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Abstrakt  

 

K úspěšnému přijímání potravy je pro hematofágní organismy nezbytná přítomnost 

antihemostatických molekul mezi které patří vasodilatační, antikoagulační molekuly a 

apyrázy. Přestože zástupci čeledi Diplozoidae (Heteronchoinea) sají krev na žábrách ryb, 

žádné podobné látky blokující hostitelskou hemostázu, u nich nebyly dosud identifikovány.    

Cílem této práce proto byla charakterizace molekul s potencionální antikoagulační 

aktivitou v homogenátu a exkrečně/sekrečních produktech (ESP) zástupců čeledi Diplozoidae. 

Dále pak provést bioinformatickou analýzu sekvencí získaných v transkriptomovém projektu 

Eudiplozoon nipponicum a vybrané proteiny (proteinové domény) získat v rekombinantní 

podobě.          

 Inhibiční aktivita v ESP a homogenátech měřená proti koagulačním faktorům IIa a Xa 

spolu s jejich fluorogenními substráty byla prokázána pouze v jednou případě z pěti měření.

 Z 2 transkriptomového projektů jsme vyčlenily tři skupiny inhibitorů serinových 

proteáz – annexiny, serpiny, Kunitz-type protein, které by mohly patřit mezi kandidáty na 

inhibitory koagulační kaskády. Prací jsme zaměřili na inhibitory Kunitz typu, které se 

vyznačují přítomností vysoce konzervované doménu odpovídající za inhibici. Samotnou 

Kunitz doménu z vybraného proteinu jsme se následně pokusili exprimovat v rekombinantí 

formě v Escherichia coli  a Pichia pastoris. Výsledný protein měl sloužit k otestování jeho 

možné inhibiční aktivity proti koagulačním faktorům. Kunitz doménu v rekombinantí formě 

se nám však nepodařila exprimovat.   

 

Klíčová slova: koagulační kaskáda, hemostáze, antikoagulant, trombin, faktor Xa, krev, 

hematofágie, 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 IIa 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 

 



 

 

Seznam použitých zkratek 

 

AA - aminokyselina 

ATB - antibiotikum 

BMG - pufr pro inkubaci kvasinek P. pastoris („buffered minimal glycerol“) 

BMM- pufr pro indukci exprese v kvasinkách P. pastoris („buffered minimal methanol“)  

ESP – exkrečně/sekreční produkty 

IPTG - isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid 

NCBI – Národního centrum pro biotechnologické informace (The National Center for 

Biotechnology Information) 

OD - optická denzita 

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

RE – restrikční endonukleázy 

RT  - pokojová teplota (z ang. „room temperature“) 

YPD - medium pro inkubaci kvasinek („yeast peptone dextrose medium“) 
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1. ÚVOD  

 

Monogenea čeledi Diplozoidae jsou ektoparazitičtí neodermátní ploštěnci s přímým 

vývojem vázaným na vodní prostředí. Sají krev na žábrách především kaprovitých ryb. Ve 

vyšších infekčních dávkách mohou být pro své hostitele do jisté míry patogenní, a to zejména 

kvůli mechanickým poškozením tkání, doprovázeným sekundární infekcí. Náchylnější bývají 

ryby v komerčních chovech, kde je vysoká populační hustota a tím i větší pravděpodobnost 

přenosu monogeneí (Matějusová et al. 2001; Reed et al. 2002). Při sání krve je pro 

hematofágní organismy nezbytné udržet hostitelskou krev v tekutém stavu a vyvarovat se 

jejího srážení. Během evoluce si proto vyvinuly určité mechanismy, prostřednictvím kterých 

obchází a inhibují hostitelskou hemostázu. Především se jedná o antikoagulační či 

fibrinolytické faktory (inhibitory proteáz koagulační kaskády či fibrinolytické enzymy) a 

molekuly zabraňující agregaci krevních destiček. Světový výzkum v této oblasti je soustředěn 

převážně na faktory krevsajících přenašečů infekčních onemocnění (apyrázy a antikoagulační 

faktory komárů, klíšťat a ploštic), popřípadě krevsajících helmintů, významné buď z hlediska 

patogenity (např. inhibitory proteáz koagulační kaskády u Ancylostoma sp.) či využitelné 

z hlediska klinické medicíny (např. antikolaguant hirudin z pijavky Hirudo medicinalis). Stále 

však existuje celá řada skupin krevsajících parazitů (včetně třídy Monogenea), u kterých 

doposud antihemostatická aktivita nebyla studována. U zástupců č. Diplozoidae neexistují 

žádné informace, které by popisovaly antikoagulační ani jiné molekuly zapojené do procesů 

inhibice hostitelské hemostázy. Z tohoto důvodu bylo cílem mé diplomové práce objasnění 

mechanismu, kterým zástupci z čeledi Diplozoidae (Monogenea) inhibují koagulační kaskádu 

hostitele během sání krve.  
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2. LITERÁRNÍ PŘEHLED  

 

2.1. Hematofágie 

Krev nabízí nutričně bohatý a stabilní zdroj obživy, což vyvolalo v průběhu evoluce u 

řady organismů vznik potravní strategie – hematofágie. Dnes nalezneme krevsající druhy ve 

skupině ploštěnci (Platyhelminthes), hlístice (Nematoda), kroužkovci (Annelida), a 

nepochybně s největším zastoupením nalezneme v rámci kmene Euarthropoda, kde se jen 

z třídy Insecta krví živí přibližně 15 tisíc druhů (Azar et Nel 2012). Přizpůsobení se k 

hematofágnímu způsobu života vyžadovalo vznik řady regulací a mechanismů, které by 

eliminovaly překážky vzniklé s příjmem krve. Důležitý aspekt je schopnost trávení krve 

samotné a dále zneškodnění toxických (mezi)produktů vznikajících při lyzi krevních buněk a 

trávení hemoglobinu (Dalton et al. 2003). Neméně důležité je potlačení hemostázy, reakcí 

imunitního systému hostitele a popř. i citlivosti kůže v místě sání (Stark et James 1996). U 

řady krevsajících přenašečů parazitárních a infekčních nákaz či u krevsajících helmintů byly 

popsány antihemostatické a imunomodulační látky, které tyto organismy během sání krve 

produkují. Dobře popsané jsou např. antikoagulační faktory a apyrázy zabraňující agregaci 

trombocytů u komárů Anopheles sp., přenašečů plasmodií způsobující malárii (Figueiredo et 

al. 2012; Biomedicine 2014), dále pak u Aedes aegypti, který je schopen šířit řadu virových 

onemocnění včetně viru žluté zimnice a dengue (Oktarianti et al. 2015), u ploštic čeledi 

Reduviidae, přenašečů Trypanosoma cruzi, původce Chagasovy choroby (Rocha et al. 2010), 

nebo u klíšťat, která jsou schopna během sání šířit celou řadu bakteriálních, virových i 

protozoárních nákaz (Chmelař et al. 2012). Z řad helmintů jsou známé inhibitory hemostázy 

např. u ankylostom působících hemoragické střevní onemocnění (Cappello et al. 1996; Del 

Valle et al. 2003) nebo u pijavek (Hirudinea), kde byl mimo jiné izolován jeden 

z nejznámějších antikoagulantů – hirudin - z pijavky lékařské Hirudo medicinalis 

(Markwardt, 1993). Ten je díky své silné antikoagulační aktivitě vyráběn v rekombinantní 

formě a běžně využíván v klinické medicíně (Greinacher et Lubenow 2001). U zástupců 

Ixodida, Diptera, Heteroptera a Hirudinea jsou tyto látky produkovány prostřednictvím 

slinných žláz (Salzet, 2001), zatímco u parazitických hlístic čeledi Ancylostomatidae žlázami 

esofageálními (Jiang, Desheng et al. 2011). U krevsajících monogeneí se předpokládá 

přítomnost těchto látek ve speciálních žlázách v hlavové části poblíž jícnu (Valigurová et.al 

2011). 
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2.2.  Hemostáza 

 

Hemostázou rozumíme soubor obranných mechanismů, které zabraňují spontánnímu 

krvácení v případě poškození kontinuity cévního endotelu. Hemostatická rovnováha je 

výsledkem vyváženého fungování reflexní vazokonstrikce, krevních destiček a plazmatických 

činitelů zahrnujících koagulační, fibrinolytický systém a jejich inhibitory (Subhasish et al. 

2010). Krevní destičky a koagulační kaskáda působí a vzájemně se ovlivňují na mnoha 

místech. Drobné cévní defekty jsou trombocyty schopny zacelit bez pomoci hemokoagulace. 

Aktivují se adhezí na obnažený kolagen v endotelu, kde dochází k jejich agregaci a tvorbě 

provizorní trombocytové zátky. Při rozsáhlejším poškození se startuje tzv. sekundární 

agregace spojená s degranulací krevních destiček, při níž se uvolňuje ADP a ATP, posilující 

rozběhnutí reakcí koagulační kaskády. Výsledkem kaskády je fibrinová síť zpevňující masu 

rozpadlých destiček a zachycených červených krvinek, která vytváří definitivní krevní 

sraženinu. Trombocyty při degranulaci zároveň uvolňují tromboxan a serotonin, látky 

vyvolávající vazokonstrikci a omezující tak průtok krve (Heemskerk et al. 2002; Ruggeri et 

Mendolicchio 2007). Agregaci a aktivaci trombocytů podporují mimo jiné i trombin a 

fibrinogen z koagulační kaskády (Pecka, 2003).  

 

2.2.1.  Koagulační kaskáda 

 

  V krvi cirkuluje mnoho různých plazmatických proteinů, k nimž patří  i koagulační 

 faktory a jejich inhibitory. Koagulační faktory se účastní sérii reakcí vedoucích k tvorbě 

trombinu a následné produkci nerozpustného fibrinu. Celý proces je kaskádou proteolytických 

štěpných reakcí ve specifických místech peptidových řetězců, kde se z koagulačně 

neaktivních faktorů stávají jejich aktivované formy (Hellmann et Hawkins, 1963). Enzymem 

je v této reakci  aktivovaný koagulační faktor a substrátem je inaktivní prekurzor jiného 

koagulačního faktoru, stávající se aktivním až tehdy, kdy se jeho neaktivní část molekuly 

proteolyticky odštěpí. Toto štěpení zajistí konformační změny ve struktuře, které vystaví 

aktivní místo enzymu (Mann 1999, Pecka, 2006).  
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2.2.1.1.  Koagulační faktory 

 

Koagulační faktory představují velkou rodinu proteinů, kde má každý její člen 

specifickou pozici v koagulačním systému. Patří mezi plazmatické globuliny, jejíchž 

proenzymy se přirozeně vyskytují v krevní plazmě. Výjimku tvoří tkáňový faktor (fIII), který 

je vázán na plazmatickou membránu.  Jak už bylo zmíněno, pro svoji aktivitu vyžadují 

proteolytické štěpení. Jediný z faktorů, který koluje v plazmě v aktivované podobě, byť 

v malém množství, je faktor VII (Pecka, 2006). Jednotlivé faktory jsou tradičně označovány 

pomocí římských číslic, přičemž k aktivovaným formám se připisuje písmeno „a“. Většina 

faktorů vykazuje enzymatickou aktivitu a řadí se mezi serinové protézy (viz tab.1). 

 

 

Číslo 

faktoru 

 

 

 

Název koagulačního faktoru 

 

 

Číslo 

faktoru 

 

 

Název koagulačního faktoru 

I Fibrinogen VIII Antihemolytický f. 

II
1* Protrombin IX

1
* Christmasův f. 

III Tkáňový tromboplastin X
1
* Stuart-Prowerové f. 

IV Vápenaté ionty XI
1 PTA (plasma thrombin antecedent) 

V Proakcelerin XII
1 Hagemanův f. 

VII
1
* prokonvertin XIII Fibrin stabilizující f. 

Tab.1. koagulační faktory (http://fblt.cz, upraveno) 

 

1
serinová proteáza 

* vitamín K dependentní proteáza 
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2.2.1.2. Model hemokoagulace 

 

K aktivaci koagulační kaskády dochází dvěma způsoby – aktivací tkáňovým faktorem 

(iniciační fáze, dříve vnější systém) nebo kontaktem s nefyziologickými povrchy 

(amplifikační fáze, dříve vnitřní systém). Tyto dva mechanismy od sebe však nejsou striktně 

odděleny, naopak spolu v určitých bodech reagují, prolínají se a vyúsťují do společné dráhy 

(propagační fáze). Setkávají se v momentě aktivace faktoru X, odkud jednotnými kroky 

pomáhají vzniku konečného produktu kaskády – fibrinové sítě. Na procesech krevního srážení 

se uplatňují i destičkové fosfolipidy a Ca
2+

 ionty, které umožňují komplementaci a spolupráci 

koagulačních faktorů. Výsledkem je vznik enzymových komplexů na povrchu aktivovaných 

trombocytů, jenž podmiňuje přesné zacílení hemostázy (Heemskerk et al. 2002; Šlechtová, 

2007). 

 

 

Obr.1. Schéma koagulační kaskády, (upraveno podle http://sbi.imim.es/web) 
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Iniciační fáze 

Spouštěcí impulz iniciační fáze (vnější systém) vzniká při poškození tkáně a obnažení 

cévního endotelu v krevním řečišti. Tkáňový faktor (TF či FIII) je vázán v subendoteliální 

tkáni a za běžných fyziologických podmínek se volně v cirkulující krvi nevyskytuje. Při jeho 

expozici se na něj specificky navazuje koagulační faktor VII, který je přítomen ve stopovém 

množství v krvi. Touto vazbou se oba faktory aktivují a dohromady spolu s destičkovými 

fosfolipidy a Ca
2+

 ionty vytváří komplex, tzv. vnější tenázu. Vnější tenáza spouští další kroky 

kaskády tím, že aktivuje FIX a FX. Aktivovaný faktor Xa společně s FVa, destičkovými 

fosfolipidy a Ca
2+

 ionty vytváří komplex protrombinázu přeměňující malé množství 

protrombinu na trombin, které ovšem není dostatečné pro tvorbu fibrinového koagula  

(Osterud et Rapaport, 1977; Davie et al. 1991; Mann et al. 2006). Reakce v této fázi probíhají 

na povrchu monocytů (Šlechtová, 2007). 

 

Amplifikační fáze 

Fáze amplifikace (vnitřní systém) se spouští kontaktem krve s negativně nabitými 

povrchy (např. sklo nebo umělá hmota). Trombinem vzniklým v iniciační fázi se aktivuje 

faktor XII, který následně aktivuje FXIa a ten FIXa. Faktor IXa se svým kofaktorem fVIIIa 

vytvářejí společně s fosfolipidy a Ca
2+

 ionty komplex zvaný vnitřní tenáza, který stejně jako 

vnější tenáza dokáže aktivovat FXa. Faktor Xa se vyskytuje na začátku společné cesty 

koagulace. Faktory kontaktní fáze ovlivňují řadu důležitých biologických mechanizmů jako 

např. aktivaci fibrinolýzy (Davie et al. 1991; Mann et al. 2006). 

 

Propagačni fáze 

Ve fázi propagace generuje FXa aktivovaný z předchozích reakcí, mohutnou produkci 

trombinu z protrombinu. Vzniklý trombin aktivuje přeměnu rozpustného fibrinogenu na 

nerozpustné, spontánně polymerující fibrinové monomery, což je finální produkte 

kaskádových koagulačních reakcí. Vzniklá pevná fibrinová síť pevně pospojovaných 

bílkovinných řetězců je stabilizována působením FXIIIa, blokuje místo poranění a zastavuje 

krvácení. (Mann et al. 2003; Mann et al. 2006; Šlechtová, 2007). 
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2.2.2. Inhibice hemostázy 

 

Za účelem udržení rovnovážného stavu prokoagulačních a antikoagulačních reakcí je 

proces srážení krve neustále složitě regulován.  Zamezuje tak vzniku nežádoucích krvácivých 

stavů či naopak nekontrolovatelnému krevnímu srážení.  Tato regulace je zajišťována řadou 

v těle přirozeně se vyskytujících endogenních inhibitorů (Šlechtová, 2007). Mezi hlavní 

endogenní inhibitory řadíme TFPI (inhibitor tkáňového faktoru), protein C, antitrombin (AT), 

heparinový kofaktor II (HC II) či serpiny (Salte et al. 1995; Tavares-Dias et al. 2009;  Falco 

et al. 2012; Gettins, 2002).         

 Krevsající organismy dokážou syntetizovat celou řadu antikoagulačních faktorů. 

Většina z nich spadá do významných proteinových rodin inhibitorů serinových proteáz: 

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

 

2.2.2.1. Mechanismus inhibice koagulační kaskády 

 

Mechanismus inhibice koagulačních faktorů (a enzymů obecně) můžeme tradičně 

rozdělit do 3 skupin: nekompetitivní, kompetitivní a akompetitivní. Nekompetitivní inhibitory 

se váží na alosterická místa enzymů (obr.2). Vazba alosterického efektoru způsobí 

konformační změnu cílené molekuly enzymu, čímž dojde ke změně afinity enzymu 

k substrátu. Opačný mechanismus vykazují inhibitory kompetitivní, které soutěží o vazebné 

místo enzymu se substrátem (obr.2). Strukturou připomínají molekulu substrátu a enzym tak 

není schopen mezi nimi rozeznat rozdíl. Inhibitor se naváže do aktivního místa enzymu a 

zabrání tak enzymové reakci. Při akompetitivní inhibici se inhibitor váže na komplex enzym-

substrát a zamezuje přeměnění substrátu na finální produkt (Vodrážka, 1998). Většina 

inhibitorů spadající do těchto tří skupin působí reverzibilně. Inhibitor se tedy na enzym 

neváže kovalentně, ale interaguje s enzymem jen na základě komplementarity (stejně jako 

substrát). Po určité době tak dojde k uvolnění inhibitoru. Naopak ireverzibilní inhibitory 

nevratně poškozují enzym tím, že kovalentně modifikují jeho vazebná katalytická místa nebo 

se na něj jinak nevratně navážou (Sharma, 2012).  
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Mechanismus účinku antikoagulační aktivity se dále může členit na přímý a nepřímý. 

Přímé inhibitory svojí vazbou na vybrané koagulační faktory blokují jejich funkci. Takto 

funguje většina popsaných antikoagulantů u krevsajících parazitů. Naproti tomu nepřímé 

inhibitory koagulace fungují jako antagonisté vitamínu K, čímž ruší jeho funkci nebo absorbci 

v játrech a tím potlačují syntézu vybraných koagulačních faktorů, jejichž tvorba je na 

vitamínu K závislá (Malý et al. 2003).         

 Důležitou roli v inhibici hrají jednotlivé povrchové oblasti koagulačních faktorů.  

Kvůli své klíčové pozici v koagulační kaskádě patří mezi nejčastěji inhibované faktory 

trombin a FXa. Mechanismy jejich inhibice jsou proto dobře známé. Na molekule trombinu 

existují dvě vazebná místa pro fibrinogen - exosite I a II (obr.3.) (Stubbs et Bode 1995). 

Pokud se do těchto míst naváže inhibitor, znemožní vazbu fibrinogenu a tím i jeho 

indukovanou přeměnu na nerozpustný fibrin. Mimo jiné se zablokuje i trombinem indukovaná 

agregace krevních destiček (Crawley et al. 2007). Pokud se inhibitor naváže do aktivního 

místa trombinu, zablokuje tím jeho proteolytickou aktivitu. Na tomto principu funguje i 

inhibice faktoru Xa. Antikoagulant vazbou do aktivního místa (obr. 4) zabrání následné 

konverzi  protrombinu na trombin níže v kaskádě.  
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Obr.3. Molekuly A) trombin  B) faktor Xa  

Červeně jsou vyznačeny záporně nabité oblasti, modře oblasti nabité kladně                                              

(upraveno podle Corral-Rodríguez et al. 2009). 

 

2.2.2.2. Inhibitory Kunitz typu 

 

Mezi významné inhibitory serinových proteáz patří proteiny Kunitz typu. Jejich 

působení zasahuje i do dalších biologických dějů, zahrnujících např. zánětlivé mechanismy, 

remodelace a formování tkání, extracelulární regulace či buněčné proliferace (Shigetomi et al. 

2010; Lee et al. 2010). Popsány byly i v jedových žlázách vybraných bezobratlých 

organismů, kde se účastní blokování iontových kanálů. Společně se označují jako skupina 

toxinů Kunitz typu (KTT). Charakterizovány byly u mořských sasanek (Peigneur et al. 2011), 

škorpionů (Zhao et al. 2011), pavouků (Yuan et al. 2008), hadů (Millers et al. 2009) a dalších. 

Působením  KTT dochází k blokování především draslíkových kanálů, které jsou nezbytné 

pro regulaci některých procesů v hemostáze, např. srážení krve a fibrinolýza (Paesen et al. 

2009).          

 Charakteristickou strukturou je na cysteiny bohatá aktivní Kunitz doména (obr.4.). 

Šest cysteinových zbytků vytváří 3 disulfidické můstky zajišťující struktuře proteinu stabilitu 

a přirozenou konformaci (Laskowski et Kato, 1980). Délka motivu je poměrně krátká, 

pohybuje se v rozmezí 50 – 60 aminokyselin, přičemž protein jich může obsahovat i více. U 

parazitické hlístice Ancylostoma caninum bylo např. popsáno až 12 Kunitz domén v rámci 

jednoho proteinu (Hawdon et al. 2003). V některých případech může docházet k asociaci 

s jinými doménami (Fessler et al. 2004).       

 Za samotnou inhibici je odpovědná tzv. reaktivní vazebná smyčka P3 – P3´, která je 

součástí domény (Grzesiak et al. 2000). Centrální pozice smyčky P1 – P1´se váže do 
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aktivního místa inhibované proteázy a blokuje tak její funkci. Jedná se tedy o kompetitivní 

reverzibilní inhibici (Ascenzi et al. 2003). Každá skupina inhibitorů má v P1 popř. 

v P1´pozici svou konzervovanou aminokyselinu. Zástupci skupiny trypsin-like inhibitorů mají 

v P1 pozici typicky aminokyselinu Arg (R) nebo Lys (K) a v P´1 místě Ala (A) či Gly (G), 

zatímco chymotrypsin-like inhibitory se vyznačují v P1 místě přítomností Leu (L) nebo Met 

(M). Vysoká variabilita v místě P1´ je charakteristická pro neinhibující Kunitz toxiny, což 

naznačuje význam pozice s Ala/Gly pro inhibici (Grzesiak et al. 2000a). Další vysoce 

konzervované místo v doméně je P18 s AA fenylalaninem (F), který stabilizuje reaktivní 

smyčku (Chand et al. 2003). 

 

 

 

Obr.4. Predikovaná struktura Kunitz domény znázorňující šest cysteinových reziduí tvořící                     

3 disulfidické můstky (žlutě); aktivní místo P3 – P3´ (zeleně) a vysoce konzervované místo P18´ 

(modře) (Chand et al. 2003, upraveno). 
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Kunitz proteiny u parazitů 

  U parazitických helmintů fungují Kunitz proteiny především jako ochrana před 

hostitelskými enzymy v zažívacím traktu. První Kunitz protein izolováný z parazitické 

hlístice byl inhibitor trypsinu a elastázy u Anisakis simplex (Morris et Sakanari, 1993). Dnes 

jsou již známé i u dalších helmintů, které uvádím v následující tabulce 2. 

 

 

Organismus 

 

Název inhibitoru 

 

 

Inhibovaný enzym 

 

Reference 

Ancylostoma ceylanicum AceKI trypsin, chymotrypsin,    

elastáza 
Milstone et al. 2000 

Ancylostoma caninum 

 

Ac-KPI trypsin, chymotrypsin 

Cappello et al. 1996) 
et al. 2003 

Fasciola hepatica Fh-Ktm trypsin, chymotrypsin, 

elastáza 
Ascenzi et al. 2003 

Haemonchus contortus 

 

- trypsin Kooyman et al. 2009 

Echinococcus granulosus 

 

EgKU-8 trypsin, chymotrypsin Gonzalez et al. 2009 

 

 Tab.2. Přehled popsaných Kunit proteinů, účastnících se inhibice trávicích enzymů u parazitických 

helmintů (Ranasinghe et McManus 2013, upraveno) 

  

Proteiny Kunitz typu se také hojně vyskytují v extracelulární matrix hlístic, kde jsou 

zapojeny do procesů remodelace a budování kutikuly. Konkrétně inhibicí syntézy kolagenu, 

který tvoří převažující složku matrix (Page et al. 2006). Charakteristickým znakem pro tyto 

proteiny je přítomnost více Kunitz domén nebo asociace s jinými motivy. Velké zastoupení 

mají v extracelulární 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 stejně jako pro Kunitz doménu typická přítomnost šesti cysteinových zbytků 

(Kramerová et al. 2000).          
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 U krevsajících členovců mají Kunitz proteiny inhibiční aktivitu tradičně namířenou 

vůči koagulačním faktorům (Ranasinghe et McManus 2013). Většina antikoagulantů byla 

popsána z klíšťat a klíšťáků (tab.3.), kde působí především proti trombinu a faktoru Xa (Stark 

et James 1996). U krevsajících dvoukřídlých byly popsány např. u muchničky Simulium 

vittatum, kde působí proti fXa, elastáze a katepsinu G (Tsujimoto et al. 2012). 

 

Organismus Název inhibitoru Inhibovaný enzym Reference 

Ixodes scapularis ixolaris faktor Xa, VII/TF Francischetti et al. 2002 

Ornithodoros moubata TAP faktor Xa Waxman et al. 1990 

Rhippicephalus 

heamaphysaloides 

rhipilin trombin Gao et al.2011 

Orithodoros moubata ornithodorin trombin van de Locht et al. 1996 

Amblyomma 

hebraeum 

amblin trombin Lai et al. 2003 

Boophilus 

microplus 

boophilin trombin Macedo-Ribeiro et al. 2008 

Heamaphysalis 

longicornis 

hemalin trombin Liao et al. 2009 

Argas monolakensis 

 

monobin trombin Mans et al. 2007 

Simulium vittatum simukunin Faktor Xa, elastáza       

katepsin G 
Tsujimoto et al. 2012 

Tabanus yao tabkunin trombin Xu et al. 2008 

 

Tab.3. Přehled některých inhibitorů Kunitz typu u Ixodida a Diptera (Ranasinghe et McManus 2013, 

upraveno). 
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2.2.2.3. Annexiny 

 

Annexiny tvoří velkou evolučně konzervovanou proteinovou rodinu vázající Ca
2+

 

ionty a fosfolipidy. Jsou široce exprimovány napříč všemi eukaryotickými organismy, kde 

jsou zapojeny do celé řady buněčných procesů zahrnujících endocytózu, exocytózu,  

imunomodulaci,  antikoagulaci, membránový transport, regulační mechanismy při transportu 

iontů (Ca
2+

) či signalizační dráhy (Gerke et Moss, 2002; Moss et Morgan, 2003). Ačkoliv 

nebyla u annexinů  popsána signální sekvence pro sekreci, byly popsány i extracelulárně. 

Konkrétně v krevním řečišti na povrchu membrány endoteliálních buněk a krevních destiček, 

což naznačuje zapojení do antihemostatických a protizánětlivých mechanismů. Strukturálně je 

pro annexiny charakteristická doména opakující se každých 70-80 AA. Skládá se ze 3 

homologních AA zbytků (K-G-X-GT) a obsahujících 5 alfa helixů (obr.5.) (Gerke et Moss 

2002). 

 

  

 

Obr.5. Struktura annexinů – konzervovaná doména K-G-X-G ( de la Torre-Escudero et al. 2012, 

upraveno). 
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Annexiny u parazitů 

 

 Jak už bylo zmíněno, annexiny mohou zasahovat do inhibičních dějů spojených s 

koagulačním systémem. Například v lidském těle jsou známé antikoagulační annexiny (A2 a 

A5), které se kompetitivně váží na povrchové fosfolipidy krevních destiček a endoteliálních 

buněk, čímž narušují funkci aktivovaných koagulačních komplexů (Gerke et Moss, 2002). U 

parazitických helmintů byly popsány annexiny zapojené do antihemostatických dějů u Taenia 

solium - Tso ANXB2, Tso ANXB1 (Wang et al. 2006) a Schistosoma bovis – SbANX (de la 

Torre-Escudero et al. 2012). Studie, které se zabývaly interakcí schistosomy S. bovis 

s hemostázou hostitele identifikovaly annexiny s antikoagulační aktivitou v tegumentu a  

exkrečně/sekrečních produktech. Společně s ostatními proteiny tegumentu, u kterých byla 

také prokázána fibrinolytická aktivita (např. enoláza), mohou chránit dospělce před vznikem 

krevní sraženiny, což by bylo pro červa letální (Ramajo-Hernández et al. 2007; De la Torre-

Escudero et al. 2012). S přihlédnutím ke skutečnosti, že se annexiny účastní širokého spektra 

buněčných mechanismů, není vyloučené, že tento annexin vykonává i další funkce jako např. 

imunomodulační aktivitu, podobně jako u T. solium (Gao et al. 2007; Yan et al. 2008). 

Několik annexinů bylo identifikováno také na povrchu tegmentu dospělců a schistosomul  

Schistosoma. mansoni (Braschi et Wilson, 2006; Castro-Borges et al. 2011) a Schistosoma 

japonicum (Mulvenna et al. 2010a). Antikoagulační aktivita u nich však dosud nebyla 

potvrzena.            

 U monogeneí byl popsán jediný annexin z Microcotyle sebastis. Jedná se o 

hematofágního zástupce podtřídy Polyopisthocotylea parazitujícího u mořských ryb. Pomocí 

imunohistochemických metod byl lokalizován v oblasti ovárií, farynxu a v zažívacím traktu.   

Fylogenetické analýzy prokázaly příbuzenské vztahy s annexiny S. japonicum, S. mansoni a 

T. solium (Choi et al. 2009).  

 

2.2.2.3.  Serpiny a smapiny 

Serpiny jsou další široce rozšířenou skupinou inhibitorů serinových proteáz (Serine 

Protease Inhibitor), zapojujících se do nejrůznějších biologických procesů. U obratlovců je to 

např. koagulační kaskáda, aktivace komplementu, fibrinolýza, angiogeneze či při zánětových 
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mechanismech (Stein et al. 1995).        

 Struktura serpinů se vyznačuje přítomností konzervované domény skládající se ze tří β 

listů, 8-9 α-helixů a tzv. reaktivní centrální smyčky (RCL), která se podílí na kompetitivním 

inhibičním mechanismu (obr.6.) (Gettins, 2002). Reaktivní smyčka umí rozpoznat aktivní 

místo cílové proteázy, do kterého se následně navazuje. Vzniklá vazba mající za následek 

konformační změnu ve struktuře serpinu způsobí rozrušení aktivního místa proteázy, což 

zajistí celkovou inaktivaci enzymu hostitele (Irving et al. 2000; Molehin et al. 2012).  

V tomto případě se jedná se o ireverzibilní inhibici, kdy se RCL serpinů kovalentně váže na 

proteázu. Popsány byly však i výjimky, kde se jedná i o reverzibilní nekovalentní inhibiční 

mechanismus (van Gent et al. 2003).       

 Ačkoliv jsou serpiny přednostně inhibitory serinových proteáz, některé dokáží působit 

i proti cysteinovým peptidázám (Irving et al. 2000). Některé další serpin-like proteiny 

dokonce nevykazují žádnou inhibiční aktivitou a mohou fungovat jako transportní proteiny 

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

 

  

  

 

Obr.6. Doména serpinu s reaktivní smyčkou (Gettins 2002, upraveno) 
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Antikoagulační serpiny  

Serpiny vykazující antikoagulační aktivitu bychom našli např. ve slinných žlázách 

klíštěte Ixodes ricinus, u něhož byl popsán inhibitor IRIS působící proti trombinu a FXa 

(Prevot el al. 2006). V rámci řádu Diptera jsou popsány dva serpiny vykazující reverzibilní 

inhibici. Ze slinných žláz komára Aedes albopictus je to alboserin inhibující trombin a FXa 

(Calvo et al. 2011), u Aedes aegypti byla potvrzena antikoagulační aktivita pouze proti FXa 

(Stark et James 1998). U hlístice Haemonchus contortus (č. Trichostrongylidae) byla 

identifikována nespecifická antikoagulační aktivita u serpinu H, který se primárně účastní 

inhibice trypsinu. Inkubace H-serpinu s čerstvou králičí krví výrazně prodlužovala koagulační 

čas (Yi et al. 2010). 

 

Smapiny  

Relativně nedávno se osamostatnila skupina malých inhibitorů serinových proteáz 

odvozená od serpinů - smapiny (Small Serine Protease Inhibitors). Jejich délka nepřesahuje 

100 aminokyselin (klasické serpiny mají 350-300A). Typickým rysem je přítomnost 10 

cysteinů tvořících 5 disulfidických můstků (van Gent et al. 2003; Dzik, 2006). 

 Dosud byly smapiny identifikovány z parazitických hlístic či pijavek (viz tab.4-6.), 

kde se zapojují do nejrůznějších obranných mechanismů. Inhibují například působení 

trávicích enzymů hostitele ve střevním prostředí nebo koagulačních faktorů během příjmu 

krve (Zang et Maizels 2001).  

 

Organismus Název Inhibovaný  

faktor 

Lokalizace Reference 

 

 

 

A.caninum 

NAP5 

NAP6 

NAPc2 

 

VIIa, Xa 

 

esofágus 

 

Duggan et al.1999 

AcApc5 Xa Amphidialní/Cephalické Stassens et al.1996 
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AcApc6 žlázy 

ApApc2 VIIa/TF ezofágus Stassens et al. 1996 

AcAp12 Xa ezofágus Jiang et al. 2011 

A.ceylanicum AceAP-1 VII, Xa neidentif. Mieszczanek et al. 2003 

A.duodenale AduNAP3 Xa, XIa neidentif. Gan et al. 2009 

 

Tab. 4. Smapiny s inhibiční aktivitou proti koagulačním faktorům u ankylostom.  (Molehin et 

al. 2011, upraveno) 

 

Organismus název Inhibovaný 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. Antikoagulační smapiny u Hirudinea (Salzet et al. 1999, upraveno). 

 

 

 

 



18 

 

 

Organismus Název Inhibovaný protéza 

 

reference 

B.malayi Bm-SPN-2 elastáza, 

katepsin G 

Stanley et Stein.2003 

T. spiralis Ts11−1 trypsin Nagano et al. 2001 

 

S. mansoni Smpi56 neutrofily a 

elastáza 

Ghendler et al. 

1994 

 

C. sinensis CsSERPIN chymotrypsin Kang et al. 2010 

 

E. multilocularis SerpinEmu Trypsin a 

elastáza 

Merckelbach et 

Ruppel 2007 

 

Tab. 6. Smapiny účastnící se inhibice trávicích enzymu u helmintů  (Salzet et al. 1999, upraveno). 

 

2.3. Modelová skupina organismů 

2.3.1. Třída: Monogenea 

 

 Monogenea patří mezi ploštěnce (Platyhelminthes, Neodermata). Na rozdíl od většiny 

ostatních parazitických neodermátních ploštěnců mají životní cyklus přímý, typicky bez 

mezihostitele. Až na výjimky jsou to oviparní hermafrodité vykazující vysokou hostitelskou a 

často i orgánovou specifitu (Buchmann et Bresciani 2006), což je zajímavé mimo jiné z 

hlediska koevolučních studií mezi parazitem a hostitelem. Většina monogeneí žije 

ektoparaziticky na sladkovodních a mořských rybách, kde se vyskytují na kůži, ploutvích a 

žábrách. Existují však i endoparazitičtí zástupci, které bychom nalezli v  ústní či nosní dutině, 

močovém měchýři, žaludku, v oku nebo v srdeční dutině. Mimo ryb parazitují i u 

obojživelníků, paryb, plazů, savců či některých bezobratlých (Smyth et  Halton, 1983). 

 Na základě potravní strategie můžeme tř. Monogenea rozdělit na podtřídu 

Polyonchoinea, parazity živící se epitelovými buňkami nebo mukusem a podtřídu 

Heteronchoinea, zahrnující krevsající parazity (Boeger et Kritsky 2001, Buchmann et 

Bresciani, 2006).  
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2.3.2. Čeleď Diplozoidae 

 

Zájmem této práce jsou zástupci čeledi Diplozoidae (Heteronchoinea), která zahrnuje 

hematofágní druhy vyskytující se hlavně na žábrách kaprovitých ryb. Druhy, které byly 

použity v této práci, jsou zaznamenány v tab.7. 

 

Rod Druh Hostitelký organismus  

    

Eudiplozoon  

 

Eudiplozoon 

nipponicum 

 

Kapr obecný (Cyprinus carpio) 

 

 

Paradiplozoon  Paradiplozoon 

bliccae 

 

Paradiplozoon 

homoion         

 

 

Cejnek malý (Blicca bjoerkna) 

 

 

Střevle potoční (Phoxinus phoxinus) 

Plotice obecná (Rutilus rutilus)  

Jelec tloušť (Leuciscus cephalus) 

 

 

 

Tab. 7. – Druhy č. Diplozoidae využité k této práci a jejich hostitelé (Matějusová et al. 2001, 

upraveno) 

 

 

 

 

 

 

http://www.mrk.cz/r/atlasy/atlas_ryb/maloostni/kaproviti/plotice_obecna/
http://www.mrk.cz/r/atlasy/atlas_ryb/maloostni/kaproviti/jelec_tloust/
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2.3.2.1. Životní cyklus 

 

Životní cyklus (obr.8.) je přímý, bez přítomnosti mezihostitele, stejně jako u ostatních 

monogeneí. Z vajíčka, které je opatřeno dlouhými filamenty, se ve vodě líhne pohyblivé 

larvální stádium – onkomiracidium. Toto stádium je vybaveno mimo jiné přichycovacím 

orgánem (opisthaptorem) a řasinkami umožňujícími aktivní pohyb ve vodě. Poté, co nalezne 

vhodného hostitele a přichytí se k němu, vyvíjí se do stádia diporpy.  Následuje kritický 

moment, kdy jedna diporpa musí nalézt diporpu druhou, se kterou srůstá a společně se vyvíjí 

do stádiaschopného reprodukce a zraje v dospělce. Dochází k fúzi nervové, svalové, trávicí i 

pohlavní soustavy, přičemž samotná diporpa není schopna dosáhnout pohlavní dospělosti. 

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

 

 

Obr.7.  Životní cyklus zástupců č. Diplozoidae  (dle Mgr. L. Jedličková) 

 

2.3.2.2. Patogenita 

 

Z hlediska patogenity nepatří č. Diplozoidae k ekonomicky významným parazitům. 

Zcela běžně se vyskytují u chovných i volně žijících ryb, ale obvykle ne v počtu, který by byl 

pro ryby nebezpečný. Riziko infekce je zvýšené u ryb pobývajících společně v nádržích ve 

stísněných podmínkách s vysokým infekčním tlakem. Přítomnost vyššího počtu těchto 
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parazitů na žábrách nebo kůži může vést k mechanickému poškození, často doprovázeném 

sekundárními infekcemi, sníženou fyzickou kondicí a v krajním případě i s chudokrevností 

nebo zvýšenou mortalitou ryb (Reed et kol. 2009; Roberts et Janovy 2005; Buchmann et 

Bresciani 2006). 

 

2.3.2.3. Příjem krve a trávení krve 

Trávicí soustava je u monogeneí  dobře vyvinuta.  Začíná ventrálními ústy 

zajišťujícími primární kontakt s hostitelskou tkání, na ně navazuje ústní dutina s párem 

ústních (bukálních) přísavek, svalnatý farynx, ezofágus a rozvětvená párová slepá střeva. 

Ústní přísavky jsou opatřeny svorkami a háčky, které pomáhají k přichycení na žaberní 

lamele. Zároveň byla v okolí úst pozorována ciliatura zastávající s největší pravděpodobností 

senzorickou funkci (Hodová et al. 2010).        

 Příjem krve je zprostředkován přes párové ústní přísavky, které přilnou k povrchu 

žaberní lamely a peristaltickými kontrakcemi svalů farynxu vyvolávají podtlak, takže lamelu 

protrhávají. Uvolněná krev postupuje dále do střeva (Smyth et Halton 1983; Hodová et al. 

2010). Okolo ezofágu existují přídatné žlázy, u kterých se předpokládá, že vylučují různé 

antihemostatické molekuly vč. antikoagulačních faktorů a látek podílejících se na trávení krve 

v lumenu střeva. K trávení krve dochází pravděpodobně intracelulárně v buňkách 

gastrodermis slepých střev v lyzozomálním cyklu. U skupiny Polyopisthocotylea se 

gastrodermis skládá ze separovaných trávicích buněk a syncytiální tkáně vystýlající povrch 

celého střeva. Syncytium tvoří rozsáhlou kompaktní plochu, která je přerušena pouze v místě 

vyústění apikálních částí trávicích buněk. Pod gastrodermis se nachází bazální lamina a vrstva 

svalových vláken, která poskytuje mechanickou oporu (Smyth et Halton, 1983; Halton, 1997). 

V momentě, kdy se krev dostane do lumenu střeva, je již lyzovaná. Mechanismus hemolýzy 

není znám. Hemoglobin z červených krvinek je endocytován trávicími buňkami a degradován 

na globin a hem. Hem je oxidován na nerozpustný ferriporfyrin hematin, který je hromaděn 

v buňce, následně vyloučen z buňky do lumenu střeva a regurgitací odstraněn z těla (Halton, 

1997). Jak už bylo zmíněno výše, globiny jsou tráveny intracelulárně a to v lysozomálním 

cyklu podobně jako u krevsajících roztočů, např. klíšťat (Sojka et al.,2013). Od ostatních 

krevsajících helmintů, jako jsou např. schistosomy, fascioly či ancylostomy, které tráví 

hostitelské proteiny extracelulárně v lumenu střeva, se krevsající monogenea  značne odlišují 

(Halton 1997; Dalton et al. 2003; Knox, 2007). O biochemii trávení krevních proteinů u 



22 

 

 

krevsajících monogeneí je velmi málo informací v porovnání s ostatními krevsajícími 

parazity. Předpokládá se však, že procesu trávení se účastní cysteinové peptidázy a to zejména 

katepsin L (Jedličková et al. 2015, nepublikováno). 

 

 

 3. CÍLE PRÁCE  

 

 biochemická detekce inhibitorů koagulačních faktorů v homogenátech a 

exkrečně/sekrečních produktech zástupců č. Diplozoidae  

 

 bioinformatická analýza a anotace sekvencí potencionálních antikoagulantů získaných 

z transkriptomů dospělců E. nipponicum 

 

 tvorba vybraných rekombinantních Kunitz proteinů E. nipponicum a jejich purifikace 

           funkční charakterizace rekombinantních Kunitz proteinů 
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4. MATERIÁL A METODIKA  

 

4.1. Sběr a příprava materiálu  

Materiál na pokusy byl získán sběrem dospělých červů tří druhů z čeledi Diplozoidae - 

Eudiplozoon nipponicum (obr.8., hostitel Cyprinus carpio), Paradiplozoon bliccae (obr.9.; 

hostitel Blicca bjoerkna) (Matějusová et al. 2001; Pečínková et al. 2007) ze žaber 

odchycených ryb. Sběr se uskutečnil ve spolupráci se Zpracovnou ryb - Rybářství Třeboň 

Hld. a.s., Ústavem botaniky a zoologie PřF MU v Brně a Fakultou rybářství a ochrany vod 

JčU v ČB. Samotná pitva probíhala pod binokulární lupou, kdy byli za pomocí preparačních 

jehel jednotliví jedinci odejmuti, očištěni od zbylé tkáně žaberních oblouků a skladováni 

podle potřeby experimentů.  

 

 

Obr. 8.  Eudiplozoon nipponicum(scan)                    Obr. 9. Paradiplozoon bliccae (scan)   

(RNDr. J. Bulantová)                                                 (RNDr. J. Bulantová)              
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4.1.1. Exkrečně – sekreční produkty (ESP) 

Dospělí živí červi byli inkubováni v 1 ml 10 mM fosfátovém pufru pH 7.4 po 10 

kusech cca 4 hodiny. Následně byli odebráni, supernatant zkoncentrován ultrafiltrací (Amicon 

Ultra 0,5 ml; 3 kDa; Millipore; 14000 x g; 4 °C; 20 min) a skladován v -20 °C popř. v -80 °C 

(pro dlouhodobé uchování vzorku). 

 

4.1.2. Homogenát  

Celí červi byli mechanicky homogenizováni ve zkumavce s 0,5 ml ddH20, následně 

pak sonikováni na ledu (Vibra cell 72405, Bioblock scientific; 30 W; 6 x 10 s), homogenát 

byl centrifugován (16000 x g; 4 °C; 20 min) a skladován v -20 °C popř. v -80 °C.  

 

 

4.1.3. Slinné žlázy komárů a flebotomů 

Slinné žlázy z Aedes aegypti a Phlebotomus papatasi byly vypitvány z 5 dní starých 

nenasátých samic. Pitvy probíhaly ve spolupráci se Státním zdravotním ústavem a Laboratoří 

biologie hmyzích vektorů (Katedra parazitologie, PřF UK). Výsledný vzorek v poměru 1 pár 

žláz : 1 µl 20 mM Tris-HCL pufru pH 7,2 se 150 mM NaCl byl mechanicky homogenizován a 

uchován v -20 °C. 

 

4.2. Měření koncentrace proteinů 

Koncentrace proteinů byla měřena kitem Quant-IT
TM

 Protein Assay Kit (Q33210, 

Invitrogen) dlše manuálu na fluorometru Infinite M200 (TECAN) v černé mikrotitrační 

destičče (Nunc).  

 

4.3. Měření inhibičních aktivit 

Detekce inhibiční aktivity potenciálních antikoagulačních faktorů zástupců čeledi 

Diplozoidae byla provedena v ESP a homogenátech, s využitím vybraných bovinních faktorů 

koagulační kaskády – trombinu (faktor IIa) a faktoru Xa (Sigma), spolu s jejich specifickými 

fluorogenními substráty VPR (Val-Pro-Arg-AMC), resp. IEGR (IIe-Glu-Gly-Arg-AMC). 
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Vzorky ESP, homogenátů nebo rekombinantního Kunitz proteinu v médiu po expresi (viz 

dále) o různém množství (tab.9). byly inkubovány s reakčním pufrem (100 mM HEPES pH 8, 

300 mM NaCl, 10 mM CaCl2) a koagulačním faktorem (finální koncentrace 100 µg/ml) 15 

minut před začátkem měření v 96 jamkové mikrotitrační destičce (Nunc) při pokojové teplotě. 

Následně byl ke vzorku přidán fluorogenní substrát (finální koncetrace 10 mM) a reakce byla 

měřena na fluorometru (Infinite M200, TECAN) při excitační vlnové délce 355 nm, emisní 

460 nm, po 2 minutách ve 30 cyklech. Jako pozitivní kontrola byly využity homogenáty 

slinných žláz z Aedes aegypti a Phlebotomus papatasi obsahující antikoagulační faktory. U A. 

aegypti byla popsaná inhibiční aktivita vůči trombinu (Watanabe et al. 2010), zatímco u P. 

papatasi pouze proti faktoru Xa (Collin et al. 2012). 

 

 

vzorek / organismus 

průměrná 

koncentrace vzorku 

(µg/ µl) 

použité množství 

vzorku (µg/) 

ESP / E. nipponicum 0,6 2,4 – 4 

homogenát / E.nipponicum 5,65 7,2 – 140 

homogenit / P. bliccea 2,9 7,2 – 22 

slinné žlázy / A.aegypti 

P. papatasi 

 

0,4 

1,8 – 10,8 

 

Tab.9.  Přehled použitých vzorků a jejich množství na měření inhibiční aktivity. 

 

4.4.  Bioinformatické zpracování dat získaných z transkriptomových projektů E. 

nipponicum 

Sekvenční data v podobě contigů získaná z transkriptomových projektů E. nipponicum 

- GS FLX Systém, Roche (Jedličková, 2013) a Illumina MiSeq (Kašný et al., nepublikováno) 

byla zpracována bioinformaticky. Po anotaci sestavených genů programem Blast2GO (verze 

3.0) a NCBI (algorismu blastx) jsme z celého transkriptomu vyčlenili sekvence kódující tři 

proteinové skupiny inhibitorů serinových proteáz: annexiny a proteiny Kunitz-type, s kterými 

byly provedeny následující analýzy. Čtecí rámce získaných sekvencí byly identifikovány 

pomocí programů  Expasy Translate Tool (http://web.-expasy.org/translate) a Open Reading 

Frame NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Za účelem srovnání primárních 

http://web.-expasy.org/translate
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sekvenčních informací na úrovni aminokyselin a rozpoznání homologních sekvencí uložených 

v databázi NCBI byl použit algoritmus BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 

Altschul et al. 1990). K ověření přítomnosti signálního peptidu byl využit program SignalP 

4.1.Server(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Aktivní domény proteinu či transmem-

bránové domény byly predikovány  pomocí  programů  Pfam  (http://pfam.xfam.org/),  

PROSITE (http://prosite.expasy.org/), TMHMM Server v. 2.0. (http://www.cbs.dtu.dk/- 

services/TMHMM/). Sekundární struktury proteinů byly odhadnuty s využitím programu 

PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Pro úpravy a porovnání sekvencí byl vytvořen 

multiple sequence alignment prostřednictvím programů ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk-

/Tools/msa/clustalw2/), Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) a BioEdit 

7.2. 

 

4.5. Molekulární metody 

 

4.5.1. Izolace RNA 

Izolace celkové RNA z dospělých červů probíhala dle protokolu TRIzol® Reagent 

(GibcoBRL,cat.n15596). Získaná RNA (koncentrace 177ng/µl) byla rozpuštěna ve 20 µl 

v RNase free ddH2O, koncentrace změřena pomocí spektrofotometru Nanodrop ND 1000 

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

 

4.5.2. Syntéza cDNA 

Jednovláknová cDNA byla syntetizována z RNA pomocí kitu SuperScript™ III First-

Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen No. 18080-400). Koncentrace cDNA byla 

opět měřena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) a vzorek následně 

uchován  při - 20 °C. 

 

4.5.3. PCR a elektroforéza 

Získaná cDNA sloužila jako templát pro PCR reakci se specificky navrženými 

primery v programu OligoAnalyzer - Integrated DNA Technologies (viz tab.10.). Reakce 

probíhala v cycleru C1000TM Thermal Cycler (Bio-Rad) za podmínek, které jsou spolu se 

http://www.cbs.dtu.dk/-
http://www.ebi.ac.uk-/Tools/msa/clustalw2/),%20Clustal
http://www.ebi.ac.uk-/Tools/msa/clustalw2/),%20Clustal
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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směsí rekce shrnuty v tab.11. Vzorky byly naneseny na 1,5 % agarózový gel obsahující Sybr 

green v 1x TAE pufru (Invitrogen) a jako marker sloužil GeneRulerTM 100bp Plus DNA 

Ladder. PCR produkty o předpokládané velikosti byly vyříznuty z gelu, přečištěny dle návodu 

kitu The Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) a eluovány do 10 μl dH20. 

Koncentrace purifikovaných fragmentů DNA byla změřena na spektrofotometru ND-1000. 

 

Název primeru sekvence 

Kunitz5995F 5´ TTTACGGCATTGGTTATCTTGG 3´ 

Kunitz5995R 5´ AAGCACTGGACAGGTTGA 3´ 

Kunitz5641F 5´ ATGGGCAGTAAGTTAATCTTATC 3´ 

Kunitz5641R 5´ TTAAACCACTGGACAGGT 3´ 

 

Tab.10. Specifické primery pro amplifikaci genů kódujících  Kunitz proteiny z E. nipponicum 

 

Maste mix (emerald) 12,5 µl 95 °C 2 min 

cDNA (100ng) 1 µl 95°C 30 s 

Forvard primer (10nm) 1 µl 55°C 30 s 

Reverse priemr (10nm) 1 µl 72°C 1 min 

ddH20 9,5 µl 72°C 10 min 

 

Tab. 11. Složení směsi a nastavení programu PCR reakce 

 

4.5.4. Klonování do neexpresního systému 

Získané fragmenty DNA byly klonovány do neexpresního systému za účelem 

sekvenace. Ke klonování byl využit systém pGEM®-T Easy Vectors (pGEM®-T and 

pGEM®-T Easy Vector Systems -Promega). 

 

PCR produkt 3 µl  

22 °C 

 

5 min 

ligační pufr 5 µl 

vektor 1 µl 

T4 DNA ligáza 1 µl 

 

Tab.12. Složení a inkubace ligační směsi 
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4.5.5. Transformace 

Plazmid pGEM obsahující inzert byl zakomponován do kompetentních bakteriálních 

buněk (Escherichia coli, XL1 blue) pomocí „heat shock transformace“. Transformované 

buňky byly inkubovány 1 ½ h ve 37 °C, následně vysety na plotny s LB médiem obsahující 

příslušné antibiotikum a inkubovány přes noc ve 37 °C. Podrobný postup viz manuál kitu 

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

 

4.5.6. Izolace plasmidu  

U vybraných bakteriálních kolonií byla provedena kontrolní PCR reakce (tab.13.) 

s vektor - specifickými primery M13Forw/Rev (tab.14.), za účelem ověření přítomnosti 

inzertu v plazmidu. Plazmidy s potvrzeným inzertem byly izolovány z buněk pomocí kitu 

High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) a odeslány do Laboratoře sekvenace DNA PřF UK. 

Vzorky pro analýzu byly připraveny dle protokolu sekvenační laboratoře 

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

                                       

 

94°C 

 

2 min 

     

      30x 

94°C 1 min 

55°C 1 min 

72°C 1 min 

72°C 10 min 

                                                                      Tab.14. Specifické primery M13 

Tab.13. Průběh PCR reakce s M13 primery     

  

4.5.7. 5´ a 3´ RACE PCR 

 

K získání neznámé sekvence 5´ a 3´ konců vybraných genů byl využit  GeneRacer™ 

Kit (Invitrogen). RACE cDNA byla připravena z celkové RNA získané z dospělých červů                    

 E. nipponicum dle návodu z kitu. Jednovláknová RACE cDNA byla následně využita v 

RACE PCR reakci (tab.15.-16.) se specifickými RACE primery (tab.17.).  

Název primeru sekvence 

M13 Forw 5’- TGT AAA ACG ACG GCC 

AGT -3’ 

M13 Rev 5’- CAG GAA ACA GCT ATG 

ACC -3’ 
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    Tab. 16. Složení PCR směsi na 

    Tab.15.  Program PCR reakce 

 

Název 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 CAC GAG GAC ACT GA 3’  

GeneRacer™ Rev Primer 5’ GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC G 3’  

 

Tab.17. Použité RACE primery 

 

Výsledek byl vyhodnocen elektroforézou v 1,5 % agarózovém gelu. Jako marker byl 

použit HyperLadder II (BioLine). PCR produkty byly z gelu vyříznuty pod modrým světlem, 

purifikovány a klonovány do pGEM®-T Easy Vectors. Následně byly plazmidy s inzertem 

poslány k ověření do laboratoře sekvenace DNA - viz podkapitoly 4.5.1.4. – 4.5.1.6. 

 

 

 

 

 

 

 

94 °C 2 min  

94°C 30 s  5x 

72°C 1 min 

94°C 30 s 5x 

70°C 1 min 

94°C 30 s  25x 

63°C 30 s 

70°C 1 min 

70°C 10 min  

4°C ~   

EmeraldAmp PCR master mix 

(Clontech) 

12,5 μl  

 

RACE cDNA 1 μl 

GeneRacer primer Rev/ 

GeneRacer primer Forw  

3 μl 

vlastní primery forward/reverse 

(tab.) 

1 μl 

dd H2O  7,5 μl 
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4.5.8. Exprese proteinu v Escherichia coli 

 4.5.8.1. Příprava rekombinantního proteinu 

 

 Pro tvorbu rekombinantního proteinu v bakteriích (E. coli - BL21) byl využit pET 

systém s expresním vektorem pET28a+ (Novagen) a kódující sekvence samostatné Kunitz 

domény, která byla získána z transkriptomové analýzy E. nipponicum (tab.18.). 

 

   

actgcaagtccactatcaacttgtcaactgccccaaatggtcggtatgtgcagagcgagtttt 

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  Y  G  G  C  G  G  N 

 

gcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtggttTAA   

A  N  N  F  Q  T  K  A  E  C  E  S  T  C  P  V  V  *     

 

 
Tab. 18.  Sekvence 5641 kódující Kunitz doménu E. nipponicum s vyznačenu doménou (žlutě), zeleně 

vyznačené specifické primery. 

 

 

Na základě této sekvence byly navrženy specifické primery (tab.19.), jejichž součástí byly i 

sekvence specifické pro štěpení restrikčními endonukleázami NdeI a SacI. Jako templát pro 

PCR reakci byla použita cDNA E. nipponicum. Složení PCR směsi a průběh PCR reakce je 

zobrazeno v tabulkách 20. a 21. 

Název primeru Sekvence s vyznačenými restrikčními endonukleázami   

5641rekdomF 5´ TCTCATATGCAACTGCCCCAAATGGTC 3´ 

5641rekdomR 5´ ATGAGCTCTCAACAGGTTGACTCGCATTCC 3´ 

 

Tab.19. Specifické primery pro rekombinantní Kunitz doménu. 

 

PrimeStar Max Premix 12,5 µl 

5641rekdomF 1 µl 

5641rekdomR 1 µl 

cDNA E. nipponicum (100 ng/µl) 1µl 

ddH2O 9,5 µl 

 

Tab.20. PCR směs a průběh reakce 

 

98°C 10 s  

     35x  60°C 10 s 

72°C 5 s 
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Naamplifikované PCR produkty byly zaklonován do pGEM®-T Easy Vectors a 

transformovány do buněk XL1 blue. Plazmidy s inzertem byly poslány k ověření do 

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

 

4.5.8.2. Štěpení plazmidu 

Po kontrolní sekvenaci byly plazmidy s inzertovanou Kunitz doménou (1µg) štěpeny 

restrikčními endonukleázami NdeI (1µl/10U) a SacI (1µl/10U; New England BioLabs) v 10x 

NEBpufru (5 µl) a dH2O (43 µl). Inkubační doba reakce byla 4 hodiny při 37 °C s následnou 

inaktivací restrikčních enzymů v 65 °C po dobu 20 minut.  

 

4.5.8.3. Ligace a transformace 

Restriktázou ošetřený inzert - Kunitz doména (c = 43ng/µl, použité množství 8,5µl) 

byl vložen do linearizováného expresního vektoru pET28a+ (c = 50ng/µl, použité množství 

8,5µl), který byl rozštěpen stejným způsobem (totožnými restrikčními endonukleázami). 

Ligační směs mimo plazmidu s inzertem obsahovala 1 µl T4 DNA ligáza (5 U) a 2 µl 10X 

ligačního  pufru T4.  Reakce probíhala přes noc ve  14 °C.   Výsledný plazmidový konstrukt 

byl transformován do kompetentních buněk BL21 Escherichia coli (Invitrogen; viz 

podkapitola 4.5.5.). U vybraných kolonii byla provedena kontrolní PCR s vektor - 

specifickými primery T7 pro ověření přítomnosti inzertu v plazmidu. Plazmidy s potvrzeným 

inzertem byly izolovány a poslány k sekvenaci (viz 4.5.6.)   

 

4.5.8.4. Kultivace 

Kultivace bakteriálních buněk s inzertem probíhala v LB médiu s kanamycinem 

(c=100µg/ml) v 50 ml Erlenmeyerově baňka (E. baňka)  za standardních podmínek na 

třepačce (37 °C, 200 – 220 rpm) přes noc. Následující den byl z narostlé kultury odebrán 0,5 

ml vzorek, který byl přenesen do nové falkony s 20 ml LB média s kanamycinem a vrácen do 

laboratorní třepačky s 37 °C. Po dosažení hodnoty OD 0,5 - 0,7 v bakteriální kultuře, tzn. v 

exponenciální fázi, byl do kultury přidán 0,1 M IPTG (spuštění exprese vloženého genu). Po 

4 hodinové inkubaci bylo médium s bakteriemi stočeno na centrifuze (15000 g/5 min) a 

vzniklý pelet byl použit k purifikaci nebo byl zamražen v – 20 °C. 
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4.5.3.5. Purifikace z inkluzních tělísek 

 

Purifikace proteinu z inkluzních tělísek E. coli probíhala v denaturačních i nativních 

podmínkách. V denaturačním prostředí byl bakteriální pelet nejprve resuspenzován 

v lyzačním pufru (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris·Cl, 6 M GuHCl, pH 8; 3ml pufru/1g 

peletu), 1hod v pokojové teplotě. Vzorek byl poté centrifugován (10 000g/30min) a vzniklý 

supernant inkubován s Ni-NTA agarózou (QIAGEN) v poměru 1ml agarózy/4ml vzorku, 1 

hod. Následovala chromatografie na Ni-NTA koloně za použití promývacího pufru (100 mM 

NaH2PO4, 10 mM Tris, 8M urea, ph 6,3) a eluačních pufrů (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 

8M urea, ph  5,9 – 4,5), z každého kroku byl odebrán vzorek na následnou kontrolu na SDS - 

PAGE elektroforéze.  

Při nativních podmínkách byl bakteriální pelet resuspendován v lyzačním pufru (50 

mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8). Následně byl ke vzorku přidán 

lysozym (1mg/ml) a inkubován 30min na ledu. Po uplynutí doby byl vzorek sonikován na 

přístroji Vibra cell 72405 (Bioblock scientific; 10 W; 6 x 10 s) a centrifugován 

(10 000g/30min; 4°C). Další kroky viz purifikace v denaturačních podmínkách, pouze 

s pozměněným složením pufrů (promývací pufr: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM 

imidazole, pH 8; eluační pufr:  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8). 

Podrobný návod viz manuálu The QIAexpressionist ™ (Qiagen).   

 

 

4.5.9. Exprese proteinu v metylotrofních kvasinkách Pichia pastoris 

4.5.9.1. Příprava rekombinantního proteinu 

 Pro expresi Kunitz proteinu 5641 proteinu z E. nipponicum v kvasinkách Pichia 

pastoris (kmen X33) byl použit jednak inzert celého genu jednak část genu kódující pouze 

Kunitz doménu (viz 4.5.3.1). Příprava probíhala dle upraveného manuálu EasySelect™ 

Pichia Expression Kit (Invitrogen) s expresním vektorem pPiczα B. Součástí primerů byla 

místa pro restrikční endonukleázy Not1, Xho1 a reverzní primer obsahoval His-tag sekvenci 

(tab.2.). Amplifikace pomocí PCR, štípání, ligace i transformace do kompetentních XL1 blue 
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buněk Escherichia coli, za účelem ověření funkčnosti primerů proběhly viz 4.5.3. – 4.5.6. s 

rozdílem použitých vektor – specifických primerů a antibiotika. Místo primerů T7 se při 

kontrolní PCR reakci a následné sekvenaci uplatnily primery AOX1. Antibiotikum 

kanamycin bylo nahrazeno zeocinem (25 ug/ml). K izolaci plazmidů z  E. coli byl použit kit 

Genopure Plasmid Maxi kit (Roche). Izolované ověřené plazmidy byly linearizovány 

restrikčním enzymem Sac1 a přečištěny ethanolem (dle manuálu EasySelect™ Pichia 

Expression Kit).  

 

 

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

 
ATGggcagtaagttaatcttatctatggcactccttgccatggctgtagctacgctttggata 

M  G  S  K  L  I  L  S  M  A  L  L  A  M  A  V  A  T  L  W  I   

 

gccgaagtgagtggtggagtaccgaaatttcattctggtggtcaaatgagtggtggagcacat 

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

 

aaatttcttcttggaggtcaaatgagtggtgaagtaccgaaatttcttcttgatggccaaaca 

K  F  L  L  G  G  Q  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  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  Y  G  G  C  G  G  N 

 

gcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtggttTAA   

A  N  N  F  Q  T  K  A  E  C  E  S  T  C  P  V  V  *    366 

 

 
Tab. 21. Kompletní sekvence 5641 Kunitz-type proteinů E. nipponicum s vyznačenou doménou 

(žlutě), zeleně vyznačené specifické primery pro celý protein, červěně specifický 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) ATGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGAACCACTGGAC 

AGGTTGA 

 

Tab. 22. Kompletní použité primery Kunitz proteinu.  

Zvýrazněno: restrikční endonukleázy – červeně; HisTAG – žlutě; Stop kodon – zeleně, CP-celý 

protein 
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4.5.9.2. Transformace buněk P. pastoris 

 

Buňky P. pastoris X33 bez vložených inzertů byly kultivovány v 10 ml YPD (yeast 

extract, pepton, glukóza, agar) medi na třepačce (250 rpm /30 °C) přes noc. Po centrifugaci 

(1500g/5min/4°C) byl pelet s kvasinkami promyt dle protokolu (EasySelect™ Pichia 

Expression Kit) a poté rozpuštěn v 1 ml 1M sorbitolu. Samotná elektroporace byla provedena 

v objemu 100 μl pomnožené kvasinkové kultury (v 1M sorbitolu) s 10 μl linearizovaným 

vektorem obsahující inzert (c = 4020ng/μl) na přístroji Gene Pulser Cell (Bio-Rad) s předem 

připraveným protokolem pro Pichia pastoris (2000V/5ms). Ihned po elektroporaci byl ke 

kultuře přidán 1ml vychlazeného 1M sorbitolu a suspenze buněk byla inkubována 1,5 hod při 

30°C v 15 ml zkumavce. Elektroporované kvasinky byly poté vysety na YPD – agarovou 

plotnu s přidaným antibiotikem zeocin (100 μg/ml, Invitrogen) a kultivovány přes noc v 30°C.  

4.5.9.3. Kultivace 

Vybrané klony kvasinek byly inkubovány v médiu 50 ml BMG (100mM fosfátový 

pufr; 1,34% YNB, 4x10
-5 

% Biotin, 1% glycerol) a BMMH (100mM fosfátový pufr; 1,34% 

YNB, 4x10
-5 

% Biotin, 0,5 % metanol) na třepačce (200 rpm) vždy přes noc v 30°C (viz 

manuál EasySelect™  Pichia Expression Kit). Indukce exprese proteinu probíhala přidáním 

metanolu o finální koncentraci 0,5 %, 3krát denně po dobu 5ti dnů. Každý den byl odebrán 1 

ml kontrolního vzorku z média pro analýzu exprese na SDS-PAGE,  popř. Western blotu.  

 

4.5.9.4. Lyofilizace a purifikace 

Po indukci exprese bylo médium s rekombinantním proteinem odděleno od 

kvasinkové kultury centrifugací (3000g/10min/4°C). Buněčný pelet byl zamražen pro 

případnou kontrolu a supernatant přefiltrován přes 0,22 μm membránu (Millipore). Médium 

bylo zamraženo tekutým dusíkem a lyofilizováno přes noc. Lyofilizát byl rozpuštěn v 3 ml 

sterilní H2O, z kterého byl následně purifikován protein His-tag (dle protokolu v The 

QIAexpressionist ™ - Qiagen) 
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4.5.9.5. Western blot 

 

K detekci His-tag značeného rekombinantního proteinu posloužila Western blot 

analýza s anti-his-tag primární protilátkou (Invitrogen). Ke každému vzorku byl přidán 

redukující nebo neredukující vzorkový pufr a vzorky byly ponechány cca 5 minut ve vodní 

lázni (cca 90 °C). Proteiny ve vzorcích byly následně separovány v pomocí SDS elektroforézy 

MiniProtean 3 (Bio-Rad) na 12-15 % polyakrylamidových gelech o tloušťce 1 mm při 

konstantním napětí 150 – 200 V. Jako marker molekulové velikosti byl použit Precision Plus 

Protein ™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad). Rozdělené proteiny byly přeblotovány na 

nitrocelulózovou membránu (25 V, 1.3 A, 20min; Trans-Blot Turbo, Bio-Rad). Membrána 

byla poté inkubována 2 hodiny v 5 %  blokovacím pufru (PBS-T, Btotting Grade Blocker Non 

Fat Dry Milk,BIO-RAD) následně s primární anti-his-tag protilátkou (1:2000) a s anti-myší 

IgG sekundární protilátkou značenou peroxidázou (1:5000). Doba inkubace s protilátkami 

byla vždy 2 hodiny, mezi jednotlivými kroky byla membrána promyta 3 x 5 min v fosfátovým 

pufru pH 7.4 s obsahem 0,05% detergentu Tween (PBS-T). Blot byl vyvíjen s využitím OPTI-

4CN substrátového kitu dle protokolu výrobce (Bio-Rad).  

 

4.5.9.6. Hmotnostní spektrofotometrie 

 

Polyakrylamidové gely s proteiny byly obarveny 10 min v Coomassie Brilliant Blue -

250 (CBBR-250) a zdokumentovány na přístroji GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad). 

Vyříznuté proteinové proužky o požadované velikosti byly poslány na analýzu do laboratoře 

hmotnostní spektrometrie (PřF UK). 

Analýza vzorků probíhala na přístroji 4800 Plus MALDI TOF/TOF (Applied 

Biosystems/MDS Sciex) vybaveným Nd:YAG laserem (355 nm, frekvence 200 Hz). 

Generovaná data byla analyzována za pomoci programu MASCOT 2,2 (Matrix Science) 

oproti databázi, do které byla zařazena námi dodaná sekvence Kunitz proteinu 5641 z E. 

nipponicum (L. Jedličková, 2013). Zpracování vzorků provedl Mgr. Karel Harant.  

https://cs.wikipedia.org/wiki/Nitrocelulosa
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5 Výsledky 

 

 

5.1 Měření inhibiční aktivity vůči koagulačním faktorům 

5.1.1 Inhibiční aktivita homogenátu a ES-P proti trombinu 

 

 

Detekce inhibiční aktivity homogenátu a ESP z červů č. Diplozoidae vůči trombinu 

probíhala se specifickým fluorogenním substrátem VPR (Val-Pro-Arg-AMC) v pH 8. Počet 

opakování měření bylo 5, přičemž k průkazu inhibiční aktivity došlo pouze v 1 případě.  

 

 

 

Graf.1. Výsledek  měření inhibiční aktivity homogenátu a ES-P vybraných zástupců č. Diplozoidae 

proti FIIa s použitým množstvím proteinu v případě homogenátu v rozmezí 2,4 - 22 µg na jamku, 

ESP- 0,6-2,4, u slinných žláz komára 1,8 – 10,8 µg na jamku. 

  



37 

 

 

 

Graf.2. Jediný případ měření inhibiční aktivity homogenátu a ES-P proti FII, kdy vyšel pozitivní 

výsledek.  Proužité  množství proteinu v homogenátu se pohybovalo v rozmězí bylo 32-140 µg na 

jamku, ES-P 3,2 – 6,48 µg a slinných žláz komára 5,4 – 9 µg na jamku. 

 

5.1.2 Inhibiční aktivita homogenátu a ES-P proti faktoru Xa 

 

Detekce inhibiční aktivity homogenátu a ES-P z červů č. Diplozoidae vůči FXa 

probíhala se specifickým fluorogenním substrátem IEGR (IIe-Glu-Gly-Arg-AMC) v pH 8. 

Počet opakování měření byl stejný jako v případě trombinu. 100% nhibiční aktivita nebyla 

prokázána v žádném testovaném vzorku. Při použití vyšší koncentrace (graf.4.) je pozorována 

částečná inhibiční aktivita homogenátu i ES-P E. nipponicum. 

 

Graf.3.  Výsledek měření inhibiční aktivity homogenátu a ES-P vybraných zástupců č. 

Diplozoidae proti FXa. Použité množství proteinu v případě homogenátu v rozmezí 2,4 - 22 

µg na jamku, v případě ESP 0,6-2,4, u slinných žláz  komára  1,8 – 10,8 µg na jamku. 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

Xa homogenát P. 
bliccae 

homogenát E. 
nipponicum 

ES-P E. 
nipponicum 

slinné žlázy P. 
papatasi 

% aktivity              Inhibiční aktivita vůči faktoru Xa 



38 

 

 

 

 

Obr. 4.  Pokus měření inhibiční aktivity homogenátu a ES-P proti FXa s částečnou aktivitou. Proužité  

množství proteinu v homogenátu se pohybovalo v rozmězí 32-140 µg na jamku, ES-P 3,2 – 6,48 µg a 

slinných žláz komára 5,4 – 9 µg na jamku. 

 

5.3. Transkriptomová analýza 

 

Výstupem prvního transkriptomového projektu E. nipponicum, 454 sekvenování 

(Jedličková, 2013), které probíhalo na přístroji GS FLX System Roche, bylo 324 941 čtění 

seskupených do 6910 kontigů. Průměrná délka činila 420 pb, přičemž sekvence kratší než 100 

pb byly vyřazeny. Anotace získaných sekvencí byla následně realizována prostřednictvím 

programu Blast2GO a NCBI.  Od takto zpracovaných dat jsme začali provádět 

bioinformatické analýzy, kdy byly nejprve algoritmem blastx a blastn predikovány sekvence 

kódující geny proteinů s potencionální antikoagulační aktivitou.  Jednalo se o proteinové 

rodiny - annexiny, serpiny a proteiny Kunitz typu. Dohromady bylo z dat vyčleněno 21 

annexinů, 11 Kunitz type proteinů a 4 sekvence kódující serpiny. Sekvence získané z tohoto 

projektu se z velké části překrývaly se sekvencemi z projektu Illumina Helmintologické 

laboratoře, PřF UK, jehož výsledky nejsou zatím publikovány. Projekt re-sekvenace na 

přístroji Illumina MiSeq CE Biosystems byl realizován z důvodu získání nekompletních 

sekvenačních dat z GS FLX transkriptomu Nové získané sekvence byly na základě 

překrývajících se úseků seskupeny („assembly“) do kontigů platformou Trinity. Z vytvořené 
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databáze - Eudiplozoon_Nipponicum_trinity_k25.fasta, která zahrnuje 198 771 kontigů, byly 

prostřednitvím algoritmu tblastn opět vybrány sekvence kódující geny annexinů serpinů a 

Kunitz proteinů, obdobně jako v předchozím transkriptomovém projektu. V tomto případě 

bylo však identifikováno 24 annexinů, 21 Kunitz proteinů a 5 serpinů.    

 Po vyřazení totožných sekvencí (redundancí) z obou transkriptomů a v případě Kunitz 

proteinů i vyřazení sekvencí řadících se k neinhbibujícím Kunitz proteinům (spondin a 

papilin), jsme získali úplné nebo částečné sekvence trankriptů kódujících proteiny, které by se 

teoreticky mohly podílet na antikoagulační aktivitě. V tabulce č. 22.-24. jsou uvedeny veškeré 

kontigy (spolu s jejich izoformami) sekvencí z vybraných proteinových skupin. V rámci 

sekvencí jsou označeny start a stop kodóny, signální sekvence či transmembránové domény, 

délky kódujících nukleotidových sekvencí, počet aminokyselin v řetězci a nejvyšší identita 

(%) v rámci ostatních organismů dle NCBI, algoritmus blastp. V případě Kunitz proteinů je 

zde uvedena i predikovaná bližší proteinová skupina, do které patří. Kompletní sekvence 

všech zástupců jednotlivých proteinových skupin s vyznačenými konzervovanými motivy 

jsou znázorněny v příloze 1, 2 a 3. 

 

Tab. 22. Sekvence kódující Kunitz type proteiny.   

 

číslo 

 

  kontig  

(izoforma) 

 

  predikovaný 

     protein 

 

 

     organismus 

    (accession no.) 

 

start/stop          

kodon 

 

SP/TM 

 

délka 

pb/AA 

1.    559* Kunitz/Bovine 

PTI 
Ancylostoma 

ceylanicum 

(EPB68128.1)  

ano/ne ne/ne 126/42 

2.   558* Kunitz SPI Pimpla hypochondriaca 

(Q8T0W4.1) 

ano/ano ne/ne 375/125 

3.   585* Kunitz/Bovine 

PTI 
Ancylostoma 

ceylanicum 

(EPB68128.1) 

ano/ne ne/ne 156/52 

4.   2959* Kunitz/Bovine 

PTI 
Necator americanus 

(ETN72717.1) 

ano/ano ne/ano (1) 765/255 

5.  5641* Kunitz SPI Ixodes scapularis 

(XP_002434145.1) 

ano/ano ano/ano (1) 366/122 

6.  5995* Kunitz SPI Ixodes scapularis  

(XP_002434145.1) 

ano/ano ano/ano (1) 297/99 

7.  6019* Kunitz/Bovine 

PTI 
Trichuris suis 

(KHJ42565.1) 

ano/ano ano/ano (1) 303/101 

8.  37079* Kunitz/Bovine 

PTI  
Stegodyphus 

mimosarum 

(KFM81288.1)  

ano/ne ano/ano (1) 390/130 

9.  60883 TFP inhibitor Crassostrea gigas ano/ano ne/ano (1) 570/190 

https://www.dropbox.com/sh/hen0v9s7t6hv2vf/AADROWovIjjrmnJwUI0-maKia/Eudiplozoon_Nipponicum_trinity_k25.fasta?dl=0
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
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 (EKC35170.1) 

10.   60782 

 (g1-i1) 

TFP inhbitor Meleagris gallopavo 

(XP_010710984.1) 

ano/ano ne/ano (1) 300/100 

11.   60782 

 (g1-i2) 

Kunitz/Bovine 

PTI 
Trichuris suis  

(KHJ42565.1) 

ano/ano ne/ano (1) 480/160 

12.   60782 

 (g1-i3) 

Kunitz/Bovine 

PTI 
Trichuris suis 

(KHJ42565.1) 

ano/ano ne/ano (1) 456/152 

13.   62677 

 (g1-i2) 

Kunitz SPI  Ixodes scapularis 

(XP_002434145.1) 

ano/ano ano/ne 918/306 

14.   62677 

 (g1-i3) 

Kunitz/Bovine 

PTI  
(Trichuris trichiura) 

(CDW57127.1)82 

ano/ano ano/ne 918/306 

15.   62677 

 (g1-i4) 

Kunitz SPI Ixodes scapularis 

(XP_002434145.1) 

ano/ne ano/ne 567/189 

16.   62677 

  (g1-i5) 

Kunitz/Bovine 

PTI 
Trichuris trichiura 

(CDW57127.1)87 

ano/ano ano/ne 693/231 

17.  62677 

 (g1-i7) 

Kunitz/Bovine 

PTI  
Trichuris trichiura 

(CDW57127.1) 

ano/ano ano/ne 669/223 

18.  62677 

 (g1-i8) 

Kunitz/Bovine 

PTI 
Trichuris trichiura 

CDW57127.1) 

ano/ano ano/ne 645/215 

19.  62677 

 (g1-i9) 

Kunitz/Bovine 

PTI 
Trichuris trichiura 

(CDW57127.1) 

ano/ano ano/ne 870/290 

20.  68750 

 (g2-i2) 

Kunitz SPI Pimpla hypochondriaca 

(Q8T0W4.1)92 

Ano/ano ano/ano (1) 249/83 

21.  68750 

 (g2-i3) 

Kunitz SPI Pimpla hypochondriaca 

(Q8T0W4.1)96 

Ano/ano ano/ano (1) 249/83 

 

 SP – signální peptid, TD – transmembránová 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. Veškeré sekvence z transkriptomových analýz kódující annexiny. 

 

 

číslo 

 

 kontig 

(izoforma) 

 

     

     shodný organismus 

       (accession no.) 

 

start/stop 

kodon 

 

 SP/TD 

 

délka  

pb/AK 

1. 7533 

 

Echinococcus granulosus 

 (EUB59004.1) 

ano/ne ne/ne 312/104 

2. 9474 

 

Schistosoma japonicum 

(CAX70813.1) 

ano/ne ne/ne 717/239 

3. 37863 

 

Danio rerio 

 (NP_861423.1) 

ano/ne ne/ne 138/46 

4. 39626 

 

Microcotyle sebastis  

(ACD93001.1) 

ano/ano ne/ne 1053/351 

 

5. 51242 

 

Schistosoma mansoni 

(CCD80863.1 

ano/ano ne/ne 1002/334 

6. 56172 

 

Crassostrea gigas 

 (EKC40619.1) 

ano/ano ne/ne 1032/344 

7. 58980 Crassostrea gigas ano/ano ne/ne 1002/334 

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
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 (EKC21740.1) 

8. 60438 

 

Clonorchis sinensis  

GAA48684.1) 

ano/ano ne/ne 1062/354 

9. 62895 

(g2-i1) 

Clonorchis sinensis 

 (GAA48684.1 

ano/ne ne/ne 756/252 

10. 62895 

(g2-i2) 

Acyrthosiphon pisum- 

isoform 

(XP_008182513.1) 

ano/ano ne/ne 909/303 

11. 63027 Microcotyle sebastis  

(ACD93001.1) 

ano/ano ne/ne 1065/355 

12. 64072 

 

Clonorchis sinensis 

(GAA36105.2) 

ano/ano ne/ne 1065/355 

13. 65416 

 

Schistosoma japonicum 

 (CAX70812.1) 

ano/ano ne/ne 1086/362 

14. 67135 

(g1-i1) 

Microcotyle sebastis  

(ACD93001.1) 

ano/ano ne/ne 1062/354 

15. 67135 

(g1-i2) 

Microcotyle sebastis 

 (ACD93001.1) 

ano/ano ne/ne 1095/365 

16. 67135 

(g1-i3) 

Clonorchis sinensis 

GAA36105.2 

ano/ano ne/ne 879/293 

17. 67135 

(g1-i4) 

Microcotyle sebastis  

(ACD93001.1) 

ano/ano ne/ne 1062/354 

18. 67135 

(g1-i5) 

Clonorchis sinensis 

(GAA36105.2) 

ano/ne ne/ne 675/225 

19. 67628 

 

Microcotyle sebastis  

(ACD93001.1) 

ano/ano ne/ne 1056/352 

20. 67961 

  

Microcotyle sebastis  

(ACD93001.1) 

ano/ano ne/ne 1056/352 

21. 77725 

 

Danio rerio 

(NP_861423.1) 

ano/ne ne/ne 291/97 

22. 98026 

 

Clonorchis sinensis 

 (GAA33818.2) 

ano/ne ne/ne 336/112 

23. 111098 Danio rerio 

(NP_861423.1) 

ano/ne ne/ne 231/77 

24. 180912 

 

Schistosoma japonicum 

(CAX70811.1) 

ano/ne ne/ne 171/57 

SP – signální peptid, TD – transmembránová doména 

 

 

 

Tab. 24. Veškeré sekvence z transkriptomových analýz kódující serpiny. 
 

 

číslo 

  

kontig 

(izoform

a) 

      

 shodný organismus 

      (accession no.) 

 

 

start/sto

p kodon 

 

 

  SP/TD 

 

   

délka 

DNA/AK 

1. 3567  Crassostrea gigas 

   (EKC27864.1) 

ano/ano  ne/ne     948/316 

2. 51568 

(g1-i1) 

Clonorchis sinensis 

(GAA28469.2) 

ano/ano  ne ne   1197/399 

3. 68567 

(g1-i1) 

 Lutzomyia longipalpis 

(ABV60345.1) 

ano/ne  ne ne    948/316 

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
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4. 68567 

(g1-i2) 

Clonorchis sinensis 

(ADI60059.1) 

ano/ano  ne/ne    1206/402 

5. 67910 

(g1-i1) 

Schistosoma mansoni 

(CCD60071.1) 

ano/ano  ne/ne    1284/428 

SP – signální peptid, TD – transmembránová doména 

 

 

5.3.1. Analýzy získaných sekvencí kódující proteiny  Kunitz typu 

 

K následujícím bioinformatickým charakterizacím (anotacím) Kunitz sekvencí došlo 

pouze u jejich konzervovaných domén, které fungují jako autonomní proteinová oblast 

vykazující inhibiční aktivitu vůči proteázám. Na základě alignmentů Kunitz domén E. 

nipponicum byla nejprve ověřena přítomnosti všech důležitých konzervovaných 

aminokyselin, kterými se motiv vyznačuje. Dále bylo možné jednotlivá konzervovaná místa 

reaktivní smyčky porovnat s doménami Kunitz proteinů vybraných, především krevsajících 

organismů (tab.25.).  

Je známo, že v P1 pozici trypsin-like inhibitorů se vyskytuje arginin (R) či lysin (K). 

Naopak pro chymotrypsin-like inhibitory je v této pozici charakteristický leucin (L) nebo 

methionin (M). Tendenci alaninu (A) v P´1 místě vykazují pak BPTI-like inhibitory. Je tedy 

možné konstatovat (viz tab.26.), že většina proteinů Kunitz typu E. nipponicum patří do první 

zmiňované skupiny trypsin-like inhibitorů. Domény obsahující arginin či lysin je 27, přičemž 

u některých sekvencí kódující Kunitz proteiny byla zaznamenána i více než jedna doména. 

Pozicně specifické AA pro chymotrypsin like inhibitory se vyskytují u třech domén, které 

jsou navíc součástí domén–typsin like proteinů. Inhibiční aktivita těchto proteinů může 

působit na větší spektrum proteáz. 

 

 

 

 

 

 

 

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
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Tab.25. Aminokyselinové srovnání inhibujících Kunitz domén z různých organismů.  

 

ornithodorin    CLGD-PPTSCAEGTDITYYDSDSKTCKVLA-ASCPSGENTFESEVECQVAC 

rhipilin        CLFKPEQGNCAGFLPRWWYNPETESCEPFTYPVCNKKNEAFVSCTLCMNMC 

monobin         CSGDPPRGDCGGVEERYYFDSTTRTCQTFEYRGCSSPDNSYETEIECEIAC 

Conk-S1         CDLPADSGSGTKAEKRIYYNSARKQCLRFDYTGQGGNENNFRRTYDCQRTC 

ancylostoma     CNAPLDGPQCMAFFKRYTYNKEKKQCEEFVYGGCRPSPNNFETMEECKKTC 

amblin1         CKKKPAVGPCRALIEKWYFDYSTQSCKTFYYGGCGGNGNKFSSRKKCREAC 

ixolaris        CSLEVDYGVGRANIPRWYYDTNNATCEMFTYGGITGNKNNFESEEECKETC 

simukunin       CNLPVDEGVCRALFKRFYYEPATDSCKEFYYGGCEGNGNRFKSKKECILKC 

schisto2        CLLDYDEGICRALLKRFYYDSVNQTCEIFYYGGCLGNGNNFLSKDECERKC 

60883_g1_i1     CEMPLDNGLCHASIPRYYFNGT--QCLQFDYNGCGGNANNFISISECNSTC 

6019            CQLPQIVGMCRASFPRFYFDGK--KCTEFIYGGCGEMQNASQFPVQCKEKC 

5995            CQLPKAVGMCLASFPRYYFDGK--KCTQFIYGGCGGNANNFQTKAECESTC 

558             CQLPKMVGMCKASFPRFYFDGK--KCTEFIYGGCGGNANNFQTKAECESTC 

5641            CQLPQMVGMCRASFPRFYFDGK--KCTEFIYGGCGGNANNFQTKAECESTC 

68750g2-i3      CQLPKMVGMCRASFPRFYFDGK--KCTEFIYGGCGGNANNFQTKAECESAC 

62677g1-i5.1    CTLPAEVGSCRAHVDRFYFDGK--ECKSFVYGGCDGNTNNFENLEDCQKTC 

62677g1-i7.1    CTLPAEVGSCRAHVNRFYFDGK--ECKSFVYGGCDGNGNNFKTIKECRKTC 

62677g1-i2.1    CTLPAEVGSCRAHVNRFYFDGK--ECKSFVYGGCDGNANNFEDIEDCRKTC 

62677g1-i2.4    CSLPAETGPCRAHVRSYYFNGE--DCENFVYGGCMGNANRFETIDECRKTC 

62677g1-i7.3    CNMPADIGPCRAHVNRFFFNGE--DCEHFVYGGCLGNANNFKTIEDCQNTC 

62677g1-i2.2    CNLPQESGPCLAYFVRFFYNGE--DCENFVFGGCMGNANNFKTIEDCRKTC 

62677g1-i8.2    CNLPADIGPCRAYTKRFYFNGN--HCENFIYGGCMGNANNFKTIEDCRKIC 

62677g1-i2.3    CNMPAEIGPCKASFTRFYFNGE--DCENFVYGGCMGNANNFKTIEDCRKIC 

62677g1-i7.2    CNMPAEIGPCKASFTRFYFNGE—-DCENFVYGGCMGNANNFETIEECRTTC 

TFPI2           CLLPLDYGPCRALLLRYYYDRYTQSCRQFLYGGCEGNANNFYTWEACDDAC 

boophilin1      CRLPADEGICKALIPRFYFNTETGKCTMFSYGGCGGNENNFETIEECQKAC 

haemalin1       CRLPAEPGICRAFMPRYYFDVEKGQCEQFIYGGCKGNENNFETLKECQDAC 

BPTI            CLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTC 

F.hepatica      CLLPVEPGPCLGGIRSWAWDSRRGECVPFVYGGCEGNDNRFDSKSSCEYNC 

E.granulosus    CKLPLDPGFCRAYFPRWGFHQESGECVRFIYGGCGGNKNQFHSKEQCESMC 

schisto1        CLLPRLTGKCRASLSRWGWNPQTTTCEEFIYGGCDANENNFLTKEECETVC 

boophilin2      CEPAADSGSCAGQLERWFYNVQSGECETFVYGGCGGNDNNYESEEECELVC 

haemalin2       CKAAPETGLCKASFERWFFNAASGECEEFIYGGCGGNDNNYENKEECEFAC 

                  

 

 

Ornithodorin (Accession no: P56409),  rhipilin (ADJ56344.1), monobin (ABI52647), Conk-SI 

(P0C1X2.1), ancylostoma (AAN10061.1), amblin (AAR97367), ixolaris (AAK83022.1), Simukunin 

(ACH56928.1), schisto2 (CCD75776.1), TFPI2 (AAA20094.1), boophilin1 (CAC82583.1), haemalin 

(BAH02683.1), BPTI (1510193A), F.hepatica (P81162), E.granulosus (ACM79010.1),   

schisto1(CCD75776.1), boophilin2 ((CAC82582.1),  haemalin2 (BAH02683.1) 

 Žlutě –konzervované cysteiny; zeleně konzervovaná P18 pozice; trypsin like inhibitory s fialově 

vyznačenou P1 pozice R, K a chymotrypsin like inhibitory s  L, M v P1 pozici; P´1 pozice červeně  

 

podtržené zvýrazněné sekvence z E. nipponicum 
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Tab. 26. Konzervované AA v pozice P1 a P´1 reaktivní smyčky a počet domén každého Kunitz 

proteinu E. nipponicum. 

 
 

 Leucin (L) charakterizuje chymotrypsin-like inhibitory, Arginin (R) a lysin (K)trypsin like inhbitory. 
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5.3.2 Analýzy získaných sekvencí kódující serpiny 

 

  Serpiny získané z transkriptomu E. nipponicum byly porovnány se serpiny dalších 

vybraných parazitů, u nichž byla prokázaná inhibiční aktivita. Zahrnuty byly však i serpiny 

účastnící se inhibice trávicích enzymů (př. trypsin, chymotrypsin). Na alignmentech  (obr.11.) 

jsou vyznačené konzervované motivy vč. reaktivní centrální smyčky (RCL), která se podílí na 

inhibici. Ve srovnání s vysoce konzervovanou doménou Kunitz proteinů, kde přítomnost 

pozičně specifických AA vypovídá o fuknci proteinu, se reaktivní smyčka serpinů přítomností 

takovýchto AA nevyznačuje. 

 

Obr.11. AA Alignment serpinů E. nipponicum s ostatními parazity vč. serpinů s prokázanou 

antikoagulační aktivitou 

 

 alignment cca 360 aminokyselinového zbytku (kompletní alignment v příloze 5). žlutě vyznačené 

motivy s konzervovanými AA; červené a zelené zvýraznění serpin motivů, vč. reaktivní smyčky 

(modré zvýraznění), tučně a podtržené - sekvence z E. nipponicum 

Organismy s accession no. proteinů: 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) 

 

 

 

 
 

A.aegypti               QDVALGEIVQKMEMSIAADGEKQAQSFV------DKQDKQFTAHQPFLFVVYDRNLVPILVGFYLKTPP 

A.albopictus            QDVALGEIVQKMEINMSGDGEIQGQKFP------DKQDKLFTANQPFMFVIFDRSVVPVLVGHYLKAPP 

67910i2                 ARLFVQTMMQKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVFVARIDRPSV 

6791i1                  ARLFVQTMMQKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVFVARIDRPSV 

S.mansoni               -KVHVQVLQHSVALKVNEDGVEAAAATVMGIGLRSAPSIRFDVNESFICYVYDKIKTSLFAGRIIKPVP 

S.japonicum             NNLYVRSFIQTNVMKVNESGIEAASVTSPIIVPISAPDVNFHVTHPFICFIYDQQNMPLLAAKVINPM- 

Hc-serpin               -RLLVAGAAHKAIIKVDEDGTTAAGATVFSKFESMSERVKFEANHPFLFILTKD-NDPLFMGQFV---- 

T.suis                  QNLYLSSGIHKTVVEVDEKGTEAAAATAITCVTDSGKVYQFTADRPFLFAIVDISGFLLFLGRFSGQ-- 

T.spiralis              KDIFVSDILHKAFLEVNEEGTEAAAATAVTMTDKAAKQLFFVADHPFLFFICNPKCIPLFLGRYTGLNV 

An.simplex              DSLVVSDVVHKANVEVNEEGSEAAAATGLFMVFRSSPPIRFIADHPFIFTIVSQ-NRILFIGRFH---- 

IRIS                    NDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRIGQAFEFNVDHPFLFFIRNTVNDILFAGQVNSL-- 

S.haematobium           SNFCIGDILHKAILEVDERGAVAAAATSVEFINLSLPEVEFRVDHPFFISIIWNNTVPVFLGHVVAPTE 

P.westermani            TNLFLSDVFHKAILEVDEEGATAAAATAVMMNMRCAMRPTVRVDRPFFVALICASTVPVFIGHVTHPGS 

C.sinensis              ERLHVSDVFHKAVLEIDEEGATAAASTGMMV-SRMMGPPPFRVDHPFFLAIISDTMVPVFVGHITNPES 

E.multilocularis        RSLAVSDVYHQAVIDVDEEGAEAAAATAMPMMVRCMPPVDFFVDHPFIFFIVTKTGIPVFMGHVVHPES 

68567i2                 EALFVSTVKHMAILEVNEEGAKAAAATAVRIQLRCMIVRDFHVDHPFVVAILSATTVPLFVGHCVDPQP 

51568                   PGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAASTAIEIAFFCVVERNFFVDHPFFVAILSANNVPLFLGHCVDPEP 

3567                    RGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAAATAIEVEYASFIEANFLLIIHF--------GYPLRLQRASVPRP 
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Ve snaze poodhalení funkce serpin- sekvencí z E. nipponicum byl vytvořen 

fylogenetický strom, který znázorňuje postavení jednotlivých serpinů z E. nipponicum se 

serpiny ostatních parazitů. Hlavním záměrem fylogenetického stromu bylo zjištění možné 

příbuznosti serpinů E. nipponicum s již známými antikoagulačními serpiny.  

 

 

 

 

Obr.12.  Nezakořeněný fylogenetický strom znázorňující postavení serpinů E.nipponicum 

(modře) mezi serpiny ostatních parazitů, serpiny s prokázanou antikoagulační aktivitou-

červeně (metoda maximum likelihood). 

 Organismy a jejich accession number proteinů použitých 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 (ADI60059.1), E. multilocularis (CAD12372.2). 
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5.3.3. Analýzy získaných sekvencí kódující annexiny 

 

Se sekvencemi kódující annexiny byly provedeny stejné analýzy jako u předchozích 

serpinů. Strukturálně je pro annexiny charakteristická doména, jejíž součástí je opakující 

(každých 70-80 AA) homologních motiv, který je složen z 3 AA zbytků (K-G-X-G; viz 

obr.13). U většiny annexinů v následujícím alignmentu byla prokázána antikoagulační 

aktivita. Jelikož annexinů s prokázanou inhibiční aktivitou proti koagulačním faktorům není u 

parazitických organismů mnoho, jsou zde začleněny i lidské annexiny, kde byla aktivita 

potvrzena. Na základě těchto alignmentů (ovšem s kompletními sekvencemi) byl vytvořen 

fylogenetický strom (metoda maximum likelihood), kde z  hlediska postavení patří kontigy č. 

65416g1i1 a č. 630279g1i1 mezi teoretické kandidáty s antikoagulační aktivitou. Vyskytují se 

v blízkosti annexinu z S. bovis (de la Torre-Escudero et al. 2012), u kterého byla 

antikoagulační aktivita prokázána byla a  annexinu M. sebastis, u nehož se této aktivitě zatím 

jen spekuluje, základě jiných fylogenetických studií (Choi et al. 2009) 

 

Obr. 13. Alignment 1-60 AA sekvencí annexinů E. nipponicum s ostatními organismy vč. s annexiny 

s prokázanou antikoagulační aktivitou 

 

 
ANXB2.T.solium      MNT----RSSQYDCNGPFRPTLKPNPNFDVNADVEALCKSMRCWGTDEETITKILGKRTS 

65416g1i1           -------MSHRINESGLYKATIEMTVGFSASADSETIHRALQGIGTDEKALIHVLGRRTN 

ANXS.bovis          MVSEFGITRHAFDPHGHYTPTIKPTTGFSASADAERLHRAMKGPGTDETAIINILARRTN 

67135g1i2           MKNFSDFSQHKLGYESKYTGTMKSPGNSLPSVDAERLYNALSGP-VNEDEIIDVLGKRKM 

64072g1i1           MKNAVQIGLHQLGYEHSYSGTLKTVVGSSASGDAERLFKAMKGLGTDEAELCDVLGRRTF 

67961g1i3           -MALKLFTEQQMHLTGLHKPTIFTSINFNPSVDAERLCRALMSPEVHENELISVLASRTS 

63027g1i1           -MSFPVFSFQQIGYRGLYTPTVFVDSRCQYENEATRLFKAMKGLGTNEKELIDVLGTRPS 

ANX.M.sebastis      MPGFSVFHMQQVGLNCFYEPSITAVQNFSASADAQKLKDAMKGFGTDEKTLIEVLGKRVS 

67628g12i1          -MPVKLFTEQQLHMTGIYTPTVQSSVSFNAVTEAERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNHVT 

39626g1i1           -MQRNITSLHQLAADGFYEATIYPSLGFSATVDIERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNRTL 

51242g1i1           --------MQSIKPLDAFVPTVVAKKNFNPEYEADRLKKAFKGLGTDEMEVNRVLGEITL 

ANXB2.S.mansoni     --------------MHQTGPSITFPDRISAENDAEQLHNACKGLSTDEETITKILGHRNL 

58980g1i2           -------MSALSSLVARFRGTVRPVENFNPEEDAMTLRSAFKGIGYNAKPIIEIFGRRNY 

H.microstoma        -----MTLQLQTNVWGPNRPSILPWSSFNYEQDAKDLHEAILGLESCDNKIVNILAKRTV 

60438g1i1           -----MLTLKQVYASGHANPTLRPRADFNAEEAAKGLKAAMDGVGTDEYTLINILGTCSS 

ANX13.S.japonicum   -----MSKIQIIGPNGIYQPTLKIQRNNDPNKDAEVLYEAMKGWGTNEDRIIGILGYRSS 

62895g2i2           ----------------------------------------MKGLGTDEKAIIDVLASKTS 

56172g1i1           -------MDEITLADVIYTPTVRPVVDFNPENDAECLRRAMKGLGTDEKAIISILANRSA 

ANXB3.T.solium      ------------------MATVKPFRCFNANEDAQELEKAMKGIGTDEATIIDVLANRTS 

A.aegypti           -------------MSQYYTPTVYPADPFDANEDAATLRKAMKGFGTDEKAIIEVLARRGI 

A6.C.sinensis       MGDLSAWNFAQLGYPGGYNPTLRPYPNFNPDQDCEKLRKAMKGVGTDEKAIIDVLAHRTA 

ANX2.H.sapiens      MVHEILCKLSL---EGSTYGSVKAYTNFDAERDALNIETAIKTKGVDEVTIVNILTNRSN 

ANXA1.H.sapiens     MVSEFLKQAQTV--SSKGGSAVSPYPTFNPSSDVAALHKAIMVKGVDEATIIDILTKRNN 

ANX5.H.sapiens      ---------------MVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLGTDEESILTLLTSRSN 

A3.H.sapiens        --------------MIWVRGTVRDYPDFSPSVDAEAIQKAIRGIGTDEKMLISILTERSN 

                    :  ::      
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žlutě  - opakující se doména, modře- konzervované AA, tučně a podtržené - sekvence z E. 

nipponi, cum 

Organismy s accession no. proteinů: 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), ANXA1.H.sapiens 

(CAG28612.1), ANX5 H. sapien (NP_001145.1), A3 H.sapiens (NP_005130.1) 

- kompletní alignment v příloze 4 

 

 

 

Obr.14.  Nezakořeněný fylogenetický strom znázorňující postavení annexinů E.nipponicum 

(modře) mezi annexiny ostatních parazitů; annexiny s prokázanou antikoagulační aktivitou-

červeně (metoda maximum likelihood). 
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Organismy a jejich accession number proteinů použitých 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  

 

Pomocí metody 5´ a 3´ RACE PCR se nepodařilo získat 3´ konce sekvencí č. 559 a 

585 s absencí stop kodońu, ani 5´ konec u sekvence č. 558, která jako jediná mezi Kunitz 

proteiny E. nipponicum se start/stop kodónem nemá signální sekvenci ani transmembránovou 

doménu.   

 

 

5.4.  Exprese proteinu v bakteriálním systému E. Coli 

 

 

Pro expresi rekombinantní Kunitz domény 5641 byl nejprve využit bakteriální systém 

E. coli s expresním vektorem pET28a+ (Novagen). Z cDNA (koncentrace = 933ng/µl) 

připravené z RNA dospělýh červů byl prostřednictvím PCR reakce se specifickými primery 

(5641rekdomF a 5641rekdomR) amplifikován fragment DNA o velikosti 202 bp (obr.15.).  

                                                                   

 

           
       

 Obr.15.  PCR amplifikace za použití primerů 5641rekdomF a 5641rekdomR, očekávaná velikost 

PCRproduktu 202 bp. 
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Produkt byl nejprve zaklonován do neexpresního vektoru pGEM®-T Easy a po kontrolní 

sekvenaci byl štěpen restrikčními endonukleázami NdeI a SacI (obr.16A.). Rozštěpený 

konstrukt s Kunitz doménou byl zaklonován do expresního vektoru pET28a+  a 

transformován do BL21 kompetentních buněk E. coli. 

            

                                                                     

            rozštípaný plazmid pGEM                                                                                    
                                          ↓                                                                                    
                        
       A  B 

                                                                        

                      
          

Obr.16.A. Ověření štěpení RE NdeI a SacI inzertu 

Kunitz domény (žlutý rámeček) v pGEM®-T Easy. 

 

Obr.16B. Kontrolní elektroforéza potvrzující úspěšnost Kunitz inzertu 

v jednotlivých koloniích v E.coli s T7 primery. Velikost fragmentu                                           

odpovídá Kunitz doméně (202bp) spolu s exp.vektorem (260 bp). 

 

 

 

Od bakteriální kultury narostlé v LB médiu jsme centrifugací oddělily buněčný pelet, 

vekterém jsme purifikovaly rekombinantní protein v nativních i denaturačních podmínkách. 

Pro purifikaci Kunitz domény byla použita chromatografie na Ni-NTA koloně. V případě 

denaturačních podmínek probíhala purifikace v pufru: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris·Cl, 8 

M urea, pH, zatímco v nativních podmínkách ve vzrůstající koncentraci imidazolu (50 mM 

NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10-205mM imidazole). 

Očekávaná velikost rekombinantní Kunitz domény (8 kDa) detekována nebyla. Velikost 

proteinu v denaturačních i nativních podmínkách se pohyboval v rozmezí 20-25 kDa (obr.17, 

18..) Přestože  se tato oblast vždy shodovala s profilem na nitrocelulózové membráně po 

detekci his-tag protilátkou (obr.19), potvrzení z hmotnostní spektrofotometrie izolovaných 

oblastí bylo vždy bakteriálního charakteru.  
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Obr.17. SDS-PAGE analýza jednotlivých izolačních frakcí v denaturačních podmínkách. 

Produkt o velikosti 20-25kDa (červeně) odeslán na hmotnostní spektrofotometrii. 

M – marker, W11– 1. frakce po promývacím  pufru (pH 6,3), W2- 2. frakce po promývacím 

pufru (pH 6,3) E1- frakce po eluačním pufru 1 (5,9), E2-frakce po eluačním pufru 2 (pH 5,0), 

E3-frakce po eluačním pufru 3 (pH 4,5), E4-2.frakce po eluačním pufru 3 (pH 4,5) 

 

 

Se vzorky E3 a E4 byla měřena inhibiční aktivita vůči trombinu i faktor Xa, v pH 8. Inhibiční 

schopnost schopnosti těchto vzorků prokázána nebyla. 

 

 

Graf .3. Měření inhibiční aktivity proti trombinu a faktoru Xa u vzorků E3 a E4. 
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Obr.18. SDS-PAGE analýza jednotlivých izolačních frakcí v nativních podmínkách. Velikost bandu 

je i v těchto podmínkách mezi 20-25 kDa. Produkt (červeně) odeslán na hmotnostní spektrofotometrii. 

M – marker, W1– 1. frakce po promývacím pufru (pH 6,3), W2- 2. frakce po promývacím pufru (pH 

6,3), E1- frakce po eluačním pufru 1 (pH5,9), E2-frakce po eluačním pufru 2 (pH 5,0), E3-frakce po 

eluačním pufru 3 (pH 4,5) 

Se vzorkem E3 byla měřena inhibiční aktivita vůči trombinu i faktor Xa, v pH 8. Inhibiční 

schopnost schopnosti těchto vzorků prokázána nebyla. 

 

 

Obr.19.  Detekce Kunitz domény na nitrocelulózové membráně  korespondující s velikostí 

proteinu na SDS-PAGE elektroforéze. V očekávané velikost cca 8 kDa nebyl žádný protein 

protilátkami detekován.  
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5.5. Exprese rekombinantního proteinu v Pichia pastoris 

 

Pro expresi proteinu v kvasinkách Pichia pastoris byly navrženy specifické primery 

pro celý Kunitz protein (5641FCpichia, 5641RCpichia) i samotnou doménu (5641FDpichia, 

5641RCpichia). Zvoleným expresním vektorem byl pPicz αB (Invitrogen). Na amplifikování 

DNA fragmentů PCR reakcí byla použita stejná cDNA (koncentrace = 933ng/µl) jako 

v případě exprese proteinu v bakteriální systému E. coli. Vzniklé produkty (obr.20) byly 

stejným způsobem nejdříve klonovány  do neexpresního vektoru pGEM® -T-Easy za účelem 

kontrolní sekvence. 

 

 

 

 
 

Obr.20.  PCR amplifikace 

 Kunitz doména (D) za použití primeru 5641FDpichia, 5641RCpichia – žlutý  rámeček; očekávaná 

velikost cca 210 bp. 

Celý protein (primery 5641rekdomF a 5641rekdomR), vzniklé produkty: C1 (zelený rámeček) a C2 

modrý rámeček;  očekávaná velikost fragmentu 310 bp.  

 

 

U amplifikovaných fragmentů celých proteinů C1 a C2 nebyla sekvenací prokázala 100 % 

účinnost primeru 5641FCpichia, tudíž byly další kroky s touto sekvencí pozastaveny.  

 

Kunitz doména byla z pGEM® -T-Easy vektoru po kontrole štěpena RE Not1 a Xho1, 

ligována do pPiczαB a transformována do BL21 kompetentních buněk E. coli. Ověřený 

plazmid (obr.21) byl před elektroporací do P. pastoris linearizován restrikčním enzymem 

Sac1. 
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Obr. 21. Ověření přítomnosti inzertů Kunitz domény v expresním vektoru pPiczαB.                    

Kunitz doména (D) žluté ohraničení; předpokládaná velikost spolu vektorem cca 620bp Ohraničený 

fragment byl izolován a  použit na elektroporaci. 

 

Po elektroporaci pPiczαB s Kunitz inzertem do kvasinek P. pastoris byly buňky vysety 

naYPD agarové plotny s antibiotikem (zeocin) a jednotlivé narostlé kolonie použity 

k měřeníinhibiční aktivity vůči koagulačním faktorům IIa a Xa.  

 

5.5.1. Inhibiční aktivita vybraných klonů s rekombinantní doménou z P. pastoris proti 

trombinu   

 

Testování inhibiční aktivity jednotlivých rekombinantních klonů Kunitz domény 

v expresním vektoru pPiCzαB vůči trombinu probíhala za stejných podmínek jako 

s homogenátem/ES-P E. nipponicum. Testovaným vzorkem bylo nezkoncentrované BMMH 

médium, v němž se 2 dny inkubovaly elektroporované buňky P. pastoris ve 30 °C na třepačce 

(250rpm) Buněčný pelet byl následně oddělen centrifugací. Částečná inhibiční aktivita proti 

trombinu byla prokázána u klonů D1 –D4 rekombinantní Kunitz domény.  
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Obr. 22. – Měření inhibiční aktivity jednotlivých klonů rekombinantní Kunitz domény                          

v P. pastoris  (v BMMH médiu) proti FIIa s fluorogenním substrátem VPR (Val-Pro-Arg AMC). 

V klonech D1 – D4 byla zaznamenána částečná inhibiční aktivita, v klonu D5 nikoliv.  

 

5.1.4. Inhibiční aktivita vybraných klonů s rekombinantní doménou z P. pastoris 

proti faktoru Xa 

Testování inhibiční aktivity vůči faktoru Xa bylo měřeno se stejnými klony Kunitz 

domény. Testovaným vzorkem bylo stejné  BMMH médium, v němž se 2 dny inkubovaly 

elektroporované buňky P. pastoris ve 30 °C. V tomto případě však v žádném testovaném 

vzorku nebyla prokázána významninhibiční aktivita.  

 

  

Obr.23. – Měření inhibiční aktivity jednotlivých klonů rekombinantního Kunitz domény v P. pastoris  

(v BMMH médiu) proti FXa s fluorogenním substrátem IEGR (IIe-Glu-Gly-Arg-AMC).   

 

 

K dalším charakterizacím těchto klonů bohužel kvůli degradaci materiálu nedošlo. 
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6. DISKUZE 

 
 

Biochemické analýzy s homogenátem a ES-P E. niponicum 

 

U hematofágních monogeneí čeledi Diplozoidae nebyl dosud objasněn žádný 

mechanismus inhibice hostitelské hemostázy, který je nezbytný pro všechny krevsající 

organismy. Cílem této práce proto byla charakterizace funkčních molekul, které by se mohly 

aktivně zapojovat do inhibičních procesů vůči hostitelské koagulační kaskádě.  

Tato práce byla vůbec první projekt, který se měřením inhibiční aktivity u č. 

Diplozoidae zabýval. S výběrem testovaných faktorů nám pomohl obecný fakt, že většina 

hematofágních organismů inhibuje právě trombin a fXa. Především kvůli své významné 

pozici v koagulační kaskádě patří mezi dva nejčastěji inhibované koagulační faktory 

(Ciprandi, Horn, and Termignoni 2003). Faktor Xa stojí v místě vyústění počátečních 

koagulačních fází, odkud generuje produkci trombinu, který aktivací fibrinogenu spouští 

formování sraženiny. Zdá se být velmi pravděpodobné, že zástupci č. Diplozoidae exprimují 

inhibitory serinových proteáz, působící alespoň proti jednomu z faktorů. Vyloučená však není 

ani inhibice faktorů obou (Stark et James 1996). Na základě těchto skutečností jsme otestovali 

homogenát a ESP červů u vybraných zástupců č. Diplozoidae proti trombinu a FXa. V 

konečném výsledku však nemůže s naprostou jistotou potvrdit, vůči kterým koagulačním 

faktorům je inhibiční aktivita namířena. Výsledek byly 4 negativních měření a 1 pozitivní, 

kde ovšem aktivita homogenátu E. nipponicum vykazovala až 100% inhibici trombinu a 

částečnou inhibici FXa. V případě ES-P  E. nipponicum byla detekována částečná inhibice 

trombinu i FXa. Otázkou vysvětlení může být použité množství proteinu testovaného vzorku. 

Na základě dostupných informací o již popsaných antikoagulantech u krevsajících organismů 

můžeme sice srovnat metodiku pokusů a používané množství proteinů v testech, ovšem ne 

vždy je to skloubitelné s naším modelovým organismem. Většina charakterizovaných 

inhibitorů koagulačních faktorů hematofágů pochází z organismů, kde k detekci sloužily 

slinné žlázy. Téměř u všech zástupců kmenů Eurthropoda (Diptera, Ixodida, Heteroptera) 

nebo Annelida (Hirudinea), došlo k detekci antikoagulantů prostřednictvím izolace a 

homogenizace slinných žláz (Pereira et al. 1996, Ibrahim et al. 2001, Salzet 2001, Chagas et 

al. 2011). Ve vzniklé homogenizované směsi žláz není proteinové zastoupení tak široké jako 
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v případě homogenátu celých červů. Podobnou situaci nacházíme u střevních antikoagulantů 

izolovaných např. z pijavky Theromyzon tessulatum nebo z ploštice (Heteroptera) (Pereira et 

al. 1996, Salzet a kol. 2000), kde podobně jako u slinných žláz, může dojít k poměrně snadné 

manipulaci a následné detekci inhibiční aktivity. V případě krevsajících helmintů, nelze tento 

postup aplikovat, už jen z toho důvodu, že slinné žlázy většinou nemají. V případě č. 

Diplozoidae je předpokládaná přítomnost antikoagulačních faktorů ve speciálních žlázách 

v blízkosti esofágu. Metodou vypitvání žláz, která se běžně aplikovala u zmíněných členovců, 

je z důvodu odlišné morfologie neproveditelná. Studie, s kterými č. Diplozoidae můžeme 

metodicky porovnávat je u č. Ancylostomatidae, u nichž byla charakterizována celá řada 

inhibitorů koagulačních faktorů produkována ezofageálními či cefalickými žlázami (Cappello 

et al. 1996; Jiang et al. 2011). Žádné dostupné zdroje však nemluví o izolaci samotných 

esofageálních žláz (Jiang et al. 2011). Jedna z pilotních studií identifikace inhibiční aktivity 

proti koagulačním faktorům u A. caninum také z homogenátu červů (Cappello et al. 1993). 

Nicméně k průkazu bylo použito 100 červů, s následným vstupním testovaným množstvím 

50-100ul proteinové směsi. V našem případě je homogenizace takového množství červů 

neuskutečnitelná. Především na počátku experimentů jsme se potýkali s nedostatkem 

materiálu, který nestačil pokrývat potřebné množství vzorků na probíhající experimenty. 

Navíc dle teorie o sezónním výskytu zástupců č. Diplozoidae na žábrách ryb, nedocházelo k 

častému sběru např. v zimních měsících, kde se ovšem přítomnost červů později potvrdila. 

Průměrný výtěžek z každého sběru se pak pohyboval zhruba v rozmezí 10-80 červů.   

 V případě detekce inhibiční aktivity z ESP E. nipponicum  může hrát roli nízká 

koncentrace přítomných inhibitorů. Červi pro účely našich pokusů byli sice inkubováni ihned 

po jejich odebrání z žaber, nicméně produkce antikoagulačních faktorů, se v momentě 

přerušení kontaktu s hostitelskou krví může rapidně snížena, ne-li úplně přerušit. Další možný 

problém je, že ne byli červi po odebrání z žaber v takové kondici, aby byli schopni plivat 

dostatečné množství proteinů po celou dobu inkubace.  

    

Transkriptomové analýzy 

Další metoda k charakterizaci inhibitorů serinových proteáz vycházela z dat 

transkriptomových projektů u E. nipponiocum. Obecně lze o skupině Monogeneí říci, že 

z hlediska funkčních molekul patří poměrně k neprobádaným parazitům. Zvlášť pokud 

srovnáme dostupně informace s ostatními ploštěnci. U řady zástupců kmene Platyhelminthes 

jsou k dispozici údaje celých genomů. Projekty tohoto typu jsou směrovány převážně na 
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významné lidské parazity, jako jsou Schistosoma mansoni nebo S. japonicum. Nalezneme 

ovšem i další analýzy, které se zabývaly identifikací funkčních molekul např. u motolice 

Clonorchis sinensis (Wang et al. 2011) či tasemnice Taenia solium (Tsai et al. 2013). Až 

v relativně nedávné době se rozběhly projekty na zástupcích tř. Monogena. V roce 2014 to byl 

např. osekvenovaný genom Gyrodactylus salaris, jehož velikost se srovnatelná 

s genomickými informacemi některých tasemnic (Hahn et al. 2014). Transkriptomový projekt 

E.nipponicum, z kterého jsme v této práci vycházeli byl vůbec první funkční analýzou této 

čeledi. Kvalita dat bohužel nebyla taková, jaká se očekávala. Ze slibovaného 1 milionu čtení 

bylo získáno pouze 324 941 čtení, poskládaných do 6910 kontigů (Jedličková, 2013). 

V současné době už jsou k dispozici data z re-sekvenace, ze kterých bylo získáno podstatně 

více, necelých 200 000 kontigů. Pro charakterizace možných inhibitorů serinových proteáz 

byly z transkriptomových dat vyčleněny kódující sekvence 3 proteinových typů: annexiny, 

serpiny a Kunitz proteiny. Získané data z obou transkriptomových projektu byla mezi sebou 

porovnána a následně byly vyřazeny identické, opakující se sekvence. S konečných počtem 

zhruba 50 sekvencí byly provedeny nejprve základní analýzy, detekující kompletnost kontigů, 

přítomnost signálního peptidu či transmembránové domény. Následovaly strukturní studie pro 

každou skupinu potencionálních inhibitorů koagulačních faktorů zvlášť.   

Po prodělaných analýzách sekvencí kódující annexiny E. nipponicum s databází 

NCBI, byla predikována nejvyšší identitra (%) annexinů tří organismů - Microcotyle sebatis, 

Schistosoma japonicum a Clonorchis. sinensis. Zatímco annexiny obecně u schistosom patří 

mezi hojně se vyskytující proteiny v tegmentu, kde chrání červa proti působením imunitního 

systému hostitele (Hofmann et al. 2010), u M. sebastis a C. clonorchis se o funkci stále jen 

spekuluje (He et al. 2014; Choi et al. 2009). Identifikovaný annexin z M. sebastis však 

prezentuje dosud jediný popsaný protein tohoto typu v rámci celé tř. Monogenea. 

Fylogenetickými analýzami byla prokázána shoda s annexiny schistosom a tasemnice T. 

solium (Choi et al. 2009), kde pouze v případě T. solium byly charakterizovány annexiny 

několik typů annexinů (B1, B2 a B3) zapojující se do antikoagulačních mechanismů. Tento 

vztah může vypovídat o potencionální antikoagulační aktivitě annexinu u M. sebastis, který 

mino jiné vykazuje vysokou % identitu i s annexinem E. nipponicum (č. 63027).  

K nejméně zastoupeným skupinám inhibitorů serinových proteáz z transktiptomových 

projektů patří serpiny. Bylo zíslkáno pouze 5 sekvencí kódující serpiny. Ačkoliv se tato 

proteinová skupina řadí mezi významné inhibitory serinových proteáz, u většiny helmintů je 

jejich tendence inhibovat koagulačních faktorů nízká. Spíše než působení na koagulační 
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kaskádu se zapojují procesů do inhibice trávicích enzymů (Molehin, Gobert, et McManus, 

2012). Antikoagulační serpiny nacházíme např. v rámci Diptera u komárů Aedes sp. (Stark et 

James 1998). Významnou skupinu inhibitorů serinových proteáz, která je od serpinů 

odvozená tvoří smalpiny. Patří ke skupině s vysokým zastoupením antikoagulačních faktorů u 

krevsajících  helmintů. Jsou to malé proteiny okolo 100 AA, které charakterizují hlavní 

skupinu antikoagulantů u ancylostom a pijavek (Zang et Maizels 2001). Z transkriptomových 

dat E. nipponicum jsme nezískaly žádné proteiny řadící se k této proteinové skupině.  

Další studovanou skupinou byly proteiny Kunitz typu. Prostřednictvím specifické Kunitz 

domény, která je tvořena třemi disulfidickými můstky a vysoce konzervovanými 

aminokyselinami ve specifických místech reaktivní smyčky, můžeme začlenění jednotlivé 

proteiny do bližších skupin inhibitorů. Je známo, že v P1 pozici trypsin-like inhibitorů je 

přítomen arginin (R) či lysin (K), u chymotrypsin-like inhibitorů je pro tuto pozici 

charakteristický leucin (L) nebo methionin (M). Přestože většina popsaných antikoagulantů 

Kunitz typu z krevsajících organismů obsahuje v P1 pozici Arg, existuje i řada výjimek, kde 

je AA v P1 pozici zcela netypická a přesto k inhibici koagulačních faktorů dochází. Příkladem 

může být antikoagulant ornithodorin z klíšťáka druhu Ornithodoros moubata, který má ve své 

P1 pozici aminokyselinu alanin (van de Locht et al. 1996). Vysoká variabilita aminokyselin 

v P1 se vyskytuje u tzv. toxinů Kunitz typu, fungující jako blokátory iontových kanálů. Pokud 

bychom měli shrnout situaci u Kunitz proteinů E. nipponicum, většina inhibitorů spadá mezi 

trypsin-like inhibitory, což může naznačovat zapojení funkce do antihemostatických dějů. 

Pouze u třech sekvencí z 15 jsme identifikovaly jiné AA, než jsou pro trypsin-like inhibitory 

typické. Největší zastoupení Kunitz - antikoagulačních faktorů nalezneme u klíšťat a klíšťáků 

(Ranasinghe et McManus 2013), kde k nejčastěji inhibovaným faktorům patří trombin.  

Popsané jsou nicméně i faktory inhibující FXa a komplex VII/TF (Francischetti et al. 2002).   

Exprese rekombinantní Kunitz domény v bakteriálním systému E. coli  

Na základě transkriptomových analýz jsme si k expresi rekombinantního proteinu vybraly 

Kunitz inhibitory. Mimo to, že Kunitz inhibitory patří mezi významné antikoagulanty u 

klíšťat a klíšťákům přispívá k tomu i skutečnost podobného mechanismu trávení krve klíšťat a 

třídy Monogenea. Exprese rekombinantního proteinu byla prováděna pouze na  Kunitz 

doméně, která odpovídá za mechanismus inhibice tím, že svou reaktivní smyčku s vysoce 

konzervovanými AA váže do aktivních míst proteáz (Ranasinghe et McManus 2013). Zcela 
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běžně se dnes exprimuje v rekombinantní podobě pouze samotná doména (Clauss et al. 2011; 

Ranasinghe et al. 2015). Celkové velikost domény se pohybuje v rozmezí 50-60 AA tedy s 

velmi nízkou molekulovou hmotností – 6 kDa.  

  Bakteriální expresní systému E. coli byl zvolen pro jednoduchost a vysoký výtěžek. 

Celá příprava rekombinantní domény probíhala dle tradičního postupu bez větších problémů. 

Nejasnosti se vyskytly až v momentě purifikace rekombinantní domény z inkluzních tělísek.  

Námi očekávaný produkt o velikosti cca 8 kDa (spolu s his-tagem) jsme nedetekovali. 

Velikost rekombinantního proteinu se vždy pohybovala v rozmezí 20-25 kDa. Exprese 

rekombinantí domény proběhla dohromady s třemi různými primery. První pokusy probíhaly 

s primery, jejichž součástí nebyla histidinová kotva. Na základě nespolehlivosti histag značení 

na nitrocelulózové  membráně, byly navrženy primery nové, jejichž součást již histidinová 

kotva byla. Poslední námi navržené primery se lišily od předchozích přítomností rezervních 

nukleotidů z každé strany domény, pro případné nepřesnosti translace, které by mohla ovlivnit 

výslednou strukturu i aktivitu produktu, jelikož ysoce konzervované cysteiny zajišťují 

stabilizace celé domény (Macedo et al. 2007). Další možností bylo purifikovat protein v 

odlišném prostředí (redukujícím i nativním) či v přítomnosti zvyšující se koncentrace 

redukčního činidla (DTT-dithiothreitol), ovšem zcela bez efektu. 

Jedno z vysvětlení vysoké hmotnosti produktu odkazuje na přítomnost tří 

disulfidických můstků v Kunitz doméně. Redukující pufr, který slouží k rozvolnění můstků, 

nemusí tuto na cysteiny bohatou doménu 100% rozvolnit. Částečné rozvolněná struktura 

spolu může tvořit oligomery obtížněji prostupující polyakrylamidovým gelem. Ovlivnit 

velikost výsledného produktu mohla ve výsledku i histidinová kotva, která je v poměru 

s Kunitz doménou (6 kDa) relativně veliká (2 kDa).  

Existuje však i případy, kdy námi navržený stop kodón je translačním aparátem E. coli 

nerozpoznán a translace proteinu tak pokračuje dále. Při translaci může docházet k nahrazení 

stop kodónu TGA za TAA či TAG (Sorensen et al.1989,  González et al. 2003). Námi 

navržené primery pro tvorbu rekombinací domény v E. coli stop kodón TGA obsahovaly.  

Další použitý expresní systém byl eukaryotický kvasinkový systém Pichia pastoris. 

Výhody oproti  E. coli jsou především ve způsobu sekrece rekombinačního proteinu. 

Kvasinky jsou schopny produkovat protein do růstového média, ve kterém dochází 

k následné purifikaci proteinu snazší cestou než v případě purifikace z inkluzních tělísek E. 
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coli. Ač se zdála exprese Kunitz domény v tomto expresním systému (viz kap.5.5) z důvodu 

degradace a kontaminace materiálu nebylo možné v rámci této práce expresi dokončit.   

 

 

Závěr 

Inhibiční aktivita u zástupců č. Diplozoidae byla potvrzena jednou z pěti měření. 

Nelze proto s jistotou tvrdit, který koagulační faktor č. Diplozoidae inhibuje. Výsledky 

pozitivního měření však naznačují, že by se mohlo jednat o inhibici trombinu i FXa. Při 

zvýšeném použitém množství proteinu v homogenátu jsme detekovali inhibiční aktivitu proti 

trombinu a částečnou inhibici FXa, v případě ESP částečnou inhibici obou faktorů.  

Z transkriptomových projektů E. nipponicum jsme analyzovaly tři proteinové rodiny 

serinových proteáz  - annexiny, serpiny a Kunitz proteiny, které by mohly být teoretickými 

kandidáty Na inhibitory serinových proteáz zapojeny do mechanismů. Příprava 

rekombinantních proteinů vybrané Kunitz proteinové rodiny se však nezdařila.  
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Příloha 1. - Kompletní sekvence Kunitz-type proteinů E. nipponicum 
 

– tučným písmem je vyznačen START a STOP kodon, 

- žlutě jsou označené Kunitz domény s konzervovanými AA (P1, P1´ a P18) 

 

 

 

1) kontig 6019 
 

 
1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

ATGgtcaataattttaatttatttacggcattgattgtcttggttgtagctgcgctttggatt 

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

 

tccaaggcaactgcaagtccactatcatcttgtcaactgccccaaattgtcggtatgtgcaga 

S  K  A  T  A  S  P  L  S  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  E  F  I  Y  G  G  C 

     

ggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtgctttaaa 

G  E  M  Q  T  I  F  R  R  K  R  N A  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 
 

 
1 

 

 

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 

 

cgccttggtgagccaatgagtggtgatgaacctaaaatgcgtcttggtcagccaatgatgggt 

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

 

ggagcacataaatttcttcttggagatcaaatgagtggtgaagtacctaaatttcttcttgat 

G  A  H  K  F  L  L  G  D  Q  M  S  G  E  V  P  K  F  L  L  D 

     

ggtcaaacaactgcaagtccactatcaacttgtcaactgcccaaaatggtcggtatgtgcaaa 

G  Q  T  T  A  S  P  L  S  T  C  Q  L  P  K  M  V  G  M  C  K   

     

gcgagttttcctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggctgt 

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

     

gggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtgcttTAA 

G  G  N  A  N  N  F  Q  T  K  A  E  C  E  S  T  C  P  V  L  * 

 

                                                            375   
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3) kontig 60883 
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63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 
 

315 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

504 

 

 
ATGgcgggtaatttgtatttatctgcagcattgattttctttatcgttactgtgatttggatt 

M  A  G  N  L  Y  L  S  A  A  L  I  F  F  I  V  T  V  I  W  I   

 

gccgaagctcgcattgtgtttaggagaaggcaagaatctcagaccgatagttctttactccca 

A  E  A  R  I  V  F  R  R  R  Q  E  S  Q  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 

     

atatcatgggattcaatcatggatggaggcaaacccaggggaaatttttcggtaaaagaagtg 

I  S  W  D  S  I  M  D  G  G  K  P  R  G  N  F  S  V  K  E  V 

     

gctgattggctcaatttacttctcaaaatgccgacaacaccatcagcagtgacgactgtatcc 

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

     

ccgaataattggacaagtacaagtccaataactatatgtgaaatgcccttggataatggtctt 

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  P  R  Y  Y  F  N  G  T  Q  C  L  Q  F  D  Y  N   

     

ggctgtggtggaaatgcaaacaatttcatttcaatatcagaatgcaattcaacctgtttaaca 

G  C  G  G  N  A  N  N  F  I  S  I  S  E  C  N  S  T  C  L  T 

  

aatTAA     

N  *   570 

 

 

 

4) kontig 60782(g1-i1) 
 

 

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

  

ATGtttagttgccctttccttgtgttgctaattgttgctgcaatatgtgttattggtggatta 

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

 

attgctggatttggtctaaatcaacaaacaatttcgacgtcgacgtacgagtttgggctacgt 

I  A  G  F  G  L  N  Q  Q  T  I  S  T  S  T  Y  E  F  G  L  R 

     

actaactgcagtttgcctccagacactgggccgtgcaaagcgtatttaaaaaggtactacttc 

T  N  C  S  L  P  P  D  T  G  P  C  K  A  Y  L  K  R  Y  Y  F   

    

aacggtaaagactgcaatcttttcgtttacggcggttgctggggtaacgcgaacaacttctta 

N  G  K  D  C  N  L  F  V  Y  G  G  C  W  G  N  A  N  N  F  L 

     

gacattcaggattgtcagcaaacgtgcatggcactgaaagcaaatgatTAG 

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

 

 

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

  

ATGtttagttgccctttccttgtgttgctaattgttgctgcaatatgtgttattggtggatta 

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

    

attgctggatttggtctaaatcaacaaacaatttcgaggataccagtcagctgctttttgcct 

I  A  G  F  G  L  N  Q  Q  T  I  S  R  I  P  V  S  C  F  L  P 

    

ccaaacagtgggtcatgcgaagcaaatatcaatcgtttctattttaatggagtagactgcgaa 

P  N  S  G  S  C  E  A  N  I  N  R  F  Y  F  N  G  V  D  C  E   

    

tcttttatttacggcggttgcctgggtaacgaaaacaactttaaaaccatcgaagagtgttgg 

S  F  I  Y  G  G  C  L  G  N  E  N  N  F  K  T  I  E  E  C  W   

 

aaaacttgcaaggcgacgaaagaagatgcgtcgacgtatgagtttgggctacgtactaactgc 

K  T  C  K  A  T  K  E  D  A  S  T  Y  E  F  G  L  R  T  N  C 

 

agtttgcctccagacactgggccgtgcaaagcgtatttaaaaaggtactacttcaacggtaaa 

S  L  P  P  D  T  G  P  C  K  A  Y  L  K  R  Y  Y  F  N  G  K   

 

gactgcaatcttttcgtttacggcggttgctggggtaacgcgaacaacttcttagacattcag 

D  C  N  L  F  V  Y  G  G  C  W  G  N  A  N  N  F  L  D  I  Q 

     

gattgtcagcaaacgtgcatggcactgaaagcaaatgatTAG 

D  C  Q  Q  T  C  M  A  L  K  A  N  D  *   480 

    

 

 

 

 

6) kontig 60782 (g1-i3) 
 

 
1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 
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378 

 

 

  
ATGtttagttgccctttccttgtgttgctaattgttgctgcaatatgtgttattggtggatta 

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

      

attgctggatttgggataccagtcagctgctttttgcctccaaacagtgggtcatgcgaagca 

I  A  G  F  G  I  P  V  S  C  F  L  P  P  N  S  G  S  C  E  A   

 

aatatcaatcgtttctattttaatggagtagactgcgaatcttttatttacggcggttgcctg 

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

         

ggtaacgaaaacaactttaaaaccatcgaagagtgttggaaaacttgcaaggcgacgaaagaa 

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

    

gatgcgtcgacgtatgagtttgggctacgtactaactgcagtttgcctccagacactgggccg 

D  A  S  T  Y  E  F  G  L  R  T  N  C  S  L  P  P  D  T  G  P 

   

tgcaaagcgtatttaaaaaggtactacttcaacggtaaagactgcaatcttttcgtttacggc 

C  K  A  Y  L  K  R  Y  Y  F  N  G  K  D  C  N  L  F  V  Y  G   

    

ggttgctggggtaacgcgaacaacttcttagacattcaggattgtcagcaaacgtgcatggca 

G  C  W  G  N  A  N  N  F  L  D  I  Q  D  C  Q  Q  T  C  M  A 
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441 

 

ctgaaagcaaatgatTAG 

L  K  A  N  D  *   456 

      

 

 

 

 

 

 

7) kontig 62677 (g1-i2) 
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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  Q  Q  N  E  H  Q  Y  Y  G  L  P  A  L  C  T  L   

     

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcaatcgtttctactttgacggaaaagaatgc 

P  A  E  V  G  S  C  R  A  H  V  N  R  F  Y  F  D  G  K  E  C   

     

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgcaaacaacttcgaagacatcgaagattgt 

K  S  F  V  Y  G  G  C  D  G  N  A  N  N  F  E  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   

     

cctcaagaatctggtccttgcctagcttatttcgttaggttcttctataatggagaagattgc 

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

    

gaaaactttgttttcggcggttgtatgggtaacgcgaacaactttaaaacaatagaagattgc 

E  N  F  V  F  G  G  C  M  G  N  A  N  N  F  K  T  I  E  D  C   

     

cgaaaaacctgcaaggtggtgaaaccagctcgagtcaggccttcaaattcaggactacctgtc 

R  K  T  C  K  V  V  K  P  A  R  V  R  P  S  N  S  G  L  P  V   

     

agctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcactcgtttctactttaac 

S  C  N  M  P  A  E  I  G  P  C  K  A  S  F  T  R  F  Y  F  N 

     

ggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgcatgggtaacgcgaacaacttcaaaacc 

G  E  D  C  E  N  F  V  Y  G  G  C  M  G  N  A  N  N  F  K  T   

     

atcgaagattgtcggaaaatctgcaaggcggtgaaatcaaatggaatacctgccagatgctct 

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

     

ttgccggctgaaactggaccttgcagagcacatgtcagaagttactactttaacggtgaagac 

L  P  A E  T  G  P  C  R  A  H  V  R  S  Y  Y  F  N  G  E  D   

     

tgtgaaaactttgtttacggcggttgcatgggtaatgcgaacagatttgagaccattgatgag 

C  E  N  F  V  Y  G  G  C  M  G  N  A  N  R  F  E  T  I  D  E   

     

tgtcgtaaaacctgcaagctggtgaaaacagaaaatTAG 

C  R  K  T  C  K  L  V  K  T  E  N  *   918 
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8) kontig 62677 (g1-i3) 
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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  Q  Q  N  E  H  Q  Y  Y  G  L  P  A  L  C  T  L   

     

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcaatcgtttctactttgacggaaaagaatgc   

P  A  E  V  G  S  C  R  A  H  V  N  R  F  Y  F  D  G  K  E  C 

         

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgcaaacaacttcgaagacatcgaagattgt 

K  S  F  V  Y  G  G  C  D  G  N  A  N  N  F  E  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   

     

cctcaagaatctggtccttgcctagcttatttcgttaggttcttctataatggagaagattgc 

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

     

gaaaactttgttttcggcggttgtatgggtaacgcgaacaactttaaaacaatagaagattgc 

E  N  F  V  F  G  G  C  M  G  N  A  N  N  F  K  T  I  E  D  C   

     

cgaaaaacctgcaaggtggtgaaaccagctcgagtcaggccttcaaattcaggactacctgtc 

R  K  T  C  K  V  V  K  P  A  R  V  R  P  S  N  S  G  L  P  V   

     

agctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcactcgtttctactttaac 

S  C  N  M  P  A  E  I  G  P  C  K  A  S  F  T  R  F  Y  F  N 

     

ggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgcatgggtaacgcgaacaacttcgaaaca 

G  E  D  C  E  N  F  V  Y  G  G  C  M  G  N  A  N  N  F  E  T   

     

atcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaagcagacgggaaatctgtcaaatgtaat 

I  E  E  C  R  T  T  C  K  A  M  K  A  D  G  K  S  V  K  C  N   

     

atgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtcaatcgcttcttctttaacggagaagac 

M  P  A  D  I  G  P  C  R  A  H  V  N  R  F  F  F  N  G  E  D   

     

tgcgaacactttgtttacggcggttgcctgggtaatgcgaacaacttcaaaaccatcgaagat 

C  E  H  F  V  Y  G  G  C  L  G  N  A  N  N  F  K  T  I  E  D 

     

tgtcaaaacacctgcaaggcggtaaaagcagaggatTAG 

C  Q  N  T  C  K  A  V  K  A  E  D  *   918 
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9) kontig 68750 (g2-i3) 
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ATGggcagtaagttaatcttatctacggcactccttgccatggctgtagctacgctttggata 

M  G  S  K  L  I  L  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  C  Q  L  P  K  M  V  G  M  C  R   

      

gcgagttttcctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggctgt 

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

    

gggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcagcctgtccagtgcttTAA 

G  G  N  A  N  N  F  Q  T  K  A  E  C  E  S  A  C  P  V  L  * 

 

                                                            249 

 

10) kontig 62677 (g1-i7) 
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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  Q  Q  N  E  H  Q  Y  Y  G  L  P  A  L  C  T  L   

      

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcaatcgtttctactttgacggaaaagaatgc 

P  A  E  V  G  S  C  R  A  H  V  N  R  F  Y  F  D  G  K  E  C   

     

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgggaacaacttcaaaaccatcaaagaatgt 

K  S  F  V  Y  G  G  C  D  G  N  G  N  N  F  K  T  I  K  E  C   

     

cgaaaaacctgcaaggcgataaaagcagttgctcgagtcaggccttcaaattcaggactacct 

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

     

gtcagctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcactcgtttctacttt 

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  C  E  N  F  V  Y  G  G  C  M  G  N  A  N  N  F  E   

     

acaatcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaagcagacgggaaatctgtcaaatgt 

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

      

aatatgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtcaatcgcttcttctttaacggagaa 

N  M  P  A  D  I  G  P  C  R  A  H  V  N  R  F  F  F  N  G  E   

     

gactgcgaacactttgtttacggcggttgcctgggtaatgcgaacaacttcaaaaccatcgaa 

D  C  E  H  F  V  Y  G  G  C  L  G  N  A  N  N  F  K  T  I  E 

      

gattgtcaaaacacctgcaaggcggtaaaagcagaggatTAG     

D  C  Q  N  T  C  K  A  V  K  A  E  D  *   669 
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11) kontig 5995 
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ATGgccaataattttaatttatttacggcattggttatcttggttgtagctgtgctatggatt 

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

 

accgaggcctgcttgatgatgaacggaaatgtagaaattgattccgtaacgaaagcagccaca 

T  E  A  C  L  M  M  N  G  N  V  E  I  D  S  V  T  K  A  A  T   

      

agtccactatcaatttgtcaactacccaaagcagtcggtatgtgcctagctagttttcctcga 

S  P  L  S  I  C  Q  L  P  K  A  V  G  M  C  L  A  S  F  P  R 

 

tactattttgatgggaaaaaatgcacacaattcatttatggaggctgtgggggaaatgcaaac 

Y  Y  F  D  G  K  K  C  T  Q  F  I  Y  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) 
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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  Q  Q  N  E  H  Q  Y  Y  G  L  P  A  L  C  T  L 

     

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcgatcgtttttactttgacggaaaagaatgc 

P  A  E  V  G  S  C  R  A  H  V  D  R  F  Y  F  D  G  K  E  C   

         

aagagctttgtttacggcggttgcgatggtaacacgaacaacttcgaaaacctcgaagattgt 

K  S  F  V  Y  G  G  C  D  G  N  T  N  N  F  E  N  L  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 

      

aggccttcaaattcaggactacctgtcagctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaa 

R  P  S  N  S  G  L  P  V  S  C  N  M  P  A  E  I  G  P  C  K   

     

gcaagtttcactcgtttctactttaacggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgc 

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

     

atgggtaacgcgaacaacttcgaaacaatcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaa 

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

  

gcagacgggaaatctgtcaaatgtaatatgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtc 

A  D  G  K  S  V  K  C  N  M  P  A  D  I  G  P  C  R  A  H  V   
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630 

 

 

 

 

     

aatcgcttcttctttaacggagaagactgcgaacactttgtttacggcggttgcctgggtaat 

N  R  F  F  F  N  G  E  D  C  E  H  F  V  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) 
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ATGgtcaataattttaatttatttacggcattgattgtcttggttgtagctgcgctttggatt 

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

      

tccgaggcaactgcaagtccactatcaacttgtcaactgccccaaatggtcggtatgtgcaga 

S  E  A  T  A  S  P  L  S  T  C  Q  L  P  Q  M  V  G  M  C  R   

     

gcgagttttcctcgattctattttgatgggaaaaaatgcacagaattcatttatggaggctgt 

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

     

gggggaaatgcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcagcctgtccagtgcttTAA 

G  G  N  A  N  N  F  Q  T  K  A  E  C  E  S  A  C  P  V  L  * 

      

                                                            249 

 

 

 

 

 

14) kontig 62677 (g1-i9) 
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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  Q  Q  N  E  H  Q  Y  Y  G  L  P  A  L  C  T  L 

      

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcgatcgtttttactttgacggaaaagaatgc 

P  A  E  V  G  S  C  R  A  H  V  D  R  F  Y  F  D  G  K  E  C   

    

aagagctttgtttacggcggttgcgatggtaacacgaacaacttcgaaaacctcgaagattgt 

K  S  F  V  Y  G  G  C  D  G  N  T  N  N  F  E  N  L  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 

     

gccagatgcaatttgcctcaagaatctggtccttgcctagcttatttcgttaggttcttctat 

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

     

aatggagaagattgcgaaaactttgttttcggcggttgtatgggtaacgcgaacaactttaaa 
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N  G  E  D  C  E  N  F  V  F  G  G  C  M  G  N  A  N  N  F  K   

     

acaatagaagattgccgaaaaacctgcaaggtggtgaaaccagctcgagtcaggccttcaaat 

T  I  E  D  C  R  K  T  C  K  V  V  K  P  A  R  V  R  P  S  N   

      

tcaggactacctgtcagctgtaatatgcctgcagaaattgggccttgcaaagcaagtttcact 

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

     

cgtttctactttaacggggaagattgcgaaaactttgtatacggcggttgcatgggtaacgcg 

R  F  Y  F  N  G  E  D  C  E  N  F  V  Y  G  G  C  M  G  N  A 

      

aacaacttcgaaacaatcgaagaatgtcgaacaacctgcaaggcgatgaaagcagacgggaaa 

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

     

tctgtcaaatgtaatatgcctgcagacattgggccttgcagagcacatgtcaatcgcttcttc 

S  V  K  C  N  M  P  A  D  I  G  P  C  R  A  H  V  N  R  F  F   

     

tttaacggagaagactgcgaacactttgtttacggcggttgcctgggtaatgcgaacaacttc 

F  N  G  E  D  C  E  H  F  V  Y  G  G  C  L  G  N  A  N  N  F   

     

aaaaccatcgaagattgtcaaaacacctgcaaggcggtaaaagcagaggatTAG 

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

    

 

 

 
 

15) kontig 62677 (g1-i8) 
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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  Q  Q  N  E  H  Q  Y  Y  G  L  P  A  L  C  T  L   

     

cccgcggaagttgggtcttgcagagcacatgtcaatcgtttctactttgacggaaaagaatgc 

P  A  E  V  G  S  C  R  A  H  V  N  R  F  Y  F  D  G  K  E  C   

     

aaaagctttgtttacggcggttgcgatggaaacgggaacaacttcaaaaccatcaaagaatgt 

K  S  F  V  Y  G  G  C  D  G  N  G  N  N  F  K  T  I  K  E  C   

     

cgaaaaacctgcaaggcggtgaaagcaaatggattacctggcagttgcaatttgcctgcagat 

R  K  T  C  K  A  V  K  A  N  G  L  P  G  S  C  N  L  P  A  D 

   

attgggccatgcagagcatatacgaaacgattctactttaacggaaaccactgcgaaaacttt 

I  G  P  C  R  A  Y  T  K  R  F  Y  F  N  G  N  H  C  E  N  F   

     

atatacggcggttgcatgggtaacgcgaacaacttcaaaaccatcgaagattgtcggaaaatc 

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

     

tgcaaggcggtgaaatcaaatggaatacctgccagatgctctttgccggctgaaactggacct 

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

      

tgcagagcacatgtcagaagttactactttaacggtgaagactgtgaaaactttgtttacggc 

C  R  A  H  V  R  S  Y  Y  F  N  G  E  D  C  E  N  F  V  Y  G 



85 

 

 

 

567 

 

 

630 

     

ggttgcatgggtaatgcgaacagatttgagaccattgatgagtgtcgtaaaacctgcaagctg 

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

      

gtgaaaacagaaaatTAG      

V  K  T  E  N  *   645 

 

 

 

 

 

16/ kontig  5641 

 

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

 5641 

 
ATGggcagtaagttaatcttatctatggcactccttgccatggctgtagctacgctttggata 

M  G  S  K  L  I  L  S  M  A  L  L  A  M  A  V  A  T  L  W  I   

 

gccgaagtgagtggtggagtaccgaaatttcattctggtggtcaaatgagtggtggagcacat 

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

 

aaatttcttcttggaggtcaaatgagtggtgaagtaccgaaatttcttcttgatggccaaaca 

K  F  L  L  G  G  Q  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  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  Y  G  G  C  G  G  N 

 

gcaaacaattttcagacgaaagcggaatgcgagtcaacctgtccagtggttTAA   

A  N  N  F  Q  T  K  A  E  C  E  S  T  C  P  V  V  *    366 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 

 

 

Příloha 2 - Kompletní sekvence annexinů z transkriptomů E. nipponicum 
 

– tučným písmem je vyznačen START a STOP kodón, 

- žlutě  a tučně jsou označené motivy typické pro annexiny 

 
 

 

1) kontig 39626 

 

 

1 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

504 

 

ATGcagcgcaatataacatctcttcatcaattggcagcagatggtttttacgaggcgacgata 

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

    

tatccgagtttaggattttctgcgacagttgatatcgagaggctctacaaggctatgaaagga 

Y  P  S  L  G  F  S  A  T  V  D  I  E  R  L  Y  K  A  M  K  G   

     

ctcggaacaaatgaaaaagagctcattgccgtactaggaaatcggacattaactgaacgtttc 

L  G  T  N  E  K  E  L  I  A  V  L  G  N  R  T  L  T  E  R  F   

 

gagataaaggaactttatcacgtgaaatacggaaagacattgcgagacgcaatcagaagcgag 

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

     

acgagtggagattttcgtgatcttttagagatgctgctgttggagccagcacatgtggatgcc 

T  S  G  D  F  R  D  L  L  E  M  L  L  L  E  P  A  H  V  D  A  

 

ataggattgcaacgcgctcttaagtggtcgaagaacaaacagagaggcatcaaccaactactt 

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

     

ttgggaaaaaccaacatggagatgatgtcgttggaaaaatactatcatgaattacttcgacaa 

L  G  K  T  N  M  E  M  M  S  L  E  K  Y  Y  H  E  L  L  R  Q 

 

aacaagaaagatgtaggaagaagtcttccgttggatttaatggctgtaagtgacggcttctat 

N  K  K  D  V  G  R  S  L  P  L  D  L  M  A  V  S  D  G  F  Y 

 



87 

 

 

 

 

567 

 

 

630 

 

 

693 

 

 

756 

 

 

819 

 

 

882 

 

 

948 

 

 

1056 

gaaaagtcgcttatgttaattatggagaagcgcaaagatcaacttacggacgaggagtgtcgt 

E  K  S  L  M  L  I  M  E  K  R  K  D  Q  L  T  D  E  E  C  R 

 

agagcaatgcacaatggagttcaaagtgtacttaatgttgaaaaagctcgaaaagatgtaaaa 

R  A  M  H  N  G  V  Q  S  V  L  N  V  E  K  A  R  K  D  V  K 

     

gatctattcaaaagtacagccgcgcaagtgggagcagatgaggcaacagtgatgcaaatttta 

D  L  F  K  S  T  A  A  Q  V  G  A  D  E  A  T  V  M  Q  I  L   

     

tgccgacgacacgagtgggatattcaactgatctgtcggctatatcaggagatgaattctgtt 

C  R  R  H  E  W  D  I  Q  L  I  C  R  L  Y  Q  E  M  N  S  V 

 

cagctgtacgacacactggatgctgagttgcatggaacatttagagacttctgtcttgatgca 

Q  L  Y  D  T  L  D  A  E  L  H  G  T  F  R  D  F  C  L  D  A     

 

ctagagtatagcacggagaggccgttatattatgcgagattgctacgccaaacaacaattgga 

L  E  Y  S  T  E  R  P  L  Y  Y  A  R  L  L  R  Q  T  T  I  G   

 

ttgggcacaaaagatcatacattaatgcgtcttcttgtaaatcgggcagagattgatctcggc 

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

     

agcataatgaaggcatatcaaacagagtatggtcaaacattgattgaggctatttccagtgac 

S  I  M  K  A  Y  Q  T  E  Y  G  Q  T  L  I E  A  I  S  S  D 

     

acatctggtgattataagaagctcctactcactatctgcggggtaTAA 

 

T  S  G  D  Y  K  K  L  L  L  T  I  C  G  V  * 
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2) kontig 51242 

 

 

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

504 

 

 

 

 

ATGtcaatgcaatctatcaaacccttggatgcgtttgttccaactgtcgtagcgaagaagaac 

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

      

atggaagtgaatagagttctcggtgaaatcacactggaccaacgtcacgatattgcagattta 

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

 

tacttacagaagtataaaaagccattggatgaagaactgaaatccgagctgtccggggactac 

Y  L  Q  K  Y  K  K  P  L  D  E  E  L  K  S  E  L  S  G  D  Y 

     

tacatgctagtggaaggacttctgttaaatcctatagagttgttagccagagacctttttgtg 

Y  M  L  V  E  G  L  L  L  N  P  I  E  L  L  A  R  D  L  F  V 

     

gcgctgcgcaagtcaaaaccgaatcctgctatactgaacgaaataattggctgtgctaacaac 

A  L  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  Q  M  A  Y  S  M  I  D  R  K  R  S  L  E  D 

 

gcaatagcctccagttttaaaggtgattacaacacgctaatgcaggctctactcactcggtgt 

A  I  A  S  S  F  K  G  D  Y  N  T  L  M  Q  A  L  L  T  R  C   

     

cgacaagatgatgatccagaaaaagtgaagcttgcgttcgagacaatggatctgaggatactg 

R  Q  D  D  D  P  E  K  V  K  L  A  F  E  T  M  D  L  R  I  L   

     

gtgaacatgaatcaactgcagaacgatgttgccaaactaacaaaggcgcttactggaacctta 

V  N  M  N  Q  L  Q  N  D  V  A  K  L  T  K  A  L  T  G  T  L  

 

gatgcacaaacgttgatcaacattcttacaacgcgtagcaaacacaccgttcgtggcatttgt 

D  A  Q  T  L  I  N  I  L  T  T  R  S  K  H  T  V  R  G  I  C   

     

gaactcttccagaatgacaacaaaattcatttggtcgactgtatcacagaaaatgtcccggaa 

E  L  F  Q  N  D  N  K  I  H  L  V  D  C  I  T  E  N  V  P  E   

 

ccattgcgaagtggcctaaataccgtagtcatgggactgattgatctcaggctgcttcttgtc 

P  L  R  S  G  L  N  T  V  V  M  G  L  I  D  L  R  L  L  L  V   

 

tgccaattaatggaaagtttccaggggaaaggaactcgcgaggagacactgtcgcgaataatc 

C  Q  L  M  E  S  F  Q  G  K  G  T  R  E  E  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  N Q  K  K  *  

 



89 

 

 

 

 

 

  3) 56172 

 

    

1 

   

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  S  S  T  P  T  V  R   

     

ccagtagtagatttcaatccggaaaacgatgcagagtgtctacgtcgggctatgaaaggtttg 

P  V  V  D  F  N  P  E  N  D  A  E  C  L  R  R  A  M  K  G  L   

      

ggaacagacgaaaaggcaataatttcaattttggcaaaccgcagtgcatcgcagcgtcaggaa 

G  T  D  E  K  A  I  I  S  I  L  A  N  R  S  A  S  Q  R  Q  E   

 

attaagcagtactttcatggttgttttggtaaagatttggacgcagaattgtccagtgaatta 

I  K  Q  Y  F  H  G  C  F  G  K  D  L  D  A  E  L  S  S  E  L   

    

tcgggaaatttcaagaagctggtgcaaaaattgatgatgggtcggtacgaactgttagccagt 

S  G  N  F  K  K  L  V  Q  K  L  M  M  G  R  Y  E  L  L  A  S  

 

attctgcatgaggcaatctctggtctgggcaccactgaaagtgacatcattatggtattgtgt 

I  L  H  E  A  I  S  G  L  G  T  T  E  S  D  I  I  M  V  L  C 

 

cttatttcgacggacgaaatgcaaaccgtcaaggagatttacaatgaaaagttcaagcgaagc 

L  I  S  T  D  E  M  Q  T  V  K  E  I  Y  N  E  K  F  K  R  S 

 

ttgcaggatgatttaaaaggtgatttaagcggtgactttgaaaaacttatgattgcgttgacc 

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

     

gtaggctgtcgagaggaaccatctcctgaacaattcagcattgctagatgcaaaagagactac 

V  G  C  R  E  E  P  S  P  E  Q  F  S  I  A  R  C  K  R  D  Y 

 

agtcaattagttgacagcgaacaggtgaaaaaagactgtctcgacatcctagaagctggagaa 

S  Q  L  V  D  S  E  Q  V  K  K  D  C  L  D  I  L  E  A  G  E  

 

agacgtttgggcacagatgaggacacctttattcgcatccttgcgagacgaagtctttggcat 

R  R  L  G  T  D  E  D  T  F  I  R  I  L  A  R  R  S  L  W  H   

     

ttggaagcattaaatgatgcctacttgaaagaaactgggcacgatctgtataccgcaataagt 

L  E  A  L  N  D  A  Y  L  K  E  T  G  H  D  L  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  Q  Y  F  A  N  V  L  K  K  T  M  K  G  L  G  T  D  D  R  T 

 

ctcatgaatgttattgtttggcgatcagagcttgatttgggtgatattcgtcaggcctttcaa 

L  M  N  V  I  V  W  R  S  E  L  D  L  G  D  I  R  Q  A  F  Q 

 

gagttgaccggagaatctttggagaaatggattaagtctgacaccagtggagactacaaagca 

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

     



90 

 

 

 

756 

 

 

 

cttcttctggagttgatttccggtTAA   

L  L  L  E  L  I  S  G  *   1032 

 

      

  

 

 

 

4) kontig 58980 

 

              

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

 

ATGaatgcctcggctctatctccgtcactggttatagccagatttgctggactccgaggaaca 

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

 

gtaagaccagtggaaaatttcaatccggaagaagatgctatgacgcttcgaagtgcttttaag 

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

      

ggcataggttacaatgcgaagcctataatcgaaatatttggccgcagaaattacgaacaacgt 

G  I  G  Y  N  A  K  P  I  I  E  I  F  G  R  R  N  Y  E  Q  R   

    

attcaaatccatgaagcatacgagcgaatgtttgacaggaattttatcagcgatctaaaatcg 

I  Q  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  F  E  R  T  C  R  C  L  L  L  S  Y  V  E  F  D  

 

gaatataatttaatgaaagctacagaaggctatggatcaatttcggacatattaatggagatc 

E  Y  N  L  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   

 

aaagaattatccgagtttgtggaactcgttgaagatcctaggataaaatcaatacttaaaggc 

K  E  L  S  E  F  V  E  L  V  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  L  T  L  N  T  E  G  Q  I  R  Q  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   



91 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

504 

 

 

567 

 

 

630 

 

 

693 

 

 

756 

 

 

819 

 

 

882 

 

 

1062 

 

 

 

gacatcgtgctatggtgtacaaatcatgcattatatttctcaagaaaaatcaacaaatcaatt 

D  I  V  L  W  C  T  N  H  A  L  Y  F  S  R  K  I  N  K  S  I   

       

gtcgggtacgggacaaatgagagagatctcttacggtatataacaggaagatgtgagattgat 

V  G  Y  G  T  N  E  R  D  L  L  R  Y  I  T  G  R  C  E  I  D   

     

atgattgacataaaggatacttacatggagctttacaacaggtcactcggaacagacatcaag 

M  I  D  I  K  D  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 

 

 

 



92 

 

 

5) kontig 60438 

 

 

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

504 

 

 

567 

 

ATGcgtgatctaactttgaagcaggtttatgcgtctggtcaccacgccaatccaactttacgg 

M  R  D  L  T  L  K  Q  V  Y  A  S  G  H  H  A  N  P  T  L  R 

 

ccaagagcggacttcaatgcggaggaagctgctaaagggctaaaggcagcgatggatggagtc 

P  R  A  D  F  N  A  E  E  A  A  K  G  L  K  A  A  M  D  G  V 

 

ggcactgacgagtacacactcatcaatatcttgggcacctgcagctcggatcaacgtcaagtc 

G  T  D  E  Y  T  L  I  N  I  L  G  T  C  S  S  D  Q  R  Q  V   

 

cttaggcaaaccttcaaagctcattatggctcagaactaatagatgaactaaaatcggaatta 

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

 

agtggtgattttgaacgtctggtcgtattacttctctactcatgggacgaaatgtacgcaaga 

S  G  D  F  E  R  L  V  V  L  L  L  Y  S  W  D  E  M  Y  A  R 

 

atcttgtttgaagccatggacggagcgggcaccgacgaggcggctattattatgttgttgtgt 

I  L  F  E  A  M  D  G  A  G  T  D  E  A  A  I  I  M  L  L  C   

 

acgcttcaacctgccgaaatcgaggtcgtgaaggaaacttacaaacgagttttggctgagaag 

T  L  Q  P  A  E  I  E  V  V  K  E  T  Y  K  R  V  L  A  E  K   

 

ggcaaatcctcatctcgcactcttgaaagcgacatcaagtcggaactgagcggtgatctggaa 

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

 

aaactgatggtcgctctgttgcagtgccagcgacctggcgttgattctgaagacctgcgcgcc 

K  L  M  V  A  L  L  Q  C  Q  R  P  G  V  D  S  E  D  L  R  A   

     

tttgctaagggcgagaaacggctaagtgatcttattaatgcagatcaagctcgtcaagacgct 

F  A  K  G  E  K  R  L  S  D  L  I  N  A  D  Q  A  R  Q  D  A 

 

gacgatttgtacaatgctggtgaaggtaaatggggaactgacgaaagtacattcatttcagtt 

D  D  L  Y  N  A  G  E  G  K  W  G  T  D  E  S  T  F  I  S  V   

     

cttgcaaacagaagcaaatattcgctttgggcaactaatgaaatttacaaagagaaatatggc 

L  A  N  R  S  K  Y  S  L  W  A  T  N  E  I  Y  K  E  K  Y  G   

 

cattccatcgtggatgcagtgtgcagtgaaacatctggggactttaaaagggcattaaaactt 

H  S  I  V  D  A  V  C  S  E  T  S  G  D  F  K  R  A  L  K  L     

 

ctcttttcgtctcaacttgatccaaagggcacatatgcggcgcttttcaaaaagtcgatggat 

L  F  S  S  Q  L  D  P  K  G  T  Y  A  A  L  F  K  K  S  M  D   

 

ggacttggaacatctgacaaacagttgatgtttcttgtcgtcgacagatgtgagattgacttg 

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

 

aaagatattatgcaacattacgaggagataaatgggcaatctctggttgaacgcatcgcgtcc 

K  D  I  M  Q  H  Y  E  E  I  N  G  Q  S  L  V  E  R  I  A  S   

     

gagacaagcggtgattatagaaccctgcttcttttgctctgtggcgagtcctgtTAA 

E  T  S  G  D  Y  R  T  L  L  L  L  L  C  G  E  S  C  * 
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6) kontig 62895 (g2-i2) 
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378 

 

 

441 

 

 

504 

 

 

ATGaaaggcttagggactgatgaaaaggcaattatcgatgtgttagcatccaaaacttcttgt 

M  K  G  L  G  T  D  E  K  A  I  I  D  V  L  A  S  K  T  S  C   

      

Gaacggcaaaagatgcgtgtggcttttaaagcaacctacggccgagatttagtggagaatctt 

E  R  Q  K  M  R  V  A  F  K  A  T  Y  G  R  D  L  V  E  N  L   

 

gagaaggagttatctggcaattttcggaaattggtgcgcatgatgatgatgccacgttcaatg 

E  K  E  L  S  G  N  F  R  K  L  V  R  M  M  M  M  P  R  S  M   

 

ctacttgccagcctactatatgacgcgactgatgggattggcacccgagagagtctcattatt 

L  L  A  S  L  L  Y  D  A  T  D  G  I  G  T  R  E  S  L  I  I 

 

ttgattttatgcaatctaacaaaccaggaaattaatgatgtgaagctagcctacaaagaattg 

L  I  L  C  N  L  T  N  Q  E  I  N  D  V  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   

     

gttgccataatgcaagggatgcggaatgagccatctccggctctcgtcgccagcagacagctg 

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

 

gaacagttattaaatgcacctgatattgagaacgatgttaatgacctagttagagcaggcgag 

E  Q  L  L  N  A  P  D  I  E  N  D  V  N  D  L  V  R  A  G  E   

 

ggccgtttgggaaccgatgaggacactttcatccgtgtgcttacttcgcgcaactattggcat 

G  R  L  G  T  D  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 

 

aatgaaacttcgggcgacttcaagaaagccctccttactatccttgaaagcgctgtaaatcga 

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  Q  L  K  H  A  M  E  G  V  G  T  N  D  Q  Y   

 

ctgatggccattgttgtttggcgctccgagattgatatggttgacatcaaagaaaactttagc 

L  M  A  I  V  V  W  R  S  E  I  D  M  V  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  * 
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7) kontig 63027 

 

 

1 

 

 

63 
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378 

 

 

441 

 

 

ATGagttttccggtattctcctttcaacaaatcggctaccgtggtttgtacacaccaaccgtt 

M  S  F  P  V  F  S  F  Q  Q  I  G  Y  R  G  L  Y  T  P  T  V   

 

tttgtggacagtcgatgccaatatgaaaatgaggctacacgactattcaaggcaatgaaagga 

F  V  D  S  R  C  Q  Y  E  N  E  A  T  R  L  F  K  A  M  K  G   

 

ctcggtacaaatgagaaagagctaatcgatgtattgggcacacgaccgtcgtttcaacgtgcc 

L  G  T  N  E  K  E  L  I  D  V  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   

 

tgcagtggagacttcagagaactactagtcatgctcgttcaggacatttcctatgttgaggcc 

C  S  G  D  F  R  E  L  L  V  M  L  V  Q  D  I  S  Y  V  E  A 

 

agcggactcttccacgcgatgaagggggttggcacacgagagcgccgtctcaatcaaattttg 

S  G  L  F  H  A  M  K  G  V  G  T  R  E  R  R  L  N  Q  I  L   

 

attggaaagagtaatgacgaaatcttgggcatcactgaggcttaccaattagttctgggtgac 

I  G  K  S  N  D  E  I  L  G  I  T  E  A  Y  Q  L  V  L  G  D 

 

cacaaacaggatgcaaatcgtgttctactggatgacatacgaactgaaacaagtcgcagttat 

H  K  Q  D  A  N  R  V  L  L  D  D  I  R  T  E  T  S  R  S  Y   

 

ggtaaattgcttgcaaatatggtaaaaggaaaacgacaagaattcggaccctctgaccttgac 

G  K  L  L  A  N  M  V  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  Q  G  A  N  E  E  V  I  V  E  T  M   

     

agctaccggagctacttgcatcttcaagctgtgtttgctcaatttgaacagagatatgacaca 

S  Y  R  S  Y  L  H  L  Q  A  V  F  A  Q  F  E  Q  R  Y  D  T   

 

agtttctacgatgttctgagtgacgagctctctggagattttcgaaacgcttgcctggatatt 

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

 

tttgaattttgttgtgaacgggacctctactttgctcgtttgctgagatgtacgacgcgagga 

F  E  F  C  C  E  R  D  L  Y  F  A  R  L  L  R  C  T  T  R  G   

     

cttggaaccaaagatcaagatttaatgcgacttgtagtaacacgcagtgagattgatcttggc 

L  G  T  K  D  Q  D  L  M  R  L  V  V  T  R  S  E  I  D  L  G  
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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 
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252 

 

 

315 

 

 

378 

 

 

ATGgcagataaaaatgcggttcaaattggtttacatcagcttggatatgaacatagttattca 

M  A  D  K  N  A  V  Q  I  G  L  H  Q  L  G  Y  E  H  S  Y  S 

 

ggaactttgaaaacggttgttggttcctcggcatccggcgatgcggaacgacttttcaaagct 

G  T  L  K  T  V  V  G  S  S  A  S  G  D  A  E  R  L  F  K  A   

 

atgaaaggactaggcaccgatgaggcggaattgtgtgacgtacttggaaggcgaacgttcaaa 

M  K  G  L  G  T  D  E  A  E  L  C  D  V  L  G  R  R  T  F  K   

         

gaacgagccgagatcaaagccgcatacacaacctcttatggaaaatcacttgtagaagtgata 

E  R  A  E  I  K  A  A  Y  T  T  S  Y  G  K  S  L  V  E  V  I 

 

cactcggagacgagtggagatttcagagaacttttaaaaatgctgctatgcgatgccgcttac 

H  S  E  T  S  G  D  F  R  E  L  L  K  M  L  L  C  D  A  A  Y 

 

ttgcaggctactggtcttttttatgccatggatggacttggcacgcgtgaaagactcataaac 

L  Q  A  T  G  L  F  Y  A  M  D  G  L  G  T  R  E  R  L  I  N   

 

gaaatacttctaagttcaagcaattctgaactcgtcaatattgagcaagcatacaagttggtt 

E  I  L  L  S  S  S  N  S  E  L  V  N  I  E  Q  A  Y  K  L  V 

 

ttagccgatcgaaaatgtgatgataaacgaggcctggttggtgatctaatcggcgacacgcac 

L  A  D  R  K  C  D  D  K  R  G  L  V  G  D  L  I  G  D  T  H   

         

ggagaataccaaaaggcgttgaaaatccttatgagcaaaactcgtgatgaggttactgcggat 

G  E  Y  Q  K  A  L  K  I  L  M  S  K  T  R  D  E  V  T  A  D   

 

gagctaagagagggattaaaaaatggtggaaagaccattgtgaacaaagaacaggccagaatg 

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

     

gattgtgccacaatacatacggctagttcaggaaggataggaacggatgaggatacagtgatg 

D  C  A  T  I  H  T  A  S  S  G  R  I  G  T  D  E  D  T  V  M   

     

aaaacaattctgcaacgaaatgaaatgcaattggtggccttagttgctgggtatccagaggtg 

K  T  I  L  Q  R  N  E  M  Q  L  V  A  L  V  A  G  Y  P  E  V   

    

gcatttaaagatttattcgactgcatgcaatccgaactgtcaggagatttaaaaaatctcatc 

A  F  K  D  L  F  D  C  M  Q  S  E  L  S  G  D  L  K  N  L  I   
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cttgatgcgcttgaaatggcttgtgaacgcgcaagatactatgccaggttattccgctattgc 

L  D  A  L  E  M  A  C  E  R  A  R  Y  Y  A  R  L  F  R  Y  C   

     

gtaagaggccttggtaccaaggatcatcttctaatgagacttgtagtaactcgttgtgaaatc 

V  R  G  L  G  T  K  D  H  L  L  M  R  L  V  V  T  R  C  E  I 

 

gacttggcagacatcaaagtcgcgtatgaaaaggagtatggacattcacttgcagacgatatc 

D  L  A  D  I  K  V  A  Y  E  K  E  Y  G  H  S  L  A  D  D  I   

     

aaaggggatacatctggagactactgtcgactacttttgacacttattggtgaagtgTAA 

K  G  D  T  S  G  D  Y  C  R  L  L  L  T  L  I  G  E  V  * 
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9) kontig 67961 
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ATGgctttaaagttgttcacggagcagcagatgcaccttacaggtcttcacaagccaacaatc 

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

     

tttacaagcatcaactttaatccctccgtagacgctgagcgtttatgcagagcactcatgtct 

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

 

cctgaagttcatgaaaatgaattgatttctgtgttggcatcgcgtacttccatggaacgcatg 

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

 

gaaatttgtcgtgtctatgaggcaagataccacgagagcttgaaaatggtactctcatcgcgc 

E  I  C  R  V  Y  E  A  R  Y  H  E  S  L  K  M  V  L  S  S  R   

 

acaatcggtgattttaggaatctcctgaggcatctcgtttcaagtccggcctatatcaaaggc 

T  I  G  D  F  R  N  L  L  R  H  L  V  S  S  P  A  Y  I  K  G 

 

tctggctgcttcagagttttaagacaaggttatcaaaggagacgcgaaatcaatgagattttg 

S  G  C  F  R  V  L  R  Q  G  Y  Q  R  R  R  E  I  N  E  I  L 

     

ttgctaaaacctcttactgagatatatgctatggaagtggaatatagagaagtacttttggac 

L  L  K  P  L  T  E  I  Y  A  M  E  V  E  Y  R  E  V  L  L  D 

 

aacataaatatggtaacctttactctgattagtgacgtatcaagttttgcgttaggagatcat 

N  I  N  M  V  T  F  T  L  I  S  D  V  S  S  F  A  L  G  D  H   

          

agagatgccttgtactatataatgcaaaaaccgatcgaggaccttagtccgatagaatggaag 

R  D  A  L  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  D  R  L  K  V  D  S  D  A  C 
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gccctgcacggggcacttacagatcgggaaaatataaatattggcacagttgtggaaactttg 

A  L  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  D  V  Y  T  T  K  Y  S  M   

 

tcactgcacaccgtcctgactgaggcgttggacggtgattttcgtgatttgtgccttgccgct 

S  L  H  T  V  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  F  Y  A  R  L  L  R  S  T  I  E  D 

     

cacggatatgaagatgcatactttcaaggattactcgttctacgctcagaaatcgatatggaa 

H  G  Y  E  D  A  Y  F  Q  G  L  L  V  L  R  S  E  I  D  M  E 

     

gacatcaaaggttgctatctcactgaatatggtcgaaaattatccgatgatatatgggagaac 

D  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  Y  R  R  L  L  L  T  L  I  G  E  T  * 

    

 

 

 

10) kontig 67628 
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ATGccggttaaactgttcacagagcaacaactgcatatgacaggtatttatacaccgacagtg 

M  P  V  K  L  F  T  E  Q  Q  L  H  M  T  G  I  Y  T  P  T  V   

 

cagtcgtcggtctcgtttaatgcagtaacggaggctgaacgtttgtacaaggccatgaaggga 

Q  S  S  V  S  F  N  A  V  T  E  A  E  R  L  Y  K  A  M  K  G   

    

ctcggtaccaacgaaaaggagttaattgctgtccttggaaaccatgttacgagtgaacgcttg 

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   

 

acaagcggtgattttaaaagtctgttggaaattctggttgaacctctttcctacgtcgatgcg 

T  S  G  D  F  K  S  L  L  E  I  L  V  E  P  L  S  Y  V  D  A 

 

tatgggtgcttcagagcaatgaagggcgctggcactcgagaaaggcagctcaatcaaattttg 

Y  G  C  F  R  A  M  K  G  A  G  T  R  E  R  Q  L  N  Q  I  L   

     

ctgggcaaatccaatccggaaatgcatgaattagaagtcgagtataggcaagttctcgctgat 

L  G  K  S  N  P  E  M  H  E  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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gagaacgcgttaatgtacttgatggagaaaaagaaggatgatctgactccaaagcaatgggaa 

E  N  A  L  M  Y  L  M  E  K  K  K  D  D  L  T  P  K  Q  W  E   

 

attgctgccactagtggtgctgaaaaagtagtagaatggccgcaagtgaaagctgatgctcat 

I  A  A  T  S  G  A  E  K  V  V  E  W  P  Q  V  K  A  D  A  H  

 

gctttgtataatgcaactataggacaagtgggtgccgacgcaaatactatcatgagagttctg 

A  L  Y  N  A  T  I  G  Q  V  G  A  D  A  N  T  I  M  R  V  L 

    

ttgagaaacaacaaattcaacctccaaggtgttaacgtcgtcttcacagaggaaacaggttca 

L  R  N  N  K  F  N  L  Q  G  V  N  V  V  F  T  E  E  T  G  S 

 

ggttcacctttgtatgacgttctaagtgatgaattgggcggtgattttagaaacctgtgtctt 

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

 

gatgctgttgaaatggcgactgaacaacctcttttctactgtagactgttgcgcaacacgatg 

D  A  V  E  M  A  T  E  Q  P  L  F  Y  C  R  L  L  R  N  T  M   

 

catggtatgggaaccaatgatcatacgttgcagcgattaattgtttcccgatcagagatcgat 

H  G  M  G  T  N  D  H  T  L  Q  R  L  I  V  S  R  S  E  I  D   

 

ttgcaaagcataaaagactgctatcagaaggagtacaaccgtccactggcgaaggacatcgca 

L  Q  S  I  K  D  C  Y  Q  K  E  Y  N  R  P  L  A  K  D  I  A   

    

ggcgacacaagcggggactacaaaaagcttctgctagctctctgtggtgaaaaaTAA 

G  D  T  S  G  D  Y  K  K  L  L  L  A  L  C  G  E  K  * 

     

                                                         1056 
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11) kontig 67135(g1-i4) 
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ATGgcgagtggtgaattatgtgatttcagtcaccaaaagcttgggtatcattcgaaatacaat 

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

 

ggaacattgaagtcacccggtaattccttgccatcagatgatgccgaacgactttacaatgcc 

G  T  L  K  S  P  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  D  F  Q  I  F  L  K  L  L  L  K  D  S  A  Y  L 

 

aaagcaatcgaactttttcattgtgacatgggaatttgtacggctgaatctgtgatcactgaa 

K  A  I  E  L  F  H  C  D  M  G  I  C  T  A  E  S  V  I  T  E   

 

attctgttgagttgtagcaatgctgagatctctcaactcgagcaagcctacaaagaagttttg 

I  L  L  S  C  S  N  A  E  I  S  Q  L  E  Q  A  Y  K  E  V  L   

 

gctgaaaataattgtgattcagagagaaatttaatcgccgacattgaaaatattgtcgaggct 

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

 

gacgtcttggacccatataaatttcttctgatgggtactcgtgacgaatataccgataaagag 

D  V  L  D  P  Y  K  F  L  L  M  G  T  R  D  E  Y  T  D  K  E   

 

ttggaatttggaatgagggctggggctgacgcaatcgtacatcaggataaagtcaaggctgat 

L  E  F  G  M  R  A  G  A  D  A  I  V  H  Q  D  K  V  K  A  D 
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693 

 

 

756 

 

 

819 

 

 

882 

 

 

945 

 

 

ataaaagcaatatacgaggcactcattgaccataatcgggacatcccaactgtgatgaacata 

I  K  A  I  Y  E  A  L  I  D  H  N  R  D  I  P  T  V  M  N  I 

     

attttgcgatgtactgaaattcaactggtggcgacagcaaatgcattctttgaggaatataaa 

I  L  R  C  T  E  I  Q  L  V  A  T  A  N  A  F  F  E  E  Y  K   

 

gaaactctgtataattacctacactttaacctttcggggcagttcaattcaatatttatgaca 

E  T  L  Y  N  Y  L  H  F  N  L  S  G  Q  F  N  S  I  F  M  T   

 

gcagtttacatagctcttgagcgtaccacatactatgcacaccaaatccgacacgcaaagcaa 

A  V  Y  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  D  Y  Q  K  F  S  R  S  Q  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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12) kontig 67135 (g1-i2) 

 

 

1 

 

 

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  G  P  V  N  E  D  E  I  I  D  V  L  G  K  R  K  M  K  E   

     

cgtttggaaataacgaaagagtttttggcaaaatattcaaagccactcgatgaaatgataagt 

R  L  E  I  T  K  E  F  L  A  K  Y  S  K  P  L  D  E  M  I  S   

     

gaaaaaacaatgggggattttcaaatattctcaaaattgcttttaagggactctgtctactta 

E  K  T  M  G  D  F  Q  I  F  S  K  L  L  L  R  D  S  V  Y  L  

     

aaagctgtcggtctttttcattgtgagttgggactttgtacggctgattatgtgatcaatgaa 

K  A  V  G  L  F  H  C  E  L  G  L  C  T  A  D  Y  V  I  N  E   

     

attctgctgagttgcagcaatgctgagatcgcgcaactcgagcaagcctacaaagaagttttg 

I  L  L  S  C  S  N  A  E  I  A  Q  L  E  Q  A  Y  K  E  V  L 



104 
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693 

 

 

756 

 

 

819 

 

 

882 

     

gctgaaaataattgtgatttaactagaaatttaatggccgacttcgcaaacgtggttcaaagt 

A  E  N  N  C  D  L  T  R  N  L  M  A  D  F  A  N  V V   Q  S   

      

gatgtattggagtcatataaattacttcttcgcggtactcgtgatgaatttaccgaggacgag 

D  V  L  E  S  Y  K  L  L  L  R  G  T  R  D  E  F  T  E  D  E   

     

ttaaaacttggattgacgtctggggttgacacaatcgtaaatcataaaaaggccaaggctgac 

L  K  L  G  L  T  S  G  V  D  T  I  V  N  H  K  K  A  K  A  D  

     

ataaaagcaattcatgacgccctcgctgaccataaacgagatttctcgactgtgatgaatata 

I  K  A  I  H  D  A  L  A  D  H  K  R  D  F  S  T  V  M  N  I   

     

attttgcaacgatctgaaattcaattggcggcaaccacaaaagcgttcttccagagaaaccgg 

I  L  Q  R  S  E  I  Q  L  A  A  T  T  K  A  F  F  Q  R  N  R   

     

cagatcgttgcgatgactgacaaggaatataacgaatctctgcttaatttcttagaattacac 

Q  I  V  A  M  T  D  K  E  Y  N  E  S  L  L  N  F  L  E  L  H   

     

ctttcgggagatttctgctcaattattctgacagcagttgaaatagcatgtgagcgttccata 

L  S  G  D  F  C  S  I  I  L  T  A  V  E  I  A  C  E  R  S  I   

     

tactatgccaatcaaatcgtacatgcaaggcaatgtcgaaacggaccgaactatcgtttaatg 

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

      

cgactaatagcaactcgatgtgagattgacatggccgaaattctagtggagtatcaaaaggtg 

R  L  I  A  T  R  C  E  I  D  M  A  E  I  L  V  E  Y  Q  K  V    

     

tgcgaatcacaattgtctaaagacctcgacagatatgcagaaggacccgtgaagcgactatat 

C  E  S  Q  L  S  K  D  L  D  R  Y  A  E  G  P  V  K  R  L  Y   

  

ttaacattattaggtgaacaagcataa 

L  T  L  L  G  E  Q  A  *   1095 
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945 
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13) kontig 67135_g1_i1 

 

 

1 

 

 

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  G  P  V  N  E  D  E  I  I  D  V  L  G  K  R  K  M  K  E   

      

cgtttggaaataacgaaagagtttttggcaaaatattcaaagccactcgatgaaatgataagt 

R  L  E  I  T  K  E  F  L  A  K  Y  S  K  P  L  D  E  M  I  S   

     

gaaaaaacaatgggggattttcaaatattctcaaaattgcttttaagggactctgtctactta 

E  K  T  M  G  D  F  Q  I  F  S  K  L  L  L  R  D  S  V  Y  L 

     

aaagctgtcggtctttttcattgtgagttgggactttgtacggctgattatgtgatcaatgaa 

K  A  V  G  L  F  H  C  E  L  G  L  C  T  A  D  Y  V  I  N  E 

     

attctgctgagttgcagcaatgctgagatcgcgcaactcgagcaagcctacaaagaagttttg 

I  L  L  S  C  S  N  A  E  I  A  Q  L  E  Q  A  Y  K  E  V  L   

     



106 

 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

504 

 

 

567 

 

 

 

 

 

gctgaaaataattgtgatttaactagaaatttaatggccgacttcgcaaacgtggttcaaagt 

A  E  N  N  C  D  L  T  R  N  L  M  A  D  F  A  N  V  V  Q  S   

     

gatgtattggagtcatataaattacttcttcgcggtactcgtgatgaatttaccgaggacgag 

D  V  L  E  S  Y  K  L  L  L  R  G  T  R  D  E  F  T  E  D  E 

     

ttaaaacttggattgacgtctggagttgacacaatcgtaaatcataaaaaggccaaggctgac 

L  K  L  G  L  T  S  G  V  D  T  I  V  N  H  K  K  A  K  A  D 

     

ataaaagcaattcatgacgccctcgctgaccataaacgagatttctcgactgtgatgaatatc 

I  K  A  I  H  D  A  L  A  D  H  K  R  D  F  S  T  V  M  N  I   

     

attttgcaacgaactgaaattcaattggcggcaaccgcagaagcgttctccaaggaatataac 

I  L  Q  R  T  E  I  Q  L  A  A  T  A  E  A  F  S  K  E  Y  N   

     

gaatctctgcttaatttcttagaattacacctttcgggagatttctgctcaattattctgaca 

E  S  L  L  N  F  L  E  L  H  L  S  G  D  F  C  S  I  I  L  T   

   

gcagttcaaattgcatgtgagcgttccatatactatgccaatcaaatcgtacatgcaaggcaa 

A  V  Q  I  A  C  E  R  S  I  Y  Y  A  N  Q  I  V  H  A  R  Q 

     

tgtcgaaacggaccgaactatcgtttaatgcgactaatagcaactcgatgtgagattgacatg 

C  R  N  G  P  N  Y  R  L  M  R  L  I  A  T  R  C  E  I  D  M 

    

gccgaaattctagtggagtatcaaaaggtgtgcgaatcacaattgtctaaagacctcgacaga 

A  E  I  L  V  E  Y  Q  K  V  C  E  S  Q  L  S  K  D  L  D  R 

   

tatgcagaaggacccgtgaagcgactatatttaacattattaggtgaacaagcaTAA 

Y  A  E  G  P  V  K  R  L  Y  L  T  L  L  G  E  Q  A  *  
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    14) kontig 67135 g1-i3 

 

     

1 

 

   

63 

  

126        

              

189 

          

252        
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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  V  N  E  D  E  I  I  D  V  L  G  K  R  K  M  K  E   

      

cgtttggaaataacgaaagagtttttggcaaaatattcaaagccactcgatgaaatgataagt 

R  L  E  I  T  K  E  F  L  A  K  Y  S  K  P  L  D  E  M  I  S 

     

gaaaaaacaatgggggattttcaaatattctcaaaattgcttttaagggactctgtctactta 

E  K  T  M  G  D  F  Q  I  F  S  K  L  L  L  R  D  S  V  Y  L 

     

aaagctgtcggtctttttcattgtgagttgggactttgtacggctgattatgtgatcaatgaa 

K  A  V  G  L  F  H  C  E  L  G  L  C  T  A  D  Y  V  I  N  E   

     

attctgctgagttgcagcaatgctgagatcgcgcaactcgagcaagcctacaaagaagttttg 

I  L  L  S  C  S  N  A  E  I  A  Q  L  E  Q  A  Y  K  E  V  L 

     

gctgaaaataattgtgatttaactagaaatttaatggccgacttcgcaaacgtggttcaaagt 

A  E  N  N  C  D  L  T  R  N  L  M  A  D  F  A  N  V  V  Q  S    

      

gatgtattggagtcatataaattacttcttcgcggtactcgtgatgaatttaccgaggacgag 

D  V  L  E  S  Y  K  L  L  L  R  G  T  R  D  E  F  T  E  D  E   

 

ttaaaacttggattgacgtctggagttgacacaatcgtaaatcataaaaaggccaaggctgac 

L  K  L  G  L  T  S  G  V  D  T  I  V  N  H  K  K  A  K  A  D  

     

ataaaagcaattcatgacgccctcgctgaccataaacgagatttctcgactgtgatgaatatc 

I  K  A  I  H  D  A  L  A  D  H  K  R  D  F  S  T  V  M  N  I  

  

attttgcaacgaactgaaattcaattggcggcaaccgcagaagcgttctccaagcttatttat 

I  L  Q  R  T  E  I  Q  L  A  A  T  A  E  A  F  S  K  L  I  Y 

     

caaatgagcgtccctattactatgcacttcaaatcggacacgcaaggccaactaggaacgcac 

Q  M  S  V  P  I  T  M  H  F  K  S  D  T  Q  G  Q  L  G  T  H   

    

caaactatcgttttatgcgacttattgcatctcgatgtgaaattgacatggccgaaatttTTA 

Q  T  I  V  L  C  D  L  L  H  L  D  V  K  L  T  W  P  K  F  * 

         

         

 



108 
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15) kontig 65416 

 

              

1 

    

63 

  

126        

              

189 

       

252    

  

315 

  

378 

  

441           

   

 

504 

   

 

567 

   

 

atgcttcgatcacctcatcgtatcgctaatgaaagcgggctttacaaggccacaatcgaaatg 

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

     

actgtcggcttctcggcgtctgctgactcggaaactatacatcgagcgctacaaggaggtctc 

T  V  G  F  S  A  S  A  D  S  E  T  I  H  R  A  L  Q  G  G  L 

      

gcttccggttatggcggcttaggaattggtacggatgagaaagcacttattcatgtgctgggt 

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

      

cgacgaactaatcgtgaacgtcaacaaattgccgaatgctatcgaacttcatacaacagatta 

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

     

atgtacgaagacgtgatcagtgataccagccacgattttcaagatatgctgcgttacaccctg 

M  Y  E  D  V  I  S  D  T  S  H  D  F  Q  D  M  L  R  Y  T  L 

      

aaggacaccagctacgtactggccaaagcgttgtttaaggctatggacaaagttggcactcgc 

K  D  T  S  Y  V  L  A  K  A  L  F  K  A  M  D  K  V  G  T  R   

   

gaacgtgttctcaacgaaattctattgggactaacaaatcatgaattggagctagtgaaagca 

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

     

gcctataaggaagttctcgtcgaagagggtgttcaggatgacacacgaactcttctcagtgat 

A  Y  K  E  V  L  V  E  E  G  V  Q  D  D  T  R  T  L  L  S  D   

     

gtaaggcgagaaacaagtggtgactatagggaggcattggaaataattatggagggccgacgt 

V  R  R  E  T  S  G  D  Y  R  E  A  L  E  I  I  M  E  G  R  R   

     

gacgaactgaccgtcctacaaatgaaagagttgctgaacggagagacaaacatgatacctgtc 

D  E  L  T  V  L  Q  M  K  E  L  L  N  G  E  T  N  M  I  P  V 

     

aatagggagctagctctgagcgatgcaaaaatcatctacgattgcggcgaaggccgaatcggc 

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

     

accaacgaaaaacgtatttcgcagatatttgtacacagactgccatggcaaattaaggcattg 

T  N  E  K  R  I  S  Q  I  F  V  H  R  L  P  W  Q  I  K  A  L 

     

gatgaagcataccagaattgttatggaaaatcagtaattgatgccttgaagtcagaaacatcc 

D  E  A  Y  Q  N  C  Y  G  K  S  V  I  D  A  L  K  S  E  T  S   



110 

 

 

 

630 

   

 

693 

    

 

756 

    

 

819 

   

 

882 

 

945 

      

 

1008 

 

 

1071 

     

cttgactacaaacgattcttggaagatgcgtacgagtttgccgtggacaggccatcgtactac 

L  D  Y  K  R  F  L  E  D  A  Y  E  F  A  V  D  R  P  S  Y  Y    

   

gccaaaatgttcaactggtgcataaaaggcttgggaacacgggattttacactgcaacgactt 

A  K  M  F  N  W  C  I  K  G  L  G  T  R  D  F  T  L  Q  R  L  

     

gtaattacccgttcagagatcgatttgggttcgatttgtgaggcgtataaaaggctttacgaa 

V  I  T  R  S  E  I  D  L  G  S  I  C  E  A  

 

cgagagctggccgaggatattagtgatgacacgtcaggtgactaccgaaaactaatgctggcg 

R  E  L  A  E  D  I  S  D  D  T  S  G  D  Y  R  K  L  M  L  A 

  

tttttcggaatattgTAA 

F  F  G  I  L  *   1086 
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Příloha 3. - Kompletní sekvence serpinů z transkriptomů E. nipponicum 
 

– tučným písmem je vyznačen START a STOP kodón, 

- žlutě jsou označené motivy typické pro serpiny 
 

 

1) kontig 3567 
 

 

1 

 

 

63 

 

 

126 

 

 

189 

 

 

252 

 

 

315 

 

 

378 

 

 

441 

 

 

504 

 

 

567 

 

 

630 

 

 

 

ATGacaaatttgctgggttcccatttgctttcgcacgaaaaagttacacttatttgtacgaac 
M  T  N  L  L  G  S  H  L  L  S  H  E  K  V  T  L  I  C  T  N     

      

tgcgttttctcagaagaaacattttcgcctcgcgaagaatatttacatttaattaaaaaccat 

C  V  F  S  E  E  T  F  S  P  R  E  E  Y  L  H  L  I  K  N  H 

      

ttatgtgctcatcatgaaagcctaccgttttgtgcaaactcaattgaagcagttaataaaata 

L  C  A  H  H  E  S  L  P  F  C  A  N  S  I  E  A  V  N  K  I   

      

aatgaatgtgtgtttaaaaattctatggggatgatagaacaattattaaaacctgaaagctta 

N  E  C  V  F  K  N  S  M  G  M  I  E  Q  L  L  K  P  E  S  L   

     

aattttgctactcgattaatgcttatcaatgtgatgtacttcaaaggaatttggatgcagaaa 

N  F  A  T  R  L  M  L  I  N  V  M  Y  F  K  G  I  W  M  Q  K 

     

tttgatgctactaaaactgttatgggccagtttacccgattagacaacagccaaaaagacatg 

F  D  A  T  K  T  V  M  G  Q  F  T  R  L  D  N  S  Q  K  D  M   

     

ccttttatgcagaataaggcaatgtttggctataggatactaccagaattgcagtcaaccgca 

P  F  M  Q  N  K  A  M  F  G  Y  R  I  L  P  E  L  Q  S  T  A   

     

gccgtattcccctttcatgatgattcgaatcgacgactacgaatgcttattattctgccgaac 

A  V  F  P  F  H  D  D  S  N  R  R  L  R  M  L  I  I  L  P  N   

      

aaagttgacggactgcaacatcttttaaaacatctgtttgaaacaaatcctgaaactgataaa 

K  V  D  G  L  Q  H  L  L  K  H  L  F  E  T  N  P  E  T  D  K   

     

ttatggttggcagaagtttttcagatggaattcaatgagactgaactgactgtaactatgccg 

L  W  L  A  E  V  F  Q  M  E  F  N  E  T  E  L  T  V  T  M  P 
      

agatttaagttaggaggcgaggataccgtggaattgagagaaatcctgaaacaaatgggtata 

R  F  K  L  G  G  E  D  T  V  E  L  R  E  I  L  K  Q  M  G  I   

     



112 

 

 

693 

 

 

756 

 

 

819 

 

 

882 

 

 

945 

gtatcagcttttgatgaaagttttgccgatttgtctgtcatctgtgagtcgcgagggttattt 

V  S  A  F  D  E  S  F  A  D  L  S  V  I  C  E  S  R  G  L  F   

    

gcttcttcagcaaaacacatggctgtactggaggtgaatgaagaaggagctgaggcagctgcg 

A  S  S  A  K  H  M  A  V  L  E  V  N  E  E  G  A  E  A  A  A   
      

gctactgcgatagaagtagaatatgcttcttttccgatagaggcaaattttttattgatcatc 

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

catttttgtggctatcctctccgcaaatggaaattgcaacgtgcctctgttcctaggccattg 

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 
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ATGtgcgcttgtcctaatagtaatctagaactagtaaaattttcagttgaattctattcacaa 
M  C  A  C  P  N  S  N  L  E  L  V  K  F  S  V  E  F  Y  S  Q 

      

tttctgcaattaccatcacagtgtgacagaaatgtcttcatttgccctttcagtgtctatgct 

F  L  Q  L  P  S  Q  C  D  R  N  V  F  I  C  P  F  S  V  Y  A   

      

gcacttggtctgttattggctggttcgaatggccaaacaaaggacgaaatattgacagcttta 

A  L  G  L  L  L  A  G  S  N  G  Q  T  K  D  E  I  L  T  A  L   

     

ggattatctaaagattctataattaatcctgtagaatttatacaagaattgctggagtcccat 

G  L  S  K  D  S  I  I  N  P  V  E  F  I  Q  E  L  L  E  S  H   

     

ttgcttccgcacggaaaagctacacttctttgcacaaattttgttttctcggaagttaaattt 

L  L  P  H  G  K  A  T  L  L  C  T  N  F  V  F  S  E  V  K  F 

     

tcgcctctagaaaattatttaaatgtggttaaaacgcatttaggtgctcaccatgaaagttta 

S  P  L  E  N  Y  L  N  V  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  G  M  I  E  Q  L  L  K  P  E  S  V  H  S  L  T  R  L  M  L 

     

atcaacgtgatgtatttcaaaggaatgtggatgcaaaaatttgatgcagctgaaactgttgtc 

I  N  V  M  Y  F  K  G  M  W  M  Q  K  F  D  A  A  E  T  V  A 

     

ggtcaatttacccgattagacaacagcaaaaaggacataccttttatgcggaataaggcaata 

G  Q  F  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  V  I  L  P  N  K  V  D  G  L  K  H  L 
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ttaaaacagctgtgtcaaaagaaacccggaacggataaattatggttgactgaagttttacag 

L  K  Q  L  C  Q  K  K  P  G  T  D  K  L  W  L  T  E  V  L  Q   

      

aaggaattcaatgaggatgaagtgaatgtaataatgccgagatttaagttaggaggcgaggat 

K  E  F  N  E  D  E  V  N  V  I  M  P  R  F  K  L  G  G  E  D 

     

acattggaattgaaagaaattctgaaacaaatgggtatagtctcagtttttgacgaaaatact 

T  L  E  L  K  E  I  L  K  Q  M  G  I  V  S  V  F  D  E  N  T 

     

gctgatttgtcagccatctgtgagattccaggtttgtttgcttcttcagcaaaacacatggct 

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

     

gtacttgaggtgaatgaagaaggagctgaggcggctgcatccactgcaatagaaatagccttt 

V  L  E  V  N  E  E  G  A  E  A  A  A  S  T  A  I  E  I  A  F 
    

ttctgtgttccggtagagagaaatttttttgttgatcatccattttttgtggcaatcctctcg 

F  C  V  P  V  E  R  N  F  F  V  D  H  P  F  F  V  A  I  L  S   
    

gcaaatcaaaactgcaacgtgcctctctttctaggccattgtgtggatccagaaccttccaaa 

A  N  Q  N  C  N  V  P  L  F  L  G  H  C  V  D  P  E  P  S  K 

   

TAA 
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ATGtgtgcttctccgaatgttgatcaaagcttattgaatttctcggttgaaatttatttgaaa 
M  C  A  S  P  N  V  D  Q  S  L  L  N  F  S  V  E  I  Y  L  K   

      

tatctggaatcagcagcttcacttactgaaaattttttcatcagtccatgtagtgtttattcg 

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

      

gcactcggtatgttatatgctggggctaatggacagacgaagcttgaaattctttctacatta 

A  L  G  M  L  Y  A  G  A  N  G  Q  T  K  L  E  I  L  S  T  L   

     

ggattttcaacagatagcgatattggtaacgaccaattaaaaaatataagaaaatgcattgat 

G  F  S  T  D  S  D  I  G  N  D  Q  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  F  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   

    

gaatctaaagggatgttgcagaattttttatgcgaaggcagtatagatgctctcacccggctc 

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

    

atgctaataaatgtgatttattttaagggcaattggctgcagatgtttgaccctaaaaataat 

M  L  I  N  V  I  Y  F  K  G  N  W  L  Q  M  F  D  P  K  N  N   

     

actttggcaccgttcaagcttttagacaacagtcaaaagaatatacagttcatgcaacagact 
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T  L  A  P  F  K  L  L  D  N  S  Q  K  N  I  Q  F  M  Q  Q  T 

     

gccaaatttggttttgctgatttaccagatttgaagtcaactgcagttatattcccttttctg 

A  K  F  G  F  A  D  L  P  D  L  K  S  T  A  V  I  F  P  F  L 

     

gacgatgataaacggcaactgcgaatgctcgtcattcttcctgaacaagtagatggtttggta 

D  D  D  K  R  Q  L  R  M  L  V  I  L  P  E  Q  V  D  G  L  V 

     

ggcctattgaaacagctgtctacgaaagcccctgaaacagacaactattggctgacagaagtc 

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

 

ttgaaagaacccttctatcagactacagtagatgtaagaatgcctaaattcaagctttgcggc 

L  K  E  P  F  Y  Q  T  T  V  D  V  R  M  P  K  F  K  L  C  G   

  

tcaaacgtgttggaaatgaaagaaattcttcaaaaaatgggaattgtttcggctttcaatgaa 

S  N  V  L  E  M  K  E  I  L  Q  K  M  G  I  V  S  A  F  N  E 

      

ggagccgctgatttttctggcatcagtgagtcggaagctctgtttgtcagcaccgttaagcac 

G  A  A  D  F  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  K  A  A  A  A  T  A  V  R  I   
 

caacttcgctgtatgccgattgtcagagatttccatgttgatcacccatttgttgtggctata 

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

ctctcagcaaccgatgacaagactgtgcctcttttcgtaggtcactgtgtggatccacaacct 

L  S  A  T  D  D  K  T  V  P  L  F  V  G  H  C  V  D  P  Q  P   

    

ctgtccaatTAA   
L  S  N  *   1206 
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ATGaatgtgaacgacttggaaatcgttcgacagttttctgctgatctcctcaccgtgaacgac 
M  N  V  N  D  L  E  I  V  R  Q  F  S  A  D  L  L  T  V  N  D 

      

acacagctctctgcgggaaattttgtgatgagtccacttagtgtggccatgctcttgtacact 

T  Q  L  S  A  G  N  F  V  M  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   

      

ccctcgtatagcgaaagtagtgtgacacaaaactctacagttcccgttgtggaactctacaaa 

P  S  Y  S  E  S  S  V  T  Q  N  S  T  V  P  V  V  E  L  Y  K   

     

caggatgcgaatacaatgaacgagcaaatttggattaaatttggtgggccagtagcaagtccc 

Q  D  A  N  T  M  N  E  Q  I  W  I  K  F  G  G  P  V  A  S  P 

     

gatcaactaaacccaagtggatctgtcgacagaacgaataaagcaattcaaagcaagagctca 

D  Q  L  N  P  S  G  S  V  D  R  T  N  K  A  I  Q  S  K  S  S 

     

agcgatgttcttgaaataaacaatgcagtctttctaaaaacaggcttcgcagtggagtcacaa 
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S  D  V  L  E  I  N  N  A  V  F  L  K  T  G  F  A  V  E  S  Q   

     

tttctgacggccatagaaagaatgcacaagacgcactttgaacagttggattttgcaggagcg 

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

      

aaagcagatgcagtagacaaaatgaacggatgggtaaatgagacaacacatggaaaaatctcc 

K  A  D  A  V  D  K  M  N  G  W  V  N  E  T  T  H  G  K  I  S   

     

acactttttaactcgccgtccgatctgccttccggtttggttcttgccctaatgaatgttgtc 

T  L  F  N  S  P  S  D  L  P  S  G  L  V  L  A  L  M  N  V  V   

      

tacttcaaagatggctggaagaacgtttttgagaagcaggataccaaggagaacacagatttt 

Y  F  K  D  G  W  K  N  V  F  E  K  Q  D  T  K  E  N  T  D  F 

     

tttgtttccgacatcgaaaccattaaagttccaatgatgcacaaatcttcaatcaagttgaac 

F  V  S  D  I  E  T  I  K  V  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 

     

tacgttgttgtggcgttaccaactaaggtgcacgagttgccacctatcgagcattttctggcc 

Y  V  V  V  A  L  P  T  K  V  H  E  L  P  P  I  E  H  F  L  A 

    

gctcaacaggagcgcgtccaatctgacgacttagctgtacgcattattgatctgaagctgccc 

A  Q  Q  E  R  V  Q  S  D  D  L  A  V  R  I  I  D  L  K  L  P 

     

cgcttcaagttggacagtgaaatcaatttgataagcctcatgcaatcactcggttgcacagac 

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

     

attttcaacaccgcgaaggcaaatttcacgggcatttctcacgaagctcgactgtttgtacaa 

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

    

acaatgatgcagaaagcagcgcttcgtgtcaacgaggatggcattgaagccgctgcagctaca 

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

tacgcgctgatcaatttggccagtttatttatggcccacggtgagacaattcagttccacgta 

Y  A  L  I  N  L  A  S  L  F  M  A  H  G  E  T  I  Q  F  H  V   
    

aatcaaccgttctacttgtcggtgcacgacagtcagaccggacatctgccggtgtttgtggct 

N  Q  P  F  Y  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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Příloha č.4. Kompletní alignmenty annexinů  E. nipponicum s  annexiny ostatních 

parazitů, vč. antikoagulačních 

 
 
 
ANXB2.T.solium      MNT----RSSQYDCNGPFRPTLKPNPNFDVNADVEALCKSMRCWGTDEETITKILGKRTS 

65416g1i1           -------MSHRINESGLYKATIEMTVGFSASADSETIHRALQGIGTDEKALIHVLGRRTN 

ANXS.bovis          MVSEFGITRHAFDPHGHYTPTIKPTTGFSASADAERLHRAMKGPGTDETAIINILARRTN 

67135g1i2           MKNFSDFSQHKLGYESKYTGTMKSPGNSLPSVDAERLYNALSGP-VNEDEIIDVLGKRKM 

64072g1i1           MKNAVQIGLHQLGYEHSYSGTLKTVVGSSASGDAERLFKAMKGLGTDEAELCDVLGRRTF 

67961g1i3           -MALKLFTEQQMHLTGLHKPTIFTSINFNPSVDAERLCRALMSPEVHENELISVLASRTS 

63027g1i1           -MSFPVFSFQQIGYRGLYTPTVFVDSRCQYENEATRLFKAMKGLGTNEKELIDVLGTRPS 

ANX.M.sebastis      MPGFSVFHMQQVGLNCFYEPSITAVQNFSASADAQKLKDAMKGFGTDEKTLIEVLGKRVS 

67628g12i1          -MPVKLFTEQQLHMTGIYTPTVQSSVSFNAVTEAERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNHVT 

39626g1i1           -MQRNITSLHQLAADGFYEATIYPSLGFSATVDIERLYKAMKGLGTNEKELIAVLGNRTL 

51242g1i1           --------MQSIKPLDAFVPTVVAKKNFNPEYEADRLKKAFKGLGTDEMEVNRVLGEITL 

ANXB2.S.mansoni     --------------MHQTGPSITFPDRISAENDAEQLHNACKGLSTDEETITKILGHRNL 

58980g1i2           -------MSALSSLVARFRGTVRPVENFNPEEDAMTLRSAFKGIGYNAKPIIEIFGRRNY 

H.microstoma        -----MTLQLQTNVWGPNRPSILPWSSFNYEQDAKDLHEAILGLESCDNKIVNILAKRTV 

60438g1i1           -----MLTLKQVYASGHANPTLRPRADFNAEEAAKGLKAAMDGVGTDEYTLINILGTCSS 

ANX13.S.japonicum   -----MSKIQIIGPNGIYQPTLKIQRNNDPNKDAEVLYEAMKGWGTNEDRIIGILGYRSS 

62895g2i2           ----------------------------------------MKGLGTDEKAIIDVLASKTS 

56172g1i1           -------MDEITLADVIYTPTVRPVVDFNPENDAECLRRAMKGLGTDEKAIISILANRSA 

ANXB3.T.solium      ------------------MATVKPFRCFNANEDAQELEKAMKGIGTDEATIIDVLANRTS 

A.aegypti           -------------MSQYYTPTVYPADPFDANEDAATLRKAMKGFGTDEKAIIEVLARRGI 

A6.C.sinensis       MGDLSAWNFAQLGYPGGYNPTLRPYPNFNPDQDCEKLRKAMKGVGTDEKAIIDVLAHRTA 

ANX2.H.sapiens      MVHEILCKLSL---EGSTYGSVKAYTNFDAERDALNIETAIKTKGVDEVTIVNILTNRSN 

ANXA1.H.sapiens     MVSEFLKQAQTV--SSKGGSAVSPYPTFNPSSDVAALHKAIMVKGVDEATIIDILTKRNN 

ANX5.H.sapiens      ---------------MVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLGTDEESILTLLTSRSN 

A3.H.sapiens        --------------MIWVRGTVRDYPDFSPSVDAEAIQKAIRGIGTDEKMLISILTERSN 

                    :  ::      

 

 
 
ANXB2.T.solium      EERLQIVSLYKQKYGRELAHDLDGDLKGHFRDCTILLTEDPIYLMAKSLYYAMKGVGTNE 

65416g1i1           RERQQIAECYRTSYNRLMYEDVISDTSHDFQDMLRYTLKDTSYVLAKALFKAMDKVGTRE 

ANXS.bovis          YERQELCRSYKSLYKHDLKDDLKSETSGDFRKVLCQLVVDTPYMLAKSLYYAMKGLGTND 

67135g1i2           KERLEIKKEFLAKYSKPLDEMISEKTMGDFQIFSKLLLRDSVYLKAVGLFHCELGLCTAD 

64072g1i1           KERAEIKAAYTTSYGKSLVEVIHSETSGDFRELLKMLLCDAAYLQATGLFYAMDGLGTRE 

67961g1i3           MERMEICRVYEARYHESLKMVLSSRTIGDFRNLLRHLVSSPAYIKGSGCFRVLRQGYQRR 

63027g1i1           FQRAEIRETFERQHRKQLLAEIKSECSGDFRELLVMLVQDISYVEASGLFHAMKGVGTRE 

ANX.M.sebastis      FQREEIADAYLRDHRKPLLDEVKSETSGDFRETLVKLVRDLLFVEAQGMHKAMKGIGTSE 

67628g12i1          SERLEIADAYAEKYGKSLKAMLISETSGDFKSLLEILVEPLSYVDAYGCFRAMKGAGTRE 

39626g1i1           TERFEIKELYHVKYGKTLRDAIRSETSGDFRDLLEMLLLEPAHVDAIGLQRALKWSKNKQ 

51242g1i1           DQRHDIADLYLQKYKKPLDEELKSELSGDYYMLVEGLLLNPIELLARDLFVALRKSKPNP 

ANXB2.S.mansoni     QQRYQIRETFHRRYKKDLVHVLCSSTKGDYESLIKTLFRGSIQILAHDLYKGLK----KP 

58980g1i2           EQRIQIHEAYERMFDRNFISDLKSELRGSFERTCRCLLLSYVEFDEYNLMKATEGYGSIS 

H.microstoma        SQRKEIAASYQTQFEKTLEEDLAQSLPDSLQNVALSSLKSVPELKAYALHKAMKGIGTIE 

60438g1i1           DQRQVLRQTFKAHYGSELIDELKSELSGDFERLVVLLLYSWDEMYARILFEAMDGAGTDE 

ANX13.S.japonicum   HQRIIIRDQFKALYGKDLITELSSETSGHFKKLLKMLLTDTDKMNARALYKAMKGGGTDE 

62895g2i2           CERQKMRVAFKATYGRDLVENLEKELSGNFRKLVRMMMMPRSMLLASLLYDATDGIGTRE 

56172g1i1           SQRQEIKQYFHGCFGKDLDAELSSELSGNFKKLVQKLMMGRYELLASILHEAISGLGTTE 
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ANXB3.T.solium      SQRREIVKAYKAQYGKDLKERLHKELSGNFRQAVEWSLYDRAHVNAAALQKAMKGAGTNE 

A.aegypti           VQRLEIAQAFKTAYGKDLISDLKSELGGKFEDVILALMTPLPQFYAKELHDAISGIGTDE 

A6.C.sinensis       DQRVQIVKKFKTAYGKDLIHELKSELTGHFEDVIVAMCYSLEEFDARELRRAMEGAGTDE 

ANX2.H.sapiens      AQRQDIAFAYQRRTKKELASALKSALSGHLETLILGLLKTPAQYDASELKASMKGLGTDE 

ANXA1.H.sapiens     AQRQQIKAAYLQETGKPLDETLKKALTGHLEEVVLALLKTPAQFDADELRAAMKGLGTDE 

ANX5.H.sapiens      AQRQEISAAFKTLFGRDLLDDLKSELTGKFEKLIVALMKPSRLYDAYELKHALKGAGTNE 

A3.H.sapiens        AQRQLIVKEYQAAYGKELKDDLKGDLSGHFEHLMVALVTPPAVFDAKQLKKSMKGAGTNE 

                    :*  :   :       :   :                                       

 

 

 

 

 

 

 

 
ANXB2.T.solium      NTIIEIIVGCTNEEINKLKQFYIYVLKRTLETDIRTETTGYFCKMLLQLLKGDIPDPTPE 

65416g1i1           RVLNEILLGLTNHELELVKAAYKEVLTRTLLSDVRRETSGDYREALEIIMEGRRDELTVL 

ANXS.bovis          RVLIEIFTTLWNDETRAVADAYKQVLERSLVTDMKKEISGDYEYALLCLVQADRDEIPVL 

67135g1i2           YVINEILLSCSNAEIAQLEQAYKEVLTRNLMADFANVVQSDVLESYKLLLRGTRDEFTED 

64072g1i1           RLINEILLSSSNSELVNIEQAYKLVLKRGLVGDLIGDTHGEYQKALKILMSKTRDEVTAD 

67961g1i3           REINEILLLKPLTEIYAMEVEYREVLTFTLISDVSSFALGDHRDALYYIMQKPIEDLSPI 

63027g1i1           RRLNQILIGKSNDEILGITEAYQLVLNRVLLDDIRTETSRSYGKLLANMVKGKRQEFGPS 

ANX.M.sebastis      RRLNQILMGKNNADLERLSEYYQLVLNRTLIGDVNSETSGQYRHALCYMLDYKRDEYAGD 

67628g12i1          RQLNQILLGKSNPEMHELEVEYRQVLTRTLAGDLIAETAGGYENALMYLMEKKKDDLTPK 

39626g1i1           RGINQLLLGKTNMEMMSLEKYYHELLGRSLPLDLMAVSDGFYEKSLMLIMEKRKDQLTDE 

51242g1i1           AILNEIIGCANNHEIMEIQMAYSMI-KRSLEDAIASSFKGDYNTLMQALLTRCRQDDDPE 

ANXB2.S.mansoni     DIVNEIICCCNNHEIMMLKKAYQEVLQRTLESDIIKETKPPYEQLLVALLQARRDEDPPE 

58980g1i2           DILMEIYITRSHRHINKLMLSLRKNAGKELSEFVELVEDPRIKSILKGITWTKFHDI--- 

H.microstoma        QVLIQILAVASNNEIQQIKEAYTRVFNRDLEADVSIKTNLEFQRLMLFLLKAGRNED--- 

60438g1i1           AAIIMLLCTLQPAEIEVVKETYKRVLSRTLESDIKSELSGDLEKLMVALLQCQRPGVDSE 

ANX13.S.japonicum   STIIEVLCTSSNCEIEDIKTAYQSVLRRTLESDVEDDLSGPFKNLVIALLQAKREEIPFE 

62895g2i2           SLIILILCNLTNQEINDVKLAYKELHSRNLDKDIHDDLSGDFKRIMVAIMQGMRNEPSPA 

56172g1i1           SDIIMVLCLISTDEMQTVKEIYNEKFKRSLQDDLKGDLSGDFEKLMIALTVGCREEPSPE 

ANXB3.T.solium      GMLIDVLCTATNNEVKKIKEAYEDLTQKSLEDDVESETSGNFKRVLVALLQARRETA--- 

A.aegypti           EAIIEILCTLSNYGIKTIAEFYEQLYGVSLESDLKSGAFKRLCVSLVQGNRDEN--- 

A6.C.sinensis       QTLIEILCSRNNAQIRKIKEVYHTIFGRDLEKDLMNETHGHFKRILISLVQANRDEN--- 

ANX2.H.sapiens      DSLIEIICSRTNQELQEINRVYKEMYKTDLEKDIISDTSGDFRKLMVALAKGRRAEDG-- 

ANXA1.H.sapiens     DTLIEILASRTNKEIRDINRVYREELKRDLAKDITSDTSGDFRNALLSLAKGDRSED--- 

ANX5.H.sapiens      KVLTEIIASRTPEELRAIKQVYEEEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRDPD--- 

A3.H.sapiens        DALIEILTTRTSRQMKDISQAYYTVYKKSLGDDISSETSGDFRKALLTLADGRRDES--- 

                     :  :           :           *   .              :            

 
 
 
ANXB2.T.solium      QLRTIQQKGGDLMVNQKEVTAAVKQIVEALAKPKNSTNSVLLNAFQHKNVWEIAAMDKEY 

65416g1i1           QMKELLNGETNMIVNRELALSDAKIIYDCGEGRIGTNEKRISQIFVHRLPWQIKALDEAY 

ANXS.bovis          QLKAIPEKGINSIINHELAEADAKDLYASGVGRVGTSEKRITRVICNRTPYQLYLTSEIY 

67135g1i2           ELKLGLTSGVDTIVNHKKAKADIKAIHDALADHK-RDFSTVMNIILQRSEIQLAATTKAF 

64072g1i1           ELREGLKNGGKTIVNKEQARMDCATIHTASSGRIGTDEDTVMKTILQRNEMQLVALVAGY 

67961g1i3           EWKTAANKGAKHLIDRLKVDSDACALHGALTDRENINIGTVVETLFGNNKFHLKAINDVY 

63027g1i1           DLDLAIHNGAHSVLDQRQVSLDVETLYNVTAGQQGANEEVIVETMSYRSYLHLQAVFAQF 

ANX.M.sebastis      SMRTAIDRGGASVIDERLVQDDARIVYECLTSRD-KNLDPVCQILFTRSYIHVEALCKEF 

67628g12i1          QWEIAATSGAEKVVEWPQVKADAHALYNATIGQVGADANTIMRVLLRNNKFNLQGVNVVF 

39626g1i1           ECRRAMHNGVQSVLNVEKARKDVKDLFKSTAAQVGADEATVMQILCRRHEWDIQLICRLY 

51242g1i1           KVKLAFTMDLRILVNMNQLQNDVAKLTKALTGTL--DAQTLINILTTRSKHTVRGICELF 

ANXB2.S.mansoni     LVEEAITRSTSRLVSRSQVDKDVEDLYYAGEKRAGKDSDTFIKILTKRSKYHVKEIWDLY 

58980g1i2           -----------TILDKQLAVLDAKKILKAAEDKLGCDEAVITKILTLNTEGQIRQTFKEY 

H.microstoma        -----------LIVDGARVVNDAFMINKFGRRIYGNAERIVGNILTTRSFGHIKILAYYY 

60438g1i1           DLRAFAEKRLSDLINADQARQDADDLYNAGEGKWGTDESTFISVLANRSKYSLWATNEIY 

ANX13.S.japonicum   IAEQIQSKGIKSVVDMNLVEQDVETLWDAGEARLGTDEAAIIKILVSRSVWHIQAIAQHF 

62895g2i2           LV---ASRQLEQLLNAPDIENDVNDLVRAGEGRLGTDEDTFIRVLTSRNYWHLARLNQRY 
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56172g1i1           QFSIARKRDYSQLVDSEQVKKDCLDILEAGERRLGTDEDTFIRILARRSLWHLEALNDAY 

ANXB3.T.solium      -------------CDKSQAREDALEIFKAGEDKLGTDESTFTRILCTRSHDQIRVINEVY 

A.aegypti           -----------TGVDEGAAAADAQALFEAGEGQWGTDESIFNQILVTRSYQQLRAVFDAY 

A6.C.sinensis       -----------PNVDMNAVNADVRALYEAGEKQLGTDESTFNRILVSKSEAHVRAVINAY 

ANX2.H.sapiens      -----------SVIDYELIDQDARDLYDAGVKRKGTDVPKWISIMTERSVPHLQKVFDRY 

ANXA1.H.sapiens     -----------FGVNEDLADSDARALYEAGERRKGTDVNVFNTILTTRSYPQLRRVFQKY 

ANX5.H.sapiens      -----------AGIDEAQVEQDAQALFQAGELKWGTDEEKFITIFGTRSVSHLRKVFDKY 

A3.H.sapiens        -----------LKVDEHLAKQDAQILYKAGENRWGTDEDKFTEILCLRSFPQLKLTFDEY 

                               .          :                  :  .    :      : 

 

 

 

 

 

 

 

 
ANXB2.T.solium      KKASGKGLISAISEAVEGEFGTLLMAMVQHAVDRPKFYSEALYQSMVGQGTRDFLLMRVL 

65416g1i1           QNCYGKSVIDALKSETSLDYKRFLEDAYEFAVDRPSYYAKMFNWCIKGLGTRDFTLQRLV 

ANXS.bovis          FKMYGKTLLEHIESETSGDYRKLLVAILRYAIDRPGLIAEWLHDSMAGLGTKDYALMRLL 

67135g1i2           FQRYNESLLNFLELHLSGDFCSIILTAVEIACERSIYYANQIVHARQCRNGPNYRLMRLI 

64072g1i1           PEVAFKDLFDCMQSELSGDLKNLILDALEMACERARYYARLFRYCVRGLGTKDHLLMRLV 

67961g1i3           TTKYSMSLHTVLTEALDGDFRDLCLAAIEVATNQPLFYARLLRSTIEDHGYEDAYFQGLL 

63027g1i1           EQRYDTSFYDVLSDELSGDFRNACLDIFEFCCERDLYFARLLRCTTRGLGTKDQDLMRLV 

ANX.M.sebastis      AMAYNLALYDVCDAELSSDFRNLVLDLLEYCEERSLYFARLIRSTMAGLGTKDDDLMRLI 

67628g12i1          TEETGSPLYDVLSDELGGDFRNLCLDAVEMATEQPLFYCRLLRNTMHGMGTNDHTLQRLI 

39626g1i1           QEMNSVQLYDTLDAELHGTFRDFCLDALEYSTERPLYYARLLRQTTIGLGTKDHTLMRLL 

51242g1i1           QNDNKIHLVDCITENVPEPLRSGLNTVVMGLIDLRLLLVCQLMESFQGKGTREETLSRII 

ANXB2.S.mansoni     LAKYHNTIVEVISKKFSEPFRSGLNTMIMALMDLRLLLVCQLYDSMYGLGTREDTLIRIT 

58980g1i2           NKIAAIPLIETIKREVKGELRKTLMDIVLWCTNHALYFSRKINKSIVGYGTNERDLLRYI 

H.microstoma        KKTYGKMINKYIIDELSGNYCRTLLSTVMYAEHPTELYASWIYDAIKARGPNNDDLIRLI 

60438g1i1           KEKYGHSIVDAVCSETSGDFKRALKLLFSSQLDPKGTYAALFKKSMDGLGTSDKQLMFLV 

ANX13.S.japonicum   EKKYGKSLIDSLASETSGDFESALLLTLNTCLNRPKAYADLLLKAMKGLGTDDCTLMRII 

62895g2i2           QAKYGRDLIKAVENETSGDFKKALLTILESAVNRPYYFAKQLKHAMEGVGTNDQYLMAIV 

56172g1i1           LKETGHDLYTAISKETSGQFKTAMTTILDAATCRVQYFANVLKKTMKGLGTDDRTLMNVI 

ANXB3.T.solium      EDEAGHDLIKAIKKETSGDYEKVLSRIVLMSKDPIGTVADMLYRSMKGAGTKDDSLIRII 

A.aegypti           EGMAGHTVEDAIKREFSGAIEEGFKAIVRCVRSKVQYFAKRLHSSMAGLGTNDKTLIRII 

A6.C.sinensis       ASVSKKDFEDALKSEMSGDLLKAFLSITRSIRNKPAYFAKQLKEAMEGAGTSDRQLIRIV 

ANX2.H.sapiens      KSYSPYDMLESIRKEVKGDLENAFLNLVQCIQNKPLYFADRLYDSMKGKGTRDKVLIRIM 

ANXA1.H.sapiens     TKYSKHDMNKVLDLELKGDIEKCLTAIVKCATSKPAFFAEKLHQAMKGVGTRHKALIRIM 

ANX5.H.sapiens      MTISGFQIEETIDRETSGNLEQLLLAVVKSIRSIPAYLAETLYYAMKGAGTDDHTLIRVM 

A3.H.sapiens        RNISQKDIVDSIKGELSGHFEDLLLAIVNCVRNTPAFLAERLHRALKGIGTDEFTLNRIM 

                    .                                 :          .  :   

 
    ANXB2 T.solium       ILRSEIDLLDIKETFDKDH-KSLAEWIKGETSGYYEQLLLALLNE 
65416g1i1            ITRSEIDLGSICEAYKRLYERELAEDISDDTSGDYRKLMLAFFGI 

ANX S.bovis          ITRSEIDLQDIMNPYESIYGKSLLNAVIDDTSGDYRRTLCVLLGE 

67135g1i2            ATRCEIDMAEILVEYQKVCESQLSKDLDRYAEGPVKRLYLTLLGE 

64072g1i1            VTRCEIDLADIKVAYEKEYGHSLADDIKGDTSGDYCRLLLTLIGE 

67961g1i3            VLRSEIDMEDIKGCYLTEYGRKLSDDIWENTTGSYRRLLLTLIGE 

63027g1i1            VTRSEIDLGSIEDAYQAEYGQTLMKAIEGDTSGDYRKLLLTLCGQ 

M.sebastis           ITRSEIDLASIMAAYESTYRKTMIDDIKGDTSGDYQRLLLALCGC 

67628g12i1           VSRSEIDLQSIKDCYQKEYNRPLAKDIAGDTSGDYKKLLLALCGE 

39626g1i1            VNRAEIDLGSIMKAYQTEYGQTLIEAISSDTSGDYKKLLLTICGV 

51242g1i1            ILRSELDLENLKELFNAKFDKSLPEYIKAETKGELQNLLLTLTGD 

ANXB2 S.mansoni      CLRCEVGMNTLKSMYREYFGKPLIEAVREDTSGDFRKLVLALLGE 

58980g1i2            TGRCEIDMIDIKDTYMELYNRSLGTDIKNEAISEFKKLLCVLIDE 

H.microstoma         LSRAEIDLQNIKEAYERMSEKTLIEDIEEATSGEYKNMLVALIKG 

60438g1i1            VDRCEIDLKDIMQHYEEINGQSLVERIASETSGDYRTLLLLLCGE 

ANX13.S.ja           VSRCELDLGSICHEFERSQGSSLEEWIRSETSGDYRKLLLALIGA 

62895g2i2            VWRSEIDMVDIKENFSKLCGKSLESWISDDTSGDYKKMLLALVRG 

56172g1i1            VWRSELDLGDIRQAFQELTGESLEKWIKSDTSGDYKALLLELISG 

ANXB3 T.solium       LAHSEDNLRKIQNKFDDTYEKSLVEMISGDTSGDYKKFLLAILE- 
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A.aegypti            VSRSEIDLGDIKEAFQEMYGKSLESWIKDDLGSDLGNLLAELASY 

A6 C.sinensis        VTRAEVDMADIKREFLQAYGKSLEAWISANSVGD--PVMCVMLPR 

ANX2 H.sapiens       VSRSEVDMLKIRSEFKRKYGKSLYYYIQQDTKGDYQKALLYLCGG 

ANXA1 H.sapiens      VSRSEIDMNDIKAFYQKMYGISLCQAILDETKGDYEKILVALCGG 

ANX5 H.sapiens       VSRSEIDLFNIRKEFRKNFATSLYSMIKGDTSGDYKKALLLLCGE 

A3 H.sapiens         VSRSEIDLLDIRTEFKKHYGYSLYSAIKSDTSGDYEITLLKICGG 

                     :.*  :  :   :       :   :     .        :    

 

 

  

AA alignmenty annexinů E. nipponicum s ostatními organismy vč.  annexiny 

s prokázanou antikoagulační aktivitou 

žlutě vyznačený opakující se motiv (KGxGT), modře annexin doména 

tučně a podtržené - 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), ANXA1.H.sapiens 

(CAG28612.1), ANX5 H. sapien (NP_001145.1), A3 H.sapiens (NP_005130.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Příloha č.5 - Kompletní alignmenty serpinů E. nipponicum se serpiny ostatních 

parazitů  

 

A.aegypti         NEFSWNAFKKV-FTDYKENFVMSPYSLRRLFSCFQSASGTNLQQELSNVLKIVPNQQPSQ 

A.albopictus      NEFTWIAFKKV-SADYKENFVMSPYSLRRLFSCFQAGAGTNLQQELNSVLNIVPNQQPSQ 

67910i2           RQFSADLLTVNDTQLSAGNFVMSPLSVAMLLYTLLGAIRGDSAKQVAKTMHLSVTQNSTL 

6791i1            RQFSADLLTVNDTQLSAGNFVMSPLSVAMLLYTLLGAIRGDSAKQVAKTMHLSVTQNSTL 

S.mansoni         NVFARDLLDIS--ATGTNDYLSSPISVFLLLTTLLGGPKGNTKVQIAEALELDDTKEYQK 

S.japonicum       KAFTRAFLSQSTVDFGEDNFLASPLGVLFTLGILLGGAQGKTSYQIAKTMRLWNISETQQ 

Hc-serpin         TDFGLSMLRCV---PSNVSLVVSPISVIFTLAMVHVGSKGTTRFEIERVISKGADTEGFY 

T.suis            AEFGWNLYNTQ----TDSSVFLSPISVYLALSMVYLGAVGNLKKEMHNVMFSGMTE-Q-- 

T.spiralis        TEFIWKLFQKISSKKVSECIFLSPMSVLLAIGMAYFGAAGKTKLEIQRAIFGDTAKEK-- 

An.simplex        ADFAWNLLEA--SGPQTQFIVLSPFSISIALAMVYAGAEGNTKTQIGNTIAKGVNNDS-- 

IRIS              NQFGLRLLNTL-PSPPEENVFFSPYSVSTALGMAYAGARGDTQEELSEQLGYTAAGLSQD 

S.haematobium     --------------------------------MVLSGSALNTKAEIMKTMQLSECLEH-D 

P.westermani      SQFTVDSYDKIKQGDSLSNVFVSPLSIYTAIVMTMAGADGKTRTEIESALRIPKQLLA-T 

C.sinensis        CNFAVDLYRQIKQGVNLSNVFISPLSIYTAVAMTMAGADGQTKNEILTSLHLSKVA---- 

E.multilocularis  IPFTQALYAQLQPSEGRSNFFMSPLSVYSALSLALAGSESETREELVSVLGLAPGKDI-D 

68567i2           LNFSVEIYLKYSAASLTENFFISPCSVYSALGMLYAGANGQTKLEILSTLGFSTDSDIGN 

51568             VKFSVEFYSQFLPSQCDRNVFICPFSVYAALGLLLAGSNGQTKDEILTALGLSKDSI--I 

3567              ------------------------------------------------------------ 
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A.aegypti         DHRPYVEQWVRYSS-----AKYLNRTAMAVAIGSEKVSTVYESIINNYTGHL---QPSNA 

A.albopictus      DHRPYVDQWLRYAN-----AKQLNRTAMAVAIGSEKASSIFDSITNYYTGYL---QPSDG 

67910i2           NPSGSVDRTNKAIQSKSSSDVLEINNAVFLKTGFAVESQFLTAIERMHKTHFEQLDFAGA 

6791i1            NPSGSVDRTNKAIQSKSSSDVLEINNAVFLKTGFAVESQFLTAIERMHKTHFEQLDFAGA 

S.mansoni         LASRTFALLYHNLTNEEGKQVISIGNGMFLQNETKIKPHFLTRMKNIFHNDVFNVDFTKA 

S.japonicum       EMKSLYKELSDSLTMENTVKVVAISTGVFTETSYVDERRLNESIASDSQGVLKQVDFTNQ 

Hc-serpin         SVEGYYARLFNRIENRGHGASSRIFNRFFLNKRADVEMEYEASMLSLYNAKIDRMDFGTA 

T.suis            QIESSWQLMMKSIQSTESSMTFNLANRLYASDNTKIQQTYKDALKTYLKANIKLVDFADV 

T.spiralis        DVRALFVEINKILTTESKKVKLLVANCVYIQEGFKLLTPYVEDIKK-ISSDIIEVDFMDI 

An.simplex        ALIDYFSSAAEQMDKTTAGFQLNTANKVYIQDKFEILKSFENIIKQKFASEIQQVDFAAN 

IRIS              DVFNAYSDHTQWLKASRSNSTLSVANAAVLHDKVGLRYTFQRTIDHAFDADILKVDFVNE 

S.haematobium     KVHSGISELLNNCS--ERGVNIILSSGLFVERDVSIKQQFEIYLKTYYNALIEHMTFQTD 

P.westermani      CPHGPIGTTLQTFFKPSEGVQLSLANRLFVVQPATIVEQFKQILTKDYDASIEQICSLPS 

C.sinensis        NPNEAVGSIVQHYLQSKTGVELALANRLFALRSVAVLPEYSQLIGKVYNAATEELSKLPS 

E.multilocularis  TIVKSLGENLQAVADGDAKKTLVEANGVFIQAGSQIRETYTSAVSKHLKADMKQLDFGGD 

68567i2           DQLKNIRKCIDLHFFEHKKSTLKSANAIFVEKQFCIRKTFEQVVKKHFNAHTESHNFASN 

51568             NPVEFIQELLESHLLPHGKATLLCTNFVFSEVKFSPLENYLNVVKTHLGAHHESLPFVSN 

3567              ------TNLLGSHLLSHEKVTLICTNCVFSEETFSPREEYLHLIKNHLCAHHESLPFCAN 

                                           .                 :                 

 

A.aegypti         -QRMGQVINDALKNITNNAVQSYLTDTDINPNWKFFAIDSWQFEGLWKFKFQEEFSATCY 

A.albopictus      -QRMGQVVNDALKKITNNSVLNYLADTDINPNWKFFAIDSWQFDGLWKYKSQEEFTATCS 

67910i2           KADAVDKMNGWVNETTHGKISTLFNSPSLPSGLVLALMNVVYFKDGWKNVFEKQDTKEND 

6791i1            KADAVDKMNGWVNETTHGKISTLFNSPSLPSGLVLALMNVVYFKDGWKNVFEKQDTKEND 

S.mansoni         -EDARKNINEWVSNKTSHLIPTVLKE-PLPPTTLLGLINTLYFKGKWKKPFSNHSTTEGE 

S.japonicum       -TNAAQDINKWVNEHSNGLVEEFITD-DIPKDAWMILINIFYFRDYWENPFVPYYTSLEN 

Hc-serpin         -NKTAWIIAGHICASTDGKICGMVKEENVKNMFSL-VVNTNHFTGEWKFKFDKSSNSKGT 

T.suis            -SETRKRINHYVAKKTNGKITSVVSD--FDEYIRLLMINVIYFKAQWLTEFCKYETKMAP 

T.spiralis        -KEARLVINQWICNKTERKIENLIPPGLLQPITTSVIANAIYFKAQWARRFEVQNTVNSD 

An.simplex        -RETAELINAWVEKKTNSRIRNLVQPQMLSAQTAMALINAIYFKGDWKTKFNAESTTKKM 

IRIS              RKGAVDRINYWVKDKTNGKIRSLFNKP-LESETRLVLLNAIYFKGSWNTRFNKSRTEKSE 

S.haematobium     IECARKRINKWVSEQTNGKIQQLLSPGSLKEDTRVVVLATTYFKGLWKSAFPVRNSHVDK 

P.westermani      DEAKRQHINKWTSENTGQKITELLPTGAVNADTVLALVNELYFKGMWKNQFDKRKTLHED 

C.sinensis        NDAKREHINKWVADNTANKITSLLPSGSITNDTVLSVINALYFKGNWNSPFIKERTTMEE 

E.multilocularis  SEGSRISINRWIAEKTREKVKDLLAQGSITPMTHVVLANAVYFKGVWKCKFEKSKTDRSV 

68567i2           PSEAVDKINEWIKGESKGMLQNFLCEGSIDALTRLMLINVIYFKGNWLQMFDPKNNTLAP 

51568             STEALTRINECVSKKTMGMIEQLLKPESVHSLTRLMLINVMYFKGMWMQKFDAAETVAGQ 

3567              SIEAVNKINECVFKNSMGMIEQLLKPESLNFATRLMLINVMYFKGIWMQKFDATKTVMGQ 

                         :       :   :   .    .             *   *        .   

 

 

 

 

A.aegypti         FYASREKKGLTKFLYLEEMLKYGNFPEWNVQAVELPYHDQPLSCLLMMPLD-GNYESLIH 

A.albopictus      FYASKDDKKLTKFLYFEEVFKYGYFPELNIQAVELPYHDKPLSCLLMMPLN-GGVDSLVN 

67910i2           FFVSDIETIKVPMMHKSIKLNYHRFENHNLHMVEIPLKSKRFYVVVALPTKVHELPPIEH 

6791i1            FFVSDIETIKVPMMHKSIKLNYHRFENHNLHMVEIPLKSKRFYVVVALPTKVHELPPIEH 

S.mansoni         FKPNNQPIIKIPMMHIMDSIEYGLFPKYKIHMISKSFMNPRFSFIVILPTEPGKLEYADN 

S.japonicum       FSVTNNHHLQVPMMSKDEILKYKKFPEDGFEIVSKPMKNTRFSFIILLPLEKWNLNGAIE 

Hc-serpin         FYSSEGKEREVEYMNGSQEILH--AEDDDVQVLSLPYSDTSYALNIFLPKNRSGLHEIRA 

T.suis            FYGPTGNPIMLPTMKAQPDFLY--FEKPKYQVLGMPYTVDNYAMFIVLPRRLVPLEQVEN 

T.spiralis        FFCDEIRRIKVKMMRDKQEFYY--YENELCQLLGISYKENNFWMYILLPKQRFALEEMEN 

An.simplex        FHAFENSDREVDMMAITSGFSY--AETEDVQVLELPYKDPETFMYVFLPTERFGLRQFEK 

IRIS              FLNGGVTPTKVDMMMGSMNIGHHFFRDLKIDVADFPYQGRDYSMTVILPWRNDGVEAIKQ 

S.haematobium     FFRLDRSKIDVRFMYINSSFGMVSLPHLKSRAIKIPFKSPKFSLLVVLPNTNDGLPDLLK 

P.westermani      FTCFGGKKMDIMMMHVKAHFPYEELTDWSAQAVRLPFKGTDWQMLIILPWDASGLPSVLS 

C.sinensis        FHCLDGKRISVKMMFVKATFGFNSWDACSARVLRLPFKDTNWHMLIVLPKQNDGLKNVVD 

E.multilocularis  FHSLDSGDVRVSMMTQKASYPMADFVDLEVRALKVPFETH--EMLIVLPEKNDGLPNLLK 

68567i2           FKLLDNSQKNIQFMQQTAKFGFADLPDLKSTAVIFPFLDDQLRMLVILPEQVDGLVGLLK 

51568             FTRLDNSKKDIPFMRNKAIFGYGLLPELQSTAAVFHFHDDRLRMLVILPNKVDGLKHLLK 

3567              FTRLDNSQKDMPFMQNKAMFGYRILPELQSTAAVFPFHDDRLRMLIILPNKVDGLQHLLK 

                  *            :                               : :*            

 

A.aegypti         SMNQSRFKEVLSKLNEIKTTVRIPQFGLQTTVPGRQLLESMGMKVPFNQ--GVFKVFEQG 

A.albopictus      SMNQSRFKEVVSKLVPSKTTVRLPQFGLKTTVPGRQLLESMGMKTPFNQ--GVFKVFEQG 

67910i2           FLAAQQERVQSDDLAVRIIDLKLPRFKLDSEINLISLMQSLGCTDIFNTAKANFTGISHE 

6791i1            FLAAQQERVQSDDLAVRIIDLKLPRFKLDSEINLISLMQSLGCTDIFNTAKANFTGISHE 
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S.mansoni         VLRGEILPHLVSKLESKQVALSLPKFRLDFSIDLIETLKNMYITDLFDSAKADLRGITDS 

S.japonicum       VLNGNKLSHYVDKLEETSVSLKMPKFTLTKKLQLVGTLKSIGIKNLFDPLKADLSGISSK 

Hc-serpin         RLTGERVQSLLSKLKKTIISITIPKMKIEAGLNLEKALKDMSVSKSFSTK-ADFTGIINR 

T.suis            SLSGKVLLHHFQSATMKYVEVQMPKFELRTTIELKEPFEMMGLGSLSNRSAPSLSKIDRT 

T.spiralis        SLTSSQLAEMFQNGAMVDVTVKIPKFTFTSALNMKDVLTELGMGIIFDGENADFSKICKR 

An.simplex        SMNGEKIMQLMGCMPRNKIIVELPKFKLDGQLRLNKVLEELGIRDAFDAEKANFDGISKN 

IRIS              NLTLDLFQKLVSELRERRVFVLFPKFKIEAEYSLKEPLQNLGIKQIFSGG-SDLSGVTND 

S.haematobium     SLCKDKISSILSNFTDTSIHLYLPKFKLKEGISLVDYLQKMGMREAFCPGSANFTNMSES 

P.westermani      HLRKPGLEELLRPFHETELDLFLPKFKLSQCVNAKALLKQCGINTIFDAGAADLKKLCSS 

C.sinensis        HLSKPGLEEMLDPFFDEEIEVFLPKFKIAEGLDAKELLIGCGVRELFDGNKADLSKLCSS 

E.multilocularis  QLSANALEEMLDQYFDTEVVLKLPKFSLGGHMKLKEPLHKMGLKSAFDAERADFSGITND 

68567i2           QLSTKALTEVLEPFYQTTVDVRMPKFKLCGSLEMKEILQKMGIVSAFNEGAADFSGISES 

51568             QLCQKKLTEVLKEFNEDEVNVIMPRFKLGGELELKEILKQMGIVSVFDENTADLSAICEI 

3567              HLFETNLAEVFMEFNETELTVTMPRFKLGGEVELREILKQMGIVSAFDESFADLSVICES 

                   :                  : :*:: :         :               :  .    

 

 

A.aegypti         QDVALGEIVQKMEMSIAADGEKQAQSFV------DKQDKQFTAHQPFLFVVYDRNLVPIL 

A.albopictus      QDVALGEIVQKMEINMSGDGEIQGQKFP------DKQDKLFTANQPFMFVIFDRSVVPVL 

67910i2           ARLFVQTMMQKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVF 

6791i1            ARLFVQTMMQKAALRVNEDGIEAAAATYALINLASLETIQFHVNQPFYLSVHDSQHLPVF 

S.mansoni         -KVHVQVLQHSVALKVNEDGVEAAAATVMGIGLRSAPSIRFDVNESFICYVYDKIKTSLF 

S.japonicum       NNLYVRSFIQTNVMKVNESGIEAASVTSPIIVPISAPDVNFHVTHPFICFIYDQQNMPLL 

Hc-serpin         -RLLVAGAAHKAIIKVDEDGTTAAGATVFSKFESMSERVKFEANHPFLFILTKD-NDPLF 

T.suis            QNLYLSSGIHKTVVEVDEKGTEAAAATAITCVTDSGKVYQFTADRPFLFAIVDISGFLLF 

T.spiralis        KDIFVSDILHKAFLEVNEEGTEAAAATAVTMTDKAAKQLFFVADHPFLFFICNPKCIPLF 

An.simplex        DSLVVSDVVHKANVEVNEEGSEAAAATGLFMVFRSSPPIRFIADHPFIFTIVSQ-NRILF 

IRIS              NDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRIGQAFEFNVDHPFLFFIRNTVNDILF 

S.haematobium     SNFCIGDILHKAILEVDERGAVAAAATSVEFINLSLPEVEFRVDHPFFISIIWNNTVPVF 

P.westermani      TNLFLSDVFHKAILEVDEEGATAAAATAVMMNMRCAMRPTVRVDRPFFVALICASTVPVF 

C.sinensis        ERLHVSDVFHKAVLEIDEEGATAAASTGMMV-SRMMGPPPFRVDHPFFLAIISDTMVPVF 

E.multilocularis  RSLAVSDVYHQAVIDVDEEGAEAAAATAMPMMVRCMPPVDFFVDHPFIFFIVTKTGIPVF 

68567i2           EALFVSTVKHMAILEVNEEGAKAAAATAVRIQLRCMIVRDFHVDHPFVVAILSATTVPLF 

51568             PGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAASTAIEIAFFCVVERNFFVDHPFFVAILSANNVPLF 

3567              RGLFASSAKHMAVLEVNEEGAEAAAATAIEVEYASFIEANFLLIIHF---- ----GYPLR 

                    .      :   : :   *   .                .     *           :  

 

 

A.aegypti         VGFYLKTPP 

A.albopictus      VGHYLKAPP 

67910i2           VARIDRPSV 

6791i1            VARIDRPSV 

S.mansoni         AGRIIKPVP 

S.japonicu        AAKVINPM- 

Hc-serpin         MGQFV---- 

T.suis            LGRFSGQ-- 

T.spiralis        LGRYTGLNV 

An.simplex        IGRFH---- 

IRIS              AGQVNSL-- 

S.haematob        LGHVVAPTE 

P.westerma        IGHVTHPGS 

C.sinensis        VGHITNPES 

E.multiloc        MGHVVHPES 

68567i2           VGHCVDPQP 

51568             LGHCVDPEP 

3567              LQRASVPRP 

 

 

AA alignmenty serpinů E. nipponicum s ostatními parazity vč. serpinů s prokázanou 

antikoagulační aktivitou 

                                                           

žlutě vyznačené motivy s konzervovanými AA, šedě 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 (ADI60059.1), E. multilocularis (CAD12372.2) 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


