Abstrakt

Monogenea z Celedi Diplozoidae (podtiida Heteronchoinea) jsou krevsajici ektoparaziti
nachazejici se na zabrach kaprovitych ryb. Traveni krve u diplozoida probiha intracelularné
v lysozomalnim cyklu bunék gastrodermis stfeva za pfitomnosti peptidaz parazita. Avsak
informace o zptisobu traveni krve u této skupiny pochdzely dosud pouze z ultrastrukturdlnich a
histochemickych analyz. Proto jsem se v této praci zaméfila na biochemickou a molekularni
charakteristiku vybranych bioaktivnich molekul, které by se mohly podilet na zpracovani krve
dospélci Eudiplozoon nipponicum, a to konkrétné na cysteinové peptidazy typu katepsint L a

B, aspartické peptidazy typu katepsinu D a na inhibitory serinovych peptidaz Kunitzova typu.

V homogenatech a exkre¢né/sekrecnich (E/S) produktech dospélct E. nipponicum
dominovala aktivita cysteinovych peptidaz typu katepsinu L, ndsledovana aktivitou
aspartickych peptidaz typu katepsinu D a minoritnim podilem aktivity katepsini B.
Hemoglobinolytickd aktivita téchto vzorkli byla kompletné¢ zablokovana inhibitory
jmenovanych typa peptidaz. V transkriptomu dospélcti E. nipponicum byly objeveny
transkripty kodujici 10 katepsinii L a pouze 1 katepsin B. Primarni struktury kodovanych
enzymu byly bioinformaticky a fylogeneticky porovnany. Dva abundantni katepsiny L (EnCL1,
EnCL3) byly exprimovany v expresnich systémech P. pastoris/E. coli a nasledné biochemicky
a funkéné charakterizovany. Oba enzymy byly lokalizovany uvniti travicich bunék, ale i
v lumen stfeva dospélého Cerva. Vysledky tedy odhalily pravdépodobnou extracelularni fazi
traveni krve u E. nipponicum a zéroven piitomnost Siroké Skaly katepsini L s rozdilnymi

strukturnimi vlastnostmi a pravdépodobné 1 funkcemi.

Vedle peptidaz ucastnicich se degradace piijatych krevnich proteini potiebuji krevsajici
paraziti také bioaktivni molekuly zabranujici srazeni nasdvané krve. K regulaci hemostazy
vyuzivaji Casto inhibitory serinovych peptidaz ticastnicich se koagulacni kaskady. Mezi né patii
napfi. inhibitory Kunitzova typu nalezené i v transkriptomu dospélct E. nipponicum. Jeden z
nich (nazvany EnKT1) byl vybran pro heterologni expresi v systému E. coli. Rekombinantni
EnKTI1 inhiboval peptidolytickou aktivitu lidského faktoru Xa, plazminu a plazmového
kallikreinu in vitro. Jeho antikoagulacni aktivita zalozend na inhibici faktoru Xa byla potvrzena
tromboelastograficky in vitro. Navzdory schopnosti inhibovat plazmin nebyl prokézan jeho vliv

na fibrinolyzu. Na druhou stranu EnKT1 efektivné blokoval cytolytickou aktivitu rybiho



komplementu in vitro. Pomoci metod in situ hybridizace a imunohistochemie se podaftilo
EnKT]1 lokalizovat uvnitt travicich bunék parazita. Protein ma sekrecni signalni sekvenci a byl
detekovan v E/S produktech parazita. Na zékladé uvedenych vlastnosti se 1ze domnivat, ze
EnKT1 funguje jako bifunk¢ni inhibitor blokujici koagulaci pfijaté krve ve stfevé parazita a
zéaroven chranici buiikky gastrodermis pfed utokem komplementu. Jednd se o prvni Kunitz
protein parazitarniho ptivodu s prokdzanym inhibi¢nim t¢inkem na komplementovou kaskadu

v krvi hostitele.



