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Jurčík2, Stanislav Kozmon1, Peter Baráth1,2, Eva Stratilová1 

 
1Chemický ústav Slovenskej akadémie vied, v. v. i., Dúbravská cesta 9, 845 38 Bratislava, 

Slovenská republika; Veronika.Lukacova@medirexgroup.sk 
2Medirex Group Academy n.o., Novozámocká 1/67, 949 05 Nitra, Slovenská republika 

3Univerzita Komenského v Bratislave, Prírodovedecká fakulta, Katedra fyzikálnej, výpočtovej 

a teoretickej chémie, Mlynská dolina, Ilkovičova 8, 842 15 Bratislava, Slovenská republika 

 

 

Abstract 

Identification of extracellular proteins of Pichia pastoris GS115 transformed strains using mass 

spectrometry 

The synthetic genes of A0A161ZKU8 and A0A175YMX0 proteins defined in UniProtKB as 

„uncharacterized proteins inferred from homology“ as well as of Q75XT0 defined by “putative polygalacturonase 

- experimental evidence at transcript level” were commercially prepared and transformed into Pichia pastoris 

GS115 strain using electroporation. After methanol-induced production of proteins into cultivation medium, the 

precipitation with ammonium sulphate and ethanol followed by desalting of proteins was provided. Mass 

spectrometry analysis of proteins confirmed the prevalence of target products, A0A161ZKU8, A0A175YMX0 

and Q75XT0 in samples but showed also the composition of contaminants from the Pichia transformants. Derived 

from the primary structures, none of produced contaminants could possess predicted activity of A0A161ZKU8, 

A0A175YMX0 and Q75XT0 what plays a crucial role in further characterization of these enzymes.  

  

Keywords: A0A161ZKU8; A0A175YMX0; Q75XT0; mass spectrometry; P. pastoris; synthetic gene  

 

Úvod a formulácia cieľa 

Vďaka vysokej špecificite a senzitivite si hmotnostná spektrometria našla široké 

využitie pri analýzach rôznych biologických vzoriek a postupne sa vyvinula na 

nepostrádateľný nástroj proteomiky. Túžba porozumieť proteómu viedla k novým 

technológiám, ktoré posúvajú hranice možností hmotnostnej spektrometrie [1], ako napr. vývoj  

hmotnostného spektrometra Orbitrap, ktorý v kombinácii s kvapalinovou chromatografiou 

(LC-MS/MS) umožňuje úplnejšiu charakterizáciu a presnejšiu identifikáciu zloženia vzoriek.  

Cieľom tejto práce bolo overiť produkciu proteínov (pravdepodobne GH rodina 28), 

ktorých syntetické gény boli transformované do Pichia pastoris GS115 a súčasne zistiť 

prítomnosť kontaminantov produkovaných samotnými transformovanými kmeňmi, ktoré by 

mohli ovplyvňovať charakterizáciu cieľových proteínov A0A161ZKU8, A0A175YMX0 a 

Q75XT0 založenú na stanovení ich aktivity.  
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Materiál a metódy 

Syntetické gény proteínov A0A161ZKU8, A0A175YMX0 a Q75XT0 (Daucus carota 

subsp. sativus; UniProtKB) boli komerčne pripravené na základe ich nukleotidových sekvencií 

KZM86650.1,  KZM85074.1 a BAC87792.1 (ENA, European Nucleotide Archive) 

v ProteoGenixSAS. Pichia pastoris GS115 (Komagataella phaffii, kmeň GS115/ATCC 

20864) bola transformovaná elektroporáciou podľa manuálu pre expresiu (Invitrogen). Postup 

prác vrátane podmienok kultivácie transformovaného kmeňa bol opísaný Stratilovou a kol. [2] 

a cieľové produkty získané prezrážaním 5 dňového kultivačného média síranom amónnym 

(90% sat.), etanolom (1:4) a následným odsolením proteínov na kolónke PD10 (GE 

Healthcare).  

Pre proteomickú analýzu získaných vzoriek sa odobralo 50 μl (≈ 2 μg proteínov), 

pridalo 50 μl 100 mM Tris-HCl pH 7,8 a 0,5 μl 1 M ditiotreitolu. Vzorky sa inkubovali 30 min. 

pri 60°C. Vzniknuté tiolové funkčné skupiny sa alkylovali pridaním 2,7 μL 0,5 M 

iodoacetamidu počas státia v tme (20 min, 20 °C–25 °C). Proteíny sa potom štiepili pomocou 

trypsínu sekvenačnej kvality (Promega, cez noc pri 37°C). Reakcia bola zastavená pridaním 

5,5 μl 10% kyseliny trifluóroctovej (TFA). Zmes peptidov sa prečistila na mikrokolónkach 

naplnených reverznou fázou LiChroprep RP-18 s veľkosť častíc 25-40 μm (Merck-Millipore). 

Peptidy sa eluovali z mikrokolónky 2x 50 μl 70% acetonitrilu v 0,1% TFA, vysušili v 

Concentrator plus (Eppendorf) a rozpustili v 20 μl 2% acetonitrilu v 0,1% TFA.  

Na LC-MS analýzu boli vzorky (2 μl) nanášané na trap kolónu (PepMap100 C18, 

75 μm x 20 mm, veľkosť častíc 3 μm; Dionex) a následne separované na EASY-Spray C18 

analytickej kolóne s integrovaným nanosprejovým emitérom (75 μm × 500 mm, veľkosť častíc 

5 μm; Thermo Fisher Scientific). Dĺžka gradientu bola 60 min., s 3–43% B, konkávny tvar 

krivky s prietokom 250 nl/min. Ako mobilné fázy boli použité 0,1% HCOOH (v/v) a 80% 

acetonitril (v/v) v 0,1% HCOOH. Eluované peptidy boli nastrekované cez EASY-Spray iónový 

zdroj do hmotnostného spektrometra (Orbitrap Elite, Thermo Fisher Scientific). Spektrá boli 

zbierané v DDA móde využívajúc Top 15 stratégiu pre výber prekurzorových iónov [3]. 

Vzorky boli analyzované  v dvoch replikátoch.  

Dáta boli analyzované v programe MaxQuant v1.6.17.0 [4] voči proteómu P. pastoris 

z databázy UniProt (5073 sekvencií) [5] a sekvenciám jednotlivých rekombinantov. 

 

Výsledky a diskusia 

Výsledky proteomických analýz vzoriek získaných prezrážaním a odsolením média po 

kultivácii transformovyných kmeňov P. pastoris GS115 sú uvedené v Tab. 1.-3.  
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Tab. 1. Analýza extracelulárnych proteínov produkovaných transformovanou P. pastoris_ A0A175YMX0 

Skóre vyjadruje štatistické hodnotenie kvality identifikácie proteínu v programe MaxQuant [6]. Intenzita je 

v tomto prípade arbitrárnou jednotkou 

 

Označanie proteínu v UniProtKB, 

charakterizácia 

Počet 

peptidov 

Pokrytie 

sekv. [%] 

Mv 

[kDa] 
Skóre Intenzita 

Počet 

MS/MS 

A0A175YMX0_DAUCS, necharakter. proteín 25 94 40,587 323,31 2316400000 146 

C4R1Q1_KOMPG, necharakter. proteín 4 21 30,502 150,69 581980000 18 

C4QVL7_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 6 32,2 35,887 323,31 271380000 21 

C4R9F6_KOMPG, necharakter. proteín 8 27 45,234 293,36 150770000 28 

C4R3H3_KOMPG, necharakter. proteín 4 8,3 31,886 65,247 117220000 6 

C4R3C4_KOMPG, necharakter. proteín 3 11,4 62,904 155,14 81050000 10 

C4R6P9_KOMPG, proteín z GH rodiny 132 6 19,1 35,735 225,57 80428000 17 

C4R2Z5_KOMPG, proteín z GH rodiny 132 3 10,4 44,995 236,68 59918000 9 

C4R938_KOMPG, disulfidizomeráza 10 25,3 52,655 120,54 44573000 26 

C4QZS3_KOMPG, ATPáza 14 23 74,213 161,4 36363000 21 

C4QZV5_KOMPG, peptidáza 7 5,9 181,9 155,16 16274000 14 

C4QW71_KOMPG, proteín z GH rodiny 81 9 11,7 109,63 121,97 13337000 19 

C4R894_KOMPG, proteín z GH rodiny 16 4 16,4 49,508 106,02 8255700 8 

C4R6L9_KOMPG, Cytochróm C, izoforma 1 3 13,6 12,125 18,687 5958600 4 

C4QYF3_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 4 18,3 33,946 47,999 5632800 10 

C4QZH9_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 4 11,2 49,018 40,388 3534100 7 

C4R6G8_KOMPG, aspartylproteáza 3 12 44,323 21,941 2211000 3 

 

Ako vyplýva z tabuliek, transformácia génov bola úspešná a jej cieľové proteíny boli 

produkované vo výrazne vyššom množstve, ako kontaminanty pochádzajúce z P. pastoris a to 

najmä v prípade A0A161ZKU8. Štruktúry kontaminantov boli vyhľadané v UniProtKB 

a v tých prípadoch, kedy nebola priamo uvedená ich funkcia, boli zarovnané (Clustal Omega) 

s cieľovými proteínmi za účelom zistiť, či neobsahujú aminokyseliny esenciálne pre viazanie 

a hydrolýzu substrátu, ako bolo predikované na základe homológie pre A0A161ZKU8, 

A0A175YMX0 a Q75XT0 [7]. Tieto esenciálne aminokyseliny a ich potenciálne usporiadanie 

je zobrané na Obr. 1. 

Tieto výsledky poskytli základ pre experimentálne štúdie založené na stanoveniach 

katalytických vlastností cieľových proteínov, ich biochemickú charakterizáciu a purifikáciu 

zameranú na kryštalografiu. 
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Tab. 2. Analýza extracelulárnych proteínov produkovaných transformovanou P. pastoris_ A0A161ZKU8 

Skóre vyjadruje štatistické hodnotenie kvality identifikácie proteínu v programe MaxQuant [6]. Intenzita je 

v tomto prípade arbitrárnou jednotkou 

 

Označanie proteínu v UniProtKB, 

charakterizácia 

Počet 

peptidov 

Pokrytie 

sekv. [%] 

Mv 

[kDa] 
Skóre Intenzita 

Počet 

MS/MS 

A0A161ZKU8_DAUCS, necharakter. proteín 25 94,2 40,502 323,31 1828400000 176 

C4QVL7_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 9 45,7 35,887 323,31 475530000 58 

C4R3H3_KOMPG, necharakter. proteín 6 13,7 31,886 87,191 212170000 30 

C4QZS3_KOMPG, ATPáza 36 47,2 74,213 323,31 197100000 117 

C4R9F6_KOMPG, necharakter. proteín 10 38,8 45,234 211,82 180010000 39 

C4R1Q1_KOMPG, necharakter. proteín 5 27,8 30,502 189,02 154520000 22 

C4R6P9_KOMPG, proteín z GH rodiny 132 7 26 35,735 323,31 118610000 20 

C4R938_KOMPG, disulfidizomeráza 19 45 52,655 238,79 103950000 52 

C4R3C4_KOMPG, necharakter. proteín 3 11,4 62,904 305,54 103940000 24 

C4R2Z5_KOMPG, proteín z GH rodiny 132 4 16,7 44,995 269,33 53434000 17 

C4R606_KOMPG, formátdehydrogenáza 10 41,6 40,309 121,45 26753000 24 

C4QYF3_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 7 29,3 33,946 113,29 21012000 24 

C4QW71_KOMPG, proteín z GH rodiny 81 12 18,9 109,63 132,18 19292000 28 

C4R0Q7_KOMPG, proteín z GH rodiny 5 11 31,2 47,837 126,54 19003000 29 

C4R0P1_KOMPG glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenáza 
3 15 35,603 29,083 16477000 9 

C4R894_KOMPG, proteín z GH rodiny 16 4 16,4 49,508 71,196 10852000 10 

C4QZB0_KOMPG, elengačný faktor 1-α 5 13,5 50,131 41,306 9712700 7 

C4QZH9_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 4 13,6 49,018 57,911 9042400 11 

C4R6P1_KOMPG, necharakter. proteín 5 36,4 25,659 53,571 8274500 9 

C4R5Q0_KOMPG, transketoláza 9 16,3 78,585 75,889 7457400 12 

C4QYW7_KOMPG, proteín podobný lektínu 3 9,6 51,235 45,665 7298400 7 

C4QZV5_KOMPG, peptidáza 4 3,4 181,9 39,724 5670200 8 

C4QWL5_KOMPG, peptidyl-prolyl-cis-trans-

izomeráza 
4 29,3 24,693 40,762 4242000 5 

C4R7G9_KOMPG, štrukturálny proteín bunk. 

steny 
3 10,8 33,565 30,384 3688600 9 

C4R6G8_KOMPG, aspartylproteáza 3 13,2 44,323 30,426 3442000 5 

P04842_ALOX1_KOMPG alkoholoxidáza 1 6 11 73,897 36,117 2966600 4 

C4R0Z8_KOMPG,  necharakter. proteín 3 15,5 23,657 24,824 1473000 3 
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Tab. 3. Analýza extracelulárnych proteínov produkovaných transformovanou P. pastoris_ Q75XT0 Skóre 

vyjadruje štatistické hodnotenie kvality identifikácie proteínu v programe MaxQuant [6]. Intenzita je v tomto 

prípade arbitrárnou jednotkou 

 

Označanie proteínu v UniProtKB, 

charakterizácia 

Počet 

peptidov 

Pokrytie 

sekv. [%] 

Mv 

[kDa] 
Skóre Intenzita 

Počet 

MS/MS 

Q75XT0_DAUCS, proteín z GH rodiny 28 17 59,4 40,52 323,31 1719100000 113 

C4QVL7_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 9 45,7 35,887 323,31 883130000 63 

C4R1Q1_KOMPG, necharakter. proteín 5 27,8 30,502 216,78 769580000 32 

C4R9F6_KOMPG,  necharakter. proteín 10 38,8 45,234 323,31 441040000 53 

C4R3H3_KOMPG,  necharakter. proteín 6 13,7 31,886 106,89 269860000 27 

C4R938_KOMPG, disulfidizomeráza 22 49,3 52,655 323,31 234020000 85 

C4QZS3_KOMPG, ATPáza 30 43,2 74,213 323,31 189070000 90 

C4R6P9_KOMPG, proteín z GH rodiny 132 9 26 35,735 259,63 165990000 30 

C4R3C4_KOMPG,  necharakter. proteín 3 11,4 62,904 323,31 127970000 25 

C4R2Z5_KOMPG, proteín z GH rodiny 132 5 16,7 44,995 323,31 116950000 19 

C4R606_KOMPG, formátdehydrogenáza 12 51,8 40,309 169,48 50978000 27 

C4QW71_KOMPG, proteín z GH rodiny 81 13 19,3 109,63 248,68 46537000 40 

C4QZV5_KOMPG, peptidáza 12 11,8 181,9 219,34 37006000 30 

C4QYF3_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 7 28,3 33,946 125,27 30956000 20 

C4R894_KOMPG, proteín z GH rodiny 16 5 18,3 49,508 95,018 20296000 13 

C4R6P1_KOMPG,  necharakter. proteín 4 32 25,659 79,773 15512000 9 

C4R0U2_KOMPG, fúzny proteín 3 24,2 14,568 58,466 12287000 10 

C4QZB0_KOMPG, elengačný faktor 1-α 4 10,9 50,131 42,32 12099000 8 

C4QZH9_KOMPG, proteín z GH rodiny 17 5 15,3 49,018 88,278 11663000 13 

C4R0Q7_KOMPG, proteín z GH rodiny 5 6 21 47,837 58,282 11505000 17 

C4R5P8_KOMPG, transketoláza 6 10,3 78,852 52,797 8542900 8 

C4R0Z8_KOMPG,  necharakter. proteín 3 15,5 23,657 64,548 7660500 6 

C4QYW7_KOMPG, proteín podobný lektínu 3 9,6 51,235 70,72 5932600 7 

C4QWL5_KOMPG, transizomeráza 5 25,2 24,693 35,987 4413400 5 

P04842_ALOX1_KOMPG alkoholoxidáza 1 4 10,1 73,897 28,077 3808700 6 

 

Záver 

Proteomická analýza intracelulárnych proteínov troch transformantov Pichia pastoris 

GS115 ukázala, že všetky kmene úspešne produkovali vyžadované proteíny, ktoré sa v UniProt 

databáze vyskytujú pod označením A0A161ZKU8, A0A175YMX0 a Q75XT0. Súčasne 

poskytla informácie o prítomnosti kontaminantov, ktoré produkujú do kultivačného média 
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samotné kmene. Bioinformatická analýza kontaminantov nenašla vo vzorkách proteíny, 

ktorých aktívne miesta by mohli viazať a hydrolyzovať substráty, ktoré boli na základe 

homológie predikované pre A0A161ZKU8, A0A175YMX0 a Q75XT0. Tieto informácie budú 

využité pri charakterizácii cieľových proteínov, ktorých existencia na úrovni ich katalytických 

aktivít ešte nebola potvrdená. 

 

 
 

Obr. 1. Aktívne miesto A0A161ZKU8 s vyznačenými aminokyselinami, ktoré zodpovedajú za viazanie 

a hydrolýzu substrátu [7] 
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