Opravny listek bakalarské prace (FrantiSek DiviS: Studium proteinové struktury a
interakei s vyuZzitim nekanonickych aminokyselin a strukturné-funkéni proteomiky
(model: lidsky kalmodulin)), Praha 2025

1. Strana 33, oddil 5.10; Sitovaci experiment CaM LB s ¢inidly DSS a DSG a jeho
interakce s dAC, oba odstavce
Pouze ke vzorkiim, které byly ur€eny na SDS-PAGE s ¢inidlem DSS/DSG byl piidan
ethanolamin (f.c. 0,4 uM), ktery spotieboval zbyvajici nadbytecné ¢inidlo. Prehled
reakénich smési udava Tab. 6.

Druha polovina experimentu si dala za cil srovnat vznik rizné dlouhach crosslinku
pouZzitim dvou riiznych ¢&inidel, DSG (7,7 A) a DSS (11,4 A). Tentokrat byla
koncentrace CaM LB vsude stejnd (40 uM), stejné jako koncentrace zesitovacich
¢inidel (200 uM). Zesitovani bylo ukonceno ptidanim ethanolaminu (f. c. 0,4 pM) ke
vzorkiim uréenym pro nPAGE i SDS-PAGE.

Oprava:

Pouze ke vzorklim, které byly uréeny na SDS-PAGE s ¢inidlem DSS/DSG byl ptfidan
ethanolamin (f.c. 0,4 mM), ktery spotifeboval zbyvajici nadbytecné cinidlo. Ptehled
reakénich smési udava Tab. 6.

Druhd polovina experimentu si dala za cil porovnat intenzitu vzniklych produkti
zesiténi pouZitim dvou riiznych &inidel, DSG (7,7 A) a DSS (11,4 A) s riazng
dlouhym raménkem (spojnici reaktivnich skupin). Tentokrat byla koncentrace CaM
LB vSude stejna (40 uM), stejné jako koncentrace zesitovacich Cinidel (200 puM).
Zesitovani bylo ukonéeno ptfidanim ethanolaminu (f. ¢. 0,4 mM) ke vzorkim urenym
pro nPAGE 1 SDS-PAGE.

2. Strana 34, oddil 5.10; Sitovaci experiment CaM LB s ¢inidly DSS a DSG a jeho
interakce s dAC, Tab. 8

Reakéni smés | Ca/Na* Zesitovaci dAC (molarni pomér ku CaM

¢inidlo LB)

N Na* - Ne

O Ca** - Ne

P Na* DSS Ne

Q Ca** DSS Ne

R Na* DSG Ne

S Ca®* DSG Ne

T Ca®* DSG Ano (2:1)

U Ca®* DSS Ano (2:1)

\Y% Na* DSS Ano (2:1)




Oprava:

z , 4 r 14 b4
Reakéni smés | Ca2*/Na* Zevsoltoovau dAC (molarni pomér ku CaM

Cinidlo LB)
N Na' - Ne
) Ca* - Ne
P Na* DSS Ne
Q Ca* DSS Ne
R Na* DSG Ne
S Ca* DSG Ne

T Ca®* DSG Ano (1:1)

U Ca®* DSS Ano (1:1)

\Y% Na" DSS Ano (1:1)

3. Strana 49, oddil 6.10 Sitovaci experiment CaM LB a jeho interakce s dAC,
treti odstavec

Zasobni roztok DSS v DMSO mél koncentraci 2 mM. Ke 20 pl reakénich smési byly
ptidany 2 pl roztoku DSS (f.c. 200 uM), nebo 1 pl (f.c. 100 uM).

Oprava:

Zasobni roztok DSS v DMSO mél koncentraci 20 mM, ktery byl desetkrat Fedény
do HEPES pufru s NaCl na koncentraci 2 mM. Ke 20 pl reakénich smési byly
pfidany 2 pl roztoku 2mM DSS (f.c. 200 uM), nebo 1 pl (f.c. 100 uM).

4. Strana 51 a 52, oddil 6.10 Sitovaci experiment CaM LB a jeho interakce s dAC,
paty odstavec

Po dvacetiminutové inkubaci pii teploté 37 °C byly vzorky rozdéleny po 20 ul objemu
a k nékterym byl pfidan vzorek DSS nebo DSG (1 pl zasobniho 4 mM roztoku v
DMSO, f. c. 200 uM), v nékterych ptipadech 1 diive charakterizovany preparat dAC,
vZdy do zhruba dvoumolarniho piebytku proti proteinu (tedy 4 ul preparatu ke
20 pl smési, f. c. priblizné 40 pM).

Oprava:

Po dvacetiminutové inkubaci pti teploté 37 °C byly vzorky rozdéleny po 20 ul objemu
a k nékterym byl pridan vzorek DSS (1 pl 4 mM roztoku DSS v HEPES pufru s
NaCl, jiz pétkrat fedéného ze zasobniho 20 mM roztoku v DMSO, f. ¢. 200 uM)
nebo DSG (1 pul 4 mM roztoku v HEPES pufru s NaCl, jiz desetkrat fedéného ze
zasobniho 40mM roztoku v DMSO, f. ¢. 200 unM), v nékterych piipadech i diive



charakterizovany preparat dAC, vZdy do zhruba ekvivalentniho molarniho mnoZzstvi
proti proteinu (tedy 4 pl preparatu ke 20 pl smési, f. c. priblizné 40 pM).



