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 Vyšší/nižší aktivita, termostabilita, enantioselektivita, …

 Změněná substrátová specifita, reakční mechanismus, …

zvýšená termostabilita
o 24° C
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 Jakým způsobem ovlivnit požadované vlastnosti?

 Absence univerzálních pravidel 

 Sekvence  funkce/stabilita/enantioselektivita/…

 Struktura  funkce/stabilita/enantioselektivita/…

 Nelze provést charakterizaci všech možných mutací 

 2062 ≈ 4,6 ∙ 1080 možností
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Motivace
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Motivace

 Jak vybrat vhodná rezidua?

 Kterou metodiku vybrat?

 Které nástroje vybrat?

 Jaké zvolit nastavení?

 Jak interpretovat výsledky?

 Správné rozhodnutí vyžaduje bioinformatické znalosti 

a zkušenosti
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HotSpot Wizard 2.0

Automatická identifikace reziduí vhodných k 

mutagenezi a návrh „chytrých knihoven“ pro 

proteinové inženýrství.
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HotSpot Wizard 2.0

 20 výpočetních nástrojů a 3 databáze

 4 strategie proteinového inženýrství

 Interaktivní webové rozhraní

 Snadné použití

 Není vyžadovaná žádná apriorní bioinformatická znalost

 Není nutné detailně znát studovaný systém
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Vstupní data

 Jediný povinný vstup: struktura proteinu

 Stažení struktury z PDB databáze nebo vlastní soubor
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Vstupní data

 Jediný povinný vstup: struktura proteinu

 Stažení struktury z PDB databáze nebo vlastní soubor

 Snaha o univerzální výchozí parametry

 Možnost jejich manuální změny

 Základní a pokročilý mód

11



Vstupní data

12



Výpočet

Vstupní data

Struktura proteinu

Esenciální rezidua

Konfigurační 
parametry

Analýza výsledků

Stabilitní hot spoty 
(evoluce)

Stabilitní hot spoty 
(flexibilita)

Funkční hot spoty

Korelované hot spoty

Výpočet

Návrh knihoven

Standardní mód

SwiftLib

13



Výpočet

 Strukturní a sekvenční analýzy

 Identifikace kapes a tunelů, analýza B-faktorů, výpočet ASA

 Konstrukce mnohonásobného zarovnání, výpočet 

konzervovanosti, identifikace evolučních mutací, hledání 

korelovaných párů, predikce škodlivosti mutací a 

sekundárních struktur

14



Výpočet

 Strukturní a sekvenční analýzy

 Identifikace kapes a tunelů, analýza B-faktorů, výpočet ASA

 Konstrukce mnohonásobného zarovnání, výpočet 

konzervovanosti, identifikace evolučních mutací, hledání 

korelovaných párů, predikce škodlivosti mutací a 

sekundárních struktur

14



Výpočet

 Strukturní a sekvenční analýzy

 Identifikace kapes a tunelů, analýza B-faktorů, výpočet ASA

 Konstrukce mnohonásobného zarovnání, výpočet 

konzervovanosti, identifikace evolučních mutací, hledání 

korelovaných párů, predikce škodlivosti mutací a 

sekundárních struktur

14



Výpočet

 Strukturní a sekvenční analýzy

 Identifikace kapes a tunelů, analýza B-faktorů, výpočet ASA

 Konstrukce mnohonásobného zarovnání, výpočet 

konzervovanosti, identifikace evolučních mutací, hledání 

korelovaných párů, predikce škodlivosti mutací a 

sekundárních struktur

14

A
C

D

E
F

G

H
I

K

L
M

N

P

R

S
T

V

W
Y

Q

M S L G A K P F K F EI IK K G R R M Y I D G T G D P F HL T YSI SA E Q G P

neutral deleterious



Výpočet

 Strukturní a sekvenční analýzy

 Identifikace kapes a tunelů, analýza B-faktorů, výpočet ASA

 Konstrukce mnohonásobného zarovnání, výpočet 

konzervovanosti, identifikace evolučních mutací, hledání 

korelovaných párů, predikce škodlivosti mutací a 

sekundárních struktur

 Kombinace dílčích výsledků do finálního rozhodnutí
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Analýza výsledků

Funkční hot spoty Stabilitní hot spoty (flexibilita)

Stabilitní hot spoty (evoluce)

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P P P

W

W

- - - -

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

GP

P

P

P

P

P

P

P

P

P

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

C

C

C

C

C

C

C

C

H

H

H

H

H

H

H

H

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

LI

I

L

L

Y

Y

Y R

Korelované hot spoty

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P P P

W

W

- - - -

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

GP

P

P

P

P

P

P

P

P

P

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

C

C

C

C

C

C

C

C

H

H

H

H

H

H

H

H

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

LI

I

L

L

Y

Y

W

W

W

R

R

R

K

K

K

K

K

W

W

W

D

D

D

E

E

E

E

E

V

V

V

16



Analýza výsledků

Funkční hot spoty Stabilitní hot spoty (flexibilita)

Stabilitní hot spoty (evoluce)

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P P P

W

W

- - - -

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

GP

P

P

P

P

P

P

P

P

P

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

C

C

C

C

C

C

C

C

H

H

H

H

H

H

H

H

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

LI

I

L

L

Y

Y

Y R

Korelované hot spoty

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P P P

W

W

- - - -

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

GP

P

P

P

P

P

P

P

P

P

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

C

C

C

C

C

C

C

C

H

H

H

H

H

H

H

H

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

LI

I

L

L

Y

Y

W

W

W

R

R

R

K

K

K

K

K

W

W

W

D

D

D

E

E

E

E

E

V

V

V

17



Funkční hot spoty

 Podmínka 1: evolučně variabilní pozice 
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Funkční hot spoty

 Podmínka 1: evolučně variabilní pozice 
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Funkční hot spoty

 Podmínka 1: evolučně variabilní pozice 
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Funkční hot spoty

 Podmínka 2: umístění v relevantních přístupových 

tunelech nebo katalytických kapsách

tunel

katalytická 
kapsaligand
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Funkční hot spoty
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Funkční hot spoty

 Podmínka 2: umístění v relevantních přístupových 

tunelech nebo katalytických kapsách

mutace
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Funkční hot spoty

 Podmínka 2: umístění v relevantních přístupových 

tunelech nebo katalytických kapsách

mutace
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Funkční hot spoty

 Podmínka 3: reziduum nesmí být esenciální pro funkci

esenciální
rezidua

ligand
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Stabilitní hot spoty (flexibilita)

 Podmínka: rezidua nacházející se ve strukturně 

flexibilním regionu

flexibilní regiony
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Stabilitní hot spoty (flexibilita)

 Podmínka: rezidua nacházející se ve strukturně 

flexibilním regionu

hot spoty
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Stabilitní hot spoty (evoluce)

 Podmínka: pozice, které jsou v zarovnání častěji 

zastoupeny jinou aminokyselinou
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Stabilitní hot spoty (evoluce)

 Podmínka: pozice, které jsou v zarovnání častěji 

zastoupeny jinou aminokyselinou
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Analýza výsledků

Funkční hot spoty Stabilitní hot spoty (flexibilita)

Stabilitní hot spoty (evoluce)
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Korelované hot spoty
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Korelované hot spoty

 Podmínka: pár reziduí musí být korelovaný
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Korelované hot spoty

 Podmínka: pár reziduí musí být korelovaný
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Analýza výsledků
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Návrh knihoven

Vstupní data

Struktura proteinu

Esenciální rezidua

Konfigurační 
parametry

Analýza výsledků

Stabilitní hot spoty 
(evoluce)

Stabilitní hot spoty 
(flexibilita)

Funkční hot spoty

Korelované hot spoty

Výpočet

Návrh knihoven

Standardní mód

SwiftLib
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Návrh knihoven

 2 přístupy k návrhu knihoven

 Omezení aminokyselin vs. omezení velikosti knihovny
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Návrh knihoven

 2 přístupy k návrhu knihoven

 Omezení aminokyselin vs. omezení velikosti knihovny

 Automatický výběr cílových aminokyselin

 Frekvence v MSA, škodlivost mutací, …
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Návrh knihoven

 2 přístupy k návrhu knihoven

 Omezení aminokyselin vs. omezení velikosti knihovny

 Automatický výběr cílových aminokyselin

 Frekvence v MSA, škodlivost mutací, …

 Výpočet parametrů knihovny

29



Návrh knihoven
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Shrnutí

> 120 uživatelů > 250 úloh> 300 návštěvníků

31http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard

Bendl et al. HotSpot Wizard 2.0: Automated Design of Site-Specific 
Mutations and Smart Libraries in Protein Engineering. Nucleic Acids 
Research (in press). 2016. doi: 10.1093/nar/gkw416
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