Abstrakt

K Uspésnému pfijimani potravy je pro hematofagni organismy nezbytna piitomnost
antihemostatickych molekul mezi které patii vasodilatacni, antikoagula¢ni molekuly a
apyrazy. Prestoze zastupci Celedi Diplozoidae (Heteronchoinea) saji krev na zabrach ryb,

zadné podobné latky blokujici hostitelskou hemostazu, u nich nebyly dosud identifikovany.

Cilem této prace proto byla charakterizace molekul s potencionalni antikoagulaéni
aktivitou v homogenatu a exkreéné/sekrecnich produktech (ESP) zastupcu éeledi Diplozoidae.
Dale pak provést bioinformatickou analyzu sekvenci ziskanych v transkriptomovém projektu
Eudiplozoon nipponicum a vybrané proteiny (proteinové domény) ziskat v rekombinantni
podobg.

Inhibi¢ni aktivita v ESP a homogenatech métena proti koagulaénim faktortim Ila a Xa
spolu s jejich fluorogennimi substraty byla prokazana pouze v jednou piipadé z péti méfeni.

Z 2 transkriptomového projektli jsme vyclenily tfi skupiny inhibitorti serinovych
proteaz — annexiny, serpiny, Kunitz-type protein, které by mohly patfit mezi kandidaty na
inhibitory koagula¢ni kaskady. Praci jsme zaméfili na inhibitory Kunitz typu, které se
vyznacuji pfitomnosti vysoce konzervované doménu odpovidajici za inhibici. Samotnou
Kunitz doménu z vybraného proteinu jsme se ndsledné pokusili exprimovat v rekombinanti
form¢ v Escherichia coli a Pichia pastoris. Vysledny protein mél slouzit k otestovani jeho
mozné inhibi¢ni aktivity proti koagula¢nim faktorim. Kunitz doménu v rekombinanti formé

se nam vSak nepodaftila exprimovat.
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