Abstrakt

K pochopeni fyziologické funkce proteint je nezbytna znalost jejich prostorového
uspofadani, studium konformacnich zmén a vzdjemnych interakci. Chemické zesiténi v
kombinaci s hmotnostni spektrometrii piedstavuje vhodnou doplnkovou techniku k
béznym metodam strukturni biologie (RTG krystalografie, NMR spektroskopie), ktera
umoznuje charakterizovat interakce v komplexech bilkovin za nativnich podminek.
Predkladana prace je zaméfena predevsim na novou sitovaci techniku zalozenou na in
Vivo inkorporaci analogu methioninu s foto-reaktivni funkéni skupinou (foto-Met) do
sekvence studovaného proteinu (tzv. proteinova foto-nanosonda).

Interakce modelové dimerni molekuly proteinu 14-3-3zeta byla pouzita pro
testovdni a optimalizaci pfipravy proteinové foto-nanosondy a byla tak ovéfena
vyuzitelnost této techniky k zachyceni protein-proteinovych interakci. Byla feSena také
interakce membranovych hemoproteint - cytochromu P450 2B4 a cytochromu b5. S
vyuzitim chemického zesiténi a MS analyzy byla charakterizovana vzijemna interakce
katalytickych domén cytochromli a byly nalezeny dvé mozné prostorové orientace
cytochromii. Nové zavedena technika sitovani pomoci foto-Met umoznila zachytit rizné
oligomerni stavy katalyticky aktivniho membranového komplexu a byl stanoven molarni

pomér cytochromtl v identifikovanych komplexech.
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