Abstrakt

Cytochrom bs (cyt bs) muze ovliviiovat reakce katalyzované cytochromy P450,
a v disledku toho se miize podilet i na aktivaci latek (naptiklad 1é¢iv, karcinogenit) ptipadné
ovlivitovat poméry vzniklych metaboliti. Mechanismu pusobeni cyt bs jest¢ nebyl zcela
objasnén. Pfinosem k objasnéni mechanismu by mohlo byt zjisténi protein-proteinovych
interakci V monooxygenasovém systému, kterého je tento protein soucasti. Pro studium téchto
interakci pomoci sitovacich technik je vhodné pfipravit fotolabilni cyt bs, ktery by se po
fotoaktivaci stal vysoce reaktivnim a vytvoiil by komplex s nejblizSimi slozkami
V monooxygenasovém systému.Tato prace se zabyva vypracovanim metody pro produkci
rekombinantniho cyt bs S modifikovanymi aminokyselinami. Cyt bs byl exprimovan
Vv bakterialnim kmeni E.coli BL-21 (DE3) Gold. Pfed indukci exprese byly bakterie
pfevedeny do limitntho media (DMEM-LM), které neobsahovalo L-leucin
a L-methionin. Limitni mediu bylo doplnéno modelovou deuterovanou aminokyselinou
ds-methyl-L-methioninem a D,L-leucinem. Exprimovany cyt bs byl izolovan a inkorporace
ds-methyl-methioninu byla ovéfena hmotnostni spektrometrii. V tivodnich experimentech byl
cyt bs ziskan pievazné jako apoprotein (apo-Cyt bs). Pro zvyseni inkorporace hemu do apo-cyt
bs byl studovan vliv teploty na inkorporaci hemu pii produkci proteinu. SniZzenim teploty z
37 °C na 27 °C se inkorporace hemu zvysila o 25 %. ProtoZe byla inkorporace hemu stéle

nizka, byl apo-cyt bs rekonstituovan s hemem.



