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= Jakym zpusobem ovlivnit poZzadované vlastnosti?

= Absence univerzalnich pravidel ®
= Sekvence X funkce/stabilita/enantioselektivita/...

= Struktura X funkce/stabilita/enantioselektivita/...

= Nelze provést charakterizaci vSsech moZznych mutaci ®

= 20%92x4,6-10% mozZnosti
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= Jak vybrat vhodna rezidua?

= Kterou metodiku vybrat?
= Které nastroje vybrat?
= Jaké zvolit nastaveni?

= Jak interpretovat vysledky?

» Spravné rozhodnuti vyzaduje bioinformatické znalosti

a zkusenosti



Automaticka identifikace rezidui vhodnych k

mutagenezi a navrh ,,chytrych knihoven” pro

proteinové inzenyrstvi.
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= 20 vypocetnich nastroju a 3 databaze

= 4 strategie proteinového inzenyrstvi
®» |nteraktivni webové rozhrani

= Snadné pouziti
* Neni vyzadovana zadna apriorni bioinformaticka znalost

= Neni nutné detailné znat studovany systém
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= Jediny povinny vstup: struktura proteinu

= StazZeni struktury z PDB databaze nebo vlastni soubor

= Snaha o univerzalnivychozi parametry

"= Moznost jejich manualni zmeény

= Zakladni a pokrocily maéd




Vstupni data
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INPUT STRUCTURE REFERENCE
(@ Enter PDB code Bend!J, Stourad J, ée.bestuva' E, Vavra
Source : 0, Musil M, Brezovsky J, Damborsky J.
O Upload PDB file HotSpot Wizard 2.0: Automated Design
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= Strukturni a sekvencni analyzy
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konzervovanosti, identifikace evoluénich mutaci, hledani
korelovanych par0, predikce skodlivosti mutaci a

sekundarnich struktur

= Kombinace dil€ich vysledkt do finalniho rozhodnuti
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= Podminka 1: evolucné variabilni pozice
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= Podminka: pozice, které jsou v zarovnani casteji

zastoupeny jinou aminokyselinou
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= Podminka: pozice, které jsou v zarovnani Castéji

zastoupeny jinou aminokyselinou
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= Podminka: par rezidui musi byt korelovany




Analyza vysledku
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= 2 pristupy k navrhu knihoven

= Omezeni aminokyselin vs. omezeni velikosti knihovny

= Automaticky vybeér cilovych aminokyselin

= Frekvence v MSA, skodlivost mutaci, ...

= \/ypocet parametru knihovny




Navrh knihoven

Library design

Standard SwiftLib

AAs selection mode @ Amino acid frequency ~ Minimal frequency (%) :

chain position residue desired amino acids
A 136 et Ala, Lys, Pro, Gin, Arg, Thr
A 146 Gin Ala, Asp, Glu, Gly, Pro, Gin, Ser

Asp Ala, Phe, Gly, Leu, Met, Thr, Wal

Library size : 7315
Expected coverage : 0.95

Probability of full coverage : [

Include wild-type Exclude wild-type

codon desired ratio (%) @ stop ratio (%)
v Tra 0.0

[

63.0 11.1

61.1 0.0

Codon usage : Escherichia coli K12

Generate report




Shrnuti

Bendl| et al. HotSpot Wizard 2.0: Automated Design of Site-Specific

Mutations and Smart Libraries in Protein Engineering. Nucleic Acids
Research (in press). 2016. doi: 10.1093/nar/gkw416

> 300 navstévnikU > 120 uzivatelu > 250 uloh
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