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ProC prave proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime
Cist

Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pifi
vyjadrovani

Od genu k proteinu a zpet




ProC prave proteomika?

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

. DNA: GENOME, HAPLOME, EPIGENOME
. TRANSCRIPTOME

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

PHENOME: kombinace ruznych dat, zahrnujicich fenotyp, expresni data rliznych (idedlné vSech) geni daného organismu a proteinova data
(interakce, jednotlivé viastnosti proteind, ...)

Pro€ vubec studovat proteiny, kdyz mame tolik genetickych dat? (sekvence genom(, expresni
profily gent, fenotypy mutanta,...?)

s

V koncovém vysledku, tedy , Se
vzdy projevi regulace na vSech urovnich,
od genu po protein a jeho modifikaci
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Anotace genu a odhad aminokyselinovych sekvenci
predpokladanych proteinu

Postgen va éra a co s informacemi, které neumime Cist

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

Ziskané informace Ize zpracovat

2 A f - Mammals Insects Amphibians
pomoci bioinformatiky
Birds Flatworms Reptiles




Struktura genu

promotor
pocatek transkripce

pocatek translace

AGGAGGT ATG....ATTCATCAJ

mista sestrihu

stop kodon

polyadenylacni
signal

ATTATCTGATATA....ATAAATAAATGCGA




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 organizmu

Ziskané informace Ize zpracovat
pomoci bioinformatiky
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ProC prave proteomika?

Postgenomova éra a co s informacemi, které neumime
Cist

Genotyp vs. fenotyp, aneb co vSechno se déje pifi
vyjadrovani




Genom vs. Proteom
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Mozna analogie s textem a jeho
interpretaci

DNA:

<dyzadoperbtabijsemdfjfwicsaknclisninjxldalnxckjcnbychcxmasizdciksrdceasnanazxenlsdlan.
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Zakladni mechanismy regulace
genove exprese

regulace transkripce
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genove exprese

regulace transkripce




Zakladni mechanismy regulace
genove exprese

sestfih RNA
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Regulace sestrinu RNA jako vyvojova
adaptace

identifikace mutanta s bodovou mutaci (tranzice G—A) pfesné v
misté sestfihu na 5° konci 4. exonu
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Regulace sestrinu RNA jako vyvojova
adaptace

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

analyza pomoci RT PCR prokazala pfitomnost fragmentu
kratSiho nez by odpovidalo cDNA po normalnim sestfihu

PDR_U1a/PDR_L1 PDR_U1b/PDR_L1b




Regulace sestrinu RNA jako vyvojova
adaptace

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

analyza pomoci RT PCR prokazala pfitomnost fragmentu
kratSiho nez by odpovidalo cDNA po normalnim sestfihu

sekvenace tohoto fragmentu pak ukazala na alternativni sesfih s
vyuzitim nejblizSiho mozného mista sestfihu v exonu 4
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Regulace sestrinu RNA jako vyvojova
adaptace

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

analyza pomoci RT PCR prokazala pfitomnost fragmentu
kratSiho nez by odpovidalo cDNA po normalnim sestfihu

sekvenace tohoto fragmentu pak ukazala na alternativni sesfih s
vyuzitim nejblizSiho mozného mista sestfihu v exonu 4

existence podobnych obrannych mechanizm( prokazana i u jinych organizmui (napf. nestabilita
mutantni mRNA se vznikem pred€asného stopkodonu (> 50-55 bp pfed normalnim stop kodonem)
u eukaryot, viz doporuc€ena studijni literatura, Singh and Lykke-Andersen, 2003)




Preskupovani subgenu pri
produkci protilatek

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

= kazda z V oblasti L retezce u mysi je
kédovana 2 subgeny (V a J)

= kazda z V oblasti H retezce u mysi je
kédovana 3 subgeny (V, J a D)




Preskupovani subgenu pri
produkci protilatek

v zarodecénych liniich mysSich B-lymfocytl dochazi k tzv.
(pfeskupovani)
(mistné-specifickou rekombinaci)
= L Fetézec (k): cca 300 V sub-gend a 4 J subgeny

{ moznosti)
= H fetézec: cca 500 V sub-genu, 4 J subgeny a 12

D subgenu ( moznosti)

celkové mnozstvi kombinaci u mysi: cca 1200 x 24000
= 28 mil. riznych V oblasti (protilatek rozpoznavajici
rizné antigeny)

antigen indukuje tzv. mechanismem

= 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 obvyklé (napf. u tzv. ,house-keeping“ genu) a
selekci protilatek se zvySenou afinitou k
antigenu




Zakladni mechanismy regulace
genoveé exprese

regulace transkripce

sestrin RNA
translacni represe




Regulace genové exprese
mechanismem translacni represe

BamHI

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —/f—= TGTATTCTTTTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGCTCCGAGGAA GAAGATAATATGAGGATCCCCCGOGTAGGT €

@RI PR

TCCCTTATGT TACGT CCTGT AGA,

_ . ATGatggtgaaagttaca....
v —-—

Ban

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —ff— GTT G AA CGGATCCC. oGI CAGTCCCTTA

M M V KV T KL VY ASRRI PRV GAQSL M

M MV KVT..
ATGatggtgaaagttaca....

V pfipadé CKI1 pokus prokazat tento

zpusob regulace genové exprese pomaoci

transgennich linii nesoucich uidA pod

kontrolou dvou verzi promotoru, zatim

nepotvrzeno
M M M KsVIT ..
ATGatggtgaaagttaca....




Zakladni mechanismy regulace
genoveé exprese

regulace transkripce

sestrin RNA
translacni represe

posttranskripcni umiCovani mechanismem RNAI




RNA interference

= Molekularni podstata posttranskripéniho umléovani genti (PTGS)

RNAI objevena u rostlin a Coenorhabditis elegans

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

dsRNA indukovala uml€ovani cca 10-100x ucinngji
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RNA interference

= Molekularni podstata posttranskripéniho umléovani genti (PTGS)

. dsRNA indukce je =zavisla na vlastnich genech - gen.
vyhledavani
RNAI




Genomika Ill.

mechanismus RNA interference
= Molekularni podstata posttranskripéniho umli¢ovani genu (PTGS)

RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

je to prirozeny mechanismus regulace genove exprese u
vSech eukaryot

podstatou je tvorba dsRNA, ktera mize byt spusténa
nékolika zpusoby:

pfitomnost cizi ,aberantni DNA
specifické transgeny obsahujici obracené repetice ¢asti cONA

transkripce vlastnich gend 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 napof. v pfinadé miRNA

RITS zprostfedkovava reorganizaci genomove DNA
(tvorba heterochromatinu a inhibice transkripce)




Mechanism of RNA interference

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

Transgene CH, Goanpd
assembly/ V shRNA pre-miBNA
DNA/chramatin i short hairpin RNA micro RNA

madification .

Aberrant
sense RNA
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Dicer )

Intermediate

+ tasiRNAs

21-24 bp

SIRNA
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RITS RITS Risc/ \ RISC \ RISC

Heterochromatin formation and mRNA destruction or
transcriptional silencing translational repression

Mello and Conte, Nature (2004)




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 zpeéet
posttranskripéni uml€ovani mechanizmem siRNA

Reqgulace vyvoje kvétu u Arabidopsis prostrednictvim miRNA

ABC model vyvoje kvétnich organu u rostlin

o béhem vyvoje kvétnich organl dochazi k urCovani identity jednotlivych kvétnich organu
kombinaci exprese tzv. homeiotickych genu

homeiotické geny koduji  vétSinou rostlinné homolgy MADS-box
transkripénich faktort

mezi jednotlivymi homeiotickymi geny dochazi k tzv. katastralnim
interakcim, kdy exprese jednoho genu inhibuje expresi dalSiho

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

. . . ) LFY
Vyjlmkou Je exprese genu APZ’ Jehoz m _ - 7 WHORLT WHORL2 WHORL? WHORL4A
meristému, ale exprese AP2 je re 0 4 ) . +U|=c;//+-.-.-'|,|5

prostredictvim miRNA (gen miRNA 172) A

SEPALS  PETALS  STAMEMS CARPELS

.44 4
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Reqgulace vyvoje kvétu u Arabidopsis prostrednictvim miRNA




Od genu k proteinu a zpeéet
posttranskripéni uml€ovani mechanizmem siRNA

Reqgulace vyvoje kvétu u Arabidopsis prostrednictvim miRNA

ABC model vyvoje kvétnich organu u rostlin

o béhem vyvoje kvétnich organl dochazi k urCovani identity jednotlivych kvétnich organu
kombinaci exprese tzv. homeiotickych genu

homeiotické geny koduji  vétSinou rostlinné homolgy MADS-box
transkripénich faktort

mezi jednotlivymi homeiotickymi geny dochazi k tzv. katastralnim
interakcim, kdy exprese jednoho genu inhibuje expresi dalSiho

. napf. APl je nejprve aktivni v celém kvétnim meristému, po

indukci exprese AG pak AG inhibuje expresi AP1 ve vnitfnich dvou
kruzich) in situ lokalizace miRNA172 v 3. a 4. kruhu

vyjimkou je exprese genu AP2, jehoz mRNA je pfitomna v celém kvétnim
meristému, ale exprese AP2 je regulovana na urovni translace
prostredictvim miRNA (gen miRNA 172)




Od genu k proteinu a zpet

Zakladni mechanismy regulace genoveé exprese

regulace transkripce

Sestfih RNA

translaéni represe
posttranskripéni uml¢ovani mechanizmem siRNA

sméfovani proteinu




Od genu k proteinu a zpeéet
smérovani (cilovani) proteinu

Intracelularni lokalizace proteint

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

v rostlinnych bunkach dochazi k velice dynamickym procesum,

zprostfedkovavanym zejména tzv. endomembranovym transportem
(viz film, GFP sméfované do ER)

nismem




Od genu k proteinu a zpeéet
smeéfovani (cilovani) proteinu

Intracelularni lokalizace proteint

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

v rostlinnych bunkach dochazi k velice dynamickym procesum,
zprostfedkovavanym zejména tzv. endomembranovym transportem
(viz film, GFP sméfované do ER)

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

CV, central vacuole; DV, dense vesicle; ER, endoplasmic reticulum;
GA, Golgi apparatus; LV, lytic vacuole; N, nucleus; PAC, precursor-
accumulating compartment; PB, protein body; PCR, partially coated
reticulum; PSV, protein-storage vacuole; PVC, pre-vacuolar
compartment; SV, secretory vesicle. Surpin and Raikhel, 2004.




Od genu k proteinu a zpeét
smérovani (cilovani) proteinu

= Cyklovani auxinovych prfenasecu u Arabidopsis

auxin je rostlinny hormon se silnym morfogennim u€inkem

proteiny podilejici se na transportu proteinl jsou tzv. PIN proteiny,
polarné lokalizované v bunnkach kofene u Arabidopsis
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= Cyklovani auxinovych prfenasecu u Arabidopsis

auxin je rostlinny hormon se silnym morfogennim u€inkem

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

PIN proteiny cykluji v endomembranovém systému rostlinné bunky




Od genu k proteinu a zpeét
smérovani (cilovani) proteinu

Cyklovani auxinovych prenasecu u Arabidopsis

auxin je rostlinny hormon se silnym morfogennim u€inkem

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

PIN proteiny cykluji v endomembranovém systému rostlinné bunky

v pfitomnosti inhibitorl endocytézy (BFA) dochazi k akumulaci
téchto proteinl v intracelularnich kompartmentech....




Od genu k proteinu a zpeéet
smeéfovani (cilovani) proteinu

= Cyklovani auxinovych prfenasecu u Arabidopsis

auxin je rostlinny hormon se silnym morfogennim u€inkem

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

PIN proteiny cykluji v endomembranovém systému rostlinné bunky

v pritomnosti inhibitorll endocytézy (BFA) dochazi k akumulaci
téchto proteinl v intracelularnich kompartmentech....

....CimZ je zaroven negativné ovlivnén gravitropizmus u rostlin




Od genu k proteinu a zpeéet

Zakladni mechanismy regulace genoveé exprese

regulace transkripce

sestfih RNA

translaéni represe
posttranskripéni uml¢ovani mechanizmem siRNA
smérovani proteinu

posttranslacni modifikace protein




Od genu k proteinu a zpeéet
postranslacni modifikace proteinu

Vvznam 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




Od genu k proteinu a zpeéet
postranslacni modifikace proteinu

Typy posttranslacnich modifikaci proteint

pfidani glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy
fosforylace

sulfonace

glykosylace

N-myristolyace

N-metylace

hydroxylace

karboxylace

prenylace




Od genu k proteinu a zpeéet
postranslacni modifikace proteinu

Prenos signalu a requlace genové exprese prostrednictvim fosforylace

pfenos cytokininového signalu u rostlin

-

C output signal

input
domain

hybrid sensor kinase —c N- @ ¢

output
domain

response regulator(s)




Signal Transduction via TCS

Recent Model of the CK Signaling via TCS Pathway
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Od genu k proteinu a zpeéet
postranslacni modifikace proteinu

Prenos signalu a requlace genové exprese prostrednictvim fosforylace

pfenos signalu prostfednictvim TGFB (Transforming Growth Factor) u zZivocich(
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