ABSTRAKT

Fluorescen¢ni znaceni je velmi ¢asto pouZivanou metodou urcenou k vizualizaci vSech
typi biomolekul vcetné proteinli a proteinovych komplexd. Dosud vSak nebylo
zkoumano, jakym zpiisobem a v jakém rozsahu toto znaceni ovliviiuje jejich strukturu a
funkci. Tato diplomova prace se tedy zabyva vlivem vazby NHS-fluoresceinu na
modelovy protein lidské karbonat dehydratasy (hCA-I).

Cilem této prace byla priprava rekombinantni 15N-hCA-I, studium jeji struktury
pomoci NMR spektroskopie po znaceni fluoresceinem, studium ovlivnéni relativni
enzymové aktivity hCA-I v zavislosti na mifre fluorescencniho znaceni a v neposledni
radé také analyza produkti pomoci ESIFT-ICRMS vzniklych po vazbé
karbonat dehydratasy NHS-fluoresceinem. VyuzZitim téchto metod byly stanoveny
obecné experimentalni podminky pro pouZiti fluorescencniho znaceni s minimalnim
efektem na strukturu proteinu a jeho funkci.

Z vysledkl této prace vyplyva, ze pri vypocCtech molarnich nadbytkd pridavaného
NHS-fluoresceinu k proteinim nelze pouZit dosavadniho jednoduchého postupu, ale je
vice neZ nutné zohlednit vliv relativni enzymové aktivity proteinu, ktera klesa se
zvySujicim se molarnim nadbytkem fluorescen¢ni znacky, a Ze vypocCet molarnich
nadbytki neodpovida skute¢nému stupni znaceni.

V budoucim vyzkumu bude nutné provést optimalizaci pro dalsi proteiny za pouZiti

jinych fluorescenc¢nich znacek.
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