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Abstrakt

K tspéSnému pfijimani potravy je pro hematofdgni organismy nezbytna pifitomnost
antihemostatickych molekul mezi které patii vasodilatacni, antikoagulacni molekuly a
apyrazy. Piestoze 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 exkre¢né/sekre¢nich produktech (ESP) zastupcu ¢eledi Diplozoidae.
Dale pak provést bioinformatickou analyzu sekvenci ziskanych v transkriptomovém projektu
Eudiplozoon nipponicum a vybrané proteiny (proteinové domény) ziskat v rekombinantni
podobgé.

Inhibi¢ni aktivita v ESP a homogenatech méfena proti koagula¢nim faktorim Ila a Xa
spolu s jejich fluorogennimi substraty byla prokazana pouze v jednou piipadé z péti méteni.

Z 2 transkriptomového projekti jsme vyc€lenily tfi skupiny inhibitorG serinovych
proteaz — annexiny, serpiny, Kunitz-type protein, které by mohly patfit mezi kandidaty na
inhibitory koagulaéni 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 nasledné pokusili exprimovat v rekombinanti
formé& v Escherichia coli a Pichia pastoris. Vysledny protein mél slouzit k otestovani jeho
mozné inhibi¢ni aktivity proti koagulacnim faktorim. Kunitz doménu v rekombinanti formé

se nam vSak nepodafila exprimovat.

Klicova slova: koagulacni kaskdda, hemostaze, antikoagulant, trombin, faktor Xa, krev,

hematofagie, parazit, Diplozoon, Eudiplozoon, Paradiplozoon



Abstract

For the successful food intake by organisms that feed on blood is essentials presence
of antihaemostatic molecules such as vasodilators, anticoagulant molecules and apyrases.,
Although members of family Diplozoidae (Heteronchoinea) are blood-feeding parasites on
the gills of the fish, these molecules, that could disrupt host hemostasis, have not yet been
identified.

Thus, the aim of this study was to find molecules with potential anticoagulant activity
in homogenates of whole worm bodies and excretory/secretory products of the members of
family Diplozoidae. Furthermore perform bioinformatics analysis of sequences obtained from
transcriptom project of Eudiplozoon nipponicum (Heteronchoinea: Diplozoidae) and selected
proteins (protein domain) then expressed in a recombinant form.

We tested inhibitory activity in excretory-secretory products and homogenates of
members family Diplozoidae towards coagulation factors Ila and Xa and their specific
fluorogenic with 4 negative and 1 positive results.

From the results of two transcriptome analysis we discovered three protein families of
potential anticoagulants - annexins, serpins and Kunitz-domain proteins. For further analyses
we focused on the Kunitz protein family. These proteins contain one or more structurally
related active domains which are able to inhibit the function of proteases. By production of
selected recombinant Kunitz proteins and their domains in Escherichia coli and Pichia
pastoris we intend to confirm their anticoagulation activity by inhibition tests towards

coagulation factors. The recombinant Kunitz domain wasn't expressed.

Key words: coagulation cascade, hemostasis, anticoagulant, thrombin, factor Xa, blood,

haematophagy, parasite, Diplozoon, Eudiplozoon, Paradiplozoon
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AA - aminokyselina

ATB - antibiotikum

BMG - pufr pro inkubaci kvasinek P. pastoris (,,buffered minimal glycerol*)

BMM- pufr pro indukci exprese v kvasinkach P. pastoris (,,buffered minimal methanol®)
ESP — exkre¢né/sekrecni produkty

IPTG - isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid

NCBI — Narodniho centrum pro biotechnologické informace (The National Center for
Biotechnology Information)

OD - opticka denzita

PBS-T - fosfatovy pufr s 0,05 % tweenem

RE — restrikéni endonukleazy

RT - pokojova teplota (z ang. ,,room temperature*)

YPD - medium pro inkubaci kvasinek (,,yeast peptone dextrose medium®)



1. UVOD

Monogenea ¢eledi Diplozoidae jsou ektoparaziticti neodermatni plosténci s pfimym
vyvojem vazanym na vodni prostiedi. Saji krev na zabrach piedevs§im kaprovitych ryb. Ve
vysSich infekénich davkach mohou byt pro své hostitele do jisté miry patogenni, a to zejména
kvtli mechanickym poskozenim tkani, doprovazenym sekundarni infekci. Nachylnéjsi byvaji
ryby v komerénich chovech, kde je vysoka popula¢ni hustota a tim i vétsi pravdépodobnost
pfenosu monogenei (Mat&jusova et al. 2001; Reed et al. 2002). Pfi sani krve je pro
hematofagni organismy nezbytné udrzet hostitelskou krev v tekutém stavu a vyvarovat se
jejiho srazeni. Béhem evoluce si proto vyvinuly uréité mechanismy, prostiednictvim kterych
obchdzi a inhibuji hostitelskou hemostazu. PredevS§im se jedna o antikoagulacni ¢i
fibrinolytické faktory (inhibitory protedz koagulacni kaskady ¢i fibrinolytické enzymy) a
molekuly zabranujici agregaci krevnich desti¢ek. Svétovy vyzkum v této oblasti je soustfedén
prevazné na faktory krevsajicich prenasect infek¢nich onemocnéni (apyrazy a antikoagulacni
faktory komar, klistat a plostic), popiipadé€ krevsajicich helmintd, vyznamné bud’ z hlediska
patogenity (napf. inhibitory proteaz koagula¢ni kaskady u Ancylostoma sp.) ¢i vyuzitelné
z hlediska klinické mediciny (napf. antikolaguant hirudin z pijavky Hirudo medicinalis). Stale
vSak existuje celd fada skupin krevsajicich paraziti (vCetné tiidy Monogenea), u kterych
doposud antihemostaticka aktivita nebyla studovana. U zastupcti ¢. Diplozoidae neexistuji
zadné informace, které by popisovaly antikoagula¢ni ani jiné molekuly zapojené do procesii
inhibice hostitelské hemostazy. Z tohoto divodu bylo cilem mé diplomové prace objasnéni
mechanismu, kterym zastupci z ¢eledi Diplozoidae (Monogenea) inhibuji koagula¢ni kaskadu

hostitele béhem sani krve.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Hematofagie

Krev nabizi nutri¢éné bohaty a stabilni zdroj obzivy, coz vyvolalo v priabéhu evoluce u
fady organismt vznik potravni strategie — hematofagie. Dnes nalezneme krevsajici druhy ve
skupin¢ plosténci (Platyhelminthes), hlistice (Nematoda), krouzkovci (Annelida), a
nepochybné s nejvétsim zastoupenim nalezneme v ramci kmene Euarthropoda, kde se jen
z tiidy Insecta krvi zivi piiblizn€¢ 15 tisic druhi (Azar et Nel 2012). Prizplisobeni se k
hematofagnimu zptsobu zivota vyzadovalo vznik fady regulaci a mechanismi, které by
eliminovaly piekazky vzniklé s pfijmem krve. Dulezity aspekt je schopnost traveni krve
samotné a dale zneSkodnéni toxickych (mezi)produktii vznikajicich pti lyzi krevnich bunék a
traveni hemoglobinu (Dalton et al. 2003). Nemén¢ dulezité je potlaceni hemostazy, reakci
imunitniho systému hostitele a popf. i citlivosti klize v misté sani (Stark et James 1996). U
fady krevsajicich pfenasect parazitarnich a infekénich ndkaz ¢i u krevsajicich helmintt byly
popsany antihemostatické a imunomodulacni latky, které tyto organismy béhem sani krve
produkuji. Dobfe popsané jsou napt. antikoagulacni faktory a apyrazy zabranujici agregaci
trombocytt u komard Anopheles sp., pfenasect plasmodii zpusobujici malarii (Figueiredo et
onemocnéni véetné viru zluté zimnice a dengue (Oktarianti et al. 2015), u plostic ¢eledi
Reduviidae, pfenasect Trypanosoma cruzi, ptivodce Chagasovy choroby (Rocha et al. 2010),
nebo u klistat, kterd jsou schopna béhem sani §ifit celou fadu bakteridlnich, virovych i
protozoarnich nakaz (Chmelaf et al. 2012). Z fad helmintl jsou znamé inhibitory hemostazy
napf. u ankylostom pusobicich hemoragické stievni onemocnéni (Cappello et al. 1996; Del
Valle et al. 2003) nebo u pijavek (Hirudinea), kde byl mimo jiné izolovan jeden
z nejznaméjsich antikoagulanti — hirudin -z pijavky Iékaiské Hirudo medicinalis
(Markwardt, 1993). Ten je diky své silné antikoagulacni aktivité vyrabén v rekombinantni
form¢ a bézné vyuzivan v klinické mediciné (Greinacher et Lubenow 2001). U zastupcii
Ixodida, Diptera, Heteroptera a Hirudinea jsou tyto latky produkovany prostfednictvim
slinnych zlaz (Salzet, 2001), zatimco u parazitickych hlistic ¢eledi Ancylostomatidae zlazami
esofagealnimi (Jiang, Desheng et al. 2011). U krevsajicich monogenei se predpoklada
ptritomnost téchto latek ve specidlnich zlazach v hlavové ¢asti pobliz jicnu (Valigurova et.al

2011).



2.2. Hemostaza

Hemostdazou rozumime soubor obrannych mechanisma, které¢ zabraiiuji spontdnnimu
krvaceni v piipadé poskozeni kontinuity cévniho endotelu. Hemostatickd rovnovéha je
vysledkem vyvéazeného fungovani reflexni vazokonstrikce, krevnich destic¢ek a plazmatickych
Ciniteli zahrnujicich koagulacni, fibrinolyticky systém a jejich inhibitory (Subhasish et al.
2010). Krevni desticky a koagulac¢ni kaskdda plsobi a vzijemné se ovliviiuji na mnoha
mistech. Drobné cévni defekty jsou trombocyty schopny zacelit bez pomoci hemokoagulace.
Aktivuji se adhezi na obnazeny kolagen v endotelu, kde dochazi k jejich agregaci a tvorbé
provizorni trombocytové zatky. Pti rozsahlejSim poSkozeni se startuje tzv. sekundarni
agregace spojena s degranulaci krevnich desticek, pfi niz se uvolituje ADP a ATP, posilujici
rozbehnuti reakci koagulacni kaskady. Vysledkem kaskady je fibrinova sit’ zpeviiujici masu
rozpadlych desti¢ek a zachycenych cervenych krvinek, kterd vytvaii definitivni krevni
srazeninu. Trombocyty pii degranulaci zaroven uvolfiuji tromboxan a serotonin, latky
vyvolavajici vazokonstrikci a omezujici tak prutok krve (Heemskerk et al. 2002; Ruggeri et
Mendolicchio 2007). Agregaci a aktivaci trombocytli podporuji mimo jiné i trombin a

fibrinogen z koagula¢ni kaskady (Pecka, 2003).

2.2.1. Koagula¢ni kaskada

V krvi cirkuluje mnoho riiznych plazmatickych proteinti, k nimz patii 1 koagulacni
faktory a jejich inhibitory. Koagulaéni faktory se Ucastni sérii reakci vedoucich k tvorbé
trombinu a néasledné produkci nerozpustného fibrinu. Cely proces je kaskaddou proteolytickych
Stépnych reakci ve specifickych mistech peptidovych fetézeti, kde se z koagulacné
neaktivnich faktort stavaji jejich aktivované formy (Hellmann et Hawkins, 1963). Enzymem
je v této reakci aktivovany koagulacni faktor a substratem je inaktivni prekurzor jiného
koagula¢niho faktoru, stavajici se aktivnim az tehdy, kdy se jeho neaktivni ¢ast molekuly
proteolyticky odstépi. Toto Sté€peni zajisti konformacni zmény ve struktuie, které vystavi

aktivni misto enzymu (Mann 1999, Pecka, 2006).



2.2.1.1. Koagulaé¢ni faktory

Koagulacni faktory piedstavuji velkou rodinu proteini, kde ma kazdy jeji clen
specifickou pozici v koagula¢nim systému. Patii mezi plazmatické globuliny, jejichz
proenzymy se prirozen¢ vyskytuji v krevni plazmé. Vyjimku tvoii tkanovy faktor (fIII), ktery
je vazan na plazmatickou membranu. Jak uz bylo zminéno, pro svoji aktivitu vyzaduji
proteolytické Stépeni. Jediny z faktort,, ktery koluje v plazmé v aktivované podobé¢, byt
vV malém mnozstvi, je faktor VII (Pecka, 2006). Jednotlivé faktory jsou tradicné oznacovany
pomoci fimskych cislic, pricemz k aktivovanym formdm se pfipisuje pismeno ,,a“. VétSina

faktorti vykazuje enzymatickou aktivitu a fadi se mezi serinové protézy (viz tab.1).

Cislo
faktoru 5
Nazev koagula¢niho faktoru | Cislo Nazev koagula¢niho faktoru
faktoru
I Fibrinogen VI Antihemolyticky f.
1 Protrombin IX** Christmastv f.
Il Tkéanovy tromboplastin X Stuart-Prowerové f.
v Viépenaté ionty XI* PTA (plasma thrombin antecedent)
V Proakcelerin X1t Hagemanav f.
VI prokonvertin Xl Fibrin stabilizujici f.

Tab.1. koagula¢ni faktory (http://fblt.cz, upraveno)

'serinova proteaza

* vitamin K dependentni proteaza



2.2.1.2. Model hemokoagulace

K aktivaci koagula¢ni kaskady dochazi dvéma zpisoby — aktivaci tkanovym faktorem
iniciatni faze, diive vné&jSi systém) nebo kontaktem s nefyziologickymi povrchy
(amplifikacni faze, diive vnitini systém). Tyto dva mechanismy od sebe vSak nejsou striktné
oddéleny, naopak spolu v uréitych bodech reaguji, prolinaji se a vyustuji do spole¢né drahy
(propagacni faze). Setkavaji se v momenté aktivace faktoru X, odkud jednotnymi kroky
pomahaji vzniku kone¢ného produktu kaskady — fibrinové sité. Na procesech krevniho srazeni
se uplatiiuji 1 destickové fosfolipidy a Ca®* ionty, které umoznuji komplementaci a spolupraci
koagulac¢nich faktor. Vysledkem je vznik enzymovych komplexti na povrchu aktivovanych

trombocytil, jenz podmifiuje pfesné zacileni hemostizy (Heemskerk et al. 2002; Slechtova,

2007).

Kontaktni
aktivace Vlléj;i

l systém

FXI|| = FXIl,

PL
l Tkanovy faktor
FX| wepy F X, Fx
l Ca®'/PL l
FIX > FIX, ' b FVIl, e FV||
yone Ca®"/PL / | Ca?"/PL
Vnitini FViIl, FX
S a
system
FVIll —FV 4= FV

Prothrombin ==+ Thrombin
Ca?/PL

Spolecny

systém Fibrinogen = Fibrin

Ca®'/PL

Obr.1. Schéma koagula¢ni kaskady, (upraveno podle http://sbi.imim.es/web)



Inicia¢ni faze

cévniho endotelu v krevnim fecisti. Tkanovy faktor (TF ¢i FIII) je vazan v subendotelialni
tkani a za béznych fyziologickych podminek se volné v cirkulujici krvi nevyskytuje. Pii jeho
expozici se na n¢j specificky navazuje koagulacni faktor VII, ktery je pfitomen ve stopovém
mnozstvi v krvi. Touto vazbou se oba faktory aktivuji a dohromady spolu s destickovymi
fosfolipidy a Ca®* ionty vytvari komplex, tzv. vn&jsi tenazu. Vn&jsi tendza spousti dalsi kroky
kaskady tim, ze aktivuje FIX a FX. Aktivovany faktor Xa spolecné s FVa, desticCkovymi
fosfolipidy a Ca®" ionty vytvaii komplex protrombindzu pfeméfujici malé mnoZstvi
protrombinu na trombin, které ovSem neni dostatecné pro tvorbu fibrinového koagula
(Osterud et Rapaport, 1977; Davie et al. 1991; Mann et al. 2006). Reakce v této fazi probihaji

na povrchu monocyti (Slechtova, 2007).

Amplifikacni faze

Féze amplifikace (vnitini systém) se spousti kontaktem krve s negativné nabitymi
faktor XII, ktery nasledné aktivuje FXla a ten FIXa. Faktor IXa se svym kofaktorem fVIIla
vytvareji spole¢né s fosfolipidy a Ca?* ionty komplex zvany vnitini tendza, ktery stejné jako
vngjsi tendza dokaZe aktivovat FXa. Faktor Xa se vyskytuje na zacatku spolecné cesty
koagulace. Faktory kontaktni faze ovliviuji fadu dulezitych biologickych mechanizmii jako
napf. aktivaci fibrinolyzy (Davie et al. 1991; Mann et al. 2006).

Propagacni faze

Ve fazi propagace generuje FXa aktivovany z ptedchozich reakci, mohutnou produkci
trombinu z protrombinu. Vznikly trombin aktivuje pfeménu rozpustného fibrinogenu na
nerozpustné, spontann¢ polymerujici fibrinové monomery, coz je findlni produkte
kaskddovych koagulacnich reakci. Vznikla pevnd fibrinova sit pevné pospojovanych

bilkovinnych fetézcil je stabilizovana pusobenim FXIIla, blokuje misto poranéni a zastavuje

krvaceni. (Mann et al. 2003; Mann et al. 2006; Slechtova, 2007).



2.2.2. Inhibice hemostazy

Za ucelem udrzeni rovnovazného stavu prokoagulacnich a antikoagulaénich reakei je
proces srazeni krve neustale slozité regulovan. Zamezuje tak vzniku nezadoucich krvacivych
stavl ¢i naopak nekontrolovatelnému krevnimu srazeni. Tato regulace je zajiStovana fadou
v téle pfirozend se vyskytujicich endogennich inhibitorti (Slechtova, 2007). Mezi hlavni
endogenni inhibitory fadime TFPI (inhibitor tkanového faktoru), protein C, antitrombin (AT),
heparinovy kofaktor IT (HC II) ¢i serpiny (Salte et al. 1995; Tavares-Dias et al. 2009; Falco
et al. 2012; Gettins, 2002).

Krevsajici organismy dokazou syntetizovat celou fadu antikoagulacnich faktord.
Vétsina znich spadd do vyznamnych proteinovych rodin inhibitord serinovych proteaz:

annexiny, serpiny nebo proteiny Kunitz typu (viz dale).

2.2.2.1. Mechanismus inhibice koagula¢ni kaskady

Mechanismus inhibice koagula¢nich faktori (a enzymi obecn¢) muizeme tradicné
rozdélit do 3 skupin: nekompetitivni, kompetitivni a akompetitivni. Nekompetitivni inhibitory
se vazi naalosterickd mista enzymd (obr.2). Vazba alosterického efektoru zpisobi
konforma¢ni zménu cilené molekuly enzymu, ¢imZ dojde ke zméné€ afinity enzymu
k substratu. Opa¢ny mechanismus vykazuji inhibitory kompetitivni, které soutézi o vazebné
misto enzymu se substratem (obr.2). Strukturou pfipominaji molekulu substratu a enzym tak
neni schopen mezi nimi rozeznat rozdil. Inhibitor se navdze do aktivniho mista enzymu a
zabrani tak enzymové reakci. Pfi akompetitivni inhibici se inhibitor vaZe na komplex enzym-
substrat a zamezuje preménéni substrdtu na findlni produkt (Vodrazka, 1998). VétSina
inhibitorti spadajici do téchto tfi skupin pisobi reverzibiln€. Inhibitor se tedy na enzym
nevaze kovalentné, ale interaguje s enzymem jen na zdkladé¢ komplementarity (stejné jako
substrat). Po urcit¢ dobé tak dojde k uvolnéni inhibitoru. Naopak ireverzibilni inhibitory
nevratné poskozuji enzym tim, ze kovalentn¢ modifikuji jeho vazebna katalyticka mista nebo

se na n¢j jinak nevratné navaZzou (Sharma, 2012).



Aktivni misto
enzymu

Inhibitor

Obr.2. Mechanismus inhibice
A - kompetitivni inhibice
B - nekompetitivni inhbice

Mechanismus u¢inku antikoagulaéni aktivity se dale mize ¢lenit na pfimy a nepiimy.
Pi#imé inhibitory svoji vazbou na vybrané koagulacni faktory blokuji jejich funkci. Takto
funguje vétSina popsanych antikoagulantli u krevsajicich paraziti. Naproti tomu nepifimé
inhibitory koagulace funguji jako antagonisté vitaminu K, ¢imz rusi jeho funkci nebo absorbci
Vjatrech a tim potlacuji syntézu vybranych koagulacnich faktorii, jejichZz tvorba je na
vitaminu K zavisla (Maly et al. 2003).

Dulezitou roli v inhibici hraji jednotlivé povrchové oblasti koagulacnich faktord.
Kvuli své klicové pozici v koagulaéni kaskadé patfi mezi nejcastéji inhibované faktory
trombin a FXa. Mechanismy jejich inhibice jsou proto dobie znamé. Na molekule trombinu
existuji dvé vazebna mista pro fibrinogen - exosite | a Il (obr.3.) (Stubbs et Bode 1995).
Pokud se do téchto mist navaZze inhibitor, znemoZni vazbu fibrinogenu a tim 1 jeho
indukovanou pfeménu na nerozpustny fibrin. Mimo jiné se zablokuje i1 trombinem indukovana
agregace krevnich desti¢ek (Crawley et al. 2007). Pokud se inhibitor navaze do aktivniho
mista trombinu, zablokuje tim jeho proteolytickou aktivitu. Na tomto principu funguje i
inhibice faktoru Xa. Antikoagulant vazbou do aktivniho mista (obr. 4) zabrani nasledné

konverzi protrombinu na trombin nize v kaskadé.



Obr.3. Molekuly A) trombin B) faktor Xa

Cervend jsou vyznaeny ziporné nabité  oblasti, modfe oblasti nabit¢  kladnd
(upraveno podle Corral-Rodriguez et al. 2009).

2.2.2.2. Inhibitory Kunitz typu

Mezi vyznamné inhibitory serinovych protedz patii proteiny Kunitz typu. Jejich
pusobeni zasahuje 1 do dalSich biologickych dé€ja, zahrnujicich napt. zadnétlivé mechanismy,
remodelace a formovani tkani, extracelularni regulace ¢i bunééné proliferace (Shigetomi et al.
2010; Lee et al. 2010). Popsany byly i v jedovych Zzlazach vybranych bezobratlych
organismtl, kde se castni blokovani iontovych kanalti. Spole¢né se oznacuji jako skupina
toxinti Kunitz typu (KTT). Charakterizovany byly u moiskych sasanek (Peigneur et al. 2011),
Skorpiont (Zhao et al. 2011), pavouki (Yuan et al. 2008), hadt (Millers et al. 2009) a dalsich.
Pisobenim KTT dochdzi k blokovani pfedev§im draslikovych kanald, které jsou nezbytné
pro regulaci nékterych procesti v hemostaze, napt. srazeni krve a fibrinolyza (Paesen et al.
2009).

Charakteristickou strukturou je na cysteiny bohata aktivni Kunitz doména (obr.4.).
Sest cysteinovych zbytki vytvaii 3 disulfidické miistky zajistujici struktufe proteinu stabilitu
a prirozenou konformaci (Laskowski et Kato, 1980). Délka motivu je pomérné¢ kratka,
pohybuje se v rozmezi 50 — 60 aminokyselin, pficemz protein jich mize obsahovat i vice. U
parazitické hlistice Ancylostoma caninum bylo napf. popsano az 12 Kunitz domén v ramci
jednoho proteinu (Hawdon et al. 2003). V nékterych piipadech muze dochazet k asociaci
s jinymi doménami (Fessler et al. 2004).

Za samotnou inhibici je odpovédna tzv. reaktivni vazebna smycka P3 — P3’, ktera je
soucasti domény (Grzesiak et al. 2000). Centralni pozice smycky P1 — Pl’se vaze do
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aktivniho mista inhibované proteazy a blokuje tak jeji funkci. Jednd se tedy o kompetitivni
reverzibilni inhibici (Ascenzi et al. 2003). Kazda skupina inhibitort ma v P1 popf.
v P1’pozici svou konzervovanou aminokyselinu. Zastupci skupiny trypsin-like inhibitorti maji
v P1 pozici typicky aminokyselinu Arg (R) nebo Lys (K) a v P'1 misté¢ Ala (A) ¢i Gly (G),
zatimco chymotrypsin-like inhibitory se vyznacuji v P1 misté pfitomnosti Leu (L) nebo Met
(M). Vysoka variabilita v misté P1” je charakteristicka pro neinhibujici Kunitz toxiny, coz

naznacuje vyznam pozice s Ala/Gly pro inhibici (Grzesiak et al. 2000a). Dalsi vysoce

konzervované misto v doméné je P18 s AA fenylalaninem (F), ktery stabilizuje reaktivni

smyc¢ku (Chand et al. 2003).

Obr.4. Predikovana struktura Kunitz domény znazornujici Sest cysteinovych rezidui tvofici
3 disulfidické mustky (zlute); aktivni misto P3 — P3" (zelen¢) a vysoce konzervované misto P18’

(modfe) (Chand et al. 2003, upraveno).
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Kunitz proteiny u paraziti

U parazitickych helmintti funguji Kunitz proteiny pfedevSim jako ochrana pted
hostitelskymi enzymy v zazivacim traktu. Prvni Kunitz protein izolovany z parazitické
hlistice byl inhibitor trypsinu a elastazy u Anisakis simplex (Morris et Sakanari, 1993). Dnes

jsou jiz znamé i u dalSich helminti, které uvadim v nésledujici tabulce 2.

Organismus Nazev inhibitoru Inhibovany enzym Reference

Ancylostoma ceylanicum AceKI trypsin, chymotrypsin, Milstone et al. 2000
clastaza

Ancylostoma caninum Ac-KPI trypsin, chymotrypsin et al. 2003

Cappello et al. 1996)

Fasciola hepatica Fh-Ktm trypsin, chymotrypsin, Ascenzi et al. 2003
elastaza

Haemonchus contortus - trypsin Kooyman et al. 2009

Echinococcus granulosus EgKU-8 trypsin, chymotrypsin Gonzalez et al. 2009

Tab.2. Pfehled popsanych Kunit proteint, ucastnicich se inhibice travicich enzymui u parazitickych
helmintd (Ranasinghe et McManus 2013, upraveno)

Proteiny Kunitz typu se také hojné vyskytuji v extraceluldrni matrix hlistic, kde jsou
zapojeny do procesti remodelace a budovani kutikuly. Konkrétné inhibici syntézy kolagenu,
ktery tvofi pievazujici slozku matrix (Page et al. 2006). Charakteristickym znakem pro tyto
proteiny je pfitomnost vice Kunitz domén nebo asociace s jinymi motivy. Velké zastoupeni
maji v extracelularni matrix proteiny zvané papiliny. Kunitz motiv je u nich v asociaci
s thrombospondin-like proteiny, Ig-like proteiny a PLAC (protease and lacunin) doménou,
pro kterou je stejné jako pro Kunitz doménu typickéd pfitomnost Sesti cysteinovych zbytki

(Kramerova et al. 2000).
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U krevsajicich ¢lenovcl maji Kunitz proteiny inhibi¢ni aktivitu tradicné namifenou
viuci koagula¢nim faktorim (Ranasinghe et McManus 2013). VétSina antikoagulanti byla
popsana z klistat a klist'aku (tab.3.), kde ptisobi pfedevs§im proti trombinu a faktoru Xa (Stark
et James 1996). U krevsajicich dvouk#idlych byly popsany napf. u muchnicky Simulium
vittatum, kde puisobi proti fXa, elastaze a katepsinu G (Tsujimoto et al. 2012).

Organismus Nazev inhibitoru Inhibovany enzym Reference
Ixodes scapularis ixolaris faktor Xa, VII/TF Francischetti et al. 2002
Ornithodoros moubata TAP faktor Xa Waxman et al. 1990
Rhippicephalus rhipilin trombin Gao et al.2011
heamaphysaloides
Orithodoros moubata ornithodorin trombin van de Locht et al. 1996
Amblyomma amblin trombin Lai et al. 2003
hebraeum
Boophilus boophilin trombin Macedo-Ribeiro et al. 2008
microplus
Heamaphysalis hemalin trombin Liao et al. 2009
longicornis
Argas monolakensis monobin trombin Mans et al. 2007
Simulium vittatum simukunin Faktor Xa, elastaza Tsujimoto et al. 2012
katepsin G
Tabanus yao tabkunin trombin Xu et al. 2008

Tab.3. Piehled nekterych inhibitortt Kunitz typu u Ixodida a Diptera (Ranasinghe et McManus 2013,
upraveno).
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2.2.2.3. Annexiny

Annexiny tvoii velkou evolu¢né konzervovanou proteinovou rodinu vazajici Ca**
ionty a fosfolipidy. Jsou Siroce exprimovany napii¢ vSemi eukaryotickymi organismy, kde
jsou zapojeny do celé¢ tady bunécnych procesi zahrnujicich endocytézu, exocytozu,
imunomodulaci, antikoagulaci, membranovy transport, regulacni mechanismy pfti transportu
ionta (Caz+) i signalizacni drahy (Gerke et Moss, 2002; Moss et Morgan, 2003). Ackoliv
nebyla u annexinll popsdna signalni sekvence pro sekreci, byly popsany i extracelularné.
Konkrétné v krevnim fecisti na povrchu membrany endotelialnich bun¢k a krevnich desticek,
pro annexiny charakteristickdi doména opakujici se kazdych 70-80 AA. Sklada se ze 3
homolognich AA zbytkd (K-G-X-GT) a obsahujicich 5 alfa helixd (obr.5.) (Gerke et Moss
2002).

@ Ca**

ShANX ANX A2

Obr.5. Struktura annexinii — konzervovana doména K-G-X-G ( de la Torre-Escudero et al. 2012,
upraveno).
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Annexiny u paraziti

Jak uz bylo zminéno, annexiny mohou zasahovat do inhibi¢nich déjti spojenych s
koagulac¢nim systémem. Napftiklad v lidském téle jsou zndmé antikoagulacni annexiny (A2 a
AS), které se kompetitivné vazi na povrchové fosfolipidy krevnich desti¢ek a endotelidlnich
bungk, ¢imz narusuji funkci aktivovanych koagula¢nich komplext (Gerke et Moss, 2002). U
parazitickych helminti byly popsany annexiny zapojené do antihemostatickych déja u Taenia
solium - Tso ANXB2, Tso ANXB1 (Wang et al. 2006) a Schistosoma bovis — SDANX (de la
Torre-Escudero et al. 2012). Studie, které se zabyvaly interakci schistosomy S. bovis
s hemostazou hostitele identifikovaly annexiny s antikoagulacni aktivitou v tegumentu a
exkre¢né/sekrenich produktech. Spolecné s ostatnimi proteiny tegumentu, u kterych byla
také prokazana fibrinolytickd aktivita (napf. enolaza), mohou chréanit dospélce pted vznikem
krevni srazeniny, coz by bylo pro Cerva letalni (Ramajo-Hernandez et al. 2007; De la Torre-
Escudero et al. 2012). S ptihlédnutim ke skutecnosti, Ze se annexiny ti¢astni Sirokého spektra
bunéénych mechanismi, neni vyloucené, Ze tento annexin vykonéava i dalsi funkce jako napf.
imunomodula¢ni aktivitu, podobné jako u T. solium (Gao et al. 2007; Yan et al. 2008).
Neékolik annexinii bylo identifikovano také na povrchu tegmentu dospé€lcti a schistosomul
Schistosoma. mansoni (Braschi et Wilson, 2006; Castro-Borges et al. 2011) a Schistosoma
japonicum (Mulvenna et al. 2010a). Antikoagula¢ni aktivita u nich vSak dosud nebyla
potvrzena.

U monogenei byl popsan jediny annexin z Microcotyle sebastis. Jedna se o
hematofagniho zastupce podtiidy Polyopisthocotylea parazitujiciho u motskych ryb. Pomoci
imunohistochemickych metod byl lokalizovan v oblasti ovarii, farynxu a v zazivacim traktu.
Fylogenetické analyzy prokazaly ptibuzenské vztahy s annexiny S. japonicum, S. mansoni a
T. solium (Choi et al. 2009).

2.2.2.3. Serpiny a smapiny

Serpiny jsou dalsi Siroce rozsifenou skupinou inhibitorti serinovych proteaz (Serine
Protease Inhibitor), zapojujicich se do nejriiznéjsich biologickych procest. U obratloveu je to

napt. koagulacni kaskada, aktivace komplementu, fibrinolyza, angiogeneze ¢i pii zanétovych
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mechanismech (Stein et al. 1995).

Struktura serpinti se vyznacuje pritomnosti konzervované domény skladajici se ze tii B
listi, 8-9 a-helixt a tzv. reaktivni centralni smycky (RCL), ktera se podili na kompetitivnim
inhibi¢nim mechanismu (obr.6.) (Gettins, 2002). Reaktivni smycka umi rozpoznat aktivni
misto cilové protedzy, do kterého se nésledné navazuje. Vznikld vazba majici za nasledek
konformacéni zménu ve struktufe serpinu zpusobi rozruSeni aktivniho mista protedzy, coz
zajisti celkovou inaktivaci enzymu hostitele (Irving et al. 2000; Molehin et al. 2012).
V tomto piipad¢ se jedna se o ireverzibilni inhibici, kdy se RCL serpinti kovalentné vaze na
protedzu. Popsany byly vSak i vyjimky, kde se jednd i o reverzibilni nekovalentni inhibi¢ni
mechanismus (van Gent et al. 2003).

Ackoliv jsou serpiny ptrednostné inhibitory serinovych protedz, nékteré dokazi piisobit
i proti cysteinovym peptidazam (Irving et al. 2000). Nékteré dalsi serpin-like proteiny
dokonce nevykazuji zddnou inhibi¢ni aktivitou a mohou fungovat jako transportni proteiny

(Hammond et al. 1987) nebo jako chaperony (Clarke et al. 1991).

Obr.6. Doména serpinu s reaktivni smyckou (Gettins 2002, upraveno)
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Antikoagula¢ni serpiny

Serpiny vykazujici antikoagulacni aktivitu bychom nasli napf. ve slinnych zlazach
klistéte Ixodes ricinus, u néhoz byl popsan inhibitor IRIS putsobici proti trombinu a FXa
(Prevot el al. 2006). V ramci fadu Diptera jsou popsany dva serpiny vykazujici reverzibilni
inhibici. Ze slinnych Zlaz komara Aedes albopictus je to alboserin inhibujici trombin a FXa
(Calvo et al. 2011), u Aedes aegypti byla potvrzena antikoagula¢ni aktivita pouze proti FXa
(Stark et James 1998). U hlistice Haemonchus contortus (¢. Trichostrongylidae) byla
identifikovana nespecifickd antikoagulac¢ni aktivita u serpinu H, ktery se primarné ucastni
inhibice trypsinu. Inkubace H-serpinu s ¢erstvou krali¢i krvi vyrazné prodluzovala koagula¢ni
¢as (Yi et al. 2010).

Smapiny

Relativné neddvno se osamostatnila skupina malych inhibitorii serinovych proteédz
odvozena od serpint - smapiny (Small Serine Protease Inhibitors). Jejich délka nepiesahuje
100 aminokyselin (klasické serpiny maji 350-300A). Typickym rysem je pfitomnost 10
cysteint tvoficich 5 disulfidickych mustki (van Gent et al. 2003; Dzik, 2006).

Dosud byly smapiny identifikovany z parazitickych hlistic ¢i pijavek (viz tab.4-6.),
kde se zapojuji do nejriznéjSich obrannych mechanismi. Inhibuji naptiklad plisobeni
travicich enzymu hostitele ve stfevnim prostiedi nebo koagula¢nich faktori béhem piijmu

krve (Zang et Maizels 2001).

Organismus Nazev Inhibovany Lokalizace Reference
faktor
NAPS
NAPG6 Vlla, Xa esofagus Duggan et al.1999
NAPCc2
A.caninum AcApcbh Xa Amphidialni/Cephalické Stassens et al.1996
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AcApc6 zlazy

ApApc2 VIa/TF ezofagus Stassens et al. 1996

AcApl2 Xa ezofagus Jiang et al. 2011
A.ceylanicum AceAP-1 VII, Xa neidentif. Mieszczanek et al. 2003
A.duodenale AduNAP3 Xa, Xla neidentif. Gan et al. 2009

Tab. 4. Smapiny s inhibi¢ni aktivitou proti koagulaénim faktorim u ankylostom. (Molehin et

al. 2011, upraveno)

Organismus nazev Inhibovany faktor reference

Hirudo medicinalis hirudin trombin Talbot, 1989

Hirudinaria manillensis | bufrudin trombin Electricwala et al. 1993
Haemadipsa sylvestris haemadin trombin Corral-Rodriguez et al. 2010
Haementeria officinalis | antistasin Xa Nutt et.al. 1988
Haementeria ghilinanii | ghilanten Xa Blankeship, 1990

Tab. 5. Antikoagula¢ni smapiny u Hirudinea (Salzet et al. 1999, upraveno).
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Organismus Nazev Inhibovany protéza reference
B.malayi Bm-SPN-2 elastaza, Stanley et Stein.2003
katepsin G
T. spiralis Tsl1-1 trypsin Nagano et al. 2001
S. mansoni Smpi56 neutrofily a Ghendler et al.
clastaza 1994
C. sinensis CsSERPIN chymotrypsin Kang et al. 2010
E. multilocularis SerpinEmu Trypsin a Merckelbach et
elastaza Ruppel 2007

Tab. 6. Smapiny ucastnici se inhibice travicich enzymu u helminti (Salzet et al. 1999, upraveno).

2.3. Modelova skupina organismi

2.3.1. Trida: Monogenea

Monogenea patii mezi ploSténce (Platyhelminthes, Neodermata). Na rozdil od vétSiny
ostatnich parazitickych neodermatnich plosténcti maji zivotni cyklus pfimy, typicky bez
mezihostitele. Az na vyjimky jsou to oviparni hermafrodité vykazujici vysokou hostitelskou a
casto 1 organovou specifitu (Buchmann et Bresciani 2006), coZ je zajimavé mimo jiné z
hlediska koevolu¢nich studii mezi parazitem a hostitelem. VéEtSina monogenei Zije
ektoparaziticky na sladkovodnich a motskych rybach, kde se vyskytuji na kizi, ploutvich a
zabrach. Existuji vSak 1 endoparaziti¢ti zastupci, které bychom nalezli v Ustni ¢i nosni dutiné,
mocovém méchyii, Zaludku, v oku nebo v srdeéni dutiné. Mimo ryb parazituyji 1 u
obojzivelnikd, paryb, plazt, savcu ¢i nékterych bezobratlych (Smyth et Halton, 1983).

Na zdkladé¢ potravni strategie muizeme tf. Monogenea rozdé€lit na podttidu
Polyonchoinea, parazity zivici se epitelovymi bunkami nebo mukusem a podtiidu
Heteronchoinea, zahrnujici krevsajici parazity (Boeger et Kritsky 2001, Buchmann et
Bresciani, 2006).
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2.3.2. Celed’ Diplozoidae

Zajmem této prace jsou zastupci Celedi Diplozoidae (Heteronchoinea), kterd zahrnuje
hematofagni druhy vyskytujici se hlavné na zabrach kaprovitych ryb. Druhy, které byly

pouzity v této praci, jsou zaznamenany v tab.7.

Rod Druh Hostitelky organismus

Eudiplozoon Eudiplozoon Kapr obecny (Cyprinus carpio)
nipponicum

Paradiplozoon Paradiplozoon Cejnek maly (Blicca bjoerkna)
bliccae
Paradiplozoon Strrevle potocni (Phoxinus phoxinus)
homoion Plotice obecnd (Rutilus rutilus)

Jelec tloust’ (Leuciscus cephalus)

Tab. 7. — Druhy ¢. Diplozoidae vyuzité k této praci a jejich hostitelé (Mat&usova et al. 2001,

upraveno)
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2.3.2.1. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus (obr.8.) je pfimy, bez p¥itomnosti mezihostitele, stejné jako u ostatnich
monogenei. Z vajicka, které je opatieno dlouhymi filamenty, se ve vod¢ lihne pohyblivé
larvalni stadium — onkomiracidium. Toto stadium je vybaveno mimo jiné piichycovacim
organem (opisthaptorem) a fasinkami umoziujicimi aktivni pohyb ve vod¢. Poté, co nalezne
vhodného hostitele a prichyti se k nému, vyviji se do stddia diporpy. Nasleduje kriticky
moment, kdy jedna diporpa musi nalézt diporpu druhou, se kterou srista a spolecné se vyviji
do stadiaschopného reprodukce a zraje v dospé€lce. Dochazi k fuzi nervové, svalové, travici i
pohlavni soustavy, pficemz samotna diporpa neni schopna dosdhnout pohlavni dospélosti.

(Matéjusova et al. 2001; Zurawski et al. 2001; Roberts et Janovy 2005).

Diplozoon

srust diporp vajicko

Zivotni cyklus
Diplozoidae

diporpa onkomiracidium

Obr.7. Zivotni cyklus zastupci &. Diplozoidae (dle Mgr. L. Jedlickova)

2.3.2.2. Patogenita

Z hlediska patogenity nepatii ¢. Diplozoidae k ekonomicky vyznamnym parazitim.
Zcela bézné se vyskytuji u chovnych i volné Zijicich ryb, ale obvykle ne v poctu, ktery by byl
pro ryby nebezpecny. Riziko infekce je zvySené u ryb pobyvajicich spole¢né v nadrzich ve

stisnénych podminkach s vysokym infekénim tlakem. Pfitomnost vys$$iho poctu téchto
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parazitli na zabrach nebo kizi mize vést k mechanickému poskozeni, Casto doprovazeném
sekundarnimi infekcemi, snizenou fyzickou kondici a v krajnim pftipadé i s chudokrevnosti
nebo zvySenou mortalitou ryb (Reed et kol. 2009; Roberts et Janovy 2005; Buchmann et
Bresciani 2006).

2.3.2.3. Prijem Krve a traveni krve

Travici soustava je u monogenei dobfe vyvinuta. Zacind ventralnimi usty
zajiStujicimi primdrni kontakt s hostitelskou tkani, na né¢ navazuje ustni dutina s parem
ustnich (bukalnich) ptfisavek, svalnaty farynx, ezofagus a rozvétvend parova slepa stieva.
Ustni piisavky jsou opatieny svorkami a hacky, které pomahaji k pfichyceni na zaberni
lamele. Zéaroven byla v okoli ust pozorovéna ciliatura zastavajici s nejvétsi pravdépodobnosti
senzorickou funkci (Hodova et al. 2010).

Pfijem krve je zprostiedkovan pies parové ustni ptisavky, které ptilnou k povrchu
zaberni lamely a peristaltickymi kontrakcemi svalil farynxu vyvolavaji podtlak, takze lamelu
protrhavaji. Uvolnéna krev postupuje dale do stieva (Smyth et Halton 1983; Hodova et al.
2010). Okolo ezofagu existuji ptidatné zlazy, u kterych se predpoklada, ze vylucuji rizné
antihemostatické molekuly v¢. antikoagulacnich faktorti a latek podilejicich se na traveni krve
Vlumenu stfeva. K trdveni krve dochazi pravdépodobné intracelularné v buikéach
gastrodermis slepych stfev v lyzozomélnim cyklu. U skupiny Polyopisthocotylea se
gastrodermis sklada ze separovanych travicich bunék a syncytidlni tkané vystylajici povrch
celého stteva. Syncytium tvoii rozsdhlou kompaktni plochu, ktera je pferusena pouze v misté
vyusténi apikalnich ¢asti travicich bunék. Pod gastrodermis se nachdzi bazalni lamina a vrstva
svalovych vlaken, ktera poskytuje mechanickou oporu (Smyth et Halton, 1983; Halton, 1997).
V momenté¢, kdy se krev dostane do lumenu stteva, je jiz lyzovana. Mechanismus hemolyzy
neni znam. Hemoglobin z ¢ervenych krvinek je endocytovan travicimi buiikami a degradovan
na globin a hem. Hem je oxidovan na nerozpustny ferriporfyrin hematin, ktery je hromadén
Vv buiice, nasledné vyloucen z bunky do lumenu stfeva a regurgitaci odstranén z téla (Halton,
1997). Jak uz bylo zminéno vyse, globiny jsou traveny intracelularné a to v lysozomalnim
cyklu podobné jako u krevsajicich roztoci, napt. klistat (Sojka et al.,2013). Od ostatnich
krevsajicich helmintd, jako jsou napf. schistosomy, fascioly ¢i ancylostomy, které travi
hostitelské proteiny extracelularné v lumenu stieva, se krevsajici monogenea zna¢ne odliSuji
(Halton 1997; Dalton et al. 2003; Knox, 2007). O biochemii traveni krevnich proteini u
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krevsajicich monogenei je velmi malo informaci v porovnani s ostatnimi krevsajicimi
parazity. Pfedpoklada se vSak, Ze procesu traveni se ucastni cysteinové peptidazy a to zejména

katepsin L (Jedlickova et al. 2015, nepublikovano).

3. CILE PRACE

e biochemickd detekce inhibitori koagulacnich faktorG v homogenatech a

exkre¢né/sekrecnich produktech zastupci ¢. Diplozoidae

e bioinformaticka analyza a anotace sekvenci potenciondlnich antikoagulanti ziskanych

z transkriptomui dospé€lct E. nipponicum

e tvorba vybranych rekombinantnich Kunitz proteint E. nipponicum a jejich purifikace

funkéni charakterizace rekombinantnich Kunitz proteinti
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Sbér a priprava materialu

Material na pokusy byl ziskan sbérem dospélych cervu tii druhi z ¢eledi Diplozoidae -
Eudiplozoon nipponicum (obr.8., hostitel Cyprinus carpio), Paradiplozoon bliccae (obr.9.;
hostitel Blicca bjoerkna) (Mat&jusova et al. 2001; Pecinkova et al. 2007) ze zaber
odchycenych ryb. Sbér se uskutecnil ve spolupraci se Zpracovnou ryb - Rybafstvi Treboi
HId. a.s., Ustavem botaniky a zoologie P¥F MU v Brmné& a Fakultou rybaistvi a ochrany vod
JEU v CB. Samotna pitva probihala pod binokularni lupou, kdy byli za pomoci preparaénich
jehel jednotlivi jedinci odejmuti, ociSténi od zbylé tkané Zabernich obloukl a skladovani

podle potieby experiment.

Obr. 8. Eudiplozoon nipponicum(scan) Obr. 9. Paradiplozoon bliccae (scan)
(RNDr. J. Bulantova) (RNDr. J. Bulantova)
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4.1.1. Exkre¢né — sekre¢ni produkty (ESP)

Dospéli zivi ¢ervi byli inkubovani v 1 ml 10 mM fosfatovém pufru pH 7.4 po 10
kusech cca 4 hodiny. Nasledn¢ byli odebrani, supernatant zkoncentrovan ultrafiltraci (Amicon
Ultra 0,5 ml; 3 kDa; Millipore; 14000 x g; 4 °C; 20 min) a skladovan v -20 °C popft. v -80 °C

(pro dlouhodobé uchovani vzorku).

4.1.2. Homogenat

Celi Cervi byli mechanicky homogenizovani ve zkumavce s 0,5 ml ddH,0, nasledné
pak sonikovani na ledu (Vibra cell 72405, Bioblock scientific; 30 W; 6 x 10 s), homogenat
byl centrifugovéan (16000 x g; 4 °C; 20 min) a skladovan v -20 °C popf. v -80 °C.

4.1.3. Slinné Zlizy komari a flebotomi

Slinné zlazy z Aedes aegypti a Phlebotomus papatasi byly vypitvany z 5 dni starych
nenasatych samic. Pitvy probihaly ve spolupraci se Statnim zdravotnim tstavem a Laboratofi
biologie hmyzich vektori (Katedra parazitologie, PtF UK). Vysledny vzorek v poméru 1 par
zlaz : 1 ul 20 mM Tris-HCL pufru pH 7,2 se 150 mM NaCl byl mechanicky homogenizovan a

uchovan v -20 °C.

4.2. Méreni koncentrace proteini
Koncentrace proteini byla mé&fena kitem Quant-IT'™ Protein Assay Kit (Q33210,
Invitrogen) dlSe manualu na fluorometru Infinite M200 (TECAN) v ¢erné mikrotitracni

desti¢ce (Nunc).

4.3. Méreni inhibi¢nich aktivit
Detekce inhibi¢ni aktivity potencidlnich antikoagulacnich faktorti zéstupcti celedi
Diplozoidae byla provedena v ESP a homogenatech, s vyuzitim vybranych bovinnich faktort

koagula¢ni kaskady — trombinu (faktor Ila) a faktoru Xa (Sigma), spolu s jejich specifickymi
fluorogennimi substraty VPR (Val-Pro-Arg-AMC), resp. IEGR (lle-Glu-Gly-Arg-AMC).
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Vzorky ESP, homogenatii nebo rekombinantniho Kunitz proteinu v médiu po expresi (Viz
dale) o riizném mnozstvi (tab.9). byly inkubovany s reakénim pufrem (100 mM HEPES pH 8,
300 mM NaCl, 10 mM CacCl,) a koagula¢nim faktorem (finalni koncentrace 100 pg/ml) 15
minut pfed zacatkem méieni v 96 jamkové mikrotitraéni desticce (Nunc) pii pokojové teploté.
Nasledné byl ke vzorku pfidan fluorogenni substrat (findlni koncetrace 10 mM) a reakce byla
métena na fluorometru (Infinite M200, TECAN) pii excitacni vinové délce 355 nm, emisni
460 nm, po 2 minutach ve 30 cyklech. Jako pozitivni kontrola byly vyuzity homogenaty
slinnych 714z z Aedes aegypti a Phlebotomus papatasi obsahujici antikoagula¢ni faktory. U A.
aegypti byla popsana inhibi¢ni aktivita vaci trombinu (Watanabe et al. 2010), zatimco u P.
papatasi pouze proti faktoru Xa (Collin et al. 2012).

prumérna pouZzité mnoZstvi
vzorek / organismus koncentrace vzorku vzorku (ug/)
(ng/ pb
ESP / E. nipponicum 0,6 24-4
homogenat / E.nipponicum 5,65 7,2-140
homogenit/ P. bliccea 2,9 7,2-22
slinné zlazy / A.aegypti 1,8-10,8
P. papatasi 0,4

Tab.9. Piehled pouzitych vzorkl a jejich mnoZstvi na méfeni inhibiéni aktivity.

4.4. Bioinformatické zpracovani dat ziskanych z transkriptomovych projekti E.
nipponicum

Sekven¢ni data v podobé contigli ziskana z transkriptomovych projektt E. nipponicum
- GS FLX Systém, Roche (Jedlickova, 2013) a Illumina MiSeq (Kasny et al., nepublikovano)
byla zpracovana bioinformaticky. Po anotaci sestavenych geni programem Blast2GO (verze
3.0) a NCBI (algorismu blastx) jsme z celého transkriptomu vyclenili sekvence kodujici tii
proteinové skupiny inhibitord serinovych protedz: annexiny a proteiny Kunitz-type, s kterymi
byly provedeny nasledujici analyzy. Cteci ramce ziskanych sekvenci byly identifikovany
pomoci programi Expasy Translate Tool (http://web.-expasy.org/translate) a Open Reading

Frame NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Za ucelem srovnani primarnich
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sekvencnich informaci na trovni aminokyselin a rozpoznani homolognich sekvenci ulozenych
v databazi NCBI byl pouzit algoritmus BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,
Altschul et al. 1990). K ovéfeni piitomnosti signalniho peptidu byl vyuzit program SignalP
4.1.Server(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Aktivni domény proteinu ¢i transmem-
branové domény byly predikovany pomoci programi Pfam  (http://pfam.xfam.org/),
PROSITE (http://prosite.expasy.org/), TMHMM Server v.2.0. (http://www.cbs.dtu.dk/-
servicessyTMHMMY/). Sekundarni struktury proteini byly odhadnuty s vyuzitim programu
PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Pro tGpravy a porovnani sekvenci byl vytvofen
multiple sequence alignment prostifednictvim programt ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk-
/Tools/msa/clustalw?2/), Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) a BioEdit
7.2.

4.5. Molekularni metody

4.5.1. 1zolace RNA

Izolace celkové RNA z dospélych Cervii probihala dle protokolu TRIzol® Reagent
(GibcoBRL,cat.n15596). Ziskana RNA (koncentrace 177ng/ul) byla rozpusténa ve 20 ul
v RNase free ddH,O, koncentrace zmétena pomoci spektrofotometru Nanodrop ND 1000

(Thermo Scientific) a skladovana v -80 °C.

4.5.2. Syntéza cDNA

Jednovlaknova cDNA byla syntetizovana z RNA pomoci kitu SuperScript™ III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen No. 18080-400). Koncentrace cDNA byla
op¢t méfena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) a vzorek nasledné

uchovén pii - 20 °C.

4.5.3. PCR a elektroforéza

Ziskana cDNA slouzila jako templat pro PCR reakci se specificky navrzenymi
primery v programu OligoAnalyzer - Integrated DNA Technologies (viz tab.10.). Reakce
probihala v cycleru C1000TM Thermal Cycler (Bio-Rad) za podminek, které jsou spolu se
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smési rekce shrnuty v tab.11. Vzorky byly naneseny na 1,5 % agardozovy gel obsahujici Sybr
green v 1x TAE pufru (Invitrogen) a jako marker slouzil GeneRulerTM 100bp Plus DNA
Ladder. PCR produkty o pfedpokladané velikosti byly vyfiznuty z gelu, pie¢istény dle navodu
Kitu The Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) a eluovany do 10 pl dH,0.
Koncentrace purifikovanych fragmenti DNA byla zmétena na spektrofotometru ND-1000.

Nazev primeru sekvence

Kunitz5995F 5" TTTACGGCATTGGTTATCTTGG 3’
Kunitz5995R 5" AAGCACTGGACAGGTTGA 3’
Kunitz5641F 5" ATGGGCAGTAAGTTAATCTTATC 3’
Kunitz5641R 5" TTAAACCACTGGACAGGT 3’

Tab.10. Specifické primery pro amplifikaci genti kodujicich Kunitz proteiny z E. nipponicum

Maste mix (emerald) 125ul || 95°C | 2min

cDNA (100ng) 1 ul 95°C 30s

Forvard primer (10nm) 1 ul 55°C 30s

Reverse priemr (10nm) 1l 72°C 1 min

ddH,0 9,5 ul 72°C | 10 min

Tab. 11. Slozeni smési a nastaveni programu PCR reakce

4.5.4. Klonovani do neexpresniho systému

Ziskané fragmenty DNA byly klonovadny do neexpresniho systému za Ucelem
sekvenace. Ke klonovani byl vyuzit systtm pGEM®-T Easy Vectors (pGEM®-T and
pGEM®-T Easy Vector Systems -Promega).

PCR produkt 3pul
ligaéni pufr S5ul 2°C
vektor Lul 1 5min

T4 DNA ligaza 1 ul

Tab.12. Slozeni a inkubace liga¢ni smési
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45.5. Transformace

Plazmid pGEM obsahujici inzert byl zakomponovan do kompetentnich bakterialnich
bunék (Escherichia coli, XL1 blue) pomoci ,heat shock transformace”. Transformované
bunky byly inkubovany 1 % h ve 37 °C, nasledn¢ vysety na plotny s LB médiem obsahujici
ptislusné antibiotikum a inkubovany pies noc ve 37 °C. Podrobny postup viz manual kitu

pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega).

4.5.6. 1zolace plasmidu

U vybranych bakterialnich kolonii byla provedena kontrolni PCR reakce (tab.13.)
s vektor - specifickymi primery M13Forw/Rev (tab.14.), za ucelem ovéfeni pfitomnosti
inzertu v plazmidu. Plazmidy s potvrzenym inzertem byly izolovany z bunék pomoci kitu
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) a odeslany do Laboratoie sekvenace DNA PiF UK.
Vzorky pro analyzu byly pfipraveny dle protokolu sekvenaéni laboratofe

(https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna).

Nazev primeru | sekvence
94°C 2 min 30x M13 Forw 5’- TGT AAA ACG ACG GCC
94°C 1 min } AGT -3’
55°C 1 min M13 Rev 5’- CAG GAA ACA GCT ATG
72°C | 1 min ACC -3’
72°C 10 min

Tab.14. Specifické primery M13

Tab.13. Prubéh PCR reakce s M13 primery

4.5.7.5 a3 RACE PCR

K ziskani neznamé sekvence 5" a 3" koncli vybranych genti byl vyuzit GeneRacer™
Kit (Invitrogen). RACE cDNA byla pfipravena z celkové RNA ziskané z dospélych cervii
E. nipponicum dle navodu z kitu. Jednovlaknova RACE cDNA byla nasledné vyuzita v
RACE PCR reakci (tab.15.-16.) se specifickymi RACE primery (tab.17.).
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94°C | 2min

94°C | 30s 5x

72°C 1 min EmeraldAmp PCR master mix | 12,5 ul
94°C | 30s 5X (Clontech)

70°C | 1 min RACE cDNA 1l
94°C | 30s 25X GeneRacer primer Rev/ 3ul
63°C | 30s GeneRacer primer Forw

70°C | 1 min vlastni primery forward/reverse | 1 pl
70°C | 10 min (tab.)

4°C ~ dd H20 7,5 pl

Tab. 16. SloZeni PCR smési na

Tab.15. Program PCR reakce

Néazev primeru sekvence

Race6228F 5" GGATTTCCGAGGCAACTGCAA 3’

Race6228R 5'"CTGGACAGGTTGACTCGCATT 3’

Race4151F 5'"GGATTGCCGAAGCTCGCATTG 3°

Race44151R 5'"CGTGGTATACTCGCATGGCAA 3’

Race558F 5'CCTTCTGGTGGTCAAATGAGT 3’

Race558R 5" AAGCACTGGACAGGTTGACTC 3’

GeneRacer™ Forw Primer 5’ CGA CTG GAG CACGAGGACACTGA ¥
GeneRacer™ Rev Primer 5 GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGTAACG 3

Tab.17. Pouzit¢ RACE primery

Vysledek byl vyhodnocen elektroforézou v 1,5 % agar6zovém gelu. Jako marker byl
pouzit HyperLadder II (BioLine). PCR produkty byly z gelu vyfiznuty pod modrym svétlem,
purifikovany a klonovany do pGEM®-T Easy Vectors. Nasledné byly plazmidy s inzertem
poslany k ovéfeni do laboratote sekvenace DNA - viz podkapitoly 4.5.1.4. — 4.5.1.6.
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4.5.8. Exprese proteinu v Escherichia coli

4.5.8.1. Priprava rekombinantniho proteinu

Pro tvorbu rekombinantniho proteinu v bakteriich (E. coli - BL21) byl vyuzit pET
systém s expresnim vektorem pET28a+ (Novagen) a kodujici sekvence samostatné Kunitz

domény, ktera byla ziskana z transkriptomov¢ analyzy E. nipponicum (tab.18.).

actgcaagtccactatcaacttgteaactgecccaaatggtecggtatgtgcagagcgagtttt
T A S P L S T €C Q L P Q M V G M C R A S F

cctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggttgtgggggaaat
P R F Y F D G K K C T E F I ¥ G G C G G N

gcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtggttTAA
A N N F Q T K A E C E s T CcC p Vv Vv *

Tab. 18. Sekvence 5641 kdodujici Kunitz doménu E. nipponicum s vyznacenu doménou (zluté), zelene
vyznacené specifické primery.

Na zakladé této sekvence byly navrzeny specifické primery (tab.19.), jejichz soucasti byly i
sekvence specifické pro $tépeni restrikénimi endonukleazami Ndel a Sacl. Jako templat pro
PCR reakci byla pouzita cDNA E. nipponicum. Slozeni PCR smési a pribéh PCR reakce je

zobrazeno v tabulkach 20. a 21.

Nazev primeru Sekvence s vyznacenymi restrikénimi endonukleazami
5641rekdomF 5" TCTCATATGCAACTGCCCCAAATGGTC 3’
5641rekdomR 5" ATGAGCTCTCAACAGGTTGACTCGCATTCC 3’

Tab.19. Specifické primery pro rekombinantni Kunitz doménu.

PrimeStar Max Premix 12,5 ul

5641rekdomF 1 pl 98°C 10s
5641rekdomR 1 pl 60°C 10s 35x
cDNA E. nipponicum (100 ng/ul) 1ul 72°C 5s }
ddH,0 9,5 ul

Tab.20. PCR smés a pribéh reakce
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Naamplifikované PCR produkty byly zaklonovin do pGEM®-T Easy Vectors a
transformovany do bun¢k XL1 blue. Plazmidy s inzertem byly poslany k ovéfeni do

laboratofe sekvenace DNA (viz 4.5.4. - 4.5.6.).

4.5.8.2. Stépeni plazmidu

Po kontrolni sekvenaci byly plazmidy s inzertovanou Kunitz doménou (1ug) Stépeny
restrikénimi endonukleazami Ndel (1ul/10U) a Sacl (1ul/10U; New England BioLabs) v 10x
NEBpufru (5 ul) a dH,0 (43 ul). Inkubaéni doba reakce byla 4 hodiny pii 37 °C s naslednou

inaktivaci restrik¢nich enzymii v 65 °C po dobu 20 minut.

4.5.8.3. Ligace a transformace

Restriktdzou oSetfeny inzert - Kunitz doména (C = 43ng/ul, pouzité mnozstvi 8,5ul)
byl vlozen do linearizovaného expresniho vektoru pET28a+ (¢ = 50ng/ul, pouzité mnozstvi
8,5ul), ktery byl rozstépen stejnym zplsobem (totoznymi restrikénimi endonukleazami).
Liga¢ni smés mimo plazmidu s inzertem obsahovala 1 pl T4 DNA ligaza (5 U) a 2 pl 10X
liga¢niho pufru T4. Reakce probihala pies noc ve 14 °C. Vysledny plazmidovy konstrukt
byl transformovan do kompetentnich bunék BL21 Escherichia coli (Invitrogen; viz
podkapitola 4.5.5.). U vybranych kolonii byla provedena kontrolni PCR s vektor -
specifickymi primery T7 pro ovéfeni pfitomnosti inzertu v plazmidu. Plazmidy s potvrzenym

inzertem byly izolovany a poslany k sekvenaci (viz 4.5.6.)

4.5.8.4. Kultivace

Kultivace bakterialnich bun€k s inzertem probihala v LB médiu s kanamycinem
(c=100pug/ml) v50 ml Erlenmeyerové banka (E. banka) za standardnich podminek na
ttepacee (37 °C, 200 — 220 rpm) pies noc. Nasledujici den byl z narostlé kultury odebran 0,5
ml vzorek, ktery byl pfenesen do nové falkony s 20 ml LB média s kanamycinem a vracen do
laboratorni tfepacky s 37 °C. Po dosazeni hodnoty OD 0,5 - 0,7 v bakterialni kultufe, tzn. v
exponencialni fazi, byl do kultury pfidan 0,1 M IPTG (spusténi exprese vlozeného genu). Po
4 hodinové inkubaci bylo médium s bakteriemi stoceno na centrifuze (15000 g/5 min) a

vznikly pelet byl pouZzit k purifikaci nebo byl zamrazen v — 20 °C.
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4.5.3.5. Purifikace z inkluznich télisek

Purifikace proteinu z inkluznich télisek E. coli probihala v denatura¢nich i nativnich
podminkach. V denaturacnim prostiedi byl bakterialni pelet nejprve resuspenzovan
V lyza¢nim pufru (100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-Cl, 6 M GuHCI, pH 8; 3ml pufru/lg
peletu), 1hod v pokojové teploté. Vzorek byl poté centrifugovan (10 000g/30min) a vznikly
supernant inkubovan s Ni-NTA agar6zou (QIAGEN) v poméru Iml agar6zy/4ml vzorku, 1
hod. Nasledovala chromatografie na Ni-NTA koloné za pouziti promyvaciho pufru (100 mM
NaH2PO4, 10 mM Tris, 8M urea, ph 6,3) a eluacnich pufrd (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris,
8M urea, ph 5,9 —4,5), z kazdého kroku byl odebran vzorek na naslednou kontrolu na SDS -
PAGE elektroforéze.

Pfi nativnich podminkach byl bakterialni pelet resuspendovan v lyza¢nim pufru (50
mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8). Nasledné byl ke vzorku ptidan
lysozym (1mg/ml) a inkubovan 30min na ledu. Po uplynuti doby byl vzorek sonikovan na
ptistroji  Vibra cell 72405 (Bioblock scientific; 10 W; 6 x 10 s) a centrifugovan
(10 000g/30min; 4°C). Dalsi kroky viz purifikace v denatura¢nich podminkach, pouze
s pozménénym slozenim pufri (promyvaci pufr: 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazole, pH 8; elua¢ni pufr: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 250 mM imidazole, pH 8).

Podrobny navod viz manualu The QIAexpressionist ™ (Qiagen).

4.5.9. Exprese proteinu v metylotrofnich kvasinkach Pichia pastoris
4.5.9.1. Priprava rekombinantniho proteinu

Pro expresi Kunitz proteinu 5641 proteinu z E. nipponicum v kvasinkach Pichia
pastoris (kmen X33) byl pouzit jednak inzert celého genu jednak ¢ast genu kodujici pouze
Kunitz doménu (viz 4.5.3.1). Pfiprava probihala dle upraveného manualu EasySelect™
Pichia Expression Kit (Invitrogen) s expresnim vektorem pPiczo B. Soucasti primerti byla
mista pro restrikéni endonukledzy Notl, Xhol a reverzni primer obsahoval His-tag sekvenci

(tab.2.). Amplifikace pomoci PCR, $tipani, ligace i transformace do kompetentnich XL1 blue
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bunék Escherichia coli, za G¢elem ovéfeni funkénosti primert probéhly viz 4.5.3. — 45.6. s
rozdilem pouzitych vektor — specifickych primert a antibiotika. Misto primerti T7 se pfi

kontrolni PCR reakci a nasledné sekvenaci uplatnily primery AOXI1. Antibiotikum
kanamycin bylo nahrazeno zeocinem (25 ug/ml). K izolaci plazmida z E. coli byl pouzit kit
Genopure Plasmid Maxi kit (Roche). Izolované ovéfené plazmidy byly linearizovany
restrikénim enzymem Sacl a pfeciStény ethanolem (dle manualu EasySelect™ Pichia

Expression Kit).

1 ATGggcagtaagttaatcttatctatggcactccttgccatggctgtagectacgetttggata
M GG S K L I LS M AL L A M AV A T L W I

63 gccgaagtgagtggt_tggagcacat

A E V G G V G G o M s G G A H

126 aaatttcttcttggaggtcaaatgagtggtgaagtaccgaaatttcttcttgatggccaaaca
K P L L 6 G Q M S G E V P K F L L D G QO T

189 actgca_tatgtgcagagcgagtttt

T A T C Q L P Q M V GMGCU R A S F

252 cctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggttgtgggggaaat
P R F Y F D G K K C T E F I ¥ G G C G G N

315 gcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgag__

A N N F Q T K A E C E s T C P 366

Tab. 21. Kompletni sekvence 5641 Kunitz-type proteind E. nipponicum s vyzna¢enou doménou
(zlute), - vyznacené specifické primery pro cely protein, %Speciﬁcky forward primer pro
Kunitz doménu

5641FCpichia (CP) ATA CTC GAG AAA AGA GGA GTA CCG AAA TTT CAT TCT GGT
GGT CAA ATG AGT GGT GG

5641RCpichia (CP) AT GCGGCCGC TT AA TGATGATGATGATGATGA A CCA CTG
GAC AGG TTGA

5641FDpichia(doména) | ATA CTC GAG AAA AGA AGT CCA CTA TCA ACT TGT CAA CTG
CCC CAA ATG GTC GG

5641RDpichia(doména) ATGC%CGCTTAATGATGATGATGATGATGAACCACTGGAC
AGGT

Tab. 22. Kompletni pouzité primery Kunitz proteinu.

Zvyraznéno: restrikéni endonukledzy — Cervend; HisTAG — zluté; Stopkodon — zelens, CP-cely
protein
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4.5.9.2. Transformace bunék P. pastoris

Burky P. pastoris X33 bez vlozenych inzerti byly kultivovany v 10 ml YPD (yeast
extract, pepton, glukdza, agar) medi na tiepacce (250 rpm /30 °C) pies noc. Po centrifugaci
(1500g/5min/4°C) byl pelet s kvasinkami promyt dle protokolu (EasySelect™ Pichia
Expression Kit) a poté rozpustén v 1 ml 1M sorbitolu. Samotna elektroporace byla provedena
v objemu 100 pl pomnozené kvasinkové kultury (v 1M sorbitolu) s 10 pl linearizovanym
vektorem obsahujici inzert (¢ = 4020ng/ul) na piistroji Gene Pulser Cell (Bio-Rad) s pfedem
pfipravenym protokolem pro Pichia pastoris (2000V/5ms). lhned po elektroporaci byl ke
kultufe ptidan 1ml vychlazeného 1M sorbitolu a suspenze bunck byla inkubovana 1,5 hod pfi
30°C v 15 ml zkumavce. Elektroporované kvasinky byly poté vysety na YPD — agarovou

plotnu s pfidanym antibiotikem zeocin (100 pg/ml, Invitrogen) a kultivovany pies noc v 30°C.

4.5.9.3. Kultivace

Vybrané klony kvasinek byly inkubovany v médiu 50 ml BMG (100mM fosfatovy
pufr; 1,34% YNB, 4x10™ % Biotin, 1% glycerol) a BMMH (100mM fosfatovy pufr; 1,34%
YNB, 4x10™ % Biotin, 0,5 % metanol) na tfepagce (200 rpm) vzdy pies noc v 30°C (viz
manual EasySelect™ Pichia Expression Kit). Indukce exprese proteinu probihala pfidanim
metanolu o finalni koncentraci 0,5 %, 3krat denné po dobu 5ti dnl. Kazdy den byl odebran 1

ml kontrolniho vzorku z média pro analyzu exprese na SDS-PAGE, popt. Western blotu.

4.5.9.4. Lyofilizace a purifikace

Po indukci exprese bylo médium s rekombinantnim proteinem oddéleno od
kvasinkové kultury centrifugaci (3000g/10min/4°C). Buné&tny pelet byl zamrazen pro
pfipadnou kontrolu a supernatant piefiltrovan ptes 0,22 um membranu (Millipore). Médium
bylo zamrazeno tekutym dusikem a lyofilizovano ptes noc. Lyofilizat byl rozpustén v 3 ml
sterilni H,0, z kterého byl nasledné purifikovan protein His-tag (dle protokolu v The

QIAexpressionist ™ - Qiagen)
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4.5.9.5. Western blot

K detekci His-tag znafeného rekombinantniho proteinu poslouzila Western blot
analyza s anti-his-tag primarni protilatkou (Invitrogen). Ke kazdému vzorku byl piidan
redukujici nebo neredukujici vzorkovy pufr a vzorky byly ponechany cca 5 minut ve vodni
lazni (cca 90 °C). Proteiny ve vzorcich byly nasledné separovany v pomoci SDS elektroforézy
MiniProtean 3 (Bio-Rad) na 12-15 % polyakrylamidovych gelech o tloustce 1 mm pfi
konstantnim napéti 150 — 200 V. Jako marker molekulové velikosti byl pouzit Precision Plus
Protein ™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad). Rozdélené proteiny byly pieblotovany na
nitrocelul6zovou membranu (25 V, 1.3 A, 20min; Trans-Blot Turbo, Bio-Rad). Membrana
byla poté inkubovana 2 hodiny v 5 % blokovacim pufru (PBS-T, Btotting Grade Blocker Non
Fat Dry Milk,BIO-RAD) nasledné s primarni anti-his-tag protilatkou (1:2000) a s anti-mysi
IgG sekundarni protilatkou znacenou peroxidazou (1:5000). Doba inkubace s protilatkami
byla vzdy 2 hodiny, mezi jednotlivymi kroky byla membrana promyta 3 X 5 min v fosfatovym
pufru pH 7.4 s obsahem 0,05% detergentu Tween (PBS-T). Blot byl vyvijen s vyuzitim OPTI-
4CN substratového kitu dle protokolu vyrobce (Bio-Rad).

4.5.9.6. Hmotnostni spektrofotometrie

Polyakrylamidové gely s proteiny byly obarveny 10 min v Coomassie Brilliant Blue -
250 (CBBR-250) a zdokumentovany na ptistroji GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).
Vyftiznuté proteinové prouzky o poZadované velikosti byly posldny na analyzu do laboratoie

hmotnostni spektrometrie (PiF UK).

Analyza vzorkli probihala na pfistroji 4800 Plus MALDI TOF/TOF (Applied
Biosystems/MDS Sciex) vybavenym Nd:YAG laserem (355 nm, frekvence 200 Hz).
Generovana data byla analyzovana za pomoci programu MASCOT 2,2 (Matrix Science)
oproti databazi, do které byla zafazena nami dodana sekvence Kunitz proteinu 5641 z E.

nipponicum (L. Jedlickova, 2013). Zpracovani vzorkd provedl Mgr. Karel Harant.
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5 Vysledky

5.1 Méreni inhibi¢ni aktivity vii¢i koagula¢nim faktorim

5.1.1 Inhibi¢ni aktivita homogenatu a ES-P proti trombinu

Detekce inhibi¢ni aktivity homogenatu a ESP z ¢ervu ¢. Diplozoidae vici trombinu
probihala se specifickym fluorogennim substratem VPR (Val-Pro-Arg-AMC) v pH 8. Pocet

opakovani méteni bylo 5, pficemz k pritkazu inhibi¢ni aktivity doslo pouze v 1 piipad¢.

% aktivity Inhibiéni aktivita vaéi trombinu

100

30

&0
40
20
0 ; ; ; .

foktor Xo  homogenat homogenat  ES-PE slinngZlgzy
F hliccas E nipponicum P popotosi

nipoonicuym

Graf.l. Vysledek méfeni inhibi¢ni aktivity homogenatu a ES-P vybranych zastupct ¢. Diplozoidae
proti Flla s pouzitym mnozstvim proteinu v piipadé homogenatu v rozmezi 2,4 - 22 pug na jamku,
ESP- 0,6-2,4, u slinnych Zlaz komara 1,8 — 10,8 ug na jamku.
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Graf.2. Jediny ptipad méfeni inhibi¢ni aktivity homogenatu a ES-P proti FII, kdy vysel pozitivni
vysledek. Prouzit¢é mnozstvi proteinu v homogenatu se pohybovalo v rozmézi bylo 32-140 ug na
jamku, ES-P 3,2 — 6,48 ug a slinnych zlaz komara 5,4 — 9 ug na jamku.

5.1.2 Inhibi¢ni aktivita homogenatu a ES-P proti faktoru Xa

Detekce inhibi¢ni aktivity homogenatu a ES-P z cervii ¢. Diplozoidae vuci FXa
probihala se specifickym fluorogennim substratem IEGR (lle-Glu-Gly-Arg-AMC) v pH 8.
Pocet opakovani méteni byl stejny jako v pfipadé trombinu. 100% nhibi¢ni aktivita nebyla
prokazana v zadném testovaném vzorku. Pii pouziti vyssi koncentrace (graf.4.) je pozorovana

¢asteéna inhibicni aktivita homogenatu i ES-P E. nipponicum.

% aktivity Inhibiéni aktivita vuci faktoru Xa
100

80
60
40
20

0

homogenat P. homogenat E ES-PE. s//nne zlazy P.
bliccae nipponicum  nipponicum papatasi

Graf.3. Vysledek méfeni inhibi¢ni aktivity homogenatu a ES-P vybranych zastupcu ¢.
Diplozoidae proti FXa. Pouzité mnozstvi proteinu v piipadé¢ homogenatu v rozmezi 2,4 - 22
ug na jamku, v ptipadé ESP 0,6-2,4, u slinnych zlaz komara 1,8 — 10,8 ug na jamku.
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Obr. 4. Pokus méfeni inhibi¢ni aktivity homogenatu a ES-P proti FXa s ¢aste¢nou aktivitou. Prouzité
mnozstvi proteinu v homogenatu se pohybovalo v rozmézi 32-140 pg na jamku, ES-P 3,2 — 6,48 ug a
slinnych zlaz komara 5,4 — 9 pg na jamku.

5.3. Transkriptomova analyza

Vystupem prvniho transkriptomového projektu E. nipponicum, 454 sekvenovani
(Jedlickova, 2013), které probihalo na pfistroji GS FLX System Roche, bylo 324 941 c¢téni
seskupenych do 6910 kontigli. Primérné délka Cinila 420 pb, pfi¢emz sekvence krat$i nez 100
pb byly vyfazeny. Anotace ziskanych sekvenci byla nasledn¢ realizovana prostiednictvim
programu Blast2GO a NCBI.  Od takto zpracovanych dat jsme zacali provadét
bioinformatické analyzy, kdy byly nejprve algoritmem blastx a blastn predikovany sekvence
kodujici geny proteinli s potencionalni antikoagula¢ni aktivitou. Jednalo se o proteinové
rodiny - annexiny, serpiny a proteiny Kunitz typu. Dohromady bylo z dat vy¢lenéno 21
annexind, 11 Kunitz type proteint a 4 sekvence kodujici serpiny. Sekvence ziskané z tohoto
projektu se z velké casti prekryvaly se sekvencemi z projektu Illumina Helmintologické
laboratofe, PfF UK, jehoz vysledky nejsou zatim publikovany. Projekt re-sekvenace na
ptistroji Illumina MiSeq CE Biosystems byl realizovan z divodu ziskani nekompletnich
sekvenacnich dat zGS FLX transkriptomu Nové ziskané sekvence byly na zakladé

prekryvajicich se usekil seskupeny (,,assembly*) do kontigl platformou Trinity. Z vytvotené
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databaze - Eudiplozoon_Nipponicum_trinity_k25.fasta, ktera zahrnuje 198 771 kontigt, byly
prostfednitvim algoritmu tblastn opét vybrany sekvence kodujici geny annexinti serpintl a
Kunitz proteind, obdobné jako v ptedchozim transkriptomovém projektu. V tomto piipadé
bylo vSak identifikovano 24 annexind, 21 Kunitz proteint a 5 serpint.

Po vytazeni totoznych sekvenci (redundanci) z obou transkriptomt a v piipadé Kunitz
proteini i vyrazeni sekvenci fadicich se k neinhbibujicim Kunitz proteinim (spondin a
papilin), jsme ziskali uplné nebo Castecné sekvence trankripti kodujicich proteiny, které by se
teoreticky mohly podilet na antikoagula¢ni aktivité. V tabulce €. 22.-24. jsou uvedeny veskeré
kontigy (spolu s jejich izoformami) sekvenci z vybranych proteinovych skupin. V ramci
sekvenci jsou oznaceny start a stop kodony, signalni sekvence ¢i transmembranové domény,
délky kodujicich nukleotidovych sekvenci, pocet aminokyselin v fetézci a nejvyssi identita
(%) v ramci ostatnich organismt dle NCBI, algoritmus blastp. V piipadé¢ Kunitz proteint je
zde uvedena i predikovana blizs§i proteinova skupina, do které patii. Kompletni sekvence
vSech zastupcii jednotlivych proteinovych skupin s vyznacenymi konzervovanymi motivy

jsou znazornény v piiloze 1, 2 a 3.

Tab. 22. Sekvence kodujici Kunitz type proteiny.

¢islo | kontig predikovany organismus start/stop | SP/TM délka
(izoforma) protein (accession no.) kodon pb/AA
1. 559* Kunitz/Bovine | Ancylostoma ano/ne ne/ne 126/42
PTI ceylanicum
(EPB68128.1)
2. 558* Kunitz SPI Pimpla hypochondriaca | ano/ano | ne/ne 375/125
(Q8TOWA4.1)
3. 585* Kunitz/Bovine | Ancylostoma ano/ne ne/ne 156/52
PTI ceylanicum
(EPB68128.1)
4. 2959* Kunitz/Bovine | Necator americanus ano/ano ne/ano (1) | 765/255
PTI (ETN72717.1)
S. 5641* Kunitz SPI Ixodes scapularis ano/ano | ano/ano (1) | 366/122
(XP_002434145.1)
6. 5995* Kunitz SPI Ixodes scapularis ano/ano ano/ano (1) | 297/99
(XP_002434145.1)
7. 6019* Kunitz/Bovine | Trichuris suis ano/ano ano/ano (1) | 303/101
PTI (KHJ42565.1)
8. 37079* Kunitz/Bovine | Stegodyphus ano/ne ano/ano (1) | 390/130
PTI mimosarum
(KFM81288.1)
9. 60883 TFP inhibitor Crassostrea gigas ano/ano | ne/ano (1) | 570/190
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/510851762?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W18ES44T015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_51316041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51316041?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W18V9CM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/510851762?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W18ES44T015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W13E9X3A015&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/568277054?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=W13E9VBD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W15ANYP501R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/241999004?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15AN9D601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W15ANYP501R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/241999004?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15AN9D601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W19EV60101R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/730370972?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W19EWE6K01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675388391
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675388391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/675388391?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W1179PF8014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W0ZME1HF014&CDD_SEARCH_STATE=0&D

(EKC35170.1)
10. 60782 TFP inhbitor Meleagris gallopavo ano/ano | ne/ano (1) | 300/100
(91-i1) (XP_010710984.1)
11. 60782 Kunitz/Bovine | Trichuris suis ano/ano nefano (1) | 480/160
(91-i2) PTI (KHJ42565.1)
12. 60782 Kunitz/Bovine | Trichuris suis ano/ano ne/ano (1) | 456/152
(91-i3) PTI (KHJ42565.1)
13. 62677 Kunitz SPI Ixodes scapularis ano/ano | ano/ne 918/306
(91-i2) (XP_002434145.1)
14. 62677 Kunitz/Bovine | (Trichuris trichiura) ano/ano | ano/ne 918/306
(91-i3) PTI (CDW57127.1)82
15. 62677 Kunitz SPI Ixodes scapularis ano/ne ano/ne 567/189
(91-i4) (XP_002434145.1)
16. 62677 Kunitz/Bovine | Trichuris trichiura ano/ano ano/ne 693/231
(91-i5) PTI (CDW57127.1)87
17. 62677 Kunitz/Bovine | Trichuris trichiura ano/ano ano/ne 669/223
(91-i7) PTI (CDW57127.1)
18. 62677 Kunitz/Bovine | Trichuris trichiura ano/ano ano/ne 645/215
(91-i8) PTI CDWS57127.1)
19. 62677 Kunitz/Bovine | Trichuris trichiura ano/ano ano/ne 870/290
(91-i9) PTI (CDW57127.1)
20. | 68750 Kunitz SPI Pimpla hypochondriaca | Ano/ano | ano/ano (1) | 249/83
(g2-i2) (Q8TOW4.1)92
21. | 68750 Kunitz SPI Pimpla hypochondriaca | Ano/ano | ano/ano (1) | 249/83
(g2-i3) (Q8TOW4.1)96

SP — signalni peptid, TD — transmembranova doména, *kontigy z projektu Roche
Kuniz/Bovine PTI - Kunitz/Bovine pancreatic trypsin inhibitor domain protein

Kunitz SPI - Kunitz-type serine protease inhibitor, TFP inhbitor - Tissue factor pathway inhibitor

Tab.23. Veskeré sekvence z transkriptomovych analyz kédujici annexiny.

¢islo | kontig shodny organismus start/stop SP/TD | délka
(izoforma) (accession no.) kodon pb/AK

1. 7533 Echinococcus granulosus ano/ne ne/ne 312/104
(EUB59004.1)

2. 9474 Schistosoma japonicum ano/ne ne/ne 717/239
(CAX70813.1)

3. 37863 Danio rerio ano/ne ne/ne 138/46
(NP_861423.1)

4. 39626 Microcotyle sebastis ano/ano ne/ne 1053/351
(ACD93001.1)

5. 51242 Schistosoma mansoni ano/ano ne/ne 1002/334
(CCD80863.1

6. 56172 Crassostrea gigas ano/ano ne/ne 1032/344
(EKC40619.1)

7. 58980 Crassostrea gigas ano/ano ne/ne 1002/334
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/405970243?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W0ZMEJMP014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W12NHSAT01R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/733892523?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W12NH67101R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W12CP0XN01R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W12CP0XN01R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W19EV60101R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/730370972?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W19EWE6K01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W12CP0XN01R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W12CP0XN01R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W19EV60101R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/730370972?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W19EWE6K01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W15ANYP501R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/241999004?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15AN9D601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669221562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/669221562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15GPZEY015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W15ANYP501R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/241999004?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15AN9D601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669221562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/669221562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15GPZEY015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669221562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/669221562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15GPZEY015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669221562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/669221562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15GPZEY015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W18ESVGV014&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669221562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/669221562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W15GPZEY015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_51316041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51316041?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W10WZRV6014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_51316041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51316041?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W10WZRV6014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_510851762
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_51316041
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=W12NHSAT01R&CDD_SEARCH_STATE=0&D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/576695435?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VYJJSU0M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226471464?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHJT22HH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/32308156?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHHCSJM0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189345330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHDHCYRJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/353233508?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VYNA9V6K01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/405976099?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=VYM0W4PM01R

(EKC21740.1)
8. 60438 Clonorchis sinensis ano/ano ne/ne 1062/354
GAA48684.1)
9. 62895 Clonorchis sinensis ano/ne ne/ne 756/252
(g2-i1) (GAA48684.1
10. 62895 Acyrthosiphon pisum- ano/ano ne/ne 909/303
(92-i2) isoform
(XP_008182513.1)
11. 63027 Microcotyle sebastis ano/ano ne/ne 1065/355
(ACD93001.1)
12. 64072 Clonorchis sinensis ano/ano ne/ne 1065/355
(GAA36105.2)
13. 65416 Schistosoma japonicum ano/ano ne/ne 1086/362
(CAX70812.1)
14, 67135 Microcotyle sebastis ano/ano ne/ne 1062/354
(g1-i1) (ACD93001.1)
15. 67135 Microcotyle sebastis ano/ano ne/ne 1095/365
(91-i2) (ACD93001.1)
16. 67135 Clonorchis sinensis ano/ano ne/ne 879/293
(91-i3) GAA36105.2
17. 67135 Microcotyle sebastis ano/ano ne/ne 1062/354
(g1-i4) (ACD93001.1)
18. 67135 Clonorchis sinensis ano/ne ne/ne 675/225
(91-i5) (GAA36105.2)
19. 67628 Microcotyle sebastis ano/ano ne/ne 1056/352
(ACD93001.1)
20. 67961 Microcotyle sebastis ano/ano ne/ne 1056/352
(ACD93001.1)
21. 77725 Danio rerio ano/ne ne/ne 291/97
(NP_861423.1)
22. 98026 Clonorchis sinensis ano/ne ne/ne 336/112
(GAA33818.2)
23. 111098 Danio rerio ano/ne ne/ne 231177
(NP_861423.1)
24, 180912 Schistosoma japonicum ano/ne ne/ne 171/57
(CAX70811.1)
SP — signalni peptid, TD — transmembranova doména
Tab. 24. Veskeré sekvence z transkriptomovych analyz kédujici serpiny.
¢islo | kontig shodny organismus start/sto | SP/TD délka
(izoform (accession no.) p kodon DNA/AK
a)
1. 3567 Crassostrea gigas ano/ano ne/ne 948/316
(EKC27864.1)
2. 51568 Clonorchis sinensis ano/ano ne ne 1197/399
(g1-i1) (GAA28469.2)
3. 68567 Lutzomyia longipalpis | ano/ne ne ne 948/316
(g1-i1) (ABV60345.1)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/405954243?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYMNF31R01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358340880?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHGAPTGJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358340880?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHHWMD3U015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/641663105?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VYKCKMRU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189345330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHDHCYRJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358340881?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHJ14W6X014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226471462?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYKP8TMW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189345330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHDHCYRJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189345330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHDHCYRJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358340881?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHH62VCK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189345330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHDHCYRJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358340881?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHK1GZF9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189345330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHDHCYRJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189345330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHDHCYRJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/32308156?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHK6X7XK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358340292?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VYP4NVY5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/32308156?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHK6X7XK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226471460?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VHGG9V6Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/405962162?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VZEEWA0X01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_RID=VZDZB3GC01R&CDD_SEARCH_STATE=0&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VZDZB4D401R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_358337173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358337173?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VZDZB4D401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157674499?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VZDR777K01R

4. 68567 Clonorchis sinensis ano/ano ne/ne 1206/402
(91-i2) (ADI60059.1)

5. 67910 Schistosoma mansoni ano/ano ne/ne 1284/428
(g1-i1) (CCD60071.1)

SP — signalni peptid, TD — transmembranova doména

5.3.1. Analyzy ziskanych sekvenci kodujici proteiny Kunitz typu

K nasledujicim bioinformatickym charakterizacim (anotacim) Kunitz sekvenci doslo
pouze u jejich konzervovanych domén, které funguji jako autonomni proteinova oblast
vykazujici inhibi¢ni aktivitu vi¢i protedzam. Na zakladé alignmenti Kunitz domén E.
nipponicum byla nejprve ovéfena piitomnosti vSech dulezitych konzervovanych
aminokyselin, kterymi se motiv vyznacuje. Déle bylo mozné jednotliva konzervovana mista
reaktivni smycky porovnat s doménami Kunitz proteinii vybranych, pfedevsim krevsajicich

organismu (tab.25.).

Je znamo, ze v P1 pozici trypsin-like inhibitorti se vyskytuje arginin (R) ¢i lysin (K).
Naopak pro chymotrypsin-like inhibitory je v této pozici charakteristicky leucin (L) nebo
methionin (M). Tendenci alaninu (A) v P'1 misté vykazuji pak BPTI-like inhibitory. Je tedy
mozné konstatovat (viz tab.26.), ze vétSina proteintt Kunitz typu E. nipponicum patii do prvni
zminované skupiny trypsin-like inhibitorti. Domény obsahujici arginin ¢i lysin je 27, pfi¢emz
u né&kterych sekvenci kodujici Kunitz proteiny byla zaznamenana i vice neZ jedna doména.
Pozicné specifické AA pro chymotrypsin like inhibitory se vyskytuji u tfech domén, které
jsou navic soucasti domén—typsin like proteinti. Inhibi¢ni aktivita téchto proteini muze

pusobit na vétsi spektrum proteaz.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/298200351?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VZE7SPZF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350645242?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VZBDBJJE01R

Tab.25. Aminokyselinové srovnani inhibujicich Kunitz domén z riznych organismd.

ornithodorin CLGD-PPTSCAEGTDITYYDSDSKTCKVLA-ASCPSGENTFESEVECQVAC
rhipilin CLFKPEQGNCABFLPRWWYNPETESCEPETYPVCNKKNEAFVSCTLCMNMC
monobin CSGDPPRGDCGEVEERYYFDSTTRTCQTEEYRGCSSPDNSYETEIECEIAC
Conk-S1 CDLPADSGSGTKAEKRIYYNSARKQCLREDY TGOGGNENNFRRTYDCQRTC
ancylostoma CNAPLDGPQCMEFFKRYTYNKEKKQCEEHVYGGCRPSPNNFETMEECKKTC
amblinl CKKKPAVGPCRELTEKWYFDYSTQSCKTEYYGGCGGNGNKESSRKKCREAC
ixolaris CSLEVDYGVGRENTPRWYYDTNNATCEMETYGGI TGNKNNFESEEECKETC
simukunin CNLPVDEGVCRELFKRFYYEPATDSCKERYYGGCEGNGNRFKSKKECILKC
schisto?2 CLLDYDEGICRELLKRFYYDSVNQTCEIBYYGGCLGNGNNFLSKDECERKC
60883 gl il CEMPLDNGLCHESIPRYYFNGT--QCLOEDYNGCGGNANNFISISECNSTC
6019 CQLPQIVGMCRASFPRFYFDGK--KCTEEIYGGCGEMONASQFPVQCKEKC
5995 CQLPKAVGMCLASFPRYYFDGK--KCTQEIYGGCGGNANNFQTKAECESTC
558 CQLPKMVGMCRBISFPRFYFDGK--KCTEHFIYGGCGGNANNFQTKAECESTC

5641 CQLPOQMVGMCRASFPRFYFDGK--KCTEEIYGGCGGNANNFQTKAECESTC

68750g2-i3 COLPKMVGMCRESFPRFYFDGK--KCTEEI YGGCGGNANNFQTKAECESAC
62677g1-i5.1 CTLPAEVGSCREHVDRFYFDGK--ECKSEVYGGCDGNTNNFENLEDCQKTC
62677g1-i7.1 CTLPAEVGSCREHVNRFYFDGK--ECKSEVYGGCDGNGNNFKTIKECRKTC
62677g1-i2.1 CTLPAEVGSCREHVNRFYFDGK--ECKSEVYGGCDGNANNFEDIEDCRKTC
62677g1-i2.4 CSLPAETGPCREHVRSYYFNGE--DCENEVYGGCMGNANRFETIDECRKTC
62677g1-i7.3 CNMPADIGPCREHVNRFFFNGE--DCEHEVYGGCLGNANNFKTIEDCONTC
62677g1-i2.2 CNLPQESGPCLEYFVRFFYNGE - -DCENEVFGGCMGNANNFKTIEDCRKTC
62677g1-i8.2 CNLPADIGPCREYTKRFYFNGN--HCENEIYGGCMGNANNFKTIEDCRKIC
62677g1-i2.3 CNMPAEIGPCRESFTRFYFNGE--DCENEVYGGCMGNANNFKTIEDCRKIC
62677g1-i7.2 CNMPAEIGPCISFTRFYFNGE——DCENI:;:IIGGCMGNANNFETIEECRTTC
TEPI2 CLLPLDYGPC.LLLRYYYDRYTQSCRQILYGGCEGNANNFYTWEACDDAC
boophilinl CRLPADEGICKELIPRFYFNTETGKCTMESYGGCGGNENNFET IEECOKAC
haemalinl CRLPAEPGICREFMPRYYFDVEKGQCEQHIYGGCKGNENNFETLKECQDAC
BPTI CLEPPYTGPC RIIRYFYNAKAGLCQTI\/YGGCRAKRNNFKSAEDCMRTC
F.hepatica CLLPVE PGPC!GIRSWAWDSRRGECVPIVYGGCEGNDNRFDSKS SCEYNC
E.granulosus CKLPLDPGFC.YFPRWGFHQESGECVRII YGGCGGNKNQFHSKEQCESMC
schistol CLLPRLTGKCRESLSRWGWNPQTTTCEEHIYGGCDANENNFLTKEECETVC
boophilin2 CEPAADSGSCHQLERWFYNVQSGECETIVYGGCGGNDNNYESEEECELVC
haemalin2 CKAAPETGLC.SFERWFFNAASGECEEIIYGGCGGNDNNYENKEECEFAC

Ornithodorin (Accession no: P56409), rhipilin (ADJ56344.1), monobin (ABI152647), Conk-S
(POC1X2.1), ancylostoma (AAN10061.1), amblin (AAR97367), ixolaris (AAK83022.1), Simukuni
(ACH56928.1), schisto2 (CCD75776.1), TFP12 (AAA20094.1), boophilinl (CAC82583.1), haemali
(BAH02683.1), BPTI (1510193A), F.hepatica (P81162), E.granulosus (ACM79010.1
schisto1l(CCD75776.1), boophilin2 ((CAC82582.1), haemalin2 (BAH02683.1)

Zluté —konzervované cysteiny; EBIBIG konzervovana P18 pozice; trypsin like inhibitory s fialové
vyznacenou P1 pozice [§iJll a chymotrypsin like inhibitory s L, M v P1 pozici; P’ pozice

podtrzené zvyraznéné sekvence z E. nipponicum
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Tab. 26. Konzervované AA v pozice P1 a P’ reaktivni smycky a pocet domén kazdého Kunitz
proteinu E. nipponicum.

fislo kontigu podet domén P1 pozice P°1 pozice
338 E A
3641 K A
304935 R A
f)1g K A
G083 H A
0732 K A
l-il)

60732 2 E.R A
gl-12)

60732 2 E.K A
E1-3)

2677 4 ELER A
(gl-i2)

82677 4 RKLR A
g1-i3)

2677 3 E KR A
g1-i3)

2677 3 EE.R A
(g1-17)

62677 3 RR.R A
(g1-18)

62677 4 ELER A
(g1-19)

68750 E A
(g2-12)

68750 E A
g2-3)

Leucin (L) charakterizuje chymotrypsin-like inhibitory, Arginin (R) a lysin (K)trypsin like inhbitory.
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5.3.2 Analyzy ziskanych sekvenci kodujici serpiny

Serpiny ziskané z transkriptomu E. nipponicum byly porovnany se serpiny dalSich
vybranych parazitti, u nichz byla prokdzana inhibi¢ni aktivita. Zahrnuty byly vsak i serpiny
ucastnici se inhibice travicich enzymu (pf. trypsin, chymotrypsin). Na alignmentech (obr.11.)
jsou vyznacené konzervované motivy v¢. reaktivni centralni smycky (RCL), ktera se podili na
inhibici. Ve srovnani s vysoce konzervovanou doménou Kunitz proteind, kde pfitomnost
pozi¢né specifickych AA vypovida o fuknci proteinu, se reaktivni smycka serpini pfitomnosti

takovychto AA nevyznacuje.

Obr.11. AA Alignment serpini E. nipponicum s ostatnimi parazity v¢. serpinil s prokdzanou

antikoagula¢ni aktivitou

A.aegypti QDVALGEIVQOKMEMSIAADGEKQAQSFV————-— DKQODKQFTAHQPFLFVVYDRNLVPILVGFYLKTPP
A.albopictus QODVALGEIVQKME INMSGDGEIQGQKFP-—-——--— DKQDKLFTANQPFMFVIFDRSVVPVLVGHYLKAPP
67910i2 ARLFVOTMMOKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVEFVARIDRPSV
6791i1 ARLFVOTMMOKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVFVARIDRPSV
S.mansoni -KVHVQVLOHSVALKVNEDGVEAAAATVMGIGLRSAPSIRFDVNESFICYVYDKIKTSLFAGRIIKPVP
S.Jjaponicum NNLYVRSFIQTNVMKVNESGIEAASVTSPIIVPISAPDVNFHVTHPFICFIYDOONMPLLAAKVINPM-
Hc-serpin -RLLVAGAAHKAI IKVDEDGT TAAGATVFEF SKFESMSERVKFEANHPFLFILTKD-NDPLEMGQFV-—-—
T.suis ONLYLSSGIHKTVVEVDEKGTEAAAATAITCVTDSGKVYQFTADRPFLFAIVDISGFLLFLGRESGQ--
T.spiralis KDIFVSDILHKAFLEVNEEGTEAAAATAVTMTDKAAKQLFFVADHPFLFFICNPKCIPLFLGRYTGLNV
An.simplex DSLVVSDVVHKANVEVNEEGSEAAAATGLFMVFRSSPPIRFIADHPFIFTIVSQ-NRILFIGRFH-——-—
IRIS NDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRIGQAFEFNVDHPFLFFIRNTVNDILFAGQVNSL-—
S.haematobium SNFCIGDILHKAILEVDERGAVAAAATSVEFINLSLPEVEFRVDHPFFISIIWNNTVPVEFLGHVVAPTE
P.westermani TNLFLSDVFHKAILEVDEEGATAAAATAVMMNMRCAMRPTVRVDRPFFVALICASTVPVEIGHVTHPGS
C.sinensis ERLHVSDVFHKAVLE IDEEGATAAASTGMMV-SRMMGPPPFRVDHPFFLAIISDTMVPVEVGHITNPES
E.multilocularis RSLAVSDVYHQAVIDVDEEGAEAAAATAMPMMVRCMPPVDFFVDHPFIFFIVTKTGIPVEMGHVVHPES
68567i2 EALFVSTVKHMATLEVNEEGAKAAAATAVRIQLRCMIVRDFHVDHPFVVAILSATTVPLEVGHCVDPQP
51568 PGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAASTAIEIAFFCVVERNFFVDHPFFVAILSANNVPLFLGHCVDPEP
3567 RGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAAATAIEVEYASFIEANFLLIIHF---—---- GYPLRLORASVPRP

alignment cca 360 aminokyselinového zbytku (kompletni alignment v piiloze 5). Zluté vyznacené
motivy s konzervovanymi AA; Cervené a zvyraznéni serpin motivil, v¢. reaktivni smycky
(modré zvyraznéni), tuéné a podtrzené - sekvence z E. nipponicum

Organismy s accession no. proteini: A.aegypti (AAL76022.1), A. albopictus (AAV90672.1), S.
mansoni  (AAA29938.1) S. japonicum (AAV90672.1), Hc-serpin (ACP43576.1), T.suis
(KHJ49058.1), T.spiralis (CBX25723.1), A. simplex (CBX25525.1), IRIS (EEC19903.1),
S.haematobium  (Accession no. KGB37771.1), P. westermani (ABV57466.1), C.sinensis
(ADI60059.1), E. multilocularis (CAD12372.2)
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Ve snaze poodhaleni funkce serpin- sekvenci z E. nipponicum byl vytvofen
fylogeneticky strom, ktery zndzorfiuje postaveni jednotlivych serpinti z E. nipponicum se
serpiny ostatnich paraziti. Hlavnim zdmérem fylogenetického stromu bylo zjisténi mozné

ptibuznosti serpini E. nipponicum s jiz znamymi antikoagula¢nimi serpiny.

- - (e
Lemem

————— T. pseudospiralis

—

”””” T. spiralis

r ..... S. Japonicum

S. mansoni

Obr.12. Nezakotenény fylogeneticky strom znazornujici postaveni serpind E.nipponicum
(modfe) mezi serpiny ostatnich parazitl,, serpiny s prokdzanou antikoagulacni aktivitou-
cerven¢ (metoda maximum likelihood).

Organismy a jejich accession number proteinii pouZitych ve fylogenetickém stromu: A. aegypti
(AAL76022.1), A. albopictus (AAV90672.1), S. mansoni (AAA29938.1) S. japonicum
(AAV90672.1), Hc-serpin (ACP43576.1), T.suis (KHJ49058.1), T.spiralis (CBX25723.1),
IRIS (EEC19903.1), S.haematobium (Accession no. KGB37771.1), P.westermani
(ABV57466.1), C.sinensis (AD160059.1), E. multilocularis (CAD12372.2).
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5.3.3. Analyzy ziskanych sekvenci kddujici annexiny

Se sekvencemi kodujici annexiny byly provedeny stejné analyzy jako u ptedchozich
serpini. Strukturadlné je pro annexiny charakteristicka doména, jejiz soucasti je opakujici
(kazdych 70-80 AA) homolognich motiv, ktery je slozen z 3 AA zbytka (K-G-X-G; viz
obr.13). U vétSiny annexini v nasledujicim alignmentu byla prokazana antikoagulacni
aktivita. Jelikoz annexint s prokdzanou inhibi¢ni aktivitou proti koagulaénim faktorim neni u
parazitickych organismi mnoho, jsou zde zaclenény i lidské annexiny, kde byla aktivita
potvrzena. Na zaklad¢ téchto alignment (ovSem s kompletnimi sekvencemi) byl vytvoten
fylogeneticky strom (metoda maximum likelihood), kde z hlediska postaveni patii kontigy ¢.
65416¢glil a ¢. 630279¢g1i1 mezi teoretické kandidaty s antikoagula¢ni aktivitou. Vyskytuji se
v blizkosti annexinu z S. bovis (de la Torre-Escudero et al. 2012), u kterého byla
antikoagulacni aktivita prokazana byla a annexinu M. sebastis, u nehoz se této aktivité zatim

jen spekuluje, zaklad¢ jinych fylogenetickych studii (Choi et al. 2009)

Obr. 13. Alignment 1-60 AA sekvenci annexint E. nipponicum s ostatnimi organismy v¢. s annexiny
s prokazanou antikoagulacni aktivitou

ANXB2.T.solium

65416g1il
ANXS.bovis
67135g1i2
64072g1il
67961gli3
63027g1il
ANX.M.sebastis
67628g12il
39626glil
51242g1il
ANXB2.S.mansoni

58980g1i2

H.microstoma

60438g1il
ANX13.S.japonicum
62895g2i2

56172glil
ANXB3.T.solium

A.aegypti
A6.C.sinensis
ANX2.H.sapiens
ANXAl.H.sapiens
ANX5.H.sapiens
A3.H.sapiens

MNT----RSSQYDCNGPFRPTLKPNPNFDVNADVEALCKSMRCWGTDEETITKILGKRTS
——————— MSHRINESGLYKATIEMTVGFSASADSETIHRALQGIGTDEKALIHVLGRRTN
MVSEFGITRHAFDPHGHYTPTIKPTTGFSASADAERLHRAMKGPGTDETAIINILARRTN
MKNFSDFSQHKLGYESKYTGTMKSPGNSLPSVDAERLYNALSGP-VNEDEIIDVLGKRKM
MKNAVQIGLHQLGYEHSYSGTLKTVVGSSASGDAERLFKAMKGLGTDEAELCDVLGRRTF
-MALKLFTEQOMHLTGLHKPTIFTSINFNPSVDAERLCRALMSPEVHENELISVLASRTS
-MSFPVFSFQQIGYRGLYTPTVFVDSRCQYENEATRLFKAMKGLGTNEKELIDVLGTRPS
MPGFSVFHMQQVGLNCFYEPSITAVONFSASADAQKLKDAMKGFGTDEKTLIEVLGKRVS
-MPVKLFTEQQLHMTGIYTPTVQSSVSFNAVTEAERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNHVT
-MORNITSLHQLAADGFYEATIYPSLGFSATVDIERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNRTL
———————— MQSIKPLDAFVPTVVAKKNFNPEYEADRLKKAFKGLGTDEMEVNRVLGEITL
—————————————— MHQTGPSITFPDRISAENDAEQLHNACKGLSTDEETITKILGHRNL
——————— MSALSSLVARFRGTVRPVENFNPEEDAMTLRSAFKGIGYNAKPIIEIFGRRNY
————— MTLOLOTNVWGPNRPSILPWSSEFNYEQDAKDLHEAILGLESCDNKIVNILAKRTV
————— MLTLKQVYASGHANPTLRPRADFNAEEAAKGLKAAMDGVGTDEYTLINILGTCSS
————— MSKIQIIGPNGIYQPTLKIQRNNDPNKDAEVLYEAMKGWGTNEDRIIGILGYRSS
———————————————————————————————————————— MKGLGTDEKAIIDVLASKTS
——————— MDEITLADVIYTPTVRPVVDFNPENDAECLRRAMKGLGTDEKAIISILANRSA
—————————————————— MATVKPFRCEFNANEDAQELEKAMKGIGTDEATIIDVLANRTS
————————————— MSQYYTPTVYPADPFDANEDAATLRKAMKGFGTDEKAIIEVLARRGI
MGDLSAWNFAQLGYPGGYNPTLRPYPNFNPDQDCEKLRKAMKGVGTDEKAIIDVLAHRTA
MVHEILCKLSL---EGSTYGSVKAYTNFDAERDALNIETAIKTKGVDEVTIVNILTNRSN
MVSEFLKQAQTV--SSKGGSAVSPYPTFNPSSDVAALHKAIMVKGVDEATIIDILTKRNN
——————————————— MVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLGTDEESILTLLTSRSN
—————————————— MIWVRGTVRDYPDFSPSVDAEATIQKAIRGIGTDEKMLISILTERSN
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zluté - opakujici se doména, modie- konzervované AA, tuéné a podtrzené - sekvence z E.
nipponi, cum

Organismy s accession no. proteinti: ANXB2 T.solium (Accession no:AAF64166.1), ANX
S.bovis (ACC78610.1), M.sebastis (ACD93001.1), ANXB2 S.mansoni (AAC79802.3),
H.microstoma (CDS26513.1), ANXB3 T.solium (AAF64166.1), A.aegypti (ABF18321.1),
A6 C.sinensis (GAA48217.1), ANX2 H. sapiens (NP_004030.1), ANXAL.H.sapiens
(CAG28612.1), ANX5 H. sapien (NP_001145.1), A3 H.sapiens (NP_005130.1)

- kompletni alignment v piiloze 4

Obr.14. Nezakotenény fylogeneticky strom znazoriujici postaveni annexini E.nipponicum
(modfe) mezi annexiny ostatnich parazitii; annexiny S prokdzanou antikoagulacni aktivitou-
¢ervené (metoda maximum likelihood).
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Organismy a jejich accession number proteinii pouZitych ve fylogenetickém stromu: ANXB2 T.solium
(AAF64166.1), ANX S.bovis (ACC78610.1), M.sebastis (ACD93001.1), ANXB2 S.mansoni
(AAC79802.3), A.aegypti (ABF18321.1), A6 C.sinensis (GAA48217.1), ANX2 H. sapiens
(NP_004030.1), ANX5 H. sapien (NP_001145.1).

5.3. 5"a 3" RACE PCR

Pomoci metody 5" a 3 RACE PCR se nepodatilo ziskat 3" konce sekvenci €. 559 a
585 s absenci stop kodonu, ani 5” konec u sekvence €. 558, kterd jako jedina mezi Kunitz
proteiny E. nipponicum se start/stop kodonem nema signalni sekvenci ani transmembranovou

doménu.

5.4. Exprese proteinu v bakterialnim systému E. Coli

Pro expresi rekombinantni Kunitz domény 5641 byl nejprve vyuZit bakteridlni systém
E. coli s expresnim vektorem pET28a+ (Novagen). Z ¢cDNA (koncentrace = 933ng/ul)
pripravené z RNA dospélyh ¢ervi byl prostfednictvim PCR reakce se specifickymi primery
(5641rekdomF a 564 1rekdomR) amplifikovan fragment DNA o velikosti 202 bp (obr.15.).

Obr.15. PCR amplifikace za pouZiti primera 564 1rekdomF a 564 1rekdomR, oéekavana velikost
PCRproduktu 202 bp.

49




Produkt byl nejprve zaklonovan do neexpresniho vektoru pGEM®-T Easy a po kontrolni
sekvenaci byl Stépen restrikénimi endonukleazami Ndel a Sacl (obr.16A.). Rozstépeny
konstrukt s Kunitz doménou byl zaklonovan do expresniho vektoru pET28a+ a

transformovan do BL21 kompetentnich bunék E. coli.

roz§tipany plazmid pGEM

!

Obr.16.A. Ovéfteni §tépeni RE Ndel a Sacl inzertu
Kunitz domény (zluty ramecek) v pGEM®-T Easy.

Obr.16B. Kontrolni elektroforéza potvrzujici uspésnost Kunitz inzertu
v jednotlivych koloniich v E.coli s T7 primery. Velikost fragmentu
odpovida Kunitz doméné (202bp) spolu s exp.vektorem (260 bp).

Od bakterialni kultury narostlé v LB médiu jsme centrifugaci oddélily buné&ny pelet,
vekterém jsme purifikovaly rekombinantni protein V nativnich i denaturanich podminkéch.

Pro purifikaci Kunitz domény byla pouzita chromatografie na Ni-NTA koloné. V ptipadé
denatura¢nich podminek probihala purifikace v pufru: 100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-Cl, 8
M urea, pH, zatimco v nativnich podminkach ve vzriistajici koncentraci imidazolu (50 mM

NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10-205mM imidazole).

Ocekavana velikost rekombinantni Kunitz domény (8 kDa) detekovana nebyla. Velikost
proteinu v denatura¢nich i nativnich podminkach se pohyboval v rozmezi 20-25 kDa (obr.17,
18..) Piestoze se tato oblast vzdy shodovala s profilem na nitrocelul6zové membrané po
detekci his-tag protilatkou (obr.19), potvrzeni z hmotnostni spektrofotometrie izolovanych

oblasti bylo vzdy bakterialniho charakteru.
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25kDa

M Wl w2

E2

E3

Obr.17. SDS-PAGE analyza jednotlivych izola¢nich frakci v denaturacnich podminkéach.
Produkt o velikosti 20-25kDa (Cervené) odeslan na hmotnostni spektrofotometrii.

M — marker, W11- 1. frakce po promyvacim pufru (pH 6,3), W2- 2. frakce po promyvacim
pufru (pH 6,3) E1- frakce po elua¢nim pufru 1 (5,9), E2-frakce po elua¢nim pufru 2 (pH 5,0),
E3-frakce po elua¢nim pufru 3 (pH 4,5), E4-2.frakce po elua¢nim pufru 3 (pH 4,5)

Se vzorky E3 a E4 byla méfena inhibi¢ni aktivita vii¢i trombinu i faktor Xa, v pH 8. Inhibi¢ni
schopnost schopnosti téchto vzorkd prokézana nebyla.

%aktivita  Inhibi¢ni aktivita proti

trombinu

100

50

0

trombin E3

E4

%aktivita Inhibi¢ni aktivita proti

100

50

0

faktoru Xa

l T l

T
faktor Xa E3 E4

Graf .3. Mé&feni inhibi¢ni aktivity proti trombinu a faktoru Xa u vzork E3 a E4.
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25kDa

Obr.18. SDS-PAGE analyza jednotlivych izola¢nich frakei v nativnich podminkach. Velikost bandu
je i v téchto podminkach mezi 20-25 kDa. Produkt (¢ervené) odeslan na hmotnostni spektrofotometrii.

M — marker, W1- 1. frakce po promyvacim pufru (pH 6,3), W2- 2. frakce po promyvacim pufru (pH
6,3), E1- frakce po elua¢nim pufru 1 (pHS5,9), E2-frakce po elua¢nim pufru 2 (pH 5,0), E3-frakce po
eluacnim pufru 3 (pH 4,5)

Se vzorkem E3 byla méfena inhibi¢ni aktivita vici trombinu i faktor Xa, v pH 8. Inhibi¢ni
schopnost schopnosti téchto vzorkl prokazana nebyla.

e ]

25 kDa

Obr.19. Detekce Kunitz domény na nitrocelul6zové membrané korespondujici s velikosti
proteinu na SDS-PAGE elektroforéze. V o¢ekavané velikost cca 8 kDa nebyl zadny protein
protilatkami detekovan.
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5.5. Exprese rekombinantniho proteinu v Pichia pastoris

Pro expresi proteinu v kvasinkach Pichia pastoris byly navrzeny specifické primery
pro cely Kunitz protein (5641FCpichia, 5641RCpichia) i samotnou doménu (5641FDpichia,
5641RCpichia). Zvolenym expresnim vektorem byl pPicz aB (Invitrogen). Na amplifikovani
DNA fragmenti PCR reakci byla pouZita stejnd cDNA (koncentrace = 933ng/ul) jako
Vv ptipadé exprese proteinu v bakterialni systému E. coli. Vzniklé produkty (obr.20) byly
stejnym zpusobem nejdiive klonovany do neexpresniho vektoru pGEM® -T-Easy za ucelem

kontrolni sekvence.

200 bp

Obr.20. PCR amplifikace

Kunitz doména (D) za pouziti primeru 5641FDpichia, 5641RCpichia — Zluty ramecek; ocekavana
velikost cca 210 bp.

Cely protein (primery 5641rekdomF a 5641rekdomR), vzniklé produkty: C1 (zeleny ramecek) a C2
modry ramecek; ocekavana velikost fragmentu 310 bp.

U amplifikovanych fragmentt celych proteini C1 a C2 nebyla sekvenaci prokazala 100 %
ucinnost primeru 564 1FCpichia, tudiz byly dalsi kroky s touto sekvenci pozastaveny.

Kunitz doména byla z pGEM® -T-Easy vektoru po kontrole st€épena RE Notl a Xhol,
ligovana do pPiczaB a transformovana do BL21 kompetentnich buné¢k E. coli. Ovéfeny
plazmid (obr.21) byl pted elektroporaci do P. pastoris linearizovan restrik¢nim enzymem
Sacl.
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Obr. 21. Ovéfeni piitomnosti inzertt Kunitz domény v expresnim vektoru pPiczaB.
Kunitz doména (D) Zluté ohraniceni; ptedpokladana velikost spolu vektorem cca 620bp Ohraniceny
fragment byl izolovan a pouzit na elektroporaci.

Po elektroporaci pPiczaB s Kunitz inzertem do kvasinek P. pastoris byly bunky vysety
naYPD agarové plotny s antibiotikem (zeocin) a jednotlivé narostlé kolonie pouZity
K méfeniinhibi¢ni aktivity vi¢i koagulaénim faktortim Ila a Xa.

5.5.1. Inhibi¢ni aktivita vybranych klonu s rekombinantni doménou z P. pastoris proti
trombinu

Testovani inhibi¢ni aktivity jednotlivych rekombinantnich kloni Kunitz domény
v expresnim vektoru pPiCzaB vi¢i trombinu probihala za stejnych podminek jako
s homogenatem/ES-P E. nipponicum. Testovanym vzorkem bylo nezkoncentrované BMMH
médium, v némz se 2 dny inkubovaly elektroporované buriky P. pastoris ve 30 °C na tfepacce
(250rpm) Buné&&ny pelet byl nasledné oddélen centrifugaci. Caste¢na inhibi¢ni aktivita proti

trombinu byla prokézana u klond D1 —D4 rekombinantni Kunitz domény.
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Obr. 22. — Méfeni inhibi¢ni aktivity jednotlivych klonti rekombinantni Kunitz domény
v P. pastoris (v BMMH médiu) proti Flla s fluorogennim substratem VPR (Val-Pro-Arg AMC).
V klonech D1 — D4 byla zaznamenana ¢aste¢na inhibi¢ni aktivita, v klonu D5 nikoliv.

5.1.4. Inhibi¢ni aktivita vybranych klonu s rekombinantni doménou z P. pastoris
proti faktoru Xa

Testovani inhibi¢ni aktivity vii¢i faktoru Xa bylo méteno se stejnymi klony Kunitz
domény. Testovanym vzorkem bylo stejné BMMH médium, v némz se 2 dny inkubovaly
elektroporované bunky P. pastoris ve 30 °C. V tomto piipadé vSak v zadném testovaném
vzorku nebyla prokdzana vyznamninhibi¢ni aktivita.

% aktivita Inhibi¢ni aktivita viéi faktoru Xa

100 -
80 -
60
40
20
0 - . . . . .
D2 D3 D4 D5

faktor Xa D1

Obr.23. — Méfeni inhibi¢ni aktivity jednotlivych klon rekombinantniho Kunitz domény v P. pastoris
(v BMMH médiu) proti FXa s fluorogennim substratem IEGR (Ile-Glu-Gly-Arg-AMC).

K dal$im charakterizacim téchto klonti bohuzel kviili degradaci materidlu nedoslo.
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6. DISKUZE

Biochemické analyzy s homogenatem a ES-P E. niponicum

U hematofagnich monogenei celedi Diplozoidae nebyl dosud objasnén zadny
mechanismus inhibice hostitelské hemostazy, ktery je nezbytny pro vSechny krevsajici
organismy. Cilem této prace proto byla charakterizace funkénich molekul, které by se mohly
aktivné zapojovat do inhibi¢nich procest viici hostitelské koagulacni kaskade.

Tato prace byla vibec prvni projekt, ktery se méfenim inhibicni aktivity u ¢.
Diplozoidae zabyval. S vybérem testovanych faktori ndam pomohl obecny fakt, Ze vétSina
hematofagnich organismt inhibuje pravé trombin a fXa. Piedev§im kvili své vyznamné
pozici V koagula¢ni kaskadé patii mezi dva nejcastéji inhibované koagula¢ni faktory
(Ciprandi, Horn, and Termignoni 2003). Faktor Xa stoji v misté vyusténi pocatenich
koagulacnich fazi, odkud generuje produkci trombinu, ktery aktivaci fibrinogenu spousti
formovani srazeniny. Zda se byt velmi pravdépodobné, ze zastupci €. Diplozoidae exprimuji
inhibitory serinovych proteaz, ptisobici alespon proti jednomu z faktorti. Vyloucena vSak neni
ani inhibice faktord obou (Stark et James 1996). Na zaklad¢ téchto skute¢nosti jsme otestovali
homogenat a ESP ¢Cervit u vybranych zastupc ¢. Diplozoidae proti trombinu a FXa. V
kone¢ném vysledku vSak nemize s naprostou jistotou potvrdit, vii¢i kterym koagula¢nim
faktorim je inhibicni aktivita namifena. Vysledek byly 4 negativnich méfeni a 1 pozitivni,
kde ovSem aktivita homogenatu E. nipponicum vykazovala az 100% inhibici trombinu a
¢aste¢nou inhibici FXa. V piipadé¢ ES-P E. nipponicum byla detekovéana ¢astecna inhibice
trombinu 1 FXa. Otazkou vysvétleni miize byt pouzité mnozstvi proteinu testovaného vzorku.
Na zaklad¢ dostupnych informaci o jiz popsanych antikoagulantech u krevsajicich organismu
muzeme sice srovnat metodiku pokust a pouzivané mnozstvi proteint v testech, ovSem ne
vzdy je to skloubitelné snaSim modelovym organismem. VéEtSina charakterizovanych
inhibitor koagulacnich faktor hematofdgi pochazi z organismi, kde k detekci slouzily
slinné Zlazy. Téméf u vSech zastupci kment Eurthropoda (Diptera, Ixodida, Heteroptera)
nebo Annelida (Hirudinea), doslo k detekci antikoagulantl prostfednictvim izolace a
homogenizace slinnych zlaz (Pereira et al. 1996, Ibrahim et al. 2001, Salzet 2001, Chagas et

al. 2011). Ve vzniklé homogenizované smési 714z neni proteinové zastoupeni tak Siroké jako
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Vv ptipadé homogenatu celych ¢ervi. Podobnou situaci nachazime u stfevnich antikoagulantt
izolovanych napt. z pijavky Theromyzon tessulatum nebo z plostice (Heteroptera) (Pereira et
al. 1996, Salzet a kol. 2000), kde podobné jako u slinnych 714z, mize dojit k pomérné snadné
manipulaci a nasledné detekci inhibi¢ni aktivity. V pfipadé krevsajicich helmint, nelze tento
postup aplikovat, uz jen ztoho divodu, ze slinné zlazy vétSinou nemaji. V pfipadé ¢.
Diplozoidae je ptedpokladand ptitomnost antikoagulacnich faktord ve specidlnich zlazach
Vv blizkosti esofagu. Metodou vypitvani zlaz, kterd se bézn¢ aplikovala u zminénych ¢lenovci,
je z divodu odlisné morfologie neproveditelna. Studie, s kterymi ¢. Diplozoidae mizeme
metodicky porovnavat je U ¢. Ancylostomatidae, u nichz byla charakterizovana cela fada
inhibitord koagula¢nich faktorti produkovana ezofagealnimi ¢i cefalickymi zlazami (Cappello
et al. 1996; Jiang et al. 2011). Zadné dostupné zdroje vsak nemluvi o izolaci samotnych
esofagealnich zlaz (Jiang et al. 2011). Jedna z pilotnich studii identifikace inhibi¢ni aktivity
proti koagula¢nim faktorim u A. caninum také z homogenatu cervi (Cappello et al. 1993).
Nicméné k prikazu bylo pouzito 100 ¢ervi, s naslednym vstupnim testovanym mnozstvim
50-100ul proteinové smési. V naSem piipad¢ je homogenizace takového mnozstvi Cervil
neuskute¢nitelna. Predev§im na pocatku experimenti jsme se potykali s nedostatkem
materialu, ktery nestacil pokryvat potiebné mnoZstvi vzorkid na probihajici experimenty.
Navic dle teorie o sezénnim vyskytu zastupct ¢. Diplozoidae na zabrach ryb, nedochazelo k
Castému sbéru napf. v zimnich mésicich, kde se ovSem ptitomnost Cervli pozdéji potvrdila.
Primérny vytéZzek z kazdého sbéru se pak pohyboval zhruba v rozmezi 10-80 Cervi.

V ptipad¢é detekce inhibi¢ni aktivity z ESP E. nipponicum miZze hrat roli nizka
koncentrace ptitomnych inhibitori. Cervi pro dely nasich pokust byli sice inkubovani ihned
po jejich odebrani z zaber, nicméné produkce antikoagulacnich faktori, se Vv momenté
preruseni kontaktu s hostitelskou krvi mize rapidné snizena, ne-li tplné prerusit. Dalsi mozny
problém je, Ze ne byli Cervi po odebrani z zaber Vv takové kondici, aby byli schopni plivat

dostate¢né mnozstvi proteinli po celou dobu inkubace.

Transkriptomové analyzy

Dalsi metoda k charakterizaci inhibitort serinovych proteaz vychazela z dat
transkriptomovych projektd u E. nipponiocum. Obecné lze o skupiné Monogenei Fici, Ze
Z hlediska funkénich molekul patii pomérmné k neprobadanym parazitim. Zvlast pokud
srovname dostupné¢ informace s ostatnimi plosténci. U fady zastupcti kmene Platyhelminthes
jsou k dispozici udaje celych genomii. Projekty tohoto typu jsou smérovany ptfevazné na
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vyznamné lidské parazity, jako jsou Schistosoma mansoni nebo S. japonicum. Nalezneme
ovSem i dal$i analyzy, které¢ se zabyvaly identifikaci funkénich molekul napt. u motolice
Clonorchis sinensis (Wang et al. 2011) ¢i tasemnice Taenia solium (Tsai et al. 2013). Az
Vv relativné nedavné dobé se rozb&hly projekty na zastupcich tf. Monogena. V roce 2014 to byl
napf. osekvenovany genom Gyrodactylus salaris, jehoz velikost se srovnatelna
s genomickymi informacemi nékterych tasemnic (Hahn et al. 2014). Transkriptomovy projekt
E.nipponicum, z kterého jsme v této praci vychazeli byl viibec prvni funkéni analyzou této
Celedi. Kvalita dat bohuzel nebyla takova, jaka se oCekavala. Ze slibované¢ho 1 milionu ¢teni
bylo ziskano pouze 324 941 cteni, poskladanych do 6910 kontigh (Jedlickova, 2013).
V soucasné dobé uz jsou k dispozici data z re-sekvenace, ze kterych bylo ziskano podstatné
vice, necelych 200 000 kontigl. Pro charakterizace moznych inhibitor serinovych protedz
byly z transkriptomovych dat vy¢lenény kodujici sekvence 3 proteinovych typl: annexiny,
serpiny a Kunitz proteiny. Ziskané data z obou transkriptomovych projektu byla mezi sebou
porovnana a nasledné byly vyfazeny identické, opakujici se sekvence. S konecnych poctem
zhruba 50 sekvenci byly provedeny nejprve zakladni analyzy, detekujici kompletnost kontigt,
pfitomnost signalniho peptidu ¢i transmembranové domény. Nésledovaly strukturni studie pro
kazdou skupinu potencionalnich inhibitort koagulacnich faktord zvlast.

Po prodélanych analyzach sekvenci kodujici annexiny E. nipponicum s databazi
NCBI, byla predikovana nejvyssi identitra (%) annexinu tfi organismu - Microcotyle sebatis,
Schistosoma japonicum a Clonorchis. sinensis. Zatimco annexiny obecné u schistosom patii
mezi hojné se vyskytujici proteiny v tegmentu, kde chrani cerva proti pisobenim imunitniho
systému hostitele (Hofmann et al. 2010), u M. sebastis a C. clonorchis se o funkci stale jen
spekuluje (He et al. 2014; Choi et al. 2009). Identifikovany annexin z M. sebastis vsak
prezentuje dosud jediny popsany protein tohoto typu vramci celé tf. Monogenea.
Fylogenetickymi analyzami byla prokazana shoda s annexiny schistosom a tasemnice T.
solium (Choi et al. 2009), kde pouze v ptipad¢ T. solium byly charakterizovany annexiny
nékolik typd annexintl (B1, B2 a B3) zapojujici se do antikoagula¢nich mechanismi. Tento
vztah mize vypovidat o potencionalni antikoagulacni aktivité annexinu u M. sebastis, ktery
mino jiné vykazuje vysokou % identitu i s annexinem E. nipponicum (¢. 63027).

K nejméné zastoupenym skupindm inhibitorti serinovych proteaz z transktiptomovych
projekt patii serpiny. Bylo zislkdno pouze 5 sekvenci kodujici serpiny. Ackoliv se tato
proteinova skupina fadi mezi vyznamné inhibitory serinovych protedz, u vétSiny helminti je
jejich tendence inhibovat koagulacnich faktord nizka. SpiSe nez plsobeni na koagulacni
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kaskadu se zapojuji procest do inhibice travicich enzymii (Molehin, Gobert, et McManus,
2012). Antikoagula¢ni serpiny nachazime napft. v ramci Diptera u komart Aedes sp. (Stark et
James 1998). Vyznamnou skupinu inhibitor serinovych proteaz, ktera je od serpint
odvozena tvofi smalpiny. Patii ke skupiné s vysokym zastoupenim antikoagulacnich faktorti u
krevsajicich helmintd. Jsou to malé proteiny okolo 100 AA, které charakterizuji hlavni
skupinu antikoagulantti u ancylostom a pijavek (Zang et Maizels 2001). Z transkriptomovych

dat E. nipponicum jsme neziskaly zadné proteiny fadici se k této proteinové skuping.

Dalsi studovanou skupinou byly proteiny Kunitz typu. Prostfednictvim specifické Kunitz
domény, kterd je tvofena tfemi disulfidickymi mistky a vysoce konzervovanymi
aminokyselinami ve specifickych mistech reaktivni smycky, mizeme zaclenéni jednotlivé
proteiny do blizSich skupin inhibitort. Je znamo, ze v P1 pozici trypsin-like inhibitora je
pfitomen arginin (R) ¢&i lysin (K), u chymotrypsin-like inhibitorG je pro tuto pozici
charakteristicky leucin (L) nebo methionin (M). Pfestoze vétSina popsanych antikoagulantii
Kunitz typu z krevsajicich organismt obsahuje v P1 pozici Arg, existuje i fada vyjimek, kde
je AA v P1 pozici zcela netypicka a piesto k inhibici koagulac¢nich faktorti dochazi. Piikladem
mize byt antikoagulant ornithodorin z klistaka druhu Ornithodoros moubata, ktery ma ve své
P1 pozici aminokyselinu alanin (van de Locht et al. 1996). Vysoka variabilita aminokyselin
v P1 se vyskytuje u tzv. toxin Kunitz typu, fungujici jako blokatory iontovych kanali. Pokud
bychom méli shrnout situaci u Kunitz proteinti E. nipponicum, vétsina inhibitorti spada mezi
trypsin-like inhibitory, coz muze naznacovat zapojeni funkce do antihemostatickych dé&ju.
Pouze u tfech sekvenci z 15 jsme identifikovaly jiné AA, nez jsou pro trypsin-like inhibitory
typické. Nejvetsi zastoupeni Kunitz - antikoagulacnich faktorti nalezneme u klistat a klistakt
(Ranasinghe et McManus 2013), kde k nejcastéji inhibovanym faktorim patii trombin.
Popsané jsou nicméné i faktory inhibujici FXa a komplex VII/TF (Francischetti et al. 2002).

Exprese rekombinantni Kunitz domény v bakterialnim systému E. coli

Na zéklad€ transkriptomovych analyz jsme si k expresi rekombinantniho proteinu vybraly
Kunitz inhibitory. Mimo to, ze Kunitz inhibitory patfi mezi vyznamné antikoagulanty u
klistat a klist'aktm pfispiva k tomu i skute¢nost podobného mechanismu traveni krve klistat a
ttidy Monogenea. Exprese rekombinantniho proteinu byla provadéna pouze na Kunitz
doméng, kterd odpovida za mechanismus inhibice tim, Ze svou reaktivni smycku s vysoce

konzervovanymi AA vaze do aktivnich mist proteaz (Ranasinghe et McManus 2013). Zcela
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bézné se dnes exprimuje v rekombinantni podobé pouze samotna doména (Clauss et al. 2011,
Ranasinghe et al. 2015). Celkové velikost domény se pohybuje v rozmezi 50-60 AA tedy s

velmi nizkou molekulovou hmotnosti — 6 kDa.

Bakterialni expresni systému E. coli byl zvolen pro jednoduchost a vysoky vytézek.
Cela piiprava rekombinantni domény probihala dle tradicniho postupu bez vétSich probléma.
Nejasnosti se vyskytly az v moment¢ purifikace rekombinantni domény z inkluznich télisek.
Nami ocekavany produkt o velikosti cca 8 kDa (spolu s his-tagem) jsme nedetekovali.
Velikost rekombinantniho proteinu se vzdy pohybovala v rozmezi 20-25 kDa. Exprese
rekombinanti domény probéhla dohromady s tfemi riiznymi primery. Prvni pokusy probihaly
S primery, jejichz soucasti nebyla histidinova kotva. Na zaklad¢ nespolehlivosti histag znaceni
na nitrocelul6zové membrang, byly navrzeny primery nové, jejichz soucast jiz histidinova
kotva byla. Posledni nami navrzené primery se lisily od pfedchozich ptitomnosti rezervnich
nukleotidli z kazdé strany domény, pro piipadné nepfesnosti translace, které by mohla ovlivnit
vyslednou strukturu 1 aktivitu produktu, jelikoz ysoce konzervované cysteiny zajistuji
stabilizace celé domény (Macedo et al. 2007). Dalsi moznosti bylo purifikovat protein v
odlisném prostiedi (redukujicim i nativnim) ¢i v pfitomnosti zvySujici se koncentrace
redukéniho ¢inidla (DTT-dithiothreitol), ovsem zcela bez efektu.

Jedno zvysvétleni vysoké hmotnosti produktu odkazuje na pfitomnost tii
disulfidickych mustkd v Kunitz doméné. Redukujici pufr, ktery slouzi k rozvolnéni mustk,
nemusi tuto na Cysteiny bohatou doménu 100% rozvolnit. Casteéné rozvolnéna struktura
velikost vysledného produktu mohla ve vysledku i histidinova kotva, ktera je v poméru
s Kunitz doménou (6 kDa) relativné velika (2 kDa).

Existuje vsak i pfipady, kdy nami navrzeny stop kodoén je translaénim aparatem E. coli
nerozpoznan a translace proteinu tak pokracuje dale. Pfi translaci mize dochéazet k nahrazeni
stop kodonu TGA za TAA ¢i TAG (Sorensen et al.1989, Gonzalez et al. 2003). Nami

navrzené primery pro tvorbu rekombinaci domény v E. coli stop kodon TGA obsahovaly.

Dalsi pouzity expresni systém byl eukaryoticky kvasinkovy systém Pichia pastoris.
Vyhody oproti E. coli jsou pfedev§im ve zpusobu sekrece rekombinacniho proteinu.
Kvasinky jsou schopny produkovat protein do rustového média, ve kterém dochazi

k nasledné purifikaci proteinu snazsi cestou nez v piipadé purifikace z inkluznich télisek E.
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coli. A¢ se zdala exprese Kunitz domény v tomto expresnim systému (viz kap.5.5) z divodu

degradace a kontaminace materialu nebylo mozné v ramci této prace expresi dokoncit.

Zavér

Inhibi¢ni aktivita u zastupc ¢. Diplozoidae byla potvrzena jednou z péti méfeni.
Nelze proto sjistotou tvrdit, ktery koagulac¢ni faktor ¢. Diplozoidae inhibuje. Vysledky
pozitivniho méfeni vSak naznacuji, Ze by se mohlo jednat o inhibici trombinu i FXa. Pti
zvySeném pouzitém mnozstvi proteinu v homogenatu jsme detekovali inhibi¢ni aktivitu proti

trombinu a ¢aste¢nou inhibici FXa, v ptipadé ESP ¢aste¢nou inhibici obou faktora.

Z transkriptomovych projektti E. nipponicum jsme analyzovaly tfi proteinové rodiny
serinovych protedz - annexiny, serpiny a Kunitz proteiny, které by mohly byt teoretickymi
kandidaty Na inhibitory serinovych protedz zapojeny do mechanisml. Pfiprava

rekombinantnich proteint vybrané Kunitz proteinové rodiny se vSak nezdafila.
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Piiloha 1. - Kompletni sekvence Kunitz-type proteint E. nipponicum

— tuénym pismem je vyznacen START a STOP kodon,
- zluté jsou oznacené Kunitz domény s konzervovanymi AA (P1, P1” a P18)

1) kontig 6019

63

126

189

252

ATGgtcaataattttaatttatttacggcattgattgtcttggttgtagctgcgectttggatt
M V NNF N L F T A L I V L V V A A L W I

tccaaggcaactgcaagtccactatcatcttgtcaactgccccaaattgtecggtatgtgcaga
S K A T A S P L 8 s €C Q L P Q I V G M C R

gcgagttttcctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggctgt
A S F P R F Y F D G K K C T EF I Y G G C

ggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtgctttaaa
G E M Q T I F R R K R NA S Q P V Q C F K

gagaaatgtaaatcaaatatcataccggaaatatgtcgtcaactttatatcTAG
E K C K S N I I P E I C R Q L Y I * 303

2) kontig 558

63

126

189

252

315

ATGagtggtggagtaccgaaatttccttctggtggtcaaatgagtggtgatgaacccaaaatg
M s G G v P K F P S G G Q M S G D E P K M

cgccttggtgagccaatgagtggtgatgaacctaaaatgcgtcttggtcageccaatgatgggt
R L G E P M S G D E P K MR L G Q P M S G

ggagcacataaatttcttcttggagatcaaatgagtggtgaagtacctaaatttcttcttgat
G A H K ¥ L LG D O M S G E V P K F L L D

ggtcaaacaactgcaagtccactatcaacttgtcaactgcccaaaatggtcggtatgtgcaaa
G o T T A S P L S T CQUL P KMV G M C K

gcgagttttcctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggectgt
A S F P R F Y F D G K K C T EF I Y G G C

gggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtgcttTAA
G G N A NNUVF Q T K A E CE S T C P V L *

375

76




3) kontig 60883

63

126

189

252

315

378

441

504

ATGgcgggtaatttgtatttatctgcagcattgattttctttatcgttactgtgatttggatt
M A G N L ¥y L. S A A L I F F I Vv T VvV I W I

gccgaagctcgcattgtgtttaggagaaggcaagaatctcagaccgatagttctttactccca
A E A R I V F R R R Q E s oo T D s S L L P

ctgcctgaacaacatgaaccttcaagacgtccagtaccactatcagaacaggagacaaattac
L P E Q H E P S R R P V P L S E Q E T N Y

aataatgacggcaggtttacaacacccaatatgattcgaattcagcacgctatacaaagtaat
N N D G R F T T P N M I R I Q H A I Q S N

atatcatgggattcaatcatggatggaggcaaacccaggggaaatttttcggtaaaagaagtyg
I s wobpbs I M D G G K P R G N F S V K E V

gctgattggctcaatttacttctcaaaatgccgacaacaccatcagcagtgacgactgtatcce
A D W L N L L L K M P T T P S A V T T V S

ccgaataattggacaagtacaagtccaataactatatgtgaaatgcccttggataatggtett
P N N W T S T s p I T I €C E M P L D N G L

tgccatgcgagtataccacgatattattttaatggaacacaatgtctacaattcgattataat
C H A s I PR Y Y F NG T Q CUL Q F D Y N

ggctgtggtggaaatgcaaacaatttcatttcaatatcagaatgcaattcaacctgtttaaca
G C G G N A NNUF I S I S E C N S T C L T

aatTAA
N * 570

4) kontig 60782(g1-il)

63

126

189

252

ATGtttagttgccctttceccttgtgttgctaattgttgectgcaatatgtgttattggtggatta
M F §Ss C P F L V L L T V A A I C V I G G L

attgctggatttggtctaaatcaacaaacaatttcgacgtcgacgtacgagtttgggctacgt
I A G F G L N OQOQ o T I s T s T Y E F G L R

actaactgcagtttgcctccagacactgggccgtgcaaagcgtatttaaaaaggtactacttce
T N € S L. P P DT G P C KA Y L K R Y Y F

aacggtaaagactgcaatcttttcgtttacggcggttgctggggtaacgcgaacaacttcectta
N G K D C NL F VY G G CWGNANN F L

gacattcaggattgtcagcaaacgtgcatggcactgaaagcaaatgatTAG
D I 9 b CcC Q 0 T C M A L K A N D * 300
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5) kontig 60782(g1-i2)

63

126

189

252

315

378

441

ATGtttagttgccctttceccttgtgttgctaattgttgectgcaatatgtgttattggtggatta
M P S C P F L VvV L L I VvV A A I C V I G G L

attgctggatttggtctaaatcaacaaacaatttcgaggataccagtcagctgectttttgect
I A G F G L N OQ o T T1I S R I P V S C F L P

ccaaacagtgggtcatgcgaagcaaatatcaatcgtttctattttaatggagtagactgcgaa
P N S G S C E A NI NRVF Y F NG V D C E

tcttttatttacggcggttgecctgggtaacgaaaacaactttaaaaccatcgaagagtgttgg
s F I ¥ G G C L G N ENNUF K T I EE C W

aaaacttgcaaggcgacgaaagaagatgcgtcgacgtatgagtttgggctacgtactaactgce
K T ¢ K A TJK E DA S T Y EF G L R T N C

agtttgcctccagacactgggccgtgcaaagcgtatttaaaaaggtactacttcaacggtaaa
S L P P DTGP C KA Y L KR Y Y F N G K

gactgcaatcttttcgtttacggcggttgctggggtaacgcgaacaacttcttagacattcag
D C N L F V Y G G C W GNANNVF L D I Q

gattgtcagcaaacgtgcatggcactgaaagcaaatgatTAG
D C Q9 9 T C M A L K A N D * 480

6) kontig 60782 (g1-i3)

63

126

189

252

315

378

ATGtttagttgccctttceccttgtgttgctaattgttgectgcaatatgtgttattggtggatta
M P S C P F L V L L I V A A I C V I G G L

attgctggatttgggataccagtcagctgctttttgcctccaaacagtgggtcatgcgaagceca
I A G F G I PV s €C F L P P N S G S C E A

aatatcaatcgtttctattttaatggagtagactgcgaatcttttatttacggcggttgectyg
N I N R F Y F N G V D C E S F I ¥ G G C L

ggtaacgaaaacaactttaaaaccatcgaagagtgttggaaaacttgcaaggcgacgaaagaa
G N E NN F K T I E E C W K T C K A T K E

gatgcgtcgacgtatgagtttgggctacgtactaactgcagtttgecctccagacactgggeccyg
b A s T Yy & F G L R T NC S L P P D T G P

tgcaaagcgtatttaaaaaggtactacttcaacggtaaagactgcaatcttttecgtttacgge
C K A Y L K R Y Y F N G KD CNILZF V Y G

ggttgctggggtaacgcgaacaacttcttagacattcaggattgtcagcaaacgtgcatggceca
G C W G N A NNVF L DI O D C Q Q T C M A

78




441

ctgaaagcaaatgatTAG
L K A N D * 456

7) kontig 62677 (q1-i2)

63

126

189

252

315

378

441

504

567

630

693

756

819

882

ATGttctctgctttcactgcaatatgttttattggcggattaatttcggaactcgtttcaaac
M F S A F T A I C F I G G L I s E L V S N

atcccaccatttgaccagcaaaatgagcaccaatattatgggctaccagcattatgtaccttg
I Pp P F D Q Q N E H Q ¥ Y G L P A L C T L

cccgcggaagttgggtecttgcagagcacatgtcaategtttctactttgacggaaaagaatge
P A E V G S C R A HV NIURVF Y F D G K E C

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgcaaacaacttcgaagacatcgaagattgt
K S F v Y G G C D G NANWNU FE D I E D C

cgaaaaacttgccatgcgaagaaaggaaatgctcgggtccatcattcaaaaaaagctcgggca
R K T C H A K K G N A R V H H S K K A R A

catcattcaaaagaagctcgggaccatcattcaaaaaaaggactacctgccagatgcaatttg
H H S K E A R D H H S K K G L P A R C N L

cctcaagaatctggtccttgecctagecttatttecgttaggttecttctataatggagaagattge
P Q E S G P C L A Y F V R F F Y NG E D C

gaaaactttgttttcggcggttgtatgggtaacgcgaacaactttaaaacaatagaagattgce
E N F VvV F G G C M GNANWNUVFI K T I E D C

cgaaaaacctgcaaggtggtgaaaccagctcgagtcaggccttcaaattcaggactacctgtce
R K T cC K v v X P A RV R P S N S G L P V

agctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcactecgtttctactttaac
s €C N M P A E I G P C KA S F T R F Y F N

ggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgcatgggtaacgcgaacaacttcaaaacc
G E D C E NF VY GG CMGNW ANNUF K T

atcgaagattgtcggaaaatctgcaaggcggtgaaatcaaatggaatacctgccagatgctcet
I E D C R K I C K A V K S N G I P A R C S

ttgccggctgaaactggaccttgcagagcacatgtcagaagttactactttaacggtgaagac
L P AE T G P C R A H V R S Y Y F NG E D

tgtgaaaactttgtttacggcggttgcatgggtaatgcgaacagatttgagaccattgatgag
CcC E N F VY G G CMGNA ANUZRF E T I D E

tgtcgtaaaacctgcaagctggtgaaaacagaaaatTAG
C R K T €C K L v K T E N * 918

79




8) kontig 62677 (q1-i3)

63

126

189

252

315

378

441

504

567

630

693

756

819

882

ATGttctctgctttcactgcaatatgttttattggcggattaatttcggaactcgtttcaaac
M F S A F T A I C F I G G L I s E L V S N

atcccaccatttgaccagcaaaatgagcaccaatattatgggctaccagcattatgtaccttg
I P P F D OQOQQNEHOQQY Y G L P A L CT L

cccgcggaagttgggtcecttgcagagcacatgtcaatecgtttctactttgacggaaaagaatgce
P A E V G S C R A HV NIRVF Y F D G K E C

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgcaaacaacttcgaagacatcgaagattgt
K S F v Y G G C D G NANWNUFE D I E D C

cgaaaaacttgccatgcgaagaaaggaaatgctcgggtccatcattcaaaaaaagctcgggca
R K T C H A K K G N A R V H H S K K A R A

catcattcaaaagaagctcgggaccatcattcaaaaaaaggactacctgccagatgcaatttyg
H H S K E A R D H H S K K G L P A R CN L

cctcaagaatctggtccttgecctagcttatttegttaggttcttectataatggagaagattge
P Q E S G P C L A Y F V R F F Y N G E D C

gaaaactttgttttcggcggttgtatgggtaacgcgaacaactttaaaacaatagaagattgce
E N F V F G G C M GNANWNUFI K T I E D C

cgaaaaacctgcaaggtggtgaaaccagctcgagtcaggccttcaaattcaggactacctgtce
R K T €C K v v K P A RV R P S N S G L P V

agctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcactecgtttctactttaac
s C N M P A E I G P C KA S F T R F Y F N

ggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgcatgggtaacgcgaacaacttcgaaaca
G E D C E NF VY G G CMGNW ANNUFE T

atcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaagcagacgggaaatctgtcaaatgtaat
I E E C R T T C K A M K A DG K S V K C N

atgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtcaatcgettettectttaacggagaagac
M P A D I G P C RAHVNIZRU FUFF N G E D

tgcgaacactttgtttacggcggttgecctgggtaatgcgaacaacttcaaaaccatcgaagat
C E H F VY G G C L G NANNU FI KT I E D

tgtcaaaacacctgcaaggcggtaaaagcagaggatTAG
cC QO N T C K A V K A E D * 918

80




9) kontig 68750 (g2-i3)

63

126

189

ATGggcagtaagttaatcttatctacggcactccttgeccatggectgtagectacgectttggata
M G S K L 1 . s T A L L A M A V A T L W I

gccgaagcaactgcaagtccactatcaacttgtcaactgcccaaaatggtcggtatgtgcaga
A E A T A S P L S T CQ L P K MV G M C R

gcgagttttcctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggectgt
A S F P R F Y F D G K K C T EF I Y G G C

gggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcagecctgtccagtgcttTAA
G G N A NNV F Q T K A E CE S A C P VvV L *

249

10) kontig 62677 (g1-i7)

63

126

189

252

315

378

441

504

567

630

ATGttctctgctttcactgcaatatgttttattggcggattaatttcggaactecgtttcaaac
M F S A F T A I C F I G G L I s E L V S N

atcccaccatttgaccagcaaaatgagcaccaatattatgggctaccagcattatgtaccttyg
I p P F D OQONUEH QY Y G L P A L CT L

cccgcggaagttgggtecttgcagagcacatgtcaatecgtttctactttgacggaaaagaatge
P A E V G S C R A HV NIRVF Y F D G K E C

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgggaacaacttcaaaaccatcaaagaatgt
K S F v Y G G C D G N GNNVF K T I K E C

Cgaaaaacctgcaaggcgataaaagcagttgctcgagtcaggccttcaaattcaggactacct
R K T C K A I K AV A R V R P S N S G L P

gtcagctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcactecgtttctacttt
v s €C N M P A E I G P C K A S F T R F Y F

aacggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgcatgggtaacgcgaacaacttcgaa
N G E D CENF V Y GG CMGNA ANN F E

acaatcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaagcagacgggaaatctgtcaaatgt
T T E E C R T T C K A M K A D G K S V K C

aatatgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtcaatcgettecttctttaacggagaa
N M P A D I G P C R A HV NIRUF F F N G E

gactgcgaacactttgtttacggcggttgcctgggtaatgcgaacaacttcaaaaccatcgaa
D C E H F VY GG CL GNANNUF K T I E

gattgtcaaaacacctgcaaggcggtaaaagcagaggatTAG
D C Q N T C K A V K A E D * 669

81




11) kontig 5995

63

126

189

252

ATGgccaataattttaatttatttacggcattggttatcttggttgtagctgtgctatggatt
M A N N F N L F T A L V I L V V A V L W I

accgaggcctgcttgatgatgaacggaaatgtagaaattgattccgtaacgaaagcagccaca
T & A C L. M M N GG NV E I D s Vv T K A A T

agtccactatcaatttgtcaactacccaaagcagtcggtatgtgecctagctagttttectecga
s p L s I € Q L P K A V GMC LA S F P R

tactattttgatgggaaaaaatgcacacaattcatttatggaggctgtgggggaaatgcaaac
Y Y F D G K K C T Q F I ¥ G G C G G N A N

aattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtgcttTAA
N F Q T K A E C E s T C p V L * 297

12) kontig 62677 (g1-i5)

63

126

189

252

315

378

441

504

ATGttctctgctttcactgcaatatgttttattggcggattaatttcggaactecgtttcaaac
M F S A F T A I C F I G G L I s E L V S N

atcccaccatttgaccagcaaaatgagcaccaatattatgggctaccagcattatgtaccttyg
I Pp P F D Q Q N E H Q Y Y G L P A L C T L

cccgcggaagttgggtecttgcagagcacatgtcgategtttttactttgacggaaaagaatge
P A E V G S C R A HV DU RVF Y F D G K E C

aagagctttgtttacggcggttgcgatggtaacacgaacaacttcgaaaacctcgaagattgt
K S F v Y G G C D G N TNNVF E NL E D C

caaaaaacttgccatgcgaggaaaacagatgctcgggaccatcattcaaaaaaagctcgagtc
Q K T C H A R K T D A R D H H S K K A R V

aggccttcaaattcaggactacctgtcagctgtaatatgcctgcagaaattgggeccttgcaaa
R P S N S G L PV S CNMUPAUE I G P C K

gcaagtttcactcgtttctactttaacggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttge
A S F T R F Y F N G E D C E N F V Y G G C

atgggtaacgcgaacaacttcgaaacaatcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaa
M G NA NNUVF E T I E E CR T T C K A M K

gcagacgggaaatctgtcaaatgtaatatgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtce
A D G K S vV K CNMU&PAUD I G P CRAH V

82




567

630

aatcgcttcttctttaacggagaagactgcgaacactttgtttacggecggttgectgggtaat
N R F F F N G E D C E H F VvV Y G G C L G N

gcgaacaacttcaaaaccatcgaagattgtcaaaacacctgcaaggcggtaaaagcagaggat
A N N F K T I E D C Q N T C K A V K A E D

TAG
* 693

13) kontig 68750 (g2-i2)

63

126

189

ATGgtcaataattttaatttatttacggcattgattgtcttggttgtagctgcgectttggatt
M VNDNPF DN L F T A L I V L V V A A L W I

tccgaggcaactgcaagtccactatcaacttgtcaactgccccaaatggtcggtatgtgcaga
s B A T A S P L S T COQ L P O MV G M C R

gcgagttttcctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggetgt
A S F P R F Y F D G K K C T EF I Y G G C

gggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcagecctgtccagtgcttTAA
G G N A NNUVF Q T KA ECE S A C P V L *

249

14) kontig 62677 (91-i9)

63

126

189

252

315

378

ATGttctctgctttcactgcaatatgttttattggcggattaatttcggaactecgtttcaaac
M F S A F T A I C F I G G L I S E L V S N

atcccaccatttgaccagcaaaatgagcaccaatattatgggctaccagcattatgtaccttyg
I Pp P F D Q Q N E H Q Y Y G L P A L C T L

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcgatcecgtttttactttgacggaaaagaatge
P A E V G S C R A HV DURF Y F D G K E C

aagagctttgtttacggcggttgcgatggtaacacgaacaacttcgaaaacctcgaagattgt
K S F v Y G G C D G N TNNVF E NL E D C

caaaaaacttgccatgcgaggaaaacagatgctcgggaccatcattcaaaaaaaggactacct
Q K T ¢C H A R K T D A R D H H S K K G L P

gccagatgcaatttgcctcaagaatctggtccttgectagecttatttecgttaggttcettcectat
A R CN1L P Q E S G P C L A Y F V R F F Y

aatggagaagattgcgaaaactttgttttcggcggttgtatgggtaacgcgaacaactttaaa

83




441

504

567

630

693

756

819

N G E D C E N F V F G G CMGNANN F K

acaatagaagattgccgaaaaacctgcaaggtggtgaaaccagctcgagtcaggccttcaaat
T I E b C R K T C K v Vv K P A R V R P S N

tcaggactacctgtcagctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcact
s 6 L pV S CNMU®PAUE I G P C KA S F T

cgtttctactttaacggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgcatgggtaacgcg
R F Y F N G E D CENF V Y G G C MG N A

aacaacttcgaaacaatcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaagcagacgggaaa
N N F E T I E E C R T T C K A M K A D G K

tctgtcaaatgtaatatgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtcaatcgettectte
S v KX € NM P A DI G P CRAUHVNIR F F

tttaacggagaagactgcgaacactttgtttacggcggttgecctgggtaatgcgaacaacttce
F N G E b C E H F VY G G CL GNANN F

aaaaccatcgaagattgtcaaaacacctgcaaggcggtaaaagcagaggatTAG
K T I E D C Q N T C K A V K A E D * 870

15) kontig 62677 (q1-i8)

63

126

189

252

315

378

441

504

ATGttctctgctttcactgcaatatgttttattggcggattaatttcggaactecgtttcaaac
M F S A F T A I C F I G G L I S E L V S N

atcccaccatttgaccagcaaaatgagcaccaatattatgggctaccagcattatgtaccttg
I P P F D Q QN E H QY Y G L P A L CT L

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcaatcgtttctactttgacggaaaagaatge
P A E V G S C R A HV NIRUF Y F D G K E C

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgggaacaacttcaaaaccatcaaagaatgt
K S F VvV Y G G C D G N GNNU F K T I K E C

cgaaaaacctgcaaggcggtgaaagcaaatggattacctggcagttgcaatttgecctgcagat
R K T C K A VvV K A N G L P G S €C N L P A D

attgggccatgcagagcatatacgaaacgattctactttaacggaaaccactgcgaaaacttt
I G P C R A Y T K RF Y F N GNUHCE N F

atatacggcggttgcatgggtaacgcgaacaacttcaaaaccatcgaagattgtcggaaaatc
I ¥ G G C M G N ANWNUF K T I E D C R K I

tgcaaggcggtgaaatcaaatggaatacctgccagatgctctttgeccggctgaaactggacct
c K AV X S N GG I P A RC S L P A E T G P

tgcagagcacatgtcagaagttactactttaacggtgaagactgtgaaaactttgtttacggce
C R A H VR S Y Y F N GEDCENUF V Y G

84




567

630

ggttgcatgggtaatgcgaacagatttgagaccattgatgagtgtcgtaaaacctgcaagcectyg
G C M G N A NRVF E T I D E C R K T C K L

gtgaaaacagaaaatTAG
v K T E N * 645

16/ kontig 5641

63

126

189

252

315

5641

ATGggcagtaagttaatcttatctatggcactccttgeccatggctgtagectacgectttggata
M G S K L I ... s M A L L A M A V A T L W I

gccgaagtgagtggtggagtaccgaaatttcattctggtggtcaaatgagtggtggagcacat
A E V S G GV P K F H S G G Q M S G G A H

aaatttcttcttggaggtcaaatgagtggtgaagtaccgaaatttcttcttgatggccaaaca
XK Fr L. L G G QO M s G E V P K F L L D G Q T

actgcaagtccactatcaacttgtcaactgccccaaatggtcggtatgtgcagagcgagtttt
T A S P L s T €C Q@ L P 9 M V G M C R A S F

cctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggttgtgggggaaat
P R F Y F D G K K C T E F I Y G G C G G N

gcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtggttTAA
A N N F Q T K A E C E S T C P VvV VvV * 366
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Piiloha 2 - Kompletni sekvence annexiniu z transkriptomu E. nipponicum

— tuénym pismem je vyzna¢en START a STOP kodén,
- Zluté a tuéné jsou oznacené motivy typické pro annexiny

1) kontig 39626

1 ATGcagcgcaatataacatctcttcatcaattggcagcagatggtttttacgaggcgacgata

M ¢ R N I T S L H Q L A A D G F Y E A T I
63

tatccgagtttaggattttctgcgacagttgatatcgagaggctctacaaggctatgaaagga

Yy p s L. G F S A T V D I E R L Y K A M K G
126

ctcggaacaaatgaaaaagagctcattgccgtactaggaaatcggacattaactgaacgttte

L G T N E K E L I AV L GNIRTUL T E R F
189

gagataaaggaactttatcacgtgaaatacggaaagacattgcgagacgcaatcagaagcgag

E I K E L Y H V K Y G K T L R D A I R S E
252

acgagtggagattttcgtgatcttttagagatgctgctgttggagccagcacatgtggatgcece

T S G b F R DL L EMUL L L E P A H V D A
315

ataggattgcaacgcgctcttaagtggtcgaagaacaaacagagaggcatcaaccaactactt

I G L Q R A L K W S K N K Q R G I N Q L L
378

ttgggaaaaaccaacatggagatgatgtcgttggaaaaatactatcatgaattacttcgacaa

L ¢ Kk T N M E MM S L E K Y Y H E L L R Q
441

aacaagaaagatgtaggaagaagtcttccgttggatttaatggctgtaagtgacggcttctat

N K K D Vv R S L P L DL M AV S D G F Y
504

86




567

630

693

756

819

882

948

1056

gaaaagtcgcttatgttaattatggagaagcgcaaagatcaacttacggacgaggagtgtcgt

E K s L.~ L I M E K R K D O L T D E E C R

agagcaatgcacaatggagttcaaagtgtacttaatgttgaaaaagctcgaaaagatgtaaaa

R A M HDN GV Q S V L NV E K A R K D V K

gatctattcaaaagtacagccgcgcaagtgggagcagatgaggcaacagtgatgcaaatttta

p L ¥F K s T A A Q V G A D E AT V M O I L

tgccgacgacacgagtgggatattcaactgatctgtcggctatatcaggagatgaattctgtt

CcC R R H EWDI O L I C R L Y Q E M N S V

cagctgtacgacacactggatgctgagttgcatggaacatttagagacttctgtcttgatgca

¢ Ly Db T L DA E L H G T F R D F C L D A

ctagagtatagcacggagaggccgttatattatgcgagattgctacgccaaacaacaattgga

L E Yy s T E R P L Y Y A R L L R Q T T I G

ttgggcacaaaagatcatacattaatgcgtcttcttgtaaatcgggcagagattgatctcgge

L G T K b H T L MR L L V N RAE I D L G

agcataatgaaggcatatcaaacagagtatggtcaaacattgattgaggctatttccagtgac

s I M K A Y QQ T E Y GG ¢ T L IE A I S S D

acatctggtgattataagaagctcctactcactatctgcggggtaTAA

T S G b Yy K K L L L T I C G Vv *

87




2) kontig 51242

63

126

189

252

315

378

441

504

ATGtcaatgcaatctatcaaacccttggatgcgtttgttccaactgtcgtagcgaagaagaac
M s M ¢ s I K p L D A F V P T V V A K K N

ttcaatccagagtatgaggcggatcgtttgaagaaagctttcaaaggattaggtacggatgag
F N P E Y E A DR L K KA F K G UL G T D E

atggaagtgaatagagttctcggtgaaatcacactggaccaacgtcacgatattgcagattta
M E vV N R V L G E I T L D O R H D I A D L

tacttacagaagtataaaaagccattggatgaagaactgaaatccgagctgtccggggactac
Yy L. 0 K ¥ K K p L D E E L K S E L S G D Y

tacatgctagtggaaggacttctgttaaatcctatagagttgttagccagagacctttttgtyg
Yy M . v E 6 L L L N P I E L L A R D L F V

gcgctgcgcaagtcaaaaccgaatcctgctatactgaacgaaataattggctgtgctaacaac
AL R K S K p N P A I L N E I I G C A N N

cacgagattatggaaatacaaatggcatattccatgatcgacaggaagcgttcactggaagac
H E I M E I o M A Y S M I D R K R S L E D

gcaatagcctccagttttaaaggtgattacaacacgctaatgcaggctctactcactecggtgt
A I A S S F K GGD Y N T L M Q A L L T R C

cgacaagatgatgatccagaaaaagtgaagcttgcgttcgagacaatggatctgaggatactg
R o b bD?PEKV KL A F E TMUD L R I L

gtgaacatgaatcaactgcagaacgatgttgccaaactaacaaaggcgcttactggaacctta
vV N M N Q L QO N D V A K L T K A L T G T L

gatgcacaaacgttgatcaacattcttacaacgcgtagcaaacacaccgttcgtggecatttgt
b Ao T L I NI L T T R S K H T V R G I C

gaactcttccagaatgacaacaaaattcatttggtcgactgtatcacagaaaatgtcccggaa
E L ¥ 0O N DN K I H L V D C I T E N V P E

ccattgcgaagtggcctaaataccgtagtcatgggactgattgatctcaggctgettcettgte
P L R s G L N TV VM G L I DL R L L L V

tgccaattaatggaaagtttccaggggaaaggaactcgcgaggagacactgtcgcgaataatce
c o LM E S F QG K G TR EE T L S R I I

atactgcgaagtgagttggacttggaaaatctgaaggaacttttcaatgccaagtttgacaaa
I L R S E L D L E N L K E L F N A K F D K

agtctaccagagtatatcaaagcggaaacgaagggcgaactgcaaaatttgcttctgacctta
S L P E Y I K A E T K G E L Q N L L L T L

actggagatttgaatcaaaagaaaTAG
T G D L NOQO K K *

88




3) 56172

63

126

189

252

315

378

441

504

567

630

693

atggaagcagacgagataaccctagctgatgtaatttatttgagcagtacacccactgtacga
M E A D E I T L A D V I Y L 85 S T P T V R

ccagtagtagatttcaatccggaaaacgatgcagagtgtctacgtcgggctatgaaaggtttg
p Vv v DF N P E N DA E CL R R AM K G L

ggaacagacgaaaaggcaataatttcaattttggcaaaccgcagtgcatcgcagcgtcaggaa
G T b E K A I I S I L A N R S A S Q R Q E

attaagcagtactttcatggttgttttggtaaagatttggacgcagaattgtccagtgaatta
I K Q ¥ F H G C F G K D LD AZE L S S E L

tcgggaaatttcaagaagctggtgcaaaaattgatgatgggtcggtacgaactgttagccagt
S G N F K K L v9g K L MM G R Y E L L A S

attctgcatgaggcaatctctggtctgggcaccactgaaagtgacatcattatggtattgtgt
I L. H E A I 8 GL G T T E s D I I M V L C

cttatttcgacggacgaaatgcaaaccgtcaaggagatttacaatgaaaagttcaagcgaagce
r T s T D EMOQ T V K E I ¥ N E K F K R S

ttgcaggatgatttaaaaggtgatttaagcggtgactttgaaaaacttatgattgcgttgacc
. o b bL K 6D L S G D F E K L M I A L T

gtaggctgtcgagaggaaccatctcctgaacaattcagcattgctagatgcaaaagagactac
v 6 ¢ R E E P S P E Q F s I A R C K R D Y

agtcaattagttgacagcgaacaggtgaaaaaagactgtctcgacatcctagaagctggagaa
s ¢ L. v D S E 9 v K K D C L D I L E A G E

agacgtttgggcacagatgaggacacctttattcgcatccttgcgagacgaagtctttggecat
R R L 6 T b E D T F I R I L A R R S L W H

ttggaagcattaaatgatgcctacttgaaagaaactgggcacgatctgtataccgcaataagt
L E A L N DAY L K E T G HDL Y T A I S

aaggagacgtctggacaattcaaaactgcaatgactacaattcttgatgcagcaacgtgtcga
K E T S G Q F K T A M T T I L D A A T C R

gtacaatactttgcgaatgtactaaaaaaaacaatgaaaggtttgggaacagatgacagaaca
v ¢ Y F A N V L K K T M K G L G T D D R T

ctcatgaatgttattgtttggcgatcagagcttgatttgggtgatattcgtcaggecctttcaa
L M N VvV I VWU R S E L D L G D I R Q A F 0O

gagttgaccggagaatctttggagaaatggattaagtctgacaccagtggagactacaaagca
E L T G E S L E K W I K S D T S G D Y K A

89




756

cttcttctggagttgatttccggtTAA
L L L E L I S G * 1032

4) kontig 58980

63

126

189

252

315

ATGaatgcctcggctctatctcecgtcactggttatageccagatttgectggactccgaggaaca
M N A S A L S P sSs L V I A R F A G L R G T

gtaagaccagtggaaaatttcaatccggaagaagatgctatgacgcttcgaagtgcttttaag
vV R P V EN F N P E E D A M T L R S A F K

ggcataggttacaatgcgaagcctataatcgaaatatttggccgcagaaattacgaacaacgt
G I 6 ¥y N A K P I I E I F G R R N Y E Q R

attcaaatccatgaagcatacgagcgaatgtttgacaggaattttatcagcgatctaaaatcg
I ¢ I H E A Y E R M F D R N F I S D L K S

gaacttcgtggcagctttgagcgaacgtgcagatgcctcttactgagttatgtggaatttgac
E L R G S ¥ ER T CURC L L L S Y V E F D

gaatataatttaatgaaagctacagaaggctatggatcaatttcggacatattaatggagatc
EYy NNL M K A T E G Y G s I s D I L M E I

tacataacacgttcgcacagacatataaataaactgatgctttcattacgaaaaaacgccggt
y I T R s H R H I N K L M L S L R K N A G

aaagaattatccgagtttgtggaactcgttgaagatcctaggataaaatcaatacttaaaggce
K E L. $s E ¥ V E L VvV E D P R I K S I L K G

attacatggactaagtttcacgatataactataccattagacaaacaacttgctgtgctagac
I T w T K F H D I T I P L D K Q L A V L D
gcaaagaagatattaaaagcagctgaagataaactaggttgcgatgaggcagttataaccaaa
A K K I L K A A E D K L G C D E A V I T K

atattgacgttgaatactgagggacagatacgccaaacattcaaggaatataacaagatagcc
I ...T L N T E G Q@ I R QQ T F K E Y N K I A

gccatcccgttaatagaaacaataaaacgtgaagtcaaaggggaactaaggaagacactaatg
A I P L I E T I K R E V K G E L R K T L M

90




378

441

504

567

630

693

756

819

882

1062

gacatcgtgctatggtgtacaaatcatgcattatatttctcaagaaaaatcaacaaatcaatt
p I v . w C TN HA AL Y F S R K I N K s I

gtcgggtacgggacaaatgagagagatctcttacggtatataacaggaagatgtgagattgat
vV 6 ¥ G T N E R D L L R Y I T G R CE I D

atgattgacataaaggatacttacatggagctttacaacaggtcactcggaacagacatcaag
M I DI K b T Y M E L Y N R S L G T D I K

aacgaagcaattaactctgaatttaagaagttgctttgtgtgctaatcgatgaagaaTAG
N E A I N S E F K K L L C v L I D E E *
1002

91




5) kontig 60438

63

126

189

252

315

378

441

504

567

ATGcgtgatctaactttgaagcaggtttatgcgtctggtcaccacgccaatccaactttacgg
M R DL T L K QQ VY A S G H H A N P T L R

ccaagagcggacttcaatgcggaggaagctgctaaagggctaaaggcagcgatggatggagtc
P R A D F N AU EE A AI KGL K A A M D G V

ggcactgacgagtacacactcatcaatatcttgggcacctgcagctcggatcaacgtcaagtc
G T b £E vy T L I N I L G T C S S D Q R Q V

cttaggcaaaccttcaaagctcattatggctcagaactaatagatgaactaaaatcggaatta
L R 0 T F K A H Y G S E L I D E L K S E L

agtggtgattttgaacgtctggtcgtattacttctctactcatgggacgaaatgtacgcaaga
s 6 b F E R L V VL L LY S W D E M Y A R

atcttgtttgaagccatggacggagcgggcaccgacgaggcggctattattatgttgttgtgt
I L. ¥F EAMDGASGTDEA AWM ATITIMTIL L C

acgcttcaacctgccgaaatcgaggtcgtgaaggaaacttacaaacgagttttggctgagaag
T L. ¢ P A E I E V V K E T Y K R V L A E K

ggcaaatcctcatctcgcactcttgaaagcgacatcaagtcggaactgagecggtgatctggaa
G K s s s R T L E S D I K S E L S G D L E

aaactgatggtcgctctgttgcagtgccagcgacctggecgttgattctgaagacctgecgecgec
K .. Mm vaAaL L 0 C O R P G V D S E D L R A

tttgctaagggcgagaaacggctaagtgatcttattaatgcagatcaagctcgtcaagacgcet
F A K G E K R L s DL I N A D Q A R QO D A

gacgatttgtacaatgctggtgaaggtaaatggggaactgacgaaagtacattcatttcagtt
b b L Y NAGEGI KW G T D E S T F I S V

cttgcaaacagaagcaaatattcgctttgggcaactaatgaaatttacaaagagaaatatggce
L A NR S K Y S L W A TN E I Y K E K Y G

cattccatcgtggatgcagtgtgcagtgaaacatctggggactttaaaagggcattaaaactt
H s 1 v D A V C s E T s G D F K R A L K L

ctcttttcgtctcaacttgatccaaagggcacatatgcggcgecttttcaaaaagtcgatggat
L ¥ s s ¢ L D P K G T Y A A L F K K S M D

ggacttggaacatctgacaaacagttgatgtttcttgtcgtcgacagatgtgagattgacttyg
G L G T s b K Q LM F L v.Vv DRCE I D L

aaagatattatgcaacattacgaggagataaatgggcaatctctggttgaacgcatcgegtcce
K b I M Q H Y E E I N G Q S L v E R I A S

gagacaagcggtgattatagaaccctgcttcttttgctctgtggcgagtcctgtTAA
E T s G b YR T L L L L L C G E S C *

92




630

693

756

819

882

1062

1125

93




6) kontig 62895 (g2-i2)

63

126

189

252

315

378

441

504

ATGaaaggcttagggactgatgaaaaggcaattatcgatgtgttagcatccaaaacttcttgt
M K 6 L G T D E K A I I DV L A S K T s C

Gaacggcaaaagatgcgtgtggcttttaaagcaacctacggccgagatttagtggagaatctt
E R OQOK MU RV A F K AT Y G R D L V E N L

gagaaggagttatctggcaattttcggaaattggtgcgcatgatgatgatgccacgttcaatyg
F K E L s G N F R K L VRMMMMMUP R S M

ctacttgccagcctactatatgacgcgactgatgggattggcacccgagagagtctcattatt
L .. A s L L Yy D AT D G I G TR E S L I I

ttgattttatgcaatctaacaaaccaggaaattaatgatgtgaagctagcctacaaagaattg
L T L. ¢ N L TN E I N DV K L A Y K E L

catagccgcaatcttgataaggacattcatgacgatcttagtggagatttcaaacgtatcatg
H S R N L D K D I H D D L S G D F K R I M

gttgccataatgcaagggatgcggaatgagccatctccggectcectegtecgecagcagacagetg
v A I M 9 G M R N E P S P A L V A S R Q L

gaacagttattaaatgcacctgatattgagaacgatgttaatgacctagttagagcaggcgag
E ¢ L L N A P D I E N D V N D L V R A G E

ggccgtttgggaaccgatgaggacactttcatccgtgtgecttacttcecgegcaactattggeat
G R L G T b E D T F I R V L T S R N Y W H

ttggctagactaaaccagcgttatcaagccaaatacggacgtgatctgatcaaagcagttgaa
L A R L N Q R Y Q A K Y G R D L I K A V E

aatgaaacttcgggcgacttcaagaaagccctecttactateccttgaaagecgctgtaaatcga
N E T S G D F K K A L L T I L E S A V N R

ccatattatttcgcgaaacaattaaaacatgcaatggagggtgtgggaacaaatgaccaatat
P Y Y F A K Q0 L K H A M E GV G TNUD Q Y

ctgatggccattgttgtttggcgctccgagattgatatggttgacatcaaagaaaactttage
L M A I V VW R S E I DMV D I K E N F S

aaactatgcgggaaatctctggagtcgtggatatcggatgacactagcggagattacaaaaag
K L C G K S L E S W I s D D T S G D Y K K

atgctactggctttggttagaggtcaaTGA
M L L A L V R G Q *

94




567

630

693

756

756

819

95




7) kontig 63027

63

126

189

252

315

378

441

ATGagttttccggtattctcctttcaacaaatcggctaccgtggtttgtacacaccaaccgtt
M s ¥ P V F s F 0 0 I 6 ¥ R G L Y T P T V

tttgtggacagtcgatgccaatatgaaaatgaggctacacgactattcaaggcaatgaaagga
F VD S R C QY ENE AT R L F K A M K G

ctcggtacaaatgagaaagagctaatcgatgtattgggcacacgaccgtcgtttcaacgtgcec
L G T N E K E L I DV L G T R P S F Q R A

gaaataagagaaactttcgagagacaacacagaaagcaacttcttgcagaaataaaaagcgag
E I R E T F E R Q H R K Q L L A E I K S E

tgcagtggagacttcagagaactactagtcatgctcgttcaggacatttcecctatgttgaggcec
c s G b F R EL L VMLV QDI S Y V E A

agcggactcttccacgcgatgaagggggttggcacacgagagcgccgtctcaatcaaattttg
s 6 L F H A M K GV GG T REURU R L N Q I L

attggaaagagtaatgacgaaatcttgggcatcactgaggcttaccaattagttctgggtgac
I 6 K s N D E I L G I T E A Y Q L V L G D

cacaaacaggatgcaaatcgtgttctactggatgacatacgaactgaaacaagtcgcagttat
H K ¢ bA NI RV L L DD I R T E T S R S Y

ggtaaattgcttgcaaatatggtaaaaggaaaacgacaagaattcggaccctctgaccttgac
G K L L A N MV K G K R Q E F G P S D L D

ctggcgattcataatggagctcattcagtactcgatcaacgtcaagtgtcgctggatgtggag
L A I H N G A H S V L D Q R @Q V S L D V E

accctgtacaatgtaacagctggtcaacaaggagcaaatgaagaagttatcgtggaaactatg
T L. ¥y N V T A G Q 0 G A N E E V I V E T M

agctaccggagctacttgcatcttcaagctgtgtttgctcaatttgaacagagatatgacaca
s ' ¥y R S Yy L H L ¢ A V F A Q F E O R Y D T

agtttctacgatgttctgagtgacgagctctctggagattttcgaaacgcttgectggatatt
s ¥ Y DV L S D E L S G D F R N A C L D I

tttgaattttgttgtgaacgggacctctactttgctcgtttgctgagatgtacgacgcgagga
F BE F C CE R DL Y F A R L L R C T T R G

cttggaaccaaagatcaagatttaatgcgacttgtagtaacacgcagtgagattgatcttggce
L 66 T K Db bL M R L V V T R S E I D L G
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504

agcatagaggatgcgtatcaagcggaatatgggcaaactcttatgaaggcaatcgaaggagac
s I E D A Y Q A E Y G Q T L M K A I E G D

acgtctggggattacagaaagcttttactcacgttgtgtggtcaaaaagctaccaagTAA
T S G D Y R K L L L T L C G Q K A T K *

8) kontig 64072

63

126

189

252

315

378

ATGgcagataaaaatgcggttcaaattggtttacatcagcttggatatgaacatagttattca
M A D KN AV Q I 6 L H Q L G Y E H S Y S

ggaactttgaaaacggttgttggttcctcggcatccggcgatgcggaacgacttttcaaaget
G T L K T v v GG S S A S G D A E R L F K A

atgaaaggactaggcaccgatgaggcggaattgtgtgacgtacttggaaggcgaacgttcaaa
M K G L 6 T Db EAE L CUD VL G R R T F K

gaacgagccgagatcaaagccgcatacacaacctcttatggaaaatcacttgtagaagtgata
E R A E I K A A Y T T S Y G K s L VvV E VvV I

cactcggagacgagtggagatttcagagaacttttaaaaatgctgctatgcgatgceccgecttac
H s E T S G b F R E L L K ML L C D A A Y

ttgcaggctactggtcttttttatgccatggatggacttggcacgcgtgaaagactcataaac
L o A TG L F YAMDGULGTRE R L I N

gaaatacttctaagttcaagcaattctgaactcgtcaatattgagcaagcatacaagttggtt
F I L. L.s s s N S E L V N I E QO A Y K L V

ttagccgatcgaaaatgtgatgataaacgaggcctggttggtgatctaatcggcgacacgecac
L A DR K C DD K R G L V G D L I G D T H

ggagaataccaaaaggcgttgaaaatccttatgagcaaaactcgtgatgaggttactgcggat
G E Yy 0o K AL K I L M S K T R D E V T A D

gagctaagagagggattaaaaaatggtggaaagaccattgtgaacaaagaacaggccagaatg
E L R E G L K N GG K G T I VvV N K E Q A R M

gattgtgccacaatacatacggctagttcaggaaggataggaacggatgaggatacagtgatg
p ¢c A T I H T A S S G R I G T D E D T V M

aaaacaattctgcaacgaaatgaaatgcaattggtggccttagttgctgggtatccagaggtyg
Kk T 1T L. Q R N E M O L V A L V A G Y P E V

gcatttaaagatttattcgactgcatgcaatccgaactgtcaggagatttaaaaaatctcatc
A F K b L ¥ DCMO S E L S G D L K N L I
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441

504

567

cttgatgcgcttgaaatggcttgtgaacgcgcaagatactatgccaggttattccgectattge
L DAL EMATCEIR AIRY Y AR L F R Y C

gtaagaggccttggtaccaaggatcatcttctaatgagacttgtagtaactcgttgtgaaatc
vV R 6 L G T K D HL L M R L V V T R C E I

gacttggcagacatcaaagtcgcgtatgaaaaggagtatggacattcacttgcagacgatatc
D L A DI K VA Y EIKE Y G H S L A DD I

aaaggggatacatctggagactactgtcgactacttttgacacttattggtgaagtgTAA
K 6 b T s Gb *¥ C R L L L T L I G E V *

1065

9) kontig 67961

63

126

189

252

ATGgctttaaagttgttcacggagcagcagatgcaccttacaggtcttcacaagccaacaatc
M A L K L F T E 0 Q M H L T G L H K P T I

tttacaagcatcaactttaatccctccgtagacgctgagecgtttatgcagagcactcatgtet
F T s I N F N P S V D A E R L C R A L M S

cctgaagttcatgaaaatgaattgatttctgtgttggcatcgecgtacttccatggaacgcatg
P E V H E N E L I §s V L A S R T S M E R M

gaaatttgtcgtgtctatgaggcaagataccacgagagcttgaaaatggtactctcatcgecge
E I ¢ R VY E A R Y HE S L K M Vv L S S R

acaatcggtgattttaggaatctcctgaggcatctcgtttcaagtceccggectatatcaaagge
T I 6 D F R N L L R H L VvV S s P A Y I K G

tctggctgcttcagagttttaagacaaggttatcaaaggagacgcgaaatcaatgagattttg
s G ¢C F R VvV L R 0 G Y Q R R R E I N E I L

ttgctaaaacctcttactgagatatatgctatggaagtggaatatagagaagtacttttggac
L L K p L T E I ¥ A M E V E Y R E V L L D

aacataaatatggtaacctttactctgattagtgacgtatcaagttttgcgttaggagatcat
N I N M VT PF¥F TUL I s DV S S F A L G D H

agagatgccttgtactatataatgcaaaaaccgatcgaggaccttagtccgatagaatggaag
R DAL Y Y I M Q K P I E D L S P I E W K

actgcagccaataaaggagcaaaacatctaatcgatcggttgaaagtcgattcggacgcatgt
T A A N K G A K H L I DR L K V D S D A C
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315

378

441

504

gccctgcacggggcacttacagatcgggaaaatataaatattggcacagttgtggaaactttg
AL H G A L T D R E N I N I G T V V E T L

tttggtaataacaagttccacctaaaagccatcaatgacgtgtataccactaaatattctatg
F G N N K F H L K A I N DV Y T T K Y S M

tcactgcacaccgtcctgactgaggcgttggacggtgattttecgtgatttgtgecttgecget
s L H T Vv L T E A L D G D F R D L C L A A

attgaagtggctaccaatcagccgctgttttacgctcgtctactccgaagcacaatcgaggac
I E v A T N Q P L ¥ ¥ A R L L R S T I E D

cacggatatgaagatgcatactttcaaggattactcgttctacgctcagaaatcgatatggaa
H G Yy E DAY F O G L L VL R S E I D M E

gacatcaaaggttgctatctcactgaatatggtcgaaaattatccgatgatatatgggagaac
b I K G C ¥y L T E Y G R K L S D D I W E N

acaaccggctcttacagaagacttttgctaacgctgattggcgaaaccTGA
T T G s ¥ R R L L L T L I G E T ~*

10) kontig 67628

63

126

189

252

ATGccggttaaactgttcacagagcaacaactgcatatgacaggtatttatacaccgacagtg
M P V XK L ¥ T E 0 ¢ L H M T G I Y T P T V

cagtcgtcggtctcgtttaatgcagtaacggaggctgaacgtttgtacaaggccatgaaggga
Q s s v s F N AV T EAZEIR L Y K A M K G

ctcggtaccaacgaaaaggagttaattgctgtccttggaaaccatgttacgagtgaacgcttyg
L G T N E K E L I A V L G N H V T S E R L

gaaattgccgatgcctacgctgaaaaatacgggaagagcttaaaagcgatgttaatatccgaa
E I A D A Y A E K Y G K S L K A M L I S E

acaagcggtgattttaaaagtctgttggaaattctggttgaacctctttcecctacgtcgatgceg
T s 6 b F K s L L E I L Vv E P L S Y V D A

tatgggtgcttcagagcaatgaagggcgctggcactcgagaaaggcagctcaatcaaattttyg
Yy 6 ¢ F R A M K GA GT R E R Q L N Q I L

ctgggcaaatccaatccggaaatgcatgaattagaagtcgagtataggcaagttctcecgetgat
L G K s N P EMHE L E V E Y R Q V L A D

aataaactgccttctacacggacactagccggtgatctaatagcagaaactgcaggtggatac
N K L p S T R T L A G D L I A E T A G G Y
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441

504

567

630

693

756

819

882

gagaacgcgttaatgtacttgatggagaaaaagaaggatgatctgactccaaagcaatgggaa
E N A L MY L M E K K K D DL T P K Q W E

attgctgccactagtggtgctgaaaaagtagtagaatggccgcaagtgaaagctgatgctcat
I A A T S G A E K V V EW P O V K A D A H

gctttgtataatgcaactataggacaagtgggtgccgacgcaaatactatcatgagagttctg
A L Y N A T I G Q V G A DAN T I M R V L

ttgagaaacaacaaattcaacctccaaggtgttaacgtcgtcttcacagaggaaacaggttca
L R NN K F N L Q GV NV V F T E E T G S

ggttcacctttgtatgacgttctaagtgatgaattgggcggtgattttagaaacctgtgtctt
G s p L Yy D VL S D E L G G D F R N L C L

gatgctgttgaaatggcgactgaacaacctcttttctactgtagactgttgcgcaacacgatyg
b AV EMATE O P L F Y C R L L R N T M

catggtatgggaaccaatgatcatacgttgcagcgattaattgtttcccgatcagagatcgat
H GM G T N D H T L Q R L I VvV S R S E I D

ttgcaaagcataaaagactgctatcagaaggagtacaaccgtccactggcgaaggacatcgca
L 0 s I K b C Y Q K E Y N R P L A K D I A

ggcgacacaagcggggactacaaaaagcttctgctagctctctgtggtgaaaaaTAA
G b T s G D Y K K L L L A L C G E K *

1056
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945

1008

11) kontig 67135(q1-i4)

63

126

189

252

ATGgcgagtggtgaattatgtgatttcagtcaccaaaagcttgggtatcattcgaaatacaat
M A S G E L ¢C D F S H O K L G Y H S K Y N

ggaacattgaagtcacccggtaattccttgccatcagatgatgccgaacgactttacaatgec
G T L XK s pPp G N S L P S D D A E R L Y N A

ctaagtgaaacagtcaatgaggacgaacttattgaagttctgggcaaacgaacaatgaaggaa
L S E T v N E D E L I E V L G K R T M K E

cgtttggaaatcaagaaagagttttttgccaaatattcaaagcccctcgctgaaatgataagt
R L E I K K E F F A K Y S K P L A E M I S

gaaaaaacaacgggggattttcaaatattcttaaaattgctcttaaaggattctgcatactta
E K T T G b F Q I F L K L L L K D S A Y L

aaagcaatcgaactttttcattgtgacatgggaatttgtacggctgaatctgtgatcactgaa
K A I E L ¥ H C D M G I C T A E S Vv I T E

attctgttgagttgtagcaatgctgagatctctcaactcgagcaagcctacaaagaagttttyg
I .L...L.s ¢ S N A E I S QQ L E Q A Y K E V L

gctgaaaataattgtgattcagagagaaatttaatcgccgacattgaaaatattgtcgaggcet
A E N N C D S E R N L I A D I E N I V E A

gacgtcttggacccatataaatttcttctgatgggtactcgtgacgaatataccgataaagag
p v . D P Y K F L L M G&T R D E Y T D K E

ttggaatttggaatgagggctggggctgacgcaatcgtacatcaggataaagtcaaggctgat
L E ¥F GM R A G A DA I V H Q D K V K A D
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630

693

756

819

882

945

ataaaagcaatatacgaggcactcattgaccataatcgggacatcccaactgtgatgaacata
I K A I ¥ E A L I D HNRD I P T V M N I

attttgcgatgtactgaaattcaactggtggcgacagcaaatgcattctttgaggaatataaa
I L. R C T E I ¢ L vV A T A N A F F E E Y K

gaaactctgtataattacctacactttaacctttcggggcagttcaattcaatatttatgaca
E T L ¥y N ¥ L. H F N L S G O F N S I F M T

gcagtttacatagctcttgagcgtaccacatactatgcacaccaaatccgacacgcaaagcaa
AV Yy I A L E R T T Y Y A H Q I R H A K Q

caacgcctaaagggaccaaactatcgtttaatgcgattaatagcaactcgatgtgagattgac
Q R L K G P N Y R L. M R L I A T R C E I D

atggccgaaattttaatggactatcagaagtttagccgctcgcaactgtctaaagatcttgac
M A E I L. M DY ©Q K F s R s 0 L S K D L D

acatatgcagaaggacccgtgaaacgactttatttaacattattaggtgaaccagcaTAG
T Y A E G P V K R L ¥y L T L L G E P A *

1062
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1008

12) kontig 67135 (g1-i2)

63

126

189

atggcgagcaaaaattttagtgatttcagtcaacataagcttgggtatgagtcgaaatacact
M A S K N F S D F S Q H K L G Y E S K Y T

ggaacaatgaagtcacccggcaattcattgccatcagttgatgccgaacgactttacaatgcg
G T M K s P G N S L P S V D A E R L Y N A

ctaagtggaccagtcaatgaggacgaaattattgatgtgcttggcaaacgaaaaatgaaggaa
L s 6 p VN E D E I I DV L G K R K M K E

cgtttggaaataacgaaagagtttttggcaaaatattcaaagccactcgatgaaatgataagt
R L £ I T K E ¥ L A K Y S K P L D E M I S

gaaaaaacaatgggggattttcaaatattctcaaaattgcttttaagggactctgtctactta
E K T™M G D F 0 I F S K L L L R D S V Y L

aaagctgtcggtctttttcattgtgagttgggactttgtacggctgattatgtgatcaatgaa
K AV G L ¥ H ¢C E L GG L C T A D Y V I N E

attctgctgagttgcagcaatgctgagatcgcgcaactcgagcaagcctacaaagaagttttg
I .. L..s C¢C sS N A E I A O L E Q A Y K E V L
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441

504

567

630

693

756

819

882

gctgaaaataattgtgatttaactagaaatttaatggccgacttcgcaaacgtggttcaaagt
A E NN C DL T RNT1L M A D F A N VV Qo S

gatgtattggagtcatataaattacttcttcgcggtactcgtgatgaatttaccgaggacgag
p v L E s ¥ K L L L R G T R D E F T E D E

ttaaaacttggattgacgtctggggttgacacaatcgtaaatcataaaaaggccaaggctgac
L K L 6 L T s GG Vv bD T I V N H K K A K A D

ataaaagcaattcatgacgccctcgctgaccataaacgagatttctcgactgtgatgaatata
I K A I H D AL A D HI KU RDVF S TV M N I

attttgcaacgatctgaaattcaattggcggcaaccacaaaagcgttcttccagagaaaccgg
I L. R S E I ¢ L A A T T K A F F QO R N R

cagatcgttgcgatgactgacaaggaatataacgaatctctgcttaatttcttagaattacac
g 1 vA M T D K E Y N E S L L N F L E L H

ctttcgggagatttctgctcaattattctgacagcagttgaaatagcatgtgagecgttccata
L s 6 b ¢ s I I L T AV E I A CE R S I

tactatgccaatcaaatcgtacatgcaaggcaatgtcgaaacggaccgaactatcgtttaatg
Yy Yy A N O I V H A R Q C R N G P N Y R L M

cgactaatagcaactcgatgtgagattgacatggccgaaattctagtggagtatcaaaaggtyg
R L 1 A T R CE I D M A E I L V E Y Q K V

tgcgaatcacaattgtctaaagacctcgacagatatgcagaaggacccgtgaagcgactatat
c E s ¢ L s K b L D R Y A E G P V K R L Y

ttaacattattaggtgaacaagcataa
L T L L G E @ A ~* 1095
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945

1008

1071

13) kontig 67135 gl il

63

126

189

ATGgcgagcaaaaattttagtgatttcagtcaacataagcttgggtatgagtcgaaatacact
M A S K N F S D F S Q H K L G Y E S K Y T

ggaacaatgaagtcacccggcaattcattgccatcagttgatgccgaacgactttacaatgceg
G T M K s P G N S L P S V DA E R L Y N A

ctaagtggaccagtcaatgaggacgaaattattgatgtgcttggcaaacgaaaaatgaaggaa
L s G p V N E D E I I DV L G K R K M K E

cgtttggaaataacgaaagagtttttggcaaaatattcaaagccactcgatgaaatgataagt
R L £ I T K E F L. A X Y S K P L D E M I S

gaaaaaacaatgggggattttcaaatattctcaaaattgcttttaagggactctgtctactta
E XK T M 6 D F @ I F s K L L L R D S V Y L

aaagctgtcggtctttttcattgtgagttgggactttgtacggctgattatgtgatcaatgaa
K A v G L ¥ H ¢C E L GG L ¢ T A D Y V I N E

attctgctgagttgcagcaatgctgagatcgcgcaactcgagcaagcctacaaagaagttttyg
I .L...L.s ¢ S N A E I A Q L E Q A Y K E V L
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252
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504
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gctgaaaataattgtgatttaactagaaatttaatggccgacttcgcaaacgtggttcaaagt
A E N N C D L T R N L M A D F A N V V Q S

gatgtattggagtcatataaattacttcttcgcggtactcgtgatgaatttaccgaggacgag
p v L E s ¥ K L L. L R G T R D E F T E D E

ttaaaacttggattgacgtctggagttgacacaatcgtaaatcataaaaaggccaaggctgac
L K L 6 L T S GG Vv b T I V N H K K A K A D

ataaaagcaattcatgacgccctcgctgaccataaacgagatttctcgactgtgatgaatatce
I K A I H D AL A D HI KU RDVF S T V M N I

attttgcaacgaactgaaattcaattggcggcaaccgcagaagcgttctccaaggaatataac
I ..o R T E I 0 L A A T A E A F S K E Y N

gaatctctgcttaatttcttagaattacacctttcgggagatttctgctcaattattctgaca
E s L L. N F L EL H L S GG D F C s I I L T

gcagttcaaattgcatgtgagcgttccatatactatgccaatcaaatcgtacatgcaaggcaa
AV Q I A C E R S I ¥ Y A N QQ I V H A R Q

tgtcgaaacggaccgaactatcgtttaatgcgactaatagcaactcgatgtgagattgacatyg
c R NG P N Y R L M R L I A T R C E I D M

gccgaaattctagtggagtatcaaaaggtgtgcgaatcacaattgtctaaagacctcgacaga
A E I L VvV E Y Q K v C E s 9 L S K D L D R

tatgcagaaggacccgtgaagcgactatatttaacattattaggtgaacaagcaTAA
Yy A E G P V XK R L Y L T L L G E O A *

106




14) kontig 67135 g1-i3

63

126

189

252

315

378

441

504

567

630

693

ATGgcgagcaaaaattttagtgatttcagtcaacataagcttgggtatgagtcgaaatacact
M A S K N F S D F S Q H K L G Y E S K Y T

ggaacaatgaagtcacccggcaattcattgccatcagttgatgccgaacgactttacaatgcg
G T M K s P G N S L P S V D A E R L Y N A

ctaagtggaccagtcaatgaggacgaaattattgatgtgcttggcaaacgaaaaatgaaggaa
L S G P VN E D E I I DV L G K R K M K E

cgtttggaaataacgaaagagtttttggcaaaatattcaaagccactcgatgaaatgataagt
R L £E I T K E F L. A X Y S K P L D E M I S

gaaaaaacaatgggggattttcaaatattctcaaaattgcttttaagggactctgtctactta
E K T M 6 D F ¢ I F S KL L L R D S V Y L

aaagctgtcggtctttttcattgtgagttgggactttgtacggctgattatgtgatcaatgaa
K AV G L ¥ H CE L G L C T A D Y V I N E

attctgctgagttgcagcaatgctgagatcgcgcaactcgagcaagcctacaaagaagttttyg
I ... s ¢ S N A E I A Q L E Q A Y K E V L

gctgaaaataattgtgatttaactagaaatttaatggccgacttcgcaaacgtggttcaaagt
A E NN C DL T RNTL M A D F A N V V QO S

gatgtattggagtcatataaattacttcttcgcggtactcgtgatgaatttaccgaggacgag
p v L E S Y K L L L R GG T R D E F T E D E

ttaaaacttggattgacgtctggagttgacacaatcgtaaatcataaaaaggccaaggctgac
r» K .. 6 L. T s GG Vv D T I V N H K K A K A D

ataaaagcaattcatgacgccctcgctgaccataaacgagatttctcgactgtgatgaatatce
I K A I H D AL A D HI KR D VF s T V M N I

attttgcaacgaactgaaattcaattggcggcaaccgcagaagcgttctccaagcttatttat
I L. ¢ R T E I Q L. A A T A E A F S K L I Y

caaatgagcgtccctattactatgcacttcaaatcggacacgcaaggccaactaggaacgcac
o M s v p I T M H F K S D T Q G Q L G T H

caaactatcgttttatgcgacttattgcatctcgatgtgaaattgacatggccgaaatttTTA
Q T I VL C D L L H L DV K L T W P K F *
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15) kontig 65416

63

126

189

252

315

378

441

504

567

atgcttcgatcacctcatcgtatcgctaatgaaagcgggctttacaaggccacaatcgaaatyg
M L R S P H R I A N E S G L Y K A T I E M

actgtcggcttctcggcgtctgctgactcggaaactatacatcgagcgctacaaggaggtcecte
T v G F S A S A D S E T I H R AL QO G G L

gcttccggttatggcggecttaggaattggtacggatgagaaagcacttattcatgtgectgggt
A S G Y G GL G I G T D E K A L I H V L G

cgacgaactaatcgtgaacgtcaacaaattgccgaatgctatcgaacttcatacaacagatta
R R T N R E R Q 9 I A E C Y R T S Y N R L

atgtacgaagacgtgatcagtgataccagccacgattttcaagatatgctgcgttacaccctg
M Yy £E D V I §S D T s H D F O D M L R Y T L

aaggacaccagctacgtactggccaaagcgttgtttaaggctatggacaaagttggcactcgce
Kk b T Ss Yy v L. A K A L F K A M D K V G T R

gaacgtgttctcaacgaaattctattgggactaacaaatcatgaattggagctagtgaaagca
EF R VL N E I L L G L T N HE L E L V K A

gcctataaggaagttctcgtcgaagagggtgttcaggatgacacacgaactcttctcagtgat
A Y K E v L VvV E E G VvV ¢ D D T R T L L S D

gtaaggcgagaaacaagtggtgactatagggaggcattggaaataattatggagggccgacgt
vV R R E T s 6 D Y R E A L E I I M E G R R

gacgaactgaccgtcctacaaatgaaagagttgctgaacggagagacaaacatgatacctgtce
p ¢ L T v L 0o M K £E L L N G E T N M I P V

aatagggagctagctctgagcgatgcaaaaatcatctacgattgcggcgaaggccgaatcggce
N R E L A L S DA K I I Y D C G E G R I G

accaacgaaaaacgtatttcgcagatatttgtacacagactgccatggcaaattaaggcattyg
T N E K R I s ¢ I F V H R L P W Q I K A L

gatgaagcataccagaattgttatggaaaatcagtaattgatgccttgaagtcagaaacatcc
b B A Y Q N CY G K S v I DAL K S E T S
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693

756

819

882
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cttgactacaaacgattcttggaagatgcgtacgagtttgccgtggacaggccatcgtactac
L DYy K R F L E DAY E F A V DR P S Y Y

gccaaaatgttcaactggtgcataaaaggcttgggaacacgggattttacactgcaacgactt
A K M F N W C I K GG L G T R D F T L QO R L

gtaattacccgttcagagatcgatttgggttcgatttgtgaggcgtataaaaggctttacgaa
v I T R S E I D L G S I C E A

cgagagctggccgaggatattagtgatgacacgtcaggtgactaccgaaaactaatgctggceg
R E L A E D I s DD T s G D Y R K L M L A

tttttcggaatattgTAA
F F G I L * 1086
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Piiloha 3. - Kompletni sekvence serpint z transkriptomu E. nipponicum

— tuénym pismem je vyznacen START a STOP kodén,
- zluté jsou oznacené motivy typické pro serpiny

1) kontig 3567
1 ATGacaaatttgctgggttcccatttgctttcgcacgaaaaagttacacttatttgtacgaac
M T N L L G S H L L S H E K Vv T L I C T N
63 tgcgttttctcagaagaaacattttcgecctcgcgaagaatatttacatttaattaaaaaccat
c v F S E E T F S P R E E Y L H L I K N H
126 ttatgtgctcatcatgaaagcctaccgttttgtgcaaactcaattgaagcagttaataaaata
L ¢ A H HE S L P F CAN S I E A V N K I
189 aatgaatgtgtgtttaaaaattctatggggatgatagaacaattattaaaacctgaaagctta
N E C V F K N S M G M I E O L L K P E S L
252 aattttgctactcgattaatgcttatcaatgtgatgtacttcaaaggaatttggatgcagaaa
N F A T R L M L T N V M Y F K G I W M Q K
315 tttgatgctactaaaactgttatgggccagtttacccgattagacaacagccaaaaagacatg
F D A T XK T VM G Q F T R L DN S Q K D M
378 ccttttatgcagaataaggcaatgtttggctataggatactaccagaattgcagtcaaccgca
P F M Q N K A M F G Y R I L P E L Q S T A
441 gccgtattccectttcatgatgattcgaatcgacgactacgaatgecttattattctgecgaac
AV F P F H DD S N R R L R M L I I L P N
504 aaagttgacggactgcaacatcttttaaaacatctgtttgaaacaaatcctgaaactgataaa
K vD GG L 0 H L L K H L F E T N P E T D K
567 ttatggttggcagaagtttttcagatggaattcaatgagactgaactgactgtaactatgeccg
L w L. A E V F Q M E F N E T E L T Vv T M P
630 agatttaagttaggaggcgaggataccgtggaattgagagaaatcctgaaacaaatgggtata

R F K L & G E D T V E L R E I L K O M G I
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693

756

819

882

945

gtatcagcttttgatgaaagttttgccgatttgtctgtcatctgtgagtcgcgagggttattt
v S A F D E S F A D L s Vv I C E S R G L F

gcttcttcagcaaaacacatggctgtactggaggtgaatgaagaaggagctgaggcagctgcg
A S S A K H M AV L E V N E E GAE A A A

gctactgcgatagaagtagaatatgcttcttttccgatagaggcaaattttttattgatcatce
A T A I E V E Y A S F P I E A N F L L I I

catttttgtggctatcctctccgcaaatggaaattgcaacgtgecctcectgttecctaggeccattg
H F C G Y P L R K W K L Q R A S V P R P L

tgtTGA
c * 948

2) kontig 51568

63

126

189

252

315

378

441

504

567

630

693

ATGtgcgcttgtcctaatagtaatctagaactagtaaaattttcagttgaattctattcacaa
M ¢ A C PN SN L E L V K F S V E F Y S 0

tttctgcaattaccatcacagtgtgacagaaatgtcttcatttgccctttcagtgtctatget
¥ L 0O L P S 0 C D RNV F I C P F S V Y A

gcacttggtctgttattggctggttcgaatggccaaacaaaggacgaaatattgacagcttta
A L G L L.L A G S N G @ T K D E I L T A L

ggattatctaaagattctataattaatcctgtagaatttatacaagaattgctggagtcccat
G L s K b s I I N P V E F I Q9 E L L E S H

ttgcttccgcacggaaaagctacacttctttgcacaaattttgttttctcggaagttaaattt
L .. P H G K A TUL L C TN F V F S E V K F

tcgcctctagaaaattatttaaatgtggttaaaacgcatttaggtgctcaccatgaaagttta
s p L E N Y L NV v K T H L G A H H E S L

ccgtttgtctcaaactcaaccgaagcgttaactcgaataaatgaatgtgtgtctaaaaaaact
P F V S N S T E A L T R I N E C V S K K T

atgggaatgatagaacaattattaaaacctgaaagcgtacattctcttactcgattaatgcta
M 6 M I £E 0 L L XK P E S VvV H S L T R L M L

atcaacgtgatgtatttcaaaggaatgtggatgcaaaaatttgatgcagctgaaactgttgtc
I NV MY F K G M WM Q K F D A A E T V A

ggtcaatttacccgattagacaacagcaaaaaggacataccttttatgcggaataaggcaata
G Q ¥ T R L D N S K K D I P F M R N K A I

tttggttacggattactgccagaattgcagtcaaccgcagctgtctttcattttcatgatgat
F G Y G L L P E L Q S T A A V F H F H D D

tcgaatcgacgactaagaatgcttgttattctgccgaacaaagttgatggattgaagcatctt
S N R R L R M L Vv I L. P N K V D G L K H L
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756

819

882

945

1008

1071

1134

1197

ttaaaacagctgtgtcaaaagaaacccggaacggataaattatggttgactgaagttttacag
L K ¢ L ¢ o K K P G T D K L W L T E V L Q

aaggaattcaatgaggatgaagtgaatgtaataatgccgagatttaagttaggaggcgaggat
K E F N E D E VNV I M P R F K L G G E D

acattggaattgaaagaaattctgaaacaaatgggtatagtctcagtttttgacgaaaatact
T L £ L K £E I L K o M G I v s Vv F D E N T

gctgatttgtcagccatctgtgagattccaggtttgtttgcttcttcagcaaaacacatggcet
A D L S A I C E I P G L F A S S A K H M A

gtacttgaggtgaatgaagaaggagctgaggcggctgcatccactgcaatagaaatageccttt
v L E VvV N E E G A E A A A S T A I E I A F

ttctgtgttccggtagagagaaatttttttgttgatcatccattttttgtggcaatecctcecteg
F C VP V ERNPF F V D H P F F V A I L S

gcaaatcaaaactgcaacgtgcctctctttctaggccattgtgtggatccagaaccttccaaa
AN QN CN V P L F L G H C V D P E P S K

TAA

*

3) kontig 68567

63

126

189

252

315

378

441

504

567

ATGtgtgcttctccgaatgttgatcaaagcttattgaatttctcggttgaaatttatttgaaa
M ¢ A S P NV D O S L L N F S V E I Y L K

tatctggaatcagcagcttcacttactgaaaattttttcatcagtccatgtagtgtttattcg
y L. & S A A S L T E N F ¥ I S P C S V Y S

gcactcggtatgttatatgctggggctaatggacagacgaagcttgaaattctttctacatta
AL G M L Y A G A NG O T K L E I L S T L

ggattttcaacagatagcgatattggtaacgaccaattaaaaaatataagaaaatgcattgat
G ¥ s T D S D I G N D @ L K N I R K C I D

ctgcacttctttgagcacaagaaatctaccttgaagagtgctaatgctatttttgtggaaaaa
L H ¥F F E H K K S T L K S A N A I F V E K

cagttttgtataaggaaaacatttgaacaagttgtaaagaaacatttcaatgctcatacggag
Q ¥ C I R K T F E Q V V K K H F N A H T E

agtcataatttcgcttcaaatccgtcagaggcagttgataaaataaatgaatggatcaagggt
S H N F A S N P S E A V D K I N E W I K G

gaatctaaagggatgttgcagaattttttatgcgaaggcagtatagatgctctcacccggcetce
E S K 66 M L 0 N F L C E G S I D A L T R L

atgctaataaatgtgatttattttaagggcaattggctgcagatgtttgaccctaaaaataat
M L I N V I ¥ F K G N W L O M F D P K N N

actttggcaccgttcaagcttttagacaacagtcaaaagaatatacagttcatgcaacagact
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630

693

756

819

882

945

1008

1071

1134

1197

T .L.A p F K L L DN S OQ K NI O F M QO Q T

gccaaatttggttttgctgatttaccagatttgaagtcaactgcagttatattcccttttctg
A K F G F A DL P DL K S T A V I F P F L

gacgatgataaacggcaactgcgaatgctcgtcattcttcecctgaacaagtagatggtttggta
bp b b K R OIL RMUL V I L P E Q V D G L V

ggcctattgaaacagctgtctacgaaagcccctgaaacagacaactattggctgacagaagtce
G L L K ¢ L S T K A P E T D N Y W L T E V

ttgaaagaacccttctatcagactacagtagatgtaagaatgcctaaattcaagctttgcgge
L XK E P F Yy O T T Vv DV R M P K F K L C G

tcaaacgtgttggaaatgaaagaaattcttcaaaaaatgggaattgtttcggctttcaatgaa
S N v L EM K E I L Q0 KM G I V S A F N E

ggagccgctgatttttctggcatcagtgagtcggaagectctgtttgtcagcaccgttaagceac
G A A DF S G I S E S E A L F V S T V K H

atggccatacttgaggtgaacgaggaaggtgcgaaagcagccgcggcaactgcagtcagaata
M A I L E V N E E G A KA A A A T A V R I

caacttcgctgtatgccgattgtcagagatttccatgttgatcacccatttgttgtggctata
Q L R C M P I V R D F HV D H P F V V A I

ctctcagcaaccgatgacaagactgtgcctcttttecgtaggtcactgtgtggatccacaacct
L s A T D DK T V P L F V G H C VvV D P Q P

ctgtccaatTAA
L S N * 1206

4) kontig 67910

63

126

189

252

315

378

ATGaatgtgaacgacttggaaatcgttcgacagttttctgctgatctcctcaccgtgaacgac
M NV N D L E I V R Q0 F s A D L L T V N D

acacagctctctgcgggaaattttgtgatgagtccacttagtgtggccatgctcttgtacact
T o L.S A G N F VM S P L S V A M L L Y T

ttgctgggttccggtgcaattcgtggtgattcagctaagcaagtggcgaagacaatgcacctg
L L. G S G A I R G D S A K Q V A K T M H L

ccctcecgtatagcgaaagtagtgtgacacaaaactctacagttcececgttgtggaactctacaaa
p s vy s £E s s v T o N s T V P V V E L Y K

caggatgcgaatacaatgaacgagcaaatttggattaaatttggtgggccagtagcaagtccc
Q b A NTMNUE QI W I K F G G P V A S P

gatcaactaaacccaagtggatctgtcgacagaacgaataaagcaattcaaagcaagagctca
b ¢ L. N P S G S V DR TN K A TI Q S K s s

agcgatgttcttgaaataaacaatgcagtctttctaaaaacaggcttcgcagtggagtcacaa
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441

504

567

630

693

756

819

882

945

1008

1071

1134

1197

1260

s b v L E I NNAV F L K T G F A V E S Q

tttctgacggccatagaaagaatgcacaagacgcactttgaacagttggattttgcaggagcg
¥ L T A I E R M H K T H F E Q L D F A G A

aaagcagatgcagtagacaaaatgaacggatgggtaaatgagacaacacatggaaaaatctcc
K A D AV D KMNGW V N E T T H G K I S

acactttttaactcgccgtccgatctgectteccggtttggttecttgeecctaatgaatgttgte
T L ¥ NS p S D L P S G L V L AL M N V V

tacttcaaagatggctggaagaacgtttttgagaagcaggataccaaggagaacacagatttt
Yy ¥F K D G W K N V F E K ¢ D T K E N T D F

tttgtttccgacatcgaaaccattaaagttccaatgatgcacaaatcttcaatcaagttgaac
¥F v s b I E T I K VvV P M M H K S S I K L N

tatcatcgttttgaaaatcacaatttgcatatggttgaaatacctttaaaatccaaacgcttc
Y H R F E N H N L H M V E I P L K S K R F

tacgttgttgtggcgttaccaactaaggtgcacgagttgccacctatcgagcattttcectggcec
Yy v v. v A L P T K V HE L P P I E H F L A

gctcaacaggagcgcgtccaatctgacgacttagctgtacgcattattgatctgaagctgece
A Q O E R V 9 S D DL A V R I I DL K L P

cgcttcaagttggacagtgaaatcaatttgataagcctcatgcaatcactcggttgcacagac
R F K L bs E I NL I S L M QO S L G C T D

attttcaacaccgcgaaggcaaatttcacgggcatttctcacgaagctcgactgtttgtacaa
I ¥ N T A K A N F T G I S H E A R L F V 0

acaatgatgcagaaagcagcgcttcgtgtcaacgaggatggcattgaagccgctgcagctaca
T M M Q K A A L R V N E D G I E A A A A T

tacgcgctgatcaatttggccagtttatttatggcccacggtgagacaattcagttccacgta
Yy AL I N L A S L F M A H G E T I Q F H V

aatcaaccgttctacttgtcggtgcacgacagtcagaccggacatctgeccggtgtttgtgget
N Q P F ¥ L S v H D S Q T G H L P V F V A

cgtattgacagaccaagtgtcttgTAA
R I D R P S V L * 1284
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Piiloha ¢.4. Kompletni alignmenty annexini E. nipponicum s annexiny ostatnich
parazitii, v¢. antikoagula¢nich

ANXB2.T.solium

65416g1il
ANXS.bovis
67135g1i2
64072g1il
67961g1i3
63027g1il
ANX.M.sebastis
67628g12il
39626glil
51242g1lil
ANXB2.S.mansoni

58980g1i2

H.microstoma

60438glil
ANX13.S.japonicum
62895g2i2

56172glil
ANXB3.T.solium

A.aegypti
A6.C.sinensis
ANX2.H.sapiens
ANXAl.H.sapiens
ANX5.H.sapiens
A3.H.sapiens

ANXB2.T.solium

65416g1il
ANXS.bovis
67135g1i2
64072g1il
67961g1i3
63027g1il
ANX.M.sebastis
67628g12il
39626g1il
51242glil
ANXB2.S.mansoni

58980g1i2

H.microstoma

60438g1il
ANX13.S.japonicum
62895g2i2
56172g1il

MNT----RSSQYDCNGPFRPTLKPNPNFDVNADVEALCKSMRCWGTDEETITKILGKRTS
——————— MSHRINESGLYKATIEMTVGFSASADSETIHRALQGIGTDEKALIHVLGRRTN
MVSEFGITRHAFDPHGHYTPTIKPTTGFSASADAERLHRAMKGPGTDETAIINILARRTN
MKNFSDFSQHKLGYESKYTGTMKSPGNSLPSVDAERLYNALSGP-VNEDEIIDVLGKRKM
MKNAVQIGLHQLGYEHSYSGTLKTVVGSSASGDAERLFKAMKGLGTDEAELCDVLGRRTF
-MALKLFTEQOMHLTGLHKPTIFTSINFNPSVDAERLCRALMSPEVHENELISVLASRTS
-MSFPVFSFQQIGYRGLYTPTVFVDSRCQYENEATRLFKAMKGLGTNEKELIDVLGTRPS
MPGFSVFHMQQVGLNCFYEPSITAVONFSASADAQKLKDAMKGFGTDEKTLIEVLGKRVS
-~-MPVKLFTEQQLHMTGIYTPTVQSSVSFNAVTEAERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNHVT
-MORNITSLHQLAADGFYEATIYPSLGFSATVDIERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNRTL
———————— MQOSIKPLDAFVPTVVAKKNFNPEYEADRLKKAFKGLGTDEMEVNRVLGEITL
—————————————— MHQTGPSITFPDRISAENDAEQLHNACKGLSTDEETITKILGHRNL
——————— MSALSSLVARFRGTVRPVENFNPEEDAMTLRSAFKGIGYNAKPIIEIFGRRNY
————— MTLQLOTNVWGPNRPSILPWSSENYEQDAKDLHEAILGLESCDNKIVNILAKRTV
————— MLTLKQVYASGHANPTLRPRADFNAEEAAKGLKAAMDGVGTDEYTLINILGTCSS
————— MSKIQIIGPNGIYQPTLKIQRNNDPNKDAEVLYEAMKGWGTNEDRIIGILGYRSS
———————————————————————————————————————— MKGLGTDEKAIIDVLASKTS
——————— MDEITLADVIYTPTVRPVVDFNPENDAECLRRAMKGLGTDEKAIISILANRSA
—————————————————— MATVKPFRCEFNANEDAQELEKAMKGIGTDEATIIDVLANRTS
————————————— MSQYYTPTVYPADPFDANEDAATLRKAMKGFGTDEKAIIEVLARRGI
MGDLSAWNFAQLGYPGGYNPTLRPYPNFNPDODCEKLRKAMKGVGTDEKAIIDVLAHRTA
MVHEILCKLSL---EGSTYGSVKAYTNFDAERDALNIETAIKTKGVDEVTIVNILTNRSN
MVSEFLKQAQTV--SSKGGSAVSPYPTFNPSSDVAALHKAIMVKGVDEATIIDILTKRNN
——————————————— MVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLGTDEESILTLLTSRSN
—————————————— MIWVRGTVRDYPDFSPSVDAEAIQKAIRGIGTDEKMLISILTERSN

EERLOIVSLYKQKYGRELAHDLDGDLKGHFRDCTILLTEDPIYLMAKSLYYAMKGVGTNE
RERQQIAECYRTSYNRLMYEDVISDTSHDFQDMLRYTLKDTSYVLAKALFKAMDKVGTRE
YERQELCRSYKSLYKHDLKDDLKSETSGDFRKVLCQLVVDTPYMLAKSLYYAMKGLGTND
KERLEIKKEFLAKYSKPLDEMISEKTMGDFQIFSKLLLRDSVYLKAVGLFHCELGLCTAD
KERAEIKAAYTTSYGKSLVEVIHSETSGDFRELLKMLLCDAAYLQATGLEFYAMDGLGTRE
MERMEICRVYEARYHESLKMVLSSRTIGDFRNLLRHLVSSPAYIKGSGCFRVLRQGYQRR
FQRAEIRETFERQHRKQLLAEIKSECSGDFRELLVMLVQODISYVEASGLFHAMKGVGTRE
FOREEIADAYLRDHRKPLLDEVKSETSGDFRETLVKLVRDLLFVEAQGMHKAMKGIGTSE
SERLEIADAYAEKYGKSLKAMLISETSGDFKSLLEILVEPLSYVDAYGCFRAMKGAGTRE
TERFEIKELYHVKYGKTLRDAIRSETSGDFRDLLEMLLLEPAHVDAIGLQRALKWSKNKQ
DORHDIADLYLOKYKKPLDEELKSELSGDYYMLVEGLLLNPIELLARDLFVALRKSKPNP
QORYQIRETFHRRYKKDLVHVLCSSTKGDYESLIKTLFRGSIQILAHDLYKGLK-—-—--KP
EQRIQIHEAYERMFDRNFISDLKSELRGSFERTCRCLLLSYVEFDEYNLMKATEGYGSIS
SORKEIAASYQTQFEKTLEEDLAQSLPDSLONVALSSLKSVPELKAYALHKAMKGIGTIE
DORQVLRQTFKAHYGSELIDELKSELSGDFERLVVLLLYSWDEMYARILFEAMDGAGTDE
HORITIIRDOQFKALYGKDLITELSSETSGHFKKLLKMLLTDTDKMNARALYKAMKGGGTDE
CERQKMRVAFKATYGRDLVENLEKELSGNFRKLVRMMMMPRSMLLASLLYDATDGIGTRE
SQROETIKQYFHGCFGKDLDAELSSELSGNFKKLVQKLMMGRYELLASILHEAISGLGTTE
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ANXB3.T.solium
A.aegypti
A6.C.sinensis
ANX2.H.sapiens
ANXAl.H.sapiens
ANX5.H.sapiens
A3.H.sapiens

ANXB2.T.solium

65416gl1il
ANXS.bovis
67135g1i2
64072g1il
67961gli3
63027g1il
ANX.M.sebastis
67628g12il
39626glil
51242glil
ANXB2.S.mansoni

58980g1i2

H.microstoma

60438g1il
ANX13.S.japonicum
62895g2i2

56172g1il
ANXB3.T.solium

A.aegypti
A6.C.sinensis
ANX2 .H.sapiens
ANXAl.H.sapiens
ANX5.H.sapiens
A3.H.sapiens

ANXB2.T.solium

65416g1il
ANXS.bovis
67135g1i2
64072g1il
67961g1i3
63027g1il
ANX.M.sebastis
67628g12il
39626glil
51242g1il
ANXB2.S.mansoni

58980g1i2

H.microstoma

60438g1il
ANX13.S.japonicum

62895g2i2

SORREIVKAYKAQYGKDLKERLHKELSGNFRQAVEWSLYDRAHVNAAALQKAMKGAGTNE
VORLETAQAFKTAYGKDLISDLKSELGGKFEDVILALMTPLPQFYAKELHDAISGIGTDE
DORVQIVKKFKTAYGKDLIHELKSELTGHFEDVIVAMCYSLEEFDARELRRAMEGAGTDE
AQRODIAFAYQRRTKKELASALKSALSGHLETLILGLLKTPAQYDASELKASMKGLGTDE
AQRQQIKAAYLOETGKPLDETLKKALTGHLEEVVLALLKTPAQFDADELRAAMKGLGTDE
AQRQEISAAFKTLFGRDLLDDLKSELTGKFEKLIVALMKPSRLYDAYELKHALKGAGTNE
AQRQLIVKEYQAAYGKELKDDLKGDLSGHFEHLMVALVTPPAVFDAKQLKKSMKGAGTNE

.k . .

NTIIEIIVGCTNEEINKLKQFYIYVLKRTLETDIRTETTGYFCKMLLOLLKGDIPDPTPE
RVLNEILLGLTNHELELVKAAYKEVLTRTLLSDVRRETSGDYREALEIIMEGRRDELTVL
RVLIEIFTTLWNDETRAVADAYKQVLERSLVTDMKKEISGDYEYALLCLVQADRDEIPVL
YVINEILLSCSNAEIAQLEQAYKEVLTRNLMADFANVVQSDVLESYKLLLRGTRDEFTED
RLINEILLSSSNSELVNIEQAYKLVLKRGLVGDLIGDTHGEYQKALKILMSKTRDEVTAD
REINEILLLKPLTEIYAMEVEYREVLTFTLISDVSSFALGDHRDALYYIMQKPIEDLSPI
RRLNQILIGKSNDEILGITEAYQLVLNRVLLDDIRTETSRSYGKLLANMVKGKRQEFGPS
RRLNQILMGKNNADLERLSEYYQLVLNRTLIGDVNSETSGQYRHALCYMLDYKRDEYAGD
ROLNQILLGKSNPEMHELEVEYRQVLTRTLAGDLIAETAGGYENALMYLMEKKKDDLTPK
RGINQLLLGKTNMEMMSLEKYYHELLGRSLPLDLMAVSDGFYEKSLMLIMEKRKDQLTDE
AILNEIIGCANNHEIMEIQMAYSMI-KRSLEDAIASSFKGDYNTLMQALLTRCRQDDDPE
DIVNEIICCCNNHEIMMLKKAYQEVLORTLESDIIKETKPPYEQLLVALLQARRDEDPPE
DILMEIYITRSHRHINKLMLSLRKNAGKELSEFVELVEDPRIKSILKGITWTKFHDI---
QVLIQILAVASNNEIQQOIKEAYTRVENRDLEADVSIKTNLEFQRLMLFLLKAGRNED---
AATIMLLCTLQPAEIEVVKETYKRVLSRTLESDIKSELSGDLEKLMVALLQCQRPGVDSE
STIIEVLCTSSNCEIEDIKTAYQSVLRRTLESDVEDDLSGPFKNLVIALLQAKREEIPFE
SLIILILCNLTNQEINDVKLAYKELHSRNLDKDIHDDLSGDFKRIMVAIMOGMRNEPSPA
SDIIMVLCLISTDEMQTVKEIYNEKFKRSLODDLKGDLSGDFEKLMIALTVGCREEPSPE
GMLIDVLCTATNNEVKKIKEAYEDLTQKSLEDDVESETSGNFKRVLVALLQARRETA--—
EATIIEILCTLSNYGIKTIAEFYEQLYGVSLESDLKSGAFKRLCVSLVQGNRDEN-—-—

QTLIEILCSRNNAQIRKIKEVYHTIFGRDLEKDLMNETHGHFKRILISLVQANRDEN--—
DSLIEIICSRTNQELQEINRVYKEMYKTDLEKDIISDTSGDFRKLMVALAKGRRAEDG-—
DTLIEILASRTNKEIRDINRVYREELKRDLAKDITSDTSGDFRNALLSLAKGDRSED—-—-—
KVLTEITASRTPEELRAIKQVYEEEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRDPD---

DALIEILTTRTSROMKDISQAYYTVYKKSLGDDISSETSGDFRKALLTLADGRRDES-——

* .

QLRTIQQOKGGDLMVNQKEVTAAVKQIVEALAKPKNSTNSVLLNAFQHKNVWEIAAMDKEY
OMKELLNGETNMIVNRELALSDAKIIYDCGEGRIGTNEKRISQIFVHRLPWQIKALDEAY
QLKAIPEKGINSIINHELAEADAKDLYASGVGRVGTSEKRITRVICNRTPYQLYLTSEIY
ELKLGLTSGVDTIVNHKKAKADIKAIHDALADHK-RDFSTVMNIILQORSEIQLAATTKAF
ELREGLKNGGKTIVNKEQARMDCATIHTASSGRIGTDEDTVMKTILOQRNEMQLVALVAGY
EWKTAANKGAKHLIDRLKVDSDACALHGALTDRENINIGTVVETLFGNNKFHLKAINDVY
DLDLATHNGAHSVLDQRQVSLDVETLYNVTAGQQGANEEVIVETMSYRSYLHLQAVFAQF
SMRTAIDRGGASVIDERLVQDDARIVYECLTSRD-KNLDPVCQILFTRSYIHVEALCKEF
OWEIAATSGAEKVVEWPQVKADAHALYNATIGQVGADANTIMRVLLRNNKFNLQGVNVVF
ECRRAMHNGVQSVLNVEKARKDVKDLFKSTAAQVGADEATVMQILCRRHEWDIQLICRLY
KVKLAFTMDLRILVNMNQLONDVAKLTKALTGTL--DAQTLINILTTRSKHTVRGICELF
LVEEAITRSTSRLVSRSQVDKDVEDLYYAGEKRAGKDSDTFIKILTKRSKYHVKEIWDLY
——————————— TILDKQLAVLDAKKILKAAEDKLGCDEAVITKILTLNTEGQIRQTFKEY
——————————— LIVDGARVVNDAFMINKFGRRIYGNAERIVGNILTTRSFGHIKILAYYY
DLRAFAEKRLSDLINADQARQDADDLYNAGEGKWGTDESTFISVLANRSKYSLWATNEIY
IAEQIQSKGIKSVVDMNLVEQDVETLWDAGEARLGTDEAAIIKILVSRSVWHIQAIAQHF
LV---ASRQLEQLLNAPDIENDVNDLVRAGEGRLGTDEDTFIRVLTSRNYWHLARLNQRY
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56172g1il
ANXB3.T.solium

A.aegypti
A6.C.sinensis
ANX2 .H.sapiens
ANXAl.H.sapiens
ANX5.H.sapiens
A3.H.sapiens

ANXB2.T.solium

65416g1il
ANXS.bovis
67135g1i2
64072g1il
67961g1i3
63027g1il
ANX.M.sebastis
67628g12il
39626glil
51242g1il
ANXB2.S.mansoni

58980g1i2

H.microstoma

60438g1il

ANX13.S.Jjaponicum

62895g2i2

56172glil
ANXB3.T.solium

A.aegypti
A6.C.sinensis
ANX2.H.sapiens
ANXAl.H.sapiens
ANX5.H.sapiens
A3.H.sapiens

ANXB2 T.solium

65416g1il
ANX S.bovis
67135g1i2
64072g1il
67961g1i3
63027g1il
M.sebastis
67628g12il
39626g1il
51242g1il
ANXB2 S.mansoni

58980g1i2

H.microstoma

60438g1il
ANX13.S.73a
6289592i2

56172glil
ANXB3 T.solium

QFSIARKRDYSQLVDSEQVKKDCLDILEAGERRLGTDEDTFIRILARRSLWHLEALNDAY
_____________ CDKSQAREDALEIFKAGEDKLGTDESTEFTRILCTRSHDQIRVINEVY
——————————— TGVDEGAAAADAQALFEAGEGQWGTDESIFNQILVTRSYQQLRAVEDAY
——————————— PNVDMNAVNADVRALYEAGEKQLGTDESTFNRILVSKSEAHVRAVINAY
——————————— SVIDYELIDQDARDLYDAGVKRKGTDVPKWISIMTERSVPHLQKVEDRY
——————————— FGVNEDLADSDARALYEAGERRKGTDVNVENTILTTRSYPQLRRVEQKY
——————————— AGIDEAQVEQDAQALFQAGELKWGTDEEKFITIFGTRSVSHLRKVEDKY
——————————— LKVDEHLAKQDAQILYKAGENRWGTDEDKFTEILCLRSFPQLKLTFDEY

KKASGKGLISAISEAVEGEFGTLLMAMVQOHAVDRPKFYSEALYQSMVGQGTRDFLLMRVL
ONCYGKSVIDALKSETSLDYKRFLEDAYEFAVDRPSYYAKMFNWCIKGLGTRDFTLQRLV
FKMYGKTLLEHIESETSGDYRKLLVAILRYAIDRPGLIAEWLHDSMAGLGTKDYALMRLL
FQRYNESLLNFLELHLSGDFCSIILTAVEIACERSIYYANQIVHARQCRNGPNYRLMRLI
PEVAFKDLFDCMQSELSGDLKNLILDALEMACERARYYARLFRYCVRGLGTKDHLLMRLV
TTKYSMSLHTVLTEALDGDFRDLCLAAIEVATNQPLFYARLLRSTIEDHGYEDAYFQGLL
EQRYDTSFYDVLSDELSGDFRNACLDIFEFCCERDLYFARLLRCTTRGLGTKDQDLMRLV
AMAYNLALYDVCDAELSSDFRNLVLDLLEYCEERSLYFARLIRSTMAGLGTKDDDLMRLI
TEETGSPLYDVLSDELGGDFRNLCLDAVEMATEQPLFYCRLLRNTMHGMGTNDHTLQRLI
QEMNSVQLYDTLDAELHGTFRDFCLDALEYSTERPLYYARLLRQTTIGLGTKDHTLMRLL
ONDNKIHLVDCITENVPEPLRSGLNTVVMGLIDLRLLLVCQLMESFQGKGTREETLSRITI
LAKYHNTIVEVISKKFSEPFRSGLNTMIMALMDLRLLLVCQLYDSMYGLGTREDTLIRIT
NKIAAIPLIETIKREVKGELRKTILMDIVLWCTNHALYFSRKINKSIVGYGTNERDLLRYI
KKTYGKMINKYIIDELSGNYCRTLLSTVMYAEHPTELYASWIYDAIKARGPNNDDLIRLI
KEKYGHSIVDAVCSETSGDFKRALKLLFSSQLDPKGTYAALFKKSMDGLGTSDKQLMFLV
EKKYGKSLIDSLASETSGDFESALLLTLNTCLNRPKAYADLLLKAMKGLGTDDCTLMRII
QAKYGRDLIKAVENETSGDFKKALLTILESAVNRPYYFAKQLKHAMEGVGTNDQYLMAIV
LKETGHDLYTAISKETSGQFKTAMTTILDAATCRVQYFANVLKKTMKGLGTDDRTLMNVI
EDEAGHDLIKAIKKETSGDYEKVLSRIVLMSKDPIGTVADMLYRSMKGAGTKDDSLIRII
EGMAGHTVEDAIKREFSGAIEEGFKAIVRCVRSKVQYFAKRLHSSMAGLGTNDKTLIRII
ASVSKKDFEDALKSEMSGDLLKAFLSITRSIRNKPAYFAKQLKEAMEGAGTSDRQLIRIV
KSYSPYDMLESIRKEVKGDLENAFLNLVQCIQNKPLYFADRLYDSMKGKGTRDKVLIRIM
TKYSKHDMNKVLDLELKGDIEKCLTAIVKCATSKPAFFAEKLHQAMKGVGTRHKALIRIM
MTISGFQIEETIDRETSGNLEQLLLAVVKSIRSIPAYLAETLYYAMKGAGTDDHTLIRVM
RNISQKDIVDSIKGELSGHFEDLLLATIVNCVRNTPAFLAERLHRALKGIGTDEFTLNRIM

ILRSEIDLLDIKETFDKDH-KSLAEWIKGETSGYYEQLLLALLNE
ITRSEIDLGSICEAYKRLYERELAEDISDDTSGDYRKLMLAFFGI
ITRSEIDLODIMNPYESIYGKSLLNAVIDDTSGDYRRTLCVLLGE
ATRCEIDMAEILVEYQKVCESQLSKDLDRYAEGPVKRLYLTLLGE
VITRCEIDLADIKVAYEKEYGHSLADDIKGDTSGDYCRLLLTLIGE
VLRSEIDMEDIKGCYLTEYGRKLSDDIWENTTGSYRRLLLTLIGE
VITRSEIDLGSIEDAYQAEYGQTLMKATEGDTSGDYRKLLLTLCGQ
ITRSEIDLASIMAAYESTYRKTMIDDIKGDTSGDYQRLLLALCGC
VSRSEIDLQSIKDCYQKEYNRPLAKDIAGDTSGDYKKLLLALCGE
VNRAEIDLGSIMKAYQTEYGQTLIEAISSDTSGDYKKLLLTICGV
ILRSELDLENLKELFNAKFDKSLPEYIKAETKGELONLLLTLTGD
CLRCEVGMNTLKSMYREYFGKPLIEAVREDTSGDFRKLVLALLGE
TGRCEIDMIDIKDTYMELYNRSLGTDIKNEAISEFKKLLCVLIDE
LSRAEIDLONIKEAYERMSEKTLIEDIEEATSGEYKNMLVALIKG
VDRCEIDLKDIMQHYEEINGQSLVERIASETSGDYRTLLLLLCGE
VSRCELDLGSICHEFERSQGSSLEEWIRSETSGDYRKLLLALIGA
VWRSEIDMVDIKENFSKLCGKSLESWISDDTSGDYKKMLLALVRG
VWRSELDLGDIRQAFQELTGESLEKWIKSDTSGDYKALLLELISG
LAHSEDNLRKIQNKEDDTYEKSLVEMISGDTSGDYKKFLLAILE-
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A.aegypti

A6 C.sinensis
ANX2 H.sapiens
ANXAl H.sapiens
ANX5 H.sapiens
A3 H.sapiens

VSRSEIDLGDIKEAFQEMYGKSLESWIKDDLGSDLGNLLAELASY
VTRAEVDMADIKREFLOAYGKSLEAWISANSVGD—--PVMCVMLPR
VSRSEVDMLKIRSEFKRKYGKSLYYYIQQODTKGDYQKALLYLCGG
VSRSEIDMNDIKAFYQKMYGISLCQAILDETKGDYEKILVALCGG
VSRSEIDLFNIRKEFRKNFATSLYSMIKGDTSGDYKKALLLLCGE
VSRSEIDLLDIRTEFKKHYGYSLYSAIKSDTSGDYEITLLKICGG

. * . .

AA alignmenty annexini E. nipponicum s ostatnimi organismy v¢.
s prokazanou antikoagulacni aktivitou

annexiny

Zluté vyznaceny opakujici se motiv (KGxGT), modie annexin doména

tucné a podtrzené - sekvence z E. nipponicum

Organismy( accession no.): ANXB2 T.solium (Accession no:AAF64166.1), ANX S.bovis (ACC78610.1), M.sebastis
(ACD93001.1), ANXB2 S.mansoni (AAC79802.3), H.microstoma (CDS26513.1), ANXB3 T.solium (AAF64166.1),
A.aegypti  (ABF18321.1), A6 C.sinensis (GAA48217.1), ANX2 H. sapiens (NP_004030.1), ANXAL.H.sapiens
(CAG28612.1), ANX5 H. sapien (NP_001145.1), A3 H.sapiens (NP_005130.1).

Priloha ¢.5 - Kompletni alignmenty serpind E. nipponicum se serpiny ostatnich
paraziti

A.aegypti
A.albopictus
6791012
679111
S.mansoni
S.Jjaponicum
Hc-serpin
T.suis
T.spiralis
An.simplex
IRIS
S.haematobium
P.westermani
C.sinensis
E.multilocularis
6856712

51568

3567

NEFSWNAFKKV-FTDYKENFVMSPYSLRRLESCFQSASGTNLQQELSNVLKIVPNQQOPSQ
NEFTWIAFKKV-SADYKENFVMSPYSLRRLESCFQAGAGTNLOQQELNSVLNIVPNQQOPSQ
ROFSADLLTVNDTQLSAGNFVMSPLSVAMLLYTLLGAIRGDSAKQVAKTMHLSVTQONSTL
ROFSADLLTVNDTQLSAGNEFVMSPLSVAMLLYTLLGAIRGDSAKQVAKTMHLSVTQONSTL
NVFARDLLDIS--ATGTNDYLSSPISVFLLLTTLLGGPKGNTKVQIAEALELDDTKEYQK
KAFTRAFLSQSTVDFGEDNELASPLGVLETLGILLGGAQGKTSYQIAKTMRLWNISETQOQ
TDFGLSMLRCV---PSNVSLVVSPISVIFTLAMVHVGSKGTTRFEIERVISKGADTEGFEY
AEFGWNLYNTQ----TDSSVFLSPISVYLALSMVYLGAVGNLKKEMHNVMESGMTE-Q-—
TEFIWKLFQKISSKKVSECIFLSPMSVLLAIGMAYFGAAGKTKLEIQRAIFGDTAKEK-—
ADFAWNLLEA--SGPQTQFIVLSPFSISIALAMVYAGAEGNTKTQIGNTIAKGVNNDS--
NOFGLRLLNTL-PSPPEENVEFSPYSVSTALGMAYAGARGDTQEELSEQLGYTAAGLSQD
———————————————————————————————— MVLSGSALNTKAEIMKTMQLSECLEH-D
SQFTVDSYDKIKQGDSLSNVEVSPLSIYTAIVMTMAGADGKTRTEIESALRIPKQLLA-T
CNFAVDLYRQIKQGVNLSNVEISPLSIYTAVAMTMAGADGOTKNEILTSLHLSKVA—-——--
IPFTOQALYAQLQPSEGRSNFFMSPLSVYSALSLALAGSESETREELVSVLGLAPGKDI-D
LNESVEIYLKYSAASLTENFFISPCSVYSALGMLYAGANGOQTKLEILSTLGFSTDSDIGN
VKESVEFYSQFLPSQCDRNVFICPFSVYAALGLLLAGSNGOTKDEILTALGLSKDSI--I



A.aegypti
A.albopictus
6791012
679111
S.mansoni
S.Jjaponicum
Hc-serpin
T.suis
T.spiralis
An.simplex
IRIS
S.haematobium
P.westermani
C.sinensis
E.multilocularis
6856712

51568

3567

A.aegypti
A.albopictus
6791012
679111
S.mansoni
S.japonicum
Hc-serpin
T.suis
T.spiralis
An.simplex
IRIS
S.haematobium
P.westermani
C.sinensis
E.multilocularis
6856712

51568

3567

A.aegypti
A.albopictus
6791012
679111
S.mansoni
S.japonicum
Hc-serpin
T.suis
T.spiralis
An.simplex
IRIS
S.haematobium
P.westermani
C.sinensis
E.multilocularis
6856712

51568

3567

A.aegypti
A.albopictus
6791012
679111

DHRPYVEQWVRYSS----- AKYLNRTAMAVAIGSEKVSTVYESIINNYTGHL---QPSNA
DHRPYVDOQWLRYAN—-—-——— AKQLNRTAMAVAIGSEKASSIFDSITNYYTGYL---QPSDG
NPSGSVDRTNKAIQSKSSSDVLEINNAVFLKTGFAVESQFLTAIERMHKTHFEQLDFAGA
NPSGSVDRTNKAIQSKSSSDVLEINNAVFLKTGFAVESQFLTAIERMHKTHFEQLDFAGA
LASRTFALLYHNLTNEEGKQVISIGNGMFLONETKIKPHFLTRMKNIFHNDVENVDETKA
EMKSLYKELSDSLTMENTVKVVAISTGVETETSYVDERRLNESTIASDSQGVLKQVDETNQ
SVEGYYARLEFNRIENRGHGASSRIFNRFFLNKRADVEMEYEASMLSLYNAKIDRMDEGTA
QIESSWQLMMKSIQSTESSMTFNLANRLYASDNTKIQQTYKDALKTYLKANIKLVDEFADV
DVRALFVEINKILTTESKKVKLLVANCVYIQEGFKLLTPYVEDIKK-ISSDIIEVDEMDI
ALIDYFSSAAEQMDKTTAGFQLNTANKVYIQDKFEILKSFENIIKQKFASEIQQVDEFAAN
DVEFNAYSDHTQWLKASRSNSTLSVANAAVLHDKVGLRYTFQRTIDHAFDADILKVDEVNE
KVHSGISELLNNCS--ERGVNIILSSGLFVERDVSIKQQFEIYLKTYYNALIEHMTEQTD
CPHGPIGTTLOQTFFKPSEGVOLSLANRLEVVQPATIVEQFKQILTKDYDASIEQICSLPS
NPNEAVGSIVQHYLOSKTGVELALANRLFALRSVAVLPEYSQLIGKVYNAATEELSKLPS
TIVKSLGENLQAVADGDAKKTLVEANGVFEIQAGSQIRETYTSAVSKHLKADMKQLDEGGD
DOLKNIRKCIDLHFFEHKKSTLKSANAIFVEKQFCIRKTFEQVVKKHEFNAHTESHNEFASN
NPVEFIQELLESHLLPHGKATLLCTNFVESEVKEFSPLENYLNVVKTHLGAHHESLPEVSN
—————— TNLLGSHLLSHEKVTLICTNCVESEETFSPREEYLHLIKNHLCAHHESLPFCAN

-ORMGQVINDALKNITNNAVQSYLTDTDINPNWKFFAIDSWQFEGLWKEFKEFQEEFSATCY
-QRMGQVVNDALKKITNNSVLNYLADTDINPNWKFFAIDSWOQFDGLWKYKSQEEFTATCS
KADAVDKMNGWVNETTHGKISTLENSPSLPSGLVLALMNVVYFKDGWKNVFEKQDTKEND
KADAVDKMNGWVNETTHGKISTLENSPSLPSGLVLALMNVVYFKDGWKNVFEKQDTKEND
-EDARKNINEWVSNKTSHLIPTVLKE-PLPPTTLLGLINTLYFKGKWKKPESNHSTTEGE
-TNAAQDINKWVNEHSNGLVEEFITD-DIPKDAWMILINIFYFRDYWENPEVPYYTSLEN
-NKTAWIIAGHICASTDGKICGMVKEENVKNMESL-VVNTNHETGEWKEFKEDKSSNSKGT
-SETRKRINHYVAKKTNGKITSVVSD--FDEYIRLLMINVIYFKAQWLTEFCKYETKMAP
-KEARLVINOWICNKTERKIENLIPPGLLOPITTSVIANAIYFKAQWARREEVQONTVNSD
-RETAELINAWVEKKTNSRIRNLVOPOMLSAQTAMALINAIYFKGDWKTKENAESTTKKM
RKGAVDRINYWVKDKTNGKIRSLENKP-LESETRLVLLNAIYFKGSWNTRENKSRTEKSE
IECARKRINKWVSEQTNGKIQQOLLSPGSLKEDTRVVVLATTYFKGLWKSAFPVRNSHVDK
DEAKRQHINKWTSENTGOQKITELLPTGAVNADTVLALVNELYFKGMWKNQFDKRKTLHED
NDAKREHINKWVADNTANKITSLLPSGSITNDTVLSVINALYFKGNWNSPEFIKERTTMEE
SEGSRISINRWIAEKTREKVKDLLAQGSITPMTHVVLANAVYFKGVWKCKFEKSKTDRSV
PSEAVDKINEWIKGESKGMLONFLCEGSIDALTRLMLINVIYFKGNWLOMEDPKNNTLAP
STEALTRINECVSKKTMGMIEQLLKPESVHSLTRLMLINVMYFKGMWMOKFDAAETVAGQ
SIEAVNKINECVFKNSMGMIEQLLKPESLNFATRLMLINVMYFKGIWMQKFDATKTVMGQ

* *

FYASREKKGLTKFLYLEEMLKYGNFPEWNVOAVELPYHDQPLSCLLMMPLD-GNYESLIH
FYASKDDKKLTKFLYFEEVFKYGYFPELNIQAVELPYHDKPLSCLLMMPLN-GGVDSLVN
FFVSDIETIKVPMMHKSIKLNYHRFENHNLHMVEIPLKSKRFYVVVALPTKVHELPPIEH
FFVSDIETIKVPMMHKSIKLNYHRFENHNLHMVEIPLKSKRFYVVVALPTKVHELPPIEH
FKPNNQPIIKIPMMHIMDSIEYGLEFPKYKIHMISKSEMNPRESFIVILPTEPGKLEYADN
FSVTNNHHLOQVPMMSKDEILKYKKFPEDGFEIVSKPMKNTREFSFIILLPLEKWNLNGAIE
FYSSEGKEREVEYMNGSQEILH--AEDDDVQVLSLPYSDTSYALNIFLPKNRSGLHEIRA
FYGPTGNPIMLPTMKAQPDFLY--FEKPKYQVLGMPYTVDNYAMFIVLPRRLVPLEQVEN
FFCDEIRRIKVKMMRDKQEFYY--YENELCQLLGISYKENNEFWMYILLPKOQRFALEEMEN
FHAFENSDREVDMMAITSGESY--AETEDVOVLELPYKDPETFMYVFLPTERFGLRQFEK
FLNGGVTPTKVDMMMGSMNIGHHFFRDLKIDVADEPYQGRDYSMTVILPWRNDGVEATIKQ
FFRLDRSKIDVREMYINSSFGMVSLPHLKSRAIKIPFKSPKEFSLLVVLPNTNDGLPDLLK
FTCFGGKKMDIMMMHVKAHEFPYEELTDWSAQAVRLPFKGTDWOMLIILPWDASGLPSVLS
FHCLDGKRISVKMMEFVKATEFGEFNSWDACSARVLRLPFKDTNWHMLIVLPKONDGLKNVVD
FHSLDSGDVRVSMMTQKASYPMADEVDLEVRALKVPFETH--EMLIVLPEKNDGLPNLLK
FKLLDNSQKNIQFMQQTAKFGFADLPDLKSTAVIFPFLDDQLRMLVILPEQVDGLVGLLK
FTRLDNSKKDIPFMRNKAIFGYGLLPELQSTAAVFHFHDDRLRMLVILPNKVDGLKHLLK
FTRLDNSQKDMPFMONKAMEFGYRILPELQSTAAVFPFHDDRLRMLIILPNKVDGLOHLLK

* . o ek

SMNQSRFKEVLSKLNEIKTTVRIPQFGLOTTVPGRQLLESMGMKVPFNQ--GVFKVFEQG
SMNQSRFKEVVSKLVPSKTTVRLPQFGLKTTVPGRQLLESMGMKTPENQ--GVFKVEFEQG
FLAAQQERVQSDDLAVRIIDLKLPRFKLDSEINLISLMOSLGCTDIFNTAKANFTGISHE
FLAAQQERVQSDDLAVRIIDLKLPRFKLDSEINLISLMOSLGCTDIFNTAKANFTGISHE
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S.mansoni
S.Jjaponicum
Hc-serpin
T.suis
T.spiralis
An.simplex
IRIS
S.haematobium
P.westermani
C.sinensis
E.multilocularis
6856712

51568

3567

A.aegypti
A.albopictus
6791012
679111
S.mansoni
S.Jjaponicum
Hc-serpin
T.suis
T.spiralis
An.simplex
IRIS
S.haematobium
P.westermani
C.sinensis
E.multilocularis
6856712

51568

3567

A.aegypti
A.albopictus
6791012
679111
S.mansoni
S.Jjaponicu
Hc-serpin
T.suis
T.spiralis
An.simplex
IRIS
S.haematob
P.westerma
C.sinensis
E.multiloc
6856712
51568

3567

VLRGEILPHLVSKLESKQVALSLPKFRLDFSIDLIETLKNMYITDLEDSAKADLRGITDS
VLNGNKLSHYVDKLEETSVSLKMPKETLTKKLOLVGTLKSIGIKNLFDPLKADLSGISSK
RLTGERVQOSLLSKLKKTIISITIPKMKIEAGLNLEKALKDMSVSKSESTK-ADFTGIINR
SLSGKVLLHHFQSATMKYVEVOMPKFELRTTIELKEPFEMMGLGSLSNRSAPSLSKIDRT
SLTSSQLAEMFONGAMVDVTVKIPKETFTSALNMKDVLTELGMGIIFDGENADESKICKR
SMNGEKIMQLMGCMPRNKIIVELPKFKLDGOLRLNKVLEELGIRDAFDAEKANEDGISKN
NLTLDLFQKLVSELRERRVFVLEFPKFKIEAEYSLKEPLONLGIKQIFSGG-SDLSGVTND
SLCKDKISSILSNETDISIHLYLPKFKLKEGISLVDYLOKMGMREAFCPGSANEFTNMSES
HLRKPGLEELLRPFHETELDLFLPKFKLSQCVNAKALLKQCGINTIFDAGAADLKKLCSS
HLSKPGLEEMLDPFFDEEIEVFLPKFKIAEGLDAKELLIGCGVRELFDGNKADLSKLCSS
QLSANALEEMLDQYFDTEVVLKLPKFSLGGHMKLKE PLHKMGLKSAFDAERADFSGITND
QLSTKALTEVLEPFYQTTVDVRMPKFKLCGSLEMKEILQKMGIVSAFNEGAADESGISES
QLCQKKLTEVLKEFNEDEVNVIMPRFKLGGELELKEILKQOMGIVSVEFDENTADLSAICEI
HLFETNLAEVFMEFNETELTVTMPRFKLGGEVELREILKQOMGIVSAFDESFADLSVICES

ok o . . .

ODVALGE IVOKMEMS IAADGEKQAQSFV—-————— DKODKQFTAHQPFLFVVYDRNLVPIL
ODVALGEIVQKMEINMSGDGEIQGQKFP—————— DKQODKLFTANQPFMFVIFDRSVVPVL
ARLFVQTMMOKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVE
ARLFVQTMMQOKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVE
~-KVHVQVLOHSVALKVNEDGVEAAAATVMGIGLRSAPSIRFDVNESFICYVYDKIKTSLE
NNLYVRSFIQTNVMKVNESGIEAASVTSPIIVPISAPDVNFHVTHPFICFIYDOONMPLL
-RLLVAGAAHKAIIKVDEDGTTAAGATVFSKFESMSERVKFEANHPFLEILTKD-NDPLE
ONLYLSSGIHKTVVEVDEKGTEAAAATAITCVTDSGKVYQFTADRPFLFAIVDISGFLLE
KDIFVSDILHKAFLEVNEEGTEAAAATAVTMTDKAAKQLFFVADHPFLFFICNPKCIPLE
DSLVVSDVVHKANVEVNEEGSEAAAATGLFMVFRSSPPIRFIADHPFIFTIVSO-NRILF
NDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRIGQAFEFNVDHPFLFEFIRNTVNDILE
SNFCIGDILHKAILEVDERGAVAAAATSVEFINLSLPEVEFRVDHPFEFISIIWNNTVEVE
TNLFLSDVFHKAILEVDEEGATAAAATAVMMNMRCAMRPTVRVDRPFEVALICASTVPVE
ERLHVSDVFHKAVLE I DEEGATAAASTGMMV - SRMMGPPPFRVDHPFFLAI I SDTMVPVE
RSLAVSDVYHQAVIDVDEEGAEAAAATAMPMMVRCMPPVDFFVDHPFIFFIVTKTGIPVE
EALFVSTVKHMAILEVNEEGAKAAAATAVRIQLRCMIVRDFHVDHPFVVAILSATTVPLE
PGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAASTAIEIAFFCVVERNFFVDHPFFVAILSANNVPLE
RGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAAATAIEVEYASFIEANFLLIIHF---- —---GYPLR

* *

VGFYLKTPP
VGHYLKAPP
VARIDRPSV
VARIDRPSV
AGRIIKPVP
AAKVINPM-
MGQEV----
LGRESGO--
LGRYTGLNV
IGRFH-———
AGOVNSL--
LGHVVAPTE
IGHVTHPGS
VGHITNPES
MGHVVHPES
VGHCVDPEQP
LGHCVDPEP
LORASVPRP

AA alignmenty serpini E. nipponicum s ostatnimi parazity v¢. serpini s prokazanou

antikoagulaéni aktivitou

Zluté vyznacené motivy S konzervovanymi AA, Sedé shodné AA vzory
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Organismy( accession no.): A.aegypti(AAL76022.1), A. albopictus (AAV90672.1), S. mansoni (AAA29938.1)
S. japonicum (AAV90672.1), Hc-serpin (ACP43576.1), T.suis (KHJ49058.1), T.spiralis (CBX25723.1), A.
simplex (CBX25525.1), IRIS (EEC19903.1), S.haematobium (Accession no. KGB37771.1), P. westermani
(ABV57466.1), C.sinensis (ADI160059.1), E. multilocularis (CAD12372.2)
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