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6. Perspektivy — od expresnich profildl k regulanim sitim
a systémové biologii
1. Uvod

Biologicky vyzkum proSel v poslednich letech z4sad-
nim posunem spocivajicim v propojeni klasickych mole-
kularné-genetickych a biochemickych technik s metodami
fyzikéalnimi, fyzikalné-chemickymi a matematickymi, coz
vedlo k vytvofeni systému tzv. komplexni molekularni
biologie. Proteomika jako jedna z nové vzniklych disciplin
komplexni molekularni biologie prodé€lala obdobné dyna-
micky vyvoj, ktery ¢erpa z neobycéejného rozmachu geno-
miky. Ten v soucasné dob¢ pfinesl znalost kompletni sek-
vence genomu nékolika stovek prokaryotnich a eukaryot-
nich organisml, pocinaje nejjednodussimi bakteriemi
a konce clovékem. Komplexni molekularni biologie pfina-
$i dal$i rozmér do studia molekularni podstaty Zivota tim,
ze dovoluje zkoumat nejriiznéjsi fyziologické jevy v jejich
slozitosti. Na rozdil od klasické molekularni biologie ne-
studuje jednotlivé geny nebo jejich malé skupiny, ale do-
voluje studium celych genomi a exprese jejich velkych
Casti v Case 1 prostoru a tim poznani celych komplexi fyzi-
ologickych aktivit organismu.
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Obrovské mnozstvi sekvena¢nich dat popisujicich
struktury stale vétStho poctu genomtt  prokaryotnich
a eukaryotnich organismi vyvolava potfebu efektivnich
a vysokokapacitnich technik dovolujicich pftifazeni funkci
k jednotlivym genovym strukturdm a odhalujicich jejich
vzéajemnou interakci a v neposledni fadé i regulaci jejich
exprese. Takové poZadavky spliiuje pravé proteomika,
ktera umoznuje sledovat soucasné vétSinu proteinl
v bunce nebo tkani a urcit, jak jejich identitu, tak i uroven
jejich exprese danou jejich koncentraci v Case a prostoru.
V kombinaci se znalosti kompletni sekvence genomu da-
ného organismu pak umoznuje porozumét jednotlivym
funkénim a regula¢nim genovym sitim a kaskadam. Spolu
s analyzou exprese genl na Urovni MRNA (trans-
kriptomika) a nizkomolekularnich metaboliti a signalnich
molekul (metabolomika) dovoluje vytvaret komplexni
modely funkce bun¢k a tkani jednotlivych organismul.

Rozvoj metod, které proteomika vyuziva, dovoluje
nejen hlubsi pohled do systému pienosu a exprese genetic-
ké informace, ale tak jak se zvySuje kapacita téchto tech-
nik, rozSifuje se i oblast jejich vyuziti, a to zejména
v modernich biotechnologiich. Uplatnéni nachazeji zv1as-
té ve vyhledavani novych IéCiv a biologicky aktivnich
latek a v identifikaci zadsahovych mist pro tato nova, stejné
jako i pro dosud vyuzivana léc¢iva. Vzhledem k tomu, Ze
nedavno vySel v Chemickych listech piehledny c¢lanek
zabyvajici se zakladnimi principy a metodami pouZzivany-
mi v proteomice', budeme se v tomto piehledu vénovat
spise nckterym experimentalnim strategiim a aplikacim
vyuZzivanym zejména v mikrobiologii.

Tak jako pfti vzniku a rozvoji fady oblasti molekularni
biologie a biochemie sehrdly vyznamnou roli mikroorga-
nismy a zejména bakterie, tak také staly u zrodu proteomi-
ky. Mimo zékladni rys, Ze jde ve své vétSin€ o jednobu-
nécéné organismy a tedy o zdroj biologicky homogenniho
materidlu, predstavuji bakterie, diky kratké dobé zdvojna-
sobeni jejich populaci a moznosti ziskat obrovské mnoz-
stvi jedincl, 1 fyziologicky velmi zajimavy model.
V soucasné dobé mikrobialni proteomika neptedstavuje
pouze metodické ,,cviCisté™ pro vyvoj a testovani nejriz-
néjSich technik vyuzitelnych pfi studiu proteomi vyssich
organismil a Clovéka, ale vzhledem k jejimu vyznamu
praveé pro ¢lovéka predstavuje zcela svébytnou a dynamic-
ky se rozvijejici oblast proteomiky™’. Je mozné definovat
dva nejrychleji se rozvijejici sméry v mikrobialni proteo-
mice. V prvni fad¢ je to vyzkum patogennich mikroorga-
nismu, kde jde jednak o identifikaci virulentnich faktort,
atim poznani molekularnich mechanismti patogenicity,
a dale pak o studium interakce hostitel-patogen. Protoze
v centru zajmu genomiky jsou zejména bakterie, které jsou
puvodci fady infekénich onemocnéni, zvySuje se i zajem
o studium jejich proteomd. Casto se vyuziva tzv. srovna-
vaci proteomiky, kdy se porovnavaji proteiny piibuznych
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patogennich a nepatogennich bakterii*. Toho bylo napt.
vyuzito pfi studiu proteomu piivodce tuberkulézy Myco-
bacterium tuberculosis’. Prohloubeni znalosti o protei-
nech, které se podileji na pronikéni patogenni bakterie do
hostitelské bunky, umoznilo jejich odlisSeni od proteint
hostitele, a tim i studium interaktivnich proteomi infiko-
vanych bun€k nebo tkani a patogennich bakterii. Toho
bylo napiiklad vyuzito pfi studiu interakce Francisella
tularensis a makrofagi® nebo bakterii Neisseria meningiti-
dis a jejich hostitelskych epitelialnich bunék’.

Dalsi oblasti, ktera je v centru zajmu mikrobialni
proteomiky, jsou biotechnologie, které bud’ vyuZzivaji bak-
terie  kvyrobé nejrizngjsich  produkti, zejména
v potravinaiském pramyslu, anebo jako producenty 1éCiv,
zejména antibiotik, &i pfi vyrobé novych vakein®. Mikrobi-
alni proteomika prispiva také vyraznou meérou k feSeni
jednoho ze zasadnich problémi pfi potirani infekcnich
onemocnéni, kterym je Siroce rozsifena rezistence vétSiny
patogennich mikroorganisma k antibiotikéim’.

Mimo uvedené praktické aplikace je vSak mikrobialni
proteomika v soucasné dobé také zakladnim systémovym
prosttedkem komplexni molekulédrni biologie pfi studiu
bakterialni fyziologie'®™2.

2. Popisna nebo dynamicka proteomika?

Za jeden ze zékladnich cild kazdé proteomové studie
byva povazovana identifikace jednotlivych proteinti rozdé-
lenych bud’ dvojrozmémou gelovou elektroforézou' nebo
nékterou z chromatografickych technik'®. To predpoklada
znalost kompletni primarni sekvence a struktury genomu
zkoumaného organismu nebo organismu, ktery je mu do-
state¢né piibuzny. Vlastni identifikace a pfifazeni proteinu
k odpovidajicimu genu probiha nékterou ze stale se rozsi-
fujictho spektra metod hmotnostni spektrometrie’> a je
zakladnim principem popisné proteomiky.

Nicméné je mozné zvolit i metodicky pristup, ktery se

Proteomika
popisna - identifikace proteind

Obr. 1. Schéma principu popisné a dynamické proteomiky

dynamicka - funkce a regulace
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do zna¢né miry obejde bez znalosti ziskanych genomikou.
V tomto pfipad¢ se vyuziva postup, ktery pohlizi na stu-
dovany proteom jako na soubor proteini s neznamou iden-
titou a sleduje jejich chovani v ¢ase. Dovoluje pouzit prin-
cipy srovnavaci proteomiky a s pomoci riznych statistic-
kych metod dovoluje sestaveni skupin proteind, které vy-
kazuji identické charakteristiky a tvofi tzv. regulony. Ty
predstavuji uskupeni proteint, jejichz geny jsou regulova-
ny identickymi nebo podobnymi regula¢nimi mechanismy-
1017 Tento piistup je mozno s vyhodou vyuzit ke sledova-
ni nejriznéjSich metabolickych systémd, které v bakteri-
alni bunce zodpovidaji za procesy jako je biosyntéza
sekundarnich metabolitii a zejména antibiotik, morfologic-
ké& diferenciace nebo reakce na zménu ristovych podmi-
nek, & stres'®'® a je oznadovan jako kvantitativni nebo
dynamicka proteomika (obr. 1).

Pro zatazeni proteinti do regulaénich uskupeni je tie-
ba provést obrazovou analyzu dvojrozmérnych elektrofo-
retickych gelt, coz dovoluje vytvofit expresni profily jed-
notlivych proteinti, které jsou urceny jejich koncentraci
v Case. Tento pristup jsme vyuzili i v nasi laboratofi pfi
studiu biosyntetické drahy chlortetracyklini u Streptomy-
ces aureofaciens'. Pro rekonstrukci metabolickych regu-
lacnich siti je samoziejmé optimalni kombinovat oba pfi-
stupy, popisnou proteomiku, tedy identifikaci jednotlivych
proteinti, spolu sanalyzou jejich expresnich profilt
v ramci analyzy dynamickych proteomi'' (obr. 1).

3. Proteomové signatury

Tak, jak jsou objasiiovany principy fungovani a regu-
lace u stale komplexnéjsich metabolickych systémd, uka-
zuje se, ze v nich se uplatiuji i geny a z nich exprimované
proteiny, které nesouvisi jednoznacné se sledovanou akti-
vitou. Napt. biosyntéza urcité prirodni latky, napf. antibio-
tika, nezavisi pouze na expresi geni kodujicich biosynte-
tické enzymy a jejich regulatory, ale ovliviiuje ji fada meta-

N
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bolickych drah s touto aktivitou pfimo nesouvisejicich?® 2.

KaZdé4 bakteridlni aktivita je tedy charakterizovdna urci-
tym proteinovym profilem neboli proteomovou signatu-
rou” reprezentovanou obéma typy proteintl. Kazda proteo-
mova signatura charakterizuje jednoznacné sledovany
fyziologicky stav, nicmén€ vyskytuji se urcité, i velmi
odlisné fyziologické situace, které jsou charakterizovany
podobnymi nebo stejnymi proteomovymi signaturami>-'"%,
Jde napftiklad o proteomové signatury reflektujici interakci
bakteridlni builky s antibiotikem na jedné stran¢ a reakci
na chladovy & teplotni stres'"'? na strang druhé. Aby bylo
mozné pfifadit jednoznacné urcitému fyziologickém stavu
konkrétni proteomovy profil nebo signaturu, je tfeba stu-
dovat tento stav z n¢kolika Uhld pohledu a experimentélni
data extrahovat z dostate¢ného poctu jejich zdrojd, napf.
dvojrozmérnych elektroforetickych gelti, ziskanych za
ruznych podminek. To pak umoziuje rekonstruovat pii-
slusné metabolické a regulacni drahy zptisobem, ktery se
co nejvice blizi realné situaci v burice.

4. Volba fyziologickych podminek

Pfi  navrhovani  proteomickych  experimenti
je dilezitda spravna volba fyziologickych podminek, za
nichz jsou ziskavany vzorky k analyze, tak aby ziskané
vysledky co nejlépe odpovidaly situaci v pfirozeném Zzi-
votnim prostiedi jednotlivych mikroorganismid. Studuje-
me-li napf. funkéni a regulacni mechanismy biosyntézy
antibiotik, ke které dochadzi v souvislosti se zménami
v zivotnim cyklu produkénich bakterii, je tfeba expresi
proteinti studovat za téchto fyziologickych podminek.
Témer tfi Ctvrtiny antibiotik, kterd jsou vyuzivana
v medicinské nebo veterinarni praxi, jsou produkovany
streptomycetami, skupinou pievazné¢ pudnich bakterii
s velmi slozitym zivotnim cyklem. Bylo prokazano, Ze
biosyntéza antibiotik (biochemicka diferenciace) uzce
souvisi s morfologickou diferenciaci u téchto bakterii***’.
Prestoze streptomycety jsou schopné produkovat antibioti-
ka i v situaci, kdy k t¢émto morfologickym zménam nedo-
chazi, je pro objasnéni vztahu biochemické a morfologické
diferenciace nutné kultivovat je za podminek, kdy dochézi
k obéma typim diferenciace. Z téchto divodl jsme v nasi

Obr. 2. Kultivace a diferenciace Streptomyces coelicolor na
sklenénych kulickach
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laboratofi vyvinuli kultivaéni systém, ktery toto dovoluje.
Tato kultivacni technologie, vyvinuta pro tcely proteomo-
vych studii diferenciace streptomycet, vyuziva jako oporu
pro rust sklenéné kuli¢ky o priméru 265 az 325 pum a jako
dynamickou slozku bézna kapalna zivna média vyuzivana
pro submersni kultivaci streptomycet™. Principem systému
je kapalné kultivacni médium udrzované kapilarnimi sila-
mi v prostoru mezi sklenénymi kulickami, z néj substrato-
vé mycelium cerpa ziviny. Povrch kuli¢ek poskytuje me-
chanickou oporu pro rust jednotlivych vlaken a jejich na-
slednou pfeménu ve vzdusné mycelium a fetizky spor
(obr. 2).

Produkci pigmentovanych antibiotik, doprovazejici
morfologické zmény, jsme demonstrovali u Streptomyces
lividans, kde tvorba ¢erveného pigmentu (antibiotika) byla
mnohem vyraznéj§i na sklenénych kulickach nez ve stej-
ném kapalném médiu nebo na agaru. Systém dovoluje
snadné znaceni bunécnych proteind radioaktivnimi amino-
kyselinami pfidanymi do definovaného kapalného média,
snadné rozbijeni bun€k s vyuzitim sklenénych kulicek
a reprodukovatelnou piipravu dostateéného mnozstvi pro-
teinovych vzorkt pro proteomové analyzy.

Obdobny problém volby vhodnych fyziologickych
podminek nastava pii studiu patogennich mikroorganismd,
které jsou kultivovany v laboratofi v kapalnych ptdach
anebo na agarovych plotnach. Tento zptsob kultivace se
v8ak vyrazn€ 1i8i od Zivotnich podminek, ve kterych se
vyskytuji v bunikdch nebo organech hostiteli. Napf.
u enterobakterii jsou podminky laboratorni kultivace znac-
n¢ vzdalené od podminek panujicich v travicim traktu
hostitele. V tomto piipadé¢ je podle naseho nazoru podstat-
né¢  vhodngj§im  systétmem  kontinualni  kultivace
v chemostatu. Dovoluje udrzovat konstantni velikost
populace a nastavit riistovou rychlost, coz mize 1épe napo-
dobit pfirozené Zivotni prostfedi enterobakterii.

5. Subproteomy

Rozdélenim proteomu jako souboru vSech proteind
v butice na mensi jasné definované skupiny se vytvari tzv.
subproteomy. RozliSovaci schopnost dvojrozmérné elek-
troforézy a dalSich separa¢nich metod je pomérné znacna,
v nekterych pfipadech jeji teoretickd hranice prekracuje
u nékterych bakterii i celkovy pocet otevienych ctecich
ramcu (gent kodujicich proteiny). Nicméné realné moz-
nosti téchto separacnich systémi jsou jiné. V prvni fadé,
nikoli nezanedbatelny pocet proteind, se na gelu neobjevi
prosté¢ diky omezenym moznostem separacni metody,
jejich molarni hmotnost nebo izoelektricky bod jsou mimo
rozsah pouzity v dané separaci, stejné jako fada z proteint
je velmi $patné rozpustna nebo vazana na rizné bunétné
struktury a do elektroforetického gelového systému se
nedostanou. V neposledni fadé¢ castym didvodem, pro¢
proteiny, které jsou v centru naseho zajmu, na gelech neu-
vidime, je to, Ze se vyskytuji v butikdch ve velmi nizké
koncentraci. Obecné, velké rozdily v koncentraci proteini
v butikédch jsou jednim ze zésadnich problému pfi analyze
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proteomil. Jednim z piistup k jeho feSeni, zejména pfi
pouziti dvojrozmérné elektroforézy, je analyza tzv. sub-
proteomil, kdy se mnozina proteint, kterymi se soucasné
zabyvame, n¢jakym piesné definovanym zpiisobem zmen-
§i7%. Velmi Gasto se k tomu vyuzivaji nejrizn&jsi chro-
matografické techniky predfazené pfed dvojrozmérnou
elektroforézu®'.

To vede nejen k vybéru urcité mensi skupiny proteint
na zakladé nékterych jim spoleénych vlastnosti, ale
i k relativnimu zvyseni koncentrace proteint vyskytujicich
se vbunkach Casto v malém mnozstvi. V nasledujicich
odstavcich se zminime o nékolika zptisobech, jak takovéto
subproteomy vytvaret a analyzovat. Je tfeba zddraznit, Ze
fada téchto zplsobu vyuziva kombinace nékterych z nize
uvedenych principi, a proto nami pouzité déleni je pouze
orientacni.

5.1. Bunécéné frakce

Jednim z nejjednodussich zpusobd, jak rozdélit bu-
néény material ziskany po rozbiti buné€k, je separovat jej
na subbunééné frakce diferencialni centrifugaci. Vétsinou
je mozné oddélit membranovou frakci a frakci rozpust-
nych (cytoplazmatickych) proteint, kterd je zbavena vSech
Castic sedimentujicich pii 30 000 x g. Podobnou technolo-
gii pouzivadme pfi studiu potencidlni signalni funkce prote-
osyntetického elongacniho faktoru EF-Tu vazaného na
membrany u streptomycet (obr. 3). V tomto pfipad¢ nejde
o0 izolované membranové proteiny, ale o hrubou membra-
novou frakci obsahujici fadu proteini s membranami pou-
ze asociovanych. U patogennich bakterii hraji membrany,
vedle bunéfné stény, vyznamnou roli v mechanismech
virulence, jak bylo prokazano v proteomovych studiich
u Listeria monocytogenes™ a Bartonella henselae®. Studi-
um subproteomt bakteridlnich membran vyzaduje fadu
specialnich biochemickych technik pfi pfipravé proteino-
vych vzorkl, protoze tyto proteiny jsou velmi Casto Spatné
rozpustné. Pro UspéSnou izolaci neexistuje zadna univer-
zalni metoda a aspéch se vétSinou dostavi jako vysledek
mnoha pokusti a omyli. VétSinou jde o nalezeni vhodné
kombinace detergentti a denaturaénich &inidel****.

Mimo rozdéleni bunéénych homogenatd na membra-
ny a rozpustnou frakci je mozné vyclenit dalsi subprote-
om, kterym je ribosomalni frakce a s ni asociované protei-
ny*®. Davno pied vznikem proteomiky byly ribosomalni

Obr. 3. Frakcionace proteini Streptomyces coelicolor na mem-
branovy a cytoplazmaticky proteom; dvojrozmérna elektrofo-
retickd analyza membranového (a) a cytoplazmatického (b) prote-
omu. Déleni v prvnim rozméru probihalo na IPG prouzcich
s rozpétim pH 4-7 a proteiny byly obarveny stiibrem
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proteiny separovany ve dvojrozmérnych elektroforetic-
kych systémech, zaloZenych ale na jinych principech nez
je O’Farelliv systém®’, ktery je zakladem proteomickych
analyz. Rozvoj systému imobilizovanych pH gradiento-
vych (IPG) prouzkti dovolil i dé€leni silné basickych pro-
teint, jakymi je vét§ina ribosomalnich proteint®® a nahra-
dil tak, v mnoha smérech nedokonaly, systém nerovnovaz-
né dvojrozmémé elektroforézy™.
5.2. Fyzikéalné-chemické vlastnosti
Dalsim zpusobem, jak rozdé€lit bohaté smési bunéc-
nych proteinli, je vyuzit jejich nékterych fyzikalné-
chemickych vlastnosti. S vyhodou je mozné vyuzit ty, na
nichZz je pravé dvojrozmérnd elektroforéza zalozena, tj.
izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti. Pouziti
imobilizovanych pH gradienti (IPG) s malym rozmezim
pH v prvnim rozméru déleni dvojrozmérné elektroforézy
dovoluje vytvofit sérii subproteoml pokryvajicich cely
rozsah pH, ve kterém se vyskytuji izoeletrické body pro-
teinll pfitomnych v buiikdch. To opét vede k podstatnému
snizeni poctu proteind pti jednom déleni a k jejich relativ-
nimu zkoncentrovani®’. Technika dospéla k tomu, Ze je
mozné v laboratofi pfipravit prouzky IPG, které maji roz-
sah jedné jednotky pH a naklady na jejich vyrobu jsou
podstatné nizs§i nez u komeréné dostupnych.

Vyuziti rozdili v molekulovych hmotnostech protei-
ni neni zdaleka tak efektivni a mnohostranné jako
v ptipad¢ izoelektrickych bodl, nicméné vyuziti gradien-
tovych gelt SDS ve druhém rozmeéru déleni vyraznym
zpusobem zlepsuje rozliSeni na vyslednych proteinovych
mapéach.

5.3. Funk¢ni nebo strukturni vlastnosti

Déleni (frakcionace), nebo spiSe prefrakcionace bu-
nénych proteinti na zakladeé jejich funkénich nebo struk-
turnich vlastnosti, je dal$im zpisobem, jak ,,zaostfit expe-
rimentalni postupy pii vyhledavani a identifikaci urcitych
skupin proteini. Velmi Casto se pro prefrakcionaci vyuzi-
va schopnosti fady proteinti vazat nizkomolekularni ligan-
dy. Tyto proteiny se pak dé¢li nejéastéji afinitni chromato-
grafii, kdy je na matrici imobilizovan samotny ligand nebo
latka jeho vlastnosti napodobujici. Téchto postupt se
s vyhodou vyuziva pii izolaci GTP- nebo ATP-vazebnych
proteint, ¢i proteinti interagujicich s DNA. Neméné dule-
zitou vlastnosti proteint je jejich schopnost interagovat
s jinymi proteiny. Informace o interakcich mezi proteiny
vyznamné¢ napomahaji k objasnéni jejich funkce a zaroven
dovoluji upfesnit jejich misto v bunéénych regulacnich
schématech. Uspéch tzv. dvojhybridového systému vytvo-
feného u kvasinek pro identifikaci interakci protein-
protein vedl k tomu, Ze podobné systémy byly pouzity i u
tady bakterii’'. Aplikace téchto systémii na celé genomy
pak dovoluje vytvofit interakéni mapy pro kompletni pro-
teomy u jednotlivych mikroorganismd.

5.4. Posttransla¢ni modifikace
Posttranslaéni modifikace reguluji aktivity vétSiny
proteind u eukaryotnich organismii a v posledni dobé¢ se
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ukazuje, ze predstavuji vyznamny regula¢ni mechanismus
1 u bakterii. Sekvenace fady bakterialnich genomi odhalu-
je unékterych z nich pfitomnost fady protein kinas, a to
nejen jako soucésti u prokaryot rozsitenych, dvouslozko-
vych regulacnich systému, ale i kinas tzv. ekaryotniho
typu fosforylujicich serinové, threoninové nebo tyrosinové
zbytky***®.

V nékolika nedavno publikovanych proteomovych
studiich u Streptomyces coelicolor byla identifikovana
cela fada proteint tvoficich metabolické drdhy primarniho
i sekundarniho metabolismu a ukazalo se, Ze pomér mezi
poctem gent a proteint je asi kolem 1,2, coz naznacuje, Ze
nezanedbatelna Cast proteinii prochazi posttranslacnimi
modifikacemi. S pouzitim hmotnostni spektrometrie byly
demonstrovany piiklady N-acetylaci, adenylaci a samo-
ziejmé i fosforylaci*. Techniky, které byly ptivodng vyvi-
nuty pro studium jednotlivych proteind, je mozno nyni
systematicky aplikovat na celé populace proteinil a ziskat
funkci. Podstatnym zpiisobem byly zlepSeny i techniky,
které dovoluji identifikovat a charakterizovat modifikacni
mista, sekvenovat peptidy, na kterych jsou lokalizovana
a s vyuZzitim metod znaceni stabilnimi izotopy pak i sledo-
vat dynamiku vzniku modifikaci®’. Posttranslaéni modifi-
kace hraji vyznamnou roli v regulaci fady metabolickych
d€ji u bakterii, a to jak v primarnim nebo sekundarnim
metabolismu, tak i u mikrobidlnich patogenii v mechanis-
mech fidicich jejich virulenci. V nasi laboratofi se zabyva-
me studiem posttransla¢nich modifikaci a zejména fosfo-
rylaci EF-Tu a vyuzivame pfi tom analyzy kombinace
dvou subproteomli — membranového proteomu a fosfopro-
teomu (obr. 4a). Pfi studiu fosforylacnich aktivit v mem-
branové frakci vyuzivame obohaceni membranové protei-
nové frakce pfidanym precisténym elonga¢nim faktorem
Tu, coz dovoluje zesilit fosforylacni signal (obr. 4b). Ve
spolupraci s laboratofi molekularni biologie patogend jsme
podobné analyzovali acylaci adenylatcyklasového toxinu
u Bordetella pertussis, puvodce ¢erného kasle, ktery zde
predstavuje vyznamny virulenéni faktor*.

Jako dalsi priklad vyznamu posttranslaénich modifi-

Rl

Obr. 4. Membranovy fosfoproteom Streptomyces coelicolor;
fosforylacni reakce s proteiny membranové frakce S. coelicolor a
ATP jako donorem fosfatové skupiny probihala in vitro. Proteiny
byly v prvnim rozméru separovany na prouzcich IPG s rozpétim
pH 4-7 a radioaktivné oznaCené proteiny byly detegovany ve
fosfo-imageru Fuji BAS5000. K membranové frakci (a) byl pfi-
dan precistény elongacni faktor Tu jako potencialni substrat pro
proteinkinasovou reakeci (b)
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kaci u patogennich bakterii je mozné uvést fosforylace na
tyrosinu u Helicobacter pylori, kde mnohocetné fosforyla-
ce proteinu CagA mohou ovliviiovat pfenos signald, a tak
se ucastnit rozvoje gastrického onemocnéni zptisobené¢ho
touto bakterii*’. Separace nebo zvyraznéni posttranslaénd
modifikovanych proteini je tedy dalsi cestou k vytvoreni
1épe analyzovatelnych subproteomtl.

6. Perspektivy — od expresnich profila
k regula¢nim sitim a systémové biologii

V soucasné dob¢, kdy se zd4 byt rozvoj proteomiky
pravé na vrcholu, se zacina rysovat n¢kolik zakladnich
smérli v perspektivach dalSiho sméfovani tohoto oboru.
Zacnou se totiz velmi brzy prolinat dvé zakladni koncepce
proteomiky — popisnd, pfifazujici jednotlivé proteiny
k prislusnym gentim, a kvantitativni, sledujici dynamiku
exprese genl v Case a prostoru. Zaroven se oddéluje vyso-
kokapacitni automatizovand a robotizovana proteomika,
provozovana zejména velkymi biotechnologickymi firma-
mi a nékterymi velkymi a bohatymi laboratofemi, od pod-
statn¢ méné financné a pfistrojové ndrocné proteomiky
v béZznych akademickych institucich, ktera se zabyva hlav-
n¢ studiem fyziologicky jasn¢ definovanych subproteomd.
Zatimco primysl hleda v proteomice rychlou navratnost
velkych investic ve formé novych léCiv a diagnostickych
postupti, pro akademické instituce se otevira obrovské
mnozstvi moznosti vyuZzit v soucasnosti velmi rozvinuté
proteomové technologie v menSich piesné zacilenych
projektech, studujicich nejriznéjsi dil¢i biologické problé-
my a vyzadujicich spiSe neZ automatizované tovarny na
proteomy velkou davku invence a kvalitni experimentalni
strategii pfi planovani experimenta.

Rychly rozvoj bioinformatiky v poslednich letech
umoznil podstatn€ efektivnéj$i zpracovani obrovského
mnozstvi proteomovych dat, a tim rekonstrukci nebo mo-
delovéani 1 velmi komplikovanych regulacnich genovych
siti***°. Od nich je pak jen maly krok k naplnéni obsahu
a perspektiv nové vznikajici biologické discipliny, ktera
nese nazev systémova biologie. Jejim hlavnim cilem je
pochopeni konstrukce a fizeni biologickych procesti na
systémové urovni. Na rozdil od klasické molekularni bio-
logie, kde jsou studovany jednotlivé komponenty systému,
jako jsou nukleové kyseliny, proteiny nebo metabolity,
systémova biologie zkouma organismy s vyuzitim znalosti
charakteristik jednotlivych jejich komponent a zaméfuje se
na jejich dynamicky vyvoj a interakce ™"

Prace byla podporena granty GA CR 204/03/1014,
301/03/0292 a vyzkumnym zamérem AV0Z50200510.
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This review deals with recent developments in com-

plex molecular biology, which is moving from descriptive
towards dynamic or quantitative proteomics, and its use as
a tool in the studies of microbial physiology. It describes
basic methodological strategies as well as examples of
several projects where this approach is used in the studies
of gene expression regulation in primary and secondary
metabolism of industrially important bacteria.
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