ABSTRAKT

Pii metabolismu xenobiotik a endogennich latek se uplatituje monooxygenasovy
systém, jehoz soucasti je 1 cytochrom bs participujici na katalytické €innosti cytochromi
P450 (CYP). Mechanismus plisobeni cytochromu bs v tomto souboru enzymil v§ak nebyl
doposud zcela objasnén. Predpoklada se, ze se bud piimo podili na ptenosu elektronii
v rdmci monooxygenasového systému, nebo muiize alostericky pusobit na konformaci CYP.
Proto je dilezité ziskat co nejCistsi apoformu cytochromu bs, kterd neni schopna prenosu
elektronii, a dale studovat vliv této nehemové formy cytochromu bs na ¢innost CYP.

Ziskané vysledky pak mohou pfispét k pozndni mechanismu piisobeni cytochromu bs.

V pribéhu této prace byla provedena transformace bakteridlniho kmene bunck
Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold expresnim vektorem pET22b, ktery nesl geny pro

mikrosomalni a erytrocytarni formu cytochromu bs.

Za ucelem produkce vysokého podilu apoproteinové formy byla heterologni exprese

cytochromu bs indukovana vys$sim piidavkem IPTG a byla provedena pii 37°C.

Tato bakalarska prace se pak zabyva zejména purifikaci jak mikrosomalni, tak i
erytrocytarni formy cytochromu bs a to hlavné jeho apoformy. JelikoZz vSak pfi expresi
dochazi vzdy ve vétsi ¢i mensi mife i k produkci hemové formy cytochromu bs, byla i ta

1zolovana.

Holo- a apoproteinova forma mikrosomalniho i erytrocytarniho cytochromu bs byla
béhem izolace rozdélena a zpracovana oddélené. K purifikaci byly vyuzity chromatografické
metody na koloné s DEAE-Sepharosou pro mikrosomalni formu a DEAE-Sepharosou a

Sephadexem G-75 pro erytrocytarni formu.

Zachované nativni struktura apo-cytochromu bs byla ovéfena jeho schopnosti znovu

do své molekuly ptijmout hem.
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