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ABSTRAKT

Systém oxygenas se smiSenou funkci se v organismu podili na biosyntéze
endogennich a také metabolismu exogennich latek (napf. léCiv nebo chemickych
prokarcinogentl). Substraty jsou biotransformovany terminalnimi oxygenasami systému —
cytochromy P450 (P450). Katalytické vlastnosti n¢kterych jejich zastupcii (napt. studované
izoformy 2B4) jsou pozménény v pritomnosti redoxniho partnera — cytochromu bs (cyb5).
Oba cytochromy jsou ukotveny hydrofobnimi doménami v lipidické membrané
endoplasmatického retikula, zatimco jejich katalytické domény jsou exponovany do
cytosolu burky.

K rozsiteni soucasnych znalosti o struktufe a interakcich studovanych cytochromi
byly vyuzity dva pfistupy zalozené na kovalentnim sitovani aminokyselin v ,,nulové
vzdalenosti* (angl. ,,zero-length cross-linking*): (1) chemické sitovani ¢inidlem 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) propojujicim ve vodném prostedi pfistupné
karboxylové skupiny s primarnimi aminy, a (2) sitovani pomoci foto-labilniho analogu
methioninu (pMet), ktery se po aktivaci UV zafenim mize véazat na libovolnou
aminokyselinu, a to v hydrofobnim i1 hydrofilnim prostiedi. pMet byl do sekvence cyb5
inkorporovan namisto methioninu béhem rekombinantni exprese proteinu v E. coli, ktera
probihala v limitnim médiu obohaceném o aminokyselinovy analog. Optimalizaci
experimentalnich podminek bylo dosazeno piiblizné 20-30% substituce pfirozené
aminokyseliny.

Zesiténé heteromery byly separovany na 1-dimenzionalni elektroforéze, a komplexy
o nejednoznacné urcené stechiometrii byly charakterizovany pomoci 2-dimenzionalni
elektroforézy a metodou celkové aminokyselinové analyzy. Ve smési ziskané proteolyzou
jednotlivych oligomerit P450 2B4:cyb5 (1:1, 1:2 nebo 2:1) byly zesiténé peptidy
identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim ve spojeni
s kapalinovou chromatografii.

Foto-sitovani vlibec poprvé piimo potvrdilo interakci hydrofobnich helixii cyb5 a
P450 2B4 v prostiedi lipidické membrany, a ukazalo také doposud nepopsané kontaktni
oblasti obou proteind v cytosolu. Dalsi aminokyselinové pary podilejici se na kontaktu
katalytickych domén byly zachyceny pomoci ¢inidla EDC, a vysledky byly vyuzity pii in
silico modelovani této interakce. Prezentovana zjisténi podporuji obecné piijimanou
topologii obou cytochromt pfi niz dochdzi k pfenosu elektronu. Navic v§ak naznacuji dalsi
mozné natoCeni proteinil, které je pro prenos elektronu nevhodné, miize vSak byt
zodpovédné za alosterickou modulaci P450 2B4. Existenci minimalné dvou orientaci
potvrzuje i vznik heterotrimernich komplext se stechiometrii cytochromt 1:2 a 2:1.

Vysledky demonstruji vyhody nové vyvinutého foto-iniciovaného sitovani pro
studium transientnich protein-proteinovych interakci oproti sitovani chemickému: (1)
vazba pMet na jakoukoliv aminokyselinu v blizkosti (2) nezavisle na okolnim prostiedi
(membrana, cytosol), (3) uspéSné¢ zavedeni foto-aktivovatelné aminonyseliny na
pozadovana mista sekvence proteinu pomoci mistné cilené mutageneze, a (4) vysoka
rychlost reakce vzniklych biradikala, které zachycuji okamzité uspotadani systému, vcetné
vice soubézné interagujicich proteint.



