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Anotace

Tato prace se zabyva funkcni charakterizaci Lipid Transfer Proteini (LTP) a jejich roli
V imunitni odpovédi rostlin. LTP proteiny jsou zapojeny v mnoha fyziologickych
a biologickych procesech, jako je napiiklad tvorba kutikuly, rozvoliiovani bunétné stény,
diferenciace bunky, signalizace a inhibice patogennich nakaz. LTP proteiny jsou pomérné
malé bazické proteiny, jez obsahuji hydrofobni dutinu, ktera je schopna do sebe vazat mastné
kyseliny a malé¢ molekuly lipidické povahy. Jednim z hlavnich cilii této prace bylo provést
expresi ¢tyf LTP proteinii a nasledné otestovat jejich spravné sbaleni do tercidlni struktury
tvofenou 4 az 5 a-helixy a dale stabilizovanou pfitomnosti 4 nebo 5 disulfidickych mustkd.
Dalsim cilem bylo otestovéani jejich biologické v rdmci meéfeni schopnosti vazat mastné
kyseliny. Cil této prace bylo ispé$na exprimace vybranych proteint a dikaz jejich biologické
aktivity.
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Annotation

This study focuses on a functional feature of Lipid Transfer Proteins and their role in the
immune response. LTP proteins are involved in many physiological processes such as cuticle
formation, cell wall expansion or signaling of the plant's immune response. LTP proteins are
relatively small basic proteins that contain a hydrophobic cavity capable of binding fatty acids
and small molecules of a lipid nature. One of the main aims of this work was to express four
LTP proteins and then test their correct folding into a tertiary structure consisting of 4 or 5
a-helices and further stabilized by the presence of 4 or 5 disulfide bridges. Another aim was
to test their biological properties by measuring their fatty acid binding capacity. The goal of
this work was the successful expression of selected proteins and proof of their biological
activity.
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1 UvoD

Nespecifické lipid transfer proteiny (nSLTPS) jsou velka skupina proteind, nachazejicich se
VvV malém mnozstvi ve vSech suchozemskych rostlinach. Jsou to pomérné malé proteiny
s molekulovou velikosti do 10 kDa, které jsou dobfe rozpustné ve vod¢, coz je ¢inni idedlnimi
pro pohyb v hydrofilnim prostfedi uvniti rostlin. Jejich izoelektricky bod se pohybuje
v rozmezi 8-10. LTP proteiny dosud nebyly nalezeny uvniti zadnych fas ¢i jinych podobnych
organismu. Zajimavy je i fakt, Zze LTP proteiny jsou nejcastéjsi pricinnou alergie na potraviny
ve Stfedozemnim regionu. Spolecnym znakem LTP proteint je jejich struktura, konkrétné
Ctyii alfa-helixy stabilizované ctyimi disulfidickymi mustky, které tvoii a stabilizuji vnitini
nepolarni dutinu, do které se mohou véazat hydrofobni molekuly, ¢i jiné ligandy. Na zakladé
podobnosti struktury se LTP proteiny déli do péti hlavnich (LTP1, LTP2, LTPc, LTPd
a LTPg) a pét vedlejsich (LTPe, LTPf, LTPh, LTPj, LTPk) skupin. Kompaktni struktura ¢inni
LTP proteiny velmi odolné vuaciteplu a jinym denaturaénim podminkam. In vitro
experimenty ukézali schopnost LTP proteini vazat jak nasycené, tak i nenasycené mastné
acylové fetézce pfitomné v riznych molekulach, tak samotné volné mastné kyseliny.
Biologicka role LTP protein( zatim z(stava nejasnd. VéEtSina soucasnych studii vSak sméfuje
k zavéru, ze jsou nezbytné pro depozici a funk¢énost voskovych a lipidovych polymeru, jako je
napiiklad suberin, ¢i kutikula. Dal8i dulezita funkce LTP proteinii je jejich zapojeni
V obranném mechanismu rostlin proti patogeniim, at’ uz v rdmci inhibice rdstu hub, ¢i
formovani kutikuly tvofici ochrannou hydrofobni vrstvu na povrchu listovych pletiv. LTP
proteiny jsou rovnéZ schopné rozvoliovat bunéénou sténu a umoziovat tak rostlinné burice
rust a diferenciovat se. Samotny mechanismus a principy téchto funkci ndm ovSem nejsou
dodnes zcela znamy. V zévislosti na konkrétnim typu LTP proteinu budou tedy rizné skupiny
pravdépodobné plnit n¢kolik riznych funkci najednou. Tato prace se poté zaméiuje na jejich
potencidlni roli V rdmci imunitniho systému rostlin proti biotickym stresovym faktortim.

Teoreticka Cast této prace se zabyva strukturou LTP proteinli z chemického a biochemického
hlediska, jejich roli pfi depozici latek na povrch rostlinnych pletiv, pfi expanzi bun&k
a schopnosti LTP proteinti inhibovat rlst a vyvoj patogentl.

Prakticka cast se poté zamétuje na uspésnou expresi ¢ty LTP proteintl, rizného typu, jejich
purifikaci, potvrzeni jejich spravného sbaleni s naslednym ovéfenim a jejich biologické
aktivity.



2 TEORETICKA CAST

Teoreticka ¢ast této prace se zabyva obecnym popisem biologickych roli, jez LTP proteiny
zastavaji, jejich vlivu na obranyschopnost organismu, jejich strukturu. Zamétime se zde i na
zpusob navazovani ligandi a vlastnosti hydrofobni dutiny LTP proteinid. Zaroven zde
zminime kvasinky Pichia pastoris, které byly vyuzity k expresi zkoumanych proteind.

2.1 Biologicka role lipid transfer proteintu

LTP proteiny se vyskytuji v malém mnozstvi v télech vSech suchozemskych rostlin. Plni zde
vicero roli, kter¢ miize zastupovat i vice ruznych LTP proteind, jako naptiklad tvorba
hydrofobni ochranné vrstvy, stabilizace adheze, rozvoliiovani bunécéné stény, ¢i piipadné
V imunitni odpovédi rostliny, jako inhibitor, ¢i jako nosi¢ SAR nabuzujiciho signalu.

2.1.1 Depozice lipida na povrch rostliny

Suchozemské rostliny jsou chranény pted abiotickym a biotickym stresem, ztrdtou vody,
radiaci, patogeny a bylozravci polopropustnou primarni bunéénou sténou, VOSKy
a hydrofobnimi lipidovymi polyestery, jako jsou naptiklad suberin, Kutin, ¢i sporopollenin
(Edgvist et al., 2018).

Suberin je latka piibuzna vosku, ktera je pfitomna v bunééné sténé vysSich rostlin a ma
zabrafiovat pronikani vody v ramci pletiv. VétSinou je pfitomna v obalech semen, rostlinné
epidermis, ¢i stonku, kde se akumuluje ve vrstvach mezi plazmatickou membranou
a bunécnou sténou. Kutin je jednim ze dvou voskovych polymert tvoticich kutikulu rostliny.
Jedna se o nerozpustnou lipidickou latku odpuzujici vodu a pokryvajici vnéjsi povrch bunééné
stény nadzemnich organt rostlin. Sporopollenin je poté dalsi velmi komplexni biopolymer
s lipidovym zékladem, tvofeny predev§im nasycenymi prekurzory. Sporopollenin se nachazi
ve vnéjSi ochranné vrstvé spor a pylovych zrn a ochraniuje je pfed vnéjSimi podminkami
a patogeny. Sporopollenin neni rozpustny ve vod¢ ani organickych rozpoustédlech, coz jej
¢inni chemicky zcela inertni (Samuels, Kunst and Jetter, 2008; Ranathunge, Schreiber and
Franke, 2011; Fich, Segerson and Rose, 2016; Edqvist et al., 2018).

Syntéza kutikuly, suberinu a sporopolleninovych polymerd vyzaduje nejprve syntézu
prekurzord, ktera probiha hlavné v endoplazmatickém retikulu. Toto je nasledovano pfenosem
prekurzorti do extracelularniho prostoru pies plazmatickou membranu. Tento proces je
umoziovan ABC- nebo ABCG-transportéry v plazmatické membrané, kdy po dosazeni
extracelularniho prostoru se musi jes$té prekurzor premistit na misto, kde zapo¢ne syntéza
vlastniho polymeru (Pighin et al., 2004; Do, Martinoia and Lee, 2018; Edqvist et al., 2018).

Podle nedavnych studii se posledniho vyse zminéného kroku ucastni pravé LTP proteiny,
které se tak podili na zprostiedkovavani pienosu lipidovych polymerti a voskovych
komponentti do mist vzniku vlastnich polymernich struktur extracelularni strané plazmatické
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membrany. Tento proces nejspiSe zahrnuje i prichod voski nebo prekurzori polymertu skrz
bunéénou sténu pro tvorbu kutikuly nebo pro ukladani suberinu. Do dnes$niho dne v§ak nebylo
objasnéno, jak piesné¢ LTP proteiny pomahaji pii pfenosu hydrofobnich stavebnich ¢asti
polymert skrz extracelularni prostor. Je mozné, ze ABC transportéry predavaji polymerové
soucasti LTPg proteiniim, které¢ jsou piichycené k apoplastické stran¢ plazmatické membrany
skrze svou GPI-kotvu. Nasledné mohou byt tyto soucasti piedany jinému LTP proteinu, ktery
dokaze volné prostupovat apoplastem (DeBono et al., 2009; Edquvist et al., 2018) (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Schematicky model depozice lipidovych monomerd pomoci LTP A) pii tvorbé
sporopoleninové ochranné vrstvy pylovych zrn B) pii tvorbé kutikuly (zdroj)

Roli LTP proteini v depozici lipidi podporuje i analyza knockdown mutantu AtLTPgl
rostliny Arabidopsis thaliana, ktery vyustil ve zmensSeni voskové vrstvy na stonku (Salminen,
Blomqvist and Edqvist, 2016). Zajimavé je, ze nadmérna exprese BrLTPd1 genu v rostliné
Brassica napus zpusobila snizeni voskové depozice na listech a morfologické zmény lista
a kvétl. Je mozné, ze nadmérna exprese BrLTPdl vedla k nespravné depozici vosku na
povrchu, ¢i inhibici dalSich LTP proteind, které jsou zapojené v depozici voska (Liu et al.,
2014; Edqvist et al., 2018).

U rostlin ryze umléeni genu OsC6 (pozdéji piejmenovan na OsLTPg25) vedlo ke sniZzeni
pylové plodnosti, kdy ty¢inky sice prosly béznym vyvojem, ale nasledné doslo k pred¢asnému
vypusténi mladych zrn (Zhang et al., 2010).

Data ukazuji, ze nékteré LTP maji adhezivni funkci a stabilizuji interakce mezi hydrofobnimi
polymery a hydrofilni bun&nou sténou (Zambersky, 2021).

2.1.2 Rozvolinovani bunécné stény

Rostlinné buiiky jsou na rozdil od bun¢k Zivocisnych obaleny bunécnou sténou, kterd jim
zajistuje ochranu, udrzuje jeji tvar a zaroven pusobi jako vné&jsi kostra pusobici proti
turgorem stimulovaného ristu. Kvuli tomu musi byt bunécéna sténa rigidni a zaroven schopna
ristu, ¢i zvétSovani. Dilezita vlastnost bunécné stény je tak visko elasticita, kdy sténa
vykazuje znaky plastické, a i elastické deformace, kdyz je vystavena mechanické sile. Vlastni
bunécna sténa se déli na primarni sténu, stiedni lamelu a sekundéarni st€nu. Primarni bunécna
sténa existuje u vSech rostlin a je tvofena siti celulézovych fibril zabudovanych do matrix



tvofenych hemicelulézou, pektinem a malym mnozstvim strukturnich proteinti. Primarni
bunécnd sténa je plastickd a uplatituje se pii rastu buiikky. Oproti tomu sekundarni bunécna
sténa je tuzsi a pevnéjsi vrstva tvotena poté, co bunka dokonéi sviij rast a slouzi predevsim ke
kone¢nému zpevnéni struktury bunky. Mikrofibrily celulézy zajist'uji nosnou strukturu, ktera
je drzena pohromad¢ pomoci rozvétvenych polysacharida. Zda se, Zze polysacharidova vlakna
jsou spojenda pomoci nekovalentnich interakci. Tato struktura je homologni pro vétSinu
rostlin, av8ak zptisob, kterym se tato sit’ poji, se pro jednotlivé druhy rostlin 1isi. Tlak turgoru
ovSem zlistava v z4jmu homeostazy konstantni, proto zalezi rist buiiky na rigidnosti buné¢né
stény. Expanze bunécné stény tedy spociva v aktivnim snizovani rigidnosti bunééné stény,
coz se nasledné projevi v klouzavém pohybu polymert v ramci stény po sobé (Nieuwland et
al., 2005; Edquvist et al., 2018; Zambersky, 2021).

ZvétSovani bunky je tak podminéno rozvoliovanim bunécéné stény. Sila, které pohani tuto
expanzi, se nazyva turgor. Zdrojem turgoru je osmoticky tlak, kdy v buiice je zvySena
koncentrace soli oproti okolnimu prostfedi a tento rozdil koncentraci pohani molekuly vody
pfes semipermeabilni membranu dovnitt buiiky. Molekuly vody tedy maji tendenci proudit
dovnitf buniky, coz rozpina bunéénou membranu, jejimuz rozpinani zabraniuje pravé bunécna
sténa. Schopnost rozvolilovat bunéénou sténu byla nalezena u rodiny proteinli expanzind, a to
bez detekce jakékoli bézné enzymatické aktivity (Blein et al., 2002; Nieuwland et al., 2005;
Zambersky, 2021).

Tato schopnost vsak byla nalezena i v piipadé LTP proteint, kdy u apoplastické tekutiny
z rostlin tabaku jedind SDS-PAGE frakce, ktera vykazovala aktivitu rozvoliiovani bunécné
stény, obsahovala 8,8 kDa protein o pl hodnoté 9. Tento purifikovany protein prokazal
schopnost rozvoliovat bunéénou sténu u hypokotylu okurky seté a analyza jeho N-koncové
sekvence odhalila 100 % shodu s LTP proteinem ToLTP2, ktery byl izolovan z cDNA
knihovny tabaku. Dalsi dikaz aktivity LTP proteinli v rdmci rozvolnéni bunééné stény byl
proveden s purifikovanymi LTP proteinem ze semen pSenice, u kterych byla tato schopnost
rovnéz pozorovana. Nasledny dtikaz role pravé LTP proteini v tomto procesu byl proveden
pomoci umlceni exprese LTP proteinu v tabaku pomoci RNA interference, kdy apoplasticka
tekutina nevykazovala Zadnou aktivitu rozvolfiovani bunééné stény (Nieuwland et al., 2005).

Dulezité je rovnéz uvést, ze LTP proteiny a expansiny nesdili Zadné sekvenc¢ni ani strukturni
podobnosti. Jak jiZ bylo mnohokrat v této praci zminéno, LTP proteiny se skladaji ze ¢ty az
péti a-helixt, zatimco dominantni sekundéarni struktura expansint je B-skladany list. Bylo
vSak zjiSté€no, ze vliv na aktivitu rozvolfiovani bunééné stény mé i dostupnost hydrofobni
dutiny, kdy LTP proteiny s dutinou obsazenou benzenem a [-sitosterolem nevykazovaly
zadnou aktivitu, zatimco Cisty LTP protein ano (Nieuwland et al., 2005).

I kdyZ do dnes$ni doby neni znam piesny zpusob, jakymi interakcemi jsou k sobé polymerni
fetézce v ramci bunécné stény propojeny, podle nejnovejSich modela existuji v bunécné sténé
specidlni mista, tzv. ,,hot spots®, ve kterych jsou vlakna celuldzy propojena. Tyto ,,hot spoty*
mohou byt poté pravé mistem piasobeni proteinti expansinii a dalSich enzymtl a proteina
podilejicich se na rozvolnéni bunécné stény (Nieuwland et al., 2005).
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2.1.3 Inhibice patogenti

LTP proteiny, nachazejici se v bunécné sténé¢ a kutikule, mohou byt sekretovany do
extracelularniho prostoru pomoci signalniho peptidu, kde se mohou poté podilet na imunitni
reakci rostlinnych bunék. LTP proteiny jsou schopné inhibovat riist patogenti, kdy efektivita
inhibice vybranych patogent vSak byla u riznych LTP proteini rozdilna. Jejich efektivita
proti bakteridlnim patogeniim byla obecné vyssi, nez proti patogenim houbového ptivodu.
Trypsin a papain jsou protedzy podilejici se na trdveni, kdy Stépi peptidické vazby. Po jejich
inkubaci s LTP proteinem byla jeho inhibi¢ni aktivita proti patogenim narusena, coz
dokazuje, Ze se na antimikrobidlni aktivité podili vlastni struktura proteinu. Antimikrobialni
aktivita LTP proteinti byva Casto srovnavana s thioniny, u kterych je znadmo, ze hraji roli
vV obrané rostlin proti infekcim. Tuto hypotézu o jejich roli v obrané rostliny podporuje
i analyza exprese po napadeni rostliny mikroorganismy. Infekce patogenem Erysiphe
graminis vedla ke zvysené expresi gent pro nsLTP, kdy zaroven byla zaznamenana i zvy$ena
exprese genu pro thioniny a dalSi geny spojené s patogenezi. Ke zvySeni exprese mRNA
spojenych s expresi nsLTP nad normalni trovent doslo béhem par hodin po infekei. V tuto
chvili ovSem stale neni znam pfesny mechanismus toho, jak LTP proteiny patogeny inhibuji
(Garcia-Olmedo et al., 1995; Zambersky, 2021).

2.1.4 Signalni role LTP v imunitni reakci rostlin

Elicitory jsou obecné slouceniny, které jsou schopny stimulovat biosyntézu jiné slouceniny
uvniti bunééného organismu, ¢i zadanou slouc¢eninu aktivovat (Blein et al., 2002).

Elicitin je, jak uz muze byt znazvu patrné, jeden z elicitord. Tento elicitor je tvoien
fytopatogennimi oomycetami rodi Phytophthora a Pythium, a zaroven je to spousté¢ rostlinné
imunitni reakce proti patogenim. Jedna zvlaStnost, ktera odliSuje elicitiny od ostatnich
elicitort je jejich schopnost vézat steroly. Toto je nejspiSe 1 jejich hlavni biologicka funkce,
jelikoz si oomycety rodti Phytophthora ani Pythium nedokazou syntetizovat steroly potiebné
pro jejich reprodukci. Elicitin tedy nejspiSe funguje jenom jako nespecificky ptenaSe¢ pro
transport sterolli z hostitele, pro moznost zahajeni sexualni a asexudalni reprodukce patogenu.
Tato schopnost vazat na sebe sterol a tvofit komplex je zaroven velice dilezitd vzhledem
K imunitnimu systému rostlin, jelikoz sterol-elicitinovy komplex aktivuje biologickou
odpovéd’ rostlinné buiiky. Transport sterolu z rostlinné plazmatické membrany umoZiuje
selicitinu navazat se na receptor, ktery nasledné aktivuje obranny mechanismus rostliny (Ricci
et al., 1989; PanabiERes et al., 1997; Blein et al., 2002).

Nedavno bylo zjisténo, ze nsLTP1 protein se vaze s vysokou afinitou k plazmatické
membrané rostlin, kdy misto vazby bylo identifikovano jako receptor pro vazbu eliciting.
nsLTP1 protein a elicitiny ovSem nesdili sekven¢ni identitu a ani homologni strukturu.
Je ovSem mozné pfedpokladat, Ze nékteré a-helixy nsLTP1 proteinu a elicitind se mohou
vzajemné prostoroveé piekryvat, coz by vysvétlovalo jejich vzajemnou affinitu ke stejnému
receptoru na plazmatické membran€. Nicméné jejich zpisob vazby k receptoru je rozdilny,
kdy vazba elicitinu vyusti v hypersenzitivni reakci charakterizovanou bunécnou smrti
a naslednou nespecifickou systémovou rezistenci. Tato buné¢énd reakce je ovSem inhibovana
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po vazbé nsLTP1 proteinu na receptor, takze nsLTP1 protein se zde chova jako antagonista
elicitinti. V této chvili neni zndmo, zda je pro interakci s receptorem potieba, aby nsLTP1
protein vytvoril komplex s lipidem. Je ovSem znamo, ze n¢které kutinové monomery mohou
byt v disledku houbové infekce uvolnény z kutinu a nasledné mohou spustit obrannou reakci
rostliny (Buhot et al., 2001).

Nekteré rostliny poté reaguji na elicitiny pouze slabé. Tento jev muze byt vysvétlen
konkurenci elicitinu a LTP proteint, jelikoz rostliny se slabou reakci na elicitiny maji zaroven
ptiblizn¢ desetkrat vétsi koncentraci LTP proteinti (napfiklad rajcata), nez rostliny reagujici
na elicitin normalnim zptisobem, jak bylo popsano vyse (naptiklad tabak) (Blein et al., 2002).

Dalsi dulezita soucasti imunitni obrany rostlin je systémova imunitni odpovéd’ (SAR). SAR je
obrannd reakce proti infekci patogenem indukovana napadenim, ¢asto doprovazend nekrézou
zpusobenou jako symptom infekce, ¢i jako disledek hypersenzitivni odpovédi bunky na
infekei. Signél indukujici SAR se §ifi z mista infekce a navazuje stav obrany proti Sirokému
spektru patogent v pletivech nezasazenych infekci. Stav zvySené obrany miZe v rostling
setrvat n¢kolik tydnu, ¢i v n€kterych ptipadech i celou sezénu. Presny mechanismus SAR
neni znam, kdy pravdépodobné se zde uplatiuji proteiny s anti-patogenni aktivitou
(Zambersky, 2021). (Obréazek 2)
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Obrazek 2: Schéma pienosu signalu po nabuzeni SAR 1) primarni infekce rostlinného pletiva
zpusobuje nekrozu, 2) DIR1 pfenasi signal vyvolany infekci po fapiku, 3) akumulace kyseliny
salicylové (SA), 4) aktivace tvorby SAR indukovanych proteint, 5) v pletivu je navozen stav
obrany 6)pifipadna sekundarni infekce patogenu je efektivné potladena. Ptrevzato z ¢lanku
(Systemic Acquired Resistance - PMC, no date)

Napadené pletivo pfi SAR produkuje signdl zatim nezndmého charakteru, ktery se prenasi
floémem (neni ovSem vyloucen pifenos z buiiky na buniku, ¢i né¢jakd kombinace obou). Pro
navozeni SAR je zapotiebi zvySena koncentrace kyseliny salicylové, kterd ovSem neni
zapojena do samotného pienosu signalu. Do pienosu signalu SAR je se vsi pravdépodobnosti
zapojen protein AtLTPd1 (DIR1), ktery se pohybuje pii napadeni tkan¢ v fapiku. Dosud vSak
neni znam princip, kterym tento LTP protein SAR indukuje (Salminen, Blomqvist and
Edqvist, 2016; Zambersky, 2021; Systemic Acquired Resistance - PMC, no date).

2.1.5 LTP jako alergen

Rostlinné LTP proteiny jsou nejcastéjSim zdrojem alergické reakce na potraviny rostlinného
puvodu v oblasti sttedozemniho mote. Zajimavé také je, Ze vyskyt LTP senzitivnich alergii
v Severni Evropé a Severni Americe je pouze minimalni. Vystaveni pylu bfizy nejspiSe tuto
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senzitivitu vici LTP proteiniim do jisté miry potlacuje. Toto by mohlo vysvétlit geografickou
distribuci alergii spojenych s LTP proteiny, jelikoz biiza se vyskytuje pouze v severnich
oblastech Evropy i Ameriky. Protein Prup3 je LTP protein broskve, jez je povazovan za
marker odpovédny za silné systémové reakce na potraviny rostlinného ptivodu, kdy dominuje
imunitni odpovéd’ na LTP proteiny. LTP proteiny jsou hojné exprimované ve vétsin€ rostlin,
tudiz LTP senzitivni jedinci budou vykazovat reakce viici velkému poctu potravin rostlinného
puvodu (Edgvist et al., 2018).

2.2 Chemické a fyziologické vlastnosti LTP proteinii

LTP proteiny jsou mensi proteiny, jejichz molekulova velikost neptesahuje 10 kDa, zaroven
jsou velmi dobie rozpustné ve vodé a hydrofilnim prostiedi, jejich pl se pohybuje v rozmezi
8-10. Zajimava je jejich struktura, kterd tvoii hydrofobni dutinu veprostied proteinu
a hydrofilni vngj§i cast proteinu, diky niz se protein muze bez potizi pohybovat
Vv extracelularnim prostiedi.

2.2.1 Struktura LTP

Struktura LTP proteind je homologni a konzervovana napfi¢ riznymi druhy rostlin. Naprosta
vétsina LTP proteint je slozena zpravidla ze étyt, ¢i péti alfa-helixti sbalenych oproti C-konci,
které jsou vici sobé stabilizované disulfidickymi mistky tvofenymi osmi konzervovanymi
cysteiny, jejichz motiv ma obecné podobu C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C. Jejich
primarni struktura obsahuje sekvenci pro signalni peptid, diky které jsou sekretovany do
apoplastu, coz zfejmé& souvisi 1 s jejich biologickou funkci. Zbylé oblasti proteinu jsou
zpravidla nestrukturované, nebo vytvari beta smycky. Jak N-konec prvniho helixu (H1) tak
i C — koncova ¢ast jsou propojeny s tfetim helixem (H3) pomoci dvou disulfidickych mastka.
Pozice druhého helixu (H2) je stabilizovana dvéma disulfidickymi vazbami; jedna z nich
propojuje N-koncovou ¢ast H2 s C-koncovou ¢asti H1 a druha propojuje H2 s ¢tvrtym
helixem (H4). LTP proteiny jsou exprimované s N-koncem, diky kterému muize byt protein
sekretovan do apoplastického prostoru. Homologni struktura LTP proteinii je velice odolna
vuci tepelné denaturaci a jinym denaturujicim podminkam (Salminen, Blomqvist and Edqvist,
2016; Edquvist et al., 2018; Zambersky, 2021) (Obrazek 3).

Vnitini hydrofobni dutina prochazi napfi¢ celym proteinem je tvorena zbytky z H1, H2, H3,
H4, déale dlouhou smyckou mezi H3 a H4 a C-koncovou casti. Vznikla hydrofobni dutina
muZe tvofit jeden celek, nebo mizZe byt rozdélena na n€kolik menSich dutin. Ptiklad této
vlastnosti je tabakovy LTP1 protein. Do wnéjSiho prostiedi naopak smeétuji bazické
aminokyselinové zbytky argininu a lysinu, které udéluji LTPs bazicky naboj (pl 8-10), podili
se na rozpustnosti a vzajemnych interakcich LTPs s okolim (Salminen, Blomqvist and
Edqvist, 2016). (Obrazek 4)
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Obrazek 3: Vizualizace nsLTP2, zvyraznéno je zde také 8 cysteinl (zlutd) jez tvori
disulfidické stabilizujici mistky.

Obrazek 4: Vizualizace nsLTP2, kde se nepolarni aminokyseliny (zelena) nachézeji hlavné
kolem centralni dutiny a polarni aminoskupiny (¢ervend) hlavné na vnéjsi strané proteinu.

2.2.1 Vazba ligandu

LTP proteiny maji in vitro schopnost vazat lipidy. Alifaticky fetézec lipidu se vaze do
hydrofobni dutiny, zatim co polarni koncové skupiny jsou sméfovany k oblastem
rozpoustédla na obou koncich dutiny (Salminen, Blomqvist and Edqvist, 2016). Ptes vSechny
spolecné znaky LTP proteinii existuji vyrazné rozdily v terciarni struktute. Tyto rozdily se
mohou projevovat tifeba polaritou v riznych mistech dutiny, ¢i ve stavbé této dutiny. Ta mize
tvofit jeden celek, nebo mize byt rozdélena na nékolik mensich dutin. Velikost dutiny také
zavisi na riznych LTP proteinech, pfi¢emz vazebné moznosti nemusi nutné korelovat s jeji
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velikosti (Zambersky, 2021). Rust velikosti dutiny je dusledek konformaénich zmén
Vv nestrukturovaném C-konci celého proteinu. Konkrétné zbytek tyrozinu nachazejici se pobliz
vstupu dutiny je kliCovy proteinogenni zbytek, ktery nejspiSe kontroluje tvar, velikost
a vazebni kapacitu hydrofobni dutiny. Zajimava je skutecnost, ze v ur¢itych LTP proteinech
(napt.: TaLTP1.1; ZmLTP1.6; OsLTP1.18; NtLTP1.1) né¢které ligandy (napt.: DMPGQG)
zpusobuji zménu v orientaci aromatického benzenu v tyroinu smérem ven do rozpoustédla,
¢imz se znemozni tvorbé vodikovych mustkli mezi tyrozinem a ligandem, zatimco si jiné
ligandy (napt.: PGB) zdanlivé pfizpisobuji orientaci zbytku tyrozinu, aby doSlo k tvorbé
stabilizujicich vodikovych mustkl. Z tohoto vyplyva, ze charakteristika a vlastnosti ligandu
ovliviuji 3D strukturu uvnitt a kolem dutiny (Edqvist et al., 2018). Napiiklad navazanim
cholesterolu do dutiny LTP2 proteinu pochazejiciho z ryze se objem dutiny zvétsil z 132,55A
na 325,59 A a pfi vazbé ergosterolu byl objem dutiny zvétsen na 294,81 A. (Da Silva et al.,
2005; Salminen, Blomqvist and Edqvist, 2016; Zambersky, 2021).

Obrazek 5: Tvar a velikost hydrofobni dutiny proteinu TaLTP1.1 A) bez ligandu, B)
v komplexu sPGB2 a C) v komplexu sdvéma molekulami LMPC. Velikost dutiny je
upravovana a ménéna velikosti navdzaného ligandu pohybem C-koncovych
aminokyselinovych zbytkt, zde vymodelovanych jako ty¢inky.(Edqgvist et al., 2018)

Nekteré LTP proteiny mohou vazat jen jeden fetézec, zatimco jiné mohou diky pfitomnosti
dvou vazebnych mist vazat fetézce dva, pficemz afinita k druhému fetézci je vyrazné snizena.
Vazba prvniho fetézce v nsLTP1 proteinu pochdzejicim z pSenice je zprostiedkovana silnymi
hydrofobnimi interakcemi, zatim co druhy fetézec je vazan s druhym vazebnym mistem
vyrazné slab&ji (Zambersky, 2021). Oproti tomu LTP1 protein z tabaku je schopen vézat jen
jeden lipid a druhé vazebné misto je nedostupné. Toto je piedevsim diky velmi silnym
hydrofobnim interakcim, které nedovoluji zménu konformace a otevieni dutiny pro navazani
druhého lipidu (Zambersky, 2021). Dilezité je uvést, ze disulfidické mustky stabilizujici
strukturu proteinu hraji dalezitou roly v schopnosti vdzat nepolarnich alifatické fetézce.
Redukce téchto disulfidickych mistkli ¢inidlem dithiothreitolu vedla k pferuseni
stabilizujicich vazeb mezi alfa-helixy a podstatnému sniZzeni schopnosti LTP proteinu vazat
nepolarni fetézce (Zachowski et al., 1998; Douliez et al., 2001; Zambersky, 2021)
(Obrazek 5).
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2.3 Kvasinky P. pastoris

Biologické expresni systémy jsou V dne$ni dob& pouzivany v mediciné a primyslovych
odvétvich pro produkci heterolognich proteinli. Mezi tyto proteiny patii vakciny, 1éky nebo
zemedelské produkty. Kvasinky jsou eukaryotické bunky, jez jsou Siroce pouzivané pro
expresi riznych proteinti pro farmaceuticky primysl. Zaroven maji pro produkci proteint
spoustu vyhod, naptiklad rychlé mnozeni, jednoduché a nendkladné vyzivové pozadavky,
vysokou troven exprese a rychly a jednoduchy transformacni proces. Na rozdil od bakterii se
také vyznacuji schopnosti posttranslacnich modifikaci, sekrecnich expresi a jednoduché
genetické manipulace. Dal§i vyhoda kvasinek nad bakteriemi a jinymi jednobunéénymi
organizmy je moznost jednoduché integrace cizi linearizované DNA do chromozomi (Daly
and Hearn, 2005; Institute of Animal Health and Veterinary Biologicals, KVAFSU, Hebbal,
Bengaluru-560024, Karnataka, India et al., 2016).

Kvasinky P. pastoris byly poprvé izolovany z vymésku kasStanovniku ve Francii. Bylo
prokazano, ze P. pastoris jako uméle vytvoifeny methylotrofni mikroorganismus muze
vyuzivat methanol jako jediny zdroj uhliku a energie. Kmen GS115 je jednim
z nejpopularnéjsich kmenti, které jsou vyuzivany v dilezitych expresnich systémech. Pichia
pastoris- GS115 kmen ma 2 kodujici geny (AOX1 a AOX2) enzymu alkoholoxidazy (AOX).
V ptitomnosti methanolu je indukovana transkripce geni AOX1 a AOX2, které vyprodukuji
AOX enzym (Vanz et al., 2012; Zahrl et al., 2017).

Expresni systém kvasinek P. pastoris je schopen tvorby rtiznych rekombinacnich proteind,
kotranslacnich a posttranslac¢nich Uprav, tvorby disulfidickych vazeb a rychlé exprese. Jsou
schopny 1 pfimé exprese proteinll piimo do supernatantu kulturniho média. Zaroven je diky
omezené produkci endogennich sekrecnich proteind €iSténi supernatantu vysledna izolace
proteinu snadné (Cereghino et al., 2002; Byrne, 2015).
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Cile

Jako cile této stiedoskolské odborné Cinnosti byly vybrany nasledujici body:

1) Exprese ¢ty LTP proteinti: NtLTP2 AB518680 (proteinové ¢. E3W9R1, oznacovan
dale jen jako LTP A), NtLTP2 DI13952 (QO03461, dale jen jako LTP D),
NtLTP1_X62395 (Q42952, dale jen jako LTP X) a LTP1 _AY562132 (Q56V56, dale
jen jako LTPY).

2) lIzolace a precisténi exprimovanych proteint, pomoci HPLC a FPLC.

3) Ovéfeni exprese LTP pomoci SDS-PAGE.

4) Diukaz biologické aktivity LTP.
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4 METODIKA PRACE

4.1 Exprese LTP

Pii expresi LTP proteini jsme postupovali podle metodik v bakalafské praci Ondieje
Zamberského (Zambersky, 2021). LTP byly exprimované po dobu péti dni kvasinkami Pichia
pastoris- GS115 s naklonovanym plazmidem pPIC9, ktery nese sekvenci LTP kontrolované
promotorem AOXI1. Expresni médium bylo centrifugované pii 5000 g po dobu 15 min
a supernatant byl zakoncentrovany pomoci ultrafiltrace na objem 25 ml.

4.2 Purifikace LTP

421 FPLC

Purifikace LTP byla docilena pomoci FPLC (z anglického fast protein liquid
chromatogramy). Funguje na principu vazani jednotlivych proteint na kolonu, ze které jsou
nasledné postupné vyplavovany.

LTP proteiny jsou proteiny pomérné bazické a jejich izoelektrické body se tudiz nachazeji
mezi hodnotami pl 9-11, vhodna tedy bude katexova kolona (SOURCE 158S). Daéle byl pouzit
5 mM acetatovy pufr o hodnot¢ pH=5,0. Tento pufr zplsobil naprotonovani
aminokyselinovych zbytki argininu a lysinu, které se nasledné pii prichodu pies kolonu na ni
zachytavaly. Obsah kolony byl postupné eluovan gradientem NaCl a jednotlivé frakce
eluovanych proteini byly sbirany do zkumavek. Gradient mé¢l profil postupné se linearné
zvysujici koncentrace NaCl z 0 mol/l na 1 mol/l za ¢asovy tsek 30 minut.

422 HPLC

oy e

Vv burice, kde byly syntetizovany, jeden zptsob jak tyto necistoty z dané dutiny odstranit je
HPLC (z anglického high-performance liquid chromatogramy). Tato metoda pouziva
podobného principu jako piedeslé FPLC, ale na rozdil od FPLC vyuzivad vysokotlaké
Cerpadlo, které umoziuje pritok mobilni faze kolonou tzkou kolonou, v niz je stacionarni
faze vazéana na Castice o velikostech casto 1 nékolik mikrometr.

Na kolonu (Discovery® BIO Wide Pore C5 HPLC Column) stabilizovanou v roztoku 20 mM
formiatu, 10mM siranu amonného a 20 % acetonitrilu bylo naneseno 300 pl vzorku proteinu.
Nasledné doslo k eluci proteinu gradientem roztoku 100 mM formiatu a 50 % acetonitrilu.
Gradient mél profil postupné se linearné zvysujici koncentrace roztoku 100 mM formiétu
a 50% acetonitrilu z 0 na 100% za ¢asovy tsek 15 minut.

4.2.3 SDS-PAGE

Jeden ze zpusobu jak se da urcit pfitomnost dané¢ho proteinu je metoda SDS-PAGE. Tato
metoda je zaloZena na rozdilné velikosti jednotlivych proteind, coZ v praxi znamend, Ze pii
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vystaveni elektrickému proudu budou jednotlivé proteiny unaSeny skrz pfedem ptipravenou
stacionarni fazi (v naSem piipad¢ gel) rychlosti zavislou na jejich velikosti.

4.3 Dukaz biologické aktivity

LTP proteiny jsou velmi dilezité pro chod organismu, jejich hlavni biologické funkce se
vazou na jejich schopnost vazat hydrofobni ligandy do své hydrofobni dutiny.

Sekundarni struktury proteinu byla zjisténa pomoci metody cirkularniho dichroismu
vrozmezi UV 180-250 nm. Tato analyza odhali pfiblizné zastoupeni jednotlivych typt
sekundarnich struktur ve zkoumaném proteinu.

Biologicka aktivita LTP byla sledovana pomoci experimentu zaloZzenému na principu afinity
proteinu k mastnym kyselinam a jejich schopnosti vytésnit TNS (2-p-toluidinylnaphthalene-6-
sulfonate) z dutin LTP proteini. TNS je sloucenina, ktera je schopna fluorescence, pokud je
vazana v hydrofobnim prostfedi, jako naptiklad pfedem zminénd hydrofobni dutina LTP.
Samotny pokus probihal ve fluorimetru pfi excitaéni vinové délce 320 nm a emisni délce
437 nm.

V prvnim méteni byly kyvety naplnény pouze proteinem (250 nM) a roztokem TNS (3 uM),
pro zjisténi fluorescence pozadi. V druhém méfeni byly k t€émto roztokiim ptidany samotné
mastné kyseliny (16 puM), ¢imZz by teoreticky mélo dojit ke snizeni fluorescence, diky
vytésnéni TNS mastnymi kyselinami. Interakce byly sledovany v méficim pufru (175 mM
mannitol, 0,5 mM K>SO40,5mM CaCl,, a 5mM MES, pH 7,0).
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5 VYSLEDKY

5.1 Exprese LTP

Jednotlivé LTP byly klonovany a amplifikovany bez signalniho peptidu podle vybranych
genovych sekvenci (sekvence pro signalni peptid je uvedena pted lomitkem):

LTP A:
MKKGGNSFAAIILVVTLVLFLGEFLVTEA / VTCSVVELSPCAGAISSPQPPSSACCAKLKEQK-

PCLCGYLKNPNLRPYVNSPNAKRVAKSCGVPTPSC

LTP D:
MEMVGKIACFVVLCMVVVAPHAEA / LSCGQVQSGLAPCLPYLQGRGPLGSCCGGVKGLL-

GAAKSLSDRKTACTCLKSAANAIKGIDMGKAAGLPGACGVNIPYKISPSTDCSKVQ

LTP X:
MEIAGKIACFVVLCMVVAAP-CAEA / ITCGQVTSNLAPCLAYLRNTGPLGRCCGGVKALVNS-

ARTTEDRQIACTCLKSAAGAISGINLGKAAGLPSTCGVNIPYKISPSTDCSKVQ

LTPY:
MIKLAHSKMAKVALLVVVCMAAVAVMLTPHADA / DISCGQVVASLSPCISYVRQGGAIPAP-

CCSGINSLNNQATSTPDRQTACNCIKSAAAGISGINFSLAGSLPSKCGVNLPYKISPSIDCSTVQ

Kolonie 4 typt kvasinek Pichia Pastori - GS115, do kterych byly vloZeny gen pro expresi
jednotlivych LTP, byla zaloZzena na miskach s pevaym YPD médiem. Kultury byly na
miskach ponechany po dobé¢ 3 dnii za stalé teploty 30 °C, nasledné byly pieneseny do 100 ml
tekutého expresniho média v Erlenmeyerovych baiikach (6 banck po 100 ml pro kazdy
protein). Ty byly pfikryty kusem bavlny a do kazdé bylo ptidano 500 ul methanolu s biotinem
(1 mg biotinu na 1 ml methanolu). Pfitomnost methanolu v kvasinkach indukovala expresi
danych LTP proteind. Barky s naockovanym expresnim médiem byly kultivovany pfi teploté
30 °C po dobu 5 dni, kazdy den do nich bylo ptidavano 500 ul methanolu, pfic¢emz posledni
den byl ptidan 1 ml methanolu.(Zambersky, 2021)

Po 5 dnech inkubace byla z média odstranéna buné¢na hmota centrifugaci na 5000 X g po
dobu 15 minut a zbyly supernatant byl uschovan pfi teploté - 20°C.
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5.2 FPLC
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Obrazek 6: FPLC zavislost absorbance na ¢ase - V ohraniené Casti grafu eluace proteinu,
oranzova kiivka pro vodivost, zelend pro koncentraci NaCl, modrd pro stupenn absorbance
(280 nm).

Proteiny byly uspésné izolovany pomoci FPLC a rozdéleny do jednotlivych frakci pro
nasledné ovéfeni pomoci SDS-PAGE a separaci HPLC. V ohrani¢ené casti grafu je vidét
zvySeni absorbance protékajiciho roztoku skrz detektor FPLC, signalizujici eluaci proteinu
usazené¢ho na koloné. (Obrazek 6)

5.3 SDS-PAGE

SDS-PAGE byla provedena pro vSechny 4 proteiny, jenZ byly separovany pomoci FPLC.
Pro srovnani byl proveden 1 SDS-PAGE pro proteiny, jenz nebyly piecistény pomoci FPLC.
Bylo zde zjisténo, ze LTP Y byl veluovanych vzorcich piitomen pouze minimalné.
U ostatnich proteinti je vidét silnd barevna stopa zanechana proteiny o velikosti podobné LTP
proteintim. (Obrazek 7)

V disledku zjisténi minimalni ptitomnosti LTP Y byly znovu kultivovany kvasinky Pichia
Pastoris, pro dalsi expresi LTP Y. Nové exprimované LTP Y byly izolovany, precistény
FPLC a HPLC a znovu na nich byl proveden SDS-PAGE. (Obrazek 8)

Dodatecna exprese LTP Y a nasledna izolace probéhla uspésné, jak je vidét na vysledku
dodateéné SDS-PAGE, kde je silnd barevna indikace pfitomnosti proteinu s identickou
molekularni velikosti jako LTP Y, coz by znacilo pfitomnost LTP Y proteinti. (Obrazek 9)
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Obrazek 7: Vysledek SDS-PAGE pro LTP A, LTP X a prvni ¢ast LTP D (vlastni foto)

LTPD LTPY LTP TP LTP LTP
A X D b
Bez FPLC

Obrazek 8: Vysledek SDS-PAGE druhou polovinu LTP D aLTPY,
zaroven zde byla provedena SDS-PAGE pro proteiny bez FPLC (vlastni foto)
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Obrazek 9: Vysledek dodateéné SDS-PAGE proteinu LTP Y (vlastni foto)

54 HPLC

Izolace proteinii v HPLC byla provedeno uspé$né. Danym peakiim byly zméteny absorbance
pii riznych vinovych délkach pro potvrzeni pritomnosti proteinti, pfi¢emz standardni vinova
délka, povazovana jako indikator je 280 nm, coz je absorbance aminokyselin tryptofanu
a tyrosinu. (Obrazek 10)

Jak FPLC tak HPLC jsou 2 nezbytné metody pro izolaci nami chténych proteind a i jejich
precisténi. LTP proteiny syntetizované v buiice jsou neodvratné vystaveny v inkubacnim
prostiedi hydrofobickym lipidim a mastnym kyselindm, které obsazuji centralni dutinu LTP
proteinli, ¢imZ zabrafnuji naslednému potvrzovani biologické funkce LTP proteind, jelikoz
zabranuji LTP proteinim utvofit komplex s TNS.
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Obrazek 10: HPLC zavislost absorbance na ¢ase — V oznacené ¢asti grafu eluace proteinu,
v mensim grafu je vidét absorbance vinové délky peaku.

5.5 Cirkularni dichroismus

CD pro vsechny 4 proteiny byly testovany pro jejich fold profil. U vSech 4 protein bylo
potvrzeno pievladajici a-helix, pfi¢emz nejvetsi zastoupeni a-helixu bylo u proteinu LTP Y.
Mimo a-helix se ve foldu proteini vyskytoval i B-SL paralelni a B-SL antiparalelni viz
tabulka 1. (Obrazek 11)

o
= LTPY
E

1=
[F]
(=]
]
u
(=]

Obrazek 11: Graf CD pro LTP Y protein
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Tabulka 1: Jednotlivé zastoupeni foldt sekundarnich struktur v jednotlivych proteinech.

a-Helix o-H. neusporadany | B-SL paralelni neusporadano
LTP X 70,00% 0,80% 0,00% 29,20%
LTPY 72,40% 0,00% 27,60% 0,00%
LTP A 48,00% 7,20% 0,00% 44,80%
LTPD 63,50% 1,10% 6,20% 29,20%

5.6 Fluorescencni dikaz biologické aktivity

Byla sledovana interakce LTP s kyselinou oleovou, kterd v hydrofobni dutiné LTP
vytlatovala TNS, ¢im byla potvrzena schopnost vazat mastné kyseliny. Protein, jenz je
nejochotngj$i vytésnit TNS kyselinou olejovou se zde jevi LTP A, kterého fluorescence po
pridani mastné kyseliny fluorescence klesla na 18,6 %. O néco méné ochotny je LTP X a D,
ktery fluorescence klesla na 32,9 a 50,5 % U LTP Y nebyla prokazana schopnost interakce

s mastnymi kyselinami. (Obrazek 12)
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Obrazek 12: Graf zavislosti zmény fluorescence na jednotlivych typech LTP
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6 DISKUSE

V praci byl popsan ptvod, biologicka aktivita LTP proteind, jejich vyznam v prubéhu rozvoje
nebo imunitni odpovédi rostliny a vliv na lidské zdravi. Rovnéz byly popsany chemické
vlastnosti LTP, jejich distribuce v rostling, struktura a vazba ligandu.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly UspéSné exprimovany vybrané LTP proteiny
v expresnim systému Pichia pastoris. Proteiny byly nasledné purifikovany pomoci metody
iontové vyménné FPLC, pritomnost a Cistota proteinti LTP byla ovéfena pomoci SDS-PAGE.
Elektroforéza potvrdila vysokou koncentraci a Cistotu purifikovanych proteini. Za ucelem
eliminace hydrofobnich slouc¢enin navazanych v hydrofobni kavit¢ LTP byla provedena
metoda HPLC. Spravn¢ sekundarni struktura LTPs byla ovéfena pomoci metody CD.

Byla prokdzana schopnost proteinit LTP tvofit komplex spolu s mastnymi kyselinami.
Sledovani interakce LTP s mastnymi kyselinami byla zaloZena na schopnosti mastné kyseliny
vytésnit slou¢eninu TNS z hydrofobni kavity proteinu.

Ochota proteind LTP tvofit komplexy s mastnymi kyselinami zaleZi na vzajemné afinité
ligandii a proteinu, velikosti centralni hydrofobni dutiny proteinu a velikosti ligandu
a usporadanosti sekundarni struktury. Protein LTP A, ktery nejochotnéji interaguje
s kyselinou oleovou, je LTP typu LTP2 o piiblizné velikosti 7 kDa a zaroveit ma nejvetsi
podil neusporadané sekundarni struktury. Signifikantni pokles fluorescence byl sledovan také
u LTP X a D, coz potvrzuje interakci s kyselinou oleovou. LTP Y, u kterého nebyla
prokazana interakce s kyselinou oleovou mél zaroven nejvice uspotadanou sekundarni
strukturu s nejvetsim podilem B-sklddaného listu.

V préaci byly exprimovany a purifikované LTP proteiny v dostate¢né kvalit€ a Cistoté, zadroven
byla sledovana interakce vybranych LTP s kyselinou oleovou. Budou sledovany interakce
LTP se Sirokym spektrem hydrofobnich latek zapojenych v obrannych reakcich a rozvoji
rostlin. RovnéZ bude nasledné sledovana interakce LTP s proteiny pochdzejicimi
z patogennich organismu a tim bude sledovana participace LTP v obrannych procesech.
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7 ZAVER

Lipid transfer proteiny jsou znamé jiz od 90. let minulého stoleti, jejich struktura, role
Vv biologickych procesech a vlastnosti byly v minulosti cilem mnoha studii. Mechanismy,
jimiz se do biologickych procestt LTP zapojuji, ovSem znamy stale nejsou a nejspise v blizké
budoucnosti znamy nebudou. Napiiklad jakym zptsobem si LTP vybird, kterym lipidem, ¢i
FA utvoti komplex, ¢i signalizace cesty, kterou se ma LTP vydat a kde ma svlij naklad
vylozit, ¢i jakym zpiisobem se svého ligandu zbavuje. Do jednotlivych procesii se zapojuje
jak primarni, tak sekundarni struktura LTP proteind, dostupnost jejich dutiny, ¢i jaky komplex
Vv danou chvili tvofi.

V této praci jsme se vénovali rozboru jednotlivych biologickych funkci LTP proteinti, jejich
slozeni a struktufe. Dale byly uspésné eprimovany vybrané proteiny, které byly purifikovany
a nasledné podrobeny analyze sekundarni proteinové struktury. Testovana byla 1 jejich
biologicka aktivita.

Jako vyzvu pro muj dal§i vyzkum soustfedény kolem LTP by mohlo byt hledani korelace
mezi zastoupenim jednotlivych sekundarnich struktur a schopnosti tvofit komplexy
s jednotlivymi ligandy. Déle bych navrhoval vyzkum do procest, kterymi se LTP zapojuji do
imunitni reakce organismu, jelikoz by to mohlo piinést nové poznatky k pochopeni procest
vedoucich k tispé$né imunitni reakci rostlin a potlaceni infekce.
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SEZNAM OBRAZKU A TABULEK

1. Obrazek 1: Schematicky model depozice lipidovych monomerti pomoci LTP A) pii
tvorbé sporopoleninové ochranné vrstvy pylovych zrn B) pfi tvorbé kutikuly (zdroj)

2. Obrazek 2: Schéma prenosu signdlu po nabuzeni SAR 1) primérni infekce rostlinného
pletiva zplsobuje nekrdzu, 2) DIR1 piendsi signdl vyvolany infekci po fapiku, 3)
akumulace kyseliny salicylové (SA), 4) aktivace tvorby SAR indukovanych protein,
5) v pletivu je navozen stav obrany 6)ptfipadnd sekundarni infekce patogenu je
efektivné potlacena. Pfevzato z ¢lanku (Systemic Acquired Resistance - PMC, no
date)

3. Obrazek 3: Vizualizace nsLTP2, zvyraznéno je zde také 8 cysteinl (zlutd) jez tvofi
disulfidické stabilizujici mistky.

4. Obréazek 4: Vizualizace nsLTP2, kde se nepolarni aminokyseliny (zelena) nachézeji
hlavné kolem centralni dutiny a polarni aminoskupiny (Cervena) hlavné na vnéjsi
stran¢ proteinu.

5. Obrazek 13: Tvar a velikost hydrofobni dutiny proteinu TaLTP1.1 A) bez ligandu, B)
v komplexu s PGBz a C) v komplexu s dvéma molekulami LMPC. Velikost dutiny je
upravovana a meénéna velikosti navazaného ligandu pohybem C-koncovych
aminokyselinovych zbytkt, zde vymodelovanych jako ty¢inky.(Edqvist et al., 2018)

6. Obrazek 6: FPLC zavislost absorbance na ¢ase - V ohrani¢ené ¢asti grafu eluace
proteinu, oranzova kiivka pro vodivost, zelend pro koncentraci NaCl, modra pro
stupen absorbance (280 nm).

7. Obrazek 7: Vysledek SDS-PAGE pro LTP A, LTP X a prvni ¢ast LTP D (vlastni foto)

8. Obrazek 8: Vysledek SDS-PAGE druhou polovinu LTP D a LTP Y, zaroven zde byla
provedena SDS-PAGE pro proteiny bez FPLC (vlastni foto)

9. Obrazek 9: Vysledek dodatecné SDS-PAGE proteinu LTP Y (vlastni foto)
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10. Obrazek 10: HPLC zavislost absorbance na Case — V oznacené cCasti grafu eluace
proteinu, v mensim grafu je vidét absorbance vinové délky peaku.

11. Obrazek 11: Graf CD pro LTP Y protein

12. Obrazek 114: Graf zavislosti zmény fluorescence na jednotlivych typech LTP

Tabulka 1 Jednotlivé zastoupeni foldt sekundarnich struktur v jednotlivych proteinech.
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