HotSpot Wizard 2.0: Automatický návrh aminokyselinových mutací a chytrých knihoven pro proteinové inženýrství
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HotSpot Wizard je interaktivní webový server sloužící k predikci aminokyselinových reziduí vhodných k mutagenezi [1] a konstrukci knihoven proteinových mutantů se zvýšenou aktivitou, změněnou specifitou nebo stabilitou [2]. Vhodné pozice pro mutagenezi jsou vyhodnocovány na základě proteinové struktury pomocí kombinace strukturních, funkčních a evolučních informací získaných ze 3 internetových databází a 18 výpočetních nástrojů. Aplikace byla navržena s důrazem na snadné používání bez nutnosti pokročilých znalostí o studovaném systému - proto byly všechny výchozí hodnoty parametrů zvoleny na základě extenzivních analýz tak, aby vhodně reprezentovaly co nejširší spektrum vstupních dat. Pro každou proteinovou strukturu jsou automaticky vyhodnoceny čtyři odlišné strategie proteinového inženýrství: (i) identifikace evolučně variabilních a tedy relativně bezpečně modifikovatelných reziduí, které jsou umístěny ve funkčně relevantních přístupových tunelech či katalytických kapsách a mají tedy dobrý potenciál modulovat funkci proteinu, (ii) detekce vysoce flexibilních regionů, jejichž mutageneze může vést ke zvýšení stability lokálním omezením pohyblivosti, (iii) identifikace pozic s častým evolučním výskytem jiné aminokyseliny, jejíž zpětná mutace často stabilizuje protein a (iv) identifikace vzájemně evolučně korelovaných reziduí, které indikují jejich význam pro funkci či stabilitu proteinu. Analýza výsledků probíhá přímo ve webovém rozhraní, které kromě propojení s vizualizačním nástrojem nabízí také pokročilé možnosti filtrace. Vybraná rezidua je možné dále využít pro návrh knihovny proteinových mutantů s podporou automatické detekce vhodných cílových aminokyselin a korespondujících degenerativních kodonů. Aplikace je volně dostupná akademickým uživatelům na adrese http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard.
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