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I. ivod do proteomiky
: definice proteomu a proteomiky
: postgenomova €éra, genotyp vs. fenotyp sylabus
. pristupy soucasné proteomiky
. expresni a diferencni proteomika
:: strukturni proteomika
:: funkCni proteomika I11. proteiny
: vznik proteinl a jejich sloZeni
: vlastnosti proteind
:: tvar, polarita, naboj, reaktivita
.. zakladni hierarchie struktury proteinu

: transport a lokalizace
: zanik proteinl

II1. expresni a diferencni proteomika
: jak studovat proteom?

: Z Ceho se proteom sklada?
: kolik tam toho je?

' a co na to ma vliv?



dalsi prednasky kurzu

14.a 21. 10. 2013
: proteinové komplexy — doc. Palecek

11.a218.11. 2013
: strukturni proteomika — doc. Marek

25.11.a2.12. 2013
: bioinformatika — Mgr. Potésil

9.12. 2013
: proteomické aplikace — doc. Zdrahal



: podzimni semestr

Bi5000 Bioinformatika I — nukleové kyseliny

Bi9060 Bioinformatika II — proteiny

Bi9061 Bioinformatika — cvicCeni

C7250 Charakterizace proteinii hmotn. spektrometrii

C7350 Charektgrizace proteinti hmotn. spektrometrii
— cviceni

Bi7528 Analyza genomickych a proteomickych dat

CB070 Proteinova krystalografie

C7895 Hmotnostni spektrometrie biomolekul

: jarni semestr
CG030 Struktura a funkce proteinovych komplexii



uvod do proteomiky

proc praveé proteomika?

. postgenomova éra
:: jak se dostat k informacim, které neumime genomicky Cist

: genotyp vs. fenotyp
:: co vede od jednoho k druhému

: proteomika
. aneb cesta od genu k proteinu a zpét

. pristupy soucasné proteomiky
.. exprese, purifikace a analyza rekombinantnich proteint
:: analyza vztahu mezi strukturou a funkci proteind
.. diferencni proteomika
:: analyza posttranslacnich modifikaci



genomika
: studium funkce a struktury genomu

Hans Winkler (1920): gen+(chromos)om
. XpWpa barva + o®wpa téleso (1888 H. W. Waldeyer)
. YEVEQ generace, potomek (1903 W. L. Johannsen)

genom = kompletni dédicna informace organizmu
(veskera DNA, resp. RNA)

genotyp <—> fenotyp - 3
. jaky je mezi nimi vztah ‘ »\/: {A "
na molekularni drovni? @

.. staCi pouze genomika?

N - N =

®
& B




postgenomova éra
: jak se dostat k informacim, které neumime genomicky Cist

v databazich desitky miliond zaznamd
: unikatni zaznamy (non-redundant databases)

jaaaaca a | Zaga iada -1 | ]ja 1g 1g jagag



genotyp vs. fenotyp

: co vede od prvniho k druhému

jeden genotyp

tri fenotypy

gen organizmus
> transkript /
> protein

> metabolit



DNA

"TOARMALIEAULMEADATDIKAMENT |

1: nahrad’ mezerou vsechny tripismenné skupiny koncici na L

2a: vystrihni vsechny skupiny o poctu znakd < 4,
zacinaji-lina Aa konCiR nebo T

DNA TOARMALIJIEAULMEADATDIKAMENT
l
MRNA TOAR JE MEADATDIKAMENT

TOAR JE MEADATDIKAMENT
l

protein TO JE MEDIKAMENT



2b: vystrihni vSechny skupiny o poctu znaki < 7,
zacCinaji-lina Aa konCiR nebo T

TOAR JE MEADATDIKAMENT
l
TOAR JE MEADATDIKAMENT

l
TO JE MEDIK

2¢: vystrihni vSechny skupiny o poctu znaki < 7,
zacinaji-lina AneboIakonCiR nebo T

TOAR JE MEADATDIKAMENT
l

TOAR JE MEADATDIKAMENT
l

TO JE MED
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proteomika aneb

struktura genu cesta od genu k proteinu a zpét
: promotor
: pocatek transkripce regulace genové exprese
: 5'-UTR : regulace transkripce
. pocatek translace : sestrih mRNA
: mista sestfihu : translacni represe
: stop kodon : posttranslacni umiceni
: 3'-UTR : smérovani proteind

: polyadenylaéni signal (3'-konec) : posttranslacni modifikace
. cepicka (5'-konec)

v v . 5'-UTR kodujici oblast
predrazeny 3'-UTR
zesilovac = =
promotor exon 3
B exon 1 exon 2 ‘,

5 L]

intron 1 intron 2
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proteomika
: studium funkce a struktury proteomu

Marc Wilkins (1994) — prote(ins by gen)ome
proteom = souhrn vSech proteind a jejich forem v burice/tkani

: -om = velky/uplny soubor jednotek
:: lipidom, glykom, metabolom, sekretom...

proteiny v bunce
: enzymy, strukturni prvky, informacni signaly, zasoby, prenasece

proteinové komplexy o g‘
: biologicke stroje

12



expresni

strukturni

\funkéni

proteomika

identifikace — PTM; aktivace, sestrih

lokalizace — bunécna proteinova mapa

interakce — prenos signalu, p. komplexy, p. soustroji
: funkce

: aberace — mutace, alternativni skladani

: kvantita

13



zakladni charakteristiky protein(i z hlediska jejich studia
: velmi siroka skala fyzikalne-chemickych vlastnosti
: jsou jich radoveé desitky tisic druhi v jednom organizmu
: maji velmi dynamické chovani

: metody jsou stale ve vyvoji a metodika neni trivialni

procC nestudovat proteiny genomicky?
. post-translacni modifikace — nejdou odhalit ze sekvence DNA

. analyza lokalizace, funkce a interakci téz nejde ze sekvence DNA

14



vyznam
proteomu

: molekularni odpoved’
na vztah genotyp-fenotyp

: urcuje ostatni bio-omy

proteiny
15 %

nizkomolekularni
latky
4 %

2% DNA polysacharidy
1% 2 %
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pristupy soucasné proteomiky

ziskani proteinového materialu
. exprese /n vivo
: rekombinantni proteiny
:: modifikace proteinu — znacka

separace proteinovych smesi
: izolace, purifikace

: zjednoduseni smési

identifikace proteinu
: sekvenace

: urceni PTM
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stanoveni proteinu
: relativni
:: v porovnani k jinému stavu

: absolutni
:: pocCet kopii v daném stavu

stanoveni struktury proteinu

urceni interakcnich partnert
: jiné proteiny
: nizkomolekularni latky
:: substrat, koenzym, moderator u enzym0
. prenasené Ci skladované molekuly
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expresni proteomika

: rozdily ve fungovani
(za rtiznych
:: rlizné sady protein(
:: regulace tvorby proteind

podminek)

TAM P/ATP

'4

NMN+ ¢=—— NAM

. SIRT1 _
‘ [
" PARPY

zpétna
vazba

e
*e
-
.
.
.
e
.
e
e
e
L

N:D+ -F‘D NADH
: Glu Pyr
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funkcni proteomika

: organizace proteinti
.. interakce proteinl
.. funkce protein(

protein

: proteinovy komplex

:: proteinové soustroji
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strukturni proteomika

: struktura proteint
:: vztah mezi strukturou a funkci
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proteomicka bioinformatika

: analyza proteomickych informaci
.. ziskanych bioanalytickymi metodami

identifikované peptidy
Jot E;‘E-;‘ S B s (1...4 :A'G" =R :
A 13 & -. tm\ i g g

vy l:lﬂlt"n\’ Ecs
AVAN Jw.-acuud¢ %‘ % =4 3‘ 3.’

el f 52
mmmmm“‘},;

4' é, , -
St i =

§ EAatR GO ©

i Af
iz

8
‘1-: 3 3 =:
E, o o §;

. : - Qaa =
z nich odvozené proteiny T .- @
analyza na Grovni peptidi

proteolytické peptidy analyza na Grovni proteinii

12%

36% PHD-prst

13%

rodina ATPaz . -
kvantifi s bromodoména -
antifikace N doména SAP |
% £ T PWWP doména
‘ SR RS Dg(’ = . My 257 % I st typ C2H2 3
> ol " . I 1ox KRAB =)
, I doména Homebox O :
8| , ;__C,.;M._,; fyzikalné- genova a.
dentifik T KN s Lt chemické ontologie proteinave mapovani siti
identifikace i &
. ’ . vlastnosti domény
analyza homologti analyza motivi
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genomika a proteomika

systémova biologie

22



I1.

proc proteiny?

: stoji mezi genotypem a fenotypem

: oddrou vétsinu prace v zivém organizmu!
:: metabolizmus, regulace, obrana, transport,
struktura a pohyb

genom
: v zasade staticka entita
11 zmeny spise nezadouci
: relativné jednoduchy
proteom
: dynamicky systém
:: radikalni zmény se zménou Casu a podminek
: slozity systém

proteiny

23



F-aktin

| | kolagenova myozin _
DNA , Sh - : FISIPHAZS e trojSroubovice :

glutamin-
syntaza

mezibunécné
prostredi
(krev)

albumin

395 glukoza
5P 9
D

inzulin
somato-

tropinovy
receptor O
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protein/peptid ~ bio(hetero)polymer
. monomer — aminokyselina
:: biogenni aminokyseliny (L-formy)

B N~
a-karboxy- H

a-amino- skupina H 2|\| OH
skupina
H o—u\‘"‘\‘*
R

boéni R

retézec

obojetny ion
(zwitter-ion)

25



COOH
® |
HsN—C—H

CH>

2o
HN‘:._@,.:’ ek
HC—NH

pH = 0.5

COOR
® |
H3N_C_H

pH = 7.6

pl, izoelektricky bod

vztah mezi pK, a pH u aminokyselin (a peptidl/proteint)

8T := HOOD'’ wd

0 +1
celkovy naboj

+2
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aminokyseliny (AK)
: bézné

:: Ala/A, Arg/R, Asp/D, Asn/N, Cys/C, GIu/E, GIn/Q, Gly/G,
His/H, Ile/I, Leu/L, Lys/K, Met/M, Phe/F, Pro/P, Ser/S,

Thr/T, Trp/W, Tyr/Y, Val/V

.1 zvlastni znacky

Asx /B asparagin nebo asparagova kyselina
GlIx/Z glutamin nebo glutamova kyselina

Xle/J leucin nebo izoleucin
COO CcCOO COO CO0O CO0 CO0
HN—C—H H,N-C—-H H,N—-C-H HoN—C—H  HN—C—H HN—C—H
H CH, CH CH, CHa CHa
G A cfi, cH, ci, K o¢n C—NH
— | ' R | JeH
CH, CH, s
| ; G-N
CHa NH
'NH, CwNH
COO CO0O CO0O ‘\!.": : H
H,N—C—H HN—C—H  H,N—C—H
(E“'z M (F“z I "“-(FWC":' CO0 CO0 CO0
/Cl\l (lflla (‘TH-, H,N—C—H H,N—-C—H H.N—C—H
CH, CH, 8 CH, S CH,OH HH(;,‘HOH CH,
L CH, T CH, SH

CcO0O COO
H,N—C—H H,N—C—H
CH, CH,
I |
D coo E CH,
(660}
CO0O CO0O COO
_H
o HN—C—H H,.N—-C—H
N ! |
H., ) ?n, CH, ({:H,
& em— 1
H.C CH, ! CHL
N |
P HN O C
N A
Q HN 0
CO0O COO CO0O
H.N—C—H H.N—C—~H  H,.N—C—H
CH, CH, CH,
|
,&\ Y ,;*“\ w CeCH
L a NH
‘v\‘:\\/ W
F OH

&



: klasifikace AK
. kyseliny a jejich amidy
.2 Asp/D (pK = 3.7), Asn/N, GIu/E (pK = 4.3), GIn/Q

:: alifatické

::Gly/G, Ala/A, Leu/L, Ile/I, Val/V
:: aromaticke

o Tyr/Y, Trp/W, Phe/F
:: baze

.1 His/H (pK = 6.0), Lys/K (pK = 10.5), Arg/R (pK = 12.5)
.. cyklicke

it Pro/P (pK = 11.0)
.. hydroxyderivaty

.. Ser/S, Thr/T + Tyr/Y (pK = 10.0)
11 sirné

.1 Cys/C (pK = 8.2), Met/M

28



: vZzacné
:: Sec/U selenocystein, Pyl/O pyrrolyzin (prokaryota)
. AK vzniklé posttranslacni modifikaci (PTM)

.1 hydroxyprolin a selenomethionin

: abiogenni aminokyseliny

.. geneticky kod 2.0
.11 syntetické aminokyseliny do syntetickych proteind
.11 bioinzenyrstvi




multifunkcni struktura aminokyselin
: C-konec; kysely
.1 = zaporny naboj/polarni

. N_konec_ Zalsadlty alifatickeé velmi malé malé
. /4
:: = kladny naboj/polarni c. l Pl'
v s v v S
: boCnl retezec v AL G
e M ’ ’ G /
.+ Siroky rozsah vlastnosti | C“".‘—T"S/N
ovlivnéni fyz.-chem. vlastnosti L D
N o) = 30 _
a struktury proteind a peptidd M/”'ff\‘ K\ E
7 - mgw ( ]
vysoka variabilita pFow "
: slozite chovani A
: SirSi spektrum metod studia T \
:: absorbance (UV), fluorescence -
s . . nepolarni Arni
:: naboj, polarita, M, L nabite o
:: 3D struktura kladng nabité

. reaktivita, interakce
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vznik peptid(i/proteinti
. proteiny
.. biosynteza
.11 transkripce (DNA > mRNA)
.11 translace (MRNA > protoprotein)
::: posttranslacni zmény (protoprotein > funkcni protein)

5-UTR | zacatek transkripce ukonceni y 3-UTR

DNA 5'— 3
exon 1 intron 1 exon 2 intron 1 exon 3

transkripce

pre-RNA 1 GU AG 2 GU AG 3
‘ .\ \ ", sest¥ih
“ % RNA )
mRNA 5'-&epicka C) 1 2 — 3 | poly(A) konec

.. abiosyntéza
.11 in vitro syntéza (NCL — native chemical ligation)
31



schéma transkrip

’[ )(

dvousroubovice DNA

schéma translace

D PR YA

ce

mRNA ,

negatlvn r.
|

IIlIllIIIIlllIII
splétani pozitivni F.

RNA polymeraza

rozplétani

3\
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vznik peptidové vazby

peptidova vazba

H| O H o H [0 J H o
| // I // ||l | //
+H3N_C|— C\ + +H3N“_CI—C\ —_— +H3N_(|:_ C _fl\l —(I:—C\
1 L O 2 O R H R O
i _ +H>0
aminokyselina 1 aminokyselina 2 dipeptid (* H20)
vyznam peptidové vazby
: primarni struktura proteinl (oligopeptidy, polypeptidy)
: podili se vyznamné na sekundarni a terciarni strukture
:: rotace kolem jednoduchych vazeb
oligopeptid
R, — R, : tzv. aminokyselinové zbytky (amino acid residues)
Il | Il ] ' |
R4 H O R3 H O Rn
| | H |l | | H |l |
N-konec O CL N C C N C .~ C o C-konec
(N-terminus) 3 H ﬁ IC ||\| H ﬁ ? | H COO™  (C-terminus)
O ® H O Ry H



vliv peptidové vazby
na sekundarni strukturu proteini

¢ =-139°, y = -135° @ — rotace okolo vazby N—C, ¢ = 0°%, y = 180°

R( i g@ W — rotace okolo vazby C,—C
N ]
{ W
b /b
< +180°[ < I T -
(1) LA e ~C
Ba© B *r
L Bp:r'
>
povolené T
00 -
¢ =-57°, g =-4/° .$ar
R)
-120° -
2) ¥ N
-180° ° ¢

C - Sroubovice kolagenu

a, — sklddany list @, - skladany list B, — Sroubovice B, — Sroubovice
(antiparalelni) (paralelni) (pravotociva) (levotociva)
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B-skladany list dalsi formy sek. struk.

: smycka (/oop)

: ohyb (turn)

: nahodné klubko (random coil)

a-sroubovice (helix)

VvV
= —_
Ser-Ala; SA o= : 60 % //C N
serylalanin e O O o
rezonancni
struktury
9 — \ e
22 "
== 40 % =\

o &N
O—/ mezomerni
struktura
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formovani terciarni struktury proteinu

N-konec

>

ani

I 4

sbalov

energie

®

<7 T | zvydeni
- organizovanosti

interakce v

Y
c
S
(7)) molekule
< |
|'_ .
desolvatace
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utvareni aktivnich center v ramci
terciarni struktury proteinu

zucastnéné AK

i

1 aktivni
centrum

7

H\C/
/" CH, detailni struktura
Oun s 0 aktivniho centra
HE ¥ \ /
\C/ H,///
\ Y
/ ‘o KO © g
N /
NH ' (
Se=n®0” o—={ \ \o. i
. “NH g T =C~

‘ F'4 \() ) MJ'CHZ \
’. g ,H‘ N v S” SHY l.‘
* \ G \ ! .

& 2 h S H
.I / O 0 3 N /,, :
[ | ’C /CH n "
CH HJC \C/— -
8 Jes /N
}:H? H
. \C\
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terciarni struktura proteinu
a jeji vyznam

polarni fcni skupiny

disulfidovy — povrch allosterie
mustek

‘i:;,a

> pohybliva doména

- |
N -2
~
\\ ' .
R - =
/ “
~ ‘\
T -
B \\ - \\
~
~

nepolarni féni

skupiny
—jadro
| ’ «
- substrat
vodikove mistky : zména primarni struktury
:: jen v genu (ne vzdy)
stabilizace struktury : zmena vyssich struktur

: + coulombickeé interakce :: snadno zménou prostredi 28



kvartérni struktura proteinu a jeji funkce

. ahi s TN n formovani
\ ot - kooperativni vazba
é;ﬁu\/ﬁr&/ ékﬁ‘?}j a-$roubovice : allosterie
L A

holoenzym
: rlzné fce podjednotek

funkéni
tetramer
o proteinu ’ ’
nefunkéni : kvarterni struktura
monomer |
proteinu VS

proteinovy komplex
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strukturni motiv a proteinova domeéna
: specificka strukturni podjednotka
: usouvztaznéni struktury a funkce
:: doména je funkcni podjednotka
: topologie proteinu

.. celkovy tvar a napojeni domén; rodiny a nadrodiny
(fylogenetické)

trida : a+pB
sbaleni : sendvicové
rodina : flavodoxin

soudek a/B
(barrel )

40



velikost a tvar molekul proteini

globularni
: kulovité
: rozpustne ve vodeé
:: snadno denaturuji

skleoroproteiny
: fibrilarni
: ve vode nerozpustné
.. kolagenova Sroubovice, zesitovani
. nedenaturuji snadno

objem proteinu polomeér proteinu
V~1.212.10°.M R ~ 0.066 -3/M

[V] = nm3, [M] = amu [R] = nm, [M] = amu

41



neribozomalni peptidy
: bakterie, houby a nahozabri

: syntéza nezavisla na mRNA
.. cyklicke, vetvené
:: neproteinogenni AK
:: casté PTM
::: N-metylace, N-formylace, glykosylace, acylace,
halogenace nebo hydroxylace
::1: dehydratace serinu na dehydroalanin
.11 cyklizace
.11 oxazoliny a thiazoliny

: Casto dimery a trimery identickych sekvenci
:: linearni, cyklicke, vétvené

: toxiny (antibiotika), siderofory nebo pigmenty

42



neribozomalni peptidoveé syntetazy (NRPS)
(nonribosomal peptide synthetases)

. patrné odvozeno od syntézy polyketidd a mastnych kyselin

nekollk domén

.. A — aktivacni (adenylace)

.. PCP — peptidovy prenasec

.. C — kondenzacni, byva jich az nekolik (C1, C2, C3...)

. Cy — cyklizacni (Casto namisto domény C)

:: E — epimerace na D-formy

.. R — redukce terminalniho thioesteru na aldehyd nebo alkohol
.. TE — thioesterova terminacni doména

43



aktivace

prenos na PCP

laci peptidovy prenasec
adsiyiac (protein carried protein)
ATP PP,
O O O
R E f R R
YJ\OH = O—AMP : .
NH, NH, \ NH, §
NN AN AMP AN AN
A PCP
doména A NRPS aminoacyl-S-PCP
H,N
e
O
INH, kondenzace PCP N
R1‘§: nebo cyklizace RQA&
© 0
HN o HN
R, R, R,
o) O re-aktivace PCP O
S S SH S
E § prenos R,R, na R; § §
elongace :
ANN RAN
PCP C A PCP PCP C A PCP

doména C (Cy) NRPS

peptidyl-S-PCP
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posttranslacni modifikace (PTM) protein{

: chemicka modifikace aminokyseliny
:: zmena bocniho retézce nebo jeho derivatizace
::: deaminace Gln, racemizace Pro, hydroxylace Phe
: modifikace primarni struktura protoproteinu
::: aktivace (&rimming)
.11 sestrih (splicing)

: vyznam PTM

.. zacileni (lipoproteiny)

:: stabilita (glykoproteiny)
:: funkce (fosfoproteiny)
.1 Fizeni aktivity (kaspazy)

45



chemicka modifikace aminokyseliny
: velké mnozstvi (> 200)
: nese funkci, ale nemusi (oxidace Met, Trp)

s
zesit'ovani (cross-/inking) (CH\%i (R
: vznik mastkd (S-S) s
: stabilitni funkce (CH,),
4x Lys
oH” O (CH,), elastin
p O 0 (CH Qﬁ/
(CH,) ,
PN
4x Tyr
pulcherosin 3x Lys

kolagen
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pyroglutamyl-
acetyl-
formyl-
myristoyl-

H3N®

200C

amido-

oligosacharid
(O-glykosylace)

OH

Ser, Thr

Tyr

OH

fosforyl-
jodo-
sulfato-
adenyl-

oligosacharid
(N-glykosylace)

CONH3

Asn, GIn

Phe

4-hydroxy-
(> Tyr)

fosforyl-
metyl-

y-karboxy-

CO0®

b

Asp, Glu

fosforyl-
metyl-
flavin-

acetyl-
metyl-
y-hydroxy-

®NH;

o d)

b

Lys

Cys

disulfid
prenyl-
hem-
flavin-

pyridoxal
liponat
biotin
retinal
ubiquitin

3-hydroxy-
4-hydroxy-
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aktivace protoproteinu

retézec A

0)
@)
O
o

@

NH3 . odstranéni signalnich pep.

: odstranéni nefunkcnich C.

preproenzym >
proenzym >

NHY
enzym

retézec C

retézec B
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proteinovy sestrih
: podobné jako u RNA (pre-RNA > mRNA)

HX = HS-, HO-

N extein i ﬁ(w C-extein

N > O/S presun acylu “

/——\

P ﬁr

trans-thioesterifikace lT

NH,

) D)
fr
tvorba sukcinimidu T
0/S>N presun acylu

[
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transport a lokalizace proteinii

cytoplazmaticka draha sekrecni draha

ribozomy

4

protein drsné ER

ﬁ*\
zadrzeni cytoplazma

/| \s

O-SKL H,N o000, _ )
> Golgiho aparat P y
[ij v
[~ QQ —
° receptor &;j

o-O

7 sekreéni

peroxizom é mitochondrie o

3
yoom

bunécna membrana

1

standardni draha
bez signalu



Al d @® _a-Sroubovice
signaini pepti *HN-) '
@ (sekrecni draha) X

_ signalni peptid
LK : kratké peptidy
manoza-6-fosfat  * [N- , C-kOneC

@ signalni sekvence
(ER proteiny)

- ,I . kubi _ O(b _ , .
©), Z'ygsgiin':'éﬁu'gﬂ?e?ny) Y © :intrastrukturni (sign. sekvence)
v nepolarni region i , , i
sekvence -
ukoncujici transport SIgnalnl reoglo,n . o
(membranové proteiny) - : souhra ruznych strukt. motivu
H.’meq-‘. '
signalni peptid A ' ] .,
® (mitochondriini proteiny) X : JSOU rozpoznavany receptory

I . vyuziti transferovych proteind
signalni sekvence
@ (jaderné proteiny)

@ signalni sekvence

(peroxizomy) EKS

signalni region
(sekrecni vacky)
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zanik peptidoveé vazby

. proteazy (proteolytické enzymy)
.. vznikaji proteolytické peptidy

. peptidazy (karboxy-, amino-, dipeptidazy )
.. di- a tripeptidy a dale AK

. prenos energie /n vitro
:: srazka (N,, He, Ar), zareni (foton, e”)

S

OH
R \\\H/_\
H
>\ N COOH
//
HoN CTr Ty
|

I
Pl

zanik proteini
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metabolizmus proteintl

funkéni /,\LI’) oeT !‘

protein l,\_'] ”\\

nalent | o . dusikova bilance
;:_waﬁ :: rovnovaha

:: 300 — 400 g denné

fﬁ\@

proteazom |degradace |

: lysozom
.. cca 40 hydrolaz

.. proteazy

peptidy ® o)\ Iysozom

degradace

aminokyseliny /




funkce proteazomu

0" Pl

aktivace =
aktivovany ubikvitin
ubikvitin
& ~e |
znaceni
ubikvitinem
funkcni
protein

ubikvitinovany
protein

vazba na
komplex

(1

~

degradace

rozbaleni
proteinu
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III. o _ _
expresni a diferencni proteomika

praktickeé zaklady

exprese proteinti a rozdily v ni

: aktualni podmnozina proteomu definuje déje v zivém systému
:: jakeé proteiny se aktualné v systému vyskytuji?
:: kolik jich tam je?
.. kde jsou?
.. v jaké formeé tam jsou?
::: volné, vazané v proteinovych komplexech
.11 strukturni, signalni, zasobni, enzymy...
:: a proc?

: rozdily v déjich v rliznych stavech zivého systému
:: podmnoziny proteomu rtiznych stavil a jejich prinik
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metabolom
A

regulace metabolizmu

proteom >

posttranslacni modifikace
regulace translace

transkriptom

posttranskripcni modifikace
A regulace transkripce

genom

proteomu
— sada proteinl

\'& 4 L] y \
: Cim je to dano?

: jak to zjistime

" 4 B 7
_ = conatoma vI|v./

aktualni podmnozina
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hypotéza opakovatelny jev vs. Sum

(biologicky problém) predpoklad
testovani predpokladu
(odpovidajici empiricka studie)
instrumentalni data

model

testovani modelu
(odpovidajici empiricka studie)

reformulovani modelu instrumentalni data

(nové poznatky)

_ analyza falzifikace
interpretace ] L
syntéza - justifikace

a mozna objev © (model biologického systému) __



zakladni charakteristika bioanalytt
: geny (genom)
: MRNA (transkriptom)
: proteiny (proteom)
: nizkomolekularni latky (metabolom)
: velmi Siroka skala fyzikalné-chemickych vlastnosti
. jsou jich radove desitky tisic druhi v jednom organizmu

: jsou velmi dynamickeé

: metody jsou stale ve vyvoji a metodika neni trivialni
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identita proteinu
: Cim je dana identita proteinu?

PrPc Prpsc
primarni struktura proteinu
. alternativni sbaleni (priony) f
: posttranslacni modifikace @ﬁ% o
?

terciarni struktura proteinu @@ a-Sroubovice
: kvartérni struktura AAs B-skladany list

unikatni funkce proteinu
: enzymova reakce
: interakce s jinou molekulou
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: jak mliZzeme zjistit identitu proteinu?

specificita
. bud’ vydélime protein ze smési jinych proteind
: nebo to jde i ve smési (specificka interakce)
:: kontaminace

separace
. Uz ta zavisi na individualnich vlastnostech proteinu
:: neni ale Casto dostatecné specificka

: naboj, polarita, molekulova hmotnost/velikost
: specifické interakce
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primarni struktura
: urCeni poradi aminokyselin
. postupné odbouravani
.11 enzymaticky (exoproteolyza)
::: chemicky (terminalni degradace)
.. fyzikalné-chemicky (Stépeni peptidové vazby)

:: hmotnostné-kombinatoricky
.11 peptidové mapovani/peptidova signatura
:: fyzikalné
::: zména odporu pri priichodu retézce nanopdérem

W
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terciarni struktura
. urceni 3D struktury
.. lokalizace jader/atom(
.11 jaderny spin
.11 distribuce elektronové hustoty
.11 kryo-elektronova mikroskopie

:: topologicka analyza
.11 vzdalenosti aminokyselin

Jrde
W‘ -
Rpb2
K99:NZ
—-—
unikatni funkce proteinu —
: detekce unikatniho produktu enzymove reakce : =
: detekce vzniku unikatniho komplexu -



: co ma vliv na identitu/pritomnost proteinu?

. ZépIS genu RNE donor vétveni akceptor
. xon  [CREGRI WL
: mutace 'e‘; .
ﬁ sn

. prevedeni genetickeé informace
. chyba v transkripci
:: chyba v translaci

r
spliceozo

proteomicke vlivy
: Upravy proteinu - ' mRNA
:: nahodné ¢i nezadouci modifikace AK
:: nahodna Ci nezadouci proteolyza

metodicko-analytickeé vlivy
: chyby v pripravé Ci analyze vzorku

smycka
intronu
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: Cim je dana forma proteinu?

struktura

: definuje funkci a interakce

.2 volny

forma proteinu

:: vazany — kvartérni struktura, proteinovy komplex

lokalizace
: definuje funkci

e
Wl

T

P

T

_s
-

\

i | NL o
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: jak mliZzeme zjistit formu proteinu?

slozeni
: separace a eventualni denaturace
:» molekulova hmotnost, tvar...

interakcni partneri
: stabilni ko-lokalizace

separace na urovni b. kompartmentt

: co ma vliv na formu proteinu?

struktura

1 2
000 ns 000 ns 65



obsah proteinu
: Cim je dano mnozstvi proteinu?

fyzicky pocet kopii proteinu
: intracelularni
:: rizné formy
.11 volny
.11 proteinové komplexy
.11 jiné supramolekularni struktury
:::: jadro, b. membrany, b. organely

. extracelularni
:: ve mnohobunécnych organizmech v mezibunécném prostoru
:: exoproteom/sekretom
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: jak mlizeme zjistit obsah proteinu?

specificita
separace

primarni struktura + dalsi informace
: mnozstvi AK
:: absorbance, fluorescence

: mnozstvi specifickych peptidl
:: jontocCet

terciarni struktura + dalsi informace
. specificka interakce
:: interaktant s vhodnymi analytickymi vlastnostmi
::: absorbance, fluorescence, scintilace, enzymova aktivita

: nespecificka interakce
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: co ma vliv na obsah proteinu?

genomicke vlivy
: transkripcni aktivace
. promotor Ci zesilovaC (enhancer), transkripcni aktivator

: transkripcni umlcovani
.. epigenetika (vtisténi, metylace DNA, histonovy kod...)
:: dsRNA/strihac (dlicer)-siRNA-komplex RISC, miRNA...

proteomickeé vlivy
: metabolizmus (katabolizmus)
:: predcasné odstraneni
:: dislokalizace

metodicko-analytickeé vlivy
. chyby v pripraveé ¢i analyze vzorku
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... a jejich rozdily

: jak mizeme zjistit rozdil obsah proteinu?
:: relativni rozdil
:: absolutni rozdil

relativni vs. absolutni rozdil
: jen pomér signall odpovidajicich obsahu
.. dva srovnavané stavy vs. treti stav — standard

0 e |
: i |
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prakticky priklad studie expresni proteomiky

: stanoveni obsahu stafylokokového enterotoxinu H
v potravinach

Staphylococcus aureus ~
: enterotoxiny A —V (SE, staphylococcal enterotoxin)
.. exoproteom/sekretom S. gurea
.. spolu s proteazami a dalsimi proteiny (cca 150; 58 stalych)
:: obsah SEH cca 0.4 — 12.0 nM, M, = 25 210, pI = 5.65

stafylokokova enterotoxikoza (srp - staphyiococcal food poisoning)
: enterotoxiny — superantigeny
.. aktivace imunitniho systému > jeho selhani
:: jen malé mnozstvi staci na vyvolani reakce (~ ug)
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vyskyt SEH v potravinach
masné vyrobky
mlécné vyrobky

: cukrarské vyrobky

: plivodné pouze v surovinach "
:: termostabilni, odolny vUcéi proteazam i zménam pH
pUvodce odstranén, toxin zlstava

poaorevr-241 1 llinit kil - FSEL SFTS:’AI .......... oL A A - AYGOfill 46

POAOLZ/1-257 @ 1 KRTAFT LL T TT PLVNGSEKSEEINEV p Lodr Lm:vWﬂsw

PO1552/1-266 m 1 YKF‘LFTSHVI ] 2 TPNVLAESQF‘DPKPDE KsB«Fi AENMKVL DD 57

100 110

POAOLW7-241 47 HPFIV DE!SCEKDLIﬁR’ Nooosohnu K m AcRF N SF 102

POAOLZ/1-257 58 EKAKT] E Hpaﬂoﬂt_|kaGFFTDHsmnﬂ KBl | vE vi 116

PO1552/1-266 58 NHVSAI IDQFLYFﬁL_llYSIKDThL.;NﬂDN KBLADKY vr NM 116
13 140 150 160 170

POAOLY1-241 103 § T EVISE_ ---------- | SEML EN - SEK AOERV]_GA nxsr ms

POAOL2/1-257 117 G IAGGTP--ccccceas KTABM ouun TEEKI(VPIHLWL QNTVPLE165

PO1552/1-266 117 YFSKKTND INSHQTOKRKT NCNJ pryRsBTvrlFE ENLLS--F173
180 200 770 230

Y 4 r LB r ]
Srovnanl S In ml SE POAOLYVT-247 149 L IR L IKIfKI sm!ﬂu& YK - Dsms;\ DHHTPRDYSF I YD 204
POAOLZ/1-257 166 TVK V] LQA EIQN NSDVFDF‘;«VOP VRHTS] EPSVN LFG224
w7 PO1552/1-266 174 DM KEA YLT H VKNK eFn- - NEPYETHYEKE 1 EN - ENSFWIBIMMP 229
]
: mensi obsah

260

l
POAOLG/1-241 205 LK E--ND .feuow‘l Dnls 241
. POAOL2/1-257 2’)5 Q- YSNTLLR{ ENM - i.L 257
 srovhatelna toxicita oeliin] ¥ A e N VN VR 255

: vysoka sekvencni homologie az 50 % (SEB SEA, SEK)
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plan védecke studie
v oblasti expresni proteomiky

S. aureus v potravinach produkuje SEH

: identifikace

: kvantifikace

o opakovatelny jev vs. Sum
vyvo] metody predpoklad
: kmen 5. aureus s genem seh testovani predpokladu

:: genomicke overeni (odpovidajici empiricka studie)
. podminky kultivace instrumentalni data

model

:: optimalni pro produkci SEH
: nalezeni SEH a jeho stanoveni
aplikace metody

: nalezeni a stanoveni SEH ve vzorku potravin
: nalezeni podminek jeho produkce a toxicity 72



provedeni studie
kmen S. aureus s genem seh
: potvrzeni pomoci PCR

: i jiné metody (prenos podle Southerna)
:: mUZeme a mame je vyuzit?

podminky kultivace -

. hledani média
.. fyziologicky roztok, mozkosrdcova infuze

: optimalni podminky
:: teplota, obsah zivin, doba kultivace

. prvni stadium pripravy vzorku
. odstranéni bunék S. aurea
.11 nespecifické ztraty pri centrifugaci
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separovat nebo neseparovat?
to je, oc tu bézi!

druhé stadium pripravy vzorku
: separace SEH
:: obohaceni, frakcionace, purifkace?

pro
: Zjednoduseni vzorku _
: zvySeni citlivosti proti
: zvySeni specifity : Ztraty
.. dalsi manipulace
::: kumulovani chyb
separovat!

:: nedokonala separace

- stoji za to to zkusit .. nespecifické ztraty

:: metodické vyhody prevazuji
: principialné bezproblémove  Narocnost
-+ princip P .. penize a cas
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separujeme proteiny/peptidy

: moderovana hydrofobicita
.. potlaceni hydrofilnich a coulombickych interakci
::: iontove parovaci chromatografie na obracené fazi

: naboj proteinu
.. elektromigracni metody (CZE, IEF)
.. iontova chromatografie

: velikost/tvar molekuly
:: potlaceni jinych vlastnosti
::: denaturacni gelova elektroforéza

:: sitovy efekt (FASP) > FASP
1 specifické interakce ostatni metody
::: imunoanalyza : zadna separace

.. artefakty (IEF)
: nizka vytéznost
. nespecifické ztraty 75



detekce SEH

: primarni a sekundarni struktura
:: UV-Vis detekce (IP-RPLC)
. tandemova hmotnostni spektrometrie
(IEF, IP-RPLC, SDS-PAGE, 2D-PAGE)

: terciarni struktura
:: imunoanalyza (SDS-PAGE)

stanoveni SEH

: primarni struktura
. SIL + hmotnostni spektrometrie
(180, GIST, ICPL)
::: nereprodukovatelné < nespecifické procesy ve FASP

: terciarni struktura
:: imunoanalyza (imunoblot) > konecna?
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vysledky studie

detekce SEH v modelovém vzorku
: ano

stanoveni SEH v modelovém vzorku
' he
> zadna aplikace v realném vzorku

: zadny model sekrece SEH v potravinach
: zZadna metoda stanoveni SEH v potravinach

metodické prekazky
: nereprodukovatelné stanoveni SEH
. velmi nizky obsah > zasadni vliv nespecifickych ztrat

reseni?
: jin@a metoda separace (mod. FASP + RPLC-OT MS)
: jina metoda stanoveni (GIST reduktivni metylace)
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existuji sice obecné (expresné) proteomické postupy
: ale nejsou univerzalni
:: nutnost hledat vzdy pripatricny postup
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