukturu zeolitd, k niz neexistoval pfirodni ekvivalent
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(vSechny syntézy zeoliti do tohoto okamziku, spocivaly pouze v piipravé struktur podle jiz
existujicich pfirodnich materiali) [58]. Dalsim milnikem v historii zeolitG byla pfiprava
zeolitu A a zeolitu X Miltonem v roce 1950. Tyto zeolity s vysokym obsahem hliniku rychle
nabyly prumyslového vyznamu jakozto vyznamné adsorbenty, které se vyuzivaji dodnes.
Nasledné v roce 1954 byla syntetizovana nova stabilngjsi struktura podobna zeolitu X, jiz byl
zeolit Y. V navaznosti na tento novy zeolit byl v roce 1957 ptedstaven tzv. ,ultrastabilni

zeolit Y, ktery byl pfipraven zahiivanim zeolitu v inertni atmosféte [59].

Od roku 1956 byly syntetizovany dalsi a dal$i nové struktury zeoliti a jejich
primyslové vyuziti, jakozto odstraiiovani vody ze zemniho plynu, chladicich plyni, ¢i
uhlovodikovych par. Také se rozvijelo 1 jejich pouZiti v ramci molekulovych sit. Soucasné se
rovnéz rozvijela snaha o ziskani zeolitl, jejich vlastnosti by umoziovaly provadét kyselou
katalyzu. Prvnim z nich byl zeolit s nazvem zeolit H-X a a¢innost pii kyselé katalyze zna¢né
pfevySovala dosavadni komeréné dostupné katalyzatory. Tento typ zeolitu byl brzy
nasledovan dalSim analogem zeolitem H-Y, jehoz hlavni vyhodou oproti podobnym

strukturam bylo zachovani krystalinity i pfi opakovanych katalyzach.

V roce 1959 byly popsany prvni zeolity umoziujici krakovani vodikem. V dalSich
letech byly vlastnosti zeolit dale vylepsovany az k dosazeni tzv. ,,molekularni tvaroveé-
selektivni katalyzy*, kterd vySla z pfedpokladu, Ze katalyza probiha uvniti port a je ovlivnéna

i jejich tvarem [60].

V ramci studia krakovacich procesit s vyuzitim zeolitd byla definovana tzv.
“superacidita” zeolitd. Superacidita je jev vznikajici vlivem céaste€ného pienosu elektroni

z O-H vazby na oxohlinité kationty, pificemz dochazi k oslabeni této O-H vazby [58].

Od roku 1962 byly zeolity hojné¢ vyuzivany v petrochemickém pramyslu k upravé
ropy. Zeolity se dnes ve velké mife také pouzivaji jako slozky detergentii pracich prostredk,
kde vyjimeéné nevychazi ze svych Kkatalytickych vlastnosti, ale naopak ze svoji
iontoméni¢ové povahy. Zeolity na sebe vazou ionty hoi¢iku a vapniku nahradou za své

sodikové ionty, coz ma za nasledek zmékceni vody [51].

Vroce 1967 se konala prvni mezinarodni konference chemie zeolitii, kde byla

ustavena Mezinarodni komise Zeolitl (Interantional Zeolite Association (I1ZA).
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V roce 1978 byla vytvotena prvni edice Atlasu typi zeolitickych struktur (The Atlas of
Zeolite Structure Types) nasledné piejmenovany na The Atlas of Zeolite Framework Types,
ktery na svém pocatku obsahoval 38 struktur a je neustale dopliiovan o nové struktury zeolit

[61]. Dnes jiz atlas obsahuje vice nez 200 struktur zeolitu.

3.1.4.3 Aplikace zeolitii

Velikost a charakter pora zeolitli silné ovlivituje jejich vlastnosti, obzvlasté¢ pak ty
katalytické. Podle velikosti se pory v zeolitech rozdéluji na malé (3 az 5 A), stiedni (5 az 6 A)
a velké pory (6 az 9 A), piipadné extra velké pory (vétsi nez 9 A) [50]. Porozita téchto
materialii ptimo vybizi k jejich vyuziti jakozto molekularnich sit. Pory, které se oteviraji na

povrchu struktury, mohou pienaset riizné latky z vnéjsiho prostiedi dovniti zeolitu [50].

Velky povrch zeoliti je také idedlni pro adsorpci rozlicnych latek. Lze je pouzit
napiiklad k separaci a ¢isténi kapalin a plynil, kde se navic uplatiuje i1 selektivita pori viici
nc¢kterym latkam. Dale je lze pouzit jako ucinné iontoménice napt. pii ¢isténi znecisténych
vod [62]. Dalsi je role katalyticka, ktera se uplatiiuje obzvlasté v praimyslovych aplikacich.
Zeolity maji z katalytického hlediska optimalni vlastnosti, ze kterych vyzdvihnéme obzvlasté
velky pocet aktivnich mist, velkou reakéni plochu, porositu, ¢i dobrou termickou stabilitu.

Zeolity je také mozno regenerovat [63].

Vhodnou ndhradou atomil v zeolitech, napt. ndhradou kiemiku za hlinik, 1ze upravit
jejich hydrofobni ¢i hydrofilni charakter [64]. Tato tprava zeoliti je velice vyhodna
Z hlediska mozZnosti jejich dal$iho vyuziti pro reakce, které vyzaduji absenci vody nebo

naopak pro ty, pro néz je tteba prostredi hydrofilni.

Zeolitickych struktur je také mozno vyuzit k tvorbé membran. Membrany je moZno
pouzit k mnoha typiim membranovych separaci, jakymi jsou: mikrofiltrace, ultrafiltrace,
nanofiltrace ¢i reverzni osmoza. Zakladnimi dé€ji pti této separaci jsou pak diftize a fyzisorpce.
Velmi Casté je pouziti téchto membran pfi €isténi a uprave vod napt. odstraiiovani polutantii ¢i

snizovani obsahu soli [49].

V poslednich letech se objevuji i nové, typicky nanotechnologické aplikace zeolitd, a
to napf. v molekularni elektronice, nelinedrni optické materidly, zeolitické -elektrody,
kvantové te¢ky ¢i chemické sensory [65]. Na zaklad¢ dostupnych poznatki se zeolity jevi

jako slibny material budoucnosti.
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3.2 Software pro vypocet ,,niceho*

Pro vypocet ,,niceho v dnesni dobé existuje mnoho néstrojii. Vyznacuji se zna¢nou
ruznorodosti jak uz z hlediska podavanych vysledkt, tak predevSim pouzitych algoritmu a
jednotlivych krokti vypoctu. Jednotlivé softwarové ndstroje se také mohou liSit svoji
specifikaci k vypoctu, napt. je dany program specializovan na vyhledavani kavit, jiny je urcen
ryze pro hledani tuneli apod. Nez budou piedstaveny jednotlivi zastupci programi, budou

nejprve probrany metody vypoctu ,,niceho* a jejich déleni.

3.2.1 Metody vypo¢tu kanali, kavit a pora

Metody pro vypocet ni¢eho délime podle pouzitého algoritmu do ¢tyt zakladnich

skupin [66]:

a) grid-based metody,

b) probe-sphere filling metody,

C) metody zaloZené na alpha shape,
d) slice a optimalizacni metody,

e) metody zalozené na Voroného diagramech.

Neékteré metody navic vyuzivaji Dijkstriv algoritmus nejkratsi cesty, ktery doslova
prohledava strukturu a hleda nejkratSi spojnici od pocate¢niho ke konecnému bodu, ktery se
nachazi v konvexni obalce. Nalezena spojnice pak piedstavuje nejkratSi cestu mezi dvéma

body a tvofi tam vysledny kanal [68].

3.2.1.1 Grid-based metody

Jak jiz nazev napovida, grid-based metody, neboli volné pielozeno ,miizkoveé
zalozené metody” vyuzivaji pro vypocet sestaveni zakladni 3D miizky (grid), ktera je
obrazem dané struktury, napf. proteinu. Body proteinu jsou zde vyneseny do konecné
ohrani¢ené miizky, pficemz vzdalenost vrcholu této mfizky jsou dany nastavenym rozlisenim
(obvykle 1 A). Nasledné kanaly se pak vyhledavaji na sestavené miizce pomoci tzv. skorovaci
funkce. Nevyhodou grid-based metod jsou pomérné velké naroky na vypocetni vykon. Lze
fici, ze ¢im slozitéjsi struktury touto metodou zpracovavame, tim je pouzita miizka vétsi a tim

bude ¢as potiebny na priubéh vypoctu delsi a vzrostou také naroky na opera¢ni pamét’ [68].
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Prikladem programu vyuzivajiciho tento typ vypoctu je CAVER 1.0 [67]. Program
CAVER, publikovany v roce 2006 je urcéen prevazné k detekci cest spojujicich aktivni misto,
¢i jinou zanofenou dutinu, s povrchem struktury, a v tomto ohledu byl prvnim softwarem
tohoto typu. Dana struktura je v CAVERu pievedena do 3D mitizky a povrch je sestaven jako
konvexni obalka. Program CAVER je neustale vylepSovan a jsou vydavany jeho nové verze
[76]. Nicméné jiz od verze 2.0 byl kvili zrychleni algoritmu zaménén grid-based pfistup za

vyuziti Voroného teselace. Posledni verze CAVER 3.0 byla publikovana v roce 2012.
Dalsim ptikladem programu vyuzivajiciho grid-based metody je napt. HOLLOW [77],

3.2.1.2 Probe-sphere filling metody

Probe-sphere filling metody jsou zaloZzeny na definovani tzv. ,mySlenych kouli
(probe-sphere) na povrchu struktury. O téchto koulich mizeme fici, Ze zatimco se malé koule
vejdou dovnitt kapsy, velké koule uz dovnitf neprojdou. Na zacatku vypoctu je na povrchu
proteinu vytvofena vrstva ztéchto vzdjemné se piekryvajicich kouli, pficemz ty maji
neménnou velikost 1,87 A. Soudasné s nimi se v§ak na povrchu tvoii také vétsi koule. Uprava
povrchu sloZzeného z ptekryvajicich se kouli probiha na principu vylu€ovaci metody, kdy
plati, Ze pokud vétsi koule protind tu mensi, pak je mensi z nich odstranéna. Tento proces lze
piirovnat k jakémusi ,,vybrouseni“ povrchu do co nejlepsiho tvaru, coz vystihuje 1 anglicky

termin ,,shaving process®. Zbyvajici koule jsou sdruzovany za tvorby vyslednych kapes [16].

Tyto metody jsou velmi vhodné k popisu kapes na povrchu proteinu. Jedna z prvnich
aplikaci této metody se objevila v programu PHECOM. Zvlastni nazev je sloZeninou, kde “P”
je zkratkou pro Probe-based a “HECOM?”, dle japonského slova “hekomi”- konkavni tvar
[16].

Dalsim piikladem je naptiklad program SURFNET, ktery vyhledava kapsy, kavity a
podobné utvary v proteinech pomoci kouli vkladanych mezi pary atomi. Koule ma stanovené
minimum a maximum a timto rozmérem se musi vejit pravé mezi dva atomy. Pokud do takto
vzniklé koule zasahuje jesté dalsi tieti, sousedni atom, pak je koule zmensSena tak, aby se opét
dotykala pouze daného paru atomil. V piipad¢, Ze by byla koule zmenSena natolik, Ze by jiz
nesplilovala ani minimalni hodnotu poloméru, pak se tato koule jiz dale nepocitd. Vysledné
kavity jsou pak dany souborem kouli (klastry), které vypliuji urcity oddéleny prostor. Pro

tyto kavity lze nasledné vypocitat jejich objem [81].
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3.2.1.3 Metody vystavéné na teorii alpha shape

Zakladni koncept vychazi ze sestaveni obalky, pfedstavujici povrch struktury
odvijejici se od vlastnosti tzv. ,,solvent accessible volume* [69], tedy casti struktury, ktera
pfichazi do kontaktu se solventem. Tento pojem byl zaveden pro usnadnéni popisu
makromolekul pomoci obalky. Alpha-shape teorie byla poprvé popsana Edelsbrunnerem a
kol. v roce 1998.

Piikladem software je naptiklad program Roll. Prvnim krokem vypoétu programu Roll
je sestaveni povrchu dané struktury, ktery je zde nazvan jako ,,povrchova sonda“ (probe
surface) obklopujici strukturu. V prvni fad¢ je vytvorena 3D mitizka, ktera je vyplnéna atomy
representovanymi 3D koulemi, jejichz poloméry jsou dany van der Waalsovymi poloméry
odpovidajicich atoml.. Mftizkové body, v nichZz je pifitomen atom dané struktury, maji
pridélenu hodnotu 1, zatimco miizkové body, které jsou prazdné, dostanou nulovou hodnotu.
Dale Roll pouziva kutalejici se sondu, ktera vytvaii povrchovou sondu. Néasledn¢ je cela 3D
miizka rozdélena na fezy o stejné tloustce a v okamziku, kdy sonda za¢ne prohledavat
jednotlivé miiZzkové body, pfiCemz startuje z urcitého pocatecniho bodu. Kdyz sonda narazi
na prvni bod proteinu, za¢ne rotovat kolem proteinového povrchu, pfi¢emz se v zddném
okamziku neptekryvd s proteinem az do doby, nez se vrati do pocate¢ni pozice. Jako
povrchova sonda jsou pak oznaceny volné €asti mfizky, jimiz sonda prosla. Kapsy a kavity
jsou pak popsany jako oblasti volnych bodi, které lezi mezi povrchem proteinu a rotujici

sondou. Algoritmus Roll byl pozdéji zabudovan do programu POCASA [84].

Dalsi znamy zastupce této tfidy programu je program 3V [85]. Tento program je urcen
k vyhledavani vSech prazdnych vnitfnich objemd, tedy kanalt, kavit a dalSich. Operuje i
s velkymi makromolekuldrnimi strukturami vcetné makromolekularnich komplexd. 3V
predstavuje zkratku celého nazvu programu, kterym je Voss Volume Voxelator. Principem 3V
je kutaleni virtualni sondy v okoli van der Waalsova povrchu makromolekuly v rozsahu

daném velikosti tohoto povrchu.
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3.2.1.4 Slice metody a Optimaliza¢ni metody

Jako ,slice metodu” si mizeme predstavit proces, kdy je studovana struktura
,hakrdjena® na fezy podél startovniho vektoru (nadefinovan uzivatelem) a nasledné se pouzije
definovanému startovnimu vektoru a uddva smér hledaného kandlu. Tyto fezy jsou pak
vyhodnocovany v zavislosti od pfedem definovaného pocateéniho bodu, pricemz
fezu, pfiCemz upravuje polohy bodu, které jsou nahodné preskupeny za Gcelem dosazeni co
nejveétsi velikosti této koule. Tento proces je ddle opakovan pro vSechny fezy, az vznikne
kanal [66]. Zhruba lze tedy fici, Ze principem této metody je protlacovani gumového micku

sttedem kanalu [71].

Piikladem software je naptiklad PoreWalker [82] ¢i PoreLogo [83]. Spoleénym rysem
téchto programi je hledani osy kanalu, ktera je spojnici dvou bodii na opacnych koncich dané
struktury a prochazi stfedem tohoto kanalu. PoreWalker je ur¢en k hledani a popisu kanalt
vV transmembranovych proteinech. PoreLogo pak vytvaii sekvence aminokyselin, které

ohranicuji dany por, a fadi je v geometrické posloupnosti podél osy kanalu (Obr. 11).

0 0
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Obrazek 11 PoreLogo — struktura PDB ID 1K4C (pifevzato z [83]).

Dal$im softwarem vyuzivajicim této metody je napt. HOLE [80].

3.2.1.5 Voroného teselace

Teselace je proces, pomoci kterého se obecny polygon ptevadi na nepravidelnou
trojuhelnikovou sit. Tato matematickd operace byla vyvinuta za ucelem zlepSeni popisu
tiidimenzionalnich struktur proteinii a dalSich molekul. Poprvé byla Voroného teselace a

ziskany Voroného diagram pouzit Richardsem v roce 1974 [1].

Voroného teselace maji mnoho vyuziti, obzvlasté pak v aplikacich 3D struktur. Mezi tyto
aplikace se fadi studie sbaleni proteinl, vypocty empirickych potencialii, vypocet kavit a
prazdnych prostor v proteinech (voids). Jako dal$i moznost aplikace je nutno zminit i

molekularné-dynamické vypocty [72].
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3.2.1.5.1 Voroného diagram

Zakladnim prvkem pro sestaveni Voroného diagramu je tzv. Voroného buika
(Voronoi cell). Kompletni Voroného diagram je pak vystavén jako soubor téchto bunck.
objektu a podle poctu téchto bodli je pak Voroného teselace rozd€lena do regioni tomuto

poctu odpovidajicich. Jinymi slovy je Voroného bunikka mnohostén, ktery je jakousi ,,z6nou

vlivu“ [72] bodi okolo daného tézisté (Obr. 12).

Voroného diagram tedy rozdéluje dany prostor podle vzdalenosti mezi diskrétnimi
soubory specifickych objektl. ZjednoduSené lze ftici, ze kdyby kazdy vrchol Voroného
diagramu pfedstavoval rizné rozmisténé zastaivky MHD, pak by Voroného diagram
rozd€loval prostor na jednotlivé bunky okolo kazdé zastavky. Pro kazdou osobu v rdmci

prostoru této buiiky by zastdvka ptredstavovala nejblizsi misto, kde miize nastoupit do MHD.

Obrazek 12 Schematické zobrazeni Voroného diagramu.

ProtoZe klasicky Voroného diagram vykazuje pii vypoctech jisté chyby, vyuziva se
tzv. vazeného Voron¢ho diagramu, ktery jim dokaze ptredchéazet. Hlavni chybou, kterou
vazeny Voroného diagram ftesi, je fakt, ze klasicky Voroného diagram nebere v potaz rizné
rozméry atomd v proteinu [72]. Na rozdil od klasického Voroného diagramu nemaji v§echny
atomy struktury stejnou vahu, ale jsou tzv. ,vazené.” Protoze se ukazalo, ze pro popis
,nhiceho* v proteinech je popis atomi pouze na zaklad¢ jejich atomovych center nedostacujici,
a ze je tfeba ptidat 1 hodnotu poloméru atomt, zacalo se pro jejich reprezentaci v rdmci

3D prostoru pouzivat atomovych van der Waalsovych poloméri.

Vazeny Voroného diagram vychéazi z pifedpokladu, Ze klasické mnohothelniky
Voroného diagramu jsou ve vaZeném Voroného diagramu nahrazeny tzv. S-regiony. Hlavnim

rozdilem je zpusob vystavby S-regioni oproti klasickym Voroného regioniim. Zatimco
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klasicky Voroného diagram vychazi pouze ze stiedli atomt, S-regiony vyuzivaji navic
povrchy jednotlivych atomt (Obr. 13). Tento rozdil se také projevuje vtom, ze vazby
Voroného diagramu jsou vzdy rovné Cary, ale vazby S-sité jsou spojeny kiivkami, jejichz tvar

vychazi z hyperbol ¢i elips [73].

Obrazek 13 Vazeny Voroného diagram oproti klasickému Voroného diagramu. Carkované piimky predstavuji
klasicky Voroného diagram, kdezto plnymi ¢arami je znazornén vazeny Voroného diagram. Koule representu;ji
jednotlivé atomy (pfevzato z [73]).

3.2.1.5.2 Delauneyho triangulace

Triangulace znamena pokryti nepifekryvajicimi se trojuhelniky. Vztah Delauneyho
triagulace a Voroného diagramu je dualita. Pokud spolu dvé Voroného bunky v(Pi) a v(Pj)
sousedi, tedy maji spole¢nou hranu, pak pro dany Voroné¢ho diagram Vor(P), ziskame

Delauneyho triangulaci bodti mnoziny P s hranou Delauneyho triangulace PiPj (Obr. 14) [74].

Obrazek 14 Dualni vztah mezi Delauneyho triangulaci (tmavé Cary spojujici body)’a Voroného diagramem
(svétle Sedé ¢ary kolmé na Delauneyho triangulaci). Obrazek pievzat z [68].

Delauneyho triangulaci miiZzeme s Uspéchem vyuzit pfi konstrukci Voroného

diagramu, protoze je vypocetné mén¢ narocna.
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Prvnim programem vyuzivajicim Voroného teselaci byl program MOLE 1.0. MOLE je
nastupcem programu CAVER. Patfi mezi programy vyuzivajici pro vypocet ,,niceho*
konstrukce Voroného diagramu. Algoritmus pracuje tak, ze vytvaii Voroného diagram na
zéklad¢ vzdalenosti mezi diskrétnimi mnozinami center atomu, ktera jsou zde reprezentovana
jako van der Waalsovy koule. Polomér téchto kouli je pak odvozen ze silového pole
AMBER99 [78]. Voroného buiiky jsou zde dany mnozinou bodu, které jsou nejblize danému
atomu v centru kazdé bunky. Protoze se pii konstrukci rozhrani (malé plosky) mezi
jednotlivymi Voroného buitkami uvazuji pouze jednotlivd atomova centra, nebere MOLE
V potaz atomové poloméry. Tento problém je vSak casteCné redukovan tim, ze jednotlivé
plosky ptedstavuji ve Voroného diagramu roviny, coz umoznuje, ze pii konstrukci obecného

Voroného diagramu mohou byt zahrnuty i rozdily v atomovych polomérech [79].

Dals§im programem vyuzivajicim Voroného teselaci je program MolAxis. Atomy jsou
zde ptevedeny na koule o poloméru, ktery je shodny s polomérem nejmenSiho atomu této
struktury. Pokud jsou centra dvou atomil stejn¢ velké a ve stejné vzdalenosti od atomovych
povrchti, pak je takovd oblast oznacena jako Voroného hrana. Na zikladé uzivatelem
definovaného rozliSeni se provadi porovnani rozdilu mezi van der Waalsovym povrchem
puvodnich atomli proteinu a approximovanymi atomy. Pro spravné sestaveni Voroného
diagramu je nutné, aby tento rozdil byl mensi nez nadefinované rozliSeni. Pro vygenerovani
relevantnich kanalti MolAxis vyuziva tzv. ,,cost funkce®. Tato funkce porovnava jednak délku
kazdé Voroného hrany, tak 1 vzdalenost mezi dvéma vrcholy hran a jejich nejbliZ§imi atomy.
Vsechny kanaly jsou vypocitdny najednou a nasledné jsou pomoci ,,cost funkce* sefazeny

podle vynaloZené ceny [80].

3.2.1.6 Dijkstrav algoritmus nejkratSich cest

Dijkstrav algoritmus byl publikovan vroce 1959 nizozemskym informatikem
Edsgerem Djikstrou [75] a kromé¢ jinych aplikaci je téZ velmi Casto vyuzivam v programech
zabyvajicich se vypocftem ,,niceho®. Jedna se o tzv. grafovy algoritmus. Na pocatku je nutno
nadefinovat graf, coz je dvojice mnozin (V,E), pfi¢emz V je mnozinou vrchola (vertices) a
E je pak mnozinou hran (edges). Hrany jsou popsany jako dvojice X,y a spadaji pod mnozinu
vrchold V. Cestu mezi dvéma vrcholy grafu pak tvoii soubor vrchold, které jsou na spojnici

pocatecniho a koncového vrcholu.
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Prabéh algoritmu vychazi z prvotniho grafu, v némz jsou vSechny hrany ohodnoceny
podle vzdalenosti mezi jednotlivymi vrcholy. Pro kazdou hranu je pak stanovena hodnota
Vv zavislosti na jeji vzdalenosti od okolnich vrcholl. Vrcholy jsou nésledné rozdéleny na ty
s trvalym ohodnocenim a vrcholy s do€asnym ohodnocenim. Trvalé ohodnoceni pak popisuje
vyslednou nejkratsi cestu, protoze jde o nejlepsi spojnici mezi pocateénim a koncovym

vrcholem (Obr. 15)[74].

Obrazek 15 Schéma pribehu hledani nejkratsi cesty pomoci Dijkstrova algoritmu.
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3.3 MOLE 2.0

MOLE 2.0 je software ureny khledani kavit, kanald a poért v rozlicnych
makromolekulach. Jako nastupce programu MOLE byl vyvinut pracovniky Katedry fyzikalni
chemie Univerzity Palackého v Olomouci ve spolupraci s tymem z Masarykovy Univerzity

v Brné. Tento program je volné dostupny na adrese: http://mole.chemi.muni.cz.

MOLE 2.0 [86] jakoZto program primarn¢ zaméteny na hledani tunelt, hleda nejkratsi
moznou cestu, jez spojuje bod zanofeny uvnitit molekuly S povrchem dané struktury. Kdyz je

tato cesta nalezena, MOLE 2.0 propoji tuto drahu pomoci spojnice, tzv. centerline.

Zakladem vypoctu v MOLE 2.0 je vyuziti Delauneyho triangulace a Voroného
diagramu. Na podobném principu byla postavena i ptedchozi verze MOLE [87]. MOLE 2.0
vyuziva vazené¢ho Voroného diagramu k sestaveni zakladny pro vypocet tuneld, tzv. diagramy
kavit (cavity diagrams). Ty jsou pak vyuzity k uréeni pocateéniho a kone¢ného bodu kanalu.
K samotnému vyhledani tunelt je pak aplikovan Dijkstriv algoritmus (Dijksta’s algorithm;

viz kapitola Dijkstriiv algoritmus).

Specialitou MOLE 2.0 oproti jeho pfedchiidcim je moZnost vypoctu fyzikalné-
chemickych vlastnosti nalezenych kavit, pori a tuneli. Fyzikalné-chemické vlastnosti jsou
zde ziskavany na zdklad¢é charakteru aminokyselin, které dany tunel, kavitu ¢i por obklopuji.
Timto zpisobem muzeme ziskat informaci o polarité, naboji, hydrofobicité a hydropatii a také
o mutabilité dané struktury. Dopliiujicimi informacemi jsou pak délka tunelu a polomér jeho
hrdla (bottleneck). Ziskanim téchto charakteristickych vlastnosti mizeme docilit lepsiho
vhledu do zkoumané struktury a tyto vlastnosti mohou pomoci utvofit ptesnéjsi predstavu o
charakteru tunelu, kavity ¢1 poru. Nesmirn€ cennou se tato informace stava v okamziku, kdy
zacneme uvazovat napf. substratovou specifitu proteind, ¢i povahu molekul transportovanych

cestou makromolekularnich kanalu.

MOLE 2.0 je mozno vyuzivat ve dvou verzich a to jednak verzi desktop neboli
Graphical User Interface (GUI), ktera nabizi grafické uzivatelské rozhrani v prostiedi OS
Windows (Obr. 16), a na stran¢ druhé v tzv. serverové verzi, ktera je urena spise pokrocilym
uzivatelim a K praci v systémech typu Linux, Mac a také Windows. Tato verze je vhodna pro
zpracovani vét§itho mnozstvi dat a stoji v pozadi implementace v ramci webového serveru

MOLEonline 2.0. Kromé¢ téchto mozZnosti je nabizen také plugin pro program PyMOL
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3.3.1 GUI

Desktop (GUI) verze je urcena k hledani kanald, kavit a porQ, pficemz umoziuje i
jejich okamzitou vizualizaci diky zabudovanému grafickému rozhrani, ¢imz zna¢né ulehcuje
vizuadlni inspekci vysledkli. Panel nastroji umoziiuje snadno a rychle dosahnout

pozadovanych vysledku (viz Obr. 16).

Refinement

» Chains

» Active Residues (469 of 469)
v Cavity Parameters

Probe Radius: 300
Interior Threshold:

v Tunnel Parameters

Origin Radius: 500
Surface Cover Radius: 1000
Bottleneck Radius: 120
Bottleneck Length: 0.0
Cutoff Ratio: 0%

v Selection Compute Tunnels Clear
No residue selected.

v Specific Point/Residue(s)

THR 309 A PHE435 A CYS442 A
» Start Points (14)

¥ Tunnels (3) Auto | Clear None All
v 1 length:19.23 Cavity:1 Details

v 2. length:1937 Cavity:1 Details
v 3. Length: 2625 Cavity: 1 Details

Pores (2) Find User Auto | Clear None All I
v 1. Length: 3834 Cavity: 1 Details
v 2. Length:45.00 Cavity: 1 Details

Computed 3 tunnel(;
Computed 2 pore(s) in 0.1s.

v Export

PyMOL Tunnels Pores Paths
[ Tunnel Tunnel 1 in Cavity 1 TQN N [ N [Tunnel 2 in Cavity 1 ATONIE PDB Tunnels Pores Paths
PDB + molecule Tunnels Pores Paths

1TQN: Tunnel 1 in cavity 1. Copy Profile \ Lining | Props | PDB | XML
| XML XML Representation

| Profile  Lining and Properties
Physicochemical properties of lining side-chains
Charge: 1(2-1) Hydropathy: 098 Hydrophobicity: 023 Polarity: 19.94
Mutabilty: 89.00
Layer-weighted Physicochemical propertics of lining side-chains
Hydropaf Hydrophobicity: -037 Polarity: 2273 Mutabilty: 90.00

TATIRA SLEQK Rad  Dist

- Distance (Angstroms)

Obrazek 16 Postup prabéhu vypoétu v MOLE 2.0 GUI.

Déle je také k dispozici né€kolik moznosti exportu vyslednych dat. Zaroven zde
ziskavame informaci o fyzikalné-chemickych vlastnostech nalezenych utvari ve formé

ptehlednych tabulek.
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3.3.2 Serverova verze

Serverova verze je ur€ena pokrocilym uzivatellim, znalym alespon zdkladnim zasadam
skriptovani a prace v prostfedi systémi Unix, nebot’ vyuzivd prostfedi piikazové fadky
(command-line). Tato verze pracuje pod opera¢nimi systémy Linux a Mac nastrojového

baliku MONO framework, ktery je volné ke stazeni na http://www.mono-project.com. Tato

verze umoziuje zapojeni MOLE 2.0 do skripti a tak jej vyuzivat pro rychlé zpracovani
velkych soubort dat. Tato verze poskytuje vysledky ve XML a PDB soubort. Vygenerované

PDB soubory pak umoziiuji vizualni kontrolu napt. v programu PyMol [38].

3.3.3 MOLE 2.0 PyMol plugin

MOLE 2.0 rovnéz nabizi implementaci - plugin pro graficky vizualiza¢ni software
PyMol [38]. Plugin pracuje na stejném principu jako MOLE 2.0. Opét je zde moznost
nastaveni pokro¢ilych parametrd i volba vlastniho pocate¢niho bodu (Obr. 17). Také nabizi
hledani port a generovani fyzikalné-chemickych vlastnosti. Vyhodou je okamzitd vizualizace
vysledkli v programu PyMol a dal§i moznosti tGprav, které PyMol umoziuje (napt. zména

reprezentace lines na cartoon, zména barvy, zobrazeni povrchu, apod.).

{€) 2013 CEMEC & NCBR MU & FCH UPOL
www masle chemi muni ¢z v 13127

Obrazek 17 Pymol plugin MOLE 2.0.
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3.3.4 MOLEonline 2.0

Jedna se o online aplikaci, ktera pouziva serverovou implementaci (viz nize) programu
MOLE 2.0 k hledani ,ni¢eho. MOLEonline 2.0 [86] je pfistupny na adrese:

http://mole.upol.cz (Obr. 18). Tato webova aplikace, jejiz fungovani se da shrnout ve tfech

krocich:

a) nastaveni (vlozeni struktury, nastaveni parametrd, etc.)
b) viastni vypocet (vypoclet kavit, kanald a port a jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti)
C) zobrazeni vysledkii (zobrazeni nalezenych typu ,,ni¢eho®, tabulku s popisem fyzikalng-

chemickych vlastnosti a vizualizace vyslednych dat pomoci aplikace Jmol [92]).

MOLEonline 2.0 Home Online Documentation About

Job review #4816

3 tunnels

1. show || tunnel | cavity 1 | profile | lini

2. show [¥]tunnel | [7] cavity 1 | profile | lining residues

3. show [¥] tunnel | [C] cavity 1 | profile | lining residues
show all | hide all

You can download all tunnels as PyMol script, PDB file or print
the report

9 pores

14 cavities

Features

show molecular surface &
| show optimized starting point

| show original starting point

Settings

Structure: 1tgn (structure summ

Automatic
starting points:

Starting point: A HEM 308

Active sites » A GLU 308, A THR 209
from CSA & A THR 309, A PHE 435, ACYS 442

ignore all
HETATM

Advanced Settings

Obrazek 18 MOLEonline 2.0: vysledkova ¢ast s vizualizaci vysledk pomoci aplikace Jmol.

MOLEonline 2.0 je navic obohacen o moznost vyhledavani startovniho residua v databazi
znamych katalytickych mist v proteinech CSA (Catalytic Site Atlas) poskytovanym
Evropskym Bioinformatickym Institutem (EMBL-EBI) na adrese:
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA_NEW [93].
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3.3.4.1 Implementace MOLEonline 2.0 v databazi PDBsum

MOLEonline 2.0 byl vroce 2012 uspé$n¢ implementovan do evropské databaze

proteini PDBsum [94-95] provozované EMBL-EBI ve skupiné Janet Thornton na adrese

http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/. Kanaly jsou vypoéteny pro kazdou strukturu v databazi

PDBsum, kde je mozno si je zobrazit na kart¢ , Tunnels* (Obr. 19). Pod obrazkem

vypocitanych kanal dané struktury je vypséan celkovy pocet nalezenych kanalii a déle tabulka

s popisem fyzikalné-chemickych vlastnosti podle aminokyselinového slozeni. V pravém

menu, vedle obrazku kanald je mozné nastavit, zda budou kanaly vypocitany za ptitomnosti

heteroatom, nebo pokud bude zvolena moznost ,,withnout HETATM* nebudou heteroatomy

brany pii vypoctu v potaz, coZ se mizZe projevit na poctu vyslednych kanald. Pro detailnéjsi

analyzu kandli je mozno pfes odkaz, rovnéz vtomto menu, piejit pfimo na stranky

MOLEonline 2.0.

EMBL-EBI

European Bioinformatics Institute

M m

15 tunneis, coloured by tunnel radius

Tunnels calculated on whole structure

19 tunnels, coloured by tunnel
radius

Go to PDB code: 313q

19 tunnels, coloured as in
list below

~——Radius- Length —Hy
1@ 12 s
—2@ 134 469
—3@ 132 1244
-4 @ 128 1295
— 6@ 143 108
6@ 143 135
—7@ 15 130
8@ 160 144
—9o@ 151 s

on

017

80
80
79
79
90
89
88
89
89

——— Residue type

© © © © © = = =

Obrazek 19 Implementace MOLEonline 2.0 do databaze
pilokarpinem (PDBID: 3T3Q).
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visualization
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3.3.5 Algoritmus MOLE 2.0

Algoritmus vypoctu ,,niceho” v MOLE 2.0 se dé& popsat v sedmi krocich:

Vypocet Delauneyho triangulace (Voroného diagramu) atomovych center
Sestaveni molekuldrniho povrchu

Popis kavit

Detekce startovnich bodl kanali

Detekce koncovych bodi

Nalezeni kanala

Filtrovéani nalezenych kanali

3.3.5.1 Vypocet ,,niceho* v MOLE 2.0

Vypocet tuneld, kavit a pora je mozno ovlivnit pomoci nastaveni hodnot pokrocilych

parametrl, jez MOLE 2.0 nabizi. Dil¢i kroky vypoctu jsou silné ovlivnény jednotlivymi

parametry. Mezi zakladni pokro¢ilé parametry fadime: Probe radius, Interior Threshold,

Origin Radius a Surface Cover Radius. Pro vysvétleni funkce kazdého z parametri si nejprve

proberme, jak vypocet probiha (Obr. 20):

a)

b)

V pocatecni fazi je sestaven Delauneyho triangulaci diagram, znc¢hoz je diky
dudlnimu vztahu k Voroného diagramu, sestrojen Voroného diagram atomovych
center dané molekuly. Voroného diagram je vlastné grafem, ktery ma vrcholy
spole¢né se stiedy (opsanych) kouli Delauneyho ¢tytsténii. Hrany Voroného diagramu
jsou dany cCtyfstény, které sdileji alespon jednu stranu (pokud dva cCtyistény sdileji
strany, vzdy sdileji pfesné tii vrcholy).

Dalsim bodem je vytvofeni molekuldrniho povrchu jakozto soustavy Ctyfsténi.
V tomto bodé€ také dochdzi k aproximaci molekularniho povrchu tak, Ze hranicni
Ctytstény, které jsou piilis velké, jsou odstranény. Zde vstupuje do vypoctu parametr
Probe Radius. Hodnota parametru Probe Radius urcuje rozmér koule, kterou musi
projit Ctyfstén, z n€hoz je tvoren molekularni povrch. Pokud je Ctyfstén piili§ velky a
kouli neprojde, pak je vymazan (Ctyistén T projde kouli S s hodnotou Probe radius r,
pokud stfed C koule S mize byt umistén dovnitf CtyiSténu a vzdalenost od vSech

vrcholi T je véEtSi nebo rovna souctu r svan der Waalsovym polomérem atomu
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d)

f)

odpovidajicimu danému vrcholu). Proto, ¢im mensi bude hodnota Probe Radius, tim
vice Ctyfsténd bude odstranéno.

Ve tieti fazi dochazi ke hledani kavit a odstranéni nejmensich ¢tyfsténd. Zde vystupuje
dal$i z parametru, kterym je Interior Threshold. Tento parametr pusobi jako filtr,
kterym se odstrani nejmensi Ctyistény, které jesté zbyvaji po dokonceni druhého kroku
vypoctu. Nastavena hodnota Interior Threshold odpovida poloméru koule, kterou
musi projit ¢tyf'stén, aby byl zafazen do vyctu dostatecné velkych Ctyfstént findlniho
souboru. Pokud skrz kouli dokaze projit (je priliS maly), pak je vymazan. Ze
zbyvajicich Ctyfstént je pak sestavena jedna nebo vice spojenych komponent, pti¢emz
tato komponenta obsahuje alespon jeden Ctyfstén, ktery lezi na molekularnim povrchu
diagramu kavity. Diagram kavity vSak jesté neni pfesnym popisem redlné kavity, ale
slouzi pouze ke geometrické reprezentaci a usnadnéni vypoctu kanala.

Po odstranéni nejvétsich a pfili§ malych Ctyfstént, prichazi na fadu uréeni pocatecniho
bodu kanalu, kde figuruje parametr Origin Radius. V pfipadé€, Ze je startovni bod
zadany uzivatelem, pak algoritmus zkontroluje, zda lezi uvnitf prostoru daného
parametrem Origin Radius (ve vzdalenosti od uz specifikovaného bodu) alespon jedno
téziste tetraedru naleziciho kavité. Pokud v této oblasti neni pfitomen zadny Ctyistén,
pak v této kavité neni mozné nalézt Zadny tunel. Tento postup je proveden pro kazdou
nalezenou kavitu.

Paty krok zahrnuje identifikaci koncovych bodi jakozto center hrani¢nich Ctyfsténi.
Koncové body jsou ureny na zdklad¢ nalezeni vzdalenosti mezi dvéma body, kterad
odpovida minimalné zadané hodnoté Surface Cover Radius. Tato identifikace probiha
na zéklad¢ nalezeni nejvétSiho hrani¢niho Ctyfsténu (ten jediny je oznacen jako
konec¢ny) a odstranéni vSech okolnich ¢tyfsténd, které se nachédzeji ve vzdalenost dané
hodnotou Surface Cover Radius. Tento proces je opakovan do doby, nez jsou
odstranény vSechny piebyte¢né hranicni Ctyfstény.

Ve finélni fazi probihd vypocet tunelli, pficemz je vyhleddana nejkrat$i cesta mezi
vSemi pary pocatecnich a koncovych bodu (vyskytujicich se ve stejné kavité). Pro tyto
ucely se zde vyuziva Dijkstriv algoritmus nejkratSich cest, jehoz funkci lze popsat

pomoci vzorce:

L(e)

wle) = d(e)?> +¢
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kde I(e) piedstavuje délku hrany, d(e) je vzdalenost hrany od van der Waalsovy koule
nejbliz§iho atomu, € je malé ¢islo dosazené pro piedchazeni déleni nulou [87]. Kazdy

kanal je zde popsan pomoci souboru Ctyfstént.

g) Filtrovani kanali na zaklad¢ filtrovacich parametrii — Bottleneck Tolerance,
Bottleneck Radius a MaxTunnelSimilarity. V jednotlivych krocich vypoctu se
vygeneruje vzdy vétsi mnozstvi kanald, pfi€emZ ne vSechny jsou dostate¢né relevantni
(ptiliS uzké, duplicitni kanaly). Z tohoto diivodu obsahuje algoritmus MOLE 2.0 jesté
dalsi dopliujici parametry urcené k odstranéni téchto nedostatecné relevantnich
kanald. Prvni dva parametry Bottleneck radius a Bottleneck Tolerance, se zamé&fuji na
Sitku hrdla kanalu. Tteti dopliiujic parametr MaxTunnelSimilarity odstrafiuje duplicitni

kanaly. Témto parametrim se podrobné vénuje kapitola 3.5.4.

Struc¢né fe¢eno, MOLE 2.0 nejprve hleda kavity, nasledné kandly a nakonec pory.

Obrazek 20 Struktura vypoctu ,,ni¢eho” v MOLE 2.0 (molekula cytochromu P450 3A4; PDB id: 1TQN).

38



3.4 Uprava krystalovych struktur cytochromi P450

Vsechny krystalové struktury byly podrobeny dalsi upravé. Prvni zuprav,
predstavovala rozdéleni struktur s vice fetézcovou strukturou na jednotlivé fetézce. Dale byly
z cytochromil odstranény molekuly krystalové vody a ligandd. Touto upravou byly ziskany

samostatné¢ retézce.

V dalsim kroku bylo provedeno pielozeni vSech pfipravenych struktur pomoci
strukturniho porovnani ptes sebe. Tento krok byl nezbytny, jelikoz diky nému bylo mozné
stanovit stejny pocatecni bod pro vSechny tyto struktury a nasledné je mezi sebou porovnat.
Toto strukturni porovnavani bylo provedeno pomoci programu Pymol 0.99, [38], v némz byla
nasledné provedena i vizualni kontrola kvality pfelozeni. Strukturou, kterda poslouzila jako

vzor (mustr) byla molekula cytochromu P450 3A4 s PDB ID 1TQN.

Cytochromy P450 BM3 a CAM predstavuji zastupce bakterialnich cytochromt P450.
Pro tcely analyzy kanalti byly vybrany vSechny dostupné krystalové struktury CYP (k 13.
lednu 2013). Struktury byly ziskany z RCSB PDB databaze (www.pdb.org) [96]. Pro vypocet
tunelti bylo pouzito 43 struktur CAM a 37 struktur BM3, které byly rozdéleny do 54
samostatnych fetézci CAM a 80 pro BM3. Samostatné fetézce byly posléze prekladany
strukturnim porovnavanim v programu PyMol pro CAM pies strukturu 1AKD a pro BM3
ptes strukturu 1BU7. Vycet struktur CAM a BM3 je uveden v Tabulkach SB a SC v sekci

Dopliiujici materialy.

Lidské cytochromy P450 tvoti dnes jiz rozsahlou skupinu CYP, jejiZ nové krystalové
struktury jsou publikovany témét kazdy mésic. Pro Gcely analyzy kanald bylo vybrano vsech
82 krystalovych struktur CYP, které¢ byly dostupné (k 13. lednu 2013). Struktury byly ziskany
z RCSB PDB databaze (www.pdb.org) [96]. Kompletni ptehled dostupnych struktur lidskych
cytochromi P450 je uveden v Tabulce SD v Dopliujicich materialech. Pro vypocet tuneld

bylo pouzito 82 struktur lidskych CYP, které byly rozdéleny do 214 samostatnych fetézct.

3.5 Uprava struktur zeoliti

Jako dalsi testovaci sada byly pouzity vybrané struktury zeolitli, jakoZto strukturné
odlisného materialu, ve kterém bylo vzhledem kjeho povaze, ocfekavano nalezeni

pristupovych cest v podob¢ pori. Pro analyzu bylo vybrano pét struktur zastupujicich rozdilné
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typy geometrie (Obr. 21). Struktury zeoliti byly ziskany s databaze zeolitd 1ZA-SC [97].
Pocate¢ni bod nebyl pfedem zadan, ale kvili rGznorodosti struktur zeolitti, bylo pouZzito

funkce MOLE 2.0 automatického poc¢ate¢niho bodu.

ABW || ACO | AEIl | AEL | AEN | AET | AFG | AFl | AFN | AFO | AFR | AFS
AFT | AFX | AFY | AHT | ANA | APC | APD | AST | ASV | ATN | ATO | ATS
ATT | ATV | AWO | AWW | BCT | *BEA| BEC | BIK | BOF | BOG | BOZ | BPH

BRE [ BSV| CAN | CAS |[CDO | CFl | CGF | CGS | CHA | -CHI | -CLO | CON
CZP |DAC | DDR | DFO | DFT | DOH | DON | EAB | EDI | EMT | EON | EPI
ERI | ESV | ETR | EUO | EZT | FAR | FAU | FER | FRA | GIS | GIU | GME

GON (GOO | HEU | IFR [[IHW | IMF | IRR | ISV | ITE | ITH | ITR | -ITV
ITW | IWR | IWS | IWV | IWW | JBW | JOZ | JRY | JSN | JST | JSW | KFI

LAU [LEV | LIO | -LIT [LOS | LOV | LTA | LTF (LTJ |[LTL | LTN | MAR
MAZ | MEI | MEL | MEP | MER | MFI | MFS | MON | MOR | MOZ | *MRE | MSE
MSO | MTF | MTN | MTT | MTW | MVY | MWW | NAB | NAT | NES | NON | NPO

NPT | NSI | OBW | OFF | OSI | OSO | OWE |-PAR| PAU | PCR | PHI | PON

PUN [RHO |[-RON| RRO | RSN | RTE | RTH | RUT |[RWR | RWY | SAF | SAO

SAS | SAT | SAV | SBE | SBN | SBS | SBT | SFE | SFF | SFG | SFH | SFN
SFO | SFS | *SFV| SGT | SIV | SOD | SOF | SOS | SSF | SSY | STF | STI

*STO | STT | STW |-SVR || SZR | TER | THO | TOL ([ TON | TSC | TUN | UEI
UFI |UOS || UOZ | USI | UTL | UWY | VET | VFI | VNI | VSV | WEI |-WEN
YUG | ZON

Obrazek 21 Piehled kodu zeolitt podle jejich geometrie [97].

Pred samotnym vypoctem kanal a porti v zeolitech bylo nutné ziskané struktury
patfi¢n¢ upravit. Jelikoz databaze zeolitli IZA-SC shromazd’uje zeolity pouze ve formatu CIF,
pfipadné ve formé kartézskych souradnic XYZ, bylo proto nutné prevést je do formatu
validniho pro MOLE 2.0, tedy do formatu PDB. Konverze mezi témito formaty byla

provedena v programu OpenBabel [98].

Dalsi filtrace nalezenych port, jak tomu bylo u skupin kanalt cytochromi, nebyly u
zeolitl provedeny, ptredev$im z hlediska malého poctu struktur a také proto, Ze pro pory
zeolitl neexistuje nomenklatura podobna nomenklatute kanalit CYP. Sledovanymi parametry
port byly: délka poru a polomér jeho hrdla, déle také vzdalenost hrdla od pocateéniho bodu
péru. ProtoZe byly u nékterych struktur nalezeny péry i autopodry, byly obé tyto skupiny

vyhodnoceny zvIast'.
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3.6 Parametry vypoctu

Pro vSechny vypocty v programu MOLE 2.0 byly pouzity nasledujici hodnoty

pokrocilych parametri:

e Interior Threshold 1.25,
e Origin Radius 3,
o Bottleneck radius 1.25,
e Probe Radius 3,

e Surface Cover Radius 10.
Fyzikalné chemické parametry jsou v Tabulce SA v Dopliujicich materialech

Pro vSechny struktury cytochromt P450 byl pouzit stejny pocate¢ni bod pro vypocet
tuneld. Tento bod umistény v blizkosti hemového kofaktoru, je oznacen jako tzv. ,exact
point™ neboli pfesny bod, ktery je ddn xyz soufadnicemi: X= -18,5, Y= -21,0, Z= -11,5.
Pokud né¢ktera struktura obsahovala dva kandly, které byly velice podobné, byl do findlniho

souboru vybran vzdy jen ten krat$i z nich. DelSi kanal byl pak oznacen jako tzv. ,,duplikat.

Nasledné bylo provedeno rozdéleni krystalovych struktur podle CYP rodin a byla
provedena analyza v ramci téchto rodin. Tento krok pfinesl moZnost porovnani vlastnosti
kanalt vzajemné mezi rodinami a zaroven diky mensim strukturnim odchylkdm byla analyza

celkové zptfesnéna.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Kanaly v systémech P450 CAM a BM3

Cytochromy P450 BM3 a CAM predstavuji zastupce bakterialnich cytochromt P450.
Jejich vyhodou pro testovani software MOLE 2.0 bylo velké mnozstvi takika identickych
struktur. Cilem bylo provést robustni studie pro software MOLE 2.0 a ziskat tak dostatecné
podklady pro dolozeni jeho vysledkd. Tyto dvé skupiny byly mezi sebou porovnany nejen ze
strukturniho hlediska, ale i s ohledem na to, které¢ struktury jsou tzv. zaviené ¢i oteviené. Je
mozno fici, ze kandly se objevuji hlavné v téch strukturach, které jsou tzv. oteviené. Mezi tyto

oteviené struktury patii: 1K20, 1QMQ a 1RF9.

U struktury CAM bylo nalezeno podstatné mens$i mnozstvi kanali nez v BM3.
Celkové se v CAM objevilo 13 kanalu a tfi duplikaty (Obr. 22). U struktur BM3 bylo
nalezeno celkové 209 kanalt a 26 duplikati (Obr. 23). Objevuje se zde kanal solventu, vodni

kanal a hojné je zastoupena i rodina kanala 2.

v

pouzitou hodnotou parametru Probe Radius 3. Z pohledu geometrie hrdla jsou vSak kanaly

CAM oproti BM3 vice oteviené. Maximalni hodnota primérného poloméru hrdla u BM3 je

vvvvv

vvvvv

jedna o kanal 2a. (viz Tabulky 1-3)

Kanal vody je u CAM opét kratSi nez u BM3. Na stranu druhou je hydrofilita kanalti vody u
BM3 niz8i nez u CAM, coz plati také pro hodnoty primérné polarity. Nejpolarngjsi z kanalt
CAM je kanal solventu, jehoZ index polarity dokonce pievysuje polaritu kandlu vody. Oproti

tomu nejméné polarnim kanalem CAM je 2a, zatimco u BM3 je to kanal 2f.

Z hlediska indexti hydropatie a hydrofobicity, hydrofobniho charakteru nabyvaji
kanaly 2d, 2ac a 2c u BM3. U CAM se nejhydrofobné&jsi kandly objevuji také u rodiny 2,
konkrétné se jedna o kanaly 2a a 2f. Tomuto hydrofobnimu charakteru odpovidaji i hodnoty

polarity danych kanalt zminéné vyse.

42



Mutabilita CAM 1 BM3 je pomérné vysoka, coz naznacuje moznost relativné snadné
zamény aminokyselin u téchto struktur. Zaroven tyto vysoké hodnoty mutability odpovidaji

strukturni proménlivosti mezi jednotlivymi zastupci CAM a BM3.

Vlastnosti s velmi proménlivym charakterem je vzdalenost hrdla od pocate¢niho bodu
kanalu. Tato vlastnost se doslova méni struktury od struktury, proto je velice variabilni a diky

tomu i velice citliva. Tuto vlastnost je tudiz nutno brat s ohledem na tyto faktory.

Celkové¢ lze tici, ze fyzikalné-chemické vlastnosti kanali BM3 a CAM se primérné

1i$i v méné nez dvaceti procentech [4].

Tabulka 1 Srovnani fyzikalné-chemickych vlastnosti kanalii cytochrom P450 CAM. U jednotlivych vlastnosti
je vzdy uvedena smérodatna odchylka.

[cam W 2a of

Pocet kanald +
Duplikaty 4 + 3 3 + 0 4 + 0 2 + 0
Délka [A] 272 + 17 251 + 16 172 =+ 4.2 191 + 32
Min - Max 248 - 289|235 - 267|135 - 2311168 - 214
Hrdlo 150 + 038116 =+ 009|224 + 055|217 + 0,15
Min - Max 116 - 1941|106 - 124|143 - 263|206 - 227
Naboj -15 + 06 07 += 06 03 + 05 10 + 00
Min - Max -2 — -1 0 - 1 -1 - 0 1 - 1
indexce 007 + 058 |-072 + 035 |18 = 026|120 = 036
hydropatie ! ! ! ! ! ! ! !
Min - Max -045 - 09 [-100 - -033| 162 - 2191094 - 145
Index

- -0,02 + 0,16 |-0,25 + 0,08 | 067 + 011 ] 031 + 0,07
hydrofobicity
Min - Max -0,14 - 0221-0,32 - -0,16| 052 - 0,77 1026 - 0,36
Polarita 178 + 3,8 141 + 21 17 £ 14 48 + 33
Min - Max 126 - 2181|118 - 1601 09 - 37 25 - 71
Mutabilita 838 + 10 [837 + 15 | 783 + 22 |85 =+ 35
Min - Max 83 - 85 82 - 85 7% - 81 80 - 85
Vzdalenost
hrdla od po¢. 211 + 52 15,7 + 15 152 + 34 185 + 3,8
bodu [A]
Min - Max 134 - 240|141 - 171|121 - 199 ] 159 - 212
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> FIG smycka

Obrazek 22 Kanaly ve strukturach CAM. Struktura je zobrazena v reprezentaci cartoon. Kanaly jsou oznaCeny
nasledovné: kanal solventu — Cervené, 2f — fialové, 2a — tmavé modra, kanal vody — tyrkysova. Dilezité
sekundarni strukturni prvky jsou také vyznaceny barevné: F/G smycka a F, G helixy — ruzova, B/C smycka —
modrozelena, I helix — svétle oranzova.

Obrazek 23 Kanaly ve strukturach BM3. Struktura je zobrazena v reprezentaci cartoon. Kanaly jsou oznaceny
nasledovné: kanal solventu — Cervené, 2f — fialoveé, 2a — tmaveé modra, kanal vody — tyrkysova, 2b — Zlutozelena,
2c — hraskove zelena, 2d — bézova, 2ac — hnéda. Dulezité sekundarni strukturni prvky jsou také vyznaceny
barevné: F/G smycka a F, G helixy — rizova, B/C smycka — modrozelena, I helix — svétle oranzova.
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Tabulka 2 Vlastnosti kanalti solventu a vody ve strukturach BM3. U jednotlivych vlastnosti je vZdy uvedena
smérodatna odchylka.

BM3 W

Pocet kanalu +

Duplikaty 32 + 6 38 + 1
Délka [A] 19,7 =+ 35 314 + 28
Min - Max 116 - 27 269 - 38
Hrdlo [A] 142 + 0,19 1,17 + 0,04
Min - Max 1,07 - 1,77 1,11 - 1,29
Naboj -0,7 + 0,7 0,5 + 05
Min - Max -2 - 1 0 - 1
Index 059 + 044 | 021 + 036
hydropatie

Min - Max -0,15 - 1,63 -1,08 - 043
Index 000 = 019 | -022 + 009
hydrofobicity ' ! ! !
Min - Max -0,26 - 05 -0,44 - -0,06
Polarita 94 + 3,2 128 =+ 2,7
Min - Max 472 - 18 8,6 - 19,2
Mutabilita 849 <+ 27 815 + 21
Min - Max 81 - 93 76 - 86
Vzdalenost

hrdla od po¢. 116 =+ 29 183 + 3.3
bodu [A]

Min - Max 6,2 - 171 13,7 - 32,7

Tabulka 3 Vlastnosti kanali rodiny 2 ve strukturach BM3. U jednotlivych vlastnosti je vzdy uvedena smérodatna
odchylka.

BM3 2a 2b 2c 2ac 2d 2f
Pocet kanali
+ Duplikaty
Délka [A] 302 = 48 238 + 841251 + 32 |31 + 58|30 +£ 35287 =+ 44

217 + 6 63 + 3 |3 + 0 |2 + 03 + 4| 41 + 6

Min-Max | 149 - 369 | 72 - 342|226 - 28727 - 35|26 - 325|177 - 372
Hrdlo [A] 159 + 037 | 1,72 + 02613 =+ 003|121 = 01|16 = 005| 1,67 = 031
Min-Max | 1,04 - 239 | 118 - 255[127 - 1331 - 12|15 - 16| 104 - 239
Naboj 09 + 05 | 04 =+ 0603 + 12|05 = 07| 0 = 1 |-04 = 07
Min - Max 1 - 2| a2 - 20142 - 110 - 1]12 - 1|2 - 1
Index 111 + 033 | 079 + 065|183 + 07118 + 01|19 + 01204 + 041
hydropatie

Min-Max |007 - 17 [-037 - 213|131 - 264|127 - 19|18 - 203|-008 - 1,72
Index

- 029 + 011 | 013 + 01406 + 03 (06 + 0|06 + 004|019 =+ 0,15
hydrofobicity

Min - Max -0,01 - 054 -02 - 04103 - 093|05 - 06|06 - 063]-011 - 045
Polarita 38 = 16 52 + 34138 + 27 |45 + 13|22 + 13 2 + 12
Min - Max 12 - 86 07 - 122|111 - 65|36 - 54|08 - 34| 09 - 56
Mutabilita 787 + 33 839 =+ 33847 £ 72 |74 £ 21|75 £ 06 |815 = 34
Min - Max 73 —~ 86 717 - 9218 -~ 93 |72 - 75|75 -~ 76 77 - 88
Vzdalenost

hrdlaodpo¢. | 189 =+ 118 | 144 + 112189 + 25 |22 + 41|28 + 377|148 + 106
bodu [A]

Min - Max 3 - 33 18 - 306 17 - 21819 - 25|24 - 30,7| 16 - 304
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4.2 Lidské cytochromy P450

Dale byla zvolena tada lidskych cytochromit P450 a to z davodii znacné podobnosti
sekundarnich strukturnich prvka krystalovych struktur vrameci jednotlivych rodin této
skupiny enzymu. Diky pomémé velkym strukturnim rozdilim byly nasledné porovnavéany
nalezené tunely v ramci rodin cytochromi P450. Cytochromy P450 obsahuji mnoho isoforem.
V této praci bylo zahrnuto 19 isoforem, u nichz byly nalezeny kandly. Nasledn¢ byly
sledovany rozdily v distribuci kanali mezi jednotlivymi rodinami cytochromii P450 a jejich

fyzikalné-chemické vlastnosti.

4.2.1 Celkové vlastnosti kanali lidskych cytochromi P450

V této casti byla provedena analyza vSech nalezenych kanala vSech rodin cytochromi
P450 (neboli CYP). Jsou zde rozebrany z pohledu jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti,
geometrie a typy rodin pfitomnych kanald. V celém souboru skladajicim se z 82 struktur

lidskych CYP bylo nalezeno 245 kanald a 15 duplikatd (Obr. 24).

Nejvice kanalti bylo nalezeno u 2b a kanalu solventu, jez tvotily 19 % ze vSech
nalezenych kanald. Nejméné jsou zastoupeny kanaly rodiny 3 (~2,9 %), 4 (~2,5 %), 2ac
(~2,0 %) a kone¢né rodina kanalii 1, pro niz byl nalezen pouze jeden kanal (CYP 8Al;
3B6H). Struktury lidskych cytochromiit P450 neobsahuji rodinu kanalu 2d. VSechny ostatni

rodiny kanall jsou zde vSak ve vEtsi €1 mensi mife zastoupeny.

Z hlediska délky kanalt se zde jako nejdelsi objevuje kandl 5 nasledovany kanalem 3.
Tyto kanaly jsou podle snizujici se délky nasledovany kandly rodiny 1, 4, 2a, 2ac, 2f, vodnim

kanalem a kanalem solventu az nejkratSimu druhému kanalu solventu S2.

Hrdlo kanalu hraje tstfedni roli v ur¢eni, zda kanalem vibec mize prochazet molekula
o urcité velikosti. Prili§ Gzké hrdlo v podstaté zavira kanal a neumozni tak napf. molekule
substratu projit kandlem do aktivniho mista. U lidskych CYP se polomér hrdla pohybuje
kanaly solventu. Naopak nejuz$im hrdlem se vyznacuji kanaly rodiny 1. Kanaly 3, 4, 5, S, S2,
W, a vSechny nalezené kandly rodiny 2 maji hrdlo, které umoziuje prichod molekuldm vody,
pfipadné mensim substratim (>1,4 A). Lidské CYP vsak jiz nejsou tak oteviené jako kanaly

rodiny 2 nalezené u bakteridlnich CAM ¢1 BM3.
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Podle primérného néboje kandlt lze fici, ze zaporny naboj upfednostituji kanaly
solventu, 1, 3, a 5. Kladny néboj naopak vyhledava vodni kandl, rodina 4 a vSechny kanaly
rodiny 2. U kandll 2b, 2¢ a 2f se primérné jevi jako elektroneutralni, nicméné diky variabilité

jednotlivych struktur CYP tento charakter nelze jednoznacné povazovat za pravidlo.

Indexy hydropatie a hydrofobicity naznacuji, Ze nejhydrofilnéjsi jsou kanaly rodiny 1
a kanal vody. Hydrofilni charakter je podpofen rovnéz nejvyssimi hodnotami polarity u téchto
kanalt. Naopak nejhydrofobnéjsim kanalem je kandl 4, ktery je nasledovéan kandly 2ac, 2a, 3

a 2f.

Index mutability naznacuje, Ze nejveétsi sklony ke zménam aminokyselinového slozeni

maji kanaly 5 a S2. Nejniz$i hodnota mutability se objevuje u kanalu rodiny 1.

Vzdalenost hrdla od poc¢atecniho bodu je podobné jako u ptedchozich CAM a BM3
pomérné variabilni. Tento fakt vSak vychéazi z proménlivosti struktur dokonce i v ramci

jednotlivych rodin CYP, jak dokazuji vysledky analyzy kanalii rodin lidskych CYP (nize).

distalni strana

proximalni strana

B/C smycka

Obrazek 24 Prehled kanald nalezenych ve vSech analyzovanych lidskych CYP, rodiny kanalli jsou ¢lenény podle
barev nasledujicim zpiisobem: kanal solventu (S) — ¢ervena, 2f — fialova, 2a — tmaveé modra, 2ac — Seda, kanal 4
— hnéda, kanal 3 — Zluta, 2b — limetkova, 2c — hraskové zelend, 2e — oranzova, kanal vody — svétle modra, kanal
vody 2 (W2) — tmavé zelend, kanal 1 — svétle fialova. Kanaly jsou zobrazeny na struktuife s PDB id 1TQN, ktera
je zobrazena v reprezentaci cartoon, hem je zobrazen jako zelené ty¢inky. Dulezité sekundarni strukturni prvky
jsou vyznaceny barevné: F/G smycka a F, G helixy — rizova, B/C smycka — modrozelend, I helix — svétle
oranzova.
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4.2.2 Porovnani kanali rodin lidskych CYP

Dale byla provedena analyza jednotlivych rodin lidskych CYP, které byly mezi sebou
vzajemné porovnany. Bylo zde zpracovano 19 rodin lidskych cytochromt P450. Celkové bylo
nalezeno 245 kanala a dalSich 15 tzv. duplikati. Jako duplikaty byly oznaceny kanaly, které
tvarové kopiruji jiny kanal, ale nedosahuji jeho kvalit z hlediska fyzikalné-chemickych a
geometrickych vlastnosti, proto nejsou mezi vysledné kandly zapocitany. Nasledné bylo
provedeno rozdé€leni krystalovych struktur podle rodiny CYP, do niz nalezely, a byla
provedena analyza v ramci téchto rodin. Tento krok pfinesl moZnost porovnani vlastnosti
kanalt vzdjemné mezi témito rodinami a zaroven diky mens$im strukturnim odchylkdm byla
analyza celkové zpiesnéna. Protoze variabilita jednotlivych fyzikalné-chemickych vlastnosti
byla probréana jiz na tabulce celkovych vysledkt, budou u jednotlivych rodin CYP probrany

detailn€ spiSe vzacné vlastnosti specifické pro danou rodinu.

4221 CYP1A2

Rodina 1A2 je zastoupena strukturou 2HI4. U této struktury vSak zadné kanaly nebyly

nalezeny.

4222 CYP1B1

Tato rodina je zastoupena také pouze jednou strukturou a to 3PMO. V této struktuie
byl nalezen jeden kanal (Obr. 25). Jedna se o kanal rodiny 3 s pomérmné Sirokym hrdlem.

Vyznacuje se zapornym nabojem a nepfili§ vysokou polaritou.

Obrazek 25 Kanal struktury CYP 1B1, struktura 3PMO.
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4223 CYP 2Ax
Rodina 2Ax obsahuje podrodiny 2A6 (13 krystalovych struktur) a 2A13 (5 krystalovych

struktur). Tyto struktury jsou vSak znacn€ uzaviené, coz dokazuje velmi maly pocet
nalezenych kanalti. U struktury 2A6 byl nalezen pouze jeden kanal, u struktury 2A3 jich bylo

nalezeno pét. NiZe jsou obé podrodiny popsany samostatné.

42231 CYP2A6

Tato rodina je zastoupena pouze jedinym nalezenym kanalem, jimZ je kanal solventu

ve struktufe 3T3R (Obr. 26). Zadné duplikaty nebyly nalezeny.

proximalni strana B/C smycka

Obrazek 26 Kanal struktur CYP 2A6, struktura 3T3R.

Tento kanal solventu ma pomérné Siroké hrdlo, a vyssi hodnotu polarity a nizky index

hyrofobicity a hydropatie.

4.2.2.3.2 CYP 2A13
Rodina 2A13 sestava z péti krystalovych struktur, jmenovité: 2P85, 3T3S, 4EJG,

4EJH, 4EJI. Zastoupeni kanalt je zde vSak velmi malé, protoZze v nékterych strukturach se

neoteviraji viibec zadné kanaly. Kandly tedy byly nalezeny pouze ve strukturdch 4EJH a

4EJG. Celkové bylo nalezeno 5 kanali a jeden duplikat (Obr. 27).
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FIG smycka

proximalni strana

Obrazek 27 Kanaly struktur CYP 2A13, struktura 4EJG.

Nejvice je zde zastoupen kanal solventu, ktery se objevuje ve tiech pfipadech. Tento
kanal je také nejvice otevieny a jeho naboj se muze pohybovat v rozmezi od -1 do 1. Hodnota
hydropatie a hydrofobicity tohoto kanalu pievySuje ostatni kandly a nabyva tak Caste¢né
hydrofobniho charakteru. Nejpolarnéjsi je kanal 2e, za nimZ nésleduje kandl solventu.
Variabilita polarity je znand a lze ji opodstatnit rozdily mezi krystalovymi strukturami i

v ramci jednotlivych fetézcu. Kanal 2a byl nejdelsi ze vSech nalezenych kanala. Jeho polarita

Vv

4224 CYP2B6

Rodina 2B6 se sklada ze ¢tyt krystalovych struktur s kody: 3IBD, 3QOA, 3QUS a
3UAS. Objevuji se zde kandly solventu i rodiny 2, konkrétn¢ 2a, 2b, 2e a 2f. Celkové
mnoZstvi nalezenych kanalt bylo 12 a k tomu jeden duplikat. Nejvice zastoupeny jsou kanaly

2f, které se objevily ve vSech krystalovych strukturach (Obr. 28).

FIG smycka

Obrazek 28 Kanaly struktur CYP 2B6, struktura 31BD
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Kanaly 2f maji spi§ hydrofobni charakter a jsou obvykle zdporné nabité. Oproti jinym
kandlim vsak 2f nemaji piili§ Siroké hrdlo. Primérny polomér hrdla 2f &ini 1,34 + 0,15 A.
(2,19 £ 0,01 A). Kanaly solventu a 2a se vsak oteviraji pouze u struktury 3UAS. Velmi
neobvykla je hydrofobni povaha kanalu solventu doplnénd i velmi nizkou polaritou téchto
kanalt. Celkové maji vSechny nalezené kanaly u 2B6 zna¢né hydrofobni charakter rozdilny
od ostatnich rodin CYP, jelikoz jejich indexy hydropatie a hydrofobicity jsou vyrazné vyssi.
Kanal solventu je zde také elektroneutralni. Kanaly 2a, 2b a 2e preferuji kladny naboj kdezto
u 2f se objevuji 1 zaporné nabité kanaly. Nejpolarngjsi je kanal 2b, jehoz indexy hydropatie a

hydrofobicity jsou rovnéz nejnizsi.

4225 CYP2Cx

Rodina 2Cx se sklada ze tii podrodin 2C8, 2C9 a 2C19. Rodina 2C8 sestava z péti
struktur: 1PQ2, 2NNH, 2NNI, 2NNJ, 2VNO. Rodina 2C9 je zastoupena tfemi krystalovymi
strukturami: 10G2, 10G5 a 1R90. CYP 2C19 representuje jedna struktura, kterou je 4GQS.
Celkové bylo do analyzy 2Cx zahrnuto devét krystalovych struktur.

F/IG smycka
F/G smycka @

Obrazek 29 Kanaly struktur CYP 2Cx, struktura 10G2.

U 2Cx byly nalezeny kanaly jedenacti typa: 2a, 2b, 2c, 2ac, 2e, 2f, kanaly solventu a
dale kanaly rodin 3, 4 a 5. Bylo nalezeno 61 kanalii a dva duplikaty (Obr. 29). CYP 2Cx se
vyznacuji vyskytem vzacnych kanali 2ac, ktery se objevila u vSech tfi podrodin. Dalsi
specifickou zalezitosti 2Cx je ptitomnost druhého kanalu solventu oznaceného jako S2. Tyto

kanaly se objevuji jako druha vétev klasickych kanalii solventu, ale vétSinou jsou kratsi a
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mohou se lisit i fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi. Nejvice je zde zastoupena skupina kanali
indexu. Druhé nejpolarnéjsi jsou kanaly solventu, a to, jak klasicky solvent - S, tak druhotny -
S2. Nejhydrofobnéjsi kanal spada do rodiny 4 s hodnotou hydropatiec 2,44 + 0,02. Kanal 4 je
nasledovan kandlem 2ac s hodnotou hydropatického indexu 2,18 + 0,38. Kandly S2 se
objevuji ve strukturach 10G2, 10G5, 1R90 a 4GQS. Jedna se o nejkrat$i nalezené kanaly
s primérnou délkou pouze 16,3 + 3,1 A. Hrdlo S2 je $ir$i neZ u klasického solventu a hodnoty
indexti hydropatie, hydrofobicity a polarity jsou zde také ponc¢kud vyssi. Z hlediska
hydropatie se S2 jiz spiSe ptikladni k hydrofobnimu charakteru kanala.

Kanaly 2ac jsou piitomny pouze u struktur 1R90, 2NNH a 4GQS. Jsou tedy
kanaly 2b s primérnou hodnotou poloméru hrdla 2,00 + 0,24 A. Naopak nejuzsi hrdlo je
ptitomno u kanalu 3. Jako zcela elektroneutralni se jevi kanaly 2a, kde vSech Sest nalezenych
kanali mélo nulovou hodnotu naboje. 2a se objevil u struktur 1PQ2, 2VNO a 4GQS. U
ostatnich kanali 2Cx se vyskytuje ur€itd ndbojova variabilita dand odchylkami mezi
jednotlivymi strukturami. U kanalti 2a se objevuje nejnizsi primérna hodnota polarity 1,15 +
0,12. Nejdelsimi kanaly s primérnou hodnotou délky pies 30 A se vyznaduji rodiny 4 a 5 a 2f.
Kandly rodiny 5 jsou polarnéjsi a mirn€ hydrofilnéjsi oproti rodin€ 4. Primérnym nabojem se
tyto dvé skupiny také 1ii, protoze rodina 5 vykazuje negativni naboj, kdezto rodina 4
uptfednostiuje kladné hodnoty naboje. Kanaly 2f se vyznacuji nizkou polaritou, ale oproti
rodindm 4 a 5 maji diky niz§imu hydropatickému a hydrofobickému indexu spisSe hydrofilni
charakter. Struktura rodiny 2C9 1R90 je ponékud atypicka, diky strukturni odchylce
zpusobené chybéjici F/G smyckou. Vyskytuji se zde kandly typu 2e, které se v ostatnich
strukturdch podrodiny 2C9 neobjevuji. Zbylé dva kanaly typu 2e byly nalezeny ve strukturach
podrodiny 2C8, tedy u struktur 1PQ2 a 2VNO.
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4226 CYP2D6

Rodina 2D6 je zastoupena ctyimi krystalovymi strukturami: 2F9Q, 3QM4, 3TBG,
3TDA. Celkovy pocet nalezenych kanalti byl 28 a dva duplikéty. V téchto strukturach se
objevuje pomérné velka skala rodin kanald (Obr. 30). Jde o kanaly: 2a, 2b, 2c, 2e, 2f a kanal

solventu.

F/G smycka

Obrazek 30 Kanaly struktur CYP 2D6, struktura 2F9Q.

Nejvy$sim poctem kanalii je zastoupena rodina 2a. Nejkrat$i kanaly jsou podle
primérnych hodnot délky 2f. Nejdelsi kandly se objevuji u rodiny 2e. Otevienost je nejvyssi
také u kanalu 2f s primérnym polomérem hrdla 1,96 + 0,29 A. Po 2f jsou pomémné dosti
oteviené i1 kanaly 2a a 2b. U kanalt 2a, 2b, 2¢ a kanalu solventu ptfevazuje celkovy zaporny
naboj. Vyjimkou jsou pak kanaly 2e a 2f, které jsou zpravidla kladn€ nabité. Nejpolarné;si
kanal je 2b, za nim nésleduji 2c a 2e. Index hydropatie je nejvyssi u kanalu 2f, cemuz
odpovida 1 jeho velmi nizké polarita. Piekvapivy je hydropaticky index kanalu solventu 1,34
+ 0,37 A i jeho nizka polarita, ktera je u tohoto typu kanalu znaéné& neobvykla. K variabilité
fyzikéalné-chemickych vlastnosti nejspiSe pfispiva absence urcitych ¢asti struktury, kterd se
vyskytuje u nékolika testovanych struktur (napf. chybé&jici smycka mezi N-koncem a

helixem A).
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4227 CYPZ2E1

CYP 2E1 je rodinou zahrnujici Sest krystalovych struktur: 3E4E, 3E61, 3GPH, 3KOH,
3LC4 a 3T3Z. Bylo zde nalezeno 10 kanald a jeden duplikat.

proximalni stran B/C smyckagp

Obrazek 31 Kanaly struktur CYP 2E1, struktura 3E4E.

Pro cytochromy P450 2E1 je typicka pfitomnost pouze jednoho typu kanéald. Analyzou
vSech dostupnych krystalovych struktur bylo zjisténo, ze CYP 2E1 uptednostiiuje vyhradné
kanaly 2b. Kanaly 2b byly nalezeny ve vSech strukturach kromé 3E6I a 3GPH (Obr. 31).
Kandly 2b zde maji nizkou polaritu a mirn¢ hydrofobni charakter. Hrdlo je pomérn¢ oteviené
s primérnou hodnotou poloméru 1,39 + 0,09 A. Podle negativniho niboje kandlti budeme

ocekavat transport spiSe kladné nabitych latek.

4228 CYPZ2R1
CYP 2R1 sestava ze tii krystalovych struktur: 3C6G, 3CZH a 3DL9. Celkové zde bylo

nalezeno 9 kanalii a zadny duplikat.

U CYP 2R1jsou vyhradné zastoupeny kanaly typu 2¢ a 2a (Obr. 32). Hlavni podil Sesti
kanala z deviti predstavuji kanaly 2c. Oba typy kanalli maji u rodiny 2R1 nizkou polaritu
s ¢imz souvisi jejich sklony k hydrofobicit¢ dané hodnotami indextt hydropatie a
hydrofobicity. 2a je elektroneutralni, zatimco 2¢ ma spiSe negativni naboj. Délky kanall se
mezi témito dvéma rodinami li§i zhruba o 5 A. Kandly 2¢ maji Siroké hrdlo (R= 2,11 + 0,15

A), ale kanaly 2a jej maji téméf poloviéni (R= 1,38 + 0,09 A).
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Obrazek 32 Kanaly struktur CYP 2R1, struktura 3C6G.

4229 CYP3A4

CYP 3A4 sestava z deviti krystalovych struktur: 17TQN, 1WOE, 1WOF, 1W0G, 2J0D,
2VOM, 3NXU, 3TJS. V teéchto strukturach bylo nalezeno 38 kanald a 2 duplikaty (Obr. 33).

Obrazek 33 Kanaly struktur CYP 3A4, struktura 1TQN.

Analyzou krystalovych struktur cytochromu P450 3A4 byly zjistény rozdily
V obsazenosti téchto struktur kandly. U struktury 2J0OD nebyly nalezeny zadné kandly. Jejim
pravym opakem je vSak struktura s PDB ID 2VOM. CYP 3A4 obsahuje tyto typy kanalt:
kanal solventu, 2a, 2b, 2e, 2f a 4. Nejvice zastoupeny jsou kanaly typu 2e a 2b. Sirsi hrdla
kanald, obzvlasté pak hrdlo 2b (R= 2,07 + 0,22 A), umoziuje pienos i vétsich molekul.
Primérna délka nejdelsiho z kanald 2a je 33,9 + 1,6 A. Nejpolarngjsim kanalem je 2b, za

nimz nasleduje na druhém misté 2e. Hydrofobni charakter se nejvice projevuje u kanalu 4,
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jehoz hodnoty hydrofobicitniho i hydropatického indexu ptevysuji hodnoty u kanali
ostatnich. Tento fakt je podpoten také jejich velmi nizkou polaritou. Kandly 4 se téz vyznacuji
svoji elektroneutralitou. U ostatnich kanalli je ndboj pomérné variabilni veli¢inou, nicméné
neni se ¢emu divit, jelikoz aminokyselinové slozeni v této oblasti se mezi jednotlivymi

strukturami rizni. Totéz Ize fici také o variabilité v oblasti polarity kanali.

4.2.2.10 CYP 7Al

Rodina 7A1 zde byla zastoupena tfemi krystalovymi strukturami: 3DAX, 3SN5 a
3V8D. Celkove bylo u 7A1 nalezeno 16 kanalu a tti duplikaty (Obr. 34). Struktury rodiny

7A1 se od ostatnich zastupcil lidskych cytochromt P450 zna¢né lisi.

Obrazek 34 Kanaly struktur CYP 7Al, struktura 3DAX.

Nejvétsi odchylky se objevuje v oblastech F/G a B/C smycek. Diky témto odchylkam
se tak u 7A1 vyskytuje 1 specifickd sada kanali. Krom¢ klasického vodniho kanalu se zde
objevuje i druhy pseudo-vodni kanal, ktery byl znacen jako W2. Po jednom kanalu se zde
objevuji rodiny kanall solventu a 2e (struktura 3DAX). Ostatni krystalové struktury davaji
piednost kanal 2b a vodnim. Polarita kandlu solventu a vodniho kanalu je opét nejvyssi mezi
ostatnimi kanaly. Kanal solventu je zaporn¢ nabity, zatimco kanal vody nese naboj +1. Kanal
W2 vsak jiz vykazuje polaritu o polovinu niZsi, z ¢ehoZ je mozno fici, Ze se spiSe nez o
hodnovérnou vétev vodniho kandlu, jedna o jakousi anomalii. Pomémé zajimava je Sitka

-----

pak 2b. Kanaly 2b jsou spiSe hydrofobniho charakteru, ¢emuz odpovida i hodnota polarity.
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4.2.2.11 CYP8Al
Rodina 8A1 zahrnuje pouze dvé krystalové struktury: 2IAG a 3B6H. Podobn¢ jako
7A1 se i 8A1 vyznacuje zménami polohy v F/G a B/C smyckach. B/C smycka je nicméné

velmi netypickd, coz ovlivituje 1 vysledné kanaly. U této rodiny bylo nalezeno 6 kanali a

navic jeden duplikat (Obr. 35).

distalni strana

proximalni strana

Obrazek 35 Kanaly struktur CYP 8A1, zobrazeno na struktuie 21AG.

Vyskytuji se zde kandly 2a, 2b, rodina 1 a vodni kandl. Kandly 2b se pak objevuji
vyhradné u struktur 3B6H. Kanély 2a zase u 2IAG. NejdelSim kanalem je kandl 1, ktery je
zaroven 1 kandlem nejpolarnéjSim, nicméné jeho hrdlo je mezi ostatnimi kandly v 8A1l
nejuzsi. Jako nejvice oteviené se jevi kandly 2a s primérnou hodnotou poloméru hrdla 1,81
A. Kanaly 2a jsou zde spiSe hydrofobniho charakteru a kladné nabité. Rodina kanalti 2b je

vSak mirné hydrofilni a tyto kanaly jsou také podstatné kratsi.

4.2.2.12 CYP 11A1

CYP 11A1 se sklada ze ¢tyt struktur: 3N9Y, 3N9Z, 3NAO a 3NAIL. 11A1 je typicka
pfitomnosti kandlti rodiny 2, konkrétné¢ se zde vyskytuji kandly 2a, 2b a 2e. Nalezenych
kanala bylo 20 (Obr. 36). Nebyly nalezeny zadné duplikaty. Nejvétsim poctem sedmi kanalt
jsou zastoupeny kanaly 2b a 2e. Nejpolarnéj$im kandlem je jednoznacné 2e, zbylé dvé rodiny
kanall jsou polarni velice malo a 2b jiZ ma spiSe hydrofobni charakter. Kanaly 2b maji
0,12 A. Nébojovy charakter kanalti naznaCuje, e se u viech bude objevovat spise kladny

naboj. Kanal solventu je nejdelsi a 2e nejkratsi.
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FIG smycka

Obrazek 36 Kanaly struktur CYP 11A1, struktura 3NAT.

4.2.2.13 CYP 17A1

Rodina 17A1 je zastoupena dvéma krystalovymi strukturami, z nichz kazda obsahuje
Ctyfi fetézce. Témito strukturami jsou: 3RUK a 3SWZ. Bylo nalezeno 9 kanald a Zadny
duplikat nebyl pfitomen.

Obrazek 37 Kanaly struktur CYP 17A1, struktura 3RUK.
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U CYP 17A1 se objevuji kandly 2f, kanal solventu a kanal 3 (Obr. 37). Nejvice
zastoupena je pravé rodina kanalt 3, ktera se podle primérného poloméru hrdla (1,48 A) jevi
také nejvice oteviend. NejpolarngjSim 1 nejhydrofilngjSim kandlem je 2f a zaroven se
vyznaCuje negativnim nabojem. Kanal solventu vykazuje primérnou hodnotu naboje -1,5.
Hodnota indexu hydropatie je dosti vysoka (2,10) a znaci spiSe hydrofobni charakter kanalu

solventu.

4.2.2.14 CYP 19A1

Cytochromy P450 19A1 se dé€li do péti krystalovych struktur: 3EQM, 3S79, 3S7S,
4GL5 a 4GL7. Byly zde nalezeny ctyii kandly, pfi€emzZ se jednalo vyhradné o kanaly solventu
(Obr. 38). Mezi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi neprojevuji kanaly nijak vyrazné rozdily.

Podle primérné hodnoty poloméru hrdla se jedna o pomérné oteviené kanaly.

Obrazek 38 Kanaly struktur CYP 19A1, struktura 3EQM.

Kanaly solventu struktur 19A1 jsou spiSe zaporné nabité s hydrofilnim charakterem,

jemuz odpovida i primeérna polarita.

4.2.2.15 CYP 46A1

CYP 46A1 je zde zastoupen osmi strukturami 2Q9F, 2Q9G, 3MDM, 3MDR, 3MDT,
3MDV, 4ENH A 4FAl. Bylo zde nalezeno 11 kanali a zadné duplikaty (Obr. 39).

Rodina 46A1 je typickd vyskytem kandlii typu solventu, 2a, 2f a struktura 4ENH
obsahuje jeden kanal 2ac. Hrdla kanali jsou pomérné Siroka, ztohoto hlediska je

nejotevienéjsi kanal 2a s hodnotou poloméru hrdla 1,44 A. Podobné §iroké jsou vsak i kanaly
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2f (1,40 A) a kanal solventu (1,41 A). Kanal 2ac je nejpolarngjsi a také nejhydrofilngjsi, jak
naznacuji indexy hydropatie a hydrofobicity. Druhy nejpolarnéjsi je kanal solventu, jehoz
hydrofilni charakter je jiz niz$i. Z hlediska naboje jsou kanaly 2f neutralni, ale 2ac je naopak

kladn¢ nabity.

B/C smycka

Obrazek 39 Kanaly struktur CYP 46A1, struktura 3SMDM.

4.2.2.16 CYP 51A1

Mezi cytochromy rodiny 51A1 patii tfi krystalové struktury s PDB ID 3JUS, 3JUV a
3LD6. Celkové tedy byly porovnany tfi krystalové struktury rozdélené do péti fetézct.
V téchto strukturach bylo nalezeno celkem 14 kanali a Zadné duplikaty.

F/G smycka

distalni strana

| B B/C smycka
proximalni strana L, A

Obrazek 40 Kanaly struktur CYP 51A1, struktura 3JUS.
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Zatimco struktury 3JUS a 3LD6 jsou strukturné témét identické, struktura 3JUV jevi
znaény posun v oblasti F/G smycky, kterd je zde jakoby ,,propadla® smérem dovnitf struktury.
Diky posunuti v oblasti F/G smycky se u struktury 3JUV neobjevuji kanaly 2a. Naopak se zde
vyskytuje jako u jediné ze struktur CYP 51A1 kandl rodiny 2f. Jedinecna je 3JUV také
vyskytem vodniho kanalu. Struktury 3LD6 a 3JUS maji velmi podobnou skladbu rodin
kanald. U obou se objevuje kanal solventu a kanal 2a (Obr. 40). Zadna z tchto struktur

neobsahuje kanaly okolo B/C smycky.

Zajimavosti CYP 51A1 je vyskyt druhé vétvé kanalu solventu, ktery je zde oznacen
jako S2. Tento specificky kanal se objevuje u vSech krystalovych struktur. Jejich vyskyt je
opodstatnén uspofddanim sekundarnich strukturnich prvki. Helixy F a F* jsou u CYP 51A1

posazené vySe nez u ostatnich lidskych CYP, coz umoznuje vstup dalsiho kanalu.

Nejdelsi z nalezenych kanali je 2f (délka 27,5 A), zatimco nejkrat§imi kanaly jsou

v

rodiny 2a, popifipadé S2. Z hlediska Sitky hrdla kanalu se jako nejotevienéjsi jevi kanaly
vodni kanal, ktery se vyskytuje pouze u struktury 3JUV. Druhym nejpolarnéjSim kanalem je
kanal solventu. Vysoké hodnoty polarity téchto kanald jsou v dobré shodé se zapornymi
hodnotami indexu hydrofobicity a hydropatie. Kanaly 2s a 2f jsou typicky neutralni, kdezto
kanaly solventu jsou zaporné nabité. Pomérné piekvapivy je kladny naboj vodniho kanalu
(+3). Tyto fyzikalné-chemické vlastnosti naznacuji, ze vodni kanal mize slouzit jako vystupni
cesta produktid odchéazejicich z aktivniho mista. Kanéaly rodiny 5 se vyskytuji ve strukturach
3LD6 a 3JUV. Hodnota jejich primémé polarity 13,24 + 2,50 se v rdmci kanali CYP 51A1
dd povazovat za stfedni. Tyto kandly jsou pomémé oteviené se slabé hydrofilnim

charakterem.
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4.3 Zeolity

4.3.1 Nalezené pory ve strukturach zeoliti

Tabulka 4 Ptehled nalezenych pori ve vybranych zeolitech. Struktura zeolitu je zobrazena s molekularnim
povrchem v 8edé barvé, por jsou vyznaéeny pomoci kouli.

. v pramérny vzdalenost od "
. prumerna . v vy pocet struktura
zeolit délka [A] polomér pocateéniho 51l Jeolitu
hrdla [A] bodu [A] | P

ABW-77 15,68 1,41 8,93 1
PUN-12 36,65 1,34 11,85 1
UFI-6 0
ZON-17 | 18,24 +£10,84 0,98 £ 0,07 9,72 1£6,22 6
AFO-99 8,26 + 4,64 2,13+0,11 5,56+4,70 2
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Tabulka 5 Nalezené autopory ve vybranych strukturach zeolit. Struktura zeolitu je zobrazena s molekularnim
povrchem v Sedé barve, pdry jsou vyznaceny pomoci kouli.

Ry pramérny vzdalenost od .
. pramérna délka N wrr v pocet
zeolit Al polomér hrdla | poc¢ateéniho bodu aUtopéri
(Al [A]

ABW-77 0
PUN-12 22,25+ 4,63 1,41+0,15 13,05 £ 6,44 3
UFI-6 17,72 £ 9,21 1,90 +£0,35 11,26 + 8,64 30
ZON-17 19,00 £ 8,77 1,13+0,27 9,05+7,52 17
AFO-99 10,90 + 4,86 1,37 £0,98 7,16 £4,91 4

V tabulkach 4 a 5 jsou uvedeny geometrické vlastnosti nalezenych poru.

4.3.1.1 Struktura ABW-72
Zeoliticky skelet ABW-72 zastupuje material Li-A (Barrer, White) s chemickym
slozenim |Lif (H,0)41|[Al,Si,04¢]-.

U této struktury byl nalezen pouze jeden pér a zadny autopor. Celkova délka poru byla
naméfena 15,68 A. Hrdlo je pomérné oteviené s hodnotou poloméru 1,41 A. Vzdalenost hrdla

od jeho pocatku byla 8,93 A. Tento zeolit je z hlediska pérovitosti ponékud uzavien.

63



4.3.1.2 Struktura PUN-12

PUN-12 je materidlem nesouci nazev PKU-9 a chemickym slozenim:

|65H14N|§1[6928Al8072]'-

V dan¢ struktufe PUN-12 byl nalezen jeden por a tii autopory. Por je velmi dlouhy,
nicméné autopory maji praimérné Sir§i polomér hrdla. Autopory se opét vyskytuji v nékolika
velikostech, které souhrnné pfispivaji k hodnoté smérodatné odchylky pro délku + 4,63 A.
Jesté vyssi je vSak odchylka primérné vzdalenosti hrdla od pocatecniho bodu péru. Primérné
se u autopdrtt hrdlo pohybuje v okoli 13 A od pocatku poéru. Hrdla poru i autopoérd jsou si
velikostné blizka. Smérodatnd odchylka hrdel autopérii nenabyva vyssich hodnot. Jejich Sitka

tedy zlstava 1 ptes rozdilnou délku pomérné zachovéana.

4.3.1.3 Struktura UFI-6

Jedna se strukturu o sloZeni |Kg |[AlgSiss0125]-.

Tento zeolit obsahuje velké mnozstvi port riznych délek. Pomoci MOLE 2.0 bylo ve
struktufe UFI-6 nalezeno 30 autopori. Nejdelsi nalezeny por dosahoval délky 41,96 A,
zatimco nejkrat$i por mél pouze 5,57 A. Hrdlo je u portt UFI-6 pomérné Siroké 1,90 + 0,35 A.
Vysoka smérodatna odchylka se ovSem objevuje u vzdalenosti hrdla od pocatku poru, coz

koreluje s proménlivosti délek jednotlivych port.

4.3.1.4 Struktura ZON-17

Struktura zeolitu ZON-17 ptedstavuje latku s ndzvem ZAPO-M1 a chemickym
vzorcem |(C4Hy2NF)gl[ZngAly4P350138]-.

Struktura ZON-17 obsahovala 6 porii a 17 autopért. Pory a autopory se v prumérnych
vlastnostech pomérné 1isi. Pory jsou celkové krats$i nez autopory, nicméné jednd se o rozdil
mensi nez 1 A. Velikostni rozmezi je u obou pomérné $iroké. Nejdel3i autopor dosahuje délky
33,75 A a nejdelsi por je dlouhy 37,20 A. Hrdla autopori jsou §ir$i, oviem s vyssi
smérodatnou odchylkou nez se objevuje u port. Je vSak nutno brét v potaz fakt, ze autoport je
Vv tomto ohledu vice a 1 jejich rozpéti je SirSi. Vzdalenost hrdla od pocatecniho bodu je u obou

typl nalezenych p6rt velmi proménliva.
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4.3.1.5 Struktura AFO-99

Jednd se o zeolit snazvem AIPO-41. Chemické sloZeni tohoto materidlu je
[Al10P10040]-.

U této struktury zeolitu bylo ziskano Sest pord, ztoho ctyfi byly nalezeny jako
autopory a dva jako pory. Primérna délka se podobné jako u ostatnich deviti zeolitd pohybuje
ve vysSich hodnotach nez u pora. Rozsah délek je vSak u pori i autoporia pomérné velky,
Z ¢ehoz se odviji i1 relativné vysoké smeérodatné odchylky délky. Ve srovnani s pory u
ostatnich zeolit jsou pory struktury AFO-99 zna¢né Siroké. Dva nalezené pdry maji
primémy polomér hrdla 2,13 = 0,11 A. Autopdry vsak jiz tak oteviené nejsou, protoze jejich
primérny polomér hrdla je témét poloviéni jako u pori. Vzdalenost hrdla od pocate¢niho
bodu je vzhledem k t¢émto hodnotam u p6ru ostatnich zeolitti spiSe kratsi, nicméné opét je

zna¢né variabilni, s Sirokym rozsahem hodnot v ramci jednotlivych pora.
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5 Zavéry

5.1 CAMaBM3

Srovnanim nalezenych kanald u bakteridlnich cytochromti P450 CAM a BM3 bylo
zjisténo, zZe struktury CAM obsahuji podstatné mensi mnozstvi kanalti nez BM3. U CAM byl
nejpocetnéjSim kanalem 2a (31 %) a u BM3 bylo nalezeno nejvice kanall u rodiny 2b (58 %).
U cytochromi P450 BM3 se vyskytuje pomérné vzacny kandl 2d. Z geometrické¢ho hlediska
jsou kanaly CAM pramémné krat$i nez BM3, avSak jejich hrdla jsou oproti BM3 vice
otevfena. Zatimco u kanali CAM byly nalezeny pouze rodiny kanall vody a solventu,
doplnéné dvéma kandly rodiny 2, u BM3 bylo zastoupeni rodin kanalii podstatné vé&tsi.
Typicky nejhydrofilngj$imi kanaly se ukazaly byt kandly vody (zastoupeny z 35 %) a dale
kandly solventu, ¢imz se potvrzuje domnénka, ze by mohly slouzit k dopravé molekul vody
do aktivniho mista. Naopak nejhydrofobnéjsimi kanaly byli zastupci rodiny 2. Obecné lze
fici, Ze se kandly objevovaly ve zvySené mife u struktur, které byly oznacovany jako

,,oteviené®.

5.2 Lidské cytochromy P450

5.2.1 Celkové zhodnoceni lidskych cytochromii P450

U lidskych CYP byly nejvice zastoupeny kanaly 2b (19 %). Kandly solventu pak tvofi
druhou nejpocetnéjsi skupinu nalezenych kanéli, jeZ maji zhruba 17 % zastoupeni. Zajimavé
jsou lidské CYP vyskytem vzacnych kanald 1, 5 ¢ 2ac, které se v jinych CYP pfilis
neobjevuji. Specialnim ptipadem lidskych CYP je také vyskyt druhého paralelniho kanalu
solventu, zde nazvany S2. Tyto kanaly usti v t€sném sousedstvi kandlu solventu, jsou vSak
delsi s uzsimi hrdly a zpravidla vice hydrofobni. Kanaly S2 tvofily ~5 % z celkového poctu
kanalii. Podobné jako u CAM a BM3 se nejhydrofilné€ji chovaji kanaly vody, které se ovSem
objevuji v mnohem mensi mife, pouze okolo 3 %. Oproti BM3 a CAM jsou vSak kanaly
solventu nalezené v lidskych CYP méné hydrofilni, cemuz odpovida i niz§i hodnota polarity.
Nicméné vzhledem k charakteru kanali nalezenych u CYP tvoifi kandly solventu druhy
nejpolarngjsi typ kandlu. NejhydrofobnéjSimi byly shleddny kandly rodiny 4. Mutabilita je u

lidskych CYP pomérné vysoka, coz podobné jako u polarity, vychéazi ze strukturni rozdilnosti.
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5.2.2 Rodiny lidskych cytochromi P450

Kandly lidskych cytochromt P450 se mezi jednotlivymi rodinami pomérné lisi,

ptficemz kazda rodina obvykle preferuje jiné kanaly:

e solvent kanal preferuji CYP 2Ax, 19A1, 46A1,

e Kkanal 2a preferuji CYP 2D6, 8A1 a 51Al1,

e kanal 2b preferuji CYP 2E1, 7A1, 11Al,

e kanal 2c preferuji CYP 2Cx, 2R1,

e Kkanal 2¢ unikatné preferuje CYP 3A4 (spole¢né s 2b),
e kanal 2f unikatn¢ preferuji CYP 2B6,

e kanal 3 preferuji CYP 1B1 a 17Al,

e jako pfili§ uzaviené se jevi CYP rodiny 1A2.

Kanaly solventu a vody jsou vét§inou vysoce poldrni a podporuji tak ptedpoklad, ze
nejspiSe slouzi k transportu molekul vody a polarnich produkti z aktivniho mista. Kanaly
z rodiny 2 jsou nejcastéji hydrofobngéjsi, le¢ zna¢né variabilni a mohly by pfedstavovat hlavni

kanaly pro vstup nepolarnich substrati.

5.3 Zeolity

V péti strukturach vybranych zeoliti byly vyhledany poéry. Jednotlivé typy zeolitl
meély odlisné zastoupeni port V zavislosti na svych geometriich. Ve vétsSiné struktur byly
nalezeny jak pory, tak automaticky dle MOLE 2.0 nalezené autopéry. Celkové bylo nalezeno

vice autop6rd, konkrétné 20 port a 115 autopéri. Nejvice autoport bylo nalezeno u struktury

autoporu vykazuje nejvétsi prumérny polomér hrdla struktura UFI-6. Vzdélenost hrdla od

pocatecniho bodu je znacné proménlivou veliinou a je nutné ji brat s rezervou.

Lze tedy fici, ze pory struktur zeolitl se 1isi v zavislosti a geometrickém uspotadani

dané struktury a jejich vlastnosti maji ur¢itou miru variability.
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5.4 Celkovy zavér

Cilem této prace bylo provést resersi a analyzovat rizné druhy ,,ni¢eho* ve vybranych
souborech nanomateriali. Pro analyzu byly vybrany bionanomaterialy — cytochromy P450,

doplnéné o zastupce anorganickych poréznich nanomaterial — zeolity.

Cytochromy P450 byly testovany u dvou velkych skupin, kde prvni skupinu
predstavovaly bakterialni cytochromy P450 CAM a BM3 a skupinu druhou pak tvoftily lidské
cytochromy P450. U obou skupin byla provedena studie zahrnujici vyhledani kanald v téchto
strukturach a popis jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Fyzikaln&-chemické vlastnosti
kanalt BM3 a CAM jsou si pomérné blizké, nicméné vyssi hodnoty smérodatnych odchylek
téchto vlastnosti naznacuji zna¢nou variabilitu téchto systémut pii studiu jejich statickych
struktur. Variabilita je pak dana jejich strukturnim uspotadanim, které se mezi jednotlivymi

krystalovymi strukturami miiZe i znacné liSit.

Byla provedena detailni analyza kanal jednotlivych 19 rodin lidskych cytochromii
P450. V téchto strukturdch bylo nalezeno velké mnozstvi kandlti. Nejvice kandlii bylo
nalezeno u rodiny kanalu 2b a kanala solventu. Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti se
jedna o podobné variabilni systémy, jako tomu bylo u CAM a BM3, coz je navic
opodstatnéno 1 vétSim poctem zkoumanych krystalovych struktur. Porovnanim vysledki mezi
rodinami bylo zjiSténo, Ze kazdd rodina upfednostiiuje spiSe jen nékteré typy kanald, ale
vyskytuji se i piipady, kdy urcita rodina lidskych cytochromti P450 preferuje pouze jeden
druh kanalt, jako je tomu napfi. u rodiny CYP 2E1 ¢i CYP 1BI.

U anorganickych nanomaterialtt zeolitd bylo vybrano pét struktur, na kterych byla
provedena klasifikace pfitomnych port. U nalezenych porti byly posouzeny geometrické
vlastnosti, jako je délka poru a polomér hrdla. Pory zeolith se 1isi predevsim skalou velikosti
nalezenych pér, kterd byla u nékterych struktur zeolitl opravdu §irokd, z ¢ehoz vyplyva i

rozdilnost geometrickych vlastnosti port zeolita.

Program MOLE 2.0 se pro testovani téchto velkych soubort struktur nanomaterialti
osveédCil a potvrdilo se, ze je mozné jej pouzit pro analyzu ,ni¢eho*, jak pro struktury
biologického plvodu, tak pro struktury anorganické a mulze tak pomoci osvétlit nekteré

oblasti, jez dosud zlistdvaly oku védce skryty.
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6 Shrnuti

“Nic”, ¢ili prazdny prostor uvnitt materialu, tvofi dillezitou soucast mnohych struktur.
Kavity, pory ¢i kanaly mohou zastupovat rozlicné funkce jako je transport molekul ¢i
udrzovani stability daného systému. Cilem prace bylo hledat tyto prazdné prostory Vv
nanomateridlech, konkrétn¢ kandly a pory a popsat je jak z hlediska geometrického, tak
Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti. Pro analyzu ,ni¢eho” ve vybranych
nanomateridlech byl vyuzit specializovany program MOLE 2.0. Pro ucely diplomové prace
byly vybrany dvé skupiny zastupcli nanomaterialii, pti¢emz prvni skupinu tvofily cytochromy
P450, jakozto bionanomateridly. Druhou skupinu pak tvofily nanomateridly anorganického
puvodu — zeolity, jejichz strukturni uspotadani a mikroporézni charakter pifimo vybizi k
jejich primyslovému vyuziti jako cennych adsorbentt ¢i katalyzatoru.

Analyza cytochromti P450 byla provedena na strukturdch bakteridlnich cytochromi
P450 — CAM a BM3 a také u lidskych cytochromi P450. Fyzikalné-chemické vlastnosti
nalezenych kanald se u jednotlivych skupin cytochrom méni v zavislosti na odliSnostech
mezi krystalovymi strukturami.

U zkoumanych struktur péti zeolitlh byly za pomoci programu MOLE 2.0 nalezeny
pory. Tyto pory byly klasifikovany z hlediska geometrickych vlastnosti. Vysledkem bylo
zjisténi, Ze pory jednotlivych zeolitli se od sebe lisi obzvlasté rozsahem velikosti.

MOLE 2.0 se tak ukazal jako cenny nastroj pro testovani dokonce i tak velkych
soubort strukturnich dat, jakych bylo pouzito v této praci. Vzhledem Kk provedené analyze
poru zeolitd jej 1ze rovnéz doporucit pro geometrickou analyzu ,,niceho* v anorganickych

materialech.
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/ Summary

“Nothing” or empty space within any material is important part of many structures.
Cavities, pores or channels can show various roles in molecular transport or maintenance of
the stability of the system. The goal of this thesis was to find these empty spaces in
nanomaterials, particularly channels and pores, and to describe their geometrical and physico-
chemical properties with use of specialized program MOLE 2.0. For the purpose of the thesis,
two groups of nanomaterial were chosen. The first group was cytochromes P450 as an
example of bionanomaterials, and second group was zeolites - nanomaterials of inorganic
origins, whose structural arrangement and microporous character evoke their usage in
industry as valuable adsorbents or catalyzers.

Analysis of cytochromes P450 was performed on bacterial structures of cytochromes
P450 — CAM and BM3 and also on human cytochromes P450. Physico-chemical properties of
channels vary among particular cytochromes P450 depending on differences of their X-ray
structures.

Pores were analyzed in five zeolite structures with MOLE 2.0 program. Pores were
classified by their geometrical properties, whereas pores differ mostly in size range.

MOLE 2.0 program package has proven to be a valuable tool for analysis of big
collections of structural data similar to this thesis. With regards to performed analysis of
zeolite pores the program could be as well recommended as tool for analysis of “nothing” in

inorganic materials.
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9 Dopliiujici materialy

Tabulka SA. Fyzikalné-chemické vlastnosti aminokyselin (ptevzato z [4]]

Aminokyselina Naboj Hydropatie* Hydrofobicita” Polarita® Mutabilita®

ALA A 0 1,8 0,02 0 100
ARG R 1 -4.5 -0,42 52,0 83
ASN N 0 -3,5 -0,77 3,38 104
ASP D -1 -3,5 -1,04 49,7 86
Cys C 0 2,5 0,77 1,48 44
GLU E -1 -3,5 -1,14 49,9 77
GLN Q 0 -3,5 -1,10 3,53 84
g GLY G 0 -0,4 -0,80 0 50
g HIS H 0 -3.2 0,26 51,6 91
= ILE | 0 45 1,81 0,13 103
§ LEU L 0 3,8 1,14 0,13 54
5 LYS K 1 -39 -0,41 49,5 72
£ MET M 0 1,9 1,00 1,43 93
PHE F 0 2,8 1,35 0,35 51
PRO P 0 -1,6 -0,09 1,58 58
SER S 0 -0,8 -0,97 1,67 117
THR T 0 -0,7 -0,77 1,66 107
TRP W 0 -0,9 1,71 2,10 25
TYR Y 0 -13 1,11 1,61 50
VAL V 0 4,2 1,13 0,13 98
Hlavni fetézec 0 -0,4 -0,80 3,38 -

a) Kyte, J.; Doolittle, R. F. J. Mol. Biol. 1982, 157, 105-132.

b) Cid, H.; Bunster, M.; Canales, M.; Gazitaa, F. Protein Eng. 1992, 5, 373-375.

c) Jones, D. T.; Taylor, W. R.; Thornton, J. M. Comput. Appl. Biosci. 1992, 8, 275-82.
d) Zimmerman, J. M.; Eliezer, N.; Simha, R. J. Theor. Biol. 1968, 21, 170-201.
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Tabulka SB. Piehled pouzitych struktur CAM.

CAM retézec | CAM retézec
7CPP A 1QMQ A
6CPP A 1PHG A
6CP4 A 1PHG A
5CP4 A 1PHF A
3CPP A 1PHE A
2ZAX A 1PHD A
2ZAW A 1PHC A
2297 A 1PHB A
2H7Q A 1PHA A
2FEU A 1076 A
2FEU B 1076 B
2FER A 1K20 A
2FE6 A 1K20 B
2CPP A 1IWK A
1YRD A 1IWJ A
1YRC A 1IWI A
1UYU A 1GEM A
1UYU B 1GEK A
1788 A 1DZ9 A
1788 B 1DZ9 B
1787 A 1DZ8 A
1787 B 1DZ6 A
1T86 A 1DZ6 B
1T86 B 1Dz4 A
1785 A 1DZ4 B
1RF9 A 1CP4 A
1RE9 A 1AKD A
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Tabulka SC. Ptehled pouzitych struktur BM3.

BM3 ¢ BM3 ¢ BM3 etézec BM3 retézec
1BU7 A 1YQP A 2UWH C 3HF2 A
1BU7 B 1YQP B 2UWH D 3HF2 B
1BVY A 1204 A 2UWH E 3KX3 A
1BVY B 17204 B 2UWH F 3KX3 B
1IME A 1709 A 2XT7Y A 3KX4 A
1IME B 1709 B 2XTY B 3KX4 B
1POV A 2132 A 2X8Y A 3KX5 A
1POV B 212 B 2X8Y B 3KX5 B
1POW A 2133 A 3BEN A 3M4avV A
1POW B 213 B 3BEN B 3M4V B
1POX A 21J4 A 3CBD A 3NPL A
1POX B 21J4 B 3CBD B 3NPL B
1SMI A 2J1M A 3DGI A 3PSX A
1SMI B 2J1M B 3DGI B 3PSX B
1SMJ A 2J4S A 3EKB A 3QI8 A
1SMJ B 2J4S B 3EKB B 3Q18 B
1SMJ C 2NNB A 3EKD A 4DQL A
1SMJ D 2NNB B 3EKD B 4DQL B
1YQO A 2UWH A 3EKF A 4DQK A
1YQO B 2UWH B 3EKF B 4DQK B
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Tabulka SD. Ptehled pouzitych struktur lidskych cytochromti P450.

PDB ID | Fetézec PDB ID | Fetézec PDB ID | Fetézec PDB ID | Fetézec PDB ID | Fetézec PDB ID | Fetézec
2H14 A 3EBS A 4EJH A 3QMm4 A 3NXU A 3579 A
3PMO A B B 3QMm4 B 3NXU B 3S7S A
1710 A C C 3TBG A 3TJS A 4GL5 A

B D D 3TBG B 3DAX A AGL7 A
C 3T3Q A E 3TBG C 3DAX B 2Q9F A
D B F 3TBG D 3B6H A 2Q9G A
1711 A C G 3TDA A 3B6H B 3MDM A
B D H 3TDA B 3SN5 B 3MDR A
C 3T3R A 4EJI A 3TDA C 3v8D A 3MDR B
D B 3IBD A 3TDA D 3v8D B 3MDT A
2FDU A C 3Q0A A 3E4E A 21AG A 3MDT B
B D 3QuUs A 3E4E B 21AG B 3MDV A
C 4EJ) A 3QuU8 B 3E6I A 3B6H A 3MDV B
D B 3QuUs C 3E6I B 3B6H B 4ENH A
2FDV A Cc 3QU8 D 3GPH A 3N9Y A 4FIA A
B D 3QuUs E 3GPH B 3N9Y B 3Jus A
C 2P85 A 3QuU8 F 3KOH A 3N9Y C 3JUS B
D B 3UAS5 A 3KOH B 3N9Y D 3JUV A
2FDW A C 3UA5 B 3LC4 A 3N9Z A 3LD6 A
B D 1PQ2 A 3LC4 B 3N9Z B 3LD6 B
C E 1PQ2 B 3T3z A 3N9Z C
D F 2NNH A 3T3Z B 3N9Z D
2FDY A 3T3S A 2NNH B 3T3z C 3NAO A
B B 2NNI A 3T3z D 3NAO B
C C 2NNJ A 3C6G A 3NAO C
D D 2VNO A 3C6G B 3NAO D
2PG5 A E 10G2 A 3CzH A 3NAL A
B F 10G2 B 3CZH B 3NA1 B
C G 10G5 A 3DL9 A 3NAL C
D H 10G5 B 3DL9 B 3NAL D
2PG6 A 4EJG A 1R90 A 1TON A 3RUK A
B B 4GQS A 1WOE A 3RUK B
C C 4GQS B 1WOF A 3RUK C
D D 4GQS c 1WO0G A 3RUK D
2PG7 A E 4GQS D 2J0D A 3SwWz A
B F 2F9Q A 2J0D B 3SwWz B
C G 2F9Q B 2VOM A 3Swz Cc
D H 2F9Q C 2VOM B 3SwWz D
A 2F9Q D 2VOM Cc 3EQM A
2VOM D

81




MOLE 2.0 - Shrnuti funkci pokrocilych parametri

Interior Threshold

Interior Threshold (IT) je ,,prah“, ktery udava minimalni $itku na zacatku kanalu.
Pomoci IT jsou identifikovany vSechny prazdné prostory, které jsou Sirsi nez dvojnasobek
nastavené hodnoty IT. Samoziejmé, ¢im mensi bude hodnota IT, tim vice kavit a nasledné pak

tunelii, program vygeneruje.

Jinymi slovy slouzi vlastn¢ jako filtr pro nalezeni kanalu s relevantnim primérem.
Pokud je tunel pfili$ Gzky, nevstoupi do n&j dokonce ani sebemensi molekula, takovyto tunel
pak ztraci svoji zékladni funkci, tedy transport molekul, a oznacuje se jako uzavieny.
Parametr IT tak zajist'uje, Ze vypocitany tunel nebude mit primér uzsi, nez je jeho nastavena

hodnota. Standardni pfednastavena hodnota programem &ini 1,25 A.

Probe Radius

Probe Radius (dale PR) udava uroven detaili molekularniho povrchu. Niz§i hodnota
PR vygeneruje hruby molekularni povrch s vysokou urovni detailti. Naopak vyssi hodnota PR

vytvoii velmi hladky povrch, kde je Giroven detailii niZsi.

Origin Radius

Origin Radius (dale OR) ovliviiuje oblast, v niz probihda definovani potencialnich
pocatecnich bodl (pfi volbé automatického vyhleddvani pocateéniho bodu) pro vypocet
kanala. ZvySenim hodnoty OR bude docileno prohledani vétsi oblasti kavity. Pokud Zadny
bod nelezi uvniti definované hodnoty OR uvnitt kavity, pak nemuize byt nalezen zadny

pocatecni bod.

Surface Cover Radius

Surface Cover Radius je uzce spjat s hledanim koncového bodu kanalu. Proto bude

hloubéji rozebran v nasledujici kapitole.
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Popis pocatecniho a koncového bodu

Popis pocatecnich a konecnych bodl vychazi z nékolika mensich diagrami kavit. Tyto
diagramy jsou generovany jakozto vhodné propojeni mezi vrcholy kavity. Jako pocate¢ni je
pak oznaCen takovy bod, ktery je zanotfen nejhloubéji ve struktufe (nejhlubsi vrchol kavity).

-----

okraji kavity (,,nejvétsic vrchol kavity).

Pocatec¢ni bod

Bod, z néhoz bude ustit vypocitavany kanal je mozno ziskat dvéma zpusoby. Jednak si
mize uzivatel nadefinovat vlastni pocatecni bod (User defined) nebo je mozné pouzit
algoritmus MOLE 2.0. Prvni moznost dovoluje uZivateli vybrat si vlastni poc¢ate¢ni bod bud’
jako vybér residui v aminokyselinové sekvenci struktury, nebo bod ve formé XYZ soufadnic.
Ve druhém piipadé MOLE 2.0 vypocita pocatecni bod jako nejhlubsi vrchol kavity dané
struktury. Hloubka vrcholu je popsana jako nejkrat$i spojnice tohoto bodu s vrcholem na

vnéj$im okraji kavity.

Koncovy bod

Koncovy bod muzeme ziskat opét dvéma zpisoby — bud’ koncovy bod vypocita
MOLE 2.0, nebo ho muze v desktop verzi zadat uzivatel. Ten si mize zvolit vlastni koncovy
bod kliknutim na molekularni povrch dané struktury nactené v desktop verzi MOLE 2.0.
Castgjsi volbou k nalezeni tohoto bodu je vsak vyuziti MOLE 2.0. P¥i vypoétu je prohledan
diagram kavity a pro kazdy tento diagram je vtvofen podgraf sestaveny z hrani¢nich vrchola
kavity. Tyto body jsou propojeny, a vzniklé spoje jsou v dalSim kroku pokryty koulemi,
jejichz velikost (polomér) je dana hodnotou Surface Cover Radius. Ctyfstény, které se shoduji

s centry téchto kouli, jsou pak oznaceny jako koncové body tunelu.
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Parametry uréené Kk filtrovani kanalu

Jemngjsiho filtrovani vysledkl lze docilit vyuzitim dalSich tfi parametri s nazvy:

Bottleneck Radius, Bottleneck Tolerance a MaxTunnelSimilarity.

Bottleneck Radius

Tento parametr pro jemné filtrovani kanali popisuje minimalni polomér kandlu
vV kazdém bodé po celé délce tunelu. Nizsi hodnota Bottleneck Radius umozni vygenerovani
vice kanalt. Tento parametr je blizce ptibuzny zakladnimu parametru Interior Threshold, ale

pouziva se na rozdil od né&j az ve filtovani jiz vypocitanych kanalt.

Bottleneck Tolerance

Parametr Bottleneck Tolerance tizce souvisi s pfedchozim parametrem. Tento parametr
umoznuje nalézt i kanaly, které jsou na nékterém misté uzsi, nez nastaveny Bottleneck Radius,
takze jsou napiiklad ve statické struktufe uzavieny. Bottleneck Tolerance pak urcuje

maximalni délku takovéhoto uzsiho useku.

MaxTunnelSimilarity

MaxTunnelSimilarity je parametr pro odstranéni redundantnich kanald p#i srovnani
podobnosti vypocitanych kanali. Pokud jsou ve struktufe nalezeny dva kandly, které jsou
svymi proporcemi témét shodné, pak je vybran pouze krats$i z nich a delsi je odstranén. Od
nastavené hodnoty MaxTunnelSimilarity se samoziejmé odviji i poéet vyslednych kanald.
Hodnota MaxTunnelSimilarity pohybujici se v blizkosti 1 neni pfili§ dobrou volbou, protoze
filtra¢ni kritérium je v tomto pfipadé slabé, zatimco sniZenim hodnoty blize k 0,5 kritérium

podobnosti nabyde na sile a nasledné¢ bude vygenerovano mensi mnozstvi kanalt.
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Vypocet pora
Hledéani poru zacina az v okamziku, kdy MOLE 2.0 nalezl ve struktuie kanaly. Divod
pro tento postup je ziejmy jiz se samotné definice poru. Por je popsan jakozto kanal
propojujici dvé strany povrchu struktury, a proto je v MOLE 2.0 sestaven jako dva kanaly
ustici kazdy na jiné stran¢ molekuldrniho povrchu. Pokrocilé a filtraéni parametry se pii
vypoctu pora uplatituji stejnou meérou, jako pti vypoctu kandli. Protoze je koncové body
mozno ur€it pouze na zakladé vnéjsich hranic kavit, parametry jako Interior Threshold, Probe

Radius ¢i Surface Cover Radius silné ovliviiuji popis koncovych boda port.

Auto pory

Funkce auto porti (auto-pores) umoziuje presnéjsi zacileni koncovych bodl pora.
Tento proces vypocitava pory mezi vSemi pary koncovych bodi, které jsou automaticky
generovany pro vSechny hrani¢ni body kavity. Je vSak nutné zminit, Ze ne vSechny takto

uréené potencidlni body jsou koneénymi body jiz nalezenych kanala.

Desktop verze MOLE 2.0 navic dovoluje nastaveni uZzivatelem definovaného
koncového bodu, jednoduse kliknutim na molekularni povrch pfi sou¢asném drzeni klavesy
Ctrl. Toto individudlni nastaveni je vhodné pii cileném vyhleddvani ,ni¢eho” v dané

strukture, které ovSem vyZaduje dostateCnou znalost studovaného proteinu ¢i nanomaterialu.
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Vypocdet fyzikalné-chemickych vlastnosti

Fyzikalné-chemické vlastnosti vychdzeji ze slozeni aminokyselin, jez rdmuji cely
tunel. Pfi vypoctu je prubéh tunelu oznacen linii s nazvem centerline. Tyto linie jsou dale
slozeny z vrstev (layers), pfiCemz kazda vrstva je slozena z né€kolika residui, které ji
obklopuji, tudiz aminokyseliny ramujici cely tunel jsou vlastné vy¢tem vSech residui ze vSech
vrstev tunelu. Jako prvni jsou vypocitavany hodnoty délky kazdé vrstvy a také polomér hrdla
(bottleneck). Dale je =z postrannich fetézci aminokyselin v okoli tunelu zjiStovana

hydrofobicita, hydropatie, polarita, mutabilita a také naboj.

Vlastnosti  jednotlivych aminokyselin  jsou ziskavany z tabelovanych hodnot
(Tabulka SA.) a celkovy vysledek pak piedstavuje primérnou hodnotu vSech postrannich
fetézcli aminokyselin v okoli tunelu. Rovnéz je mozno ziskat vysledek v podobé vazenych
vlastnosti (vyjma naboje). V takovém ptipadé je vypocitan vazeny priamér vlastnosti, kde je

vaha doty¢né aminokyseliny vztazena na délku vrstvy [4].

Hydrofobicita

Hydrofobicita je poc¢itana jako primér normalizovanych hydrofobicit dle Cida a kol.
[88]. Skala hydrofobicity se pohybuje od nejhydrofobngjsi hodnoty isoleucinu (1,810) az
k nejhydrofilnéjsi  kyseliné glutamové s hodnotou hydrofobicity -1,140. Podobnym
ukazatelem hydrofobicity systému je hydropatie, ktera se li§i hlavné rozmezim stanovujicim
uroven hydrofobniho charakteru struktury. Pokud jsou hlavni fetézce aminokyselin namifeny

dovnitf tunelu, pak se pro vypocet hydrofobicity pouziva tabelovand hodnota pro glycin
(Gly).

Hydropatie

Hydropatie se vypocitava z hydropatickych indexti jednotlivych residui jako jejich
prumér. Vypocet hydropatie je realizovana pole metody Kyte a Doolittla [89]. Rozmezi
hodnot pro vypocet hydrofobicitniho indexu je stanoven od nejhydrofilnéjsiho argininu (-4,5)
az po nejhydrofobnéjsi isoleucin (4,5). Hydrofobicitni index je dale vypocitan jako pomeér
hydrofilicity a hydrofobicity danych aminokyselin. Pokud jsou hlavni fetézce aminokyselin

namifeny dovnitf tunelu, pak se pro vypocet hydropatie pouziva tabelovana hodnota pro

glycin (Gly).
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Polarita

Hodnota polarity je primérem polarit pro jednotlivé aminokyseliny odvozena
z metody Zimmermana a kol. [90]. Podobné jako u piedchozich fyzikalné-chemickych
vlastnosti ma i tato vlastnost danou skalu polarit. Tato Skala vychéazi od zcela nepolarnich
aminokyselin (Ala, Gly), jejichz hodnota je nulova. Dale se hodnota zvySuje az k polarnim
residuim, jako je napft. serin (1,67) az k nabitym aminokyselindm jako je kyselina glutamova
(49,90) ¢i arginin (52,00). Pro vypocet polarity se v piipadé natoc¢eni hlavniho fetézce do

tunelu pouziva tabelovana hodnota polarity pro asparagin (Asn).

Mutabilita

Mutabilita je stanovovana na zakladé prace Jonese a kol. [91]. Vysledna hodnota
mutability je ur€ena jako primér relativnich mutabilit jednotlivych aminokyselin, které ramuji
dany kandl ¢i por. Pii vypoctu mutability nejsou brana v potaz residua, jez jsou do tunelu

orientovana svym hlavnim fetézcem.

Naboj

Posledné jmenovany naboj je vypocitavan podle zastoupeni nabitych aminokyselin,
jako jsou kladné nabity arginin (Arg) a lysin (Lys) a ze zaporné nabitych pak kyselina
asparagova (Asp) a glutamova (Glu). Vysledny naboj je vypocten na zakladé priméru

jednotlivych nabojl na postrannich fetézcich aminokyselin.
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Format zadavani vypoctu

Serverova verze MOLE 2.0 vyzaduje specificky format XML pro zadani vypoctu ,,ni¢eho.*

Specifikace vstupu (Input)

V tomto zakladnim nastaveni zadavame umisténi a strukturu ¢i struktury, na kterych
bude vypocet tuneld, kavit a pori proveden. Prvnim bodem je specifikace vstupniho souboru.
<Input> tag
- specifies the input filename

<Input>1TON.pdb</Input>
- specifies the input chains (not case sensitive)

<Input SpecificChains=""> = all chains are selected

<Input SpecificChains="a"> = chain A is selected

<Input SpecificChains=" "> = "nameless chain" is selected

<Input SpecificChains=" ABC"> = chains "nameless chain", A, B, and
C are selected
Vkladanou molekulou je v nasem piikladu molekula cytochromu P450 3A4 s PDB ID 1TQN. Dale,
jak vidime na pfikladu, je zde moZnost nastaveni vybéru jednotlivych ¢asti makromolekuly, napt. zda
chceme do vypoctu zahrnout jen urcity fetézec daného polymeru, coz provadime v polozce Input

SpecificChains.

Pracovni sloZka (Working Directory)

Po specifikaci vstupnich soubori provedeme popis pracovni slozky, do niz se bude vypocet ukladat.

<WorkingDirectory>
- specifies the working directory

<WorkingDirectory>./output/</WorkingDirectory>

Nastaveni neaktivnich residui (NonActiveResidues)

Pokud je tfeba néjaky atom z vypoctu vynechat, napt. pokud nechceme, aby byl do vypoctu zahrnut
hemovy kofaktor proteinu, mizeme jej zde nastavit jako tzv. Non active residue, ¢imz zajistime, ze si

ho jiz program pfi vypoctu tunelti nebude v§imat.

<NonActiveResidues>
<Residue Name="HEM" Chain="A" SequenceNumber="508" />

</NonActiveResidues>
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V tomto ptipadé bude HEM 508 bran pti vypoctu jako neaktivni residuum a tudiz nebude do vypoctu

zahrnut.

Specifikace pocatecniho bodu (Start point specification)

Pro nastaveni pocatecniho bodu vyuzijeme tuto ¢ast. Jako pocatecni residuum mizeme vybrat jednu ¢i
vice aminokyselin, popfipad¢ je mozno zadat pfesnou pozici v rdmci XyzZ souradnic ziskanych z PDB
souboru, tzv. ,exact point.“ Exact point, tedy pfesny bod, umisti pocateéni bod na nejblizsi

Ctytuhelnik.

<Residue Chain="X" Name="CYS" SequenceNumber="123" />
<Point X="x" Y="y" z="z" />

<ExactPoint X="x" y="y" z="z" />

Zaddvani parametri

Serverova verze rovnéz nabizi Sirokou Skalu pokrocilych parametrl, kterymi je mozno ovlivnit

vysledné tunely, kavity a pory. Parametry jsou stejné jako ve verzi Desktop. Piehled parametrti:

<Params> tag attributes

- ProbeRadius = real number

- InteriorThreshold = real number

- SurfaceCoverRadius = real number

- OriginRadius = real number

- IgnoreHETAtoms = 0 for false/anything else for true

- MinDepth = integer, Minimum cavity depth in the number of
tetrahedrons (default = 8)

- BottleneckRadius = real number

- BottleneckTolerance = real number

- MaxTunnelSimilarity = real number (percentage 0.0-1.0)

Export

Jak jiz bylo zminéno, vypocitané kanaly a jejich vlastnosti jsou generovany ve vystupu ve formatu
XML. V této Casti zadavame, co vSechno chceme ve vysledku ziskat. NejcastéjSim pozadavkem pro
export bude nejspiSe vytvofeni souboru ve formatu PDB, ktery umoziuje vizualizaci v grafickych
nastrojich, jako je PyMol. Déle zde mizeme nastavit, zda chceme, ¢i nechceme exportovat i kavity a

pory.

<Export> tag attributes

- Mesh = 0/anything, determines if .mesh files are generated
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- MeshGz = 0/anything, determines if .mesh.gz files are generated
- Cavities = 0/anything, determines if "cavity files" are generated
- PyMol = O/anything, determines if "pymol files" are generated

- PDB = 0/anything, determines if "PDB exports" are generated

- MeshDensity real number, determines density of exported meshes

- ShortOutput 0/anything, if enabled, short information about
tunnels is printed out to the console

- Pores = 0/anything, determines if pores are computed (both merge
and auto pores)

- PDBId - if present, uses this in PyMol scripts
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