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Na strané 39 je tabulka ¢. 1 nahrazena touto tabulkou:

Tabulka €. 1: Priprava vzorki pro SDS-PAGE.

Typ vzorku Redéni Objem odebraného | Objem deonizované Objem Odebrany objem Hmotnost
vzorku [pl] vody [ul] vzorkového [pl] proteinu v jamce
pufru [ul] [ug]
Bunky E. coli pted 8x 10 20 50 10 neurceno
indukci IPTG
Bunky E. coli po 8x 10 20 50 10 neuréeno
indukci IPTG
Cytosolarni frakce 4x 10 20 10 10 neurceno
bunék E. coli
Protein EcDOS po 1,3x 30 0 10 10 neurceno
afinitni chromatografii
Finalni preparéat 20x 0,2 2,7 1,1 2 0,34
proteinu EcDOS 8x 1 43 27 5 213
4x 3 5 4 10 8,5




Na strané€ 45 je popisek obrazku €. 11 nahrazen timto popiskem:

Obrazek ¢. 1: Analyza vzorki odebranych béhem exprese a izolace proteinu EcDOS pomoci
SDS-PAGE. Detaily vizte kapitola 3.3.6, tabulka ¢. 1, strana ¢. 39.
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Standard Precision Plus Proteintm Standards, 10 pl

: Buiiky E. coli pted indukci exprese proteinu pomoci IPTG, 8x fedéno, 10 pl
: Buniky E. coli po indukci exprese proteinu pomoci IPTG, 8x fedéno, 10 ul

: Cytosolarni frakce bunék E. coli, 4x fedéno, 10 pl

: Protein EcDOS po afinitni chromatografii, 1,3x fedéno, 10 ul

: Finalni preparat proteinu £cDOS, 8x fedéno, 2,13 ug, 5Sul

: Finalni preparat proteinu £cDOS, 4x fedéno, 8,5 ug, 10 ul

: Findlni preparat proteinu EcDOS, 20x fedéno, 0,34 ng, 2 ul



Na strané 47 je obrazek ¢. 12 nahrazen takto:
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Obrazek ¢. 2: Chromatogram preparatu obsahujiciho protein EcDOS analyzovany pomoci
metody gelové chromatografie. Byla métfena absorbance pii 280 nm pomoci spektrofotometru a byly
jimany frakce, které obsahovaly finalni preparat proteinu EcDOS v intervalu elu¢nich objema 10,5 az
14 ml (zndzornén modrymi ¢arami). Detailni podminky analyzy vizte kapitola 3.3.4.



Na stran¢ 48 je obrazek ¢. 13 nahrazen takto:
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Obrazek €. 3: HPLC analyza inkubacénich smési proteinu EcDOS siontem Zeleza hemu
v oxidovaném stavu [Fe(IlI)] za tucelem stanoveni jeho enzymové aktivity. Modra kiivka
1 znazornuje analyzu c-di-GMP z kontrolni reakce, kterd obsahovala pouze substrat bez enzymu.
Sediva kfivka 2 piedstavuje kontrolni reakci, ktera obsahovala pouze enzym EcDOS s iontem Zeleza
hemu v oxidovaném stavu [Fe(II)] bez substratu. Oranzova kiivka 3 znazornuje produkt enzymové
reakce, 1-di-GMP, ktery vznikl inkubaci smési obsahujici EcDOS s iontem zeleza hemu v oxidovaném
stavu [Fe(III)] a substrat ¢c-di-GMP.



Na strané 49 je obrazek ¢. 14 nahrazen takto:

100 +

90 -

80 A

70 ~

60 -

50 A

40 -

30 ~

Absorbance pii 254 nm [AU]

N I\

0 - = T T - T T ]
0 5 10 15 20 25 30

Elu¢ni objem [ml]

Obrazek ¢. 4: HPLC analyza inkubacnich smési proteinu EcDOS siontem Zeleza hemu
v redukovaném stavu [Fe(I)] za ucelem stanoveni jeho enzymové aktivity. Modra
kfivka 4 znazoruje c-di-GMP z kontrolni reakci, ktera obsahovala pouze substrat bez enzymu. Sediva
ktivka 5 pfedstavuje kontrolni reakci, ktera obsahovala pouze enzym EcDOS s iontem Zeleza hemu
v redukovaném stavu [Fe(Il)] bez substratu. Oranzova kiivka 6 znazornuje produkt enzymové reakce,
1-di-GMP, ktery vznikl inkubaci smési obsahujici EcDOS s iontem Zeleza hemu v redukovaném stavu
[Fe(ID)] a substrat c-di-GMP.



Na strané 50 je obrazek €. 15 nahrazen takto:
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Obrazek €. 5: HPLC analyza inkubac¢nich smési proteinu EcDOS v jeho redukované formé
za ucelem testovani vlivu potenciilniho inhibitoru Artesunate na enzymovou aktivitu EcDOS.
Modra kiivka 1 predstavuje analyzu c-di-GMP z kontrolni reakce. Cervena kiivka 7 znazoriuje
kontrolni reakci obsahujici EcDOS s iontem zeleza hemu v redukovaném stavu [Fe(Il)], substrat
reakce c-di-GMP a rozpoustédlo DMSO. Tmave zelena kiivka 8 piedstavuje £cDOS s iontem Zeleza
hemu v redukovaném stavu [Fe(II)], substrat reakce c-di-GMP a potencidlni inhibitor Artesunate
rozpustény v DMSO o vysledné koncentraci 100 puM. Svétle zelend kiivka 9 znazornuje totéz jako
tmaveé zelena kiivka, liSi se pouze ve vysledné koncentraci inhibitoru Artesunate rozpusténého
v DMSO, ktera je 50 uM.



Na strané 51 je obrazek €. 16 nahrazen takto:
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Obrazek €. 6: HPLC analyza inkubacnich smési proteinu EcDOS v jeho redukované formé
za ucelem testovani vlivu potencialniho inhibitoru MSU-39446 (HC106) na enzymovou aktivitu
EcDOS. Modra kiivka 1 pfedstavuje analyzu c-di-GMP z kontrolni reakce. Cervena kiivka 10
znazoriiuje kontrolni reakci obsahujici EcDOS s iontem Zeleza hemu v redukovaném stavu [Fe(I)],
substrat reakce c-di-GMP a rozpoustédlo DMSO. Tmaveé rtzova kiivka 11 predstavuje EcDOS
s iontem Zeleza hemu v redukovaném stavu [Fe(Il)], substrat reakce c¢-di-GMP a potencialni inhibitor
MSU-39446 (HC106) rozpustény v DMSO o vysledné koncentraci 100 uM. Svétle rizova kiivka 12
znazoriiuje totéz jako tmave rtizova kiivka, lisi se pouze ve vysledné koncentraci inhibitoru MSU-

39446 (HC106) rozpustén¢ho v DMSO, ktera je 50 uM.




Na strané 52 je obrazek ¢. 17 nahrazen takto:
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Obrazek ¢. 7: HPLC analyza inkubacnich smési proteinu EcDOS v jeho oxidované formé
za uCelem testovani vlivu potencialnich inhibitori Artesunate a MSU-39446 (HC106)
na enzymovou aktivitu EcDOS. Modra kiivka 1 znazoriiuje analyzu c-di-GMP z kontrolni reakce.
Tmavé zelend kiivka 13 predstavuje EcDOS siontem Zeleza hemu v oxidovaném stavu [Fe(Il)],
substrat reakce c-di-GMP a potencialni inhibitor Artesunate rozpusttny v DMSO o vysledné
koncentraci 100 uM. Tmavé rizova kiivka 14 zndzornuje totéz jako tmavé zelena kiivka, lisi se
v pouzitém inhibitoru, kterym byl MSU-39446 (HC106) rozpustény v DMSO o vysledné koncentraci
100 puM.
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