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ABSTRACT

Cryptogein belongs to the family of elicitins, which are small (98 amino acids) proteins with
highly conserved tertiary structure. Cryptogein is secreted by pathogenic oomycete
Phytophthora cryptogea infecting tobacco plants. Tertiary structure of cryptogein is
determined by five a-helices, double-stranded antiparallel B-sheet, Q-loop and hydrophobic
cavity localized in the protein core. The cavity is connected by a tunnel with protein surface
and enables cryptogein to bind and transfer non-specific fatty acids and sterols. The ability of
cryptogein to transfer sterols between plasma membranes of a plant and Phytophthora is
probably involved in triggering of plants defense responses. In order to determine lipid
transfer ability of recombinant mutants of cryptogein, the fluorescence method in several
arrays was used.

UvVoD

Rod Phytophthora pattici mezi oomycety zahrnuje vice nez sto popsanych vysoce patogennich
druhi. Jednd se o specifické hemibiotrofy parazitujici pfevazné na vysSich rostlindch, mezi
nimiz jsou 1 nekteré ekonomicky vyznamné druhy. Zastupci rodu Phytophthora nejsou
schopni syntézy nékterych sterolli, proto syntetizuji malé globularni proteiny patiici do
skupiny LTP (lipid transfer proteins) nazyvané elicitiny (Vauthrin et al. 1999). Nékteré
elicitiny jsou vSak zaroven ligandy pro vysoce afinitni misto (receptor) na plazmatické
membrané hostitelské rostliny a jsou nasledné¢ zodpovédné za inkompatibilni interakci mezi
patogenem a hostitelskou rostlinou (Lloyd 1995). Z tohoto pohledu se tedy pravdépodobné
jedna o produkty genii avirulence (model gen vs. gen). KliCové Casti primarni struktury
elicitind jsou mezi jednotlivymi elicitiny evoluéné siln€ konzervované, a proto se zastupci této
proteinové rodiny vyznacuji takika identickou tercialni strukturou. Podle izoelektrického
bodu miizeme elicitiny d€lit na bazické - p-elicitiny a kyselé a-elicitiny vykazujici fadove
niz$i biologickou aktivitu (Ponchet et al. 1999).

Kryptogein je dobife charakterizovany elicitin sekretovany oomycetou Phytophthora
cryptogea parazitujici na rostlinach tabdku (Nicotiana tabaccum). Kryptogein je B-elicitin
(pI=8) o velikosti zhruba 10 kDa skladajici se z 98 aminokyselin obsahujici tfi disulfidické
mustky (Fefeu et al. 1997).

V posledni dobé se predpoklada, ze pro vazbu kryptogeinu k vysokoafinitnimu mistu na
plasmatické membrané tabdku je nutnd tvorba komplexu kryptogein-sterol. Tento aktivni
komplex nasledné spousti dvé obranné kaskady vedouci jednak k tvorbé reaktivnich forem
kysliku (ROS) a jednak k indukci systémové ziskané rezistence (SAR) [(Mauch-Mani et
Metraux 1998)].
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K objasnéni vztahu mezi strukturou kryptogeinu a jeho schopnosti vazat ¢i prenaSet steroly a
mastné kyseliny byla navrhnuta sada mutantnich forem kryptogeinu (Val84Phe, Leu41Phe,
Val84Phe/Leud41Phe a Lys13Val). Tyto proteiny byli pfipraveny cilené fizenou mutagenezi a
naslednou expresi v kvasince P. pastoris. U téchto proteind byla pomoci fluorimetrickych
metod stanovena disociaéni konstanta tvorby komplexu kryptogein-sterol a schopnost
pienaset steroly a s lipidy mezi biologickymi membranami (Osman et al. 2001).

MATERIAL A METODY
Chemikalie

K méfeni prenosu sterolti a k stanoveni disociani konstanty byly pouzity zasobni roztoky
dehydroergosterolu (DHE) a stigmasterolu o koncentracich 1mg/ml rozpusténé v etanolu.
K méteni penosu mastnych kyselin byly pouZity roztoky fosfatidyl cholinu, fosfatidyl serinu,
NBD-PC (7nitrobenzofurazan-fosfatidyl cholin) a cholesterolu o koncentracich 5 mg.ml”
rozpusténé v chloroformu.

Izolace rekombinantnich proteinii

Divoky kryptogein byl exprimovan pomoci vektoru pPIC9 svloZzenym genem X24
pochézejicim z P. cryptogea. Gen X24 byl na N-konci rozSiten o kodon pro glycin z divodu
specifictéjSiho Stépeni signalni sekvence protedzou KEX2. Ke konstrukci mutantnich forem
byla pouzita cilen¢ tizend mutageneze pomoci Quick chase Il XL kitu (Stratagene, USA).
Produkt byl ovéfen sekvenci, transformovan do P. pastoris a exprimovan ve fermentoru
Biostat-DCU (Sartorius, Némecko) [Pichia fermentation process guidelines — Invitrogen].
Fermenta¢ni médium bylo zakoncertovano pomoci ultrafiltrace (3 kDa cut-off membrana),
dialyzovano a proteiny byly purifikoviny pomoci FPLC na matrici Source 155 (GE
HealthCare, USA) pomoci gradientu NaCl v acetdtovém pufru (5 mM, pH 5.0). Frakce
obsahujici kryptogein byla dialyzovdna a zakoncentrovana na Speed-Vac systému (Thermo,
USA).

Stanoveni disociacni konstanty komplexu kryptogein-dehydroergosterol

Do 2 ml pufru (10mM MES, pH 7.0) bylo pfidano 20 pl proteinu (1 mg.ml"), vinové délky
EX/EM pfistroje byly nastaveny na 325/370 nm a protein byl titrovan 10 pl ptidavky 0,2 mM
DHE. Fluorescence byla métena na fluorimetru Perkin Elmer Luminiscence Spectrometer LS
50B (Perkin Elmer, Némecko) v michané kyveté o objemu 2ml.

Disocia¢ni konstanta jednotlivych mutantnich forem kryptogeinu byla spoctena pomoci
rovnice: 1/Cb = (Ki/NA)(1/Cf) + 1/NA, kde Cb je koncentrace navazaného DHE, Cf je
koncentrace volného DHE, K, je disocia¢ni konstanta komplexu kryptogein-DHE, A4 je
koncentrace akceptoru (zkoumaného proteinu) a N je pocet vazebnych mist. Ze zavislosti
zname koncentrace DHE na experimentdlné ziskané fluorescenci jednotlivych ptidavkl byl
sestrojen graf 1/Cb vs. 1/Cf, z jehoZ rovnice byla spoctena disocia¢ni konstanta Kg.
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Meéreni schopnosti prendset steroly

K méfeni elicitinem indukovaného pifenosu steroli mezi micelami byly pouzity
stigmasterolové micely a dehydroergosterolové micely. Do 2 ml pufru (10 mM MES pH 7.0)
obsahujicitho 0,63 uM DHE bylo piidano 3 pM stigmasterolu. Nasledné¢ byla méfena
fluorescence po pridani proteinu pii vinovych délkach EX/EM 325/370 nm.

Meéreni schopnosti prendset fosfolipidy

Donorni lipozomy byly ptipraveny smichanim 160 pul NBD-PC, 40 pl PS a 80 pul cholesterolu,
akceptorni smichanim 160 pl PC, 40 ul PS a 80 pl cholesterolu. Chloroform byl odpaten pod
dusikem a poté hodinu na vakuové odparce. Pelet byl resuspendovéan v pufru (10m MES, pH
7.0). Smés byla sonikovana pii 40°C v 5 minutovych intervalech.

Ptenos lipidi byl méten v 2 ml pufru (10mM MES, pH 7.0) obsahujicim 30 pl donornich a 50
ul akceptornich lipozomt pii vlnovych délkach 460/534 nm. Po ptidavku 20 pl elicitinu
(1 mg.ml™") byl zaznamenén vzrist fluorescence (Mikes et al. 1998).

VYSLEDKY A DISKUZE

Mutantni formy kryptogeinu

Molekulové modelovani komplexu elicitin-ligand pomohlo odhalit aminokyselinové zbytky
podilejici se na interakci mastnych kyselin a steroli s hydrofobni kavitou elicitini (Dobes et
al. 2004). Na zaklad¢ vysledkl byly vybrany dva aminokyselinové zbytky — Leu4l a Val84.
Leu41 se pravdépodobné podili na vazbé flexibilnich mastnych kyselin (nachdzi se na Q-
smycce), zatimco Val84 md podil na vazbé rigidngjSich steroli (mutace sméfovana do
hydrofobni kavity). Z téchto diivoda byly navrzeny tfi mutantni formy kryptogeinu, Leu41Phe
— zdmena leucinu za objemny fenylalanin by méla vést ke snizené schopnosti vazat mastné
kyseliny, Val84Phe - zdména valinu za fenylalanin by méla vést ke sniZzené vazbé¢ sterold a
Leu41Phe/Val84Phe, ktera by méla vykazovat kombinaci vlastnosti obou piedeslych
mutantnich forem Val84Phe a Leu41Phe. Navic byl navrZzen protein Lys13Val, u kterého
dojde zaménou lysinu za valin k eliminaci povrchového néboje u vstupu do hydrofobni
kavity, coz by mélo vést k snizené¢ schopnosti vazat steroly. Pfipadné zmény v celkové
struktufe proteinu byly vylou¢eny pomoci dalS§ich modelovacich metod (Lochman et al.
2005).

Stanoveni disociacnich konstant komplexii elicitin-dehydroergosterol

Hydrofobni kavita v jadie elicitini je pfi€inou za rizné€ silné interakce elicitinli s fadou
lipidickych latek. Sila interakce jednotlivych mutantnich forem kryptogeinu se steroly byla
urcena experimentalné ziskanou disocia¢ni konstantou komplexu kryptogein-sterol. K méfeni
byl pouzit dehydroergosterol (DHE). K vylouceni nespecifickych interakci byl jako negativni
kontrola pouzit aprotinin (maly bazicky protein). Disociaéni konstanty spoctené
z fluorimetrickych dat (Tabulka 1) jsou vsouladu s predikci molekulového modelovanti,
proteiny Val84Phe/Leud41Phe a Val84Phe sterol viibec nevazi, protein Lys13Val a LEU41F
v omezené mife.
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Tabulka 1. Disociacni konstanty mutantnich forem kryptogeinu. Disocia¢ni konstanty komplexi
elicitin-dehydroergosterol vypoctené zhodnot fluorescenéni kiivky pro jednotlivé pridavky
dehydroergosterolu pomoci rovnice 1/Cb=(K/NA)(1/Cf)+1/NA

Protein: Kq (uM)
Kryptogein (X24) 0,255+0,014
Leu41Phe 0,672 + 0,046
Lys13Val 0,913+ 0,047
Val84Phe Nevaze

Val84Phe/Leud1Phe Nevaze

Analyza schopnosti jednotlivych mutantnich forem kryptogeinu prenaset steroly

Elicitiny vykazuji spolecnou schopnost ptenaset lipidické latky mezi biologickymi
membranami. Méfeni schopnosti pienosu steroll bylo provadéno za kritickou micelarni
koncentraci DHE (CMCppe=0,025uM), tudiz po kratké dobé po ptidavku DHE do pufru se
vytvotily donorni micely. Po pfidani fadoveé vys$si koncentrace stigmasterolu, se vytvoftil
piebytek akceptornich micel. Pfidavek kryptogeinu poté vedl k ristu fluorescence, coz je
zpusobeno ziedénim DHE do pifebytku pfitomnych stigmasterolovych micel (Obr. 1).
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Obr. 1. Pfenos sterol mezi DHE a stigmasterol micelami katalyzovany jednotlivymi elicitiny a aprotininem
meéfeny jako zmeéna fluorescence DHE. Elicitiny a aprotinin byly pfidany ve 120s.

47



Z pocatecniho nartistu fluorescence po pifidani jednotlivych proteini, miizeme kvantifikovat
schopnost jednotlivych mutantnich kryptogeini a aprotininu (negativni kontrola) pfenaset
steroly (Tabulka 2).

Tabulka 2. Prenos mastnych kyselin a steroli. Hodnoty poc¢ate¢niho narustu fluorescence po pridavku
elicitind pro ptenos DHE a NBD-PC (7-nitrobenzofurazan-fosfatidyl cholin).

Protein: Pienos DHE Pienos NBD-PC
Aprotinin 0,194 + 0,0076 0,152 +0,0013
Lys13Val 0,591 £0,0120 0,107 £0,0024
Leu41Phe 1,384 £ 0,0676 0,320 +0,0010
Val84Phe/Leu41Phe 0,382 +0,0096 0,764 +0,0047
Val84Phe 0,544 £ 0,0224 0,744 £+ 0,0087
X24 2,512 +0,0634 0,515 +£0,0045

U proteinti Val84Phe a Val84Phe/Leu41Phe je schopnost pienosu sterolli znaéné omezena, coz
je ve shod¢ s ptredeSlym stanovenim disociacnich konstant — kryptogein nesouci mutaci
Val84Phe neni schopen vazby a tudiz ani pfenosu steroli mezi membranami. Protein
Lys13Val také vykazuje siln€¢ sniZenou schopnost pienaSet steroly, coz se neshoduje
s vysledky z méteni disociaCnich konstant nebot’ protein Lys13Val byl schopny vazat volny
sterol v pufru. Tento rozpor ukazuje na pravdépodobné zéasadni vliv zmény povrchového
naboje na interakci elicitinil s plazmatickou membranou.

Analyza schopnosti jednotlivych mutantnich forem kryptogeinu prenaset mastné kyseliny

Za danych podminek (viz. Material a Metody) podminek tvoii NBD-phosfatidyl cholin(7-
nitrobenzofurazan-fosfatidyl cholin) ve vodé¢ lipidické vacky — Liposomy obsahujici
fluoresnenéni  fosfolipid NBD-PC (7-nitrobenzofurazan-fosfatidyl cholin) podléhaji
samozhaSecimu efektu. Pfidame-li k nim vSak akceptorové lipozomy obsahujici fosfatidyl
cholin, fluorescence pomalu stoupd diky samovolna vyméné. Ptidavek kryptogeinu poté
zpusobi rychlej$i narust fluorescence odpovidéjici zvySenému rychlosti pfenosu NBD-PC
mezi lipozomy katalyzovaném kryptogeinem (Obr. 2). Rychlosti vyjadfené hodnotami
smérnic pocatecniho ristu fluorescence po pridani jednotlivych elicitini jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka 2).

Z vysledkl je patrné, ze proteiny Val84Phe a Val84Phe/Leu41Phe pienasely mastné kyseliny
mezi lipozomy ucinéji nez divoky kryptogein X24. Tento jev se d4 vysvétlit tim, zZe mastné
kyseliny nekompetuji se sterolem o vazebné misto v kavité, nebot’” dané proteiny sterol
nevazou a také tim, ze objemné reziduum na pozici VAL84 zvétsi povrch 1 hydrofobicitu
kavity v jadfe proteinu. Kryptogein nesouci mutaci Lysl3Val nepfenasi mastné kyseliny
viubec, coz opét dokazuje dilezitost povrchového naboje na interakci s plazmatickou
membranou, v ptipad¢ pienosu mastnych kyselin je tento efekt jeSté patrnéj$i nez v piipade
pienosu sterolii. Protein Leu41Phe mé snizenou schopnost pfenosu mastnych kyselin, coz je v
dobré shod¢ s daty z molekulového modelovani (Dobes et al. 2004).
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Obr. 2. Prenos mastnych kyselin mezi NBD-PC liposomy a PC liposomy katalyzovany jednotlivymi elicitiny a
aprotininem méfeny jako zmeéna fluorescence NBD-PC. Akceptorové liposomy byly pridany k donorovym v 50
s av 120 s byly ptidany elicitiny a aprotinin.

Nova sada mutantnich forem kryptogeinii

Na zéklad¢ ziskanych dat z fluorescencnich analyz méfeni vazby a ptenosu steroli a
mastnych kyselin vyplyva, Ze rozlozeni povrchového naboje ma kliCcovy vyznam na interakci
proteinu s plazmatickou membrénou. Pro detailn€j$i objasnéni vlivu povrchového naboje na
interakci kryptogeinu s membréanou a vysokoafinitnim vazebnym mistem byla navrzena dal$i
sada mutantnich forem kryptogeinu, u kterych budou postupné nahrazovany povrchové lysiny
za threonin. Tim bude dochazet k postupné eliminaci povrchového naboje v danych pozicich.
Ze strukturniho pohledu budou klicové pravdépodobné dva krajni piipady, kdy bude
kryptogein zbaven naboje na stran¢ v okoli kavity, o které se domnivame, Ze je nezbytna
k vazb€ na vysoce afinitni misto na plazmatick€é membrané (lyzinové zbytky 13, 61, 62) a na
stran¢ opacné (lyzinové zbytky 48, 94, 39) (Obr. 3).
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Obr. 3. Lyziny podilejici se na interakci kryptogeinu s plazmatickou membranou. A: lyziny, které se
pravdépodobné nepodili na interakci kryptogeinu s plazmatickou membréanou (Lys 39, Lys 48, Lys 94), B:
lyziny, které jsou pravdépodobné nezbytné pro interakci kryptogeinu s plazmatickou membranou (Lys 13, Lys
61, Lys 62). Obrazek byl vytvoren pomoci software VMD (University of Illinos).

ZAVER

Fluorescencni méfeni se sadou mutantnich kryptogeini Val84Phe, Leu41Phe,
Val84Phe/Leud41Phe a Lysl3Val pomohla c¢asteCné objasnit vztah mezi strukturou a
biologickou aktivitou elicitin. Méfeni dale ukézala na silny vliv povrchového naboje na
schopnost elicitini interagovat s plazmatickou membranou hostitele a na jejich schopnost
prenosu steroll a mastnych kyselin.
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