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V celé praci přidána informace o izoformě lidské karbonické anhydrasy. Použitý protein pro 

modifikaci Togniho činidly lidská karbonická anhydrasy hCA (Sigma-Aldrich, USA) měl 

izoformu I, tedy hCA I. 

 

Na straně 8 změněn název kapitoly 3.7 z názvu „Modifikace proteinu Togniho činidlem“ na 

název „Modifikace proteinu hCA I Togniho činidlem“ 

 

Na straně 11, kapitola 1.1.1, odstavec 3 opravena formulace „Po určité době byl proces 

zmražením zastaven, přebytečná voda byla lyofilizací odstraněna a ve vakuu za sníženého tlaku 

byly následně vzorky sesušeny“ na „Po určité době byl proces zmražením zastaven, přebytečná 

voda byla odstraněna ve vakuu a za sníženého tlaku lyofilizací.“ 

 

Na straně 12, kapitola 1.1.2, odstavec 1 opravena formulace „S metodou acetylace 

aminokyselinových zbytků lysinu acetanhydridem a argininu 1,2-cyklohexandionem jako 

účinným a citlivým nástrojem modifikace proteinu přišli v roce 1992 Suckau a spol“ na 

„S metodou acetylace aminokyselinových zbytků lysinu acetanhydridem a argininu 

1,2-cyklohexadionem (Obr. 2) jako účinným a citlivým nástrojem modifikace proteinu přišli 

v roce 1992 Suckau a spol“. 

 

 

 

 

 

 

 



Na straně 13, kapitola 1.1.2 upraven popisek obrázku 

 

Obr. 2 - Reakční mechanismus modifikace N7,N8-(dihydroxy-1,2-cyklohexyliden) argininu. 

R značí arginylový zbytek a R' zbytek akceptoru protonu, upraveno podle [8]. 

 

Na straně 13, kapitola 1.1.1.1, odstavec 1 vložena citace [46] a upravena formulace „V roce 

2003 Novák a spol. vyvinuli nový přístup analýzy bílkovin, „shora-dolů“ (z angl. top-down). 

Tato metoda nevyužívá proteolytické štěpení, ale začíná přímo analýzou MS celého proteinu 

[11]“ na „V roce 1990 Loo a spol. vyvinuli nový přístup analýzy bílkovin, „shora-dolů“ (z angl. 

top-down) [46]. Tato metoda nevyužívá proteolytické štěpení, ale začíná přímo analýzou MS 

celého proteinu [12].“ 

[46] J. A. Loo, C. G. Edmonds a R. D. Smith. Primary sequence information from intact proteins 

by electrospray ionization tandem mass spectrometry. Science. 1990, 248(4952), 201-204 

 

Na straně 14, kapitola 1.1.1.2, odstavec 1 opravena formulace „Strukturní charakterizace 

bílkovin a jejich antigenních komplexů je nezbytná pro vývoj nových biologických léčiv.“ na 

„Strukturní charakterizace bílkovin a jejich komplexů je nezbytná pro vývoj nových 

biologických léčiv.“ 

 

Na straně 20, kapitola 1.1.1.3 b, odstavec 1 opravena formulace „Alternativní metodou pro 

vznik hydroxylových radikálů pomocí radiolýzy vody je radiolýza pomocí gama záření, jež 

využívá synchrotronových rentgenových pulsů a jež byla zveřejněna Jay A. LaVernem v roce 

2000.“ na „Alternativní metodou pro vznik hydroxylových radikálů pomocí radiolýzy vody je 

radiolýza pomocí gama záření, jež byla zveřejněna Jay A. LaVernem v roce 2000.“ 

 



Na straně 21, kapitola 1.1.1.3 c, odstavec 2 opravena formulace „NMR struktura části 

apomyoglobinu z velrybích spermií ukazuje, že se na tomto proteinu vyskytují tři neuspořádané 

oblasti, které jsou extrémně přístupné pro rozpouštědlo [26].“ na „NMR struktura části 

apomyoglobinu z vorvaně ukazuje, že se na tomto proteinu vyskytují tři neuspořádané oblasti, 

které jsou extrémně přístupné pro rozpouštědlo [26].“ 

 

Na straně 26, kapitola 1.1.1.3 e, odstavec 3 opravena formulace „Díky omezení reakce na 

určité malé místo, byli schopni používat laserové impulsy s relativně nízkou energií k dosažení 

vyššího procenta modifikace. Aby mohli tento způsob provést, museli zabudovat do reakce 

druhý laser. Při reakci byly střídány laserové pulsy pomocí YAG laseru a KrF laseru [19].“ na 

„Díky omezení reakce na určité malé místo, byli schopni používat laserové impulsy s relativně 

nízkou energií k dosažení vyššího procenta modifikace. [18]“  

  

Na straně 26, kapitola 1.1.1.4, odstavec 1 opravena formulace “Přímý přenos 

trifluormethylové skupiny obvykle vyžaduje podmínky, které jsou často neslučitelné 

s citlivějšími funkcemi v molekule.“ na „Přímý přenos trifluormethylové skupiny obvykle 

vyžaduje podmínky, které jsou pro proteiny nefyziologické.“ 

Na straně 30, kapitola 1.2 opravena citace [44] obrázku 10 na citaci [38]  

 

 

 

Obrázek 10 - Diagramy krystalových struktur α, β, a γ třídy karbonické anhydrasy. Aktivní ionty 

zinku jsou zobrazeny jako červené kuličky. Diagram A náleží třídě α lidského isozymu II, B třídě β 

Porphyridium purpureum, C třídě β Pisum sativum, D třídě β Methanothermobacter 

thermoautotrophicum, E třídě β Escherichia coli a F třídě γ Methanosarcina thermophila [38]. 



Na straně 32, kapitola 3.1 doplněn v seznamu přístrojů typ kolonky  

„Chromatografická kolona 0,5 ml 7K Zeba Micro Bio-Spin„  

 

Na straně 33, kapitola 3.4 v seznamu roztoků doplněno pH elektrodového   

„5% MES SDS Running pufr, pH 7,3“ 

 

Na straně 35 změněn název kapitoly 3.7 z názvu „Modifikace proteinu Togniho činidlem“ na 

název „Modifikace proteinu hCA I Togniho činidlem“ 

 

Na straně 35, kapitola 3.7, tabulka 1 změněno množství přidané kyseliny askorbové  

Tabulka 1 - Množství jednotlivých přidaných složek 

Reakce Protein [µl] Činidlo [µl] Kys. askorbová [µl] 

Alk 100 VitC 50 16,6 2,3 1,2 

Alk 200 VitC 100 16,6 2,3 1,2 

Imid 100 VitC 75 16,6 1,8 1,8 

Imid 200 VitC 150 16,6 1,8 1,8 

 

Na straně 36, kapitola 3.7, odstavec 2 opravena formulace „Poté byla reakce zastavena 

přídavkem nadbytku kyseliny askorbové.“ na „Poté byla reakce zastavena 1000násobným 

nadbytkem kyseliny askorbové oproti proteinu.“ 

 

Na straně 36, kapitola 3.8 opravena formulace „Vedle vzorků byl na gel nanesen také 

proteinový standard a samotný protein s kyselinou askorbovou jako kontrola.“ na „Vedle 

vzorků byl na gel nanesen také proteinový standard a samotný protein s kyselinou askorbovou 

bez činidla jako kontrola.“ 

 

Na straně 37, kapitola 3.12 opravena formulace „Pomocí SNAP algoritmu byla spektra 

deisotopována a dekonvoluována, k jednotlivým absorpčním maximům byly přiřazeny náboje 

a hmoty.“ na „Pomocí SNAP algoritmu byla spektra deisotopována a dekonvoluována, 

k jednotlivým maximům byly přiřazeny náboje a hmoty.“ 

 



Na straně 37, kapitola 3.12, za „...modifikované Togniho činidlem.“ přidána formulace 

„MS/MS analýza byla provedena v data-independentním módu (DIA) pomocí kolizně 

indukované disociace (CID) v rozsahu 600 až 1200 m/z.“ 

 

Na straně 38, kapitola 3.6.2 opravena formulace „Protein hCA byl pro potřeby experimentu 

skladován při teplotě 80°C ve formě alikvotů o hmotnosti 10 µg a koncentraci 0,1 g/l ve vodě.“ 

na „Protein hCA byl pro potřeby experimentu skladován při teplotě 80°C ve formě alikvotů o 

hmotnosti 10 µg a koncentraci 0,1 g/l ve vodě.“ 

Na straně 39, kapitola 4.1 opraven popisek obrázku 11 

 

Obrázek 11 - Porovnání hmotnostních spekter proteinu modifikovaného alkoholovým činidlem 

pro jednotlivé nadbytky činidla a kyseliny askorbové vůči proteinu pro nábojový stav 10+. Na 

obrázku je zobrazena hmota nemodifikovaného proteinu a jedenkrát, dvakrát a třikrát modifikovaného 

proteinu (1xCF3, 2xCF3, 3xCF3). Ctrl značí kontrolní vzorek, ve kterém se nenacházelo žádné činidlo. 

Podle tabulky 2 mají vzorky následující nadbytky látkového množství činidla a kys. askorbové oproti 

proteinu: a) 100:200, b) 100:150, c) 100:100, d) 100:75, e) 100:50, f) 100:25.  

 

 

 

 

 



Na straně 40, kapitola 4.1 opraven popisek obrázku 12 

 

 

Obrázek 12 - Porovnání hmotnostních spekter proteinu modifikovaného 

imidazolovým-alkoholovým činidlem pro jednotlivé nadbytky činidla a kyseliny askorbové vůči 

proteinu pro nábojový stav 10+. Na obrázku je zobrazena hmota nemodifikovaného proteinu a 

jedenkrát, dvakrát a třikrát modifikovaného proteinu (1xC5H3N2F4, 2x1xC5H3N2F4, 3x1xC5H3N2F4). 

Ctrl značí kontrolní vzorek, ve kterém se nenacházelo žádné činidlo. Podle tabulky 2 mají vzorky 

následující nadbytky látkového množství činidla a kys. askorbové oproti proteinu: a) 100:200, b) 

100:150, c) 100:100, d) 100:75, e) 100:50, f) 100:25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Na straně 41, kapitola 4.2 opraven obrázek 13, který se v elektronické verzi nezobrazoval 

správně 

 

Obrázek 13 - Polyakrylamidový gel se separovaným proteinem hCA po reakci s jednotlivými 

činidly a jejich nadbytky M značí proteinový proteinový standard SeeBlue,Ctrl značí kontrolní vzorek 

obsahující pouze protein a kyselinu askorbovou, * značí alkoholové činidlo a † značí imidazolové-

alkoholé činidlo. Lze pozorovat proužky s molekulovou hmotností příbližne 29 kDa odpovídající 

proteinu hCA a další nepatrné proužky s molekulovou hmotnostní 50-60 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Na straně 44, kapitola 4.3.1 za obrázek 12 přidána formulace „Hmotnostní spektra ostatních 

peptidů a jejich sekvence s vyznačenými jednoznačně a nejednoznačně modifikovanými 

aminokyseliny pomocí alkoholového činidla v přílohách 9-20.“ 

 

Na straně 45, kapitola 4.3.3 opraven obrázek 16, který se v elektronické verzi nezobrazoval 

správně 

 

 

 

Obrázek 16 - Krystalová struktura proteinu hCA modifikovaným alkoholovým činidlem. 

A) Pohled se vstupem do aktivního centra s atomem zinku. B) Pohled o 180° otočený oproti A). Ve 

struktuře jsou zvýrazněny všechny aromatické aminokyseliny, které protein obsahuje. Modifikované 

aromatické aminokyseliny jsou zvýrazněny červenou barvou. Aminokyseliny, u kterých nebyla 

modifikace jednoznačně prokázána, jsou vyznačeny žlutou barvou. Modrou barvou jsou zvýrazněny 

nemodifikované aromatické aminokyseliny, upraveno podle 1hcb [45]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



Na straně 46, kapitola 4.3.3 opraven obrázek 17, ve kterém byly přidány místa na povrchu 

s nemodifikovanými aminokyselinami (vyznačeno modrou barvou) 

 

 

Obrázek 17 - Povrch krystalové struktury proteinu hCA modifikovaným alkoholovým činidlem. 

A) Pohled se vstupem do aktivního centra s atomem zinku. B) Pohled 180° otočený oproti A). 

Modifikované aminokyseliny se nacházejí převážně na místech přístupných pro činidlo. Modifikované 

aminokyseliny jsou zvýrazněny červenou barvou. Aminokyseliny, u kterých nebyla modifikace 

jednoznačně prokázána, jsou vyznačeny žlutou barvou, modrou barvou jsou zvýrazněny 

nemodifikované aromatické aminokyseliny upraveno podle 1hcb [45]. 

 

Na straně 46, kapitola 4.4 opravena formulace „Aminokyseliny, které byly modifikovány 

imidazolovou (C5H3N2F4) skupinou pomocí imidazolového-alkoholového činidla, jsou v peptidu 

vyznačeny červenou barvou.“ na „Aminokyseliny, které byly modifikovány C5H3N2F4  skupinou 

pomocí imidazolového-alkoholového činidla, jsou v peptidu vyznačeny červenou barvou.“ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



Na straně 50, kapitola 4.4.2 za obrázek 15 přidána formulace „Hmotnostní spektra ostatních 

peptidů a jejich sekvence s vyznačenými jednoznačně a nejednoznačně modifikovanými 

aminokyseliny pomocí imidazolového-alkoholového činidla v přílohách 1-8.“ 

 

Na straně 51, kapitola 4.4.3 opraven obrázek 21, který se v elektronické verzi nezobrazoval 

správně 

 

 

Obrázek 21 - Krystalová struktura proteinu hCA modifikovaným imidazolovým-alkoholovým 

činidlem. A) Pohled se vstupem do aktivního centra s atomem zinku. B) Pohled o 180° otočený oproti 

A). Ve struktuře jsou zvýrazněny všechny aromatické aminokyseliny, které protein obsahuje. 

Modifikované aromatické aminokyseliny jsou zvýrazněny červenou barvou. Aromatické 

aminokyseliny, u kterých nebyla modifikace jednoznačně prokázána, jsou vyznačeny žlutou barvou. 

Modrou barvou jsou zvýrazněny nemodifikované aromatické aminokyseliny, upraveno podle 1hcb [45]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



Na straně 51, kapitola 4.4.3 opraven obrázek 22, ve kterém byly přidány místa na povrchu 

s nemodifikovanými aminokyselinami (vyznačeno modrou barvou) 

 

Obrázek 22 - Povrch krystalové struktury proteinu hCA modifikovaným 

imidazolovým-alkoholovým činidlem. A) Pohled se vstupem do aktivního centra s atomem zinku. B) 

Pohled o 180° otočený oproti A). Modifikované aminokyseliny jsou zvýrazněny červenou barvou. 

Aminokyseliny, u kterých nebyla modifikace jednoznačně prokázána, jsou vyznačeny žlutou barvou, 

upraveno podle 1hcb [45].  

Na straně 52, kapitola 4.4.3 opraven obrázek 23, který se v elektronické verzi nezobrazoval 

správně 

 

Obrázek 23 - Porovnání struktur hCA modifikovaného alkoholovým činidlem (A) imidazolovým-

alkoholovým činidlem (B). Červeně vyznačené Phe226 a v aktivním centru His96 jsou v případě 

alkoholového činidla na rozdíl od imidazolového-alkoholového činidla modifikovány. Rozdíly jsou také 

ve žlutě označených His64, His67 a Tyr51 u alkoholového činidla a His119 a His103 

u imidazolového-alkoholového činidla. U těchto aminokyselin není zcela prokazatelné, zdali jsou 

Togniho činidlem modifikovány, upraveno podle 1hcb [45]. 

A B 

A B 



Na straně 54, kapitola 5 opraven obrázek 24, který se v elektronické verzi nezobrazoval 

správně 

 

 

Obrázek 24 - Krystalová struktura hCA modifikovaná alkoholovým činidlem s vyznačenými 

aminokyselinami Phe226, His96 a His119. Upraveno podle 1hcb [45]. 

 

Na straně 55, kapitola 5 opraven obrázek 25, který se v elektronické verzi nezobrazoval 

správně 

 

Obrázek 25 - Krystalová struktura hCA modifikovaná alkoholovým činidlem s vyznačenými 

aminokyselinami Tyr114, Tyr51 a His103. Upraveno podle 1hcb [45]. 

 

 



Na straně 56, kapitola 5 opraven obrázek 26, který se v elektronické verzi nezobrazoval 

správně 

 

 

Obrázek 26 - Krystalová struktura hCA modifikovaná alkoholovým činidlem s vyznačenými 

aminokyselinami His64 a His67. Upraveno podle 1hcb [45]. 

 

Na straně 56, kapitola 5, odstavec 7 za „…zda se od alkoholového činidla liší.“ přidána 

formulace „Na základě získaných dat nejsme schopni říci, které z uvedených činidel je pro 

modifikaci proteinu vhodnější a které je snáze detekovatelné pomocí hmotnostní 

spektrometrie.“ 

 

Na straně 58, kapitola 7 upraven formát citace 6 

A. Hvidt, K. Lindestrøm-Lang. Exchange of hydrogen atoms in insulin with deuterium atoms 

in aqueous solutions. Biochim. Biophys. Acta. 1954, 14(4), 574-5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Oprava obrázku v příloze 1, který se v elektronické verzi nezobrazoval správně 

 

 

Příloha 1 – Záznamy z MS analýzy pro peptid NGPEQWSK. A) Extrahovaný iontový 

chromatografický záznam LC-MS/MS analýzy s elučními maximy pro m/z odpovídající peptidu. B) MS 

spektrum odpovídající elučním maximům s hmotou daného peptidu. C) Kolizní spektrum získané 

fragmentací prekurzorového iontu odpovídajícímu m/z peptidu. D) Sekvence peptidu s vyznačenými 

modifikovanými fragmenty (y a b ionty), díky kterým byla nalezena výsledná modifikovaná 

aminokyselina. Tato aminokyselina je zvýrazněná červenou barvou. Modifikované fragmenty jsou 

označeny hvězdičkou. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Oprava obrázku v příloze 1, který se v elektronické verzi nezobrazoval správně 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Příloha 5 – Záznamy z MS analýzy pro peptid LFQFHFHWGSTNEHGSEHTVDGVK. A) 

Extrahovaný iontový chromatografický záznam LC-MS/MS analýzy s elučními maximy pro m/z 

odpovídající peptidu. B) MS spektrum odpovídající elučním maximům s hmotou daného peptidu. C1) a 

D1) Kolizní spektra získané fragmentací prekurzorových iontů představující peptid odpovídající 

jednotlivým elučním maximům se zobrazenými modifikovanými a nemodifikovanými fragmenty 

peptidu. C2) a D2) Peptid s vyznačenými modifikovanými a nemodifikovanými fragmenty (y a b ionty), 

díky kterým byla nalezena výsledná modifikovaná aminokyselina. Tato aminokyselina je zvýrazněna 

červenou barvou. Modifikované fragmenty jsou označeny hvězdičkou.  


