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Abstract

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

The synthetic genes of A0A161ZKU8 and AO0A175YMXO0 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, AOA161ZKU8, AOA175YMX0
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 AOA161ZKUS8,
AO0A175YMXO0 and Q75XTO what plays a crucial role in further characterization of these enzymes.

Keywords: A0A161ZKUS; AOA175YMXO0; Q75XT0; mass spectrometry; P. pastoris; synthetic gene

Uvod a formulicia ciela

Vdaka vysokej Specificite a senzitivite si hmotnostnd spektrometria nasla Siroké
vyuzitie pri analyzach roznych biologickych vzoriek a postupne sa vyvinula na
nepostradatelny nastroj proteomiky. Tuzba porozumiet proteomu viedla k novym
technoldgiam, ktoré posuvaju hranice moznosti hmotnostnej spektrometrie [1], ako napr. vyvoj
hmotnostného spektrometra Orbitrap, ktory v kombinacii s kvapalinovou chromatografiou
(LC-MS/MS) umoziuje uplnejsiu charakterizaciu a presnejsiu identifikaciu zlozenia vzoriek.

Ciel'om tejto prace bolo overit’ produkciu proteinov (pravdepodobne GH rodina 28),
ktorych syntetické gény boli transformované do Pichia pastoris GS115 a stcéasne zistit
pritomnost’ kontaminantov produkovanych samotnymi transformovanymi kmenmi, ktoré by
mohli ovplyviiovat’ charakterizaciu cielovych proteinov AOA161ZKU8, AOA175YMXO0 a

Q75XTO0 zalozent na stanoveni ich aktivity.
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Material a metody

Syntetické gény proteinov AOA161ZKUS8, AOAL75YMXO0 a Q75XTO0 (Daucus carota
subsp. sativus; UniProtKB) boli komeréne pripravené na zaklade ich nukleotidovych sekvencii
KZM86650.1, KzZM85074.1 a BAC87792.1 (ENA, European Nucleotide Archive)
v ProteoGenixSAS. Pichia pastoris GS115 (Komagataella phaffii, kmen GS115/ATCC
20864) bola transformovana elektroporaciou podl'a manualu pre expresiu (Invitrogen). Postup
prac vratane podmienok kultivacie transformovaného kmena bol opisany Stratilovou a kol. [2]
a cielové produkty ziskané prezrazanim 5 dnového kultivaéného média siranom aménnym
(90% sat.), etanolom (1:4) a naslednym odsolenim proteinov na kolonke PDI10 (GE
Healthcare).

Pre proteomicku analyzu ziskanych vzoriek sa odobralo 50 ul (= 2 pg proteinov),
pridalo 50 pl 100 mM Tris-HCI pH 7,82 0,5 ul 1 M ditiotreitolu. Vzorky sa inkubovali 30 min.
pri 60°C. Vzniknuté tiolové funk¢éné skupiny sa alkylovali pridanim 2,7 uL 0,5 M
iodoacetamidu pocas statia v tme (20 min, 20 °C-25 °C). Proteiny sa potom $tiepili pomocou
trypsinu sekvenacnej kvality (Promega, cez noc pri 37°C). Reakcia bola zastavena pridanim
5,5 ul 10% kyseliny trifludroctovej (TFA). Zmes peptidov sa precistila na mikrokolénkach
naplnenych reverznou fazou LiChroprep RP-18 s velkost’ ¢astic 25-40 um (Merck-Millipore).
Peptidy sa eluovali z mikrokolonky 2x 50 pl 70% acetonitrilu v 0,1% TFA, vysusili v
Concentrator plus (Eppendorf) a rozpustili v 20 ul 2% acetonitrilu v 0,1% TFA.

Na LC-MS analyzu boli vzorky (2 ul) nanasané na trap kolonu (PepMapl100 C18,
75 um x 20 mm, velkost’ Castic 3 pm; Dionex) a nasledne separované na EASY-Spray C18
analytickej kolone s integrovanym nanosprejovym emitérom (75 pm x 500 mm, vel'kost Castic
5 um; Thermo Fisher Scientific). Dizka gradientu bola 60 min., s 3-43% B, konkavny tvar
krivky s prietokom 250 nl/min. Ako mobilné fazy boli pouzité 0,1% HCOOH (v/v) a 80%
acetonitril (v/v) v 0,1% HCOOH. Eluované peptidy boli nastrekované cez EASY-Spray iénovy
zdroj do hmotnostného spektrometra (Orbitrap Elite, Thermo Fisher Scientific). Spektrd boli
zbierané v DDA modde vyuZzivajic Top 15 stratégiu pre vyber prekurzorovych ionov [3].
Vzorky boli analyzované v dvoch replikatoch.

Data boli analyzované v programe MaxQuant v1.6.17.0 [4] voci protedmu P. pastoris

z databazy UniProt (5073 sekvencii) [5] a sekvenciam jednotlivych rekombinantov.

Vysledky a diskusia
Vysledky proteomickych analyz vzoriek ziskanych prezrazanim a odsolenim média po
kultivacii transformovynych kmenov P. pastoris GS115 su uvedené v Tab. 1.-3.
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Tab. 1. Analyza extracelularnych proteinov produkovanych transformovanou P. pastoris_ AOA175YMX0
Skore vyjadruje $tatistické hodnotenie kvality identifikicie proteinu v programe MaxQuant [6]. Intenzita je
V tomto pripade arbitrarnou jednotkou

Oznadanie proteinq A uniProtKB, Po_éet Pokrytie | Mv Skore | Intenzita Pocet
charakterizacia peptidov | sekv. [%] | [kDa] MS/MS
A0A175YMX0 DAUCS, necharakter. protein 25 94 40,587 | 323,31 | 2316400000 | 146
C4R1Q1 KOMPG, necharakter. protein 4 21 30,502 | 150,69 | 581980000 18
C4QVL7 KOMPG, protein z GH rodiny 17 6 32,2 | 35,887|323,31| 271380000 21
C4R9F6_KOMPG, necharakter. protein 8 27 45,2341 293,36 | 150770000 28
C4R3H3 KOMPG, necharakter. protein 4 8,3 31,886 | 65,247 | 117220000 6
C4R3C4 KOMPG, necharakter. protein 3 11,4 62,904 | 155,14 | 81050000 10
C4R6P9 KOMPG, protein z GH rodiny 132 6 19,1 | 35,735|225,57 | 80428000 17
C4R2Z5 KOMPG, protein z GH rodiny 132 3 10,4 | 44,995 |236,68| 59918000 9
C4R938 KOMPG, disulfidizomeraza 10 25,3 | 52,655 (120,54 | 44573000 26
C4QZS3 KOMPG, ATPaza 14 23 74,213 | 161,4 | 36363000 21
C4QZV5_KOMPG, peptidaza 7 5,9 181,9 [ 155,16 | 16274000 14
C4QW71 KOMPG, protein z GH rodiny 81 9 11,7 |109,63|121,97| 13337000 19
C4R894 KOMPG, protein z GH rodiny 16 4 16,4 49,508 | 106,02 | 8255700 8
C4R61L9 _KOMPG, Cytochrom C, izoforma 1 3 13,6 12,125 |18,687 | 5958600 4
C4QYF3_KOMPG, protein z GH rodiny 17 4 18,3 33,946 147,999 | 5632800 10
C4QZH9_KOMPG, protein z GH rodiny 17 4 11,2 49,018 [ 40,388 | 3534100 7
C4R6G8_KOMPG, aspartylproteaza 3 12 44,323 21,941 | 2211000 3

Ako vyplyva z tabuliek, transformacia génov bola ispesna a jej cielové proteiny boli
produkované vo vyrazne vy$§om mnozstve, ako kontaminanty pochadzajuce z P. pastoris a to
najmi v pripade AOA161ZKUS. Struktary kontaminantov boli vyhladané v UniProtkKB
a Vv tych pripadoch, kedy nebola priamo uvedena ich funkcia, boli zarovnané (Clustal Omega)
s cielovymi proteinmi za ucelom zistit, ¢i neobsahuji aminokyseliny esencialne pre viazanie
a hydrolyzu substratu, ako bolo predikované na zaklade homoldgie pre A0OA161ZKUS,
AOA175YMXO0 a Q75XTO [7]. Tieto esencialne aminokyseliny a ich potencialne usporiadanie
je zobrané na Obr. 1.

Tieto vysledky poskytli zaklad pre experimentalne Stidie zaloZzené na stanoveniach
katalytickych vlastnosti cielovych proteinov, ich biochemicka charakterizaciu a purifikaciu

zameranl na kryStalografiu.
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Tab. 2. Analyza extracelularnych proteinov produkovanych transformovanou P. pastoris_ A0OA161ZKU8
Skore vyjadruje $tatistické hodnotenie kvality identifikacie proteinu v programe MaxQuant [6]. Intenzita je
V tomto pripade arbitrarnou jednotkou

Oznadanie proteinq v UniProtKB, Pof:et Pokrytie | Mv Skore | Intenzita Pocet
charakterizacia peptidov | sekv. [%] | [kDa] MS/MS
A0A161ZKU8 DAUCS, necharakter. protein 25 94,2 40,502 | 323,31 | 1828400000 | 176
C4QVL7 _KOMPG, protein z GH rodiny 17 9 45,7 |35,887|323,31| 475530000 58
C4R3H3 KOMPG, necharakter. protein 6 13,7 |31,886 (87,191 | 212170000 30
C4QZS3 KOMPG, ATPaza 36 47,2 |74,213|323,31| 197100000 | 117
C4R9F6_KOMPG, necharakter. protein 10 38,8 |45,234|211,82| 180010000 39
C4R1Q1_KOMPG, necharakter. protein 5 27,8 30,502 | 189,02 | 154520000 22
C4R6P9 KOMPG, protein z GH rodiny 132 7 26 35,735 (323,31 | 118610000 20
C4R938 KOMPG, disulfidizomeraza 19 45 52,655 | 238,79 | 103950000 52
C4R3C4 _KOMPG, necharakter. protein 3 11,4 62,904 | 305,54 | 103940000 24
C4R2Z5 KOMPG, protein z GH rodiny 132 4 16,7 44,995 | 269,33 | 53434000 17
C4R606_KOMPG, formatdehydrogenaza 10 41,6 40,309 | 121,45 | 26753000 24
C4QYF3 KOMPG, protein z GH rodiny 17 7 29,3 (33,946 |113,29| 21012000 24
C4QW71 KOMPG, protein z GH rodiny 81 12 18,9 109,63 |132,18| 19292000 28
C4R0Q7_KOMPG, protein z GH rodiny 5 11 31,2 47,837 | 126,54 | 19003000 29
C4R°P1—KO'(\1"6';(; dg(')i‘;‘;r:;ge“yd'g"fosw 3 15 |35,603(29,083| 16477000 | 9
C4R894 KOMPG, protein z GH rodiny 16 4 16,4 49,508 | 71,196 | 10852000 10
C4QZB0_KOMPG, elengacny faktor 1-a 5 13,5 50,131 {41,306 | 9712700 7
C4QZH9_KOMPG, protein z GH rodiny 17 4 13,6 49,018 | 57,911 | 9042400 11
C4R6P1_KOMPG, necharakter. protein 5 36,4 |25,659|53,571| 8274500 9
C4R5Q0_KOMPG, transketolaza 9 16,3 |78,585|75,889| 7457400 12
C4QYW7_KOMPG, protein podobny lektinu 3 9,6 51,235|45,665| 7298400 7
C4QZV5 KOMPG, peptidaza 4 3,4 181,9 39,724 | 5670200 8
C4QWL5_KOM Pgégeerigggl-prolyl-cis-trans— 4 293 24693 | 40762 | 4242000 5
C4R7G9_KOMPG, §Sttreli11;turélny protein bunk. 3 108 33,565 30,384 | 3688600 9
C4R6G8 KOMPG, aspartylproteaza 3 13,2 44,323 130,426 | 3442000 5
P04842 ALOX1 KOMPG alkoholoxidaza 1 6 11 73,897 | 36,117 | 2966600 4
C4R0Z8 KOMPG, necharakter. protein 3 15,5 23,657 | 24,824 | 1473000 3
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Tab. 3. Analyza extracelularnych proteinov produkovanych transformovanou P. pastoris_ Q75XTO0 Skore
vyjadruje $tatistické hodnotenie kvality identifikacie proteinu v programe MaxQuant [6]. Intenzita je v tomto
pripade arbitrarnou jednotkou

Oznadanie proteing v UniProtKB, Po_éet Pokrytie Mv Skore | Intenzita Pocet
charakterizacia peptidov | sekv. [%] | [kDa] MS/MS
Q75XT0_DAUCS, protein z GH rodiny 28 17 59,4 40,52 |323,31|1719100000| 113
C4QVL7 _KOMPG, protein z GH rodiny 17 9 45,7 35,887 |323,31 | 883130000 63
C4R1Q1 KOMPG, necharakter. protein 5 27,8 30,502 |216,78 | 769580000 32
C4R9F6_KOMPG, necharakter. protein 10 38,8 45,234 | 323,31 | 441040000 53
C4R3H3 KOMPG, necharakter. protein 6 13,7 31,886 | 106,89 | 269860000 27
C4R938_KOMPG, disulfidizomeraza 22 49,3 52,655 | 323,31 | 234020000 85
C4QZS3 KOMPG, ATPaza 30 43,2 74,213 | 323,31 | 189070000 90
C4R6P9 KOMPG, protein z GH rodiny 132 9 26 35,735 | 259,63 | 165990000 30
C4R3C4 KOMPG, necharakter. protein 3 11,4 62,904 | 323,31 | 127970000 25
C4R2Z5 KOMPG, protein z GH rodiny 132 5 16,7 44,995 | 323,31 | 116950000 19
C4R606_KOMPG, formatdehydrogenaza 12 51,8 40,309 | 169,48 | 50978000 27
C4QW71 KOMPG, protein z GH rodiny 81 13 19,3 109,63 | 248,68 | 46537000 40
C4QZV5_KOMPG, peptidaza 12 11,8 181,9 |219,34| 37006000 30
C4QYF3_KOMPG, protein z GH rodiny 17 7 28,3 33,946 | 125,27 | 30956000 20
C4R894 KOMPG, protein z GH rodiny 16 5 18,3 49,508 | 95,018 | 20296000 13
C4R6P1_KOMPG, necharakter. protein 4 32 25,659 (79,773 | 15512000 9
C4R0U2 KOMPG, fuzny protein 3 24,2 14,568 | 58,466 | 12287000 10
C4QZB0_KOMPG, elengacny faktor 1-a 4 10,9 50,131 | 42,32 | 12099000 8
C4QZH9_KOMPG, protein z GH rodiny 17 5 15,3 49,018 | 88,278 | 11663000 13
C4R0Q7_KOMPG, protein z GH rodiny 5 6 21 47,837 | 58,282 | 11505000 17
C4R5P8_KOMPG, transketolaza 6 10,3 78,852 [ 52,797 | 8542900 8
C4R0Z8 KOMPG, necharakter. protein 3 15,5 23,657 [ 64,548 | 7660500 6
C4QYW7_KOMPG, protein podobny lektinu 3 9,6 51,235 | 70,72 | 5932600 7
C4QWL5_KOMPG, transizomeraza 5 25,2 24,693 [ 35,987 | 4413400 5
P04842 ALOX1 KOMPG alkoholoxidaza 1 4 10,1 73,897 | 28,077 | 3808700 6

Zaver

Proteomicka analyza intracelularnych proteinov troch transformantov Pichia pastoris
GS115 ukazala, ze vSetky kmene tspesne produkovali vyzadované proteiny, ktoré sa v UniProt
databaze vyskytuji pod oznacenim AO0A161ZKU8, AOAL75YMX0 a Q75XTO0. Sucasne

poskytla informacie o pritomnosti kontaminantov, ktoré produkuji do kultivaéného média
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samotné¢ kmene. Bioinformatickd analyza kontaminantov nenasla vo vzorkach proteiny,
ktorych aktivne miesta by mohli viazat' a hydrolyzovat’ substraty, ktoré boli na zaklade
homologie predikované pre AOA161ZKUS8, AOAL175YMX0 a Q75XTO. Tieto informacie budu
vyuzité pri charakterizacii cielovych proteinov, ktorych existencia na urovni ich katalytickych

aktivit eSte nebola potvrdena.

Obr. 1. Aktivne miesto AOA161ZKUS8 s vyzna¢enymi aminokyselinami, ktoré zodpovedaji za viazanie
a hydrolyzu substratu [7]
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