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Navrh stabilnich mutantt a p¥iprava chytré knihovny pro vylepseni aktivity hologenalkandehalogenasy
vadi yperitu.

Halogenalkandehalogenasy jsou enzymy schopné odstépovat halogeny z alifatickych uhlovodik( a
preménit je na prislusné alkoholy. Halogenované latky jsou ¢asto toxické a je tomu tak i u bojového plynu
yperitu. Enzymatické odbouravani yperitu by mélo uplatnéni pti dekontaminaci riznych predmétq,
nicméné zndmé halogenalkandehalogenasy nemaiji dostate¢nou aktivitu pro odbouravani této latky.
Vylepseni aktivity a specificity vici yperitu je tedy nutné pro potencidlni poufZiti v praxi. Navrhnéte
chytrou knihovnu, kterd ma sanci vylepsit katalytické vlastnosti tak, aby se screening pohyboval v fadech
tisic(. Mutace zlepsujici aktivitu ale vedou casto ke ztraté stability. Navrhnéte tedy paralelné také
konkrétni mutace, které by stabilitu vylepsily.

Studenti se nauci pouzivat webovy ndstroj HotSpot Wizard. Na zdkladé sekvencnich i strukturnich analyz
provedou ndvrh mutaci pro zvyseni thermodynamické stability proteinu na flexibilnich regionech. Ddle
navrhnou chytrou knihovnu pro screening aktivity za ucelem zlepsSeni katalytickych schopnosti enzymu
halogenalkandehalogenasy.

Vstup:

>Halogenalkandehalogenasa
MSELGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYLWRNIIPHVAPSHRCIAPDLIGMGKSDKPDLD
YFFDDHVRYLDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIACMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQOAFRTAD
VGRELILDONAFIEGALPKCVVRPLTEVEMDHYREPFLKPVDREPLWRFPNELPTIAGEPANIVALVEAYMNWLHQSPV
PKLLEFWGTPGVLIPPAEAARLAESLPNCKTVDIGPGLHYLQEDNPDLIGSDIARWLPVL

Vsechny vypocty a analyzy se daji vytvofit pfimo v grafickém rozhrani nastroje HotSpot Wizard, ktery
naleznete na adrese https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard/. K nastudovani jednotlivych funkci
Vam mohou pomoci sekce Help a Example a také publikace zabyvajici se timto nastrojem:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4987947/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6030891/



https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4987947/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6030891/

Postup feseni projektu:

1)

2)

Vytvoreni homologniho modelu ze vstupni sekvence.

HotSpot Wizard umoZiiuje vyuZiti ndstroju Modeller a I-Tasser.

Identifikace katalytickych aminokyselin pro zadani esencidlnich residui

Pro identifikaci pozic duleZitych residui vyuZijte pfibuzny protein (UniProtKB - POA3G2, PDB ID -
4E46)

Vypocet HotSpot Wizardem s defaultnim nastavenim

Vypocet provedte jak na zadané cilové sekvenci, tak i na strukture pribuzného proteinu.
Identifikace 5 nejflexibilnéjsich residui podle B-faktor( (B-FITTER)

Pro identifikaci pozic duleZitych residui vyuZijte pfibuzny protein

(pouZiti metody B-Fitter popisuje ndsledujici publikace
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/anie.200602795)

Saturacni mutageneze flexibilnich pozic a vybér mutaci s nejvyssim prispévkem ke stabilité
Spocitejte vsechny jednobodové mutace na vybranych pozicich pomoci modulu Design mutations.
Pro kaZdou pozici identifikujte nejlepsi mutaci.

Identifikace mutabilnich (nekonzervovanych) pozic ve funkénich oblastech enzymu
Aminokyseliny s pfimym efektem na funkci jsou nejcastéji lokalizovdny ve vazebnych mistech pro
ligand a pristupovych cestdch

Vytvofte chytrou knihovnu s nejméné 3 pozicemi, tak aby byly vyuZity pouze aminokyseliny,
které v mnohondasobném sekvencnim pfiloZzeni maji frekvenci alespori 4 % a pokrytim knihovny
99 %.

Pro ndvrh knihovny pouzijte modul Design library.

Vygenerujte PDF reporty z designu mutaci i knihovny



