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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

Od genu k proteinu a zpét

Pfistupy souCasné proteomiky

. exprese, purifikace a analyza rekombinantnich protein(
. analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteinu
. diferen¢ni proteomika

. analyza posttransla¢nich modifikaci
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Pro¢ 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 rdznych dat, zahrnujicich fenotyp, expresni data rlznych (idealné vSech) genti daného organismu a proteinova data
(interakce, jednotlivé vlastnosti proteind, ...)

Pro¢ vabec studovat proteiny, kdyz mame tolik genetickych dat? (sekvence genomu, expresni
profily gend, fenotypy mutantu,...?)

4

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

U4
 Nakondi jo vzdy BIOLOGICKY PROBLEM 1
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Anotace genu a odhad aminokyselinovych sekvenci
predpokladanych proteinu

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime gist

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

Ize

Ziskané informace
pomoci bioinformatiky

zpracovat

Mammals Insects Amphibians

Birds Flatworms Reptiles
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Predikce funkce genu in silico
struktura genu

= struktura genu

promotor

pocCatek transkripce
ATG....ATTCAT

pocatek translace
mista sestfihu

stop kodon

polyadenylacni signal
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Anotace genu a odhad aminokyselinovych sekvenci
predpokladanych proteinu

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime gist

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

Ziskané informace Ize zpracovat
pomoci bioinformatiky
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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 vyjadfovani

= Genom vs. Proteom

Danaus plexippus (monarch)

Gen
Transkript
Protein
Fenotyp
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Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pfi vyjadfovani

Mozna analogie s textem a jeho interpretaci

DNA:

<dyzadoperbtabijse mdfjfwlcsaknclisninjxldalnxckjcnbychexmasizdciksrdceasnanazxenlsdlan.

- o = 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

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

Zakladni mechanismy requlace genové exprese

regulace transkripce

)
Z

1
&
| -

liver
cells
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Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy requlace genoveé exprese

regulace transkripce

sestfih RNA
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Zakladni mechanismy regulace genoveé exprese
struktura genu

= struktura genu

promotor

pocCatek transkripce

pocatek translace
mista sestfihu
stop kodon

intran

polyadenylacni signal |:[

-;.
r

“conserved ™
regions
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Zakladni mechanismy regulace genoveé exprese
regulace transkripce

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

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

sel
CIGEATI'A@A@GI'IGFW TGRT TAIGTAMTIAA T |Pu1Gﬂ'ﬁC'|AﬂTGGZGJKIGJMI|&AMLOWMGAMMA1 |A|¢A—\'IG-\IGI'IMKE&I’I7£[AAW@¥

mechanizmd pro
asného stopkod OB
- 460 bp iﬁam, Silplely! - 300 by

300 bp - 200 bp

- 500 bp
500 bp

200 bp
- 100 bp

100 bp

- FEXON4—

DLTLLLGPPSCGKTTLLKALSGNLENNLK
— PDRexon4OREF |




Zakladni mechanismy regulace genové exprese
preskupovani subgenu pfi produkci protilatek

Preskupovani subgent jako specificky mechanismus pfi produkci protilatek

protilatky variabilni oblast (V) a konstantni oblast (C) a lehky (L) a tézky
(H) fetézec

. kazda z V oblasti L fetézce u mysi je kddovana 2 subgeny (V a J)
. kazda z V oblasti H fetézce u mysi je kédovana 3 subgeny (V, J a D)
v zarodecnych liniich mysich B-lymfocytd dochazi k e

<z . . . _germ-line DNA
tzv. (pfeskupovani) =
(mistné-specifickou rekombinaci)

Vi v2 v \
J1 J2 J3 44

DURING B CELL
DIFFERENTIATION

. L fetézec (k): cca 300 V sub-genu a 4 J

l DNA REARRANGEMENT

subgeny ( moznosti)
5 3
=  H fetézec: cca 500 V sub-genu, 4 J subgeny RN b : T
o J3 J4
a 12 D subgenu ( Sl
moznosti) ' TRANSCRIPTION
celkové mnozstvi kombinaci u mysi: cca 1200 x ANA transcriot ESENNEEESN
24000 = 28 mil. raznych V oblasti (protilatek o
rozpoznavajici rizné antigeny) ; ARASFUSAG
antigen indukuje  tzv. ’
. ¥ a3
mechanismem T
= po aktivaci B-lymf. pomocnymi T-lymf. dochazi ke
zvySenému vyskytu mutaci ve V oblastech (1 IRANSLATION
mutace/V oblast/generaci, cca 1 mil. X vySSi nez je e nnd
obvyklé (napf. u tzv. ,house-keeping“ genll) a selekci light chain [%ZE
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Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy requlace genové exprese

regulace transkripce

sestfih RNA

translacni represe
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Regulace genove exprese mechanismem translacni represe

» Funkéni vyznam sestfihu v neprekladanych oblastech - dalezita
regulacni soucast genu

BamHI
GAGGAGGCACAARATGACGAA —/f— TGTATTCTTTTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGC JGAAGAAGA TAATATGA GGATCCCCCGGGTAGGT CAGTCCCT

@RI PR L

ACGT CCTGT AGAAACCCCAACC

ATGatggtgaaagttaca....

Ban

GAGGAGGCACAAAATGACGAA — /- GTTATA CARAGCTT GTGGETTCACGIC GGATCCL oGI CAGTCCCTTATGT

M MV KV T KLVASR RRIPRVYGAQSIL

;‘”"j* . M MV KVT..
ATGatggtgaaagttaca....

V pripadé CKI1 pokus prokazat tento
zpusob regulace genové exprese pomoci
transgennich linii nesoucich uidA pod
kontrolou dvou verzi promotoru, zatim
nepotvrzeno
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Expression of CKI1 in Diploid Generative Tissue

Inflorescence

C8202 Zaklady proteomiky




Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy requlace genové exprese

regulace transkripce

Sestiih RNA

translacni represe

posttranskripéni uml¢ovani mechanizmem siRNA
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Genomika Ill.

mechanismus RNA interference

= Molekularni podstata posttranskripéniho umi€ovani genu (PTGS)

RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

o umiCovani bylo indukovano jak sense tak antisense RNA (pravd.
kontaminace obou pfi in vitro transkripci)

o dsRNA indukovala uml€ovani cca 10-100x ucinné&ji

o dsRNA indukce je zavisla na vlastnich genech-gen. vyhledavani

RNAI rnai

C8202 Zaklady proteomiky




Genomika Ill.

mechanismus RNA interference
= Molekularni podstata posttranskripéniho umi€ovani genu (PTGS)

RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

je to prirozeny mechanismus regulace genové exprese u
vSech eukaryot

podstatou je tvorba dsRNA, ktera muize byt spusténa
nékolika zpUsoby:

" pfitomnost cizi ,aberantni“ DNA
" specifické transgeny obsahuijici obracené repetice ¢asti cDNA

. transkripce vlastnich gent pro shRNA (short hairpin RNA) nebo
miRNA (micro RNA, endogenni ,vlasenkova“ RNA)

dsRNA je procesovana enzymovym komplexem (DICER),
coz vede k tvorbé siRNA (short interference RNA), ktera
se pak vaze bud na enzymovy komplex RITS (RNA-
induced transcriptional silencing complex) nebo RISC
(RNA-induced silencing komplex)

RISC zprostfedkovava bud degradaci mRNA (v pfipadé
uplné similarity siRNA a cilové mRNA) nebo vede pouze k
zastaveni translace (v pfipadé neuplné homologie jako je
tomu naof. v pfioadé miRNA

RITS zprostfedkovava reorganizaci genomove DNA
(tvorba heterochromatinu a inhibice transkripce)
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Mechanism of RNA interference

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

Transgene CH, ST =
assembly/ : shRNA pre-miBNA

DNA/chromatin n short hairpin RNA micro RNA
modification | -

y

ARLRRERERRNEEN Py

Aberrant
sense RNA

Intermediate -_\Hdﬂ? RNA-depender}t RNA polymerase

[T s _

- \ j 21-24 bp
( Dicer )
g

T ALLLLL siRNA
TTT ALLill  siANA fF{d

ALLL g TTTT &
AR MEREENN
G RINENEN

Silencer

\{
CHg

RITS RITS _RISC \_RISC \RISC,

Heterochromatin formation and mRNA destruction or
transeriptional silencing translational repression

Mello and Conte, Nature (2004)
MASARY K UNNERSITY
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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 Massachug
Worcester, MA, USA

b. 1960




0Od genu k proteinu a zpét
anskripcni uml€ovani mechanizmem siRNA

vétu u Arabidopsis prostrednictvim miRNA

jana u rostlin
organu dochazi k urCovani identity jednotlivych kvétnich organ
omeiotickych genu

duji  vétSinou rostlinné homolgy MADS-box

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

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

kruzich)
V)’/jimkou je exprese genu AP2, jehOi m = fL FY WHORLT WHORLZ WHORLY WHORLY
meristému, ale exprese AP2 je re D L : 3 +IJFf;g/f/+".-'|.-'l_,|r
prostfedictvim miRNA (gen miRNA 172) _ Wa al A

SEPALS  PETALS  STAMEMWS CARPELS

in situ lokalizace miRNA172 v 3. a 4. kruhu




Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy requlace genové exprese

regulace transkripce

Sestiih RNA

translacni represe
posttranskripéni uml¢ovani mechanizmem siRNA

smérovani protein(
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Od genu k proteinu a zpét
smérovani (cilovani) protein(

= |ntracelularni lokalizace proteint

CV, central vacuole; DV, «
GA, Golgi apparatus; LV,
accumulating compartmen
reticulum; PSV, proteir
compartment; SV, secretor

C8202 Zaklady proteomi _

Pro funkci proteint v bunkach je zasadni jejich spravna lokalizace
prostfednictvim tzv. signalnich sekvenci

v rostlinnych burikach dochazi k velice dynamickym procesim,
zprostifedkovavanym zejména tzv. endomembranovym transportem
(viz film, GFP sméfované do ER)

'




Od genu k proteinu a zpét
smérovani (cilovani) protein(

= Cyklovani auxinovych pfenasecu u Arabidopsis

C8202 Zaklady proteomiky

auxin je rostlinny hormon se silnym morfogennim ucinkem

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

PIN proteiny cykluji v endomembranovém systému rostlinné bunky

v pfitomnosti inhibitord e
téchto proteint v intr Lk

....CimZ je zaroven n




Od genu k proteinu a zpét

Zakladni mechanismy requlace genové exprese

regulace transkripce

sestfih RNA

translacni represe

posttranskripéni uml¢ovani mechanizmem siRNA
sméfovani proteinu

posttranslacni modifikace proteind
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Od genu k proteinu a zpét
postranslacni modifikace proteinu

Vyznam posttranslacnich modifikaci proteint

regulace enzymové aktivity

regulace interakci proteinu s dalSimi proteiny nebo
jinymi biomolekulami

lokalizace proteinu v bunce

zména mechanickych vlastnosti proteinu

prenos signalu
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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
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Od genu k proteinu a zpét
postranslacni modifikace proteinu

Prenos signalu a requlace genové exprese prostrednictvim fosforylace

prenos cytokininového signalu u rostlin

N\-_ — C % aqusigd
hindsasocknse  ~ _CN- @ C
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Signal Transduction via TCS

Recent Model of the CK Signaling via TCS Pathway

g

—&8— ARRI&

—o— ARRIS

=0=— ARRS

AHK sensor histidine kinases RN

* AHK2
+ AHK3

= s ARRT

+ CRE1/AHK4/WOL

- . o
L] L k-
- o §
] 10 100 Leii}

HPt Proteins —@D— Time following cytokinin application

« AHP1-6 D’Agostino et al., Plant Physiol, 2000
CK primary response genes
/\Requnse Regulators > Type-A ARRS expression

m ARR1-24
NUCLEUS & REGULATION OF TRANSCRIPTION
=N

Releative Transcript Level (% maximum)

T

INTERACTION WITH EFFECTOR PROTEINS




Od genu k proteinu a zpét
postranslacni modifikace proteinu

Prenos signalu a requlace genové exprese prostrednictvim fosforylace

prenos signalu prostfednictvim TGFB (Transforming Growth Factor) u Zivo€ich(
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Zaklady proteomiky 2012

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 souasné proteomiky

exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteint
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Pristupy soucasne proteomiky
exprese, purifikace a analyza rekombinantnich protein(

Technologie rekombinatnich proteint

umoznuje ziskat velké mnozstvi analyzovaného proteinu ve velke Cistoté

vyuziva technologie rekombinantni DNA

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

moznost vyuZziti ,pFivésku®

i pro lokalizaci a dalSi

mAU { T —— s
/

Begl' Bsgl
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Zaklady proteomiky 2012

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

Pfistupy souCasné proteomiky

exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteint

. analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteinu
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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 proteinl a mistné fizené
mutageneze

umoznuje analyzovat strukturu rekombinantniho proteinu pomoci rentgenové
krystalografie nebo NMR

kopmparativni analyzou Ize pak analyzovat strukturu a funkci jak wu
strandardniho typu tak i mutantniho proteinu
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Zaklady proteomiky 2012

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

Pfistupy souCasné proteomiky

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

. diferen¢ni proteomika

C8202 Zaklady proteomiky




Tissue Specificity of CK
Response

o Cytokinins are supposed to play opposite role in the control of shoot
and root development

WT 35S:AtCKX3 WT 35S:AtCKX3

WT 35S:AtCKX3
B

e
. Y




Shoot- and Root-Specificity of
Proteome Response to CK

o Is there a shoot- and root-specificity in a proteome response to CK ?

| 30 min.
(early response)

Incubation in MS+5 uM BA

120 min.
(delayed response)

| / G SHOOT sample
\ O ROOT sample

tissue separation




Shoot- and Root-Specificity of
Proteome Response to CK

SHOOT: 43/18 ~ Metabolism
~ Energy
(early/delayed) Cell growth/division

Transcription
ROOT: 31/21

Signal transduction




Shoot- and Root-Specificity of
Proteome Response to CK

o Transcriptional vs post-transcriptional type of regulations

A 100 4

shoot D 0.1% DMSO
5 pM BAP
c
L
@
9
(=8 * *
S . * * r )
S 11 A
g
£
?’} ali}
£ 1
& B root 0 0.1% DMSO
[
- |5 M BAP
[=]
U — - - - - '| — T 5
Amfl OMT1 OVAG | EDA9 | FBAZ? 0ASA1 CRU3Z | GSTE | AKR? |RPN10| MAT4 3
30'up 120'up 120 o
down a
s 14
©
=
@
@
=
o
[
0 -
TONT | ACO |ATMS1| PBC? CCRfam CCR2 |DASAY| 265 |ATPHB1 BiP
30"up 30 120'up
down

Zd'arska et al., Plant Physiology, 2012




SHOOT

Zd'arska et al., Plant Physiology, 2012

—_—— o —— —

AT3G25140 (GAUTE)
| AT1GA47840 (HXK3) (1 AT2G40840 (DPE2)
[ AT2GA0840%

| AT1GA47840 (HXK3) |

aldarate metabolim

Shoot- and Root-Specificity of
Proteome Response to CK

Carbohydrate Metabolism

AT3G52880 | [AT1GOT890
(ATMDAR1) | [(aPX1)

AT3G52930 (FB.
ATAG38970 (FB.

JAT1G47840 (HXK3)
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metabolism Pentose < . .
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Fructose and A | metabolism
mannose s )
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Glycolysis
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Pyruvate
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0
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AT1G01090
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Citrate cycle
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ATSGO3660

Glyoxylate and
dicarboxylate
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*

phosphorylation



Shoot- and Root-Specificity of
Proteome Response to CK

Carbohydrate Metabolism

SHOOT

| CITRATE CYCLE (1CA CYCLE) |
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Zd'arska et al., Plant Physiology, 2012




ROOT

pre-(RNA U snRNA
RNA pol i Polll Pollll
e ol o
5"end processing
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Ethylene in the RAM
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CK/Ethylene Crosstalk in the
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Zaklady proteomiky 2012

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

Pfistupy souCasné proteomiky

exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteint
analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteint
o diferencni proteomika

. analyza posttranslacnich modifikaci

C8202 Zaklady proteomiky




Pristupy soucasne proteomiky

analyza posttrranslaénich modifikaci

Analyza posttranslacnich modifikaci

pomoci specifickych metod lze identifikovat kotranslacéni a posttransalCni
modifikace, bud v gelu nebo po blotovani na membranu (barveni spec.

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

fosforylace
. prenos signalu

acetylace
. regulace chromatinovych strruktur a transkrip&ni aktivity prostfednictvim regulace vazby histon(

glykosylace

vellce heterogennl (aktivator plasminogenu 3 mista

dpro glykosylaci na N-konci, az 11. 520
ro-Q Diamon

Bného proteinu

©8202 Zaklady proteom
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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

Od genu k proteinu a zpét

Pfistupy souCasné proteomiky

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