Errata

1) Strana 8, obrazek 1., pfidany ¢eské popisky
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2) Strana 12, obrazek 6., pridany ¢eské popisky

Korist (hmyz atd...)
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3) Strana 16., obrazky 10 a 11, upravena legenda

Obrézek 10 Zavislost relativni aktivity nepenthesinti na pH mérfena pfi 37 °C po dobu (A) 7 dni a (B)
30 dnu pfi raznych hodnotach pH. Cerna: tekutina z lé¢ky, svétle Seda: nepenthesin I, tmavé $eda:
nepenthesin I, transparentni: pepsin A. (C) pH stabilita nepenthesini.- aktivita byla méfena na
kyselinou denaturovaném hemoglobinu pfi riznych hodnotach pH a pfi teploté 37 °C. -o- nepenthesin
I; -- nepenthesin II; - A - tekutina z l4Cky %,

Obrazek 11. Srovnani teplotni stability nepenthesin( a pepsinu a teplotni optimum a stabilita
nepenthesinl. Zavislost relativni aktivity nepenthesinu na inkubacni teploté pfi pH 3 po dobu (A) 7 dnii
a (B) 30 dna. Cerna: tekutina z lacky, svétle Seda: nepenthesin I, tmavé $eda: nepenthesin I,
transparentni: pepsin A. (C) Teplotni optimum nepenthesint méreno za riznych teplot pfi pH 3,0. (D)
Aktivita byla mérena pri teploté 37 °C po 1h inkubaci vzorku pfi riznych teplotach a pH 3,0. -o-
nepenthesin I; -- nepenthesin II; - A - tekutina z lacky *.

4) Strana 29, druhy odstavec, metoda 4.12, chybné uvedeny postup

Isolovana inklusni téliska o pfiblizné hmotnosti 1 g (namokro) byla rozpusténa
v 1. renaturaénim pufru, nasledné bylo pH roztoku upraveno 10M NaOH na hodnotu 10,5 a
objem byl doplnén destilovanou vodou na 1 I.

by mélo byt nahrazeno

Isolovana inklusni téliska o pfiblizné hmotnosti 1 g (namokro) byla rozpusténa v 1 litru
1. renaturacniho pufru.

5) Strana 29, kapitola 4.12, - neni na konci popsana ultrafiltrace

Po posledni dialyze byl roztok o objemu 1,51 nalit do ultrafiliraCni cely s membranou o
nominalni propustnosti 30 kDa. Poté byl do cely vpustén dusik pod tlakem 0,2 MPa. Roztok
proteinu byl do cely pribézné doplfiovan, dokud konecny objem retenatu nedosahl 50 ml.
Potom byl retenat odebran injekéni stfikackou, pfesunut do centrifugacni kyvety a odstfedén
pfi 24000xg za uCelem odstranéni precipitatu.

6) Strana 31, obrazek 13., upravena legenda

Obrézek 12. Agarozova elektroforéza restrikCniho Stépeni plasmidu pET21a. (A) tfi kolonie vybrané u
minipreparativni izolace a (B) nasledna maxipreparativni izolace klonu ¢C. 2 (vzorek oznacen V). M
oznacuje standard délek fragmenti DNA. Stépeni bylo provadéno restriktasami Hindlll a Ndel.



7) Strana 32, obrazek 14., upravena legenda

Obrazek 13. Analyza produkce proteinu v autoindukénich médiich pomoci SDS-PAGE (A) (ZYP-0,8G a
P-0,5G) za riznych teplot (28 a 37 °C) a koncentraci IPTG (I — 0,5 mM; Il — 1 mM). (B) SDS-PAGE
analyza z produkce proteinu v LB médiu za riznych teplot a koncentraci induktoru, znaceni je stejné
jako na obrazku A. M oznaluje standard molekulovych hmotnosti proteint. Protein byl vizualizovan
pomoci CBB-R250.Sipka oznaduje pozici nepenthesinu.

8) Strana 33, obrazek 15., upravena legenda

Obrazek 14. SDS-PAGE analyza produkce nepenthesinu v burikach C41, C43 a Gold v LB, 2YT,
minimalnim a autoindukénim ZYP-0,8G mediu. Kromé produkce v minimalnim médiu, provadéné pfi
28 °C, vse inkubovano pfi 37 °C. I a Il znaci 0,56 a 1 mM koncentraci IPTG. M oznacluje standard
molekulovych hmotnosti proteint. + a - oznacuji indukované a neindukované bunécné kultury. Protein
byl vizualizovan pomoci CBB-R250. Sipka oznadéuje pozici nepenthesinu.

9) Strana 33, obrazek 16., upravena legenda

Obrazek 15. SDS-PAGE analyza bunééného obsahu z kontrolni produkce nepenthesinu | v burikach
C41 s (%) a bez (-) induktoru. M oznacuje standard molekulovych hmotnosti proteini. Protein byl
vizualizovan pomoci CBB-R250. Sipka oznacuje pozici nepenthesinu.

10)  Strana 33, obrazek 17., upravena legenda

Obrazek 16. SDS-PAGE analyza bunééného obsahu ze ¢ty produkci s rznymi koncentracemi IPTG
(mM) v médiu — vyznaceno nad jednotlivymi drahami. M oznacuje standard molekulovych hmotnosti
proteint. Protein byl vizualizovan pomoci CBB-R250. Sipka oznacuje pozici nepenthesinu.

11)  Strana 34, obrazek 18., upravena legenda

Obrazek 17. SDS-PAGE analyza produkce a izolace inkluznich télisek z bunék E.coli C41. 1 — buriky
pred indukci, 2 — po produkci, 3 — v sachar6zovém pufru, 4 — tritbnovém pufru, 5 — promyvacim pufru.
(a) — pelet, (b) — supernatant. M oznacuje standard molekulovych hmotnosti proteint. Protein byl
vizualizovan pomoci CBB-R250.

12)  Strana 34, obrazek 19., upravena legenda

Obrézek 18. SDS-PAGE analyza prubéhu renaturace proteinu. Vzorky z dialyzalnich trubic byly
naneseny na gel v redukujicim (100 mM DTT) a neredukujicim vzorkovém pufru. 1 — 8M mocovina,
300 mM BME, 2 — 50 mM Tris-HCI pH 10, 3 — 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 4 — 50 mM fosfatovy pufr
pH 7,5. M oznacuje standard molekulovych hmotnosti proteint. Protein byl vizualizovan pomoci CBB-
R250.



13)  Strana 35, obrazek 20., upravena legenda, popsany osy
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Obrazek 20. Kalibracni kfivka pro stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA. Graf zavislosti
absorbance pri vinové délce 562 nm na koncentraci myoglobinu ve vzorku. Rovnice pro kalibracni
kfivku poslouzila pro vypocet koncentrace nepenthesinu v roztoku.

14)  strana 35, obrazek 21., upravena legenda, popsany osy
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Obrazek 21. Kalibraéni kfivka pro stanoveni aktivity nepenthesinu. Graf zavislosti absorbance pfi
vinové délce 280 nm na koncentraci pepsinu ve vzorku. Rovnice kalibracni kfivky byla vyuZita pro
uréeni mnoZstvi pepsinu odpovidajiciho aktivité izolovaného nepenthesinu |I.



15)  Strana 37 obrazek 23B, Spatné uvedené hmotnostni spektrum

stavajici spektrum v panelu B
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16) Strana 37, obrazek 24., upravena legenda

Obrazek 24. Analyza prubéhu aktivace a aktivity nepenthesinu pomoci SDS-PAGE. N - neaktivovany
proenzym v neredukujicim a Nprr - redukujicim prostfedi. aN - aktivovany nepenthesin v neredukujicim
a aNprr - redukujicim prostfedi. N+Mb - neaktivovany proenzym po desetiminutové inkubaci se
substratem, aN+Mb - aktivovany nepenthesin po desetiminutové inkubaci s myoglobinem, Mb -
myoglobin. aNsm,i, — nepenthesin | po pétiminutové aktivaci v kyselém prostfedi. M oznacuje standard
molekulovych hmotnosti proteind. Protein byl vizualizovan dusi¢nanem stribrnym.



