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Zaklady proteomiky 2007

= Schéma prednasek ze Zakladu proteomiky 2007

1. blok, 25. 4. 2008

ProC pravé proteomika? (Jan Hejatko)

Exprese a purifikace rekombinantnich proteint (Radka Fohlerova)

2. blok, ?. 7. 2008

Funkce proteond (Lubomir Janda)

UrCovani tfirozmérnych proteinovych struktur metodami proteinové krystalografie (Jaromir
Marek)

3. blok, ?. 5. 2008

Metody separace proteint (Hana Konecna)

Analyza obrazu 2-D gelu (lvana Urbankova)

Identifikace proteini hmotnostni spektrometrii (Zbynék Zdrahal)
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Zaklady proteomiky 2007

ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist
Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pfi vyjadfovani
Od genu k proteinu a zpét

Pristupy soucasné proteomiky

. exprese, purifikace a analyza rekombinantnich protein(
= analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteinu
. diferenéni proteomika

. analyza posttranslaénich modifikaci
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ProC pravé proteomika?

PROTEOME = PROTEins expressed by genOME (konference 2-D ELFO, Siena, 1994)

. DNA: GENOME, HAPLOME, EPIGENOME
. TRANSCRIPTOME

. ORFEOME, PROTEOME, LOCALISOME, INTERACTOME, METABOLOME,
PHENOME, ...

PHENOME: kombinace rtiznych dat, zahrnujicich fenotyp, expresni data riznych (idealné vSech) gend daného organismu a proteinova data
(interakce, jednotlivé vlastnosti proteind, ...)

Pro¢ vubec studovat proteiny, kdyZ mame tolik genetickych dat? (sekvence genomu, expresni
profily genu, fenotypy mutantd,...?)

4

V koncovém vysledku, tedy , se
vzdy projevi regulace na vSech urovnich,
od genu po protein a jeho modifikaci

U
 Nakondije vZy BIOLOGICKY PROBLEM 11!
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Anotace genu a odhad aminokyselinovych sekvenci predpokladanych
proteinu

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist

dnes k dispozici v databazich vice nez 700 000 zaznamu (nr databaze) riznych organizm

lze

Ziskané informace
pomoci bioinformatiky

zpracovat

Mammals Insects Amphibians

Birds Flatworms Reptiles
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Predikce funkce genu in silico
struktura gend

= struktura genu

promotor

pocCatek transkripce

ATG....ATTCATCA
‘Y
pocCatek translace .
mista sestfihu e a
»,
stop kodon
D
polyadenylacni signal .“V
S
A
>

ATTATCTGATATA ....ATAAATAAATGCGA

O
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Anotace genu a odhad aminokyselinovych sekvenci predpokladanych
proteinu

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist

dnes k dispozici v databazich vice nez 700 000 zaznamu (nr databaze) riznych organizm

Ziskané informace Ize zpracovat
pomoci bioinformatiky

e
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ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist

Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pfi vyjadfovani
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Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pfi vyjadrovani

= (Genom vs. Proteom

Danaus plexippus (monarch)

Gen
Transkript
Protein
Fenotyp
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Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se deje pri vyjadrovani

Mozna analogie s textem a jeho interpretaci

DNA:

<dyzadoperbtabijsemdfjfwlcsaknclisninjxldalnxckjcnbychexmasizdciksrdceasnanazxenlsdlan.

- — — - - - - - - - - —— — ~
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ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist

Genotyp vs. fenotyp, aneb co v8echno se déje pfi vyjadfovani

Od genu k proteinu a zpét
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Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy regulace genové exprese

regulace transkripce

sestfih RNA

Proteomika 2007




Zakladni mechanismy regulace genove exprese
struktura genu

= struktura genu

promotor

pocCatek transkripce
ATG....ATTCATCA

pocCatek translace .
mista sestfihu e a
»,
stop kodon
D
polyadenylacni signal .“V
S
A
>

ATTATCTGATATA ....ATAAATAAATGCGA

O
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Zakladni mechanismy regulace genove exprese
regulace transkripce

» odchylky rozpoznavani mist sestfihu u rostlin v praxi - priklad
vyvojove plasticity (nejen) rostlin

identifikace mutanta s bodovou mutaci (tranzice G—A) pfesné v
misté sestfihu na 5° konci 4. exonu

Dem! AlWN]

IBpml |PfIMI Asel Psil

|
CTQOGAATTACAAACGTTCT TAT TCTCT TGATCCT ARATTGAATCCTCTTCTCTT TTC TATTTCT GCAGGAACTGCTGAAGCT GACTUCT GOAAAMACACATCAAGICAAGAT AMCATTATT AN TGATC TTAATGACAT TATAAGOCAGEAA

B o o L B B T T B B o B T B B B B B B B T B B T B e o B B B e
GAAITAATGE TTCAACAATAACAGNACTAGATTTAACTTACGRGAAGA CAAAYGAT AMAGNGE CCTTGAOCACTTCANG GOOAGH TT TTGTGTACTTGAST TCTATT TG AATAATT ACT ACAAT TAGSGTAATATT TGS GCT T

PDR_U1a/PDR_L1 PDR_U1b/PDR_L1b

—— CAGGAAGGITAGTAGTTG. - . _ - S

mec!‘]anlzmu pro B 500 bp L Y v VvV & L \”D,Sph\cmql' vV L Vo 2 Vv C
500 bp asneho stopkod OpEAiEes
[ s 3 e
- 460 bp I%aﬁ, SinghERElGl YRR
- 300 bp - 200 bp [P

\TTTTTTTGCTGCAGCT GT GTGAAGITTGTACCTTTTC 1653

- 200 b p "AAAAAAACGACGT CGACACACTT CAAACATGGAAAAG

- 100 bp
100 bp

L 3o N —

DLTLLLGPPSCGI«TTLLKALSGNLENV\LI«
L PDRexn4ORF — |
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Zakladni mechanismy regulace genove exprese
preskupovani subgenu pfi produkci protilatek

Preskupovani subgenu jako specificky mechanismus pri produkci protilatek

protilatky variabilni oblast (V) a konstantni oblast (C) a lehky (L) a téZky
(H) retézec

. kazda z V oblasti L fetézce u mySi je kddovana 2 subgeny (V a J)

- kazda z V oblasti H fetézce u mysi je kddovana 3 subgeny (V, J a D)

v zarodednych liniich mysich B-lymfocytll dochazi k ot o °*°w'f'5"j
tzv. (pfeskupovani) = :—. z
(mistné-specifickou rekombinaci) J1 42 J3 s
- v . a gN; QEARRANGEMENT
- L fetézec (k): cca 300 V sub-gentu a 4 J DURINGBCELL
subgen moznosti
geny ( ) j
v v o B cell DNA _E E
. H retézec: cca 500 V sub-genu, 4 J subgeny : AN C
a 12 D subgenu ( —
moznOStl’) TRANSCRIPTION
celkové mnozZstvi kombinaci u mySi: cca 1200 x ANA transcript -.;::;-
24000 = 28 mil. riznych V oblasti (protilatek 71 4
rozpoznavajici rizné antigeny) poa! mspums
antigen indukuje  tzv.

mechanismem "“N"u e

. po aktivaci B-lymf. pomocnymi T-lymf. dochazi ke
zvySenému vyskytu mutaci ve V oblastech (1
mutace/V oblast/generaci, cca 1 mil. X vySSi nez je

TRANSLATION

i . D 2 . NH; COOH
obvyklé (napf. u tzv. ,house-keeping“ genul) a selekci light chain

Proteomika 2007 protilatek se zvy$enou afinitou k antigenu
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Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy regulace genové exprese

regulace transkripce

sestfih RNA

translacni represe

Proteomika 2007




Regulace genové exprese mechanismem translacni represe

« Funkéni vyznam sestfihu v neprekladanych oblastech - dulezita regulaéni
soucast genu

BamHI

GAGGAGGCACAAAATGACGAA — /1= TGTATTCTTTTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGCTCCGAGGAAGAAGA TAATA TGAGGATCCCCCGGG TAGGI CAGTCCET TATGI TACGT CCTGI AGAAACCCCAACT

MmrR 1 PR L M L Rt

ATGatggtgaaagttaca....

@KRAF — -

Ban
GAGGAGGCACAAAATGACGAA — /- GTTATACA AAGCTT BTG GG GGATCCL CCTTATC
M MV KV T KLVASRRIPRVGOQSTL ML

;iﬂtFOa . M MV K VT...

ATGatggtgaaagttaca....
V pripadé CKI1 pokus prokazat tento

zpusob regulace genové exprese pomoci

transgennich linii nesoucich uidA pod

kontrolou dvou verzi promotoru, zatim

nepotvrzeno
M M M, K-VZT ...
ATGatggtgaaagttaca....
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Expression of CK/1 in Diploid Generative Tissue

Inflorescence
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Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy regulace genové exprese

regulace transkripce

Sestrih RNA

translacni represe

posttranskripéni uml€ovani mechanizmem siRNA
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Od genu k proteinu a zpét
umlCovani gent mechanismem RNA interference (RNAI)

Muitigene family or
Foreign DMA (naked) repetitive transgene Foreign dsRNA Developmental or experimental transcription

a g
assembly/ shRNA pre-miRNA
DNA/chramatin '

modification |

Absant . - I TITTTTTT

sense RANA

Intermediate

“Dicer
Y

R Ea T sl siRNA

; Dicer
J-L}LLL miRNA
,

“TTITIT

Silencer

RITS RITS msc, \RiSC/ \RISC/

Heterochromatin formation and mRNA destruction or
transcriptional silencing translational repression

Mello, 2004
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The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006
"for their discovery of RNA interference - gene silencing by double-stranded RNA"

Andrew Z. Fire

USA

Stanford University School of Medicine
Stanford, CA, USA

b. 1959

Craig C. Mello

USA

University of Massachusetts Medical School
Worcester, MA, USA

b. 1960




Od genu k proteinu a zpét
anskripcni umi€ovani mechanizmem siRNA

vétu u Arabidopsis prostirednictvim miRNA

jJanu u rostlin

organt dochazi k urCovani identity jednotlivych kvétnich organu
omeiotickych genu

duji vétSinou rostlinné homolgy MADS-box

ymi geny dochazi k tzv. katastralnim
o genu inhibuje expresi dalSiho

. napf. AP1 je nejprve aktivni v celém kvétnim meristému, po
indukci exprese AG pak AG inhibuje expresi AP1 ve vnitfnich dvou

kruzich)
Yyl . . A4 . LFI.InI
Vyjlmkou Je exprese genu AP2’ Jehoz m =R o WHORLT WHORL2 WHORLI WHORLY
meristému, ale exprese AP2 je re 1 4 FUFQ//yWUS

prostfedictvim miRNA (

A

gen miRNA 172) . X
ST el "

SEPALS  PETALS STAMENS CARPELS

;148

in situ lokalizace miRNA172 v 3. a 4. kruhu




Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy regulace genové exprese

regulace transkripce

Sestrih RNA

translacni represe

posttranskripCni umi€ovani mechanizmem siRNA

smérovani proteinu
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CV, central vacuole; DV, dense vesicle; ER, endoplasmic reticulum;
GA, Golgi apparatus; LV, Iytic vacuole; N, nucleus; PAC, precursor-
accumulating compartment; PB, protein body; PCR, partially coated

reticulum; PSV,

compartment; SV, secretory vesicle. Surpin and Raikhel, 2004.

Proteomika 2007

Od genu k proteinu a zpét
sméfovani (cilovani) proteinu

Intracelularni lokalizace proteint

protein-storage

v rostlinnych burnikach dochazi k velice dynamickym procesum,
zprostredkovavanym zejmeéna tzv. endomembranovym transportem
(viz film, GFP sméfované do ER)

endomembranovy transport je dulezitym regulaénim mechanismem
pfi pfenosu signalu a regulaci bunéénych procesu

vacuole; PVC, pre-vacuolar




Od genu k proteinu a zpét
sméfovani (cilovani) proteinu

= Cyklovani auxinovych prfenasecu u Arabidopsis
auxin je rostlinny hormon se silnym morfogennim ucinkem

proteiny podilejici se na transportu proteint jsou tzv. PIN proteiny,
polarné lokalizované v bunnkach kofene u Arabidopsis

PIN proteiny cykluji v endomembranovém systému rostlinné bunky

v pfitomnosti inhibitord e
téchto proteinl v intr

....CimZ je zaroven n
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Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy regulace genové exprese

regulace transkripce

sestfih RNA

translacni represe
posttranskripCni umi€ovani mechanizmem siRNA
sméfovani proteinu

posttranslaéni modifikace protein(
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Od genu k proteinu a zpét
postranslacni modifikace proteinu

Vyznam posttranslacnich modifikaci proteint

regulace enzymove aktivity

regulace interakci proteinu s dalSimi proteiny nebo
jinymi biomolekulami

lokalizace proteinu v bunice

zména mechanickych vlastnosti proteinu

prenos signalu




Od genu k proteinu a zpét
postranslacni modifikace proteinu

Typy posttranslaénich modifikaci proteint

pridani glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy
fosforylace

sulfonace

glykosylace

N-myristolyace

N-metylace

hydroxylace

karboxylace

prenylace

Proteomika 2007
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Od genu k proteinu a zpét
postranslacni modifikace proteinu

Prenos signalu a regulace genové exprese prostrednictvim fosforylace

pFenos cytokininového signalu u rostlin

input signal
(b) Y (NI
\ 0

r Cviokinis
LFI

L e i
LFF LAL

K
ARRZ ARR2  /ARR2

CKM/CKI1Hesa
[CKI1o1080m

NUCLEUS
ARRZ

I* o Cther effec
Light
Type-A ARRs /

y |

'-..______7__| T 4' A

PhyBFR

PhyBR

Primary re
and &f

Type-A ARR transcription

1in Plant Biology




Od genu k proteinu a zpét
postranslacni modifikace proteinu

Prenos signalu a regulace genové exprese prostrednictvim fosforylace

pFenos signalu prostfednictvim TGF u zivoc€ichd

Proteomika 2007




Zaklady proteomiky 2007

ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist
Genotyp vs. fenotyp, aneb co v8echno se déje pfi vyjadfovani

Od genu k proteinu a zpét

Pristupy soucasné proteomiky

. exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteinu
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Pristupy soucasné proteomiky
exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteina

Technologie rekombinatnich proteint

umoznuje ziskat velké mnozstvi analyzovaného proteinu ve velké Cistoté

vyuziva technologie rekombinantni DNA

Calmodulin
principem je vlozeni ,privésku® prostfednictvim pfipravy
rekombinantni DNA, ktery usnadni purifikaci (afinitni purifikace)

moznost vyuziti ,pfivésku® i pro lokalizaci a

dalsi

55.0 60.0 65.0
Hi Load 16 60 Superdex75 prep grade 23 10 06001:10_UV@01,PEAK

— . A — ——  — Begl'Bsgl
. ocgl bsg

Proteomika 200




Zaklady proteomiky 2007

ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist
Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pfi vyjadfovani
Od genu k proteinu a zpét

Pristupy soucasné proteomiky

exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteinu

. analyza vztahu mezi strukturou a funkci protein(
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Pristupy soucasne proteomiky

analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteinu

Analyza vztahu mezi funkci a strukturou proteinu

vyuziva technologie produkce rekombinantnich proteind a mistné fizené
mutageneze

umoznuje analyzovat strukturu rekombinantniho proteinu pomoci rentgenové
krystalografie nebo NMR

kopmparativni analyzou Ize pak analyzovat strukturu a funkci jak u
strandardniho typu tak i mutantniho proteinu
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ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist
Genotyp vs. fenotyp, aneb co v8echno se déje pfi vyjadfovani

Od genu k proteinu a zpét

Pristupy soucasné proteomiky

exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteinu
. analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteinu

. diferenéni proteomika
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Pristupy soucasne proteomiky

komparativni proteomika

Analyza zmén proteomu organismu na ruzné stimuly

vyuziva technologii vicerozmérné separace protein (nejcastéji ELFO nebo
LC)

umozniuje analyzovat mnoho protein najednou

pomoci analyzy obrazu lze odhadnout proteiny se zménou vlastnosti, pfip.
kvantity za danych sledovanych podminek (mutace, vyvojové stadium,
fyziologicka odpoveéd)

Wi

vySena hladina endogennich CK

a b c a b ¢ a b c
wild-type pOp-iptILhGR pOp-iptILhGR
line 11 line 13
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Pristupy souCasné proteomiky

komparativni proteomika

Wt.col. O

pOp-ipt11(5)/LhGR

pOp-ipt13(2)/LhGR
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Pristupy soucasnée proteomiky

komparativni proteomika

% Vol Relative Accession Protein Name MALDI-MS LC-MSMS
Abundance No.
Score %Cov Score %Cov

S47970 14-3-3 protein homolog RCI2

]
—

BABO01146 AP000373 NID (jasmonate
iducible, myrosinase-like)

BAA84393 AP000423 NID (RuBisCO large
subunit)

Q8LBJ7 50S ribosomal protein L12-C

AAG51430 AC008153 NID (2-cys
peroxiredoxin BAS1, chloroplast
[Precursor])

QISUI9 ATP synthase gamma chain,
chloroplast

E71425 Hypothetical protein (putative
epoxide hydrolase)

T05413 cinnamyl-alcohol dehydrogenase
(EC 1.1.1.195) F28A23.10

QILJE4 GIoEL protein, chaperonin, 60
kDa

F86262 F13K23.15 protein
(glyceraldehyde-3-phosphate dh)

AAM20572 AY099721 NID (Cysteine
synthase, mitochondrial
[Precursor])

AAL36245 AY063889 NID (508 ribosomal
protein L4, chloroplast
[Precursor])

H84808 probable annexin

Q941D3 At5g19940/F28116_90
(Hypothetical protein)

T47470 isovaleryl-CoA dehydrogenase

i
i
all
all
i
i
i
n
il
i
il
all
il
i
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ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist

Genotyp vs. fenotyp, aneb co v8echno se déje pfi vyjadfovani

Od genu k proteinu a zpét

Pristupy soucasné proteomiky

exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteinu

analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteina

. diferencni proteomika

analyza posttranslaénich modifikaci
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Pristupy soucasne proteomiky

analyza posttrranslacnich modifikaci

Analyza posttranslacnich modifikaci

pomoci specifickych metod Ize identifikovat kotranslacni a posttransaléni
modifikace, bud v gelu nebo po blotovani na membranu (barveni spec.

barvickami)
identifikace modifikaci pomoci MS technik (MALDI TOF, ESI-MS, ...)

fosforylace
o prenos signalu

acetylace
. regulace chromatinovych strruktur a transkripni aktivity prostfednictvim regulace vazby histonu

glykosylace
o velice heterogenni (aktivator plasminogenu 3 mista pro glykosylaci na N-konci, az 11. 520

v

izoforem) Pro-Q Diamond

rlznyc

Caoriare nosti ra o proteinu
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shrnuti

ProC pravé proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime Cist
Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pfi vyjadfovani
Od genu k proteinu a zpét

Pristupy soucasné proteomiky

. exprese, purifikace a analyza rekombinantnich protein(
= analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteinu
. diferenéni proteomika

. analyza posttranslaénich modifikaci
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