ABSTRAKT

Porozuméni piivodu prvotnich proteinti je pochopenim pfechodu komplexnich chemickych smési k prvnim
biologickym systémiim. Prvotni proteiny byly pravépodobn¢ strukturné flexibilni, s promiskuitni aktivitou
a se sekvencemi predstavujicimi spiSe fyzikaln¢ chemické vlastnosti nez definované sekvencni motivy.
Rané proteiny byly rovnéz pravdépodobné sloZzeny pouze z prebioticky dostupnych aminokyselin z
endogennich a exogennich zdroji. V této praci jsme se zaméfili jak na studium vlivu nejpozdéjsich
prirtstkli aminokyselinového repertoaru na strukturu a funkci proteinti tak na charakterizaci nahodnych
sekvenci jakozto prekurzorti pro vznik nejranéjsich tak i soucasnych proteinii generovanych z ptvodné
transkripcné/translacné neaktivnich oblasti genomu. Vyzkum nahodnych proteinti je obzvlast zajimavy z
pohledu neprobadané strany svéta proteinovych sekvenci. V této praci jsme charakterizovali in silico soubor
nahodnych proteinovych sekvenci s pfirozenymi vyskyty aminokyselin pomoci predikce sekundarnich
struktur/proteinové nesuporadanosti/agregace a rovnéz jsme vybrali 45 sekvenci pro nasledujici in vitro
charakterizaci. Pomoci analyzy in silico knihovny jsme mohli konstatovat, ze vyskyt sekundarnich struktur
v ndhodném sekvencnim prostoru neni vyrazn€ odlisny od toho v ptirodnich proteinech. Na druhou stranu,
evoluéni optimizace se nejvice projevovala v antiagregacnich vlastnostech pfirozenych proteinovych
sekvenci. Experimentalni charakterizace vedla k piekvapivému odhaleni, Ze neuspotfaddané sekvence jsou
nejvice tolerovanymi ndhodnymi proteiny in vivo. Nasledné jsme pripravili experimentalni strategii pro
charakterizaci proteinovych knihoven slozenych z 20 a z prebioticky dostupnych 10 aminokyselin. Za
ucelem experimentalni charakterizace téchto knihoven jsme navrhli algoritmus CoLiDe pro optimizaci
aminokyselinovych pomérit v rozsahlych knihovnach ndhodnych proteini pomoci kombinace
degenerovanych kodond. S pouzitim CoLiDe jsme piipravili obé knihovny a otestovali jejich vlastnosti in
vitro pomoci selektivni proteolyzy a vyhodnoceni interakci s chaperony. Predbézné vysledky naznacuji
vys$§i pritomnost struktury v knihovné proteinu s prebiotickym aminokyselinovym sloZzenim a vysokou
neusporadanost knihovny slozené ze vSech 20 proteinogennich aminokyselin. V posledni studii této prace
jsme vyhodnotili vliv substituce v§ech aromatickych aminokyselin v sekvenci defosfo koenzym A kinazy
jejimi prebiotickymi protéjsky. Pomoci této modifikace jsme ukazali, ze protein je schopen funkce pfi
absenci aromatickych aminokyselin i pfes zna¢nou destabilizaci terciarni struktury. Pozoruhodnym
vysledkem byla vyrazna zména struktury proteinu bez aromatickych aminokyselin pfi interakci s ligandy
jenz naznacuje klicovou roli kofaktorti pti stabilizaci ranych proteinovych struktur.

Tato prace je vhledem do evolu¢né nevyvinutého sekvencniho prostoru proteinti s diirazem na
charakterizaci rané proteinové abecedy. Vysledky disertace naznacuji, Zze proteiny sloZzené z ranych
aminokyselin disponuji strukturnimi a funkénimi vlastnostmi jenz mohly hrat dilezitou roli v Casech

prvotniho vyvoje biosféry.



