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Shrnuti

HotSpot Wizard je interaktivni webovy portal ur¢eny pro identifikaci aminokyselinovych
rezidui (tzv. hot spotil) vhodnych pro mutagenezi za i¢elem zlepSeni katalytickych vlastnosti
nebo termostability proteinti. Tyto pozice jsou vytipovany na zakladé kombinace strukturnich,
funkénich a evoluénich informaci ziskanych ze t¥{ bioinformatickych databdzi a 18 vypocetnich
nastroju. Nastroj HotSpot Wizard je uren predevsim uzivatelim bez vétsich bioinforma-
tickych zkusenosti, a proto byl kladen velky diraz na jeho snadné pouzivani i bez nutnosti
detailnich informaci o studovaném systému. Pro zaruceni sSiroké pouzitelnosti a robustnosti
byly vSechny vychozi hodnoty parametra zvoleny na zakladé rozsahlych bionformatickych
analyz, coz by mélo minimalizovat piipady vyzadujici jejich modifikaci. Vysledky pro kazdou
proteinovou strukturu je mozné analyzovat s vyuzitim ¢ty zavedenych strategii proteino-
vého inzenyrstvi: (i) identifikace evoluéné variabilnich rezidui umisténych v relevantnich
pristupovych tunelech ¢éi katalytickych kapsach s vysokou pravdépodobnosti ovlivnéni ka-
talytickych vlastnosti, (ii) detekce vysoce flexibilnich regioniu, jejichz rigidifikaci je mozné
zvysit termostabilitu, (iii) identifikace pozic s dominujicim evolu¢nim vyskytem jiné aminoky-
seliny, jejiz zpétnd mutace muze protein stabilizovat a (iv) identifikace vzajemné evolucné
korelovanych rezidui. Vybrané hot spoty lze ddle vyuzit pro nédvrh chytrych knihoven pro
experimentalni charakterizaci s podporou automatického vybéru vhodnych aminokyselin
a degenerovanych kodontu. Nastroj je volné dostupny vSsem nekomercénim uzivateliim na adrese
http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard.
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1 Uvod

Proteiny neboli bilkoviny jsou jedny z nejdtlezitéjsich makromolekul ve vSech zivych orga-
nismech. Slouzi totiz nejen jako zékladni stavebni kameny bunék, ale podili se téz na témér
vSech biologickych procesech, jako je katalyza reakci nebo transport malych molekul. Proto
jiz bylo proteinim vénovano za poslednich nékolik desetileti velké mnozstvi ¢asu za tcelem
pochopit jejich biologickou funkci a vysvétlit tak jejich vyznam pro zivot organismui. Bohuzel
pres vyznamné pokroky v oblasti experimentalnich technik a dostupného vybaveni neni stale
mozné je primo sledovat a studovat jejich konkrétni chovani a je tedy nutné hledat alternativni
cesty pro jejich pochopeni. Jednou z téchto cest se vydalo také proteinové inzenyrstvi, jehoz
snahou je navrh a konstrukce mutantnich proteinti s upravenymi vlastnostmi. Diky tomu
je tak mozné ovérit nebo vyvratit mnoho hypotéz o jejich mechanismu, ale také konstruovat
vylepsené proteiny. Zvlasté druhy cil je pak vyrazné katalyzovan zajmem primyslu, nebot
proteiny jsou dnes jiz béznou soucasti velkého mnozstvi technologickych procesi, které ale
casto limituji svoji nizkou teplotni stabilitou nebo katalytickou aktivitou.

Ackoliv samotna konstrukce upravenych proteini je jiz trividlni, stéle nevyfeSenym problé-
mem je navrh optimalni sady mutaci, které upravi pozadovanou vlastnost. I kdyz je jiz mnoho
let znamé, ze proteiny a vSechny jejich vlastnosti jsou primo urceny jejich jednodimenzionalnim
zépisem pomoci aminokyselinové sekvence, stale nikdo nedokézal vytvorit metodu, kterd by to
spolehlivé dokazala. Proto vzniklo velké mnozstvi ndstroji a strategii, které na zédkladé ndhody
nebo dostupnych informaci poméahaji proteinovym inZenyrim s vybérem vhodnych kandiddtu.
Jednim z nich je i HotSpot Wizard, ktery na zdkladé vhodné kombinace vypocetnich nastroji
vybird rezidua vhodné pro mutovani (tzv. hot spoty). Tato diplomova prace se zabyva ndvrhem
a vyvojem jeho druhé verze.

Prace je strukturovand do osmi kapitol. Prvni obsahuje zakladni ivod do problematiky.
Piimo na ni navazuje druha a treti kapitola popisujici zaklady proteina a jejich struktury,
a také proteinové inzenyrstvi. Ctvrta kapitola je jiz vénovana ndvrhu néstroje HotSpot
Wizard a jednotlivych krokt jeho vypoctu na zédkladé kladenych pozadavki na uzivatelskou
privétivost a vstupnich a vystupnich dat. V paté kapitole jsou pak popsdany bioinformatické
analyzy, které bylo nutné provést za tcelem zvyseni robustnosti a pouzitelnosti nastroje. Sesté
kapitola je vénovana implementac¢nim detailim vypocetniho jadra a predstaveni grafického
uzivatelského rozhrani. Sedméa kapitola obsahuje validaci hot spotii nalezenych jednotlivymi
inZzenyrskymi strategiemi vii¢i dostupnym experimentalnim datim. V osmé kapitole je prace
shrnuta a naznacen planovany vyvoj do nasledujici verze. Prace déale obsahuje dvé prilohy —
seznam elektronickych priloh a také plné znéni odborného ¢lanku vénovaného nastroji HotSpot
Wizard.



2 Proteiny

Proteiny jsou makromolekuly vyskytujici se ve vSech zivych organismech. Z biochemického
hlediska se jednéd o vysokomolekularni prirodni biopolymery slozené z aminokyselin vzajemné
spojenych peptidickou vazbou do polypeptidového Fetézce. Proteiny zajistuji mnoho dilezitych
funkei a castni se témér vsech biochemickych procestt v bunkach. Slouzi totiz nejenom jako
stavebni kameny bunék (kolagen, elastin, keratin), ale také zajistuji transport a skladovani
malych molekul (hemoglobin, transferin), pohyb bunky (aktin, myosin), katalyzu reakci
(enzymy), Tizeni a regulaci (hormony, receptory) nebo zvysuji obranyschopnost organismu
(imunoglobulin, fibrin, fibrinogen) [1].

2.1 Struktura proteini

V prirodé se vsechny proteiny vyskytuji v jedné z moznych prostorovych konformaci, diky
které mohou plnit sviij tcel. Stavebni proteiny tak nejc¢astéji nabyvaji protahlych vldknitych
tvart, které jsou nerozpustné ve vodé. Naproti tomu enzymy nebo hormony tvoii vétsinou
kulovitou (tzv. globuldrni) konformaci, ktera jim umoziiuje vhodné zformovat aktivni misto
pro katalyzu reakci, ale lze je snadno poskodit pusobenim vyssi teploty nebo zménou pH [2].

Strukturu proteintt pak lze lépe charakterizovat s vyuzitim ¢tyt trovni strukturnich

elementt (obrazek [2.1)):

° Primarni struktura —jedna se o jednorozmérnou reprezentaci proteinu pouze pomoci
poradi aminokyselin.

° Sekundarni struktura—sekundarni strukturou se rozumi lokalni geometrické uspo-
radani polypeptidového Tetézce do nékolika dobre popsanych stavebnich motivi—alfa
sroubovice, beta skldadaného listu a smycky.

° Terciarni struktura—oznacuje prostorové usporadani celého polypeptidového fetézce
do funkéni podoby.

° Kvartérni struktura—struktura popisujici vzajemné prostorové usporadani nékolika
polypeptidickych fetézcti. Vyskytuje se pouze u omezené mnoziny znamych proteind.

2.2 Enzymy

Jednou z nejvyznamnéjsich skupin proteint jsou enzymy. Ty svoji schopnosti katalyzy chemic-
kych reakei tvori prirodni mechanismus pro konstrukeci a dekonstrukci siroké skély dulezitych
malych molekul a de facto tak ridi vétSinu biochemickych procesii v zivych organismech.
Ze strukturniho hlediska tvori enzymy globularni tvary a jejich spoleénym znakem je pii-
tomnost alespon jednoho aktivniho mista. Aktivni misto si lze zjednoduSené predstavit jako
vhodné usporadani vybranych aminokyselin proteinu do tvaru formujictho dutinu, v niz
nasledné probiha reakce. Princip funkce enzymu je podobny ostatnim katalyzatorum a jeho
podstatou je snizovani nutné aktivacni (Gibbsovy) energie reakce, diky ¢emuz se provedeni
reakce zna¢né zjednodusuje. Snizeni této energie lze docilit nékolika riznymi mechanismy.
Prvnim z nich je vhodné ptiblizeni a zména prostorové orientace substratiu. Diky tomu vznikne
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Obrazek 2.1: Vizudlni reprezentace jednotlivych trovni struktur (pfevzato z )

vhodné lokalni usporadani a reakce tak probihd snaze. V jiném pripadé vytvari aktivni misto
vlivem fyzikélné-chemickych vlastnosti okolnich aminokyselin vhodné prostiedi (napf. kyselé
nebo zasadité) nutné pro probéhnuti reakce. Dalsim ¢astym mechanismem je navdzani malé
molekuly na enzym, diky ¢emuz dojde k natazeni a tedy i oslabeni vazeb mezi jeho atomy,
které jsou pak snadnéji preruseny. Samotné aktivni misto se pak muze nachazet jak na povrchu,
tak i zanorené uvnitt struktury .



3 Proteinové inzenyrstvi

Jak jiz bylo zminéno, proteinové inzenyrstvi je mladd védni oblast zabyvajici se studiem pro-
teind, jejich funkce a predevsim ndvrhem a konstrukei jejich mutantnich variant s upravenymi
vlastnostmi. Tyto upravené proteiny nachézeji své uplatnéni nejenom v dalsim védeckém
zkoumdni, ale casto také v rozlicnych biotechnologiich. Metody proteinového inzenyrstvi jsou
ohrani¢ené dvéma zdkladnimi pristupy podle experimentalni a vypocetni narocnosti (obrazek

B-1) H-

3.1 Racionalni navrh

Prvni a starsi metodou proteinového inzenyrstvi je raciondlni navrh. Jeho vznik se datuje
do devadesatych let a je zalozen na masivnim vyuzivani vypocetnich zdroji, matematickych
modelil a dat z databazi. Své uplatnéni tak zde nachézi rtizné vizualizacni techniky, metody
studovani geometrickych vlastnosti struktury, analyzy evolu¢niho signalu, predikce skodlivosti
mutaci, vypocty vazebnych a interakcnich energii ligandi, simulace interakci jednotlivych
atomi a mnoho dalsich. Data z jednotlivych analyz jsou ndsledné zkombinovany a na jejich
zékladé je vybrano nékolik vhodnych mutaci. Ty jsou nésledné zaneseny do sekvence s vyuzitim
mistné cflené mutageneze [6]. Diky tomu je mozné vyrazné zredukovat experimentaln{ naro¢nost
navrhu az na jednotky kandidatt se zachovanim vysoké uspésnosti a vyrazné tak zredukovat
nutné mnozstvi ¢asu a finan¢nich prostredkii. Na druhé strané je tento pristup extrémné zavisly

RACIONALNI DESIGN
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ti)
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Obrazek 3.1: Obvykly pracovni postup obou metod proteinového inzenyrstvi (zdroj: )
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na dostupnosti kvalitnich dat o studovaném systému, jeho strukture a funkénim mechanismu.
V neposledni radé je také velmi citlivy na spravné nastaveni vypocetnich nastroju a limitovan
jejich omezenou presnosti.

3.2 Rizena evoluce

O néco mladsi je pak cilena tizena evoluce. Na rozdil od racionalniho designu se jedna
o Cisté experimentalni metodu, kterd se svym principem snazi uméle napodobit evolucni
mechanismus selekce a vyuzit ho pro konstrukci upravenych proteint se zlepsenymi konkrétnimi
vlastnostmi. Jejim zdkladem je konstrukce knihoven s vyuzitim ndhodné mutageneze, jejich
experimentalni charakterizace a vybér kandidatnich sekvenci. Poté se cela konstrukce opakuje
s vyuzitim kandidétnich sekvenci tak dlouho, dokud neni ziskan protein s pozadovanymi
vlastnostmi. Z principu metody je jasné, ze jeji nejvétsi vyhodou jsou nizké vstupni znalosti.
Pro jeji provedeni tak neni nutné mit k dispozici ani zadné detailni informace a ani zadné
vypocetni nastroje. Nevyhoda pak pochopitelné tkvi v nizké tspésnosti, kdy je obvykle nutné
provést charakterizaci velkého mnozstvi kandidatt v nékolika po sobé jdoucich kolech. S tim
se samoziejmé poji také vysokd ¢asova a hlavné finanéni narocnost celého procesu [7].



4 HotSpot Wizard

Na pomezi mezi racionalnim designem a rizenou evoluci se nachazeji tzv. hybridni metody,
jejichz cilem je vhodnou kombinaci obou metod snizit jejich nevyhody a zaroven tézit z je-
jich vyhod. Do této skupiny patii také HotSpot Wizard. Jeho hlavni myslenkou je snizeni
experimentalni narocnosti fizené evoluce konstrukei ,,chytrych® knihoven. Ty jsou zalozeny
na racionalné vybranych reziduich (tzv. hot spotech), kterd jsou ndhodné nahrazena aminoky-
selinami z ¢asto také racionalné vybrané podskupiny, ¢imz je maximalizovana pravdépodobnost
ovlivnéni cilené funkce, a diky tomu mohou byt knihovny vyrazné mensi nez pri ndhodném
mutovani.

Tim padem je problém s experimentalni naro¢nosti nahrazen problémem spravného vybéru
hot spottu. Za dobu existence proteinového inzenyrstvi byla pochopitelné navrzena a pouzivana
siroka skala strategii, které se od sebe odlisuji nejenom cilenou skupinou vlastnosti proteintu
a uhlem pohledu, z néjz ho studuji, ale ¢asto také mnozstvim vyzadovanych vstupnich dat
a poctem vyuzivanych nédstroji. Bohuzel vsak zadny z téchto pristupt neni jednoznacné
nejlepsi, a proto je v realnych studiich casto nutné kombinovat vysledky z vice riznych
strategii. Dalsim limitujicim faktorem byva i to, ze mnohé z nich jsou dostupné pouze jako
metodiky bez automatizovanych implementaci, a je tedy nutné manudalné propojit vysledky
i desitek riznych néastroji, vsechny vhodné nastavit a v neposledni fadé spravné interpretovat
jejich vysledky. Tato komplikace se pak casto stava neprekonatelnou bariérou pro mnoho
proteinovych inzenyriu, ktefi nemaji v tymu zkuSeného bioinformatika nebo sami takovymi
znalostmi nedisponuji. Proto vzniké ptirozend poptavka po nastrojich nebo meta-néastrojich,
které poskytuji uceleny a snadny zptisob identifikace téchto hot spotl. S touto motivaci byl
vyvinut i néstroj HotSpot Wizard. Oproti prvni verzi [§] orientujici se pouze na identifikaci
funkénich hot spott, byl v rdmci této diplomové prace vyrazné rozsiten integraci dalsich tii
inzenyrskych strategii a rozsifenim zabéru i na teplotni stabilitu. Stal se tak v soucasné dobé
jedinou platformou zahrnujici vice populdrnich strategii pro identifikaci hot spoti. Pri jeho
navrhu byl kladen daraz predevsim jeho privétivost vici méné zkusenym uzivatelim, kdy diky
minimalizaci pozadovanych vstupu a intenzivni optimalizaci vychozich nastaveni jednotlivych
krokt, jej lze vyuzit témér bez jakékoliv predchozi znalosti studovaného systému. Dalsim
klicovym pozadavkem byla moznost vysledky snadno zobrazit a detailnéji analyzovat primo
v ramci nastroje, bez nutnosti zapojeni dalSich externich néastroju.

4.1 Cilené vlastnosti

Aplikacemi vhodnych strategii proteinového inzenyrstvi je samoziejmé mozné modifikovat
sirokou skélu vlastnosti enzymi. Pro nastroj HotSpot Wizard byly z této mnoziny vybrany
dvé velmi casto cilené skupiny vlastnosti.

Katalytické vlastnosti

Katalytické vlastnosti enzymu jsou klicem k jejich biologické funkci. Jejich upravami tak
je mozné vyraznym zpusobem zasdhnout do reakcéniho mechanismu celého enzymu a to
nejen po strance rychlosti a efektivity, ale téz v mnozstvi akceptovanych malych molekul
(substrati) a jejich prostorového usporadani. V krajnim piipadé je dokonce mozné cely reakéni
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mechanismus kompletné zménit. Hot spoty pro tento typ vlastnosti se nejcastéji nachizeji
v blizkém okoli aktivniho mista a transportnich tunel a byvaji spojené s mechanismem
transportu a vazani substratu, stabilizace tranzitniho stavu nebo uvolnovanim produktu. Pro
jejich detekci se obvykle pouzivaji nastroje uré¢ené pro analyzu interakci enzymu se substratem
[9]-[11] nebo néstroje pro analyzu aktivniho mista, katalytické kapsy a transportnich tunela
[12]-]14]. HotSpot Wizard se v soucasné dobé zaméruje predevsim na druhé jmenované.

Stabilita

Dalsi klicovou vlastnosti enzymnu je jejich stabilita, kterou se rozumi odolnost struktury enzymu
vuci zhorsenym podminkam, jako je napriklad vyssi teplota nebo pritomnost organickych
rozpoustédel. Pri prekroceni jejich limitu totiz ve vétsiné pripadd dochézi k postupnému
rozpadu struktury a tudiz i ke sniZeni nebo tplné ztraté funkce [15]. Stabilnéjsi varianty
enzymu pak byvaji casto zadané predevsim v primyslu nebo zdravotnictvi, kde je vétsina
procesu navrzena pro vyssi teploty. Podobné jako pro katalytické vlastnosti i pro stabilitu
existuje nespocet ruznych strategii jako napriklad omezeni pohyblivosti velmi mobilnich regionta
(rigidifikace), zaplnovani kavit, modifikace pristupovych tuneli, konsenzudlni a ancestralni
rekonstrukce nebo tipravy povrchovych naboju [16]-[18]. Ackoliv jsou pro enzymy dilezité oba
typy stabilit, v rdmci nastroje HotSpot Wizard je aktudlné adresovana pouze stabilita teplotni
(termostabilita) a to s vyuzitim rigidifikace flexibilnich regiont a konsenzudlni rekonstrukce.

4.2 Vstupni data

Jedinym povinnym vstupem néstroje je pouze proteinova struktura. Ostatni vstupni data jsou
zjistovana bud automaticky, nebo pro né byly na zakladé rozsahlych bioinformatickych analyz
vybrany takové vychozi hodnoty, které by mély byt co nejuniverzalnéjsi a které by vétsina
uzivateltt neméla mit pottebu ménit.

Proteinova struktura

Proteinovou strukturu je mozné zadat dvéma rtznymi zptisoby. Prvnim z nich je unikdtni
identifikator v celosvétové databazi struktur Protein Data Bank [19] a druhym pak nahrani
vlastniho souboru ve formétu PDB [20]. Tento format byl vybran s ohledem na svou popularitu
a Sirokou podporu komunity a dalsich nastroju. K mnoha strukturdm (predevsim z databaze)
jsou kromé koordindt atomu také k dispozici dalsi metadata popisujici protein, jeho strukturni
charakteristiky a dalsi vlastnosti. Tato metadata je pak mozné déle zpracovavat a vyuzit
je pro zkvalitnéni analyz. V ramci nastroje HotSpot Wizard jsou pak déle zpracovavany dveé
z nich.

Symetrie. S ohledem na princip rentgenové krystalografie je mnoho proteinii v databazi
deponovanych ve strukturnim usporadani nazvaném asymetricka jednotka. Tato kvartérni
struktura vSak reprezentuje prostorové usporadani podjednotek proteinu v experimentalnim
krystalu a tedy nikoliv jeho biologicky funkéni variantu, jejiz znalost je naprosto klicova pro
relevanci provadénych strukturnich analyz [21]. Z tohoto divodu jsou do metadat struktury také
ukladany matice geometrickych transformaci, jejichz aplikaci na atomy lze ziskat biologicky



4. HorSPOoT WIZARD

relevantni konformaci [22]. HotSpot Wizard existenci této informace automaticky detekuje
a s vyuzitim nastroje MakeMultimer [23] provede automatickou konverzi.

Sekvence. Dalsim problémem experimentalniho méreni struktur jsou casté nepresnosti,
diky kterym pak ve vysledné strukture mohou chybét informace o poloze nékterych atomu
nebo i celych rezidui (predevsim na zac¢atku a na konci fetézci) [24]. Ackoliv je tento problém
vyznamny (a bohuZel ne snadno fesitelny) predevsim pro strukturni analyzy, pti rekonstrukei
sekvence proteinu ze struktury by mohl zptsobovat nezddouci Sum i v analyzach sekvenc¢nich.
Nastésti existuji i jiné metody urcovani sekvence a pro vétsinu proteinu je tudiz znaméa daleko
pred strukturou. Pro tplnost je proto také ¢asto uvedena v metadatech struktury [24] a je tedy
mozné ji snadno extrahovat a vyuzit pro sekvencni vétev analyz, které tak budou robustnéjsi
a lépe odstinéné od experimentalniho sumu.

Esencialni rezidua

Dalsim klicovym vstupem jsou esencidlni rezidua. Ty se vétsinou nachazi v aktivnim misté
enzymu a primo se podili na jeho funkci [1]. Jejich znalost je vyznamnda predevsim proto,
ze jejich neuvdzenou mutaci je velmi snadné narusit nebo kompletné znicit funkci celého
enzymu, a proto je silné doporucené tato rezidua neoznacovat jako hot spoty. Aby nebylo
nutné tyto rezidua dopredu znat nebo si je slozité dohledavat z literatury, bylo do néastroje
zaintegrovano jejich automatické ziskavani z databézi Catalytic Site Atlas 2.0 [25] a SwissProt
[26]. VSechna nalezend rezidua je pak samoziejmé mozné ru¢né upravovat —odstranovat nebo
pridavat nova. Rezidua z databaze Catalytic Site Atlas jsou dostupna pouze pro proteiny
se znamym PDB kédem (tedy nikoliv pro uzivatelské struktury), zatimco v pripadé databéze
SwissProt probiha jejich odvozeni na zakladé podobnych sekvenci. Aby byla zajisténa jejich
kvalita, bylo do nastroje HotSpot Wizard integrovano nékolik mechanismu, které odstranuji
rezidua odvozena na zakladé nizké sekvenéni podobnosti nebo ty, na jejichz zarovnanych
pozicich se vyskytuje jind aminokyselina.

Parametry vypoctu

Poslednim volitelnym vstupem jsou parametry jednotlivych krokt analyz. S ohledem na pecli-
vou optimalizaci vychozich hodnot se pak jejich upravovani doporucuje predevsim pokrocilejsim
uzivateltim.

4.3 Vypocet

HotSpot Wizard se na enzym diva ze dvou zdkladnich hld. Prvni z nich se na enzym diva
ze strany sekvence a jeji evoluce, ktera popisuje samovolny a dlouhodoby proces jejiho vyvoje
a diverzifikace. Tento proces je realizovan zanasenim ndhodnych mutaci do genomu, které
se nasledné prelozi do proteinti a které tak mohou mit jiné vlastnosti. Ac¢koliv vétsina téchto
zmén nic vyrazné neméni, nékteré z nich dokazi protein vyrazné zlepsit nebo naopak poskodit.
JelikozZ je prirozené vyvijen tlak na zivotaschopnost organismu a preziti téch nejlepsich, jsou
pochopitelné zachovany predevsim lepsi ¢i neutrdlni varianty, zatimco ty poskozené rychle
mizi. Diky tomu nam muze pohled do historického vyvoje a ptibuzenstva studovaného enzymu
poskytnout velmi cenné informace. Druhy thel se zamétuje na analyzu enzymu z pohledu jeho
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Obrazek 4.1: Workflow nastroje HotSpot Wizard.

struktury a vzajemnych interakci. Tim se do zna¢né miry obchézi neschopnost predikovat jeho
funkci a vlastnosti pouze na zakladé sekvence. Vhodnymi algoritmy tak lze zkoumat jeho tvar,
povrch, kapsy, vnitini dutiny a transportni tunely. Energetickymi vypocty pak lze studovat
jeho interakce s malymi molekulami, okolnimi proteiny nebo interakce samotnych atomu.

Nize jsou popsany jednotlivé kroky vypocty, na jejichz zdkladé se nasledné identifikuji
vhodné hot spoty.

Predikce sekundarnich struktur

Jednou ze zakladnich a zaroven trividlnich analyz je pritazeni sekundarnich strukturnich motiv
jednotlivym tsektim proteinu. Tato analyza probihd pouze na zakladé sekvence s vyuzitim
popularniho algoritmu DSSP , ktery k jednotlivym tsektim sekvence asociuje jednu z osmi
podporovanych typu sekundédrnich struktur.

Analyza flexibility

Dalsi rychlou analyzou je identifikace flexibilnich regionti v ramci proteinové struktury. Pro
nalezeni takovych regionu se vyuziva informace o teplotnich faktorech (téz B-faktorech), které
Ize ziskat béhem rentgenové krystalografie a které vyjadruji prirozené vibrace atomu jako
faktor rozptylu namérené elektronové hustoty . Kromeé flexibility se tyto faktory pouzivaji
také pro odhaleni chyb v rekonstrukci 3D koordinat atomi struktury .

Analyza relativni polohy rezidui

Posledni z trividlnich analyz je analyza relativni polohy rezidui v ramci struktury. Jejim prvnim
krokem je rekonstrukce povrchu proteinu dostupného rozpoustédlu (accessible surface area)
a to s vyuzitim algoritmu Shrake-Rupley . Na zakladé dopocitaného povrchu se nasledné
urc¢i relativni plocha kazdého rezidua, kterd muze prijit do kontaktu s rozpoustédlem. Tyto

10



4. HorSPOoT WIZARD

hodnoty jsou nasledné prevedeny na binarni hodnotu vyjadiujici, jestli se dané reziduum
vyskytuje na povrchu proteinu nebo ne [31].

Konstrukce mnohonasobného sekvenc¢niho zarovnani

Prvnim krokem sekven¢ni vétve je konstrukce mnohondsobného sekvenéniho zarovnani (MSA).
To si lze v pripadé proteini predstavit jako matici, kde sloupce reprezentuji jednotliva
rezidua jdouci za sebou a fadky potom piibuzné sekvence. VSechny sekvence jsou navic
zarovnany tak, aby se ve sloupcich maximalizovala pravdépodobnost, ze jde o stejné pozice
[32]. Kvalita zarovnani je pritom naprosto zdsadni, nebot na jeho zdkladé jsou provadény
vSechny dalsi sekvencni analyzy. Prvnim krokem konstrukce je extrakce pribuznych sekvenci
z databaze. Jako databaze sekvenci byla vybrana UniProt Reference Clusters (UniRef) [33],
ktera obsahuje sekvence z databazi UniProt a UniParc. Tato databaze byla vybrana na tkor
standardni nr (non-redundant) databéze kvuli tomu, Ze je k dispozici jeji varianta UniRef90
[33], ktera je predshlukovand nédstrojem CD-HIT [34] na 90% sekvené¢ni identitu. Diky tomuto
predshlukovani jiz dopredu dojde k odfiltrovani prili§ podobnych sekvenci, které vétsinou
neprinasi pridanou hodnotu a zpisobuji nechtény sum v evolu¢ni informaci. Zaroven je ale
zachovano dostatecné pokryti sekvenéniho prostoru. Dalsim dilezitym kritériem je jeji velikost,
ktera je v ptripadé této varianty zhruba 2,5krat mensi, a tudiz je jeji prohledédvani daleko
rychlejsi. Samotné vyhledani podobnych sekvenci zajistuje program blastp z baliku NCBI-
BLAST+ [35], ktery je v této oblasti zlatym standardem. Druhym krokem je filtrace sekvenci
s prilis nizkou globélni identitou. Tento krok byl zatazen z divodu, Ze nastroj BLAST kvuli
rychlosti vypoctu pouziva pro srovnani sekvenci pouze lokalni podobnost, v niz se hodnoti
pouze vysoce podobné ¢asti sekvence. To mutze byt problematické predevsim v situaci, kdy
se v sekvenci proteinu nachazi néktery z Casto se vyskytujicich motivii nebo domén. Poté totiz
snadno muze dojit k zahrnuti i velmi vzdalenych proteint se stejnym motivem do vybranych
sekvenci. Odstranénim sekvenci s prili§ nizkou globalni podobnosti se tento problém efektivné
fesi. Pro tento tcel byl vybran néstroj USEARCH [36]. Dalsim filtra¢nim krokem je odstranéni
prilis podobnych sekvenci. Ackoliv je databédze sekvenci predshlukovand, presto se obcas
stava, ze se v ni nachdzi sekvence se vzdjemnou podobnosti vyssi nez 90 %. Jejich zahrnuti
do kandidatnich sekvenci pak opét zpusobuje zbyteény Sum, a proto je provedeno jesté
jedno kolo filtrovani nastrojem USEARCH a tyto sekvence jsou odstranény. Ze zbyvajicich
sekvenci je nasledné vybran definovany pocet podle poradi ur¢eného nastrojem blastp a tyto
sekvence jsou zarovndny nastrojem ClustalO [37]. Na uplny zavér je provedena rekonstrukce
fylogenetického stromu néstrojem FastTree [38].

Konzervovanost pozic

Analyza konzervovanosti vychazi z evoluéniho predpokladu, Ze pfi samovolném mutovani
rezidui dtlezitych pro funkci nebo stabilitu nebude protein korektné fungovat a dojde k thynu
daného jedince. Diky tomu se tak na této pozici v priabéhu vyskytuje vétsinou pouze omezené
mnozstvi variant. Tuto informaci lze snadno statisticky analyzovat a odhadnout, nakolik
je konkrétni pozice vyznamna pro spravnou funkci nebo stabilitu proteinu, a tak se vyhnout
neopatrnému zanaseni mutaci na tyto pozice [39]. Tato analyza je provadéna na zakladé
mnohonasobného sekvencéniho zarovnani s vyuzitim algoritmu Jensen-Shannon divergence
(JSD) [40]. Ackoliv se jednd o obecnou metodu, na bioinformatickych datech dosahuje velmi
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Algoritmus 4.1 Algoritmus pro konverzi skére JSD na stupen mutability.

Vstup: pole obsahujici JSD skére pro jednotlivé sloupce MSA
Vystup: pole obsahujici stupen mutability (9—nejvyssi, 1 —nejnizsi) pro jednotlivé sloupce
MSA

1: procedure CONVERTJSDSCORE(scores)

2 intervals < array(3)

3 intervals[0] < (max(scores) — mean(scores) — stddev(scores))/3
4 intervals[l] < (stddev(scores) = 2)/3

5: intervals[2] < (mean(scores) — min(scores) — stddev(scores))/3
6 grades < array(length(scores))

7 col <0

8 while col < length(scores) do

9 threshold < min(scores)

10: 10

11: while 7 < 8 do

12: threshold < threshold + interval|floor(i/3)]
13: i 1+1

14 if scores|col] < threshold then

15: break

16: end if

17: end while

18: grades[col] + 9 —i+1

19: col < col +1
20: end while
21: return grades

22: end procedure

dobrych vysledki. Jelikoz je skore vypocitané algoritmem pouze abstraktni metrikou a jeho
absolutni hodnoty a rozpéti se lis{ protein od proteinu, byl na zakladé analyzy jeho distribuce
navrzen algoritmus prevadéjici ho na celo¢iselnou skalu od 1 do 9 (algoritmus prevzatou
z nastroje Rate4Site [41]. Tato skala je v komunité populdrni a tudiZz pro mnoho uzivatela
dobfe uchopitelna.

Konsenzualni mutace

Dalsi analyzou vychézejici z mnohondsobného sekvenéniho zarovnani je analyza konsenzudalnich
mutaci (tzv. back-to-consensus). Podobné jako konzervovanost vychézi z principti evoluce, ale
z jiného uhlu. Ackoliv je mutovani konzervovanych pozic obecné rizikové, v prirodé se presto
déje. Pokud nyni odmyslime plné nefunkéni mutanty, miize mit dand mutace na vysledny
protein pouze mirné negativni, neutralni nebo dokonce i pozitivni vliv. A pravé na mirné
negativni varianty cili tato analyza. Na zakladé evoluc¢ni informace se identifikuji pozice, které
jsou obecné konzervované a ve zkoumaném proteinu se na nich vyskytuje jind aminokyselina
nez ty nejcastéji zastoupené v zarovnani. Praveé jejich zpétna zaména za konzervované varianty
mize prinést kyzené zlepseni vlastnosti [42]. Pro tuto analyzu jsou aktudlné pouzivina dvé
rozdilné kritéria. Prvnim z nich je prostd dominance, kdy je za konsenzudlni aminokyselinu
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povazovana ta, kterd se na dané pozici vyskytuje nejcastéji. Jelikoz je tento pristup prilis
zjednodusujici a necitlivy k pozicim, na nichz se mtze vyskytovat vice riznych aminokyselin,
bylo pridano téz druhé kritérium, které je pomérové. To znamend, ze kromé absolutniho
vyskytu je téZz métreno, zda se vyskytuje alespon n-krat castéji nez aktudlni aminokyselina.
Diky tomuto filtru je mozné snizit hranici absolutniho vyskytu.

Predikce skodlivosti mutaci

Dalsi sekvenc¢ni analyzou, kterd vsak necili na identifikaci hot spot rezidui, je predikce skodli-
vosti mutaci. Shodné s ostatnimi vychézi z evolu¢niho signalu mnohonasobného zarovnéni, ale
tentokrat na jeho zakladé a také na vybranych fyzikalné-chemickych parametrech vyskytujicich
se aminokyselin dokéze predikovat pravdépodobnost, s jakou by zaména aktualni aminokyse-
liny za jinou ovlivnila funkci tohoto enzymu [43]. Tato informace je cennd predevsim pii ndvrhu
knihoven, kdy se 1ze efektivné vyvarovat nevhodnym zaménam a usetrit tak experimentalni
narocnost. Ac¢koliv ndstroji na tento tcel existuje opét velké mnozstvi, pro néstroj HotSpot
Wizard byl nové vyvinut RAPHYD [44], ktery je vylepsenou verzi nastroje MAPP [45].

Korelované pary

Posledni ze sekvenc¢nich analyz je detekce korelovanych parti. Vychézi z myslenky interakénich
siti v proteinech, které musi byt pro zachovani spravnych interakci mutované bud spolecné,
nebo alespon s ohledem na ostatni. I kdyz mohou byt interakéni sité rozsahlé, jejich presna
detekee je velmi obtizna a neexistuje dostateéné spolehliva metoda. Lepsich vysledkti dosahuji
néstroje, pokud se omezime pouze na dvojice, na néz se zaméruje také HotSpot Wizard [46].
Pro jejich detekci existuje velké mnozstvi statistickych metod a nastroji. Z jejich srovnani
ale vyplynulo, ze zadny z nich svoji presnosti nedominuje, a proto byl pro tcel néstroje
HotSpot Wizard sestrojen metaprediktor kombinujici vysledky sedmi nejbéznéji pouzivany
metod—DCA [47], ELSC [48], McBASC [49], MI [50], aMIc [51], OMES [52] a SCA [53].

Detekce katalytickych kapes

Trojrozmérné struktury proteinu se ¢asto vyznacuji svym nepravidelnym tvarem a povrchem.
Diky tomu je mozné na jejich povrchu detekovat velké mnozstvi ruzné velkych a tvarovanych
prohlubni (tzv. kapes). Obdobné komplexni byvéa volny prostor uvnit¥ proteinové struktury,
kde casto vznikd splet riznych dutinek. Vétsina z dutin a kapes je pouze geometrickym
reliktem bez vétsiho vyznamu, ale zvlasté u enzymi mohou nékteré z nich hrat dulezitou
roli. Tyto kapsy a dutiny se nazyvaji katalytické a svym vhodnym tvarem a umisténim
aminokyselin formuji aktivni misto a vytvareji tak vhodné podminky pro pribéh katalyzované
chemické reakce [1], [54]. Tyto prostory, jejich vlastnosti a zvlasté blizké aminokyseliny
jsou vynikajicim zdrojem informaci pro detekci hot spotu [55], [56]. Detekce kapes a dutin
je vétsinou realizovana s vyuzitim geometrickych algoritmu. Drivéjsi z nich byly vétSinou
zalozeny na principu mrizek, které ale byly postupem casu vytlaceny efektivnéjsi reprezentaci
pomoci Voroného diagramu a odvozenymi alfa tvary. Pro nastroj HotSpot Wizard byl vybran
néstroj Fpocket [57], ktery je na tomto principu zalozeny a kromé detekce dokaze kazdé kapse
pritadit i odhad tzv. ,druggability®, ktery reprezentuje jeji vhodnost k navizani substratu
[58].
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Jelikoz proteiny vétsinou obsahuji jednotky az desitky nezajimavych kapes, je nutné z nich
spravné vybrat ty katalytické. Jejich urc¢ovani v ramci nastroje HotSpot Wizard probiha
ve tiech krocich. V prvnim z nich je pro kazdy fetézec provedeno pfirazeni esencidlnich
rezidui ke kapsam a nésledné je jako katalytickd kapsa oznacena ta s jejich nejvétsim poctem.
Zadmérné je zminén nejveétsi pocet, nebot se neziidka stavé, ze kapsa neobsahuje vsechna
esencialni rezidua. To muze byt zplusobeno nejenom nepresnosti geometrickych algoritmi,
ale téz biologickym vyznamem, nebot néktera stabiliza¢ni rezidua mohou byt umistény
az v pristupovych tunelech a tudiz ve vétsi vzdéalenosti od aktivniho mista. Pokud je nalezeno
vice kapes se stejnym poctem rezidui, vybere se ta s vyssim skére ,druggability”, které
relativné dobfe koreluje s vyznamem kapsy (viz kapitola . V pripadé, ze v prvnim kroku
neni nalezena zadna katalytickd kapsa, je pro celou strukturu vybrana ta s nejvyssim skére
ydruggability“. Tento vybér jiz neni pro kazdy Fetézec, nebot bez znalosti esencidlnich rezidui
(a tudiz informaci o funkénim vyznamu fetézce) je tento vybér zbytecné rizikovy. V poslednim
kroku je jesté provedeno prirazeni kapes na zakladé homologie Fetézct. Pokud totiz maji dva
¢i vice Tetézc Uplné shodné sekvence, maji také i shodnou biologickou funkci. Proto je celkem
bezpecné provést mapovani, kdyz na zdkladé rezidui v katalytické kapse ptivodniho retézce
je v dalsich shodnych fetézcich nalezena takovéa kapsa, jejiz prinik rezidui je co nejvétsi. Opét
se predevsim kvili moznym nepresnostem v geometrii bere kapsa pouze s nejvétsim a nikoliv
s Uplnym prinikem.

Identifikace tunelu

Jelikoz mnoho enzymt mé své aktivni misto zanofené hloubéji ve strukture, musi existovat
zpusob transportu substratu a dalsich malych molekul dovnitt a ven. K tomuto tcelu slouzi
tunely, které si 1ze predstavit jako souvisly prazdny prostor mezi atomy proteinu spojujici jeho
povrch a aktivni misto [59]. Podobné jako u kapes, hraji tunel a jeho vlastnosti jako jeho délka,
tvar, Sitka nebo aminokyseliny, jez ho tvori, velkou roli pro vykonavanou biologické funkci
[60]. Pro jejich hledani se podobné jako pro kapsy pouzivaji geometrické algoritmy, které jsou
v soucasnosti nejcastéji postavené na analyze Voroného diagramu. Pro nalezeni relevantnich
tunell je vétsinou potreba spravné nastavit startovaci bod vypoctu. Zde je mozné vhodné
zuzitkovat informace o katalytickych kapsach, nebot nas zajimaji predevsim transportni cesty
do tohoto mista. V nastroji HotSpot Wizard je tento vypocet realizovan nastrojem CAVER 3
[61], ktery v této oblasti patii mezi nejpouzivanéjsi.

4.4 Analyza vysledkia

Aby bylo mozné ziskané data vyuzit pro ndvrh mutantnich proteini, je nutné je vhodné
zkombinovat a dat jim tak kvalitativni vyznam. Podobné jako v kazdém oboru i v proteinovém
inzenyrstvi doslo postupem casu k ustaleni mnoha riznych strategii se zamérenim na rtzné
vlastnosti proteinti. Pro nastroj HotSpot Wizard byly vybrany ¢tyri zavedené a oblibené
strategie, kterym budou vénovany dalsich odstavce.

Funkéni hot spoty

Analyza funkénich hot spott je puvodni strategii navrzenou pro prvni verzi nastroje. Je urcena
predevsim k modifikaci biologické funkce enzymu, a to jak z pohledu aktivity, tak i substratové
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specifity a stereoselektivity. Strategie je zaloZzena na hledani rezidui nachazejicich se v blizkém
okoli aktivniho mista (resp. katalytické kapsy) a jeho pristupovych tunelu, jejichz modifikace
mé velikou Sanci ovlivnit tyto vlastnosti, které vsak nejsou ani konzervované a ani anotované
jako esencialni, a tudiz relativné bezpecéné pro modifikaci.

Flexibilni hot spoty

Flexibilni regiony zvysuji entropii celé struktury a mohou tak negativné ovliviiovat jeji stabilitu.
Proto je jednou z metod stabilizace rigidifikace flexibilnich regiont a snizovani entropie [62]. Pro
tento Ucel se vyuziva analyza teplotnich faktoriu struktury s vyuzitim informace o sekundéarnich
strukturédch a umisténi rezidua na povrchu.

Back-to-consensus hot spoty

Tato strategie se shodné s druhou zaméruje také na stabilitni hot spoty, ale tentokrat z pohledu
sekvence. Jak jiz bylo zminéno diive, konzervovana rezidua jsou casto spojeny s néjakou
dtlezitou funkci v ramci enzymu. A jednou z nich muze byt i teplotni stabilita. Ackoliv
neni mozné s jistotou rozhodnout, pro kterou funkci je reziduum dulezité, presto se zpétnym
mutovanim na evoluci preferované aminokyseliny podafilo v mnoha studiich enzym vyrazné
stabilizovat [63]-[66]. Proto je tato strategie také soucdsti néstroje.

Korelované pary

Posledni strategie je zalozena na predpokladu interakénich siti v proteinech z pohledu dvojic,
které jsou v ramci evoluce mutovany spolecné. Diky tomu je mozné se vyhnout nevhodnym
mutacim pouze jednoho z paru a naopak vhodnym mutovanim zlepsit katalytické vlastnosti
celého enzymu [67]-[70].

4.5 Navrh chytrych knihoven

Poslednim krokem pred experimentalni charakterizaci navrzenych variant je ndvrh nového
genu, ktery bude schopen kédovat vybrané mutanty a bude mozné jej vyuzit pro jejich
syntézu. Jelikoz vétsinou je potfeba otestovat vétsi mnozstvi variant, je nutné mit k dispozici
biochemicky nastroj schopny automaticky generovat vSechny kombinace mutaci. Pro tento
ucel jsou vyuzivany tzv. degenerované kodony [71], které dokazi kédovat vice aminokyselin
a jimiz jsou v puvodnim genu nahrazeny kodony originalni. Jelikoz existuje vice riiznych
degenerovanych kodont, je nutné vzdy vybrat ten nejvhodnéjsi pro vybranou podmnozinu
aminokyselin. Dalsi tskali se skryva v matematice, nebof pocet moznych kombinaci roste
exponencialné a pro zajisténi dostatecného pokryti by bylo nutné provést nerealizovatelné velké
mnozstvi méreni. Tudiz je nutné vhodné vyvazit pocet rezidui a substituovanych aminokyselin.

Nastroj HotSpot Wizard pro tento tcel obsahuje podporu pro omezeni testovanych ami-
nokyselin na zakladé kritérii relevantnich pro danou strategii a také automaticky navrh
degenerovanych kodont, které nejlépe zachycuji mnozinu pozadovanych aminokyselin a zaro-
ven obsahujici co nejmensi pocet stop kodoni. Jejich seznam s kratkym popisem je uveden
v tabulce Alternativné lze vyuzit metodu SwiftLib [72], kterd navrhuje degenerované
kodony na zékladé maximalntho limitu diverzity. Ackoliv takto navrzena knihovna nemusi
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Tabulka 4.1: Metody pro vybér cilovych aminokyselin dostupné pii ndvrhu chytrych knihoven.

Metoda vybéru Strategie Popis

Frekvence aminokyselin  FUNC, FLEX  vybér aminokyselin spliujicich kritérium minimélniho
vyskytu na dané pozici v rdmci mnohonasobného
zarovnani

Skodlivost mutaci FUNC, FLEX vybér aminokyselin spliiujicich kritérium minimalni
pravdépodobnosti zachovani proteinové funkce

Sekvenc¢ni konsenzus CONS vybér aminokyselin vybranych pro danou pozici na za-
kladé sekvencéniho konsenzu

Korelované pozice COREL vybér aminokyselin spliujicich kritérium minimalniho
vyskytu na korelované pozici

Manudlni rezim vsechny manudlni vybér aminokyselin

FUNC —strategie funkénich hot spott; FLEX —strategie stabilitnich hot spota s vyuzitim flexibi-
lity; CONS —strategie stabilitnich hot spotii na zdkladé sekvenéniho konsenzu (back-to-consensus);
COREL —strategie korelovanych pozic

obsahovat vSechny varianty, lze podobné jako v prvni metodé vyuzit kritéria relevantni pro
danou strategii k nastaveni vah jednotlivych aminokyselin a tim snizit pravdépodobnost jejiho
vynechani. Pro obé varianty jsou také automaticky pocitany zakladni statistiky vysledné
knihovny, jako jeji velikost a o¢ekavané pokryti, s vyuzitim nédstroje TopLib [73], coz umoziuje
uzivateli se rozhodnout, kterou knihovnu zvolit pro vlastni experimentalni praci vzhledem
k ocekavané narocnosti.
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Aby bylo mozZzné poskytnout uzivatelim opravdu snadny zptsob analyzy jejich proteini bez
nutnosti detailniho nastaveni nebo znalosti nastroji, je nutné nejen vybrat spravné nastroje,
ale také vybrat jejich kvalitni a robustni nastaveni. Jen pak bude mozné nastroj spolehlivé
bioinformatickych analyz, jejichz tikolem bylo potvrdit kvalitu navrzeného feseni a nalézt
jejich vhodné nastaveni.

5.1 Rozsireni databaze Catalytic Site Atlas

Catalytic Site Atlas 2.0 (CSA) je databdze shromazdujici informace o funkénich reziduich
enzymi pro struktury dostupné v databazi Protein Data Bank. Jeji zdklad tvori rezidua
manualné extrahovand z odborné literatury, které byly nasledné namapovany na jiné struktury
na zakladé jejich podobnosti. Dle nasich testi vSak tento proces nebyl dostateéné restriktivni
a tak se v databéazi nachazi mnoho irelevantnich zaznamt casto zalozenych na velmi nizké sek-
vencéni podobnosti (vyrazné pod obecné ptijimany prah 30 % [74]). To samoziejmé vyznamnym
zpusobem snizuje jejich biologickou relevanci a vede k falesné pozitivnim vysledktim. Jelikoz
jsou kvalitou nalezenych funkcnich rezidui vyraznény ovlivnény sekvencni i strukturni analyzy
nastroje HotSpot Wizard, je vhodné tyto falesné pozitivni rezidua eliminovat a do vypoctu
je vubec nezahrnout. Databdaze vsak v plain-textové verzi neposkytuje vubec zadné informace
o sekvenc¢ni podobnosti nebo procesu mapovani. Jeji SQL verze by tato data obsahovat mohla,
nicméné jeji stazitelnd verze neni kompletni a autori nereagovali na dotazy ani zddosti. Proto
bylo rozhodnuto vytvorit novou verzi této databéze, kterd bude rozsifena o detailni informace
o podobnosti sekvenci a jejich zarovnani. Tak bude mozné v databézi interaktivné filtrovat
a poskytovat pouze relevantni rezidua.

Struktura databaze

Struktura databdaze je zaloZena na tzv. katalytickych mistech. Pod timto pojmem se rozumi
mnozina rezidui, které by spole¢né mély tvorit pravé jedno funkéni misto. Na enzym pak téchto
mist muze byt samozrejmé vice. Pivodni plain-textova verze databaze je ulozena ve formatu
CSV a obsahuje nasledujici sloupce:

° PDB ID-PDB kéd struktury

. SITE NUMBER - ¢islo katalytického mista

. RESIDUE TYPE - aminokyselina

. CHAIN ID —identifikator retézce

. RESIDUE NUMBER - ¢islo rezidua dle strukturniho ¢islovani

. CHEMICAL FUNCTION —informace jestli reziduum participuje na funkci svym
boénim Fetézcem (S) nebo konstrou (N)

° EVIDENCE TYPE -puvod ziznamu (LIT - literatura, HOM —podobnost)
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5. OPTIMALIZACE VYCHOZICH PARAMETRU

I sites ) (" sequences N
| id integer{10) U | '/ pdb integer(10}
pdb varchar(4) | | chain integer(10)
number integer(10) | sequence varchar{10000)
type varchar(3) | - -
literatureEntry  varchar(4) IN| J
' alignments. N
| id integer(10) U

pdbl varchar(4)
chainl  char(1)

5O - - -1+

p P e ~ pdb2 varchar(4)
7 id integer(10) U Ichainl?_ char{1}
 site integer(10) identity  real(10)
& chain T seql varchar{10000)
3 structNumber integer{10) \ seqz varchar{10000) J
3 segNumber integer{10)
3 aminoAcid varchar(3)
5] refChain char(1) N
3 refStructMumber  integer(10) N
3 refSeqNumber integer{10) IN|
3 refAminoAcid varchar(3) N
5] notes varchar{255)  [}{]
= /

Obrazek 5.1: Entitné-relac¢ni diagram databaze rozsifené verze Catalytic Site Atlas.

° LITERATURE ENTRY —reference na strukturu typu LIT, na jejimz zdkladé bylo
misto odvozeno

Podoba rozsitené databaze vychazi piimo z origindlni verze a je urcena pro standardni
relacni databdzové servery s podporou SQL. Jeji struktura v podobé entitné-relacniho diagramu

je na obrazku

Tabulka sites. Tabulka obsahuje seznam vsSech ptvodnich katalytickych mist s jejich
zakladnimi udaji jako je identifikator struktury, ¢islo, piivod zdznamu a reference na zdrojovou
strukturu.

Tabulka residues. Tato tabulka obsahuje informace o vSech reziduich s prislusnosti k dané
kapse. Kromé informaci shodnych s ptivodni databazi obsahuje také informace o sekvenénim
indexu, ktery reprezentuje index daného rezidua v ramci sekvenci (vzdy ¢islovano od nuly
bez mezer), a které se bohuzel casto lisi od indexu v rdmci struktury. Pro zdznamy odvozené
na zakladé podobnosti také obsahuje stejné informace pro zarovnané reziduum z referencni
sekvence, na jejimz zakladé bylo misto odvozeno.

Tabulka sequence. Tabulka obsahuje pouze sekvence pro relevantni struktury s informaci
o PDB kédu a retézci.

Tabulka alignments. Tabulka obsahuje informace o zarovnani sekvenci a jejich identité.
Tabulka obsahuje pouze zdznamy relevantni pro zdznamy v ramci CSA, a tudiz nejde o vSechny
mozné kombinace z tabulky sequence.
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Ziskavani dat

Aby bylo mozné databazi naplnit, bylo nutné pro kazdé aktivni misto zkonstruovat sekvenc¢ni
zarovnani s referenénim proteinem. Aby se predeslo problémim lokalniho zarovnani, pro
konstrukei bylo vyuzito globalni zarovnani s vyuzitim algoritmu Needleman-Wunsch [75]. Pied
konstrukei zarovnani bylo samoziejmé nutné ziskat sekvence pro vsechny proteiny. To probihalo
stazenim struktury z PDB databdaze a extrakce sekvence z jeho metadata. Déle bylo provedeno
jeji zarovnani se sekvenci ziskanou ze struktury (pouhé spojeni po sobé jdoucich aminokyselin),
aby se zjistilo mapovani strukturnich indext na sekvenc¢ni.

V dalsim kroku by tedy mélo nasledovat zarovnani sekvence s referencéni. Bohuzel vsak
databaze neposkytuje informaci o Tetézci referenéniho proteinu a mnoho protein ma retézcu
vice, bylo nutné provést zarovnani na vSech a vybrat z nich ten s nejvyssi identitou. Poté jiz
bylo mozné provést zarovnani sekvenci a vSechny dilezité informace zapsat do databéze.

Shrnuti

V ramci této analyzy byla sestrojena rozsitend verze databdze Catalytic Site Atlas 2.0.
Ta na rozdil od pivodni byla obohacena informaci o globdlnim parovém sekven¢nim zarovnani
s referen¢nim zaznamem. Diky tomu je mozné se vyhnout préaci s irelevantnimi zaznamy
se sekvencni identitou pod 30 %, kterych je v databézi 33 %.

5.2 Identifikace kapes

Jak jiz bylo diive zminéno, detekce kapes je velmi vyznamnou soucasti strukturni analyzy
a je tedy nutné identifikovat katalytické kapsy s vysokou geometrickou i biologickou relevanci.
V puvodni verzi nastroje HotSpot Wizard byl pro detekci kapes pouzit néstroj CASTp [76]
s vychozim nastavenim. Jelikoz vSak tento nastroj na mnoha proteinech poskytuje nepresné
vysledky (obrazek z pohledu minimalniho a maximélniho objemu nalezenych kapes (bézna
velikost by neméla presdhnout 1000 A3[77]), neumoznuje vizualizaci nalezenych kapes, nemé
témeér zadné moznosti nastaveni a neni jiz aktivné vyvijen, bylo rozhodnuto o jeho nahrazeni.
Jako vhodna nahrada byl vybran néastroj Fpocket. Ten tedy bylo nutné srovnat se stavajicim
feSenim a v pripadé potfeby provést optimalizaci jeho vstupnich parametri.

Fpocket

Fpocket je podobné jako jiné nastroje pro hledani kapes zalozen na konceptu reprezentace
struktury pomoci Voroného digramu a nésledné detekce tzv. alfa sfér. Ty jsou definoviny
jako kontaktni sféry, které se dotykaji pravé 4 ruznych atomt v prostoru a zaroven v sobé
neobsahuji zadny jiny atom [78]. Tento geometricky koncept je vhodny pro proteiny také
diky jejich charakteristickému usporadani jednotlivych atomt v prostoru, které se musi ridit
fyzikalnimi zdkony. Diky tomu je tak mozné snadno rozliSovat mezi povrchem, kapsami
a vnitinim prostorem proteina [79]. Algoritmus néstroje Fpocket se sklddé ze t¥i hlavnich
kroki. V prvnim je provedena konstrukce Voroného diagramu s vyuzitim knihovny Qhull [80]
a vypocet alfa sfér. V dalsim kroku je provedeno postupné shlukovani alfa sfér az do finalnich
kapes. Toto shlukovani je provadéno kvuli rychlosti ve tfech riznych trovnich. V prvni
drovni je provedeno hrubé slouceni alfa sfér s vyuzitim trividlniho vzdélenostniho kritéria
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Ay

(a) Hydrolaza (b) Oxydoreduktéza (c) Oxydoreduktéza

Obrazek 5.2: Kapsy nalezené néstrojem CASTp se biologicky nerelevantnimi geometrickymi parametry.
Proteiny jsou vizualizovany zelenou barvou stylem ,,cartoon“ a kapsy jsou reprezentovany jako sit

CtyTsténu v Cerné barve. Katalytickd kapsa hydroldzy (PDB kdd: 3GOC) s objemem 15079 AB,
@ katalytickd kapsa oxydoreduktézy (PDB kod: 1GEG) s objemem 31795 A’a katalyticka kapsa
oxydoreduktézy (PDB kod: 1HWZ) s objemem 80502 A”.

do tzv. inicidlnich kapes a také zahozeni vSech velkych shlukt slozenych pouze z jedné sféry
(jedna se o vnéjsi prostor mimo protein). V druhé trovni se sloudi inicidlni kapsy s blizkym
vétstho. V posledni tirovni je pak provedeno shlukovani s vyuzitim multiple-linkage pristupu
do vyslednych kapes. Tretim krokem je pak ohodnoceni kapes, vypocet jejich ,druggability“
a ulozeni do vystupnich souboru.

Datova sada

Jako srovnavaci datova sada byly vyuzity unikatni struktury pouzité jako vstupy pro HotSpot
Wizard 1.7 za celou dobu jeho existence. Diky tomu by méla datova sada obsahovat predevsim
proteiny zajimavé pro cilovou skupinu uzivateli a tedy bude srovnani a optimalizace parametru
provadéna na skuteéné relevantnich datech. Do datové sady byly zkombinovany jak struktury
zadané pomoci PDB koédu, tak i ty uzivatelsky nahrané. Detaily o jejich funkénich reziduich
byly extrahovany z vysledkovych soubort z nastroje HotSpot Wizard 1.7, ktery je také ziskava
z databazi SwissProt a Catalytic Site Atlas, bez dalstho extra vyhledavani. Po odfiltrovani
duplicitnich a oc¢ividné nekorektnich struktur a proteinti bez znamych funkénich rezidui zistalo
1670 z celkem 4 055 struktur.

Srovnani vychozich parametra s ptivodnim pristupem

Srovnani vysledkti obou nastroji s vychozimi parametry ukazalo, ze Fpocket detekuje v pri-
méru mensi pocet kapes na strukturu s lepsimi geometrickymi vlastnostmi (tabulka [5.1).
Zajimavé také je, ze vétsina detekovanych katalytickych kapes se umistila na prvnim misté
v internim razeni néastroje Fpocket podle ,druggability®, coz koresponduje s autory deklarova-
nou kvalitou této metriky. Bohuzel vsak nedokézal detekovat katalytické kapsy ve stejném
mnozstvi struktur jako puvodni CASTp. Ackoliv nelze vykon CASTp s ohledem na jeho
tendenci hledat prilis velké kapsy povazovat za smérodatny, neschopnost testovaného nastroje
nalézt katalytickou kapsu u 127 struktur (8 %) bylo motivaci k provedeni pokusu o optimali-
zaci jeho vstupnich parametri. Parametry k optimalizaci byly vybirany na zakladé manualu
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Tabulka 5.1: Vysledky nastroju CASTp a Fpocket s pouzitim vychoziho nastaveni.

Poéet kapes Objem katalytickych

kapes
< . Nalezenych iz
Nastroj okoncenych lvtickych  Median Max e3840 nNrodian Min Max
uloh poradi
kapes
CASTp 2847 1627 53 1125 48 727 11 472939
Fpocket 2787 1500 12 311 1 807 123 10691

k nastroji a kratkého inicidlniho testovani, kterym byl potvrzen jejich vliv na nalezené kapsy.
Testované hodnoty byly imyslné vybirany v blizkém okoli vychozi hodnoty a to na zakladé
jejich oéekévaného chovani a v takovém poctu, aby bylo mozné analyzu vypocéetné provést.

Optimalizace parametru

Optimalizace parametri probihala v nékolik po sobé jdoucich krocich.

Krok 1: Minimalni polomér alfa sféry. V prvnim kroku optimalizace byl studovan efekt
minimélniho poloméru alfa sféry nachézejici se ve vazebném misté (-m, vichozi hodnota: 3 A).
Predpokladem bylo, Ze nizsi minimalni polomér povede k vyssimu pocétu nalezenych kapes
a tudiz i vétsimu poctu spravné oznacenych katalytickych rezidui. Pro testovani bylo vybrano
rozpéti parametru 2,0-2,9 A s krokem 0,1 A. Analyzou vysledki uvedenych v tabulce
byl tento predpoklad potvrzen a bylo nalezeno vétsi mnozstvi katalytickych kapes. Nicméné
se snizujicim se polomérem zacalo pochopitelné dochazet k postupnému zhorseni jejich
geometrickych vlastnosti (jednotlivé kapsy a dutiny se slucovaly do extrémné rozlehlych celk),
a to dokonce hluboko pod kvalitu ptivodniho CASTp. Pro dalsi krok byl tedy vybran interval
2,5-2,7 A, ktery vykazuje asi nejlepsi pomér mezi mnozstvim nalezenych katalytickych kapes
a jejich geometrickymi vlastnostmi.

Krok 2: Minimalni pocet alfa sfér. Druhy krok analyzy mifil na zmenseni objemu
nalezenych kapes nebot jejich prehnand velkost by pak vedla k ndvrhu velkého mnozstvi
falesné pozitivnich hot spot rezidui bez vétsiho vlivu na funkci proteint. V tomto kroku byl
optimalizovan parametr udavajici minimalni pocet alfa sfér nutnych pro slouc¢eni dvou kapes
v rdmci posledni tirovné shlukovéni (-n, vychozi hodnota: 2). ZvySovanim této hodnoty by tak
mélo dochézet k detekci vétsitho mnozstvi mensich kapes a tim odstranéni irelevantnich spojeni
a snizeni jejich objemu. V prvnim kole byly testoviny hodnoty 3, 4 a 5. Z tabulky [5.3]je patrné,
ze ke zlepsovani geometrickych parametru katalytickych kapes skuteéné dochazi. Bohuzel i tak
vysledky bylo zlepseni relativné malé a zvlasté s ohledem na hodnotu minimalniho poloméru
alfa sféry 2,5 A vykazujici nejvyssi pocet katalytickych kapes nebyl zcela uspokojivy. Proto
byl jesté proveden dali test, kdyz pro hodnotu minimalniho poloméru alfa sféry 2,5 A byla
rapidné zvysena hodnota minimélniho poctu alfa sfér az na 10. Timto zvysSenim opét doslo
k mirnému zlepseni, ale bohuzel stdle ne dostatecnému—median pies 1600 A® s maximem
témet 100000 A® ani zdaleka neodpovida biologické relevanci. Kvili nevelkému pfinosu tohoto
parametru bylo jeho dalsi optimalizovani odlozeno a dalsi kroky tak byly zaméfeny na dalsi
vhodné parametry.
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Tabulka 5.2: Srovnani vysledkd s riznymi hodnotami miniméalniho poloméru alfa sféry.

Pocet kapes Objem katalytickych

kapes
. . Nalezenych ..
-m Dokc’)ncenych katalytickych Median Max Me:i 1a1’1 Median Min Max
uloh poradi
kapes
CASTp 2847 1627 53 1125 48 727 11 472939
3,0 2787 1500 12 311 1 807 123 10691
2,0 2847 1641 3 174 1 22575 299 593665
2,1 2847 1648 3 157 1 21261 185 595989
2,2* - — - - - - - -
2,3 2846 1648 6 129 1 16933 97 500538
2.4 2846 1638 10 158 1 13355 58 508747
2,5 2845 1634 16 219 1 8268 49 370316
2,6 2835 1621 22 405 1 2078 58 100062
2,7 2829 1605 21 534 1 1320 56 36 789
2,8 2824 1582 18 475 1 1052 54 19974
2,9 2812 1531 15 387 1 854 83 10711

* —z davodu chyby pfi spusténi vypocet nedobéhl; s ohledem na irelevanci okolnich hodnot nebylo dopocitavano

Tabulka 5.3: Srovnani vysledk s riznymi kombinacemi hodnot minimalniho poloméru alfa sféry
s minimalnim poctem alfa sfér.

Podet kapes Objem katalytickych

kapes
. Nalezenych ..
-m -n Dok?ncenych katalytickych Median Max Mefl 1a1‘1 Median Min Max
uloh poradi
kapes

CASTp 2847 1627 53 1125 48 727 11 472939
3,0 2 2787 1500 12 311 1 807 123 10691
25 3 2845 1634 18 262 1 6967 50 326101
2,5 4 2845 1632 21 295 1 5496 42 155688
25 5 2844 1632 23 354 1 4337 46 132304
26 3 2835 1620 24 480 1 1753 64 66691
2,6 4 2834 1619 25 557 1 1421 65 65908
26 5 2832 1619 27 639 2 1220 59 51210
2,7 3 2827 1604 22 580 1 1186 53 30382
2,7 4 2826 1603 23 626 1 1076 56 25879
27 5 2825 1603 24 658 1 961 54 20986
2,5 10 2844 1632 31 599 2 1623 46 97 341

Y vev

Krok 3: Maximalni vzdalenost t&zist a alfa sfér. Treti krok podobné jako druhy cili
na parametry ovlivnujici shlukovani kapes se shodnym cilem —snizenim objemu nalezenych
kapes pri zachovani jejich poc¢tu. Hodnota parametru minimalniho poloméru alfa sféry byla
zafixovédna na hodnoté 2,5 A pii které bylo dosazeno nejvyssiho poctu kapes a hodnota
minimalniho poctu alfa sfér byla nastavena na 10, kdy dokaze alespon ¢asteéné kompenzovat
jejich geometrii. Pro optimalizaci pak byly vybrany dva dalsi parametry. Prvni z nich urcuje

maximalni vzdalenost tézist inicidlnich kapes, které budou sloué¢eny v ramci druhé drovné
shlukovéani (-r, vychozi hodnota: 4,5 A) a byly pro néj testovany hodnoty 3,5, 4,0 a 4,5 A.
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vvvvv

a maximalni vzdélenosti nejblizsich alfa sfér sousednich shluki.

Podet kapes Objem katalytickych

kapes
. . Nalezenych ..
o .g Dokonfenych o iytickych  Medidn Max eHA nNrogisn Min Max
uloh poradi
kapes
CASTp 2847 1627 53 1125 48 727 11 472939
4,5 25 2787 1500 12 311 1 807 123 10691
3,5 2,0 2832 1620 36 931 3 842 47 23777
35 25 2832 1624 28 585 2 1356 49 77879
4,0 2,0 2833 1626 38 989 3 849 40 25004
4,0 25 2833 1628 29 601 2 1396 47 92242
45 20 2844 1632 43 1076 3 849 50 25311

Druhym parametrem je maximalni vzdalenost dvou nejblizsich alfa sfér kapes, které budou
slouceny v rdmci tfet{ irovné shlukovéani (-s, vychozi hodnota: 2,5 A). Pro néj byly testoviny
hodnoty 2,0 a 2,5 A. Z tabulky [5.4]je o¢ividné, Ze modifikace maximalni vzdalenosti tézist nema
na vysledky kapsy prakticky zadny vliv. Naproti tomu snizovani vzdalenosti alfa sfér ma vliv
velmi vyrazny a to dokonce tak moc, Ze jeho snizeni vede témér az k poloviénim hodnotdm a to
vse pii zachovani téméi shodného poctu nalezenych katalytickych kapes. Jedinym prekvapivym
vysledkem je snizeni medianu poradi kapsy ve vysledkovém souboru a tim naruseni relevance
skére ,,druggability*. Bohuzel i pres tyto vyrazné zmény v geometrii byly nalezené kapsy stéle
prilis velké a casto zasahovaly az do irelevantnich ¢asti proteinu. Jelikoz by dalsi agresivni
uprava tohoto parametru mohla opét oslabit vyznam skére ,,druggability®, bylo rozhodnuto
slevit z aktudlni hodnoty minimalniho poloméru alfa sféry a zvysit ji na hodnotu 2,8 A. Ackoliv
je tato hodnota vyraznym skokem od ptvodni uvazované, byla vybrana jako kompromis mezi
po¢tem nalezenych katalytickych kapes (o 52 méné nez 2,5 A, ale stéle o 82 vice nez pivodni
3,0 A) a jejich rozumnou velikosti (v medidnu o 7186 A? oproti 2,5 A a jen o 245 A® oproti
3,0 A).

Krok 4: Maximalni vzdalenost alfa sfér pro vyssi polomér. Zvyseni poloméru se uka-
zalo jako dobré rozhodnuti, nebot se objem katalytickych kapes najednou vyrazné zmensil
a to az na akceptovatelné hodnoty. Podobné doslo k napraveni medidnu poradi ve vysledcich.
Hodnota minimélntho poc¢tu alfa sfér byla opét ponechdna na hodné 10, protoze dle vysledku
z kroku 2 pozitivné ovliviiuje geometrii pti zachovani shodného poctu nalezenych kapes.
S ohledem na vyrazny prinos upraveného parametru maximalni vzdalenosti nejblizsich alfa sfér
v predchozim kroku bylo provedeno jeho opétovné otestovani s vyssim polomérem. Prekvapive
vsak byl jeho prinos prakticky zanedbatelny a parametry nalezenych kapes zustavaly velmi
podobné (tabulka . P1i porovnani s vysledky CASTp lze vidét vyrazné lepsi geometrické
parametry nalezenych kapes, které ale byly vykoupeny o trochu nizsi tspésnosti v celkovém
poctu (asi o 50). Nicméné toto snizeni je s ohledem na kvalitu nalezenych kapes akceptova-
telnou cenou. Timto krokem se tedy podarilo dosdhnout dostateéné kvalitnich parametri,
a tudiz zaddny dalsi optimalizacni krok jiz nebyl proveden.
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Tabulka 5.5: Srovnani vysledku s riznymi hodnotami maximalni vzdalenosti nejblizsich alfa sfér
sousednich shluki.

Podet kapes Objem katalytickych

kapes
.. Nalezenych ..
-s Dokc’)ncenych katalytickych Median Max Mefi 1ar'1 Median Min Max
uloh poradi
kapes
CASTp 2847 1627 53 1125 48 727 11 472939
2,5 2787 1500 12 311 1 807 123 10691
2,0 2822 1572 21 648 2 606 49 5733
2,5 2822 1573 21 598 1 734 47 7008

Tabulka 5.6: Parametry katalytickych kapes nalezenych v testovaci datové sadé haloalkandehalogenaz.

Pocet

PDB ID Retézec esenciilnich Poradi Skére Objem [Ag] EE‘}el’lftlall’llCh
e q . kapsy rezidui v kapse
rezidui
1B6G A 5 4 16,310 134 4
1177 A 5 1 35,957 467 4
2PSD A 5 1 38,625 561 4
2QVB A 3 1 34,587 572 2
B 3 3 31,303 463 2
2XT0 A 5 1 33,260 1144 5
3A2M A 3 1 36,993 1260 2
B 3 2 32,762 1022 2
3U1T A 5 3 25,661 564 4
B 5 4 20,016 403 4
3WI7 A 3 3 15,710 418 2
B 3 2 18,556 431 2
4C6H A 3 1 37,629 732 1
4E46 A 3 1 34,634 526 2
4K2A A 3 5 19,228 234 2
B 3 7 16,535 264 2
C 3 11 13,327 225 2
D 3 2 27,503 1245 2
Validace

Ovéreni relevance dosazenych vysledkt bylo provedeno manualnim porovnanim nalezenych
katalytickych kapes (tabulka se znamymi kapsami nékolika reprezentativnich struktur
z rodiny enzymu halogenalkandehalogenaz (analyzu provedli odbornici z Loschmidtovych
laboratori). Tato rodina je dlouhodobé zkouméana Loschmidtovymi laboratofemi a je dobfe
znam jejich reakéni mechanismu, lokace aktivniho mista i geometrické parametry katalytické
kapsy. Umisténi a geometrie nalezenych kapes u vsech struktur dobie korelovaly s ocekédvanym
vysledkem.
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Tabulka 5.7: Vysledné hodnoty parametru.

Nazev Parametr Puvodni hodnota Optim. hodnota
miniméalni polomeér alfa sféry -m 3 2,8
miniméalni pocet spolecnych alfa sfér -n 2 10
maximalni vzdalenost tézist -r 4.5 4.5
maximéalni vzdalenost nejblizsich alfa sfér -s 2,5 2,5
Shrnuti

V réamci této analyzy byla provedena optimalizace vstupnich parametri nastroje Fpocket
a srovnana s puvodnim nastrojem CASTp. V priubéhu analyzy bylo postupné otestovano vice
nez 25 riznych kombinaci hodnot ¢tyf parametrii na sadé 1670 proteini, z nichz byla vybrana
nejlepsi kombinace uvedend v tabulce Tato kombinace zajistuje nalezeni katalytické kapsy
ve vétsiné struktur se zachovanim jejich velmi dobrych geometrickych vlastnosti. Déale byl
potvrzen vyznam skére ,druggability“, kdy byla jako katalytickd oznacovana vétsinou kapsa
s jeho nejvyssi hodnotou, a tudiz je mozné ho vyuzit jako kritérium pro jeji vybér.

5.3 Optimalizace dalsich analyz

K vétsiné dalsich netrividlnich ¢asti workflow byly také provedeny bioinformatické analyzy
a optimalizace jejich parametri. Ackoliv maji srovnatelny vyznam s vyse rozebiranymi, byly
provadény dalsimi spoluautory néastroje, a proto jim v této praci bude vénovan pouze omezeny
prostor.

Konstrukce mnohonasobného sekvenéniho zarovnani

Autor: Jaroslav Bendl, Fakulta informacnich technologii, Vysoké uceni technické v Brné

V ramci této analyzy byl optimalizovan proces konstrukce mnohonasobného zarovnani a nava-
zujici analyzy konzervovanosti tak, aby zarovnani obsahovalo dostatecny pocet sekvenci pro
ziskani ocekavané distribuce skére konzervovanosti v ramci sekvence. Konkrétnéji byl testovan
vliv e-value na hledani podobnych sekvenci a zejména pak findlni velikost zarovnani. V pripadé
algoritmu Jensen-Shanonovy divergence (JSD) pouzitého pro vypocet konzervovanosti pak
bylo studovano nastaveni penalizace mezer v zarovnani a také bylo experimentovano s vyuzitim
plovouciho okna pri pocitani konzervovanosti.

Vybér nastroju pro identifikace korelovanych paru

Autor: Ondrej Vavra, Prirodovédecka fakulta, Masarykova Univerzita

Nastroju schopnych na zakladé mnohonasobného sekvencéniho zarovnani identifikovat korelo-
vané pary existuje cela rfada. Cilem této analyzy tak bylo sestrojit nezavislou datovou sadu
a na jejim zakladé ovérit presnost vybranych nastroji a vybrat ten nejlepsi. Jelikoz se vsak
ukazalo, Ze zadny z nich nepodévé jednoznacné nejlepsi vysledky, bylo navrzeno jejich spojeni
v metaprediktor na zdkladé z-skére.
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Predikce skodlivosti mutaci

Autor: Milos Musil, Fakulta informac¢nich technologii, Vysoké uceni technické v Brné

Predikce mozné skodlivosti zvazovanych mutaci je cennym zdrojem informaci pro vybér po-
zic a cilovych aminokyselin do experimentalni knihovny. Pivodné zvazovanym kandidatem
na integraci byl ndstroj MAPP, ktery funguje velmi rychle a dosahuje dostateéné presnosti.
Jeho limitaci ale byla restriktivni licence, ktera znemoziovala jeho snadnou integraci a velmi
limitovand sada pouzivanych fyzikalné chemickych rysi jednotlivych aminokyselin. Proto bylo
rozhodnuto vzit jeho zdkladni myslenku, rozsitit ji a vytvorit tak nastroj vlastni s idedlné
lepsi presnosti. Navrzeny algoritmus byl testovan na rozsahlé sadé témér 80 tisic mutaci a do-
sahoval lepsich vysledki nez nastroj MAPP a témér srovnatelnych vysledki s mnohondsobné
pomalejSim nastrojem SNAP [81].
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6 Implementace

Nastroj HotSpot Wizard je zaloZen shodné s dalsimi portaly vyvinutymi v Loschmidtovych
laboratofich na platformé Loschmidt Core [82], ktera tak vyraznym zptsobem ovliviuje jeho
architekturu. Ackoliv je celd platforma napsana v Javé, je HotSpot Wizard vyvijen a testovan
vyhradné pro operac¢ni systémy zalozené na Linuxu a to predevsim kvuli nedostupnosti velkého
poctu integrovanych nastroji na dalsich platformach. Samotny vyvoj byl rozdélen na dvé
nezavislé komponenty (vypocetni jadro a grafické uzivatelské rozhrani), které budou blize
popsany v této kapitole.

6.1 Platforma Loschmidt Core

Loschmidt Core [82] je specializovand platforma v jazyce Java navrzend piimo pro vyvoj
vypocetnich jader bioinformatickych nastroji. Jejim hlavnim cilem je poskytnout robustni
a spolehlivy zaklad pro vlastni aplikace a umoznit vyvojari soustredit se primarné na navrh
a implementaci bioinformatického workflow aplikace bez nutnosti Teseni ,servisnich® véci
typu zpracovani iloh nebo fizeni zdroji. Cela platforma je dobie konfigurovatelna a navrzena
modularné, coz umozinuje snadné nahrazeni vétsiny komponent vlastni implementaci. Kromé
samotné platformy je jeji soucasti také rozsdhla kolekce bioinformatickych tiid (Loschmidt
Commons) zahrnujicich implementace vybranych algoritmu, parsery vystupnich formata
externich aplikaci, rozhrani pro pristup k nékolika bionformatickym databazim a také datové
modely bézné vyuzivanych element.

6.2 Architektura aplikace

Architektura néstroje (obrazek je prevzata z doporuceni pro platformu Loschmidt Core.
To znamena, Ze vypocetni jadro je postavené piimo na platformé a jeho vyvoj je striktné
oddélen (kromé datové struktury) od vyvoje grafického uzivatelského rozhrani. Komunikace
mezi jednotlivymi komponentami je zajistovana pomoci databaze s metadaty a standardniho
HTTP protokolu pro prenos datovych soubori. Diky tomu je jejich vzajemnda zavislost velmi
mald, coz pak umoznuje vyvoj, kdy je mozné kazdou komponentu vyvijet prakticky nezavisle
nebo ji snadno naradit. V neposledni fadé je vyhodou moznost provozovat komponenty
oddélené, ¢imz se vyrazné zvysuje Skdlovatelnost a také moznost spravy, kdy je mozné
vice uzivatelskych rozhrani provozovat na stejné instanci webového serveru bez vzijemného
omezovani vypocetniho vykonu na ulohy, zatimco jejich vypocetni jadra mit podle potieb
rozloZena na vice stroju.

6.3 Datova struktura

Pro snadné ukladani a manipulaci s vysledky jednotlivych analyz, byla navrzena specializovana
datova struktura (obrazek . Jejim cilem je co nejprirozenéji reprezentovat protein a jeho
jednotlivé komponenty v bioinformatickém pohledu v hierarchii protein — fetézec — reziduum.
Diky tomu je mozné vysledky analyz mapovat pfimo na vhodné komponenty. Asi nejvétsi
komplikaci pii navrhu datové struktury byla nutnost podpory dvou ruznych typtu indexu
rezidui —sekvencniho a strukturniho. Zatimco sekvencni index urcuje pozici rezidua v sekvenci
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Vypocetni jddro (Loschmidt Core)
<<=component>:> gl <<component>:> @ <-<component>:> E <-<=component>= @
Modul Automatizované akce Fronty Konfigurace
<=companent== gl <=component==> @ ==component==> @ <<component==
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<-<Ccomponent== E <-<Ccomponent== E <-<Ccomponent== E <=<Ccomponent==
Pripojeni k SQL Uloha HTTP server Pamocné tiidy
A :
1
: sqQL HTTE HTTP .
! I
: SQL databaze Webové rozhrani :
I
1
! '
I
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: Informace o tlohach Vystupni formular Nastaveni uloh '
1
I
1
I
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I
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HotSpot Wizard Sdilena knihovna (Loschmidt Commons)
<<component== @ <<component== @ <<component== gl <<component=: E
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oduly Datové struktury F—- - =3 goritmy astroje
<<component>:> E <<component>:= @ <<component>:> @ <<=component>>
Formatovani vystupu Pomocné tiidy Datavé struktury Databaze

Obrazek 6.1: Diagram aktivit popisujici architekturu nastroje HotSpot Wizard v kontextu platformy
Loschmdit Core.

a jde vzdy neprerusované od jednicky, index strukturni reprezentuje identifikdtor v ramci
struktury. Kvuli chybovosti a omezeni experimentélnich technik tak tento index nejenze nemusi
zaCinat od jednicky, ale také ¢asto obsahuje mezery nebo neni sekvencni. Podpora obou variant
pak byla vynucena jednotlivymi nédstroji, které vétSinou dokazi pracovat pouze s jednim typem.
Pro tcely prenositelnosti a dalsi zpracovatelnosti byla také implementovina podpora pro jeji
serializaci do formatu XML. Tato serializace je napsand manudlné bez vyuziti knihoven a to
kvili potrebé pokrocilé filtrace ukladanych informaci. Format XML pak byl zvolen s ohledem
na svou snadnou strojovou zpracovatelnost poskytujici uzivateliim moznost s vystupy nadale
pracovat.

6.4 Vypocetni jadro

Implementace vypocetniho jadra je plné podrizena pozadavkium platformy Loschmidt Core.
7 externich knihoven pak HotSpot Wizard vyuziva predevsim open-source projektu BioJava
[83], a to pfedevsim robustni implementaci parseru PDB formétu a také algoritmy pro predikci
sekunddrnich struktur a povrchu proteinu. Déle jsou pouzivany knihovny UniProtJAPI [84]
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Obrazek 6.2: Diagram ttid reprezentujici datovou strukturu Protein. Zobrazeny jsou vsechny tridy,
jejich atributy a vybrané metody (get/set metody pro atributy byly vynechény).
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Obrazek 6.3: Diagram aktivit zobrazujici prubéh jednotlivych kroku analyz, které jsou vizualné
rozdélené na sekvencni a strukturni vétev.

pro programaticky pristup k databdzi SwissProt a knihovna covariance [85] obsahujici
implementace algoritmt MI, McBASC, OMES, SCA, ELSC pro identifikaci korelovanych
paru.

Na jeho vstupu je XML soubor definujici ilohu, jeji nastaveni a odkazy na dalsi soubory,
kterymi jsou proteinova struktura v PDB formatu a také serializovand datova struktura
Protein s anotacemi funkcénich mist. Tento soubor je zpracovan a na jeho zadkladé sestavena
uloha obsahujici nakonfigurované a instancované jednotlivé kroky vypoctu (tzv. moduly).
Téch je celkem 10 a presné reprezentuji jednotlivé analyzy popsané v kapitole Mezi
kroky také byly definovany nutné zavislosti, zajistujici spravnou logickou navaznost vypoctu
a zaroven poskytujici moznost paralelniho spousténi vypoc¢ti, coz vyrazné zvysuje propustnost
celého nastroje. Jednotlivé kroky a jejich zavislosti jsou znazornény pomoci diagramu aktivit
na obrazku Pro vzajemné sdileni a ukladani dat napii¢ moduly slouzi datova struktura
Protein popsand v kapitole [6.3]

Aby bylo zajisténo vhodné vytiZeni vypocetnich zdroju, jsou vypocetni kroky razeny
do dvou front. Prvni z nich je urcena pouze na konstrukci mnohonasobného zarovnani
a umoznuje paralelni béh pouze dvou vypocta. Tato fronta byla vytvorena predevsim kvili
vysoké diskové ndro¢nosti prohleddvani sekvencéni databaze nastrojem BLAST, kdy pfi vyssim
poc¢tu soubéznych instanci dochazi vlivem neefektivniho ¢teni z disku k vyraznému poklesu
celkového vykonu. Druhd fronta pak slouzi pro ostatni vypocty a umoznuje paralelni béh az
CtyT analyz. Obé fronty jsou aktudlné bez pokrocilého fazeni, nebot soucasné vytizeni nastroje
to nevyzaduje.
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Hlavnim vystupem vypoctu je serializovana datova struktura Protein v XML souboru.
Ta obsahuje vybranou relevantni podmnozinu vsech napocitanych dat nutnych pro anotaci
proteinu a analyzu vysledku ve webovém rozhrani nebo alternativnim zpracovanim uzivatelem.
Déle jsou do jednoho archivu zabaleny vsechny vystupni soubory integrovanych nastroju, aby
mél uzivatel k dispozici vSechna surova data z mezikroki pro pripadnou detailni analyzu ¢i
kontrolu vysledki.

6.5 Casova naroc¢nost vypoctu

Pro ilustraci ¢asové ndroc¢nosti vypoctu byla provedena analyza néstrojem s vychozim nasta-
venim pro 9 raznych proteinti. Vypocet probihal na provozni verzi nastroje s prazdnou frontou
(dloha tedy necekala v zadné fronté). Namétené hodnoty jsou shrnuty v tabulce Z hodnot
lze vidét, ze Casova narocnost zavisi nejen na absolutni velikosti proteinu, ale také na jeho
oligomernim stavu. To je zpusobeno optimalizaci ¢asové nejnarocnéjsich sekvencénich analyz,
které se pro shodné fetézce (tzn. 100% sekvenéni identita) provadi pouze jednou a vysledky
se rozkopiruji.

Tabulka 6.1: Casova naro¢nost vipoétu pro vybrané proteiny.

PDB kéd Oligomerni stav Pocet aminokyselin Pocet atomu Délka vypoctu

40EE monomer 155 1068 ~4 minuty
20MB homodimer 434 6 387 ~ 6 minut

4E46 monomer 296 2491 ~10 minut
4LRJ heterodimer 296 2258 ~ 10 minut
BK3A homodimer 590 4707 ~10 minut
1CFJ monomer 535 4244 ~ 30 minut
BHQ4 monomer 669 5344 ~40 minut
BKSK homodimer 1496 11095 ~ 55 minut
2AKA heterodimer 1075 8625 ~ 65 minut

6.6 Grafické uzivatelské rozhrani

Podoba uzivatelského rozhrani vychazi ze sablony vyuzivané pro vSechny webové portaly vyvi-
jené v ramci Loschmidtovych laboratori. Pti jeho navrhu bylo vénovano nejvétsi tsili smérem
k prehlednosti a interaktivité, diky ¢emuz je mozné pohodlné provadét vsechny analyzy primo
ve webovém rozhrani bez nutnosti externich néstroji. Webové rozhrani je implementovano
stejné jako jadro v programovacim jazyce Java a nasledné transpilovano do optimalizovaného
JavaScriptu s vyuzitim technologie Google Web Toolkit [86]. Vétsina interaktivnich komponent
pak pochéazi z platformy Smart GWT [87]. Divodem pro volbu této technologie byla jeji
robustnost a siroka paleta dostupnych komponent, diky ¢emuz se vyvoj vyrazné zrychlil
a zjednodusil. V neposledni fadé je vyhodou moznost vyvijet piimo v jazyce Java.

Vstupni formular

Vstupni formular se skladd ze dvou po sobé jdoucich krokii. V prvnim je uzivatel vyzvan
k zadani nebo nahréni proteinové struktury a nasledné vybrani vhodné biologické jednotky
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¢i fetézct. Déle je mozné zadat emailovou adresu pro notifikac¢ni zpravy o stavu tlohy a vlastni
nazev ulohy. V druhém (obrazek je pak mozné zkontrolovat a upravovat automaticky
nalezend esencidlni rezidua a také ménit konfigurac¢ni parametry jednotlivych kroka vypoctu.
Pro lepsi prehlednost formulafe pro méné zkusené uzivatele je vétsina konfigurac¢nich voleb
implicitné skryta a je mozné je zobrazit prepnutim na pokrocily mod. Poté je mozné tilohu
rovnou odeslat ke zpracovani a uzivatel je ihned presmérovan na stranku se stavem tlohy.

Shrnuti dlohy

Tato stranka (obrézek je sttedobodem celé analyzy vysledkii. V pripadé korektné dokoncené
ulohy se sklada z nasledujicich komponent:

. informacni panel obsahujici zdkladni informace o tiloze (identifikitor, nazev a identifikator
proteinu) a globalni shrnuti stavu ulohy,

° panel detailnich informaci o pribéhu vypoctu, kde jsou vidét detailni informace o stavu
jednotlivych krokt vypoctu a je mozné si zobrazit jejich stavové zpravy,
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Obrazek 6.5: Uzivatelské rozhrani shrnuti tlohy.
° rozcestnik strategii, pomoci kterého je mozné zobrazit vysledky analyzy dat pomoci
vybrané strategie a
. panel stahovani, kde je mozné stahnout archiv obsahujici vystupni soubory jednotlivych

nastroju a vysledkovy XML soubor.

Tato stranka vSak nabyva i mirné odliSnych podob v zavislosti na aktualnim stavu celé
tlohy. V pripadé nedokoncené tlohy se pochopitelné nezobrazuje rozcestnik strategii a panel
stahovani, ale naopak se zobrazuje aktudlni délka tulohy. Pokud se nepodaii dokoncit nékterou
ze strategii, rozcestnik se zobrazi, ale odkazy na vystupni analyzy jsou neaktivni a nelze
s nimi dale pracovat. U netuspésné dokoncené ulohy se pak nezobrazuje pouze rozcestnik
strategii — panel stahovani je zachovan pro pripad, ze by se uzivatel chtél podivat na dosavadni
vystupy analyz (véetné vystupu modulu, ktery selhal).

Analyza vysledki

Klicovou strankou celého rozhrani je analyza vysledki vybranou strategii. Ackoliv mé kazdé
strategie mirné odlisny zptisob prezentace, zakladni rozlozeni je zachoviano. Strance tedy
dominuje predevsim panel vizualizace struktury a také prehledova tabulka vysledkt. Vizuali-
zace je realizovana s vyuzitim aplikace JSmol a je velmi lzce a interaktivné propojena
s ostatnimi komponentami na strance. Diky tomu muze uzivatel okamzité vizualné zhodnotit
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Obrazek 6.6: Uzivatelské rozhrani pro analyzu vysledku strategii funk¢nich hot spotu.

umisténi vybraného rezidua nebo i geometrii katalytickych kapes a tuneli bez nutnosti otevirat
strukturu v externim vizualiza¢nim programu.

Druhou dominantou stranky je pak tabulka vysledku (obrazek umisténd pod vizua-
liza¢nim oknem. Jeji sloupce se méni v zavislosti na vybrané strategii a ve vychozi podobé
obsahuje pouze informace o nalezenych hot spotech. Tyto hot spoty je dile mozné filtrovat
s vyuzitim predpripravenych filtri na nékolik strukturnich charakteristik rezidui. Pokud
by uzivateli nestacil prehled hot spotd, md moznost prepnout do plného zobrazeni vSech
rezidui proteinu. V neposledni fadé je mozné rezidua vybirat pro vizualizaci (ikona oka), pro
navrh chytrych knihoven (ikona plus) nebo zobrazit jejich detailni informace (ikona knihy).
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Obrazek 6.7: Tabulka vysledki pro vybrané hot spoty.

Okno detailnich informaci shrnuje vSechny znamé informace ziskané v pribéhu vypoctu
o daném reziduu bez ohledu na zvolenou strategii a poskytuje tak uzivateli snadny zptisob
globalni analyzy rezidua bez nutnosti prepinani strategii. Dale se na strance nachazi panel
ur¢eny k manipulaci s vizualizaci, panel se seznamem nalezenych katalytickych kapes, panel
se seznamem nalezenych tunell a jejich asociacemi ke kapsam a také panel obsahujici seznam
rezidui vybranych pro nédvrh chytrych knihoven.

Navrh chytrych knihoven

Po dokonceni vybéru slibnych rezidui, je mozné otevrit okno urcené pro navrh chytrych
knihoven. Toto okno je rozdéleno do dvou zalozek podle pouzité strategie.

Prvni ,standardni® zalozka (obrézek umoznuje vybeér cilovych aminokyselin na zakladé
nékolika pristupta jako napiiklad jejich frekvence v mnohondsobném zarovnani nebo prediko-
vand patogenicita s nastavitelnymi prahy. V pripadé zdjmu lze samoziejmé zvolit i manudlni
rezim, kde probiha vybér aminokyselin ru¢né. Pro vybrané aminokyseliny je automaticky
nalezen vhodny degenerovany kodon s moznosti jeho snadné zdmény vybérem z nabidky nebo
ruénim zadanim. S kazdou provedenou zménou se také automaticky prepocitavaji statistiky
knihovny. Druhé zalozka (obrézek nabizi odlisny pohled na navrh knihoven reprezentovany
metodou SwiftLib, kdy uzivatel nezadava primo cilové aminokyseliny, ale pouze jejich vahy,
a predevsim pak maximélni velikost knihoven. Algoritmus metody pak automaticky nalezne
vhodné degenerované kodony tak, aby uprednostnil aminokyseliny s vyssi vahou a zaroven
splnil kritérium velikosti. Navrh tohoto rozhrani byl z pragmatickych divoda do velké miry
inspirovan ptivodnim rozhranim metody SwiftLib.

Na tplny zavér je mozné z obou zéalozek provést export navrzené knihovny. Tento export
je proveden na zakladé zvolené tabulky pouziti kodonti charakteristické pro vybrany expresni
systém (vychozi je bakteridlni systém Escherichia Coli) a obsahuje informace o tloze, vybra-
nych mutacich a degenerovanych kodonech a také zpétné prelozené sekvence gent vygenerované
néastrojem backtranseq z baliku European Molecular Biology Open Software Suite (EMBOSS)
[89], které je mozné piimo vyuzit pro objednédvku knihovny. Reporty jsou k dispozici ve formé-
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Obrazek 6.8: Rozhrani pro navrh chytrych knihoven. V pozadi vlevo je zobrazen standardni méd a v
popredi vpravo pak metoda SwiftLib.

tech HTML a PDF generované programem IXTEX a kazdy z nich dostdva unikatni permanentni
odkaz, aby se bylo mozné na néj kdykoliv vratit.

Navod a tutorial

7 dalsich stranek stoji za zminku predevsim Help a Example. Prvni jmenovand je cilena
na poskytnuti vseobecnych informaci o nastroji a zejména pak vstupnich parametrech a jejich
vyznamu. Stranka Example je psana formou tutoridlu, kdy je detailné rozebrana a vysvétlena
analyza vysledki pomoci vSech strategii véetné navrhu knihovny na modelovém ptikladu
mikrobidlniho enzymu LinB z rodiny halogenalkandehalogenéz.

Dalsi stranky

Kromé drive zminénych obsahuje portdl také stranku shrnujici vybrané publikace, v nichz
byl néstroj vyuzit, a také stranku s informacemi o integrovanych metodach a databéazich
s kratkym popisem a odkazy na jejich domovské stranky.

6.7 Nasazeni

Jako operacni systém pro produkéni prostiedi byl zvolen Debian 8, ktery patii mezi konzerva-
tivni distribuce s delsi podporou a zaroven poskytuje velky pocet predpripravenych aplikaci
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Obrazek 6.9: Diagram aktualniho nasazeni produkéni verze nastroje HotSpot Wizard.

véetné mnoha bioinformatickych nastrojia. Pro zajisténi snadného a bezpecného nasazovani
novéjsich verzi, byl jako hlavni distribu¢ni formét zvolen standardni format balickovaciho
systému distribuce Debian. Diky moznostem, které tento systém poskytuje tak neni nutné resit
vedlejsi efekty (jako chybnd knihovna nebo $patné nastaveni) zpuisobené ruénim nasazovanim
novych verzi. Pro Gcel distribuce byly samotné binarni soubory néstroje doplnény o dalsi
pomocné skripty zajistujici automatické spousténi vypocetniho jadra jako systémové sluzby
nebo dalsi ddrzbu béhem nasazovani nové verze. Z globalniho pohledu (obrazek pak
byla navrzend architektura rozsitena predevsim o reverzni proxy, ktera poskytuje moznost
provozovat jednotlivé sluzby na riznych strojich a také jejich snadnou migraci.
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K ziskani duvéry uzivateli bylo nutné demonstrovat, Ze je nastroj schopen nalézt relevantni
hot spoty pro experimenty Tizené evoluce. Za timto ucelem byly pro kazdou ze ¢tyr im-
plementovanych strategii proteinového inzenyrstvi nalezené védecké studie, které ndvrhem
experimentu ramcové odpovidaly implementaci v HotSpot Wizardu. Cilem bylo ovérit, zda
je HotSpot Wizard schopen identifikovat ty kombinace rezidui, které byly v danych studiich
vyhodnoceny jako nejvice relevantni, tj. zvysujici aktivitu, stabilitu nebo ménici substratovou
specificitu. Ackoliv malokdy bylo vytipovano pfesné tolik hot spoti, kolik bylo experimentalné
validovano, neznamend to nutné Spatnou predikci prebyvajicich hot spoti, ale pouze fakt,
ze dané reziduum nebylo autory studie vybrano pro ohodnoceni, a tudiz k nému nejsou
dostupna experimentalni data.

7.1 Funkéni hot spoty

Halogenalkandehalogenaza

Halogenalkandehalogenazy jsou rodina mikrobialnich enzymi katalyzujicich hydroliticky roz-
klad haloalkanti na primarni alkohol a halogenovy aniont. V mikroorganismech byvaji soucasti
nékolika degradac¢nich metabolickych drah a v pramyslu jsou vyuzitelné jako biodegradatory
[90].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1BN6, ktery pochédzi z organismu kmene
Rhodococcus a byla u néj vylepsovana aktivita. HotSpot Wizard identifikoval 15 hot spoti,
z nichz k Sesti existuje experimentdlni ovéfeni (obrazek [7.1a)) [91]-[93].

Fosfotriesteraza

Fosfotriesterazy patii mezi bakteridlni rodinu enzymut schopnych degradovat velmi toxické
fosfotriestery. Z pohledu proteinového inzenyrstvi je tento enzym zajimavy predevsim kvuli
svému potencidlnimu vyuziti pro degradaci bojovych latek jako je VX, soman a sarin nebo
pro degradaci pesticidi jako je parathion [94].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 110D, ktery pochézi z organismu Pseudomonas
diminuta a byla u néj modifikovana aktivita a enantioselektivita. HotSpot Wizard identifikoval
10 hot spott, z nichz k Sesti existuje experimentalni ovéreni (obrazek [7.1b]) [95]-]98].

Epoxid hydrolaza

Epoxid hydrolazy jsou tiidou enzymu dilezitych pro detoxifikaci genotoxickych latek. Tyto
latky dokazi narusovat genetickou informaci v bunkach nebo blokovat jeji pfirozenou schopnost
samoopravy a tak zpusobit nezvratné poskozeni nebo i rozvoj rakoviny [99].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1Q07, ktery pochézi z organismu Aspergillus
niger a byla u néj modifikovana enantioselektivita. HotSpot Wizard identifikoval ¢tyti hot
spoty, z nichz k jednomu existuje experimentélni ovéfeni (obrazek [7.1c)) [62], [100].

38



7. VALIDACE

PR R ®
L o & . 1
b | '.‘j/wzf w
T o RS b
N
““u;‘ ‘} v r‘ >
\a =
(a) Halogenalkandehalogenaza (b) Fosfotriesteraza (c) Epoxid hydrolaza

Obrézek 7.1: Proteiny s vyznadenymi ovéfenymi (¢ervené) a dalsimi (Gerné) funkénimi hot spoty.

7.2 Stabilitni hot spoty (flexibilita)

Sucrose fosforylaza

Tento enzym hraje dulezitou roli v metabolismu sacharézy a regulaci dalsich metabolickych
meziprodukti. V jeho reakénim mechanismu dochézi k navazani sacharézy na enzym a jeji
konverzi na fruktézu [101].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1R7A, ktery pochazi z organismu Bifidobac-
terium adolescentis. HotSpot Wizard identifikoval 10 hot spoti, z nichz ke dvéma existuje

experimentalni ovéfeni (obrazek [7.2al) [102].

Lipaza

Lipazy jsou skupina enzymu schopnych katalyzovat hydrolyzu tukt. Tato schopnost je esen-
cialni pro vétSinu organismt a tak se lipdzy vyznamné podili na celém procesu traveni,
transportovani a zpracovani tuki nebo oleji. V primyslu jsou lipazy hojné vyuzivany v proce-
sech spojenych s pekarstvim, vyrobou pracich praska nebo dokonce pri konvertovani rostlinnych
oleju na palivo . V lékarstvi jsou pak vyuzivany napriklad pii 1é¢bé metodou PERT
(pancreatic enzyme replacement therapy) [104].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1ISP, ktery pochézi z organismu Bacillus subtilis.
HotSpot Wizard identifikoval 10 hot spotii, z nichz k sedmi existuje experimentélni ovéreni

(obréizek [T21) [102.

Esteraza

Esterdzy jsou enzymy schopné hydrolyticky stépit estery na kyselinu a alkohol. V ptirodé
existuje mnoho ruznych esteraz podilejicich se na odlisnych reakcich. Pro validaci byla vybrana
varianta Stépici fenylacetat.
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Obrazek 7.2: Proteiny s vyznacenymi ovéfenymi (Cervené) a dalsimi (Cerné) flexibilitnimi hot spoty.

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kdédem 1VA4, ktery pochazi z organismu Pseudomonas
fluorescens. HotSpot Wizard identifikoval 10 hot spott, z nichz ke tfem existuje experimentalni

ovéreni (obrazek [7.2¢)) |105].

7.3 Stabilitni hot spoty (back-to-consensus)

Triosephosphate isomeraza

Triosephosphate isomerdzy hraji dilezitou roli v mechanismu glykolyzy a jsou dulezité i pro
efektivni vyrobu energie v bunce. Tyto enzymy je mozné nalézt prakticky ve vsech organismech
vcetné savcl, hmyzu, hub, rostlin nebo bakterii. Zajimavosti je, ze katalyticka efektivita téchto
enzymu je povazovana za perfektni—je totiz limitovana pouze rychlosti, s niz se substrat
dokaze pohybovat dovnitt a ven z aktivniho mista .

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1YPI, ktery pochézi z organismu Saccharomyces
cerevisiae. HotSpot Wizard identifikoval 37 hot spottl, z nichz k sedmi existuje experimentalni

ovéreni (obrazek [7.3al) [64].

Thioredoxin

Thireoxiny jsou proteiny slouzici jako antioxidanty schopné katalyzovat redukci ostatnich
proteini pomoci cystein thiol-disulfidické vymény. Nachazeji se prakticky ve vSech znamych
organismech a tcastni se mnoha dilezitych procesii, jako je redoxni signalizace. U ¢lovéka jsou
tyto proteiny ¢im dale ¢astéji spojovany s lékarstvim diky svym reakcim s latkami obsahujicimi
volné radikaly kysliku |107].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 3DXB, ktery pochéazi z organismu Escherichia
coli. HotSpot Wizard identifikoval pét hot spotil, z nichz ke tfem existuje experimentalni

ovéreni (obrézek [7.3D]) [65].
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Obrazek 7.3: Proteiny s vyznacenymi ovéfenymi (Cervené) a dalsimi (¢erné) konsensudlnimi hot
spoty.

(B-laktamaza

B-laktamazy jsou enzymy produkované nékterymi druhy bakterii a jsou zodpovédna za jejich
rezistenci vi¢i beta-laktamovym antibiotikiim jakou jsou peniciliny a cefamyciny. Tyto enzymy
dokazi otevirat ¢tyfatomovy kruh (zvany beta-laktam) antibiotik a tim deaktivovat jejich
antibakteridlni vlastnosti [10§].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1BLS, ktery pochézi z organismu Enterobacter
cloacae. HotSpot Wizard identifikoval pét hot spoti, z nichz ke tfem existuje experimentalni

ovéfeni (obrdzek [7.3d) [63].

7.4 Korelované hot spoty

Ribonukleaza

Ribonukleazy dokazi hydrolyticky stépit fosfodiesterovou vazbu v ramci ribonukleové kyseliny.
V organismech plni tyto enzymy sirokou skalu funkci—od sestiihti pre-rRNA, pres interferonové
imutni odpovédi az po rozklad ribonukleovych kyselin pfitomnych v potravé. Ve vyzkumu
jsou Casto vyuzivany k odstranovani prebytecného RNA pri praci s DNA .

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 2RN2, ktery pochazi z organismu FEscherichia
coli. HotSpot Wizard identifikoval 29 hot spotii, z nichz ke dvéma (tfindcty par rezidui z 20
korelovanych part) existuje experimentélni ovéreni (obrazek [7.4al) [110].

Vanyllyl-alkohol oxidaza

Enzym pattici do skupiny oxidoreduktéaz schopny katalyzovat reverzibilni chemickou reakci
konverze vanillyl alkoholu s kyslikem na vanillin a peroxid vodiku. Bohuzel jeji vyznam stéle
neni plné pochopen a popsan [111].
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Obréazek 7.4: Proteiny s vyznafenymi ovéFenymi (Cervené) a dalsimi (Gerné) korelovanymi hot spoty.

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1AHU, ktery pochéazi z organismu Penicillium
simplicissimum. HotSpot Wizard identifikoval 57 hot spott, z nichz ke dvéma (tficaty devaty
pér rezidui z 85 korelovanych péri) existuje experimentélni ovéreni (obrazek [7.4bf) |112].

Barnaza

Barnaza je bakteridlni protein vykazujici ribonukledzovou aktivitu. Jejim specifikem je, ze
musi byt exprimovana spole¢né se svym inhibitorem, jinak je velmi nebezpecéna pro vsechnu
syntetizovanou RNA v buiice. Jeji komplex s inhibitorem je netradi¢né tzky [113].

Pro validaci byl vyuzit protein s PDB kédem 1BRS, ktery pochazi z organismu Bacillus
amyloliquefaciens. HotSpot Wizard identifikoval Sest hot spoti, z nichz ke dvéma (prvni par
rezidui ze 14 korelovanych part) existuje experimentdlni ovéteni (obrazek [7.4c) [114].
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8 Zavér

Hlavnim cilem této prace byl ndvrh a vyvoj nové verze webového portalu HotSpot Wizard
ur¢eného pro automatickou identifikaci mutacnich hot spott v proteinech. Oproti puvodni
verzi byly kromé dil¢ich zlepseni stavajicich analyz integrovany dalsi tfi popularni inzenyr-
ské strategie, které vyrazné rozsiruji oblast pouziti nastroje a umoznuji se uzivateli zameérit
na jiné zajimavé vlastnosti proteini. V neposledni radé byla priddna moznost primého néavrhu
chytrych knihoven na zakladé identifikovanych hot spott. Podobné jako ptivodni verze néstroj
cili primarné na uzivatele bez vétsich znalosti bioinformatiky, a proto kromé intuitivniho
uzivatelského rozhrani byl kladen duraz také na vhodnou volbu vychoziho nastaveni jednotli-
vych analyz. Za timto tcelem bylo provedeno nékolik rozsahlych bioinformatickych analyz
zameérenych na jejich optimalizaci tak, aby se zajistila vysoka robustnost vypoc¢tu a univerzalni
pouzitelnost portdlu pro siroké spektrum bézné studovanych proteint. Cely portél je postaven
na platformé Loschmidt Core, ktera implicitné zajistuje vétsinu rezijnich tkonu a poskytuje
tak solidni a robustni zdklad pro celé vypocetni jadro. Dale bylo kompletné prepracovano
uzivatelské grafické rozhrani, které je nyni vice interaktivni a poskytuje komfortnéjsi zptsob
analyzy nalezenych hot spott. Relevance vysledkt pro jednotlivé strategie byla validovana
na zakladé vybranych prikladia z literatury s dostupnymi experimentalnimi daty. Nastroj
HotSpot Wizard vytvoreny v ramci této prace byl publikovan v prestiznim mezindrodnim
¢asopise Nucleic Acids Research (pfiloha |B]) a od svého vydani v ¢ervenci 2016 byl jiz dle Web
of Science nékolikrat citovan v ¢asopisech z prvniho kvartilu (Q1) IF. Celkové jej navstivilo
vice nez 2 700 unikatnich uzivateli z celého svéta, ktefi s jeho pomoci analyzovali 1524 riznych
proteinovych struktur. Vyvoj nastroje i nadale pokracuje a v blizké budoucnosti do néj bude
integrovano nékolik novych funkci. Prvni z nich je priddni podpory pro konstrukci konkrét-
nich mnohonasobnych mutantt a jejich energetického ohodnoceni s vyuzitim nastroji FoldX
[115] a Rosetta [116]. Dalsim vyznamnym vylepSenim bude integrace metod homologniho
modelovani, diky némuz bude mozné zac¢inat tlohy piimo ze sekvence bez znalosti struktury.
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A Seznam elektronickych priloh

. hsw.tar.gz—archiv obsahujici zdrojovy kéd jadra (jako NetBeans projekt)

° hsw-gui.tar.gz —archiv obsahujici zdrojovy kdd webového rozhrani (jako Eclipse GWT

proj eklﬂ)

1. Pro jeho spriavné nacteni je tfeba mit nainstalovany , Google Plugin for Eclipse* a , Google Web Toolkit
SDK*“. Navod pro instalaci je k dispozici zde: https://developers.google.com/eclipse/docs/download.
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ABSTRACT

HotSpot Wizard 2.0 is a web server for automated
identification of hot spots and design of smart li-
braries for engineering proteins’ stability, catalytic
activity, substrate specificity and enantioselectivity.
The server integrates sequence, structural and evo-
lutionary information obtained from 3 databases and
20 computational tools. Users are guided through
the processes of selecting hot spots using four dif-
ferent protein engineering strategies and optimizing
the resulting library’s size by narrowing down a set
of substitutions at individual randomized positions.
The only required input is a query protein structure.
The results of the calculations are mapped onto the
protein’s structure and visualized with a JSmol ap-
plet. HotSpot Wizard lists annotated residues suit-
able for mutagenesis and can automatically design
appropriate codons for each implemented strategy.
Overall, HotSpot Wizard provides comprehensive an-
notations of protein structures and assists protein
engineers with the rational design of site-specific
mutations and focused libraries. It is freely available
at http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard.

INTRODUCTION

The development of tailor-made enzymes for industrial
applications is facilitated by understanding the molecular
mechanisms of protein function. However, despite signifi-
cant advances in recent decades, it is not yet clear how a
protein’s sequence encodes its function (1,2). Traditional
directed evolution circumvents this problem by using re-
peated rounds of random mutagenesis and screening of
large sequence libraries to explore the mutational landscape

and find proteins with desired properties (2-5). This ap-
proach has the advantage of requiring no prior knowledge
of the protein’s structure or understanding of its structure—
function relationships (6), but necessitates the laborious and
costly screening of very large libraries (4). The efficiency
of directed evolution experiments can be significantly im-
proved by creating smaller, higher quality libraries that are
more likely to yield positive results. Such ‘smart’ libraries
can be generated by focusing mutagenesis on a limited num-
ber of ‘hot spot’ positions that are likely to affect the prop-
erty of interest, or by selecting a limited set of substitutions
(1-5).

The optimal strategy for identifying hot spots depends
on the property being targeted. Catalytic properties such
as activity, specificity and stercoselectivity are often re-
lated to amino acid residues that mediate substrate bind-
ing, transition-state stabilization or product release (7,8).
Such residues can be identified using tools for predicting
and analyzing enzyme-ligand interactions (9-11) or detect-
ing binding pockets or access tunnels (12-14). Strategies for
improving protein stability include rigidification of flexible
sites, cavity-filling, tunnel engineering, consensus and an-
cestral mutation methods, or redesigning of surface charges
(15-17). While hot spots for some of these strategies can
be identified straightforwardly using a single computational
tool (18), others require multi-step analyses or the use of
molecular modelling methods (19). Having obtained a set
of promising sites for manipulating the desired property, the
next challenge is to draw up a list of allowed substitutions
at individual positions. This can be done by considering the
amino acid distribution at the corresponding positions in
sequence homologs (20,21), by using reduced sets of amino
acids with either specific desired physicochemical properties
or a balanced set of these properties (22,23), or on the ba-
sis of the predicted effects of specific substitutions on the
protein’s properties (24,25). Finally, an appropriate degen-
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erate codon covering the specified set of amino acids must
be selected for each targeted position. Ideally, these codons
should exhibit minimal amino acid bias and minimize the
frequency of premature stop codons (26). Several tools are
available to facilitate this task and to calculate the size of
the designed library (27).

Here, we present HotSpot Wizard 2.0, a web server for the
automated identification of hot spots and design of smart
libraries for engineering protein stability, enzymatic activ-
ity, substrate specificity and enantioselectivity. Compared
to its predecessor (28), HotSpot Wizard 2.0 introduces sev-
eral major improvements, extending the scope and qual-
ity of its analyses. It implements four different established
protein engineering strategies, enabling the user to selec-
tively target sites affecting the protein’s stability and cat-
alytic properties. Users can easily select suitable substitu-
tions for individual hot spots based on predictions of toler-
ated amino acids or amino acid distributions in sequence
homologs, and suitable degenerate codons for these sub-
stitutions can be designed automatically via the HotSpot
Wizard interface. A new graphical user interface provides
an intuitive and comprehensive overview of the results of
the analysis, allowing users to think directly about the ob-
tained designs. The resulting pipeline of twenty integrated
tools and three databases represents a unique one-stop solu-
tion that makes library design accessible even to users with
no prior knowledge of bioinformatics.

MATERIALS AND METHODS

The workflow of HotSpot Wizard is outlined in Figure 1. In
order to explore the mutational landscape and find the most
promising mutagenesis targets, a protein selected by the user
is annotated using several prediction tools and databases
(Phase 1). With this knowledge in hand, four protein en-
gineering strategies are used to identify suitable hot spots
for improving desired protein properties (Phase 2). Finally,
suitable substitutions and appropriate degenerate codons
are proposed for each selected hot spot, enabling the design
of a smart library (Phase 3).

Phase 1: annotation of the protein

The first step in the workflow requires the user to specify
the protein structure of interest, either by providing its PDB
ID or by uploading a suitable PDB file. If possible, the bio-
logical assembly of the target protein is automatically gen-
erated by the MakeMultimer tool (http://watcut.uwaterloo.
ca/tools/makemultimer), and information about ‘essential
residues’ directly involved in catalysis or binding is obtained
from the Catalytic Site Atlas (29) and UniProtKB/Swiss-
Prot (30) databases. The DSSP algorithm (31) is then used
to assign the protein’s secondary structure, and its acces-
sible surface area is computed using the Shrake and Rup-
ley algorithm (32) with BioJava (33). The average B-factors
are computed for the protein’s amino acid residues (34).
The raw B-factor values are accompanied by residue rank-
ings ranging from 1-100%; rankings of 1-25%, 26-75% and
76-100% indicate high, moderate and low levels of relative
structural flexibility, respectively. Protein pockets are then
identified with Fpocket (35). For each chain, the pocket

containing the greatest number of essential residues is iden-
tified as the catalytic pocket. If there are two or more pock-
ets that satisfy this criterion, a decision is made according to
the Fpocket score. Having identified the putative catalytic
pockets, their centers of mass are determined and used as
starting points to identify access tunnels with CAVER (36).
Sequence homologs of the target protein are then obtained
by performing a BLAST (37) search against the UniRef90
(38) database, using the target protein sequence as a query.
All identified homologs are aligned with the query protein
using USEARCH (39). By default, sequences whose iden-
tity with the query is below 30% or above 90% are excluded
from the list of homologs. The remaining sequences are then
clustered using UCLUST (39), with a 90% identity thresh-
old to remove close homologs. The cluster representatives
are sorted based on the BLAST query coverage and by de-
fault, the first 200 of them are used to create a sequence
data set. A multiple sequence alignment of the resulting se-
quence data set is created with Clustal Omega (40) and used
to (i) estimate the conservation of each position in the pro-
tein based on the Jensen—Shannon entropy (41); (ii) identify
correlated positions using an ensemble of the MI (42), aMIc
(43), OMES (44), SCA (45), DCA (46), McBASC (47) and
ELSC (48) methods; (iii) predict the tolerated amino acids
at each position in the protein sequence using RAPHYD
(see Supplementary Data 1); and (iv) analyze amino acid
frequencies at individual positions within the protein. The
conservation scores are used to assign mutability values to
individual residues. To facilitate interpretation, these values
are divided into three groups: values of 1-3, 4-5 and 6-9 in-
dicate low, moderate and high mutability, respectively.

Phase 2: identification of mutagenesis hot spots

Based on the comprehensive annotation of the target pro-
tein, four protein engineering strategies are used to iden-
tify different types of hot spots: (i) functional hot spots,
(i1) stability hot spots based on structural flexibility, (iii)
stability hot spots based on sequence consensus and (iv)
correlated hot spots. Some examples illustrating the use of
these strategies to engineer selected properties in 12 differ-
ent proteins (34,49-62) are shown in Figure 2. Functional
hot spots correspond to highly mutable residues located in
the catalytic pockets or tunnels connecting these pockets
with the bulk solvent. Residues located in close proximity
to the active site have been identified as good mutagenesis
targets for engineering activity, enantioselectivity and sub-
strate specificity (52,63,64). To prevent mutagenesis at posi-
tions that are indispensable for protein function, all essen-
tial residues are designed immutable and thus excluded from
the list of potential hot spots. Supplementary Data 2 shows
that HotSpot Wizard provides a significantly greater pro-
portion of viable mutants than random mutagenesis. Sta-
bility hot spots are identified by analyzing structural flex-
ibility and sequence consensus. The former approach aims
to rigidify flexible protein regions by mutating residues with
high average B-factors (34). B-factor provides a metric for
flexibility which is due in part to inherent flexibility of the
macromolecule, but also includes stabilizing/destabilizing
energy from packing in the crystal lattice. The rationale for
targeting these flexible residues is that they have relatively
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Figure 1. Workflow of HotSpot Wizard.

few contacts with neighbors, so their substitution can pro-
duce more interactions (34,54,55). In contrast, the sequence
consensus protocol implements majority and frequency ra-
tio approaches, both of which suggest mutations at posi-
tions where the wild-type amino acid differs from the most
prevalent amino acid (i.e. the consensus residue) at a given
position in the multiple sequence alignment. The assump-
tion that the most common amino acid is likely to be stabi-
lizing has proven to be very successful at creating more sta-
ble proteins (56-58,65). By default, if the consensus residue
is present in at least 50% of all analyzed sequences, the cor-
responding position is identified as a hot spot in the major-
ity approach. The frequency ratio approach has a less strict
criterion for the consensus residue’s frequency — the default
value is 40%, but it must also be at least five times more
frequent than the wild-type residue as a hot spot. The fi-
nal strategy involves searching for coordinated changes of
the amino acids at two separate positions within the pro-
tein. Such pairs of positions are referred to as correlated
hot spots, and arise when one amino acid substitution has
an unfavorable effect that is compensated for by a second
mutation of a residue that is located in close structural prox-
imity to the first. This second, correlated mutation typi-
cally helps to maintain protein function, stability or fold-
ing (66). Methods developed for identifying correlated pairs
have revealed mutations responsible for modulating sub-
strate specificity (67), enantioselectivity (68) and mutagene-
sis targets for stability engineering (69). The identification of
correlated positions in HotSpot Wizard is based on an en-
semble of seven prediction tools. Each tool generates a raw
score for each pair of residues in the protein that measures
the pair’s degree of correlation. The mean and standard de-
viation of the degrees of correlation for all pairs of residues
in the protein are then calculated and the raw scores are con-
verted into Z-scores, which measure the number of standard

@ Strategy
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deviations by which each pair’s raw score deviates from the
mean. Based on the work of Martin ez al. (70), a pair is con-
sidered to be correlated if its average Z-score > 3.5 and both
of'its positions have at least a moderate degree of mutability
— by definition, highly conserved positions cannot co-evolve

(71).

Phase 3: design of the smart library

The efficiency of directed evolution experiments can be im-
proved by focusing mutagenesis on a limited number of hot
spots, but also by restricting the number of allowed substitu-
tions at individual positions using appropriate codons (20—
25). For each protein engineering strategy, HotSpot Wizard
provides a way to prioritize amino acids at the randomized
positions (Table 1) and identifies degenerate codons encod-
ing all desired amino acids with the minimum redundancy
and the smallest possible ratio of stop codons. Alternatively,
the SwiftLib tool (73) can be used to calculate optimal de-
generate codons while keeping the library diversity within
the specified limits (the default 10 000). Although the re-
sulting library may not necessarily fully cover the desired
set of amino acids, the probability of omitting the impor-
tant amino acids is relatively low as their weights are set
according to selected prioritization method (e.g. based on
amino acid distributions in sequence homologs). For both
approaches, the most common metrics, such as expected
coverage or library size, are computed with TopLib (72).

DESCRIPTION OF THE WEB SERVER
Input

The only required input to the web server is a tertiary struc-
ture of the query protein, provided either asa PDB ID or a
PDB file. The user can then choose a predefined biological
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Some notable applications of the four protein engineering strategies implemented in the HotSpot Wizard web server.
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Table 1. Methods for selecting substitutions at hot spot positions identified using the four different protein engineering strategies

Selection mode Availability in strategies

Description

Amino acid frequency FUNC, FLEX
Mutational landscape FUNC, FLEX
Sequence consensus CONS
Correlated positions CORREL
Manual ALL

suggests amino acid residues fulfilling the criterion of minimal frequency
in the multiple sequence alignment

suggests amino acid residues fulfilling the criterion of minimal
probability of preservation of protein function

suggests amino acid residues fulfilling the criteria of at least one of
approaches implemented in sequence consensus strategy: (i) majority
approach or (ii) frequency ratio approach

suggests amino acid residues fulfilling the criterion of minimal frequency
of co-occurrence with some other specific residue from coupled position
manual selection of amino acid residues

FUNC - Analysis of functional hot spots; FLEX — Analysis of stability hot spots/structural flexibility approach; CONS — Analysis of stability hot spots

/ sequence consensus approach; CORREL — Analysis of correlated hot spots

unit generated by the MakeMultimer tool or manually se-
lect chains for which the calculation should be performed.
The calculations can be configured in either basic or ad-
vanced mode. Basic mode directs the user’s attention to the
most important parameters, providing an overview of the
identified essential residues and highlighting the main pa-
rameters involved in the identification of pockets and tun-
nels. The designation of essential residues is a key step in the
functional strategy because these residues are excluded from
the list of potential hot spots and are also used to detect
catalytic pockets and access tunnels. The user should there-
fore inspect the automatically generated list of essential
residues and correct it if necessary. If no essential residues
are detected, the user should specify them manually. In ba-
sic mode, the user can specify three parameters: (i) the probe
radius, which is used in pocket identification and defines the
minimum radius of an alpha sphere in a pocket (default 2.8
A); (i1) the minimum probe radius, which defines the mini-
mum radius of a putative tunnel (default 1.4 A) and (iii) the
clustering threshold, which determines how the hierarchi-
cally clustered tunnels are cut and thus affects the number
of tunnels that can be identified (default 3.5 A) Advanced
mode allows expert users to fine-tune parameters of individ-
ual calculations in the pipeline to achieve more specialized
objectives.

Output

Upon submission, a unique identifier is assigned to each job
to track the calculation. The ‘Results browser’ panel pro-
vides information on the status of individual steps in the
computational pipeline (Figure 3A). Once the job is fin-
ished, the navigation panel provides links to the results ob-
tained using each of the four different protein engineering
strategies (Figure 3B). The result pages for each strategy are
all organized in the same way, which is described below.

Residue features. The ‘Residue features’ panel lists all of
the identified hot spots together with information relevant
to the selected protein engineering strategy (Figure 3C).
Several checkboxes can be found at the top of this panel, al-
lowing users to reduce the list of hot spots by applying addi-
tional criteria such as excluding buried residues, correlated
positions or residues forming a catalytic pocket. The ‘Show
all residues’ button enables users to inspect any residue of
the target protein and possibly select hot spots based on

their own criteria. Importantly, a pop-up window contain-
ing detailed information about a given residue is displayed
after clicking the ‘book’ icon in the last column of the ta-
ble. Users can visualize individual residues within the pro-
tein structure by selecting the ‘eye’ icon in the first column,
and can add residues to the list of mutagenesis hot spots by
clicking the ‘plus’ icon in the second column. All selected
mutagenesis hot spots listed in the ‘Residues selected for
mutagenesis’ panel (Figure 3D) can be used for designing
a smart library by clicking the ‘Design library’ button.

Residue details. The information in the ‘Residue de-
tails’ panel is organized into several tabs (Figure 3F):
(1) ‘Overview’, which provides basic information on the
residue’s characteristics such as its mutability, average
B-factor and secondary structure; (il) ‘Annotations’, de-
scribing the residue’s function (only available for essential
residues); (iii) “Tunnels and Pockets’, which lists the pockets
and/or tunnels of which the residue is a part; (iv) ‘Sequence
consensus’, listing potential consensus mutations for a given
position; (v) ‘Amino acid frequencies’, providing the distri-
bution of amino acids in the corresponding column of the
multiple sequence alignment; (vi) ‘Mutational landscape’,
quantifying the probability of preservation of protein func-
tion for individual substitutions at a given site; and (vii)
‘Correlated positions’, listing all positions correlated with
the site in question.

Design of smart library. The ‘Library design’ panel allows
the user to select a set of substitutions and design degenerate
codons for systematic mutagenesis of the selected positions
(Figure 3G). An automatic method for prioritizing amino
acids suitable for the chosen protein engineering strategy
will be pre-selected. The panel contains two tabs, each cor-
responding to one library optimization mode. In the ‘Stan-
dard mode’, users can manually define their own set of re-
quired substitutions for individual positions if they so de-
sire. After any change in the list of amino acids, HotSpot
Wizard automatically identifies the most suitable codons
covering all desired amino acids with the lowest possible re-
dundancy, and the library size corresponding to the spec-
ified expected coverage. The parameters of the library can
be modified interchangeably, allowing the user to adjust the
final library based on its size or preferred degree of its cov-
erage. In the ‘SwiftLib mode’, users specify the maximum
acceptable library diversity and the method reports the op-
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Figure 3. HotSpot Wizard’s graphical user interface, showing results obtained for the haloalkane dehalogenase LinB (PDB ID: 1CV2). (A) The ‘Report’
panel shows the status of the calculations in the individual steps of the computational pipeline. (B) Results obtained using the four protein engineering
strategies. (C) The ‘Residue features’ panel, which provides an overview of the identified hot spots. (D) The ‘Residues selected for mutagenesis’ panel,
which presents a user-adjustable list of residues representing targets for mutagenesis. (E) The JSmol viewer allows interactive visualization of the protein
and the identified tunnels and pockets. (F) The ‘Residue details’ pop-up window, which provides comprehensive information on the residue’s annotations,
organized under several tabs. (G) The ‘Library design’ panel, which shows the list of substitutions and appropriate codons for randomization of selected

positions.

timal combination of codons with the minimal redundancy
of amino acids. However, this efficiency is often achieved
at the price of omitting some of desired amino acids with
lower weights. The initial amino acid weights derived from
the selected prioritization scheme can be changed by select-
ing the ‘Edit amino acid weights’. Additionally, users can
request multiple solutions and thus inspect also the solu-
tions which are considered as less optimal by the method,
but may better meet the users’ needs. Finally, users can gen-

erate a nucleotide sequence from the designed amino acid
sequence based on the codon usage of selected organism
(default is Escherichia coli) with the European Molecular
Biology Open Software Suite (EMBOSS) Backtranseq tool
(74).

Protein visualization. The protein of interest is interac-
tively visualized in the web browser using the JSmol ap-
plet (http://wiki.jmol.org/index.php/JSmol). Users can dis-
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play individual amino acid residues as well as identified tun-
nels and pockets (Figure 3E). The hot spot residues are col-
ored in red, residues in tunnels and pockets in yellow and
all other residues in grey.

Structural features. The main characteristics of all pock-
ets and access tunnels are presented in the ‘Pockets’ and
“Tunnels’ panels, respectively. These panels allow users to
visualize individual pockets and tunnels in the structure and
to open a pop-up window showing a list of all the residues
comprising the chosen structural feature.

CONCLUSIONS AND OUTLOOK

HotSpot Wizard 2.0 is a web server for the automatic iden-
tification of hot spots and the design of site-specific muta-
tions and mutant libraries for engineering protein stability,
catalytic activity, substrate specificity and enantioselectiv-
ity. The server provides a unified interface allowing users
to apply four well-established protein engineering strate-
gies that combine structural, functional and evolutionary
information to identify suitable positions for mutagenesis.
Moreover, HotSpot Wizard integrates several schemes for
automatic prioritization of mutations and codon optimiza-
tion for selected hot spot positions to facilitate the design
of smart libraries. The automation of the multi-step proce-
dure makes the process of library design accessible to users
without expertise in bioinformatics because it eliminates the
need to select, install and evaluate tools, optimize their pa-
rameters, perform conversions between different data for-
mats, and interpret intermediate results.

In the future, we plan to implement a protocol for struc-
ture prediction based on homology modeling, extending
the applicability of HotSpot Wizard to proteins for which
no experimental structure is yet available. Additionally, we
aim to assess other established protein engineering strate-
gies and, if they prove suitable, to develop new modules so
they can be added to the server’s portfolio of methods.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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