
Abstrakt 

Cytochrom b5 (cyt b5) může ovlivňovat reakce katalyzované cytochromy P450,            

a v důsledku toho se může podílet i na aktivaci látek (například léčiv, karcinogenů) případně 

ovlivňovat poměry vzniklých metabolitů. Mechanismu působení cyt b5 ještě nebyl zcela 

objasněn. Přínosem k objasnění mechanismu by mohlo být zjištění protein-proteinových 

interakcí v monooxygenasovém systému, kterého je tento protein součástí. Pro studium těchto 

interakcí pomocí síťovacích technik je vhodné  připravit fotolabilní cyt b5, který by se po 

fotoaktivaci stal vysoce reaktivním a vytvořil by komplex s nejbližšími složkami 

v monooxygenasovém systému.Tato práce se zabývá vypracováním metody pro produkci 

rekombinantního cyt b5 s modifikovanými aminokyselinami. Cyt b5 byl exprimován 

v bakteriálním kmeni E.coli BL-21 (DE3) Gold. Před indukcí exprese byly bakterie 

převedeny do limitního media (DMEM-LM), které neobsahovalo L-leucin                               

a L-methionin. Limitní mediu bylo doplněno modelovou deuterovanou aminokyselinou       

d3-methyl-L-methioninem a D,L-leucinem. Exprimovaný cyt b5 byl izolován a inkorporace 

d3-methyl-methioninu byla ověřena hmotnostní spektrometrií. V úvodních experimentech byl 

cyt b5 získán převážně jako apoprotein (apo-cyt b5). Pro zvýšení inkorporace hemu do apo-cyt 

b5 byl studován vliv teploty na inkorporaci hemu při produkci proteinu. Snížením teploty z  

37 °C na 27 °C se inkorporace hemu zvýšila o 25 %. Protože byla inkorporace hemu stále 

nízká, byl  apo-cyt b5 rekonstituován s hemem. 

 


