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Vymezeni proteomiky

Proteomika jako komplexni biochemicky ,,omiks® pfistup ke studiu tzv.
proteomu, tj. souboru vS§ech proteinti v daném organismu (organu, pletivu,
typu bunék) v daném ¢asovém okamziku

,Proteom"“ jako proteinovy komplement genomu (Marc R. Wilkins, 1994).

Jedinec je béhem svého Zivota definovan svym genomem, ktery je
prakticky neménny, naopak proteom je vysoce dynamicky, je vysledkem
G x E interakci.

Cilem proteomiky neni pouze popis proteomu (separace, detekce a
identifikace jednotlivych proteinu, resp. Proteoforem — isoformy a PTMSs),
ale i studium biologické funkce proteinu (transgenni systemy:
overexprese Ci knock-out daného genu, resp. proteinu; transientni
silencing daného proteinu pomoci antisense-RNA — tzv. VIGS approach).
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Proteomika ve srovnani s genomikou a transkriptomikou

genom (A. thaliana cca 27,000 protein kodujicich gen()
epigenom Epigenetické modifikace

Genova exprese — PTGS (mRNA splicing, editing)

transkriptom Upravy preproteind, signalni sekvence- protein
targeting, protein splicing — rtizné findlni sekvence =
rizné isoformy, protein folding, PTMs, tvorba

proteinovych komplext = funkéni proteiny

NarUst komplexity systému

proteom o
Jeden gen ——> Ruzné proteoformy

NarUst komplexity systému od genomu smérem k proteomu. Genom jako stdla struktura
definujici jedince reaguje béhem Zivota jedince na vnitrni a vnéjsi podnéty vedouci k
nekone¢nému mnozstvi transkriptom a proteoma specifickym pro danou bunéénou linii,
vyvojovou fazi, zdravotni stav, a podminky prostredi = proteiny se primo podileji na
formovani fenotypu jedince v zavislosti na jeho specifické odezvé na podnéty prostredi.
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Plant material

Picture analysis of the gels
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Vizualization of gels

,Gel-based®

SDS-PAGE, 2DE, 2D-DIGE (,,gel
based” proteomics)

,Gel-free “

Cutting of chosen
protein spots

v

,Gel-free” proteomics

MS/MS

v

Identification of proteins, statistic
and bioinformatic analysis of

obtained results
AR 085 B ——

Protein map of identified spots
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Komplexita rostlinného proteomu
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Rostlinny proteom je vysoce komplexni systém, dané pletivo v daném Case obsahuje desetitisice
raznych odlisnych funkénich proteint (véetné isoforem a PTMs), 2-DE (2D-DIGE) i jakdkoliv jina

analytickd metoda dokaze vétsSinou postihnout pouze ¢ast proteomu (dano vysokou variabilitou
proteinu co se tyCe jejich abundance, hydrofility/hydrofobicity, pl, MW a dalSich charakteristik —
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dano vysokou chemickou variabilitou proteinovych aminokyselin a jejich PTMs).
2DE a 2D-DIGE: idedlni k rozliseni riiznych proteoforem daného proteinu



Podminky pro proteomické studie
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Nutné predpoklady pro rozvoj proteomiky:

Rozvoj vysokoucinnych analytickych metod umoznujicich separaci a identifikaci
komplexnich smési proteinovych extraktt

Sekvenace genomU a anotace proteinovych sekvenci, rozvoj proteinovych databazi
a predikénich ndstroju (predikce bun. Lokalizace, PTMs, aj.) = zvySuje Sanci na
identifikaci a funkcni charakterizaci proteinu X alternativa: tzv. ,, proteogenomics
approach” = u dosud nepublikovanych genomu (napf. oves) — spojeni
transkriptomiky a proteomiky (vytvoreni databaze experimovanych gent vici niz
jsou prohleddvdna MS data pro identifikaci protein().

Biologicka funkce proteinu je determinovana nejen jeho primarni sekvenci, ale
rovnéz jejimi modifikacemi (isoformy), modifikacemi aminokys. zbytkd (PTMs),
bun. Lokalizaci, interakcemi s dalSimi proteiny (tvorba komplext) i neproteinovymi
molekulami (interaktomika)

Biologicka charakterizace rostlinného materialu: charakteristiky spojené s rostlinou
(VSD, RWC) vs charakteristiky spojené s prostfedim (pudni vodni kapacita)
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Faktory determinujici proteom plodin

Proteomika environmentalnich stresu u rostlin:

» Stresové faktory (E) — v prirodé jsou obvykle rostliny vystaveny kombinacim
raznych stresovych faktort, které na proteinové urovni maji specifickou odezvu

* Dynamika stresové odezvy rostlin — proteom se vyznamné |isi v zavislosti na fazi
stresové odezvy (dobé odbéru)

* Genotypové rozdily (G) — rlizna citlivost, resp. Tolerance rostlin k dané souhre
stresovych faktor(

* U zemédélskych plodin faktor ,,managementu®, tj. technologie péstovani (M)

* Proteom zemédélskych plodin jako vysledek tzv. GXEXM
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Proteinoveé sekvence a proteomické Casopisy

Proteinové databaze:

Sekvenéni databaze: NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov); Uniprot (www.uniprot.org);
SwissProt (web.expasy.org) — proteinové sekvence plus dalSi nastroje
(predikce 3D struktury, vypocet pl/MW, proteinové domény — PFAM; enzymy —
BRENDA)

FunkCni databaze: Gene Ontology (www.geneontology.org) —

GO kategorie: molekularni funkce, bunééna lokalizace, biologicky proces

Proteomicke Casopisy:

Proteomics (IF 3.5), Journal of Proteomics (IF 3.7), Journal of Proteome
Research (IF 3.9), Molecular and Cellular Proteomics (IF 5.2); sekce Plant
proteomics v Casopise Frontiers in Plant Science (IF 3.7)
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Definice stresu

Stres

* Soubor environmentalnich faktor( vedoucich k omezeni ristu a vyvoje rostlin

Non-

stress Stress Recovery
;I;c‘:rlglrance Alarm Acclimation Maintenance Exhaustion

lm:.au\:fmm’n :
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minimum

Chronic damage
Stress duration Acute damage g

Kosova et al. (2011) J. Proteomics 74(8): 1301-1322

* Dynamika stresové odezvy rostlin (pocatecni tzv. alarm faze, faze aklimace, rezistence,
vycCerpani ,,exhaustion” a regenerace ,recovery”, kdy dochazi k ustanoveni nové
homeostase mezi rostlinou a prostredim



Reakce rostlin na stres
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Environmental Stress
Environmental signals

_ Changes in membrane and

Plasma membrane

- membrane proteins composition,
activation of transport of protective
and signal compounds from cell
A v
Protein
degradation

Stress response
(stres-related protein PTM,
biosynthesis  of  stress-
protective  compounds -
proteins, lipids, metabolites)

T
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Sugar catabolism
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Kosova et al. 2014, Front. Plant Science 5. 711
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Hledani markéru pro zvyseni odolnosti rostlin

Mapovani tzv. pQTL = lokusy determinuijici rozdily v rel. abundanci DAP

Genetic materials with contrasting stress tolerance

/ \ @Stress treatment

— Proteomic analysis Mapping population Susceptible parent Tolerant parent
| 0000000 S [1[]1]
DAPs Genetic mapping studies e
e | | »w |
l Wienwiog v' Recombinant population
PQLs QTLs _asmei, |

B TIIINE

Candidate protein markers

l . Proteomeanalysis
Screening of genetic materials lw ' |*F ' |*— ' |*- ' l* l in RILs leading to
using candidate markers | i | | | ; DAPs

™ a0
/ T /s{ PQTL4,0 "e ‘)e 1 4)6 —>6 _>O pQTL mapping

Protein marker- Development of DNA marker-
assisted selection DNA markers assisted selection

N\ /

Crop materials with improved stress tolerance Kosova et al. 2019, J. Exp. Bot. 70(10): 2605-2608 insight
to Rodziewicz et al.

Kosova et al. 2015, Int. J. Mol. Sci. 16 (9): 20913-20942
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‘Laborator stresové biologie a biotechnologie

Stresova biologie:

* abioticky stres (chlad, mrdz, sucho, zasoleni, vysoké teploty)

» bioticky stres (klasové fusariosy, virdzy obilnin)

» charakterizace klicovych fenotypovych znakUl rostliny spojenych se stresovou
odezvou : :
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Nejvyuzivanejsi proteomické postupy

Analyza dehydrin(

Extraction \V
b); ffe}\ ﬁ
S S
—_— —_— rd !I |
)y

0,1 M Tris-HCI, pH 9;

Planttissue

Protease Inhibitor (Roche) 20000 g; 100°C
1g tissue = 5 ml buffer 15 min 15 min
A A A S
l\ R \ /’J S
R/ \/ / /
Dilute in sample Dry 20000 g; A:S=1:5; 20000¢g;
buffer— cca 1h overnight 15 min; -20°°C; 15 min
2 x wash 2 h or overnight
J/SDS-PAGE
MW MW
______ Analysis of W-blots
______ W-blot

by appropriate
- software (Quantity
One, Bio-Rad)

Anti-dehydrin antibody
(Stressgen)

Workshop Olomouc 2020

Analyza proteomu
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Dehydriny

LEA-II proteiny s min. jednim K-segmentem (lysin-bohata sekvence) ~*"
konsensus pro angiospermni rostliny:

, EKKGIMDKIKEKLPG*

Primarni struktura: Y-, S- a K-segmenty: Kn (bazickeé), SKn (kyselé),
YxSKn, YxKn, KnS; + hydrofilni ¢ segmenty — odliSné vlastnosti a exprese
— jeden rostlinny druh kéduje nékolik dehydrinovych genu patficich k
riznym strukturnim typum

Sekundarni a terciarni struktura: vysoka hydrofilita molekul = tvorba
intermolekularnich vodikovych mustki— hydrataéni obaly (,water
envelope®) = konformace tzv. ,random coil® = tzv. IDPs/IUPs; dehydratace
— pFesun od intermolekularnich vodikovych mustkd k intramolekularnim
— amfipatické a-helixy v oblasti K-segmentu

— interakce CastecCné dehydratovanych molekul
dehydrind s membranami a dalSimi amfipatickymi
povrchy

non-polar
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Dehydriny a abiotické stresy

« ZvySena exprese a akumulace dehydrinovych proteint v odezvé na rlizné
abiotickeé stresy: nizka teplota, sucho, zasoleni, mechanické poranéni

* V nékterych pripadech zjistena korelace mezi mirou odolnosti ke stresu a
kvantitativni mirou exprese dehydrinovych genu/kvantitativni mirou akumulace
dehydrinovych proteind — dehydriny jako markery odolnosti vici stresu

» Chladova aklimace obilnin: pSenice seta: WCS120 (Kn); jeCmen sety: DHNS
(Kn) = korelace mezi dosazenou urovni odolnosti definovanou jako LT50 a mezi
kvantitativni mirou akumulace dehydrinovych proteinil — dehydriny jako
markery vhodné k identifikaci ozimU se zvySenou mrazuvzdornosti (LT50)

DHN 5 relative accumulation (%)
0 2 4 6 8 10 12 14

y =-0.5557x - 9.2515
r =0.8994

LT 50 ( °C)

Kosova et al. (2008) J Plant Physiol 165:1142
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| J05dALCTICT VVOICURNY - UCITIVUILITlY

NA BEZ CABEZ
pl 3 10 pl 3
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e Protein Integral density
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Vitamvas et al. 2007, J Plant Physiol 164: 1197—1207
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Vitdmvas and Prasil 2008, Plant Physiol Biochem 46: 970-976
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Dosazené vysledky - dehydriny:

Regulovaneé podminky: Siroka

e Polni podminky: listopad, prosinec, leden
Skala teplot od 5 do 20 °C
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Kosova et al. (2013) Biol. Plant. 57:105-112 Vitamvas et al. (2019) Front. Plant Sci. 10:7
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Changes in protein metabalism
{aming acid biosynthesis — M, 5; protein
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Decrease of Incresse of catabolic
carbohydrate anabolism procassas (glycolysis,
(starch biosynthesis), ATF biosynthesis)
degradation of storage
compounds

Kosova et al. (2013) J. Proteome Res. 12(1

Wheat response to cold

Incraasa in protactive proteins (chaperanes), stress
and defence-related proteins (HSP70, WCS120,
thioradexin-dapendant peroxidase, thaumatir-ika);
enhanced ABA level, decrease in LTS)

/
i

Changes in developmental and regulatary procasses

Winter growth hakbit: Spring growth habit:
stress acclimation, growth renewal of active growth
cessation, maintenance and development,
of vegetatve stage progression 1o
{germin E, VERZ; high reproductive stage
lzvel of JA) (alF5A2, GRF; high level
of aclive CKs and GAs)

1): 4830-4845
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Salinity (300 mM NaCl) .

H. vulgare (glycophyte) | , H. marinum ( halophyte
/ cytoplasm \ cytoplasm
LEA T s | F [ TE 4 LEA T ys 1
PCD 1 «— elF5A1 elF5A2
mitochondria nucleus | nucleus mitochondria

[

-~ chaperones | chaperones “\_ .
chloroplast detox. enzymes | detox. enzymes chloroplast

Lo

glycolysis glycolysis N

("ROS detox.1) (Ros detox. )

Marsalova et al. (2016)
Front. Plant Sci. 7:1154

Stress damage Stress acclimation

Komparativni proteomika: Porovnani proteomické odezvy glykofytniho kulturniho jeCmene
Hordeum vulgare cv. Tadmor a planého halofytniho jeCmene H. marinum na vysokou uroven
zasoleni 300 mM NaCl ukazuje stresovou aklimaci u halofytu, zatimco poskozeni u glykofytu.
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Dosazeneé vysledky — totalni proteom, sucho

Water-savers (cvs C+D) / | \ Water-wasters ( cvs N+V)
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Urban et al. (2017) J. Proteomics 152: 188-205.
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Shrnuti:

Studium proteomické odezvy rostlin (plodin) na environmentalni stresy pFedsféVuje
nikdy nekoncici vyzvu diky vysoké plasticité proteomu v odezveé na vnéjsi i vnitrni
podnéty.

Jeden genom dda béhem Zivota jedince vzniknout nekone€nému mnozstvi proteomu.

Kvalita popisu proteomu zavisi na kvalité sekvenace genomu a moznostech
instrumentalnich metod pro vysokoucinnou separaci a identifikaci proteinu.

Cilem proteomiky vSak neni pouze deskriptivni proteomika, tj. identifikace protein(
extrahovanych z daného proteomu, ale funkcni proteomika, tj. charakterizace
biologické funkce daného proteinu v daném organismu.

Biologicka funkce proteinu nezavisi pouze na jeho primarni sekvenci, ale je rovnéz
vysledkem celkové konformace proteinu (protein folding), PTMs, tvorby proteinovych
komplex(, subcelularni lokalizace a interakci daného proteinu s dalSimi proteiny i
neproteinovymi molekulami (interaktomika).
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Shrnuti

« Komparativni proteomické studie zamérené na identifikaci DAPs vedou
k identifikaci kliCovych proteinu (a s nimi spojenych klicovych
biologickych procesu) spojenych s rozdilnou odezvou a odolnosti
genotypu na stres

» Po identifikaci DAPs by méla nasledovat validace ziskanych dat a
funkéni studie, jelikoz urcity protein muze mit rdzné biologické funkce
zavisejici sveé isoformé/posttranslacni modifikaci, bunécné lokalizaci, a
interakci s dalsimi proteiny i neproteinovymi molekulami.



* Workshop Olomouc 2020

 Tym laboratore stresové biologie

Vyzkumny tym laboratoFe stresové biologie a biotechnologie ve VURVY, v.v.i.:
* Ing. Miroslav Klima, Ph.D. — vedouci tymu

* Mgr. Pavel Vitamvas, Ph.D. — vedouci proteomické laboratore

* RNDr. Klara Kosova, Ph.D. — samostatny védecky pracovnik

* RNDr. llja Tom Prasil, CSc. — samostatny védecky pracovnik

* Ing. Jana Musilova — védecko-technicky pracovnik zabyvajici se prezimovanim rostlin a
polné-laboratornimi testy zimovzdornosti

e Technicti pracovnici:
* Bc. Petra Bartosova, Mgr. Zdenék Cit, Ing. Marie Coufova, Vaclava Streskova

e Studenti:
* Ing. Tereza Blahova — Ph.D. (VSCHT Praha), Mgr. Hana Markova — Ph.D. (P¥-UK Praha)
Simona Bellova — Bc. (VSCHT Praha), Bc. Barbora Nezbedova — Ing. (CZU Praha)



Projekt QK1710302: ZvySeni odolnosti psenic viuéi suchu, mrazu, padli a

fuzariézam klasu pomoci metod genomiky a proteomiky

VURV, v.v.i., Odpovédny fesitel: Mgr. Pavel Vitamvas, Ph.D.; Agrotest fyto s.r.o., ReSitel: Doc. Ing.
Antonin Dreiseitl, CSc.; SELGEN, a.s. Resitel: Ing. Ondfej Veskrna, Ph.D.; Ustav experimentalni botaniky
AV CR, v.v.i., Resitel: Prof. Ing. Jaroslav Dolezel, DrSc.

Doba reSeni: od 02/2017 do 12/2021

1 |PSenice - kolekce 2017 podzim

emé
2 Nazev pivodu |TYP |zdrojosiva ozn
3 |Angelus OP |Drufina Dafice CULTIVAR
4 |Apanage FRA OP |Florimond Desprez CULTIVAR
5 |Arktis OP |Drugina Datice CULTIVAR
6 |Bekend OP |Druzina Datice CULTIVAR
7 lrianfait ERA N |Flarimand Nachrar CULTIVAR

Vybrano a vyseto 452 odrad a krajovych linii pro fenotypovani (provokacni testy, stanoveni fyziologickych parametr() a
molekularni analyzy (DArT Seq, 2D-DIGE). Probiha fenotypizovani pSenic vystavenych abiotickym a biotickym strestim.
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: . ) Transkripce Ppd-B1 alel ve Kosova et al.,2018, Front. Plant Sci.
Fusarium culmorum podle poskozeni

vybranych genotypech 9: 122



Projekt QK1710302: ZvySeni odolnosti pSenic vici suchu, mrazu, padli a
fuzariézam klasu pomoci metod genomiky a proteomiky

Napln projektu:
Vytvoreni souboru 540 odliSnych genotypu pSenic pro genotypovaci
(mapovaci) a fenotypovaci analyzy zamérené na identifikaci lokusu
podminujicich rozdily v odolnosti viéi mrazu, suchu, klasovym
fusariosam, padli

- GWAS analyza SNP markert (UEB AV CR Olomouc)

* Fenotypovani:

* Hodnoceni odolnosti vici mrazu (,bedynkové pokusy®) (Ing. J. Musilova a
RNDr. Prasil, VURV Praha-Ruzyné)

* Hodnoceni odolnosti vici suchu (regulované podminky, regulovana
zéalivka) (Dr. Kosova a Dr. Vitdmvas, VURV Praha-Ruzyné)

* Hodnoceni vici klasovym fusariosam (polni pokus) (Ing. J. Chrpova,
VURYV Praha-Ruzyné)

« Hodnoceni odolnosti vuci padli (doc. A. Dreiseitl, Agrotest-Fyto, Kromériz)
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