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1. Oprava pfipon enzymu z -dza na -asa

Str. 8 — zkratky polymerasova fetézova reakce a RNA-dependentni RNA polymerasa

Str. 12, kapitola 1.2.3., prvni odstavec — ...S§tépeni cysteinovou proteasou kathepsinem L.
Str. 15, kapitola 1.3.2., druhy odstavec — ...ve stimulaci polymerasové aktivity [38].

Str. 16, kapitola 1.3.2., posledni odstavec — ...a N7-methyltransferasovou na C-konci...

Str. 17, kapitola 1.4., posledni odstavec — ...a RNA 5’-trifosfatasova aktivita maji stejné
misto.

Str. 20, kapitola 1.4.4., tieti odstavec — ...ale i na proteasy nsp3, nsp5 a také na receptor...
Str. 27, kapitola 3.6. — Primery pouzité pro polymerasovou fetézovou reakci

Str. 28, kapitola 3.8.1., druhy odstavec — ...a Phusion™ High-Fidelity DNA polymerasa, byl
do reakce...

Str. 37, kapitola 4.2., prvni odstavec — ...byly §tépény Ulp1 proteasou znacenou...

2. Oprava prekladu ,,colony PCR* na koloniova PCR

Str. 6, obsah — 3.8.4. Koloniova polymerasova fetézova reakce

Str. 29 — nadpis: Koloniova polymerasova fetézova reakce

Str. 29, kapitola 3.8.4., prvni odstavec — ...byla provedena koloniovéa PCR...

Str. 35. kapitola 4.1., prvni odstavec — ... zjiS§téna pomoci koloniové PCR (Obr. 4.2)...
Str. 35. popis Obr. 4.2 — Agarosova elektroforéza produkti koloniové PCR...

Str. 39, kapitola 5., druhy odstavec — Koloniova PCR a Sangerova sekvenace...



3. Oprava popisu obrazku 4.5 na strané 37
Spatné:

Obr. 4.5: Zavislost absorbance na elu¢nim objemu pii gelové permeacni chromatografii
(kolona Superdex 75 Increase 10/300 GL, pritok 0,4 ml/min, teplota 8 °C, slozeni mobilni
faze: 400 mM NaCl, 30 mM Tris-HCl (pH 8,0), 3 mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol).

Spravné:

Obr. 4.5: Zavislost absorbanci pti vinovych délkach 260 nm (Cervena kiivka) a 280 nm (modra
ktivka) na elu¢nim objemu pii gelové permeacni chromatografii (kolona Superdex 75 Increase
10/300 GL, prutok 0,4 ml/min, teplota 8 °C, slozeni mobilni faze: 400 mM NaCl, 30 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 3 mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol). Frakce byly jimany po 1 ml od
okamziku nasttiku vzorku na kolonu.

4. Oprava obrazku 4.6 na strané 37
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Obr. 4.6: SDS PAGE v 10% polyakrylamidovém gelu. Mw oznacuje standard PageRuler™
Prestained Protein Ladder s oznacenymi hodnotami molekulové hmotnosti v kDa; 1-neStépena
frakce 7 ml; 2-§tépend frakce 7 ml; 3-nestépena frakce 8 ml; 4-§t€pend frakce 8 ml; 5-nestépena
frakce 9 ml; 6-Stépend frakce 9 ml; 7-nesStépend frakce 10 ml; 8-§tépena frakce 10 ml.

5. Oprava textu na stranach 36,37 a 38

Spatné:

Soucasné¢ byla méfena ptibliznd koncentrace nsp13 métenim absorbance pii 280 nm v piistroji
Spectrophotometer ND-1000. Koncentrace proteinti v 1. frakei byla 2,06 mg/ml a ve 2. frakci
0,86 mg/ml. Frakce byly poté zbaveny imidazolu pomoci dialyzy, zakoncentrovany na 5 mg/ml

a byly dale purifikovany gelovou permeacni chromatografii (kolona Superdex 75 Increase



10/300 GL) na pfistroji AKTA purifier 10 (kapitola 3.8.11). Eluéni profil gelové permeacni

chromatografie je na Obr. 4.5 na str. 36.

Frakce o elu¢nim objemu 7 ml, 8 ml, 9 ml a 10 ml byly $tépeny Ulp1 protedzou znac¢enou His
kotvou, ktera nesStépi rozpoznavanim urcité aminokyselinové sekvence, ale Stépi velmi
specificky rozpoznavanim terciarni struktury Smt3 [72]. Pfitomnost nspl3 ve frakci byla
zjisténa pomoci SDS PAGE, kde jsme pro kazdou frakci pipetovali vedle sebe Cast frakce bez
Ulpl proteasy a ¢ast frakce Stépenou Ulpl proteasou (Obr. 4.6, str. 37). Ve frakci o elu¢nim
objemu 10 ml se nachédzelo zanedbatelné mnozstvi nsp13 a v ostatnich frakcich doslo viditeln¢

k posunu pruhu obsahujici nsp13.

Nsp13 bylo nasledné mozné oddélit od Ulpl proteasy a Smt3 proteinu afinitni chromatografii
s pouzitim Ni-NTA agarosy, protoze nsp13 po s$té€peni nebyl znac¢en His kotvou, na rozdil od
Smt3 a Ulpl proteasy. Nsp13 se nachédzel v nenavazané frakci, nasledné byl zakoncentrovan
na piiblizné 1 mg/ml a uloZen do mrazaku pii do -80 °C. Vytézek ¢inil 1 mg na litr kultury.
Spravné:

Soucasné byla métena ptiblizna koncentrace nsp13 méfenim absorbance pti vinové délce 280
nm v piistroji Spectrophotometer ND-1000. Koncentrace proteini v 1. frakci byla 2,06

mg/ml a ve 2. frakci 0,86 mg/ml (absorbance 1. frakce pti 280 nm byla 1,82 a 2. frakce 0,76,
pouzity absorpéni koeficient byl 70140 M'-cm™ (vypoéteny programem ProtParam),
vypoctena molekulova hmotnost proteinu byla 79,530 kDa). Frakce byly poté zbaveny
imidazolu pomoci dialyzy (kapitola 3.8.10), koncentrovany na hodnotu absorbance pfi vinové
délce 280 nm 4,3 (pfiblizn€é 5 mg/ml proteinu) a byly dale purifikovany gelovou permeacni
chromatografii (kolona Superdex 75 Increase 10/300 GL) na piistroji AKTA purifier 10.
Béhem chromatografie byla méfena absorbance pti 280 nm a protoZe nsp13 miize vazat
nukleové kyseliny, byla métena absorbance 1 pii 260 nm. Elu¢ni profil je znazornén na Obr.

4.5 na str. 36. Frakce byly jimény po 1 ml od nasttiku vzorku na kolonu.

Frakce o elu¢nim objemu 7 ml, 8 ml, 9 ml a 10 ml byly analyzovany pomoci SDS PAGE (Obr.
4.6, str. 37), kde se nachazi jednotlivé frakce postupné ve drahach 1, 3, 5 a 7. Tyto frakce byly
nasledné Stépeny Ulpl protedzou znacenou His kotvou, kterd nestépi rozpoznavanim urcité
aminokyselinové sekvence, ale §tépi velmi specificky rozpoznavanim terciarni struktury Smt3
[72] (kapitola 3.8.12.). Sté&pené frakce byly ve stejném potadi postupné pipetovany do jamek
oznacenych 2, 4, 6 a 8 pro kontrolu proteolytického §tépeni. Ve frakci o eluénim objemu 10 ml
se nachazelo zanedbatelné mnozstvi nsp13 a v ostatnich frakcich doslo viditeln¢ ke zméné

mobility nsp13.

Nsp13 bylo nésledné mozné oddélit od Ulpl proteasy a Smt3 proteinu afinitni chromatografii
s pouzitim Ni-NTA agarosy, protoZe nsp13 po Stépeni nebyl znacen His kotvou, na rozdil od
Smt3 a Ulpl proteasy. Nsp13 se nachéazel v nenavazané frakci, nasledné byl koncentrovan na

pfiblizné 1 mg/ml (absorbance pti 280 nm byla rovna 1,04, pouzity absorp¢ni koeficient byl



67160 M'-cm™ (vypoéteny programem ProtParam), vypoétena molekulova hmotnost proteinu
byla 66,854 kDa) a byl ulozen do mrazéku pti -80 °C. Byl ziskdn 1 ml roztoku nsp13 o

koncentraci 1 mg/ml a vytézek €inil 1 mg na 4 litry kultury.



