
Opravný list bakalářské práce 

Název práce: Klonování, exprese a charakterizace virových proteinů 

Autor práce: Matěj Pekárek 

 

1.  Oprava přípon enzymů z -áza na -asa 

Str. 8 – zkratky polymerasová řetězová reakce a RNA-dependentní RNA polymerasa  

Str. 12, kapitola 1.2.3., první odstavec – …štěpení cysteinovou proteasou kathepsinem L. 

Str. 15, kapitola 1.3.2., druhý odstavec – …ve stimulaci polymerasové aktivity [38]. 

Str. 16, kapitola 1.3.2., poslední odstavec – …a N7-methyltransferasovou na C-konci… 

Str. 17, kapitola 1.4., poslední odstavec – …a RNA 5’-trifosfatasová aktivita mají stejné 

místo. 

Str. 20, kapitola 1.4.4., třetí odstavec – …ale i na proteasy nsp3, nsp5 a také na receptor… 

Str. 27, kapitola 3.6. – Primery použité pro polymerasovou řetězovou reakci 

Str. 28, kapitola 3.8.1., druhý odstavec – …a PhusionTM High-Fidelity DNA polymerasa, byl 

do reakce… 

Str. 37, kapitola 4.2., první odstavec – …byly štěpěny Ulp1 proteasou značenou… 

 

2. Oprava překladu „colony PCR“ na koloniová PCR 

Str. 6, obsah – 3.8.4. Koloniová polymerasová řetězová reakce 

Str. 29 – nadpis: Koloniová polymerasová řetězová reakce 

Str. 29, kapitola 3.8.4., první odstavec – …byla provedena koloniová PCR… 

Str. 35. kapitola 4.1., první odstavec – … zjištěna pomocí koloniové PCR (Obr. 4.2)… 

Str. 35. popis Obr. 4.2 – Agarosová elektroforéza produktů koloniové PCR… 

Str. 39, kapitola 5., druhý odstavec – Koloniová PCR a Sangerova sekvenace… 

 

 

 

 



3. Oprava popisu obrázku 4.5 na straně 37 

Špatně: 

Obr. 4.5: Závislost absorbance na elučním objemu při gelové permeační chromatografii 

(kolona Superdex 75 Increase 10/300 GL, průtok 0,4 ml/min, teplota 8 °C, složení mobilní 

fáze: 400 mM NaCl, 30 mM Tris-HCl (pH 8,0), 3 mM β-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol). 

Správně: 

Obr. 4.5: Závislost absorbancí při vlnových délkách 260 nm (červená křivka) a 280 nm (modrá 

křivka) na elučním objemu při gelové permeační chromatografii (kolona Superdex 75 Increase 

10/300 GL, průtok 0,4 ml/min, teplota 8 °C, složení mobilní fáze: 400 mM NaCl, 30 mM Tris-

HCl (pH 8,0), 3 mM β-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol). Frakce byly jímány po 1 ml od 

okamžiku nástřiku vzorku na kolonu. 

 

4. Oprava obrázku 4.6 na straně 37 

 

 

Obr. 4.6: SDS PAGE v 10% polyakrylamidovém gelu. Mw označuje standard PageRulerTM 

Prestained Protein Ladder s označenými hodnotami molekulové hmotnosti v kDa; 1-neštěpená 

frakce 7 ml; 2-štěpená frakce 7 ml; 3-neštěpená frakce 8 ml; 4-štěpená frakce 8 ml; 5-neštěpená 

frakce 9 ml; 6-štěpená frakce 9 ml; 7-neštěpená frakce 10 ml; 8-štěpená frakce 10 ml. 

 

5. Oprava textu na stranách 36,37 a 38 

Špatně: 

Současně byla měřena přibližná koncentrace nsp13 měřením absorbance při 280 nm v přístroji 

Spectrophotometer ND-1000. Koncentrace proteinů v 1. frakci byla 2,06 mg/ml a ve 2. frakci 

0,86 mg/ml. Frakce byly poté zbaveny imidazolu pomocí dialýzy, zakoncentrovány na 5 mg/ml 

a byly dále purifikovány gelovou permeační chromatografií (kolona Superdex 75 Increase 

kDa   Mw      1          2         3          4         5          6          7         8 

250 

 

 

70 

55 

 

 

35 

25 

130 

100 



10/300 GL) na přístroji ÄKTA purifier 10 (kapitola 3.8.11). Eluční profil gelové permeační 

chromatografie je na Obr. 4.5 na str. 36. 

Frakce o elučním objemu 7 ml, 8 ml, 9 ml a 10 ml byly štěpeny Ulp1 proteázou značenou His 

kotvou, která neštěpí rozpoznáváním určité aminokyselinové sekvence, ale štěpí velmi 

specificky rozpoznáváním terciární struktury Smt3 [72]. Přítomnost nsp13 ve frakci byla 

zjištěna pomocí SDS PAGE, kde jsme pro každou frakci pipetovali vedle sebe část frakce bez 

Ulp1 proteasy a část frakce štěpenou Ulp1 proteasou (Obr. 4.6, str. 37). Ve frakci o elučním 

objemu 10 ml se nacházelo zanedbatelné množství nsp13 a v ostatních frakcích došlo viditelně 

k posunu pruhu obsahující nsp13. 

Nsp13 bylo následně možné oddělit od Ulp1 proteasy a Smt3 proteinu afinitní chromatografií 

s použitím Ni-NTA agarosy, protože nsp13 po štěpení nebyl značen His kotvou, na rozdíl od 

Smt3 a Ulp1 proteasy. Nsp13 se nacházel v nenavázané frakci, následně byl zakoncentrován 

na přibližně 1 mg/ml a uložen do mrazáku při do -80 °C. Výtěžek činil 1 mg na litr kultury. 

Správně: 

Současně byla měřena přibližná koncentrace nsp13 měřením absorbance při vlnové délce 280 

nm v přístroji Spectrophotometer ND-1000. Koncentrace proteinů v 1. frakci byla 2,06 

mg/ml a ve 2. frakci 0,86 mg/ml (absorbance 1. frakce při 280 nm byla 1,82 a 2. frakce 0,76, 

použitý absorpční koeficient byl 70140 M-1·cm-1 (vypočtený programem ProtParam), 

vypočtená molekulová hmotnost proteinu byla 79,530 kDa). Frakce byly poté zbaveny 

imidazolu pomocí dialýzy (kapitola 3.8.10), koncentrovány na hodnotu absorbance při vlnové 

délce 280 nm 4,3 (přibližně 5 mg/ml proteinu) a byly dále purifikovány gelovou permeační 

chromatografií (kolona Superdex 75 Increase 10/300 GL) na přístroji ÄKTA purifier 10. 

Během chromatografie byla měřena absorbance při 280 nm a protože nsp13 může vázat 

nukleové kyseliny, byla měřena absorbance i při 260 nm. Eluční profil je znázorněn na Obr. 

4.5 na str. 36. Frakce byly jímány po 1 ml od nástřiku vzorku na kolonu. 

Frakce o elučním objemu 7 ml, 8 ml, 9 ml a 10 ml byly analyzovány pomocí SDS PAGE (Obr. 

4.6, str. 37), kde se nachází jednotlivé frakce postupně ve drahách 1, 3, 5 a 7. Tyto frakce byly 

následně štěpeny Ulp1 proteázou značenou His kotvou, která neštěpí rozpoznáváním určité 

aminokyselinové sekvence, ale štěpí velmi specificky rozpoznáváním terciární struktury Smt3 

[72] (kapitola 3.8.12.). Štěpené frakce byly ve stejném pořadí postupně pipetovány do jamek 

označených 2, 4, 6 a 8 pro kontrolu proteolytického štěpení. Ve frakci o elučním objemu 10 ml 

se nacházelo zanedbatelné množství nsp13 a v ostatních frakcích došlo viditelně ke změně 

mobility nsp13. 

Nsp13 bylo následně možné oddělit od Ulp1 proteasy a Smt3 proteinu afinitní chromatografií 

s použitím Ni-NTA agarosy, protože nsp13 po štěpení nebyl značen His kotvou, na rozdíl od 

Smt3 a Ulp1 proteasy. Nsp13 se nacházel v nenavázané frakci, následně byl koncentrován na 

přibližně 1 mg/ml (absorbance při 280 nm byla rovna 1,04, použitý absorpční koeficient byl  



67160 M-1·cm-1 (vypočtený programem ProtParam), vypočtená molekulová hmotnost proteinu 

byla 66,854 kDa) a byl uložen do mrazáku při -80 °C. Byl získán 1 ml roztoku nsp13 o 

koncentraci 1 mg/ml a výtěžek činil 1 mg na 4 litry kultury. 

 


