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Co nevime?

Je struktura proteinu unikatnim pfirodnim vynalezem nebo i nahodna proteinova
sekvence schovava strukturni potencial?

Celkovy odhad poctu raznych Pocet moznych kombinaci
proteinovych sekvenci na Zemi | (délka 100 AA, abeceda 20 AA)
~ 1013 ~ 10130

Koonin EV, Galperin MY. Sequence - Evolution - Function: Computational Approaches in Comparative Genomics.
Boston: Kluwer Academic; 2003. Available from: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK20260/



Co nevime?

Jak Casty je vyskyt struktur v prirodou netknutych sekvencich?

" e a

hiarabelli, Cristiano, et al. "Investigation of de novo totally random biosequences, Part
I1." Chemistry & biodiversity 3.8 (2006): 840-859.

* ,Never Born Proteins” — v pfirodé se nevyskytujici proteiny
* Phage display knihovny nahodnych sekvenci - 20 % odolné k proteolyze (folding?)

- /

Jsme schopni predpovedet vyskyt sekundarni struktury v
neprirodni sekvenci?




Strukturovanost prostoru nahodnych
sekvenci

Soubor 10 000 nahodnych sekvenci, délka 100 aminokyselin, prirodni pomeéry obsahu aminokyselin
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Nahodné sekvence vykazuji podobnou distribuci vyskytu sekundarnich struktur jako

existujici proteiny

Bioinformaticka analyza nahodnych proteinovych sekvenci, Jifi Vymétal, ENBIK 2014



Celkovy obsah sekundarnich struktur [%]
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Rozdeleni sekvencni knihovny

Soubor 10 000 nahodnych sekvenci, délka 100 aminokyselin, prirodni poméry obsahu aminokyselin
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Relativni neusporadanost
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Skupina 1
nejvyssi obsah sekundarnich struktur
nejnizsi neusporadanost

Skupina 2
nahodny vybér z celé knihovny

Skupina 3
nejnizsi obsah sekundarnich struktur
nejvyssi neusporadanost
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Transformace E.coli BL21
Charakterizace jednotlivych proteinu

Rekombinantni produkce (CD, DLS, GPC, 1D-NMR, FTIR)
3-20h, 0,2mM IPTG, 20-37 °C
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Rozpustnost nahodnych sekvenci

Strukturované Nahodny vybér Nestrukturovane
“ ‘ ‘ B Vysoka rozpustnost
‘ ‘ ‘ ‘ Stifedni rozpustnost
. Skupina 1 - Skupina 2 - . Skupina 3 . Nizka rozpustnost
' ’ . ' . B Nerozpustné

W Degradace
Nejvice exprimovanych Stejné zastoupeni rozpustnych, Bud degradované nebo ~100%

sekvenci degradovanych a ulozenych ve rozpustné v cytosolu
~ Nizka mira degradace formé inkluzi
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Zastoupeni sekundarnich
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vyraznejsi zastoupeni alfa helixu

struktur
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Velikost

Neéeco navic

Velikost Castic: monodisperzni oligomery: ~10 az 600 jednotek

— Strukturovaneéjsi proteiny — vyssi oligomerizace?

Skupina 1 Skupina 3



Neéeco navic

Velikost ¢astic: monodisperzni oligomery: ~10 az 600 jednotek

Strukturovanéjsi proteiny — vyssi oligomerizace?

Velikost

Skupina 1 Skupina 3

Skupina 1 6387 7144 1687 4712 1856 8836 3027
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Skupina3 8352 8667 3703 665 8511 9927 6851
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Neéeco navic

Velikost Castic: oligomery: ~10 az 600 jednotek

Strukturovangjsi proteiny — vySsi agregace?

Velikost

Skupina 1 Skupina 3

Skupina1 6387 7144 1687 4712 1856 8836 3027
R R R R R ,
Strukturované:

R R
_ mensi cast produktu rozpustna, vyssi agregace

Skupina3 8352 8667 3703 665 8511 9927 6851
R

R R R R R R
_— Nestrukturované:
L 7 ] rozpustne - lepe akceptované bunkou, vice exprimovane
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Shrnuti

Sekundarni struktura (SS) — obecna vlastnost polypeptidového retézce

Vyskyt SS v ndhodnych sekvencich ~ 50% |

Pres vysokou miru oligomerizace pozorovana monodisperzni distribuce agregatu

(kvartérni struktura?)

Ovérena schopnost prediktord pro odhaleni strukturovanych oblasti v

prirodé neznamych sekvencich

Neusporadané sekvence — bud 100% degradovany nebo bunkou tolerovany |épe nez predikované
usporadané (Never Born IDP?)



Na cem pracujeme‘@

Experimentalni charakterizace celych knihoven nahodnych sekvenci

Fujishima, Kosuke, et al. "An overhang-based DNA block shuffling method for creating a customized random library." Scientific reports 5 (2015)

Reverzni evoluce proteinu mutagenezi modernich aminokyselin
za prebioticky set — maji soucasne proteiny prebiotického predka?

Charakterizace knihoven slozenych z riznych aminokyselinovych abeced
(rané, fyzchem minimum...)

Top down selekce usporadanych sekvenci z experimentalnich
knihoven proteinu
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