Abstrakt

Systém oxidas se smiSenou funkci (MFO systém) hraje dilezitou roli v metabolismu
mnoha endogennich latek a xenobiotik (napt. karcinogend, [éCiv). Membranové
hemoproteiny nazyvané cytochromy P450 jsou zasadni slozkou tohoto systému. Reakce
katalyzované cytochromy P450 jsou ovliviiovany piisobenim jiného proteinu MFO systému,
a to cytochromem bs (cyt bs). Mechanismus, jakym cyt bs plisobi, jesté nebyl zcela objasnén.
Jednou z moznosti studia této protein-proteinové interakce je metoda kovalentniho sit'ovani.
Zaménou methioninu ve struktufe cyt bs za jeho foto-aktivovatelny analog (foto-methionin)
je mozné ptipravit analog cyt bs (foto-cyt bs), ktery po aktivaci UV zafenim kovalentné vaze
cytochrom P450 v membranovém prostiedi.

Tato prace se zabyva expresi a izolaci rekombinantniho analogu cyt bs S pouze
jednou pozici pro methionin (96) v primarni struktufe proteinu a jeho substituci za
foto-methionin. Protein byl purifikovan s vytézkem 6 mg na 1 1 bakterialni suspenze.
Analyza hmotnostni spektrometrii (MALDI-TOF/TOF) ukéazala, Ze methionin byl
v sekvenci substituovan foto-reaktivnim analogem z asi 30 % (pokryti sekvence 77 %). Foto-
cyt bs byl pouzit k fixovani transientni protein-proteinové interakce s cytochromem P450
2B4 (CYP2B4). Foto-cyt bs byl rekonstituovan v lipidovém systému s CYP2B4
a fotolyzovan. Pomoci SDS elektroforézy byly identifikovany 3 vzniklé heterooligomery.
Peptidové mapovani ukazalo ptitomnost peptida cyt bs i CYP2B4 ve vSech tiech vzniklych

heterooligomernich komplexech.
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