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Abstrakt

Intracelularni proteolyza krevnich proteinl je zasadnim fyziologickym procesem u klistat. U klistéte Ixodes ricinus
jsou cysteinové peptidasy, katepsiny B a L, sou€asti multi-peptidasového komplexu stfev. Tato diplomova prace
se zabyva pfipravou rekombinatnich prokatepsind B a L a charakteristikou funkénich a biochemickych vlastnosti
katepsinl B a L. Po expresi prokatepsin B a L vE. coli a jejich purifikaci z inkluznich télisek afinitni
chromatografii se hledala zakladni strategie, ktera by umoznila dosahnout uspé&sného refoldingu. Vhodnym typem
refoldingu se ukazal pro oba studované prokatepsiny “bazicky“ refolding. Oba prokatepsiny byly auto-aktivovany
v kyselém prostfedi pH 4,0; katepsin B (nikoli katepsin L) také pfi pH 5,5. Byla uréena zavislost aktivity na pH,
substratova a inhibi¢ni specificita. Optimalni pH pro hydrolytickou aktivitu katepsind B a L byla v rozmezi 4,5 — 5,5
a 3,0 — 3,5. Oba enzymy byly blokovany skupinovym inhibitorem cysteinovych peptidas a kazdy z nich
specifickym inhibitorem navrzenym pro savéi katepsiny B a L. Vysledky této diplomové prace ukazuji, ze
katepsiny B a L produkované ve stfevé klistéte I. Ricinus vykazuji vyraznou exo- resp. endo-petidasovou aktivitu,
coz potvrzuje jejich pfedpokladanou Ulohu v proteolytické kaskadé degradace proteind z krve hostitele. Tyto

proteiny predstavuji potencialni antigeny pfi vyvoji vakciny zabrariujici sani klistéte a patogen(.



