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1 UVOD

v

Proteiny jsou vedle DNA a RNA nejhojnéjsi slozkou bunécného jadra, kde vykonavaji
fadu funkci, véetné sestavovani dlouhych molekul DNA do podoby kondenzovaného
chromatinu, replikace a opravy DNA, regulace genové exprese, syntézy molekul RNA
a jejich modifikaci. Jaderné proteiny se dale podileji na udrZeni vnitini architektury jadra,
jaderném transportu a déleni bun¢k (Blavet et al., 20016).

Ackoliv je rostlinny genom dobie prozkoumén na urovni DNA, informaci o jadernych
proteinech je stale malo (Yin a Komatsu, 2016). Tato skute¢nost vedla ke vzniku
Mezindrodniho konsorcia pro rostlinnd jadra, jejiz ¢lenové maji za cil podrobnou
charakterizaci specifickych jadernych proteinti, aby ziskali vice informaci o tom, jak je
rostlinny genom v jadie organizovan a jak funguje (Graumann et al., 2014).

Je¢men predstavuje po pSenici, kukufici a ryzi nejprodukovanéjsi plodinu na svété
(Langridge, 2018). Dnes je vyuzivan zejména jako krmivo pro hospodaiska zvitata a pro
vyrobu sladu (Ullrich, 2011). Dale je je¢men spolecné s ryzi oblibenym modelovym
organismem pii studiich v oblasti Slechténi rostlin, genetiky, cytogenetiky, fyziologie aj.,
a také slouzi jako vhodny model pro studium jadernych proteomu rostlin (Petersen
a Munck, 1993; Blavet et al., 2016).

Nepostradatelnym krokem pii charakterizaci a identifikaci proteini v bottom-up
proteomice je $tépeni proteini. BéZnou technikou S pouZzitim enzymu je $tépeni proteind
u bazickych aminokyselinovych zbytkl trypsinem, ktery §tépi za lysinem a argininem,
pokud nenasleduje prolin (Sechi a Chait, 1998). Nicméné neobvyklé slozeni nékterych
proteint (napf. hordeint), které ve své aminokyselinové sekvenci obsahuji malé mnozstvi
argininu a lysinu v kombinaci s vysokym obsahem prolinu a glutaminu, komplikuje jejich
identifikaci timto proteomickym pfistupem, jelikoz trypsinové Stépeni produkuje jen
velmi maly poéet peptidi, které jsou vhodné pro naslednou MS analyzu (Rehulkova et
al., 2009). Za ucelem zvyseni poctu Stépnych mist pro trypsin lze vyuzit modifikaci
cysteini  alkyla¢nimi ¢inidly, napf. 2-bromethylaminem nebo N-(jodethyl)-
trifluoracetamidem. Protoze pfisluSnou modifikaci vznika aminoethylovany cystein,
ktery se od lysinu li§i pouze v nahrazeni methylové skupiny atomem siry, je pak trypsin
schopny S§tépit modifikovany protein na C-konci aminoethylovaného cysteinu
(Hermanson, 2013). Vysledkem modifikace a nasledného trypsinového $tépeni je tak
vyssi pocet detegovanych tryptickych peptidl, které usnadiiuji a zlepSuji identifikaci
proteint pomoci MS (Rehulkova et al., 2009).
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Modifikace cysteintu

Jiz n¢kolik let je v proteomice piedmétem zajmu mimo jiné studium vlivu zmén
chemického sloZeni proteind na jejich chemicke, fyzikalni, biologické a imunologické
vlastnosti. SkuteCnost, ze proteiny jsou velmi nachylné vici vystaveni chemickym
¢inidlim a snadno se tak méni jejich chemické struktura, zptisobuje v fad¢ provadénych
experimentll znacné problémy. Nicméné s dostatenymi znalostmi, pouZitim
sofistikovanych analytickych metod a vhodnych chemickych Ccinidel piedstavuje
identifikace protein a studia mnoha jejich vlastnosti (Han et al., 1987; Crankshaw
a Grant, 1996). V prib¢hu let tak bylo publikovano mnozstvi studii orientovanych na
chemické modifikace proteinti a jejich vyuziti.

Pravdépodobné nejvyhodnéjSim cilem chemické modifikace je ze vSech
proteinogennich aminokyselin cystein, jehoz thiolové skupiny diky své nukleofilni
povaze ptedstavuji jednu z nejreaktivnéjSich funkénich skupin v proteinech. Thiolové
postranni fetézce Vv proteinu snadno podléhaji oxidaci, alkylaci, acylaci ¢i arylaci (Han et
al., 1987; Chalker et al., 2009).

Modifikace cysteinovych postrannich fetézci v proteinech a peptidech se obecné
vyuziva zejména z diivodu potieby redukce disulfidové vazby a stabilizace vzniklych SH
skupin, které urychluji proteolytické Stépeni. DalSim zpisobem vyuziti modifikace je
zavedeni reportérové molekuly (napft. fluorescencni znacky) do proteini pii metodach
hybridizace. V neposledni fad¢ se vyuziva alkylace cysteinovych zbytkt pro usnadnéni
charakterizace a identifikace proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie (Crankshaw
a Grant, 1996; Chalker et al., 2009).

Proces modifikace cysteinovych zbytkii v proteinech ¢i peptidech zahrnuje obvykle
4 kroky: (1) piiprava vzorku (napf. pufrovani, denaturace, redukce); (2) reakce
s nadbytkem ¢inidla; (3) odstranéni nezreagovaného cinidla; a (4) piecisténi a odsoleni
vzorku. Pfi spravném pH a délce reakce je modifikace cysteinovych zbytkt obvykle velmi
specificka. V roztoku se reakce obvykle provadi za denaturac¢nich podminek z divodu
lepsi pfistupnosti cysteinti, které mohou byt v nativnhim proteinu hiife piistupné

(Crankshaw a Grant, 1996).
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2.1.1 Aminoethylace cysteini

Jako prvni popsal moznost vyuziti aminoethylace cysteinti Lindley (1956). Hlavni
myslenkou bylo vytvofeni nového $tépného mista pro trypsin napodobenim struktury
lysinu modifikaci redukovanych cysteini v proteinech ¢inidlem 2-bromethylaminem.
Jelikoz pii této reakci vznikd aminoethylovany cystein (t€z pseudo-lysin nebo
y-thialysin), ktery se od lysinu 1i§i pouze v nahrazeni methylové skupiny atomem siry
(Obr. 1), je trypsin schopny §tépit modifikovany protein na C-konci aminoethylovaného
cysteinu. Stejny postup alkylace demonstrovali Tietze et al. (1957) na molekule insulinu,
ktery byl po oSetfeni 2-bromethylaminem usp&$né §tépen trypsinem, nicméné s malym
vytézkem peptidi. Raftery a Cole (1963; 1966) pouzili pro aminoethylaci cysteint za
mirnych podminek (pH 8.6, laboratorni teplota) jak 2-bromethylamin, tak ethylenimin
a zjistili, ze za téchto podminek je reakce s ethyleniminem rychlejsi a po Stépeni vykazuje
vetsi vynosy peptidd. Ethylenimin byl vSak oznacen jako vysoce kancerogenni latka,
a proto byl pozdgji ¢asteéné nahrazen N-(jodethyl)-trifluoracetamidem, ktery byl poprvé
pouzit kolektivem Schwartz et al. (1980). V dnes$ni dobé se tak pro aminoethylaci
cysteinti nejéastéji vyuziva N-(jodethyl)-trifluoracetamid a 2-bromethylamin, u kterého

je v8ak nutna pecliva kontrola pH v prubéhu reakce (Thevis et al., 2003).

A) o
HENWS/\HLDH
NH,
B) 0
HEN\/\/\HLOH
NH

2

Obr. 1: Chemicka struktura S-aminoethyl cysteinu (A) a lysinu (B; ptevzato z Thevis et al.,
2003).
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2.1.1.1 Modifikace thioli N-(jodethyl)-trifluoracetamidem

Konverze thiolovych skupin cysteinu nebo jinych molekul na aminoskupinu muize byt
provedena aminoethylaci N-(jodethyl)-trifluoracetamidem, ktery je komeréné dostupny
pod nazvem Aminoethyl-8™ (Schwartz et al., 1980). Haloalkylova skupina tohoto
¢inidla specificky reaguje s thioly za vzniku aminoalkylového derivatu. Za vhodnych
podminek reakce trifluoracetatova skupina chranici aminoskupinu spontanné
hydrolyzuje, ¢imz dochazi k deblokaci volného primérniho aminu bez potfeby dalsi

reakce (Obr. 2; Hermanson, 2013).

F F
H F R H e F
N /
I/'\\/ \(kp: + R—sH ——» "‘S/I\\/ r,'j]/J(F
I
o \ O
. ) molekula “‘
Aminocthyl-§ obsahujici thiolovou
skupinu spontanni
deblokace
=
R F
~g N NH, + o [=
o
aminoethylovy trifluoracetatova
derivat skupina

Obr. 2: Reakce N-(jodethyl)-trifluoracetamidu s thioly (pievzato z Hermanson, 2013).
2.1.1.2 Modifikace thioli 2-bromethylaminem

Modifikace thiolovych skupin v proteinech ¢inidlem 2-bromethylaminem miiZze probihat
dvéma zplsoby. V prvnim ptipadé thioldtovy anion cysteinu napadd o uhlik
2-bromethylaminu, ¢imz dochazi k uvolnéni halogenu a vytvofeni thioetherové vazby
(Obr. 3; Lindley, 1956). Tento ptimocary reakéni mechanismus je podobny modifikaci
thiolll pomoci jodacetatu (Hermanson, 2013) .

Pfi druhé, dvoukrokové reakci je 2-bromethylamin za alkalickych podminek nejprve
pfeménén na ethylenimin, a to intramolekularni reakci aminové skupiny s a uhlikem, coz

vede k uvolnéni halogenu a tvorbé cyklu (Cole, 1967). Ethylenimin poté reaguje s thioly
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za vzniku aminoalkylového derivatu (Obr. 3). Tato dvoukrokova reakce je vSak pomale;jsi

nez ptima aminoethylace 2-bromethylaminem nebo ethyleniminem (Hermanson, 2013).

Ethylenimin

cyklizace
i \ ”a:“H L
NH ZLGL
ZLL{./ o~ + BrI\vNH

S (2-Aminoethyl)
g cystein

polypeptid obsahujici 2-Bromethylamin
cystein

NHE
Obr. 3: Reakce 2-bromethylaminu s thioly (ptevzato z Hermanson, 2013).
2.1.2 Vyuziti aminoethylace cysteinii pfi identifikaci proteini

Pro rychlou identifikaci proteini pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) Ize kromé
tandemové MS vyuzit také starsi metody peptidového mapovani (PMF), ktera je zaloZzena
na predpokladu, Ze specifickym $tépenim urcitého proteinu ziskame soubor peptidi, ktery
je pro tento protein unikatni. Nepostradatelnym krokem pii PMF je tedy Stépeni
neznamého proteinu vysoce specifickou proteasou, nejcastéji trypsinem, ktery Stépi za
lysinem (K; Lys) a argininem (R; Arg), pokud nenasleduje prolin (P; Pro). Vysledné
peptidy jsou poté analyzovany pomoci MALDI-MS za ucelem stanoveni molekulovych
hmotnosti vzniklych peptidi, které jsou porovnavany s teoretickymi hodnotami
ziskanymi in silico stépenim proteind pfitomnych v dané databazi, a na zakladé nejlepsi
shody je identifikovan protein (Aebersold a Mann, 2003; Thiede et al., 2005).

Ptestoze se identifikace proteinii pomoci PMF jevi jako velmi uspé$nd, mohou byt
vysledky ziskané touto metodou nékdy nejednoznaéné. Tento problém je nejcastéji
zplisoben izolaci smési proteind ¢i malym mnozstvim izolovaného proteinu ve vzorku
(Sechi a Chait, 1998; Rehulkova et al., 2009). V takovém piipadé je vhodné pro
spolehlivou identifikaci proteint ziskat dal$i informace o analyzovaném vzorku, a tyto
informace pak pouzit pro zuzeni okruhu vyhledavani proteinu v databazi (Yates, 1998).
Doplnujici informace lze ziskat naptiklad fragmentacni analyzou vybranych peptidi
pomoci tandemové MS (Qin et al., 1997), ¢i diive Casto pouzivanou sekvenéni analyzou
peptidi  Edmanovou degradaci (Jensen et al., 1996). Takto ziskané informace

0 analyzovaném vzorku sice zlepSuji spolehlivost vyhledavani, ale zptisob identifikace
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peptidového mapovani (Sechi a Chait, 1998).

Alternativnim zptisobem, jak zlepsit kvalitu identifikace proteini pomoci PMF, je
zvySeni poctu peptidi, které jsou po tryptickém Sté€peni extrahovany z gelu. U proteintl,
u kterych je znamo, ze ve své aminokyselinové sekvenci obsahuji cystein, 1ze za timto
ucelem vyuzit jednoduché metody derivatizace redukovanych cysteinovych zbytka
vhodnymi alkylaénimi ¢inidly. Aminoethylaci vznika thialysin, ktery je trypsinem
rozpoznavan jako nové potenciondlni §t€pné misto. Pfi nasledné MS analyze je tak
detekovan vétsi pocet peptidd, ktery vede k vétSimu sekvenénimu pokryti analyzovanych
proteinu a tim padem k jejich snadnéjsi identifikaci (Crankshaw a Grant, 1996; Sechi
a Chait, 1998; Rehulkova et al., 2009)

2.1.3 Chemicka modifikace pro studium aktivniho mista enzymii

Konverze cysteinovych zbytki na y-thialysin vhodnymi alkylaénimi €inidly nachazi
uplatnéni nejen pii vytvoreni novych tryptickych St€pnych mist pro usnadnéni analyzy
proteinové sekvence. Nov¢jsi aplikaci je tzv. ,,chemical modification rescue (CMR), kdy
dochazi k obnoveni aktivity mutantniho enzymu aminoethylaci cysteinu, ktery byl
predtim vlozen do aktivniho mista tohoto enzymu namisto lysinu (Smith a Hartman,
1988; Hopkins et al., 2005). Tento piistup se vyuziva ke studiu role a odhaleni dtlezitosti
lysinu v aktivnim misté enzymu a byl pouzit napf. na cysteinem substituovanych zbytcich
lysinu v aktivnim misté¢ 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym-A-reduktasy (Bochar et
al., 1999), 8-oxoguanin-DNA-glykosidasy (Nash et al., 1997), aspartataminotransferasy
(Planas a Kirsch, 1991), ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (Smith a Hartman,
1988) ¢i fruktosa-1,6-bisfosfataldolasy (Hopkins et al., 2002). Nicméné obnovena
enzymova aktivita mutantnich enzymu se v téchto studiich ztidkakdy pftiblizila arovni
aktivity divokych typ enzymu (1-10 %). Tento fakt byl pti¢itan nizs§i pKay-thialysinu
oproti lysinu (Gloss a Kirsch, 1995). Alternativnim vysvétlenim neuplného obnoveni
katalytické aktivity je nekompletni aminoethylace poZzadovanych cysteini v aktivnim

misté¢ enzymu (Hopkins et al., 2005).
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2.2 Rostlinné jaderné proteiny

Navzdory rozdé€leni evolucnich linii pfed nékolika miliony let jsou si vSechny eukaryotni
bunky strukturné podobné. Jejich fidicim centrem je jadro, které obsahuje vétSinu
genetické informace a reguluje vétsinu dulezitych bunéénych procesi (Petrovska et al.,
2016). Vedle DNA a RNA jsou nejhojnéjsi skupinou molekul ptitomnych v jadie jaderné
proteiny (NP; Sutherland et al., 2001). Tyto proteiny jsou jeho zivotné duleZitou soucasti
a maji velky vliv na zplsob ulozeni genetické informace, na replikaci, transkripci,
rekombinaci a opravu DNA (Petrovska et al., 2016). Jaderné proteiny se dale podileji na
udrzeni vnitini architektury jadra, na jaderném transportu a na déleni bun¢k (Blavet et al.,
2016).

Prestoze hraji jaderné proteiny nezastupitelnou roli v mnoha bunéénych procesech,
jsou tyto proteiny, s vyjimkou histoni a nékolika malo dal$ich proteint, u rostlin velmi
malo prozkoumané (Yin a Komatsu, 2016). Tato skutecnost vedla ke vzniku
Mezinarodniho konsorcia pro rostlinna jadra, jejiz clenové maji za cil podrobnou
charakterizaci specifickych jadernych proteinti, aby ziskali vice informaci o tom, jak je
rostlinny genom v jadie organizovan a jak funguje (Graumann et al., 2014).

Doposud nebyl zcela charakterizovan zadny rostlinny jaderny proteom (Petrovska et
al., 2016). Prvotni informace o proteinovém slozeni rostlinnych jader byla ziskana pfi
studiu modelovych organismi s jiz analyzovanym genomem, Arabidopsis thaliana
aryze. Pii dalSich studiich byly popsany nékteré jaderné proteiny cizrny, kukufice, so6ji,
je€mene, pSenice, rajéete, brambor, jablka, byliny Xerophyta viscosa, feferonky a tolice
pobiezni (Yin a Komatsu, 2016). Hlavnim cilem vétsiny téchto studii byla analyza zmén
ve sloZeni jaderného proteomu v reakci na abioticky a bioticky stres. Tyto studie mohou
vyznamné piispét k odhaleni klicovych proteinti vystupujicich v reakci rostliny na
stresové faktory. Proteiny, u kterych se prokaze, ze odpovidaji za toleranci vuaci
abiotickému ¢i biotickému stresu, mohou slouzit jako markery daného stresového stavu,
a tuto skutecnost 1ze vyuzit pfi Slechténi rostlin, pfipadné pti zlepSovani jiz stavajicich
odrid (Gong et al., 2015).
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2.2.1 Arabidopsis thaliana

Vyzkum jaderného proteomu v rostlinach zapocal v roce 2003, kdyz Bae et al. (2003)
identifikoval pomoci 2DE gelové elektroforézy a MALDI-TOF MS 158 jadernych
proteini modelového organismu Arabidopsis thaliana. Cilem studie bylo charakterizovat
rostlinny jaderny proteom a jeho zmény v reakci na teplotni stres. Identifikované proteiny
byly zapojeny do procesi signalizace a regulace gentl, translace, replikace, oprav DNA
atémei 1/3 ztéchto proteini byla spojovana s reakci rostliny na stres, kterym bylo
Vv tomto piipad¢ vystaveni rostliny 4 °C po dobu 6 h.

Uspéch v podobé sekvenéni analyzy genomu Arabidopsis umoznil provést prvni
proteomickou studii jaderné matrix. Pomoci 1DE a ESI spojené s tandemovou MS bylo
identifikovano 36 proteini, mezi nimiz byla fada homologl jadérkovych proteint
Arabidopsis, jako jsou fibrillariny, nukleolin, IMP4, Nop56, Nop58 ¢i histondeacetylasa.
Dale byly identifikovany homology proteint pfitomnych v jadérku nebo jaderné matrix
lidskych bunék, napt. eEF-1, HSP/HSC70 a DnaJ (Calikowski et al., 2003).

V dal$i studii identifikoval kolektiv Jones et al. (2009) 345 jadernych proteini
Arabidopsis. Zaroven byla charakterizovana nova fosforylaéni mista na proteinech
podilejicich se na jaderném transportu, remodelaci chromatinu, transkripci, ¢i na
proteinech ucastnicich se sestfihu pre-mRNA. Kromé toho autofi identifikovali n€kolik
proteini  zapojenych do pfenosu Vvezikul Golgiho aparatu, které s nejveétsi
pravdépodobnosti pispivaji ke tvorbé bunécné desticky v priibéhu cytokineze.

Dalsi studie zabyvajici se proteomem Arabidopsis byla zaméfena na analyzu
jadernych proteinli asociovanych s chromatinem. Autofi identifikovali 879 proteini,
znichz 198 byly fosfoproteiny tcastnici se procesii remodelace chromatinu, regulace
transkripce a zpracovani RNA (Bigeard et al., 2014).

Pendle et al. (2005) provedl analyzu proteomu jadérka Arabidopsis, pii které
identifikovali 217 nukleolarnich proteinli. Po porovnani nukleolarnich proteint
Arabidopsis a lidskych nukleolarnich proteinii autofi u Arabidopsis identifikovali
proteiny se stejnou funkci jako u lidi, proteiny specifické pro rostliny, proteiny
snezndmou funkci a také proteiny, které se nachazeji v jadérku rostlin, ale nikoliv
Vv jadérku bunék lidského téla.

Nejnove¢jsi informace o jaderném proteomu Arabidopsis prinesla studie autord Goto
et al. (2019), kteti v jaderné frakci kultivovanych bun€k Arabidopsis identifikovali
pomoci LC-MS/MS 1539 proteint a 2 nové proteiny jaderného obalu. V této studii byla
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dale zjisténa lokalizace 25 proteinti pomoci fiize s GFP, pficemz 23 z téchto proteint bylo
lokalizovano bud’ v jadru nebo v endoplasmatickém retikulu asociovaném s jadernym

obalem.

2.2.2 Ryze

Jaderny proteom ryze, ktera je jednou z nejcastéji studovanych hospodarskych plodin, byl
poprvé popsan v praci Khan a Komatsu (2004). Pouzitim metod Edmanovy degradace
a MS bylo identifikovano 190 NP, pfi¢emz nejvyssi procento identifikovanych proteinti
tvotily proteiny podilejici se na pienosu signalu a regulaci gentl.

V chromatinu z jader ryze bylo pomoci MS identifikovano 269 proteind, vcetné 11
variant histonu H2A (Tan et al., 2007). Tento fakt poukazuje na mozné rozdily mezi
chromatinem rostlin a savcu, jelikoZ u savct je znamo pouze 6 variant tohoto histonu
(Bernstein a Hake, 2006).

Po odstranéni abundantnich zdsobnich proteini bylo v jaderném extraktu
z endospermu identifikovano 468 NP, zahrnujici transkripéni faktory, kinetochorové
proteiny ¢i enzymy modifikujici histony (Li et al., 2008).

Vliv stresovych podminek na jaderny proteomicky profil byl zkouman zejména
u rostlin vystavenych podminkdm nedostatku vody. Proteomicka analyza odridy ryze
tolerantni vii¢i suchu odhalila 109 proteind, jejichz obsah se ménil pfi reakci na dany stres

(Choudhary et al., 2009; Narula et al., 2019).

2.2.3 Cizrna

Vysledky studie zabyvajici se NP cizrny a jejich porovnani s modelovymi organismy
ukazuji, jak je rostlinny jaderny proteom rozmanity a velmi mélo prozkoumany. Pomoci
2DE a nanoLC-MS/MS analyzy bylo identifikovano 150 NP, z nichz je velka Cast
zapojena do procesu signalizace a regulace genli (36 %) a DNA replikace a transkripce
(17 %). Srovnani ziskanych dat s dostupnymi informacemi o jaderném proteomu
Arabidopsis a ryZe ukazalo, Ze pouze 8 proteint je spolecnych pro vSechny tii organismy,
11 spole¢nych proteinii pro cizrnu a ryzi a pouze 6 identickych proteinli pro ryzi a
Arabidopsis. Dalsi analyza in silico potvrdila skute¢nost, ze pfiblizné 70 %
identifikovanych NP cizrny je jedine¢nych nebo novych ve srovnani s NP Arabidopsis

aryze (Pandey et al., 2006).

17



V dalsi studii zabyvajici se analyzou proteomu dvou kultivart cizrny, citlivé
a tolerantni vic¢i dehydrataci, bylo pomoci LC-MS/MS identifikovano 75 odlisné
exprimovanych proteinii zapojenych do riznych metabolickych a regulac¢nich drah
(Subba et al., 2013). Pii studiu fosfoproteomu cizrny bylo identifikovano 107 ziejmé
jadernych proteint, jejichz nejveétsi Cast predstavuji stresové a nukleotidy vazajici

proteiny (Kumar et al., 2014).

2.2.4 Kukurice

Dalsi studie zabyvajici se zménami ve slozeni protein pii vystaveni rostling abiotickému
stresu byla provedena v roce 2008 na kukufici (Casati et al., 2008). Vysledkem porovnani
jaderného proteomu kukufice pied a po vystaveni UV-B svétla byla identifikace 98
proteint, které byly odlisné exprimovany pfi (rozdilnych) danych podminkach. Nejvetsi
funk¢ni skupinu proteint tvotily na DNA se vazajici proteiny a proteiny interagujici
s chromatinem, vcetné jadernych histond.

Guo et al. (2014) zkonstruovali referenéni mapu jaderného proteomu kukufice
Z bazalni oblasti listh sazenic. Po izolaci jader gradientovou centrifugaci a po separaci
2DE se v této praci pomoci MALDI-TOF-MS podatilo identifikovat 163 proteint,
Z nichz je %4 spojovéna s funkci RNA a dalSich proteint, véetné aktivace aminokyselin,
zahdjeni proteosyntézy, degradace proteinli, sbalovani proteinli ¢i posttranslacnich

modifikaci.

2.2.5 Séja

Kromé¢ studii zabyvajicich se analyzou zmén ve slozeni jaderné¢ho proteomu vlivem
abiotického stresu byly provedeny také studie sledujici zmény proteomu v reakci na
biotické faktory, jako jsou houbové nebo virové patogeny. Timto smérem byl veden
screening jaderného proteomu so6ji, kterd byla infikovana rzi. Autofi této studie
identifikovali pomoci metody LC-MS 4975 proteint z preparata jader ze sdjovych lista.
Identifikované proteiny ovSem nepochazely pouze zjadra, ale zahrnovaly také
cytoplazmatické proteiny. Autoii taktéz odhalily, Ze fada proteinli je po infekci
patogenem v jadie posttranslaéné modifikovana (Cooper et al., 2011; Yin a Komatsu,
2016).
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2.2.6 JeCmen sety

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je jednodélozna rostlina nalezici do ¢eledi Poaceae
(lipnicovité), kmen Triticeae. Jedna se o prvni domestikovanou plodinu, ktera dnes po
2018). Z oblasti Blizkého vychodu, kde se jeCmen vyvijel, se postupné rozsifil témét do
celého svéta — dnes je Uspésné péstovan od subtropickych az po subarktické regiony
(Lastovickova a Bobalova, 2012). Divodem obrovského rozsifeni jeCmene je jeho
tolerance vici klimatickym extrémtm (napf. sucho, zima). JeCmen je také povazovan za
obilovinu, kterd je velmi tolerantni k alkéliim a solim, naopak kyselé a mokré ptidy nejsou
pro jeho péstovani vhodné (Stelen a Andersen, 1978; Nilan a Ullrich, 1993).

Ackoliv byl je¢men v minulosti hlavni slozkou potravy lidi, ktefi zili v oblastech, kde
se je¢men vyvijel, dnes je pro potravinové ucely vyuzivano pouze 5 % jeho celosvétove
produkce (Langridge, 2018). V poslednich letech se vSak objevuje snaha zafadit tuto
obilovinu zpatky do jidelni¢ku, nebot’ fada védeckych studii prokazala fadu pozitivnich
ucinkd jeCmene na lidsky organismus (Zavielova, 2014). Podle Ullrich (2011) se
Vv soucasné dobé je¢men vyuziva zejména jako krmivo pro hospodaiska zvitata (55-60 %)
a pro vyrobu sladu (30—40 %). Je¢men také nachazi vyuziti v lihovarnictvi pii vyrobé
whisky (Langridge, 2018). Dale je jeCmen spolecné sryzi oblibenym modelovym
organismem pii mnoha studiich v oblasti Slechténi rostlin, genetiky, cytogenetiky,
fyziologie ¢i biotechnologie, a také slouzi jako vhodny model pro studium jadernych
proteomu rostlin, jelikoz se jednd o diploidni samoopylujici druh s mnozstvim

dostupnych genetickych zdroju (Petersen a Munck, 1993; Blavet et al., 2016).

2.2.6.1 Analyza jaderného proteomu jeCmene

Pii analyze jadernych proteinli zlstdvd vSeobecnym problémem vysoké riziko
kontaminace vzorku nejadernymi proteiny. Tradi¢ni vicekrokovy frakciona¢ni pfistup,
pii kterém jsou jadra purifikovana centrifugaci v hustotnim gradientu, je pracny
a nachylny ke kontaminaci cytoplasmatickymi proteiny. Z tohoto diivodu je potieba
vyvinout novy pfistup pro purifikaci jader, ktery tato rizika minimalizuje (Petrovska et
al., 2014; Petrovska et al., 2015).

S timto problémem si poradil kolektiv védct Petrovska et al. (2014), ktery pro

purifikaci jader z kofenovych $picek je¢mene pied proteomickou analyzou vyuzil metody
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prutokové cytometrie (FCM). Ve spojeni se separaci proteinii pomoci SDS-PAGE
(polyakrylamidova gelova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsiranu sodného), $t€penim
proteinid v gelu, frakcionaci peptidii nanoLC v reverzni fazi S ndslednou MS a MS/MS
analyzou bylo v G1 jadrech identifikovano 803 proteinl. Nasledné bylo stejnym
postupem pomoci nanoLC-ESI-MS a MS/MS v G2 jadrech identifikovano ~ 2000
proteinu (Blavet et al., 2016). Tyto pfedbézné vysledky naznacuji, ze postup purifikace
jader ve spojeni se separaci proteint/peptidi s ndslednou MS analyzou umozni

komplexni charakterizaci rostlinného jaderného proteomu (Petrovska et al., 2014).

2.2.6.1.1 Priitokova cytometrie a jeji vyuziti pii purifikace jader

Pritokovd cytometrie je Siroce vyuzivand metoda umoznujici multiparametrickou
analyzu fyzikéalné-chemickych vlastnosti mikroskopickych castic, nejcastéji bunék, které
protékaji specialni celou konstruovanou tak, aby v dany moment protékala celou prave
jedna bunka z analyzované suspenze. Tyto ¢astice jsou poté jedna za druhou ozafovany
uzkym paprskem svétla o urcité vinové délce. Pfi dopadu paprsku na Castici dochazi
k pfimému rozptylu svétla (FSC), ktery koreluje s velikosti ¢astice, a bo¢nimu rozptylu
(SSC), ktery odrazi charakter Castice, jeji vnitini strukturu a granularitu. Témét soucasné
svétlo z laseru excituje vSechny fluorofory asociované s burnikou, ¢imz dochazi k emisi
fluorescence. JelikoZ buiika sama o sob¢ fluoreskuje malokdy, pouzivaji se pro sledovani
pozadovanych znakt fluorescencni protilatky. VSechno svétlo, rozptylené i emitovangé, je
poté zachycovano detektorem a zpracovavano elektronickou soucéasti FCM. Tento pfistup
se nazyva imunofenotypizace a lze jej vyuzit pro typizaci jakékoliv bunky. Také lze
sledovat miru syntézy DNA, RNA, intenzity bunétného cyklu a apoptozy (Jayat
a Ratinaud, 1993; Adan et al., 2015).

Dal$im moznym vyuzitim pratokové cytometrie je tiidéni bunék. Pied samotnym
tfidénim dochazi k imunofenotypizaci a za laserovou celou dochazi k rozpraSeni
suspenze tak, aby kazdd kapka nesla jen jednu bunku. Pocita¢ vyhodnoti pfitomnost
danych znakli a d4 kazdé bunce jinak silny impulz, ¢imz fidi miru jejich vychyleni
Z hlavniho proudu a kapky s riznymi impulzy jsou zachyceny do oddé¢lenych néadob.
Takto se daji tfidit nejenom celé buiiky, ale také organely, nebo jen chromozomy (Macey,
2007, Adan et al., 2015). Této moznosti FCM bylo vyuzito pfi purifikaci jader je¢mene
pted proteomickou analyzou. Principem je obarveni izolovanych jader z kofenovych

Spicek jeémene fluorescenénim barvivem DAPI (4°,6-diamidino-2-fenylindol), které se
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prednostné vaze na dvouretézcovou DNA v oblasti bohaté na AT pary (Traganos, 2009).
Pii prichodu FCM je kazda jednotliva Castice ozafena sadou lasert o specifickych
vinovych délkach a sleduje se vyzarena fluorescence, jejiz intenzita odpovida relativnimu
mnozstvi DNA. JelikoZ se mnozstvi DNA béhem zivota bunky cyklicky méni, 1ze timto
zpiisobem tfidit jadra dle faze bunéného cyklu. K separaci jader od bunéEného detritu

slouzi méfeni piimého (FSC) a bo¢niho (SSC) rozptylu (Petrovska et al., 2014).

2.2.6.2 Databaze UNcleProt

Diky novému pfistupu purifikace jader pritokovou cytometrii pied proteomickou
analyzou doslo ¢asem k velkému zvyseni celkového poctu identifikovanych NP jeCmene.
Pro uspotadani takového mnozstvi dat se tedy stalo nezbytné vyvinout databazovy systém
tdchto jadernych proteinti. Ukolu se chopila skupina autorti Blavet et al. (2016), ktera
vytvotila databazi UNcleProt (,,Universal Nuclear Protein database of barley*), ktera na
zaklad¢ proteomickych dat ziskanych z analyzy jader purifikovanych metodou FCM
poskytuje informace o identifikovanych proteinech.

Databaze obsahuje 2429 proteinu z jader z G1, S a G2 faze bunééného cyklu, které
byly identifikovany na zaklad¢ 34 675 peptidi identifikovanych pomoci MALDI-MS
a ESI-MS a ptifazenych k odpovidajicim proteinovym sekvencim (Obr. 4). VétSina
identifikovanych proteinti ma schopnost vazat se na DNA a nukleové kyseliny a podili se
na procesech souvisejicich s DNA (Blavet et al., 2016).

UNcleProt je prvni vyhrazend databaze obsahujici rostlinné jaderné proteiny
identifikované béhem riznych fazi bunééného cyklu. Tento soubor informaci muize
pfispet k pochopeni rostlinnych NP a jejich funkei, a kromé dalsi vyhod muze tato
databaze usnadnit funkéni analyzu dosud necharakterizovanych jadernych proteint

(Blavet et al., 2016).
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Potet identifikovanych proteinii: 2429

Poiet detekovanych peptidi: 34675

Obr. 4: Vennuv diagram poétu identifikovanych proteinti jeémene (pievzato z Blavet et al.,
2016).

2.3 Analyza proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, kterd slouzi k ptevedeni molekul na
ionty, rozliSeni téchto ionti na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z)
a k naslednému zaznamu relativnich intenzit jednotlivych iontt. Diky své vysoké
citlivosti, selektivité a presnosti se MS stala jednou z nejucinnéjsich analytickych metod
a jeji vyuziti roste v mnoha védeckych odvétvich, zejména pak v oblasti proteomiky, kde
slouzi jako metoda identifikace, charakterizace a kvantifikace proteint (Bischof et al.,
2012; Rogers a Bomgarden, 2016)

Typicky hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich prvka: iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru dé¢liciho ionizované analyty dle jejich m/z a detektoru
(Karpievitch et al., 2010). V ramci iontového zdroje jsou molekuly vzorku pomoci
vhodné ionizac¢ni techniky ionizovany. Pro ionizaci proteina a peptidii Se vyuzivaji tzv.
mekké ionizaéni techniky, které nezplsobuji jejich fragmentaci. Jedna se zejména
0 ionizaci pomoci laseru za casti matrice (MALDI) a ionizaci elektrosprejem (ESI;
Obr. 5; Aebersold a Mann, 2003). V pfipadé pouziti techniky MALDI je analyt nejprve

smichan s vhodnou matrici, kterd snadno absorbuje energii laseru, poté aplikovan na

22



MALDI desticku a ponechan spole¢né krystalizovat. Jako matrice se v proteomice
obvykle pouziva kyselina o-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA) nebo Kkyselina
3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoticova (kyselina sinapova). Po kokrystalizaci vzorku
S matrici a umisténi desticky do hmotnostniho spektrometru dochazi vlivem kratkého
laserového pulzu (2-200 Hz) k zahiivani a desorpci matrice a analytu do plynné faze.
Soucasné dochdzi k ionizaci matrice, kterd preddva ndboj analytu. Pfi tomto procesu
dochazi ke vzniku pfevazné jednonasobné nabitych ionti (Yates et al., 2009; Friedecky
a Lemr, 2012; Dvorakova et al., 2014). Na rozdil od MALDI, ESI ionizuje analyt
v roztoku, tim padem je obvykle spojovan online se separacnimi technikami, napf.
s kapalinovou chromatografii (LC-ESI) ¢i kapilarni elektroforézou (CE-ESI). Pro
ionizaci vzorku je na nerezovou nebo jinak vodivé potazenou jehlu, kterou vzorek
protéka, aplikovano vysoké napéti. Toto napéti vede k vytvoreni nabitych kapicek analytu
obalenych rozpoustédlem. Béhem velmi kratkého casu je rozpoustédlo z nabitych
kapicek postupné odpafovano obvykle proudem plynu o zvySené teploté, coz postupné
vede K uvolnéni vytvorenych iontid, které jsou elektricky usmérfiovany na vstup do
hmotnostniho analyzatoru (Friedecky a Lemr, 2012; Dvotakova et al., 2014). Tato
ioniza¢ni technika poskytuje vicenasobn¢ nabité ionty (Yates et al., 2009).

Separace ionti v hmotnostnim analyzatoru probihd za vysokého vakua a je zaloZena
na ruznych fyzikalnich zakonech (Yates et al., 2009). Iontova past (IT), Orbitrap a iontova
cyklotronova rezonance (ICR) separuji ionty na zakladé jejich m/z rezonan¢ni frekvence.
Kvadrupdl (Q) vyuziva stability iontti s danou m/z pti aplikovani konkrétnich hodnot
napéti na elektrody v dany casovy okamzik. Analyzator doby letu (TOF) vyuziva Cas letil
iontt (Dvotakova et al., 2014).

Po separaci v hmotnostnim analyzatoru dopadaji vybrané ionty na detektor, ktery
zaznamenava pocet iontl pro jednotlivé m/z hodnoty, a signal je pieveden do digitalniho
formatu. Nejcastéji se vyuzivaji detektory, které jsou zaloZeny na piimém meéfeni
elektrického proudu, ktery vznika pii srazce iontu s dynodou a nasledné je zesilovan
pomoci nasobict. Obvykle se pouzivaji elektronové nasobice, které amplifikuji elektrony
pomoci sady dynod nebo kontinuadlnim dynodovym elektronovym nasobic¢em (Friedecky
a Lemr, 2012). Vysledkem méfeni je pak hmotnostni spektrum, kde jsou zaznamendny

jednotlivé naméfené mérné hmotnosti a jejich intenzity (Dvotakova et al., 2014).
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Obr. 5: Princip ionizace elektrosprejem (A) a ionizace pomoci laseru za ¢asti matrice (B;
ptevzato z Veenstra, 2006).

2.3.1 Identifikace proteinii tandemovou hmotnostni spektrometrii

peptidi

Ve

Jeden z nejcastéjsich zptisobui identifikace proteinu je zalozen na méteni hmotnostniho
spektra jeho peptidovych fragmentt, které jsou vysledkem $tépeni enzymem, nejcastéji
trypsinem (Soares et al., 2012). Ziskané hmotnostni spektrum peptidi ptedstavuje
specifickou charakteristiku proteinu a oznacuje se jako peptidova mapa nebo peptidovy
nfingerprint (Blackstock a Weir, 1999). Poté je sbirka naméfenych molekulovych
hmotnosti porovnana s in silico hodnotami odvozenymi ze sekvenci v proteinové nebo
genomové databazi, a na zakladé shody experimentalnich a teoretickych databazovych
hodnot m/z se da ke spektru s uréitou jistotou piifadit protein. Nicméné v nékterych
ptipadech nelze protein identifikovat pouze z hmotnostniho spektra peptidi (Dvorakova
etal., 2014). Nastésti dnesni dostupna vybaveni umoznuji ziskat dalsi data z peptidovych
spekter, diky kterym je mozna jednozna¢na identifikace analyzovaného proteinu. Misto
spoléhani se na pfesnou molekulovou hmotnost specifického peptidu lze jednotlivé
peptidové ionty, které vstupuji do prvniho hmotnostniho analyzatoru, izolovat a dale
fragmentovat v kolizni cele napt. pomoci CID (kolizi indukovana disociace), jejimz

principem je srazka vybraného iontu s koliznim plynem (napt. helium, dusik nebo argon;
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Veenstra, 2006). Dalsi zptsoby fragmentace iontll vyuzivané v komeréné dostupnych MS
pristrojich jsou napft. disociace prenosem elektronu (ETD) nebo disociace zachytem
elektronu (ECD; Soares et al., 2012). Po fragmentaci vybraného peptidového prekurzoru
jsou vzniklé fragmenty separovany a méfeny v druhém hmotnostnim analyzatoru, kde je
naméfeno fragmentacni spektrum peptidu, které je poté pouZito pro ziskani ¢astecné nebo
uplné informace o aminokyselinové sekvenci. Tento proces se bézné oznacuje jako
tandemova MS nebo MS/MS, téz MS? (Obr. 6; Martin et al., 1987).

Fragmentacni spektra peptidi se poté analyzuji pomoci specidlnich vyhodnocovacich
programt, pfi¢emZ nejvice rozSifené je databdzové vyhledavani, pii kterém jsou
experimentalni hmotnostné spektrometricka data porovnavana s in silico generovanymi
MS/MS spektry z databaze, a na zakladé pfifazeni jedné ¢i vice sekvenci se identifikuje
dany protein (Chamrad et al., 2004). Pro tyto ucely Ize pouzit vyhledavaci algoritmy, jako
jsou Mascot ¢i Sequest. Pii vyhleddvani je velmi dilezité spravné zadani vSech kritérii,
které se tykaji ptipravy vzorku, chemickych modifikaci, které se mohou vyskytovat
béhem meéfeni a tim ovliviiovat m/z hodnotu iontd (napf. acetylace, oxidace,
karbamidometylace), vSech specifikaci MS (typ fragmentace, ionizace, analyzatoru atd.)
a vybrat databazi, napi. NCBI nebo SwissProt (Dvorakova et al., 2014).

Takto ziskané informace o aminokyselinové sekvenci slouzi nejen k identifikaci
proteinu, ale navic umoznuji lokalizovat posttranslacni nebo chemické modifikace na

urovni AK zbytku (Soares et al., 2012).

ionizace prvni hmotnostni koliznf cela druhy hmotnostn(

analyzétor analyzator
A
O

ox ) > @ =@ 3C> 2 :5

izolace iontu A vznik fragmentd analyza fragment(

m=z mz
hmotnostnl spektrum fragmentacni spektrum

Obr. 6: Princip tandemové hmotnostni spektrometrie (pfevzato z Dvorakova et al., 2014).
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2.3.2 Priprava proteinovych vzorku pro MS analyzu

Piestoze se MS instrumentace v poslednich dvou dekadach rapidné zlepsila, MS vysledky
jsou do zna¢né miry stale zavislé na piipraveé a kvalité vzorku. Ionizace vzorku a méfeni
hmotnosti jsou citlivé na rizné interference, zahrnujici pufry, soli, polymery, detergenty
a jiné. Tyto kontaminanty také zhorSuji vykonnost MS systému, coz vyzZaduje Casové
naro¢nou udrzbu a ¢asto 1 ndkladné opravy pro obnoveni spravné funkce piistroje (Rogers
a Bomgarden, 2016). Z tohoto divodu musi byt kontaminanty ze vzorki v¢as odstranény.
Dalsim uskalim ptipravy vzorku je slozitost proteomu, ktera neumoznuje vynalézt jednu
standardni univerzalni metodu pro pfipravu proteinovych vzorkd pro MS analyzu.
Protokoly pro pfipravu se li§i v zdvislosti na typu vzorku, experimentdlnich cilech
apouzit¢ analytické metodé. Pfi navrhovani strategie piipravy vzorkd se musi
zohlednovat hned nékolik faktorti, jako je ptvod vzorku, chemicka a strukturni
heterogenita proteini, bunééné nebo subcelularni umisténi sledovaného proteinu, ¢i
pozadovany vytézek proteinu. Proto musi byt kazdy pracovni postup ptipravy vzorkl pro
MS analyzu, ktery obvykle zahrnuje metody extrakce proteinti ze vzorku, odstranéni
kontaminant a vysoce abundantnich proteinti, §t€peni proteini a frakcionace peptidii
(Obr. 7), upraven tak, aby bylo dosazeno maximalniho sekvenéniho pokryti sledovanych
proteinti a zaroven nedoslo k poskozeni MS pristroje. (Karpievitch et al., 2010; Bischof
et al., 2012; Zhang et al., 2013).

NejbéznéjSim pracovnim postupem hmotnostni spektrometrie pro komplexni vzorky
proteinu stale ziistava analyza peptidi, které se snadnéji frakcionuji pomoci LC nez
proteiny (Bischof et al., 2012). Peptidy zaroven ionizuji a fragmentuji efektivnéji nez celé
proteiny, coz ma za nasledek spektra, kterd jsou snadnéji interpretovatelna. Ptiprava
peptida typicky zahrnuje redukci a alkylaci cysteind, $tépeni vzorku na peptidy, odsoleni
peptidi a kone¢nou analyzu téchto peptidi pomoci MS ¢i MS/MS (Rogers a Bomgarden,
2016).
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Priprava lyzatu Stépeni v roztoku

redukce
alkylace
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lyze
frakcionace
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dialyza
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extrakce MS analyza
peptidi

Stépeni v gelu

redukce
alkylace
Stépeni

Obr. 7: Pracovni postup ptipravy vzorku na MS analyzu (pfevzato z thermofischer.com).
2.3.2.1 Lyza bunék a extrakce proteini

Lyza bunck je prvnim krokem pfi extrakci a solubilizaci proteinu. Pro dosazeni nejlepsiho
mozného vytézku a Cistoty proteinu byla vyvinuta fada technik pro riizné organismy, typy
vzorkd, subcelularni frakce i specifické proteiny. Vzhledem k rozmanitosti tkani, bun¢k
¢i slozeni bunééné membrany (nebo bunécné stény) mohou byt pro extrakci bunéénych
proteinit vyzadovany jak fyzikalni lyza, tak metody zalozené na pouziti detergenta
(Rogers a Bomgarden, 2016).

Fyzikalni lyza je bézna metoda pro rozruSeni bunck a extrakci bunééného obsahu.
Vyzaduje vSak specializované vybaveni a protokoly, které jsou obtizné reprodukovatelné
z diivodu variability zafizeni (napf. riznd nastaveni homogenizatorti ¢i sonikace).
Nevyhodou samotné metody fyzikalni lyza je také neschopnost solubilizovat proteiny
asociované s membranou (thermofischer.com).

Naopak metody zalozené na vyuziti detergentu nejen ze buiky lyzuji, ale také
solubilizuji proteiny. Pro solubilizaci membranovych proteini lze vyuzit silnych
denatura¢nich ¢inidel (napt. mocovina, guanidin) nebo iontovych detergenta (napi. SDS,
deoxycholat sodny (SDC)). Jejich ptisobenim vSak dochazi k denaturaci proteint
a k rozruseni protein-proteinovych interakci (Rogers a Bomgarden, 2016). Naopak
neiontové nebo zwitteriontové detergenty (napft. Triton X-100, digitonin nebo CHAPS)

jsou méné denaturujici nez iontové detergenty a maji omezené schopnosti naruSovat
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protein-proteinové interakce (Feist a Hummon, 2015). Tyto detergenty maji zaroven
mens$i hodnotu CMC (,,Critical Micelle Concentration®, kritickd koncentrace micel)
a k solubilizaci proteint je dostacujici nizsi koncentrace detergentt (Seddon et al., 2004;
Feist a Hummon, 2015). Bohuzel mnoho detergentli vyuzivanych pro solubilizaci
proteinti zpisobuje béhem MS analyzy fadu problémi (kontaminace LC a MS pfistroje,
snizeni citlivosti pfistroje aj.) pokud nejsou ze vzorku zcela odstranény (Rogers
a Bomgarden, 2016).

Pii bunécné lyze dochazi k naruseni bunécnych kompartmentl, coz milze vést
k aktivaci endogennich proteas ¢i fosfatas. Tyto enzymy mohou zpulsobit degradaci ¢i
nechténou Upravu extrahovanych proteinti, proto je nutné k lytickym ¢inidlim pftidat
inhibitory téchto enzymu (thermofischer.com).

Pokud je cilem bunééné lyzy purifikace nebo testovani funkce konkrétniho proteinu,
musi byt vénovana specidlni pozornost u€¢inkim lyzacnich ¢inidel. Nekteré detergenty
deaktivuji funkci konkrétnich enzyma nebo narusuji proteinové komplexy. Nicméné
pouzitim vhodnych pufrl, detergentii, soli a redukcnich ¢inidel lze bunécnou lyzu
optimalizovat tak, aby bylo dosazeno nejlepSich moznych vysledkli extrakce pro

konkrétni typ bunky nebo proteinovou frakci (Rogers a Bomgarden, 2016).

2.3.2.2 Deplece a obohaceni proteini

Slozitost vzorku negativné ovliviiuje schopnost detegovat, identifikovat a kvantifikovat
proteiny s nizkou abundanci pomoci MS, jelikoZ peptidy z vysoce abundantnich proteint
mohou maskovat detekci peptidi pochazejicich z malo abundantnich proteint. Cim vice
je tedy vzorek zjednodusSen a ¢im vice je snizen dynamicky rozsah koncentraci proteint,
tim vétsi bude schopnost detegovat proteiny pfitomné ve vzorku ve velmi nizkych
koncentracich (Zhang et al., 2013).

Strategie deplece a obohaceni byly vyvinuty pro odstranéni vysoce abundantnich
proteinl a izolaci cilovych protein ze vzorku. Metoda deplece se Casteji vyuziva pro
sniZeni slozitosti biologickych vzorki, jako je krev ¢i sérum, které obsahuji vysoké
koncentrace albuminu a imunoglobulinti (Anderson a Anderson, 2002). Pro odstranéni
téchto a dalSich vysoce abundantnich proteint se vyuZzivaji imunoafinitni techniky jako
je imunoprecipitace a koimunoprecipitace (ten Have et al., 2011). Vyznamnou

nevyhodou tohoto pfistupu je vSak skuteCnost, ze tyto abundantni proteiny casto
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interaguji s proteiny s nizkou koncentraci, coz mize mit za nasledek odstranéni i téchto
proteint (Rogers a Bomgarden, 2016)

Jedna z metod obohaceni proteint je subcelularni frakcionace, ktera separuje proteiny
dle jejich lokalizace v konkrétnim bunééném kompartmentu ¢i organele. Subcelularni
frakcionace vyuziva centrifugace v hustotnim gradientu sacharosy, pomoci které mohou
byt separovany vezikuly a organely vcetné¢ jadra, mitochondrii ¢i chloroplasti od
cytosolovych a vezikularnich proteinti (Huber et al., 2003). Dalsi technika obohaceni
proteint je zalozena na posttransla¢nich modifikacich (PTM) proteint jako je fosforylace
a glykosylace. Takto modifikované proteiny mohou byt obohaceny metodou chelata¢ni
afinitni chromatografie (IMAC) nebo pouzitim PTM-specifickych protilatek (Rogers
a Bomgarden, 2016).

2.3.2.3 Odsolovani proteini

Metody extrakce, frakcionace, obohaceni sledovanych proteini a odstranéni
abundantnich proteini maji ¢asto za nésledek ptritomnost soli, pufrii, detergentl a jinych
kontaminantli ve vzorku, které nejsou kompatibilni s MS analyzou. Cilem purifikace je
tedy jejich odstranéni. Jelikoz jsou tyto latky oproti proteinim relativné malé, je
vyhodnéjsi a snazsi je odstranit jesté pred $tépenim proteind (Rogers a Bomgarden, 2016).
Pro tyto Gcely slouzi hned nékolik metod zahrnujicich chromatografii, dialyzu, precipitaci

proteinu a dalsi (Evans et al., 2009; Gundry et al., 2009).

2.3.2.4 Priprava peptidi

Jakmile jsou proteiny ve vzorku solubilizovany, existuji 3 obecné ptistupy ptipravy smeési
peptidii (peptidovych fragmenttl): Stépeni v roztoku, $tépeni v gelu a priprava vzorku za
pomoci filtru (FASP). VSechny tyto metody odstranuji detergenty a dalsi malé molekuly,
redukuji a alkyluji proteiny, $té€pi proteiny na peptidy a pfipravuji tyto peptidy na MS
analyzu (Rogers a Bomgarden, 2016).

Rozhodnuti provést $tépeni v roztoku nebo v gelu zavisi na fadé faktoru, jako je
mnozstvi a komplexnost vzorku. Stépeni v roztoku se voli tehdy, pokud je mnozstvi
vzorku malé, jelikoZ by pfi extrakci peptidi z gelové matrice mohlo dojit k vyznamné
ztraté peptidil. Stépeni v roztoku je také vhodné pro malo aZ stfedné komplexni vzorky.

Vyhodou $tépeni v gelu je skutecnost, Ze SDS-PAGE kombinuje denaturaci proteini
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S jejich separaci, coz umoZiluje pozorovat relativni mnozstvi proteinti ve vzorku. Pokud
jde o dobu zpracovani, St€peni v roztoku se jevi jako rychlejsi metoda, jelikoz je vynechan
krok SDS-PAGE (thermofischer.com).

Pro $tépeni proteinii pfed MS analyzou se nejcastéji vyuziva trypsin z divodu jeho
vysoké aktivity, selektivity a relativné nizké ceny. Pfi Sté€peni proteint trypsinem vznikaji
peptidy s lysinovym nebo argininovym zbytkem na karboxylovém konci (Olsen et al.,
2004). Tyto aminokyseliny na konci kazdého tryptického peptidu zlepSuji ionizaci
a MS/MS fragmentaci pro peptidovou analyzu. Pfestoze je trypsin nejpouzivanéjSim
enzymem pro Sté€peni proteind, neékteré proteinové sekvence nejsou trypsinem efektivné
Stépeny, nebo tyto sekvence neobsahuji bazické aminokyseliny dostatecné daleko od sebe
pro vytvoreni dostate¢né dlouhych peptidi, které mohou byt poté pouzity pro spolehlivou
identifikaci proteint. Efektivita St€peni trypsinem je mala v tom piipadé, ze za lysinem
nebo argininem nasleduje prolin. V piipad€ opakujicich se AK zbytku (pt. KK, RK), nebo
v pritomnosti posttransla¢nich uprav (napt. methylace, acetylace), mize dojit k vynechani
mozného $tépeni (Benore-Parsons et al., 1989). N¢které tryptické peptidy mohou byt také
ptilis malé nebo nejsou jedinecné pro dany protein. Problémem jsou vSak i pfili§ velké
a hydrofobni peptidy, které nelze identifikovat LC-MS. Tyto kratké nebo extrémné
dlouhé¢ neidentifikované peptidy vedou k netiplnému sekvenénimu pokryti proteinu, coz
muze mit za nasledek neuspé$nou identifikaci proteinu. Pro SirSi pokryti proteinové
sekvence se tak Casto vyuziva kombinace vysledkl s pouzitim rtiznych proteas (napf.
ArgC, AspN, chymotrypsin, GIuC, LysC, LysN), které pii $tépeni generuji jiné peptidové
fragmenty nez pii pouziti trypsinu (Bischof et al., 2012; Zhang et al., 2013).

2.3.2.4.1 Stépeni v roztoku

Metoda $tépeni proteinti v roztoku vyzaduje oproti $tépeni proteint v gelu méné kroku
piipravy a lze ji upravit pro analyzu vzorkli obsahujicich méné nez 10 pg a vice nez 1 mg
proteint. Pro tuto metodu jsou proteiny nejprve denaturovany za vyssi teploty pomoci
detergentt nebo pouzitim chaotropti jako je mo€ovina ¢i guanidin. Poté jsou disulfidové
vazby mezi cysteinovymi zbytky redukovany a alkylovany (Medzihradszky, 2005).
Ptestoze se mocovina jako chaotropni Cinidlo pouZziva tadu let, nedoporucuje se
z divodu mozné karbamylace proteind (Kollipara a Zahedi, 2013). Solubilizace
a denaturace proteinli pomoci SDS nebo SDC je G€innéjsi nez pii pouZziti mocoviny.

Vyhodou téchto Cinidel je také skutecnost, Ze snasi zahtivani vzorkti béhem redukce
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disulfidovych vazeb (Rogers a Bomgarden, 2016). Jakmile jsou provedeny kroky redukce
a alkylace, vzorek obsahuje soli, detergenty, chaotropy, redukéni a alkyla¢ni Cinidla
v takovych koncentracich, ze inaktivuji trypsin. Proto by mély byt ze vzorku jesté pied
proteolytickym §tépenim odstranény (Medzihradszky, 2005). K tomuto ucelu se vyuziva
fada metod jako je dialyza, gelova elektroforéza a nejCastéji metoda srazeni kyselinou
nebo organickym rozpoustédlem (Yeung et al., 2008). Vétsinu detergentui 1ze odstranit
srazenim proteint ptidavkem vymrazeného acetonu (— 20 °C; Barritault et al., 1976).
Pro trypsinové Stépeni je protein rozpustén v pufrovaném roztoku o pH=8.0 (napft.
50-100mM hydrogenuhli¢itan amonny) a Stépeni probihd po dobu 4—16 hodin pii 37 °C
a michani. Po Stépeni mohou byt peptidy odsoleny napt. pomoci extrakce na pevné fazi

s vyuzitim materialu C18 (Rogers a Bomgarden, 2016).

2.3.2.4.2 Stépeni v gelu

Separace proteinti pomoci SDS-PAGE s naslednym S$tépeni v gelu ptredstavuje postup,
ktery je alternativou k denaturaci, redukei, alkylaci a $té€peni proteinti v roztoku. Jedna se
0 jednoduchou a levnou metodu s relativné vysokym rozliSenim separace proteind, pii
které mohou byt proteiny separovany bud’ v jedné dimenzi (1D) na zakladé velikosti
(priblizné odpovidd molekulové hmotnosti), nebo dvourozmérnou elektroforézou (2D),
pii které jsou proteiny nejdiive déleny na zaklade jejich izoelektrického bodu a v druhé
dimenzi podle velikosti (Rabilloud et al., 2010). Jelikoz v§ak 2D PAGE neni kompatibilni
se solemi a iontovymi detergenty, vyuziva se 1D PAGE, kterd tyto a mnohé dalsi
kontaminanty, které by mohly interferovat s LC-MS analyzou, uspésné odstrani. Dalsi
vyhodou gelové frakcionace je zjednoduSeni vzorku a oddéleni vysoce abundantnich
proteint od proteint s niZz8i abundanci (Rogers a Bomgarden, 2016).

Po gelové elektroforéze jsou separované proteiny detegovany a vizualizovany
barvivem Coommasie Blue nebo stiibrnym barvenim bez glutaraldehydu. Barevné pasy
obsahujici pozadované proteiny jsou vyfiznuty a odbarveny, proteiny v nich jsou
redukovany a alkylovany, aby bylo dosazeno co nejefektivnéjSiho Sté€peni proteinli
a nasledné extrakce peptidi (Gundry et al., 2009).

Disulfidové vazby brani kompletnimu rozvinuti proteinu a limituji tak proteolytické
Stépeni. Z tohoto diivodu jsou tyto disulfidy v pfitomnosti dal§ich denaturanti (napf.
SDS, mocovina, guanidin ¢i zvySend teplota) redukovany bud’ dithiothreitolem (DTT)

nebo tris(2-karboxyethyl)fosfinem (TCEP). Redukované cysteiny jsou poté alkylovany
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jodacetamidem, kyselinou jodoctovou, chloracetamidem ¢&i 4-vinylpyridinem, aby bylo
zabranéno zpétnému formovani disulfidovych vazeb ( Sechi a Chait, 1998; Nielsen et al.,
2008; Jiang et al., 2013). Po doporuc¢ené dobé alkylace by mélo byt alkylac¢ni ¢inidlo
odstranéno nadbytkem DTT, aby se zabranilo vedlejSim reakcim a nadmérné alkylaci
proteinu. Po redukci a alkylaci jsou proteinové pasy Stépeny vhodnou proteasou. Peptidy
zZ gelu jsou nasledné extrahovany standardnimi technikami (Gundry et al., 2009). Pfestoze
je Stépeni v gelu technikou nachylnou na netplné nebo méné reprodukovatelné Stépeni
a vytéznost peptidl je oproti St€peni v roztoku mensi (50-70 %), gelova elektroforéza
stale zustava dulezitou technikou piipravy vzorki pied MS analyzou (Rogers

a Bomgarden, 2016).

2.3.2.5 Frakcionace peptidi

Po Stépeni proteini ziskame vzorek, ktery je bohatou smési peptidi liSicich se
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jako je polarita, velikost a naboj. Téchto rozdilnych
vlastnosti se vyuziva k rozdéleni komplexni smési peptidii na méné komplexni frakce,
pricemz plati, ze ¢im kvalitnéj$i frakcionace, tim vice proteinii mize byt identifikovano
naslednou MS analyzou (Dvorakova et al., 2014).

Pro separaci peptidové smési ziskané po enzymovém Stépeni se pred MS ¢i MS/MS
analyzou obvykle vyuziva kapalinova chromatografie (Karpievitch et al., 2010).
Mechanismus separace této metody je zalozen na rozdilné distribuci analyzovanych latek
mezi dvé nemisitelné faze, mobilni (cluent) a stacionarni (sorbent). Eluent po
nadavkovani vzorku na separa¢ni kolonu unasi molekuly ze vzorku, které vice ¢i méné
interaguji se sorbentem, ¢imz se zpozd'uji ve svém transportu kolonou, a tim se vzajemné
déli. Nejcastéji pouzivanymi kolonami jsou kolony s reverzni fazi (RP), s kationtové
vyménnou fazi (SCX), kolony zalozené na hydrofilni interakci (HILIC) nebo na
elektrostaticky odpuzované hydrofilni interakci (ERLIC; Yates et al., 2009).

Separace peptidi probiha v ptipadé MALDI-TOF MS ,,offline*, kdy jsou separované
peptidy nejprve nakapany na desticku spolu s MALDI matrici a az poté pfipraveny na
MS analyzu. Naopak v piipadé ESI-MS se jedna o ,,online* separaci a separované peptidy
ihned vstupuji do hmotnostniho spektrometru (Mitulovic a Mechtler, 2006).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Pouzité chemikalie

— 2-bromethylamin (Sigma-Aldrich, Némecko)

— 2-jodacetamid (Sigma-Aldrich, USA)

— 3-brompropylamin (Sigma-Aldrich, Némecko)

— acetonitril (Merck, Némecko)

—akrylamid a methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
— Benzonasa (Sigma-Aldrich, Némecko)

— Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Némecko)

— CuSO4 (Lachema, Ceskoslovensko)

— DL-dithiothreitol (DTT; Sigma-Aldrich, Némecko)

— dodecylsiran sodny (SDS; Serva, Némecko)

—glycin (Sigma-Aldrich, Némecko)

— guanidin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Némecko)

— H3PO4 (Sigma-Aldrich, Némecko)

— HCI (Lach-ner, CR)

—hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, Némecko)
— isopropanol (Merck, Némecko)

— kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA; Bruker Daltonik, Némecko)
— kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, Némecko)

— kyselina octova (Sigma-Aldrich, Némecko)

— kyselina trifluoroctova (TFA; Merck, Némecko)

— Laemmliho vzorkovy pufr (Bio-Rad, USA)

— methanol (Merck, Némecko)

— MgCl; (Fluka, Svycarsko)

— mocovina (Sigma-Aldrich, Némecko)

— N-(jodethyl)-trifluoroacetamid (Apollo Scientific, UK)

— n-butanol (Merck, Némecko)

— N-ethylmorfolin (Sigma-Aldrich, Némecko)

— NH3H2PO4 (Sigma-Aldrich, Némecko)
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— NHsHCO3 (Sigma-Aldrich, Némecko)

— octan amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

— Peptide Calibration Standard II (Bruker Daltonik, Némecko)

— persiran amonny (APS; Bio-Rad, USA)

— Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color (Bio-Rad, USA)
— roztok kyseliny bicinchoninové (Sigma-Aldrich, Némecko)

— SOLu-trypsin (Sigma-Aldrich, Némecko)

— TCEP (Sigma-Aldrich, Némecko)

— tetramethylethylendiamin (TEMED; Merck, Némecko)

— Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (MP Biomedicals, Francie)
— Unstained Broad Range SDS-PAGE Standards (Bio-Rad, USA)
— B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2 Pouzité pristroje

—analytické vahy (Radwag, Polsko)

— centrifuga Ministar (Eppendorf, Némecko)

— digitalni pH metr (Multical WTW, Némecko)

— elektromagnetick4 michatka C-MAG HS4 (IKA, Némecko)

— hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme (Bruker Daltonik,
Némecko)

— hmotnostni spektrometr s iontovou pasti ETD amaZon speed s iontovym zdrojem
CaptiveSpray (Bruker Daltonik, Némecko)

— kapalinovy chromatograf BioLogic DuoFlow™ Medium-Pressure Chromatography
systém s detektorem QuadTec (Bio-Rad, USA)

— laminarni box (Merci, Ceska republika)

— skener ImageScanner Il se softwarem LabScan 5.0 (Amersham Biosciences, USA)
— spektrofotometr Lightwave Il (Biochrom, UK)

— termostat Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

— tiepacka KS 130 control (IKA, Némecko)

— ultrazvukova lazen K2-L (Kraintek, CR)

— vakuova centrifuga Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)

— vakuova pumpa (KNF LAB, Francie)

— vortex (Chromservis, CR)
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— zafizeni pro elektroforézu Mini Protean Il (Bio-Rad, USA)

— zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal (Bio-Rad, USA)

3.1.3 Biologicky material

Jadra jeCmene tfidénd v G1 a G2 fazi bunéného cyklu poskytla Dr. Beata Petrovska
z Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci. Proteiny z tvariizku separované

Vv gelu byly poskytnuty vedoucim prace.

3.1.4 Ostatni material

— kolona HiTrap™ desalting (Amersham Biosciences, Svédsko)
— MALDI desticka MTP AnchorChip™ 800-384 (Bruker Daltonik, Némecko)
— pipetové $picky ZipTip C18 (Merck Millipore, Irsko)

3.1.5 Pouzité metody

3.1.5.1 Alkylace cysteint v roztoku ¢inidlem N-(jodethyl)-

trifluoracetamidem

Postup prace byl proveden dle protokolu vypracovaného autory Crankshaw a Grant
(1996). Byl ptipraven vzorek hovéziho sérového albuminu (BSA) rozpusténim 5 mg
proteinu v 5 ml 0,2 mol-I? ethylmorfolinacetatového pufru (pH 8.1), ktery obsahoval
6 mol-I* guanidin. Z divodu potieby redukce disulfidovych mistki bylo k takto
ptipravenému vzorku pfidano 250 pl ethylmorfolinacetatového pufru (pH 8.1)
obsahujiciho 0,1 mol-I* dithiothreitol (DTT) a vzorek byl inkubovan 30 min pfi 60 °C.
Po inkubaci a nasledném ochlazeni byly z mikrozkumavky odebrany 3 ml vzorku, ke
kterym bylo postupné ptidano 105,7 mg N-(jodethyl)-trifluoracetamidu rozpusténého
v 600 pl methanolu tak, ze ke vzorku byl nejprve pfidan polovi¢ni objem alkyla¢niho
¢inidla, a po hodinové inkubaci pti 50 °C byl pfidan zbytek alkyla¢niho ¢inidla. Poté byl
vzorek inkubovan dalsi hodinu pti 50 °C. Pro zastaveni reakce bylo poté ke smési pridano
10 pl 2 mol-I*! kyseliny octové. Takto modifikovany protein byl nasledné odsolen na

kapalinovém chromatografu BioLogic DuoFlow (podkapitola 3.1.5.5).
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3.1.5.2 Alkylace cysteini v roztoku Cd¢inidly 2-bromethylaminem a

3-brompropylaminem

Postup prace byl proveden dle protokolu vypracované¢ho autory Crankshaw a Grant
(1996). Byly piipraveny 2 vzorky rozpusténim vzdy 5 mg BSA v 1270 ul roztoku
0,5 mol-I"! Tris (pH 8.2) obsahujicim 0,02 mol-I"t DTT a 6 mol-I"* guanidin. Nasledovala
inkubace obou vzorkd 1 h pti 60 °C. Po redukci disulfidovych vazeb bylo k prvnimu
vzorku piidano 254 pl 0,5 mol-I"t 3-brompropylaminu rozpusténého v 0,5 mol-I" Tris
pufru (pH 8.2), ktery obsahoval 6 mol-I" guanidin, a ke druhému vzorku 254 ul 0,5 mol-I*
2-bromethylaminu rozpusténého ve stejném pufru. Po ptidani alkylacnich cinidel
nasledovala dvouhodinova inkubace vzorkt pti 60 °C ve tm¢. Pro odstranéni nadbytku
nezreagovaného alkyla¢niho ¢inidla bylo poté k obéma vzorkiim pipetovano 305 pl
roztoku 2 mol-I* DTT a 6 mol-I* guanidinu v 0,5 mol-I* Tris (pH 8.2). Takto
modifikované proteiny byly nasledné odsoleny na kapalinovém chromatografu BioLogic

DuoFlow (podkapitola 3.1.5.5).

3.1.5.3 Alkylace cysteini v gelu Ccinidly 2-bromethylaminem a

2-jodacetamidem

Pro optimalizaci modifikace cysteinu v gelu byly jako modelové proteiny pouzity
proteinové standardy pro elektroforézu Unstained Broad Range SDS-PAGE Standards.
Proteinové standardy byly smichany s Laemmliho pufrem v poméru 1:20 (v/v) a zahiaty
na 100 °C po dobu 5 minut. Poté byly separovany pomoci SDS-PAGE a vizualizovany
s pouzitim barviva CBB-R250 (viz podkapitoly 3.1.5.7 a 3.1.5.8). Nasledovala ptiprava
vzorkl pro Stépeni trypsinem v gelu (viz podkapitola 3.1.5.9). Po vyfezani, odbarveni
a vysuseni ptislusnych gelovych past acetonitrilem byly proteiny redukovany ptidavkem
170 pl roztoku 0,5 mol-I* Tris (pH 8.2), ktery obsahoval 6 mol-I"t guanidin a 0,01 mol-I*
DTT. Po vysuSeni kouskdi gelu nasledovala alkylace cysteini 0,5 mol-I?
2-bromethylaminem, ktery byl rozpustén ve 170 ul 0,1 mol-I"* NH4sHCO; (inkubace 2 h
pii laboratorni teplot&) nebo ve 170 pl roztoku 0,5 mol-I?* Tris (pH 8.2) obsahujiciho
6 mol-I"* guanidin (inkubace 2 h pfi laboratorni teplot&, resp. pii 60 °C). Dalsi vzorky
proteinovych standardd byly alkylovany 55 mmol-I? 2-jodacetamidem, ktery byl

36



rozpustén ve 170 ul 0,1 mol-1It NH4HCOj3 (inkubace 20 min pii laboratorni teplotg). Takto

alkylované proteiny byly pfipraveny na $t€peni trypsinem.

3.1.5.4 Extrakce a alkylace jadernych proteini je¢mene

2-bromethylaminem

Jaderné proteiny jeCmene byly extrahovany z 10 milioni jader frakcionovanych
pratokovou cytometrii v G2 a G1 fazi bunéného cyklu. Jadra byla suspendovana
ve 40 ul Benzonasového pufru (0,05 mol-It Tris, 0,002 mol-It MgCl,, pH 8.0)
a sonikovana 15 minut. Nasledovala inkubace 5 hodin pti 70 °C a 900 rpm. Ke vzorku
bylo po jeho inkubaci a ochlazeni pfidano 20 pl roztoku 8 mol-I"t mo&oviny a 0,01mol-I*:
DTT v reakénim pufru, a vzorek byl dale inkubovan 1 hodinu pfi 25 °C a 950 rpm. Poté
bylo zahajeno $tépeni DNA ptidanim 0,5 pl roztoku Benzonasy (inkubace pies noc pii
25 °C). Druhy den nasledovala redukce disulfidovych vazeb piidavkem 15 pl
0,005 mol-I"* TCEP v 0,05 mol-I** Tris (pH 8.0), zkumavky byly na 45 min pieneseny do
termostatu vyhfatého na 25 °C a tfepany pii 400 rpm. Po redukci bylo ke vzorkam ptidano
15 ul roztoku 0,5 mol-I"t 2-bromethylaminu v 0,5 mol-I" Tris (pH 8.0) a vzorky byly
alkylovany 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Takto pripravené jaderné proteiny byly dale
separovany pomoci SDS-PAGE (podkapitola 3.1.5.7).

3.1.5.5 Odsoleni proteint alkylovanych v roztoku

Alkylované vzorky BSA byly pfecistény a odsoleny na kapalinovém na chromatografu
sUV-VIS detektorem svyuzitim chromatografické kolony HiTrap™ naplnéné
Sephadexem G-25. Prvnim krokem bylo promyti systému a ekvilibrovani kolony
50 mmol-I"! octanem amonnym (pH 6.0). Pracovni pritokové rychlost byla 2 ml/min.
Nasledovalo naneseni vzorku do 2 ml smycky, odkud byl béhem automatické metody
davkovdn na kolonu. Odsoleny protein byl sbiran v jedné frakci na zakladé
chromatogramu zaznamenavaného detekci absorbance pii vinové délce 280 nm.
Odsolené vzorky BSA byly dale zpracovany pomoci SDS-PAGE (podkapitola 3.1.5.7).
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3.1.5.6 Stanoveni koncentrace proteini

Pro stanoveni koncentrace proteini v odsolenych vzorcich byla pouzita
spektrofotometrickd metoda s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda). Jejim
principem je tvorba komplexu proteinii s Cu®* ionty a jejich naslednd redukce na Cu*
ionty diky pfitomnosti peptidové vazby. Kyselina bicinchoninova tvoii s médnymi ionty
v alkalickém prostiedi stabilni modro-fialovy komplex, jehoZ intenzita zabarveni je
pfimo imérna mnozstvi proteint ve vzorku (Smith et al., 1985).

Nejprve byl pfipraven pracovni roztok BCA smichanim ¢inidla A (disodna sil BCA,
Na>COs3, NaHCOs3 a vinan sodno-draselny) a ¢inidla B (4% CuSOgs) v poméru 50:1 (v/v).
Poté byla pfipravena kalibra¢ni fada proteinového standardu BSA. Do zkumavek byly
napipetovany 2 ml ¢inidla BCA a 5-50 ul proteinového standardu o koncentraci 1 mg/mi
(fada 5, 10, 20, 30, 40 a 50 pg). Slepy vzorek obsahoval pouze 2 ml ¢inidla BCA.
Zkumavky byly inkubovany 30 minut pti laboratorni teploté. Po inkubaci byla méfena
absorbance kalibra¢ni fady pii 562 nm v plastovych kyvetach. Dale byly do zkumavek
pipetovany 2 ml ¢inidla BCA, které byly smichany se vzorky (5-15 ul). VSechny vzorky
byly inkubovany 30 minut pfi laboratorni teploté a poté byla méfena jejich absorbance na
spektrofotometru Lightwave Il (Biochrom, Velka Britanie) pii 562 nm proti slepému

vzorku.

3.1.5.7 Priprava SDS-PAGE a pribéh separace

Pro piipravu 4% zaostiovacich a 10% separac¢nich gelt (Tab. 1) byly nejprve smichany
zasobni roztoky AA/BIS (30%/0,8%) a Tris-HCI s deionizovanou vodou. Tato smés byla
odvzdusnéna v odsavaci bance pomoci vakuové pumpy, a to z divodu odstranéni
rozpusténého kysliku blokujiciho polymeraci. Po odvzdu$néni byly ke smési ptidany
zbyvajici komponenty polyakrylamidového gelu, dodecylsiran sodny (SDS),
N,N,N ‘N ~tetramethylethylendiamin (TEMED) a peroxodisiran amonny (APS), kterym
je zapocata polymeracni reakce. Polymerace probihala ve sklech s 1 mm mezerou, gely
byly pfipraveny V diskontinualnim uspofadani podle Laemmliho (Laemmli, 1970). Po
skonceni polymerace byla skla s gely premisténa do elektroforetické komirky a zalita
Tris-glycinovym elektrodovym pufrem (pH 8.3). Poté byly na gel naneseny standardy
Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Color (5 pl) a vzorky, jejichz

mnozstvi bylo ur¢eno individualné dle koncentrace proteini v daném vzorku, a které byly
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pfipraveny smichanim s Laemmliho pufrem v poméru 1:1 (v/v) a povafenim 5 min pti
100 °C. Elektroforéza probihala pifi konstantnim napéti 130 V. Po doputovani
bromfenolové modti cca 1 cm od spodniho okraje gelu byla elektroforéza ukoncena, skla
s gely byla oplachnuta deionizovanou vodou a gely barveny pies noc v barvici smési
(podkapitola 3.1.5.8).

Tab. 1: Objemy latek pro piipravu zaostfovacich a separacnich geli.

Slozka gelu Zaostrovaci gel [4%] Separac¢ni gel [10%]
AA/BIS [30%/0,8%] 0,65 ml 3,4ml
Tris-HCI [1,5 mol-I™%, pH 8,8] - 2,5ml
Tris-HCI [0,5 mol-I%, pH 6,8] 1,25 ml .
Destilovana voda 2,95 ml 3,8ml

SDS [10%] 0,10 ml 0,10 ml

APS [10%)] 0,06 ml 0,05 ml
TEMED 0,015 ml 0,015 ml

3.1.5.8 Barveni gelii barvivem Coomassie Brilliant Blue

Separované proteiny byly vizualizovany barvenim gelli pies noc v Petriho miskach
barvivem Coomassie Brilliant Blue-R-250 nebo barvivem Bio-Safe Coomassie Stain
G-250.

V piipadé pouziti barviva Coomassie Brilliant Blue-R-250 bylo nasledné odbarveni
gelt provedeno roztokem s obsahem 5% (v/v) methanolu a 7% (v/v) kyseliny octové. Pii
pouziti barviva Bio-Safe Coomassie Blue G-250 stac¢i pro odbarveni gelu deionizovana
voda. Po odbarveni byly gely skenovany pomoci skeneru ImageScanner II a pocitacového

programu LabScan 5.0.

3.1.5.9 Stépeni proteinii v gelu

Obarvené proteinové pasy byly skalpelem vyfiznuty z polyakrylamidového gelu
a preneseny do 0,5 ml mikrozkumavek, kde byly roziezany na kousky zhruba o velikosti
1 mm3. Gelové kousky byly poté odbarveny piiddnim 180 pl smési 0,1 mol-I"t NHsHCOs
s ¢istym acetonitrilem (ACN) v poméru 1:1 (v/v). Po odbarveni gelu (cca 45 min) byl
roztok odpipetovan a gelové kousky vysuseny ACN. Dale byly (v pfipadé analyzy
modifikace cysteinovych zbytk®) proteinové standardy v gelu redukovany ptidavkem

170 pl roztoku 0,5 mol-I Tris (pH 8.2), ktery obsahoval 6 mol-I"t guanidin a 0,01 mol-I*
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DTT. Tato smés byla inkubovana 30 min v termostatu Thermomixer comfort pii 56 °C
a trepani 800 rpm. Po redukci byla smés zchlazena v ledové 1azni, roztok byl odpipetovan
a gelové kousky byly opét dehydratovany ACN. Po odstranéni ACN nasledovala
(amino)alkylace cysteind, jejiz postup je popsan vyse (podkapitola 3.1.5.3). Po alkylaci
byl roztok odpipetovan a gelové kousky byly promyty 180 pl 0,1 mol-I't NH4sHCO3
z diivodu odstranéni nadbytku nezreagovaného alkylacniho €inidla. Po 15 minutach byl
roztok NH4sHCO3 odpipetovan a nahrazen 180 ul ACN pro vysuseni. Postup redukce
a alkylace byl vynechan u vzorkd, které byly alkylovany v roztoku. Gelové kousky byly
déle rehydratovany 50 pl pufru, ktery obsahoval 0,05 mol-I't NHsHCOs a 1,5 pmol-I*
trypsin. Po difazi trypsinu do gelovych kouskt (cca 45 min) pfi 4 °C (ledova lazen) byl
piebyte¢ny roztok odpipetovan a nahrazen 25 pl 0,025 mol-I"t NH4sHCOs. Poté byly
vzorky inkubovany Vv termostatu pii 37 °C pies noc (Shevchenko et al., 2006).

3.1.5.10 Extrakce peptidi

Po stépeni proteintli byla extrakce peptidi z gelovych kouski zah4jena piidavkem 150 pl
extrak¢niho pufru, ktery obsahoval 5% kyselinu mravenci a acetonitril v poméru 1:2 (v/v;
Shevchenko et al., 2006). Tato smés byla inkubovana pii 37 °C a 800 rpm po dobu
45 min. Poté byly vzorky centrifugovany a pipetovany do prazdnych 0,5 ml
mikrozkumavek. Nasledovalo odpateni supernatantu ve vakuové centrifuze Speedvac pii
45 °C (2 h). Po odpaieni supernatantu byly peptidy bud’ po rozpusténi v 0,1% (v/v)

trifluoroctové kyseliné (TFA) dale zpracovavany, nebo uchovavany pti -20 °C.

3.1.5.11 Odsoleni peptidovych vzorkii

K odsoleni peptidi byly pouzity pipetovaci Spicky s reverzni chromatografickou fazi
ZipTip C18. Nejprve bylo do mikrozkumavek obsahujicich vysusené peptidy piidano
10,6 wl roztoku 0,1% (v/v) TFA, a pro snadngjsi rozpusSténi peptidi byly tyto
mikrozkumavky umistény na 5 minut do ultrazvukové ladzn€. Poté bylo potieba
kondicionovat $picky do stavu, ve kterém probihd odsoleni optimalnim zpisobem. Za
timto Gcelem se provedlo zvlhéeni sorbentu ve $pickach pomoci ,,pre-wet roztoku, ktery
obsahuje 50% acetonitril (ACN) a 0,1% TFA, v/v. Nasledovala ekvilibrace reverzni faze
0,1% (v/v) roztokem TFA. Do takto piipravené $picky se 15x nasal roztok s peptidy

(objem 10,6 ul) a poté byla Spicka 5x promyta v ekvilibra¢ni smési. Nasledovala eluce
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zachycenych peptidii opakovanym nasatim a vypusténim elu¢niho roztoku (10x), ktery
obsahoval 75% ACN a 0,1% TFA, v/v. Takto odsolen¢ vzorky byly dale odpatfeny ve

vakuové centrifuze pti 45 °C.

3.1.5.12 Separace nanoL.C a priprava vzorka pro MALDI-MS/MS

analyzu

Pro separaci nanoLL.C byly vzorky odsolenych peptidi nejprve rozpustény v 15 ul 0,1%
(v/v) TFA, sonikovany 5 minut v ultrazvukové lazni a poté pipetovany do sklenénych
vialek (,total recovery*) urCenych pro separaci peptidi na Dionex UltiMate 3000
RSLCnano kapalinovém chromatografu, ktery byl ovladan prostfednictvim softwaru
HyStar 3.2. Pro zakoncentrovani vzorkt pfed samotnou separaci byly tyto vzorky pomoci
autosampleru injektovany na Nano Trap predkolonku (100 pm x 20 mm, naplnénou 5 pm
C18 casteckami sorbentu Acclaim PepMapl00) v mnozstvi 5 ul, kde byly dale
promyvany nanasecim solventem pii prutoku 10 pul/min. Poté byly zachycené peptidy
vymyvany na délici C18 kolonu (75 um x 150 mm, naplnénou 2 pm C18 casteckami
sorbentu Acclaim PepMap100) pii prutoku 300 nl/min. Doba jedné analyzy byla
70 minut. Slozeni mobilnich fazi: A: 0,05% (v/v) TFA; mobilni faze B: 80% (v/v) ACN
a 0,05% (v/v) TFA; nanaseci solvent: 2% (v/v) ACN a 0,05% (v/v) TFA. Eluce z obou
kolon byla provedena postupné se zvySujicim gradientem mobilni faze B: 0 min, 4% B,;
7 min, 4% B; 48 min, 60% B; 51 min, 96% B; 56 min, 96% B; 59 min, 4% B; 70 min,
4% B. Vystup z analytické kolony byl pfipojen na sbéra¢ kapkovych frakci Proteineer
Fcll, ktery zachytaval eluat. Od 20. minuty separace byly postupné zachytavané frakce
smiseny s matrici (viz nize) a kazdych 17 sekund byly pomoci sbérace frakci
automatizované nanaseny na AnchorChip™ desti¢ku. Kazdy vzorek byl timto zptisobem
rozseparovan na 120 frakci. Nasledovalo ruc¢ni pipetovani kalibra¢niho peptidového
standardu II (viz niZe) do danych pozic na AnchorChip™ desti¢ce (Petrovska et al.,
2014).

Roztok matrice byl pfipraven smisenim 748 ul roztoku 95% ACN obsahujiciho 0,1%
TFA (v/v) s 50 pl nasyceného roztoku matrice CHCA, ktera byla rozpusténa v roztoku
90% ACN sobsahem 0,1% TFA (v/v), s10 pl 10% (v/v) TFA a 10 pl 0,1 mol-I*
NH4H2POa4. Pro externi kalibraci bylo z roztoku obsahujiciho 748 ul 85% ACN s 0,1%
TFA, 50 ul saturované CHCA rozpusténé v 90% ACN s obsahem 0,1% TFA (v/v), 8 ul
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10% (v/v) TFA a 8 ul 100mM NH4H2PO4 odebrano 300 ul, ke kterym byly pfidany 2 pl
kalibracniho standardu Peptide Calibration Standard II.

3.1.5.13 MALDI-MS/MS analyza

Po kokrystalizaci matrice se standardy byla AnchorChip™ desti¢ka zasunuta do pfistroje
ultrafleXtreme pro méfeni MS a MS/MS spekter. Hmotnostni spektrometr byl pro méteni
ovladan prostfednictvim softwaru flexControl 3.4, data byla zpracovana pomoci
flexAnalysis 3.4 a automatizovana méteni vzorka separovanych nanoLC byla ovladana
softwarem WarpLC 1.3 (vSechny softwary pochazeji od firmy Bruker Daltonik,
Némecko). Kazda pozice na destiCce byla excitatnim laserem s frekvenci 2000 Hz
ozatena 2500x. Ziskana spektra byla automaticky zpracovana softwarem, ktery pro
méieni MS/MS spekter vybral z jedné pozice desticky maximalné 10 prekurzort. Vybér
prekurzori pro méfeni MS/MS spekter byl fizen dle nasledujicich kritérii: pomeér
signal/sum: >7; rozmezi m/z prekurzorid: 800-3000; intenzita piku prekursoru: >800;
minimalni m/z fragmentu >250; faktor kvality signalu: >30; zapnuto pouziti LIFT cely
pro urychleni fragmentovych iontd pti méfeni v MS/MS modu (Perutka et al., 2019).
Nameétend MS/MS data byla exportovana ve formatu MGF do programu ProteinScape
3.1 (Bruker Daltonik), ptipadn¢ PEAKS Studio 8.0 (Bioinformatics Solutions, Kanada)
a vyuzita k prohleddvani v lokdln¢ instalované databdzi aminokyselinovych sekvenci
SwissProt (verze prosinec 2019). Program ProteinScape k tomu vyuzival databazového

prohledavace Mascot Server 2.4 (Matrix Science, UK).

3.1.5.14 nanoLC-ESI MS/MS analyza

Pii ESI MS/MS analyze jadernych proteinti jeCmene bylo totoznym zpusobem jako
v piipadé nanoLC-MALDI MS/MS 5 ul vzorku odsolenych peptida v 0,1% (v/v) TFA
separovano na kapalinovém chromatografu Dionex UltiMate3000 RSLC nano, tentokrat
spojeném s hmotnostnim spektrometrem amaZon speed ETD prostfednictvim iontového
zdroje CaptiveSpray. Byly pouzity stejné kolony a prutokové rychlosti jako v pfipadé
nanoLC-MALDI separaci. Mobilni fazi A byla 0,4% (v/v) kyselina mravenci, mobilni
fazi B roztok 90% (v/v) ACN s 0,4% (v/v) kyselinou mravenc¢i a nanaSecim solventem
2% (v/v) kyselina mravenci. Pro méfeni MS/MS spekter byly prekurzory fragmentovany

kolizn¢ indukovanou disociaci, a tyto fragmenty byly déle identifikovany. Koliznim
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plynem bylo helium. Hmotnostni spektrometr byl ovladan prostiednictvim softwarti
trapControl 7.2 a HyStar 3.2, data byla zpracovana pomoci DataAnalysis 4.2 (vSechny
softwary pochdzeji od firmy Bruker Daltonik, Némecko) a ulozeny jako soubory ve
formatu MGF (Perutka et al., 2019) pro databazové vyhledavani pomoci programu
ProteinScape nebo PEAKS Studio (viz vySe, podkapitola 3.1.4.13).

3.1.5.15 Zpracovani dat

Ziskana data z MS méfeni byla v programu ProteinScape 3.1 a PEAKS Studio 8.0
prohledavana vici databazi SwissProt. V pfipadé analyzy jadernych proteind je¢mene
bylo prohledavani omezeno pouze na proteiny je¢mene (Hordeum vulgare), pfi
optimalizaci protokolu pro modifikaci cysteinu neomezené pro vSechny organismy.
Dal$im parametrem vyhledavani bylo zadéni trypsinu jako proteasy. Jako pevna
modifikace Dbyla nastavena bud® aminoethylace cysteinu Vv ptipadé¢ pouziti
2-bromethylaminu, aminopropylace cysteinu v ptipadé¢ pouziti 3-brompropylaminu, nebo
karbamidomethylace cysteinu v ptipadé pouziti 2-jodacetamidu. Jako mozna modifikace
AK byla zadana oxidace methioninu. Pro data z MALDI-MS/MS analyzy byla pro
vyhledavani stanovena tolerance hmotnosti prekurzorového iontu na 25 ppm, pro
fragmentové ionty pak 0,5 Da. V ptipad¢ dat z ESI MS/MS analyzy byla pro vyhledavani
stanovena tolerance hmotnosti prekurzorového iontu na 50 ppm, pro odpovidajici

fragmenty 0,1 Da.
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4 VYSLEDKY

4.1 Koncentrace proteint

V ramci optimalizace protokolu pro modifikaci cysteini byla pomoci spektrofotome-
trické metody s Kyselinou bicinchoninovou stanovena koncentrace proteint ve vzorcich
modifikovaného BSA odsolenych na kapalinovém chromatografu Biologic DuoFlow.
Tyto vzorky byly dale separovany pomoci SDS-PAGE a podrobeny MALDI-MS/MS
analyze. Vyslednd hodnota koncentrace proteinii byla vypocétena pomoci kalibracni
piimky ziskané z méteni absorbance koncentra¢ni fady proteinového standardu (Obr. 8).

Hodnoty koncentrace proteind v odsolenych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 2.
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Obr. 8: Kalibra¢ni piimka pro stanoveni koncentrace proteini metodou BCA.

Tab. 2: Koncentrace proteinti v odsolenych vzorcich (BSA + BrEt= vzorek BSA modifikovany
2-bromethylaminem; BSA + BrPr= vzorek BSA modifikovany 3-brompropylaminem; BSA +
IETFACAM= vzorek BSA modifikovany N-(jodethyl)-trifluoracetamidem).

vzorek koncentrace [mg/ml]
BSA + BrEt 1,1
BSA + BrPr 1,0
BSA + IETFACAM 1,3
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4.2 Optimalizace protokoli pro modifikaci cysteinu

V této casti diplomové prace bylo provedeno ovéfeni a optimalizace protokoll pro
modifikaci cysteinu na modelovych proteinech, a to konkrétné na BSA a na proteinovych
standardech  pro  elektroforézu. Byla  pouzita ¢inidla  2-bromethylamin,
3-brompropylamin, N-(jodethyl)-trifluoracetamid a 2-jodacetamid. Vzorky byly
analyzovany pomoci MALDI-MS/MS a k vyhodnoceni MS/MS dat bylo vyuzito
softwaru PEAKS Studio 8.0 nebo softwaru ProteinScape 3.1. Poté byl na zakladé
porovnani vysledkd modifikace v roztoku a v gelu, vysledkt pfi pouziti rozdilnych
alkylacnich ¢inidel a také vysledkt modifikace pfi rozdilnych podminkach (teplota,
prostiedi), odvozen optimalni protokol pro modifikaci cysteinu, ktery byl nasledné pouzit

pii analyze jadernych proteini je¢mene.

4.2.1 Modifikace BSA v roztoku 2-bromethylaminem a N-(jodethyl)-

trifluoracetamidem

Pro porovnani t¢innosti alkyla¢nich ¢inidel v roztoku byl jako modelovy protein vybran
hovézi sérovy albumin. Pro alkylaci BSA pied SDS-PAGE byla pouzita ¢inidla
2-bromethylamin, ktery byl rozpu$tén v roztoku Tris, ktery obsahoval guanidin,
a N-(jodethyl)-trifluoracetamid (IETFACAM) rozpustény v max. 10% methanolu.
V piipadé¢ IETFACAM byl vzorek BSA rozpustén v roztoku ethylmorfolinacetatu
obsahujicim guanidin. Po alkylaci a separaci proteintt pomoci SDS-PAGE nasledovalo
St€peni proteini trypsinem, extrakce peptidi z gelu a nanoLC-MALDI-TOF/TOF
MS/MS analyza peptidl, pii které byla méfena MS spektra a nasledné¢ MS/MS spektra
vybranych prekurzorti. Namérena MS/MS data byla exportovana do programu PEAKS
Studio 8.0 a wvyuzita k prohledavani v databazi SwissProt. V pfipadé BSA
modifikovaného 2-bromethylaminem bylo identifikovano 18 peptidi o délce 8-22
aminokyselin obsahujicich aminoethylovany cystein (thialysin). U 7 z téchto peptida
predstavoval thialysin nové $tépné misto pro trypsin (Tab. 3). Jako vedlejsi modifikace
byla pozorovdna oxidace methioninu. Pfi pouziti ¢inidla IETFACAM byly uspésné
identifikovany 4 peptidy o délce 9—21 aminokyselin, u kterych doslo k aminoethylaci

cysteinu. Nové §tépné misto pro trypsin vzniklo pouze u 1 z téchto peptidl (Tab. 4).
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Tab. 3: Peptidy identifikované po trypsinovém Stépeni BSA s modifikaci cysteinu
2-bromethylaminem provedenou v roztoku (0,5 mol-I* Tris, pH 8.2, obsahujici 6 mol-I*?
guanidin).t

¢ Sekvence peptidu Mr Délka
1 C.HGDLLECADDR.A 12855720 11
2 K.DDPHACYSTVFDK.L 1539.6664 13
3 K.TVMENFVAFVDKC.C 1560.7316 13
4 K.SLHTLFGDELCK.V 1404.7072 12
5 K.GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK.L 2477.2776 21
6 K.EYEATLEEC.C 1128.4645 9
7 K.LFTFHADIC.T 1108.5375 9
8 K.SLHTLFGDELC.K 1276.6122 11
9 F.SQYLQQCPFDEHVK.L 1763.8301 14
10 K.YNGVFQEC.C 1001.4277 8
11 M.PCTEDYLSLILNR.L 1578.8075 13
12 K.LKPDPNTLCDEFK.A 1561.7810 13
13 K.LFTFHADICTLPDTEK.Q 1892.9342 16
14 K.TVMENFVAFVDKC.C 1544.7367 13
15 K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK.N 2443.1941 22
16 R.RPCFSALTPDETYVPK.A 1865.9346 16
17 D.PNTLCDEFK.A 1108.5222 9
18 K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVC.K 2315.0991 21

Tab. 4: Peptidy identifikované po trypsinovém Stépeni BSA s modifikaci cysteinu
N-(jodethyl)-trifluoracetamidem provedenou v roztoku (0,2 mol-I* N-ethylmorfolinacetat, pH
8.1, obsahujici 6 mol-I*t guanidin).?

¢. Sekvence peptidu Mr Délka
1 K.LFTFHADIC.T 1108.5375 9
2 K.GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK.L 2477.2776 21
3 K.LKPDPNTLCDEFK.A 1561.7810 13
4 K.YICDNQDTISSK.L 1428.6555 12

1 Podtrzen je aminoethylovany cystein (+43.04) a methionin, u kterého doslo k oxidaci (+15.99).
2 Podtrzen je aminoethylovany cystein (+43.04).
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4.2.2 Modifikace BSA v roztoku 2-bromethylaminem a

3-brompropylaminem

V programu ProteinScape 3.1 byly vyhodnoceny vysledky modifikace cysteind v roztoku
¢inidly 2-bromethylaminem a 3-brompropylaminem v ptitomnosti guanidinu. Po alkylaci
a separaci proteinii pomoci SDS-PAGE nésledovalo §tépeni proteint trypsinem, extrakce
peptidti z gelu a nanoLC-MALDI-TOF/TOF MS/MS analyza peptidt.. Po aminopropylaci
a nasledném trypsinovém Stépeni bylo identifikovano 12 peptidii obsahujicich
modifikovany cystein o délce 8—21 aminokyselin (Tab. 5). Pti pouziti 2-bromethylaminu
jako alkylacniho ¢inidla bylo vysledkem S$tépeni modifikovaného BSA 7 peptidil
s aminoethylovanym cysteinem o délce 9-21 aminokyselin (Tab. 6). Jak pii pouzitim
2-bromethylaminu, tak 3-brompropylaminu byly v obou piipadech identifikovany
4 peptidy, které obsahovaly modifikovany cystein na svém konci, coz ukazuje, ze pfi

pouziti téchto alkylacnich ¢inidel mize vzniknout nové §t€pné misto pro trypsin.

Tab. 5: Peptidy identifikované po trypsinovém $tépeni BSA s modifikaci cysteini
3-brompropylaminem provedenou v roztoku (0,5 mol-I* Tris, pH 8.2, obsahujici 6 mol-I*
guanidin).?

Prist , N4 Pokryti
Istupovy azev sekvence Sekvence peptidu Mr Skore
kod proteinu
[%0]
40.0 K.YNGVFQEC.C 1015.4433 23.2
K.LFTFHADIC.T 11225532 41.6
K.EYEATLEEC.C 1142.4802 27.8
C.HGDLLECADDR.A 1299.5877 55.7
Séront K.SLHTLFGDELCK.V 1418.7228 45.0
érovy K.DDPHACYSTVFDK.L 1553.6820 60.0
ALBU_BOVIN albumin K.LKPDPNTLCDEFK.A 1575.7967 41.7
(Bos taurus) R.MPCTEDYLSLILNR.L 1723.8637 50.3
R.MPCTEDYLSLILNR.L 1739.8586 76.8
R.RPCFSALTPDETYVPK.A 1879.9502 30.8
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q 1906.9499 34.2

K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVC.K  2329.1148 29.7

8 Podtrzen je aminopropylovany cystein (+57.06) a methionin, u kterého doslo k oxidaci (+15.99).
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Tab. 6: Peptidy identifikované po trypsinovém S§tépeni BSA s modifikaci cysteinu
2-bromethylaminem provedenou v roztoku (0,5 mol-I* Tris, pH 8.2, obsahujici 6 mol-I*
guanidin).4

Prist , N Pokryti
ristupovy azev sekvence Sekvence peptidu Mr Skore
kod proteinu
[%]

38.6 K.LFTFHADIC.T 11085376 453
K.SLHTLFGDELC K 1276.6122  58.9
Sérovy K.SLHTLFGDELCK.V 1404.7071  50.0
ALBU_BOVIN albumin K.TVMENFVAFVDKC.C 1560.7316 60.4
(Bos taurus) K.LKPDPNTLCDEFK.A 1561.7810  51.8
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q 1892.9342  26.8

K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVC.K  2315.0991 44.8

4.2.3 Modifikace proteinovych standardi v gelu 2-bromethylaminem a

2-jodacetamidem

Pro srovnani protokoli pro modifikaci cysteinu v gelu bylo pouzito 8 proteinovych
standardti pro elektroforézu Unstained Broad Range SDS-PAGE Standards o pfiblizné
koncentraci 4 mg proteinu/200 pl, které byly po separaci pomoci SDS-PAGE (Obr. 9)
alkylovany 2-bromethylaminem, ktery byl rozpustén v NHsHCO3 nebo v roztoku Tris,
ktery obsahoval guanidin. Dalsi vzorky proteinovych standardi byly alkylovany
2-jodacetamidem, ktery byl rozpustén v roztoku NHsHCOs. Po alkylaci nasledovalo
St€peni proteind trypsinem, extrakce peptidi z gelu a nanoLC-MALDI-TOF/TOF
MS/MS analyza peptidi. Po S$tépeni modifikovanych proteinovych standardi
2-bromethylaminem v gelu bylo v programu ProteinScape 3.1 identifikovano 0-26
peptidti o délce 7-29 aminokyselin (Tab. 7-9). Kromé peptidi s koncovymi bazickymi
aminokyselinami (K, R) byly identifikovany taktéZ peptidy obsahujici na svém konci
aminoethylovany cystein (thialysin). Pti pouziti jakéhokoliv zde uvedeného protokolu
modifikace cysteind a ndsledném trypsinovém S$tépeni nedoslo k uspésné identifikaci
peptidi obsahujicich modifikovany cystein u proteinového standardu karboanhydrasy,
ato zduvodu nepfitomnosti cysteinu v AK sekvenci tohoto enzymu. Neulspé$na

identifikace modifikovanych peptidi byla také v ptipadé PS myosinu.

4 Podtrzen je aminoethylovany cystein (+43.04) a methionin, u kterého doslo k oxidaci (+15.99).
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Obr. 9: Proteinové standardy Unstained Broad Range SDS-PAGE Standards separované pomoci
SDS-PAGE s pouzitim 4% zaostfovaciho a 10% separacniho polyakrylamidového gelu
(1= myosin (200kDa); 2= B-galaktosidasa (116,25 kDa); 3= fosforylasa B (97,4 kDa); 4= BSA

(66,2 kDa); 5= ovalbumin (45 kDa); 6= karboanhydrasa (31 kDa); 7= trypsinovy inhibitor
(21,5 kDa); 8= lysozym (14,4 kDa)). Standardy byly aplikovany v mnozstvi 5 pl na jamku.

Pfi porovnavani mnozstvi identifikovanych modifikovanych peptidi u vSech
proteinovych standardi alkylovanych 2-bromethylaminem za rGznych podminek se
ukazalo, Ze k nejefektivnéjsi aminoethylaci cysteinu doSlo v pfitomnosti guanidinu a pii
laboratorni teploté (Tab. 7), kdy bylo identifikovano 56 modifikovanych peptidd, z nichz
19 (34 %) obsahovalo aminoethylovany cystein na svém konci. Tato skute¢nost dokazuje,
ze vznikly thialysin pfedstavuje nové St€pné misto pro trypsin. Z identifikovanych
peptidii obsahujicich modifikovany cystein pochazelo nejvice peptidi z BSA (26).
Uspésna identifikace modifikovanych peptidd byla kromé BSA také v piipads
B-galaktosidasy (11 peptidt), fosforylasy B (6), ovalbuminu (6), trypsinového inhibitoru
(4) a lysozymu (3).

Pfi modifikaci cysteini 2-bromethylaminem v ptitomnosti NHsHCO3 (Tab. 8) nebyly
identifikovany zadné modifikované peptidy rovnou u tii proteinovych standarda (myosin,
B-galaktosidasa, karboanhydrasa). U zbylych proteinovych standardd byl pocet
identifikovanych modifikovanych peptidii velmi nizky. Celkem bylo po pouZiti tohoto
protokolu modifikace cysteint a trypsinovém S§té€peni identifikovano 14 peptidu, pficemz
U 6 (43 %) z téchto peptida piedstavoval vznikly thialysin nové §t€pné misto pro trypsin.

Pti vyhodnoceni téchto vysledki doslo pii identifikaci proteinu také K pritazeni lysozymu
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pochazejiciho ze slepi¢iho (Gallus gallus) vejce sekvenci lysozymu z kiepela
kalifornského (Callipepla californica). Tyto dva proteiny vSak maji totoznou sekvenci.
Po aminoethylaci v pfitomnosti guanidinu a teplot¢ 60 °C (Tab. 9) a nasledném
trypsinovém stépeni bylo nejvice modifikovanych peptidi identifikovano u proteinového
standardu BSA (12 peptidfl). Vétsi mnoZstvi peptidl obsahujicich modifikovany cystein
(8) bylo identifikovano také u proteinového standardu (-galaktosidasy. Tyto vysledky
koresponduji s faktem, ze BSA a [B-galaktosidasa obsahuji ve své AK sekvenci ve
srovnani se zbylymi proteinovymi standardy nejvetsi pocet cystein (35, resp. 16),
u kterych tak maze dojit k aminoethylaci. Naopak u lysozymu nebyl identifikovan zadny
modifikovany peptid. Také pokryti sekvence tohoto proteinu bylo ve srovnani se zbylymi
vysledky velmi nizké. Diivodem byla pravdépodobné pozdé ukonéena elektroforéza,
nasledkem c¢ehoz doSlo ke ztrat€¢ proteinu. Ve srovndni s vysledky aminoethylace
Vv pfitomnosti hydrogenuhli¢itanu amonného a laboratorni teploty bylo v tomto piipadé
identifikovano vétsi mnozstvi modifikovanych peptidiic u proteinovych standarda
B-galaktosidasy (8), fosforylasy B (2), BSA (12) a ovalbuminu (6). Celkem bylo v tomto
ptipad¢ aminoethylace s naslednym trypsinovym S§tépeni PS tuspésné identifikovano
30 modifikovanych peptidi, kdy u 10 (33 %) z téchto peptidi predstavoval vznikly
thialysin nové $tépné misto pro trypsin.

Pii pouziti 2-jodacetamidu jako alkylacniho ¢inidla (Tab. 10) bylo po trypsinovém
Stépeni proteinovych standardi identifikovano celkem 19 modifikovanych peptidu, avSak
nejednalo se o peptidy obsahujici aminoethylovany cystein na svém konci. Diivodem je
skutecnost, ze takto modifikovany cystein neni rozpoznavan trypsinem jako nové
potencidlni Stépné misto. Objevovaly se tak pouze peptidy s koncovymi bazickymi
aminokyselinami argininem a lysinem. Nejvyssi pocet modifikovanych peptidi byl
identifikovan u PS B-galaktosidasy (6). Usp&sna identifikace modifikovanych peptidi
byla kromé [-galaktosidasy také v piipadé BSA (4 peptidy), fosforylasy B (3),
ovalbuminu (2), trypsinového inhibitoru (2) a lysozymu (2). Déle byly tyto vysledky
porovnany s vysledky trypsinového §tépeni po alkylaci cysteinti 2-bromethylaminem za
stejnych podminek, tzn. v pfitomnosti NH4sHCO3 a pti laboratorni teplot¢ (Tab. 11).
V piipadé pouziti 2-jodacetamidu doslo oproti pouziti 2-bromethylaminu k modifikaci
u vSech identifikovanych peptidi, které obsahovaly cystein. D4 se tedy fici, Ze u¢innost
2-jodacetamidu je vy$si nez u€innost ostatnich alkylac¢nich ¢inidel pouzitych v této

diplomové praci.
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Tab. 7: Peptidy identifikované po trypsinovém $té€peni proteinovych standardd, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace
probihala v Tris pufru v pfitomnosti guanidinu a pfi laboratorni teploté.®

Pokryti
Piistupovy kod Nizev proteinu sekvence Sekvence peptidu Mr Skoére
[%0]
MYH4_RABIT Myosin 44.7 - - -
(Oryctolagus cuniculus)
BGAL_ECOLI B-galaktosidasa 60.5 R.YHYQLVWC.Q 1153.5379 46.2
(E. coli) K. AAGHYQAEAALLQC.T 1487.7191 68.2
R.AVLEAEVQMCGELR.D 1589.7905 72.3
K.WLSLPGETRPLILC.E 1639.9120 42.8
R.INIFDGVNSAFHLWC.N 1663.8181 84.2
R.CSHYPNHPLWYTLC.D 1818.8334 69.6
R.FAWFPAPEAVPESWLEC.D 2020.9393 74.9
R.CSHYPNHPLWYTLCDR.Y 2089.9615 40.9
R.AVVELHTADGTLIEAEACDVGFR.E 2458.2162 68.0
K.SVDPSRPVQYEGGGADTTATDIICPMYAR.V 3112.4594 59.8
K.SVDPSRPVQYEGGGADTTATDIICPMYAR.V 3128.4543 29.7
PYGM_RABIT Fosforylasa B 57.5 K.FGCRDPVR.T 991.5022 18.1
(Oryctolagus cuniculus) R.QLLNCLHVITLYNRL.I 1741.9661 38.4
R.WLVLCNPGLAEIIAER.I 1839.0077 78.5
K.ICGGWQMEEADDWLR.Y 1850.8080 64.4
K.TCAYTNHTVLPEALER.W 1859.9200 85.0
K.ICGGWQMEEADDWLR.Y 1866.8029 30.9
ALBU_BOVIN Sérovy albumin 61.4 R.LCVLHEK.T 883.4950 27.7
(Bos taurus) K.YNGVFQEC.C 1001.4277 33.1
K.LFTFHADIC.T 1108.5376 64.9
K.EYEATLEEC.C 1128.4645 58.7
C.HGDLLECADDR.A 1285.5721 94.7
K.SLHTLFGDELCK.V 1404.7071 74.0
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Tab. 7: Peptidy identifikované po trypsinovém $té€peni proteinovych standardd, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace
probihala v Tris pufru v pfitomnosti guanidinu a pfi laboratorni teploté.® (pokracovani)

Pokryti
Piistupovy kod Nizev proteinu sekvence Sekvence peptidu Mr Skoére
[%0]
ALBU_BOVIN Sérovy albumin 61.4 K.YICDNQDTISSK.L 1428.6555 84.6
(Bos taurus) C.CHGDLLECADDR.A 1431.6235 20.2
K.DDPHACYSTVFDK.L 1539.6664 79.2
K.TVMENFVAFVDKC.C 1544.7367 88.3
K.TVMENFVAFVDKC.C 1560.7316 93.2
K.LKPDPNTLCDEFK.A 1561.7810 78.9
C.AADDKEACFAVEGPK.L 1592.7505 35.7
K.AFDEKLFTFHADIC.T 1698.8076 46.1
R.MPCTEDYLSLILNR.L 1709.8481 117.8
R.MPCTEDYLSLILNR.L 1725.8430 103.3
K.DDPHACYSTVFDKLK.H 1780.8454 66.1
C.HGDLLECADDRADLAK.Y 1783.8523 78.6
R.RPCFSALTPDETYVPK.A 1865.9346 50.4
R.NECFLSHKDDSPDLPK.L 1886.8833 70.8
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q 1892.9342 53.7
K.LKPDPNTLCDEFKADEK.K 2004.9826 57.7
K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVC.K 2315.0991 29.9
K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK.N 2443.1941 65.5
K.GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK.L 2477.2777 88.5
K.QNCDQFEKLGEYGFQNALIVR.Y 2514.2325 37.2
OVAL_CHICK Ovalbumin 41.7 R.ADHPFLFC.I 991.4586 47.0
(Galus galus) R.ADHPFLFCIK.H 1232.6376 67.0
R.YPILPEYLQC.V 1280.6475 717
R.YPILPEYLQCVK.E 1507.8109 64.6
R.LYAEERYPILPEYLQC.V 2042.0183 75.0
R.LYAEERYPILPEYLQCVK.E 2269.1817 20.1
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Tab. 7: Peptidy identifikované po trypsinovém $té€peni proteinovych standardd, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace
probihala v Tris pufru v pfitomnosti guanidinu a pfi laboratorni teploté.® (pokracovani)

Pokryti
Piistupovy kod Nazev proteinu sekvence Sekvence peptidu Mr Skoére
[%0]
CAH2_BOVIN Karboanhydrasa 66.2 3 3 3
(Bos taurus)
ITRB_SOYBN Trypsinovy inhibitor 215 K.FDSFAVIMLC.V 1187.5719 54.0
(Glycine max) K.FDSFAVIMLC.V 1203.5668 68.0
K.CGDIGISIDHDDGTR.R 1615.7260 89.5
K.CGDIGISIDHDDGTRR.L 1771.8271 61.6
LYSC_CHICK Lysozym 29.3 R.WWCNDGR.T 978.4130 21.12
(Gallus gallus) R.GYSLGNWVC.A 1040.4750 55.3
R.CKGTDVQAWIR.G 1318.6816 95.9

Tab. 8: Peptidy identifikované po trypsinovém $té€peni proteinovych standardi, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace
probihala v roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného a pfi laboratorni teploté.®

Pokryti
Piistupovy kod Nazev proteinu sekvence Sekvence peptidu Mr Skore
[%]
MYH4_RABIT Myosin 45.8 - - -
(Oryctolagus cuniculus)
BGAL_ECOLI B-galaktosidasa 49.3 - _ _
(E. coli)

® PodtrZen je aminoethylovany cystein (+43.04) a methionin, u kterého doslo k oxidaci (+15.99).
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Tab. 8: Peptidy identifikované po trypsinovém $té€peni proteinovych standardd, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace
probihala v roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného a pfi laboratorni teplot&.® (pokracovdani)

Pokryti
Piistupovy kod Nazev proteinu sekvence Sekvence peptidu Mr Skore
[%0]
PYGM_RABIT Fosforylasa B 52.6 K.ICGGWQMEEADDWLR.Y 1850.8080 57.5
(Oryctolagus cuniculus)
ALBU_BOVIN Sérovy albumin 42.2 K.LFTFHADIC.T 1108.5376 65.6
(Bos taurus) K.SLHTLFGDELCK.V 1404.7071 64.8
K.LKPDPNTLCDEFK.A 1561.7810 58.8
K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK.N 2443.1941 57.9
OVAL_CHICK Ovalbumin 41.2 R.ADHPFLFC.I 991.4586 46.2
(Gallus gallus) R.YPILPEYLQC.V 1280.6475 58.4
R.LYAEERYPILPEYLQC.V 2042.0183 31.8
CAH2_BOVIN Karboanhydrasa 65.4 - - -
(Bos taurus)
ITRB_SOYBN Trypsinovy inhibitor 44.4 K.FDSFAVIMLC.V 1187.5719 26.6
(Glycine max) K.FDSFAVIMLC.V 1203.5668 29.9
K.LVFCPQQAEDDK.C 1434.6813 84.4
K.CGDIGISIDHDDGTR.R 1615.7260 101.0
K.CGDIGISIDHDDGTRR.L 1771.8271 20.2
K.LVFCPQQAEDDKCGDIGISIDHDDGTR.R 3032.3968 62.6
LYSC_CALCC Lysozym 33.3 R.WWCNDGR.T 978.4130 41.2

(Callipepla californica)

® Podtrzen je aminoethylovany cystein (+43.04) a methionin, u kterého doslo k oxidaci (+15.99).
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Tab. 9: Peptidy identifikované po trypsinovém S§t€peni proteinovych standardd, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace
probihala v Tris pufru v pfitomnosti guanidinu a pfi teploté 60 °C.’

v . . Pokryti
PrlStupovy Naz?v Sekvence Sekvence peptldu Mr Sk()re
kod proteinu
[%]
MYH4_RABIT Myosin 41.5 - - -
(Oryctolagus cuniculus)

BGAL_ECOLI -galaktosidasa 46.6 R.YHYQLVWC.Q 1153.5379 27.3
(E. coli) K. AAGHYQAEAALLQC.T 1487.7191 61.6
R.AVLEAEVQMCGELR.D 1589.7905 42.0
R.INIFDGVNSAFHLWC.N 1663.8181 86.1
R.CSHYPNHPLWYTLC.D 1818.8334 34.7
R.CSHYPNHPLWYTLCDR.Y 2089.9615 24.8
R.AVVELHTADGTLIEAEACDVGFR.E 2458.2162 30.8
K.SVDPSRPVQYEGGGADTTATDIICPMYAR.V 3112.4594 23.7
PYGM_RABIT Fosforylasa B 514 K.FGCRDPVR.T 991.5022 26.3
(Oryctolagus cuniculus) K.TCAYTNHTVLPEALER.W 1859.9200 34.0
ALBU_BOVIN Sérovy albumin 43.7 K.LFTFHADIC.T 1108.5376 50.7
(Bos taurus) K.SLHTLFGDELCK.V 1404.7071 77.0
K.TVMENFVAFVDKC.C 1544.7367 44.6
K.LKPDPNTLCDEFK.A 1561.7810 42.9
C.AADDKEACFAVEGPK.L 1592.7505 56.9
K.AFDEKLFTFHADIC.T 1698.8076 955
K.DDPHACYSTVFDKLK.H 1780.8454 53.4
R.NECFLSHKDDSPDLPK.L 1886.8833 51.2
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q 1892.9342 73.9
K.LKPDPNTLCDEFKADEK.K 2004.9826 75.6
K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK.N 2443.1941 48.2
K.AFDEKLFTFHADICTLPDTEK.Q 2483.2043 26.3
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Tab. 9: Peptidy identifikované po trypsinovém S§t€peni proteinovych standardd, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace
probihala v Tris pufru v pfitomnosti guanidinu a pfi teploté 60 °C.” (pokracovani)

Pristupovy Pokryti
k,p y Nazev proteinu sekvence Sekvence peptidu Mr Skoére
od [9%]
OVAL_CHICK Ovalbumin 38.9 R.ADHPFLFC.I 991.4586 41.8
(Gallus gallus) R.ADHPFLFCIK.H 1232.6376 29.9
R.YPILPEYLQC.V 1280.6475 27.7
R.YPILPEYLQCVK.E 1507.8109 37.9
R.LYAEERYPILPEYLQC.V 2042.0183 22.1
R.LYAEERYPILPEYLQCVK.E 2269.1817 22.0
CAH2_BOVIN Karboanhydrasa 60.4 - - -
(Bos taurus)
ITRB_SOYBN Trypsinovy inhibitor 33.3 K.CGDIGISIDHDDGTR.R 1615.7260 48.1
(Glycine max) K.LVFCPQQAEDDKCGDIGISIDHDDGTR.R 3032.3968 107.7
LYSC_CHICK Lysozym 19.0 -

(Gallus gallus)

" Podtrzen je aminoethylovany cystein (+43.04).
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Tab. 10: Peptidy identifikované po trypsinovém S$té€peni proteinovych standardd, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-jodacetamidem v gelu. Alkylace
probihala v roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného ve tmé a pii laboratorni teploté.®

v [ Nazev Pokryti .
Piistupovy kod proteinu sekvence [%] Sekvence peptidu Mr
MYH4_RABIT Myosin 210 - -
(Oryctolagus cuniculus)
BGAL_ECOLI -galaktosidasa 42.0 R.AVLEAEVQMCGELR.D 1603.7698
(E. coli) R.AVVELHTADGTLIEAEACDVGFR.E 2472.1955
R.CSHYPNHPLWYTLCDR.Y 2117.9200
R.QFCMNGLVFADR.T 1456.6591
R.IGLNCQLAQVAER.V 1470.7613
R.YHYQLVWCOQK .- 1423.6707
PYGM_RABIT Fosforylasa B 18.0 KICGGWQMEEADDWLR.Y 1864.7872
(Oryctolagus cuniculus) R.INMAHLCIAGSHAVNGVAR.I 2005.9938
R.QLLNCLHVITLYNR.I 1755.9454
ALBU_BOVIN Sérovy albumin 27.0 K.GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK.L 2491.2570
Bos taUrus R.MPCTEDYLSLILNR.L 1723.8273
( ) R.RPCFSALTPDETYVPK.A 1879.9138
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q 1906.9135
OVAL_CHICK Ovalbumin 40.0 R.YPILPEYLQCVK.E 1521.7901
(Gallus gallus) R.ADHPFLFCIK.H 1246.6169
CAH2_BOVIN Karboanhydrasa 30.0 - -
(Bos taurus)
ITRB_SOYBN Trypsinovy inhibitor 28.0 R.CPLTVVQSR.N 1058.5543
(Glycine max) K.CGDIGISIDHDDGTR.R 1629.7053
LYSC_CHICK Lysozym 42.0 R.GYSLGNWVCAAK.F 1324.6234
(Gallus gallus) R.WWCNDGR.T 992.3923

8 Podtrzen je karbamidomethylovany cystein (+57.07) a methionin, u kterého doslo k oxidaci (+15.99).
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Tab. 11: Porovnani vysledki identifikovanych peptidi po trypsinovém S§tépeni proteinovych
standardi, u kterych doslo k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem a 2-jodacetamidem.
V obou piipadech probihala alkylace v roztoku NHsHCO3 a pii laboratorni teploté.®

In-gel alkylace s 2-jodacetamidem

In-gel alkylace s 2-bromethylaminem

B-galaktosidasa; pokryti sekvence: 42 %

B-galaktosidasa; pokryti sekvence: 49.3 %

Mr Peptid

Mr Peptid

1603.7698 R.AVLEAEVQMCGELR.D

2472.1955 R.AVVELHTADGTLIEAEACDVGFR.E
2117.9200 R.CSHYPNHPLWYTLCDR.Y
1456.6591 R.QFCMNGLVFADR.T

1470.7613 R.GLNCQLAQVAER.V

1423.6707 R.YHYQLVWCQK.-

Fosforylasa B; sekvenéni pokryti: 18.0 %

Fosforylasa B; sekvenéni pokryti: 52.6 %

Mr Peptid

Mr Peptid

1864.7872 K.ICGGWQMEEADDWLR.Y
2005.9938 R.INMAHLCIAGSHAVNGVAR.I
1755.9454 R.QLLNCLHVITLYNR.I

1850.8080 K.ICGGWQMEEADDWLR.Y

Sérovy albumin; pokryti sekvence: 27.0 %

Sérovy albumin; pokryti sekvence: 27.0 %

Mr Peptid

Mr Peptid

2491.2570 K.GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK.L
1723.8273 R.MPCTEDYLSLILNR.L
1879.9138 R.RPCFSALTPDETYVPK. A
1906.9135 K.LFTFHADICTLPDTEK.Q

1108.5376 K.LFTFHADIC.T

1404.7071 K.SLHTLFGDELCK.V

1561.7810 K.LKPDPNTLCDEFK.A

2443.1941 K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK.N

Ovalbumin; pokryti sekvence: 40.0 %

Ovalbumin; pokryti sekvence: 41.2 %

Mr Peptid Mr Peptid
1521.7901 R.YPILPEYLQCVK.E 1280.6475 R.YPILPEYLQCV
1246.6169 R.ADHPFLFCIKH 991.4586  R.ADHPFLFC.I

2042.0183 R.LYAEERYPILPEYLQC.V

Trypsinovy inhibitor; pokryti sekvence:
28.0 %

Trypsinovy inhibitor; pokryti sekvence: 44.4 %

Mr Peptid

Mr Peptid

1058.5543 R.CPLTVVQSR.N
1629.7053 K.CGDIGISIDHDDGTR.R

11875719 KFDSFAVIMLC.V

1615.7260 K.CGDIGISIDHDDGTR.R

1203.5668 K.FDSFAVIMLC.V

1434.6813 K.LVFCPQQAEDDK.C

1771.8271 K.CGDIGISIDHDDGTRR.L

3032.3968 K.LVFCPQQAEDDKCGDIGISIDHDDGTR.R

Lysozym; pokryti sekvence: 42.0 %

Lysozym; pokryti sekvence: 33.3 %

Mr Peptid

Mr Peptid

992.3923 R.WWCNDGR.T
1324.6234 R.GYSLGNWVCAAK.F

978.4130 RWWCNDGR.T

® PodtrZen je karbamidomethylovany cystein (+57.07) v ptipadé pouziti 2-jodacetamidu, aminoethylovany
cystein (+43.04) v ptipadé€ pouziti 2-bromethylaminu a methionin, u kterého doslo k oxidaci (+15.99).
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4.2.4 Vyhodnoceni modifikace proteinovych standardi v gelu
2-bromethylaminem v PEAKS Studio 8.0

Data z MS/MS analyzy peptidl, které vznikly trypsinovym S§tépenim proteinovych
standardti alkylovanych v gelu ¢inidlem 2-bromethylaminem v ptitomnosti guanidinu
a pii teploté 60 °C, byly vyhodnoceny také softwarem PEAKS Studio 8.0. Vysledkem
prohleddvani v databazi SwissProt byla identifikace 24 peptidi obsahujicich
aminoethylovany cystein, pfi¢emz 4 z nich obsahovaly tento cystein na svém konci
(Tab. 12). Stejné jako v ptipadé vyhodnoceni dat programem ProteinScape 3.1 nebyly
v programu PEAKS Studio 8.0 identifikovany zadné modifikované peptidy
u proteinovych standardli myosinu a karboanhydrasy. Netspésné byla také identifikace
modifikovanych peptidd pochézejicich z lysozymu. Naopak pocet Uspésné
identifikovanych modifikovanych peptidi pochazejicich z PS [-galaktosidasy
(8 peptidn), fosforylasy B (1), BSA (10), ovalbuminu (2) a trypsinového inhibitoru (3)
byl pfiblizné stejny jako pii pouZziti programu ProteinScape 3.1.

Tab. 12: Peptidy identifikované po trypsinovém stépeni proteinovych standardi, u kterych doslo

k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace probihala v pfitomnosti guanidinu a
pii teploté 60 °C.1°

Sekvence peptidu Mr Délka

Myosin (Oryctolagus cuniculus)

B-galaktosidasa (E. coli)

1 R.IIFDGVNSAFHLWC.N 1663.8181 14
2 R.AVVELHTADGTLIEAEACDVGFR.E 2458.2161 23
3 K. AAGHYQAEAALLQC.T 1487.7191 14
4 R.QFCMNGLVFADR.T 1443.6638 12
5 R.AVLEAEVQMCGELR.D 1589.7905 14
6 R.IGLNCQLAQVAER.V 1457.7660 13
7 R.CSHYPNHPLWYTLCDR.Y 2117.9563 16
8 R.QFCMNGLVFADR.T 1470.6748 12
Fosforylasa B (Oryctolagus cuniculus)
9 K. TCAYTNHTVLPEALER.W 1859.9199 16
Sérovy albumin (Bos taurus)
10 K.LFTFHADICTLPDTEK.Q 1892.9342 16
11 K.AFDEKLFTFHADIC.T 1698.8075 14
12 K.LKPDPNTLCDEFKADEK.K 2004.9825 17
13 K.SLHTLFGDELCK.V 1404.7072 12
14 K.DDPHACYSTVFDKLK.H 1780.8453 15
15 R.NECFLSHKDDSPDLPK.L 1886.8832 16
16 K.LKPDPNTLCDEFK.A 1561.7810 13
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Tab. 12: Peptidy identifikované po trypsinovém $tépeni proteinovych standardd, u kterych doslo
k modifikaci cysteinu 2-bromethylaminem v gelu. Alkylace probihala v pfitomnosti guanidinu
a pii teploté 60 °C.%0 (pokracovani)

Sekvence peptidu Mr Délka
17 K.DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK.N 2443.1941 22
18 K.LFTFHADIC.T 1108.5375 9
19 K.SLHTLFGDELCK.V 1420.7020 12
Ovalbumin (Gallus gallus)
20 R.YPILPEYLQCVK.E 1507.8108 12
21 R.ADHPFLFCIK.H 1232.6376 10

Karboanhydrasa (Bos taurus)

Trypsinovy inhibitor (Glycine max)

22 K.LVFCPQQAEDDKCGDIGISIDHDDGTR.R 3032.3967 27
23 K.LVFCPQQAEDDK.C 1435.6653 12
24 K.CGDIGISIDHDDGTR.R 1615.7260 15

Lysozym (Gallus gallus)

4.3 Analyza jadernych proteini jeémene

V dalsi ¢asti prace nasledovala analyza jadernych proteini jemene z G1 a G2 faze
bunécného cyklu, u kterych byla provedena aminoethylace cysteini v roztoku ¢inidlem
2-bromethylaminem v pfitomnosti guanidinu a pfi laboratorni teploté. Tyto podminky
aminoethylace byly odvozeny na zakladé vysledk optimalizace modifikace cysteinu
s modelovymi proteiny. Jaderné proteiny byly analyzovany MS/MS peptidi s vyuZzitim
nanoLC-ESI-MS/MS systému s hmotnostnim spektrometrem amaZon speed ETD
(iontova past). Naméeifena MS/MS data byla exportovana ve formatu MGF do programti
ProteinScape 3.1 a PEAKS Studio 8.0 avyuzita kprohledavani v databazi
aminokyselinovych sekvenci proteintl jeémene, pochazejici ze $irsi databaze SwissProt.
Identifikace bylo docileno na zéklad¢ ptifazeni fragmentacnich vzort MS/MS spekter
peptidovym sekvencim prislusejicim konkrétnim proteinim z databaze. Pro ziskani
dal$ich informaci o identifikovanych proteinech, jako je molekulova hmotnost, hodnota
isoelektrického bodu, pocet cysteinil a obsah polarnich a nepolarnich aminokyselin, byl
pouzit program Protein Cutter (https://software.cr-hana.upol.cz/proteincutter/index.php).

AK sekvence proteini byly stazeny z portalu UniprotKB (http://www.uniprot.org/).

10 pPodtrzen je aminoethylovany cystein (+43.04).
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Informace o bunécné lokalizaci proteinu byla ziskdna z databaze UniProtKB. Pfi
neuvedeném udaji byla dohledavana na zakladé sekvencni homologie s pouzitim
programu BLAST a databaze konzervovanych domén (CDD, The Conserved Domains

Database).

4.3.1 Analyza proteint z bunéénych jader je¢mene tiidénych v G1 fazi
bunécéného cyklu

Extrahované a ptipadné i modifikované proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE
(Obr. 10). Nasledné bylo z gelu vyfezano celkem 13 pasu, a proteiny z téchto gelovych
pasu byly podrobeny proteolytickému $tépeni trypsinem. Vzniklé peptidy byly odsoleny
na pipetovych Spi¢kach sreverzni chromatografickou fazi ZipTip C18 a podrobeny
nanoLC-ESI-MS/MS analyze.

Pomoci programu ProteinScape 3.1 bylo identifikovdno 153 proteinli na zaklade¢
identifikace 629 peptida (Pfilohova tab. I). V Tab. 13 jsou uvedeny pouze proteiny,
Vv jejichz aminokyselinové sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. Jedna se o 10
proteind, u kterych bylo identifikovano celkem 11 modifikovanych peptida, piicemz
v jednom pfipadé znamenal aminoethylovany cystein vznik nového potvrzeného
S§tépného mista pro trypsin. Spole¢nou vlastnosti téchto proteinl je pievazujici obsah
polarnich aminokyselin, naopak v piipadé molekulové hmotnosti (15-72 kDa),
isoelektrického bodu (pl 4,8-10,7) a mnozstvi cysteint (1-13) se tyto proteiny vyrazné
lisi.

MS/MS data byla vyhodnocena také v programu PEAKS Studio 8.0. Bylo
identifikovano 601 peptidi pochazejicich ze 160 proteint (Pfilohova tab. II). V Tab. 14
jsou uvedeny pouze proteiny, V jejichz aminokyselinové sekvenci byl nalezen
aminoethylovany cystein. Jedna se pouze o 2 proteiny, u kterych byly identifikovany 2
modifikované peptidy, nicméné ani v jednom piipadé se aminoethylovany cystein
nenachazel na konci peptidu. V tomto ptipadé tedy aminoethylace cysteinu nevedla ke
vzniku nového stépného mista pro trypsin. Na zaklad¢ informaci ziskanych z programu
Protein Cutter bylo zjisténo, ze u téchto dvou modifikovanych proteinti prevlada obsah
polarnich aminokyselin nad nepolarnimi. Naopak v pfipadé molekulové hmotnosti
(15,6-60 kDa), hodnoty isoelektrického bodu (pl 8,6-9,6) ¢i pocétu cysteini v AK

sekvenci (1-5) se tyto proteiny vyrazné lisi.
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Obr. 10: Vzorek proteint z G1 jader je¢mene separovanych po extrakci pomoci SDS-PAGE
s vyuzitim 4% zaostfovaciho a 10% separa¢niho gelu. Ohranic¢eni oznacuje vyfezané Casti gelu
(celkem 13 pési). Vzorek byl aplikovan v mnozstvi 20 pl na jamku.!!

11 Z dfivodu nefunkénosti skeneru v dobé zpracovani vzork byl snimek gelu pofizen mobilnim
telefonem.

62



Tab. 13: Identifikované proteiny z G1 jader jeCmene, V jejichz sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1.

« Pocet
« . L . . , Pocet .Pocet , novych  Bunécna
c. Pristupovy kod Nazev proteinu Skore peptidi modlﬁko.vaonych Stépnych lokalizace™
peptidu ,
mist
1 AO0A287SS50 HORVV Uncharacterized protein 500.9 10 1 0 cytoplasma
2 AO0A287WS67 HORVV Uncharacterized protein 497.7 8 1 0 (jadro)
3 AOA287HC21_HORVV Nop domain-containing protein 491.0 12 1 0 jadro
4 A0A287WL41 HORVV Uncharacterized protein 186.5 4 1 0 cytosol
5 A0A287SV42_HORVV Uncharacterized protein 166.9 3 1 0 (ribozom)
6 F2DJI3_HORVV Predicted protein 155.9 2 1 0 jadro
7 A0A287G428 HORVV MCM domain-containing protein 119.9 1 2 0 (jadro)
8 AO0A287FPI1_HORVV Uncharacterized protein 99.8 2 1 1 (jadro)
9 A0A287K7H1_HORVV Ribosomal_S7 domain-containing protein 94.5 2 1 0 (ribozom)
10 AO0A287VHX9 HORVV Uncharacterized protein 94.2 1 1 0 neznama
celkem: 11 1

Tab. 14: Identifikované proteiny z G1 jader jeCmene, v jejichZ sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0.

« Pocet
- v A . . , Pocet .Pocet , novych Bunécna
¢. Pristupovy kod Nazev proteinu Skore peptidd modlﬁko.vaonych stépnych  lokalizace
peptidu ,
mist
1 AO0A287HC63_HORVV Nop domain-containing protein 199.65 11 1 0 ribozom
2 A0A287K7H1 HORVV Ribosomal_S7 domain-containing protein 102.77 2 1 0 ribozom
celkem: 2 0

2 Informace o bun&né lokalizaci proteinu byla ziskana z databaze UniProtKB. P¥i neuvedeném tdaji byla dohleddvana na zakladé sekvenéni homologie s pouzitim programu
BLAST a CDD. Lokalizace dohledana timto zptsobem je uvedena v zavorce.
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4.3.2 Analyza proteini z bunéénych jader jeémene tiidénych v G2 fazi
bunééného cyklu

Extrahované a pifipadné¢ i modifikované jaderné proteiny byly separovany pomoci
SDS-PAGE (Obr. 11). Nasledn¢ bylo z gelu vyfezano celkem 14 pasu, a proteiny z téchto
gelovych past byly podrobeny proteolytickému Sté€peni trypsinem. Vzniklé peptidy byly
odsoleny na pipetovych Spickdch Sreverzni chromatografickou fazi ZipTip CI18
a podrobeny nanoLC-ESI-MS/MS analyze.

V programu ProteinScape 3.1 bylo na zdklad€¢ identifikace 1617 peptidi
identifikovano 313 proteint (Ptilohova tab. III). U 60 z téchto proteint byla prokazana
modifikace cysteinu, kdyZ byl aminoethylovany cystein nalezen u 79 peptidua (Tab. 15).
U 30 peptidii predstavoval vznikly thialysin nové §t€pné misto pro trypsin. Na zaklade
informaci ziskanych z programu Protein Cutter bylo stejné jako v ptipadé G1 proteint
zjisténo, Ze ve vSech identifikovanych modifikovanych proteinech pievladd obsah
polarnich aminokyselin nad nepolarnimi. Naopak v pifipadé molekulové hmotnosti
(12,4-304,2 kDa), hodnoty isoelektrického bodu (pl 4,8-12,3) ¢i poctu cysteini v AK
sekvenci (1-50) se tyto proteiny vyrazné lisi.

MS/MS data byla vyhodnocena také v programu PEAKS Studio 8.0. Bylo
identifikovano 1505 peptidi pochazejicich z 223 proteint (Pfilohova tab. IV). V Tab. 16
jsou uvedeny pouze proteiny, Vjejichz aminokyselinové sekvenci byl nalezen
aminoethylovany cystein. Jednd se o 34 proteini, u kterych bylo identifikovano celkem
43 modifikovanych peptidi, pticemz v 22 ptipadech znamenal aminoethylovany cystein
vznik nového potvrzeného S$t€épného mista pro trypsin. Spolecnou vlastnosti téchto
proteinll je prevazujici obsah polarnich aminokyselin, naopak v piipadé molekulové
hmotnosti (12,5-96 kDa), hodnoty isoelektrického bodu (4,8—11,1) a mnozstvi cysteind
(1-26) se tyto proteiny vyrazné lisi.
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Obr. 11: Vzorek proteint z G2 jader je¢mene separovanych po extrakci pomoci SDS-PAGE
s vyuzitim 4% zaostfovaciho a 10% separacniho gelu. Ohraniceni oznacuje vyfezané casti gelu

(celkem 14 past). Vzorek byl aplikovan v mnozstvi 20 pl na jamku.
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Tab. 15: Identifikované proteiny z G2 jader je¢mene, V jejichz sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1.

« Pocet
< v A [ . , Pocet _I.’ocet , novych Bunécna
é. Piistupovy kod Nizev proteinu Skore peptidi modlflko.vaenych Stépnych  lokalizace®
peptidu ,
mist
1 AO0A287HAK5 HORVV Nop domain-containing protein 1680.6 24 2 0 jadro
2 AO0A287HC63 HORVV Nop domain-containing protein 1190.2 23 2 1 (ribozom)
3 AO0A287V6Y4_HORVV Uncharacterized protein 11211 18 1 0 jadro
4 A0A287THHC4 HORVV PUA domain-containing protein 976.9 20 2 0 jadro
5 A0A287PQV9 HORVV Ribos_L4 asso_C domain-containing protein 933.7 17 1 0 ribozom
6 A0A287WS67 HORVV Uncharacterized protein 885.8 15 1 0 (jadro)
7 AO0A287V4M4_HORVV Uncharacterized protein 792.6 17 1 1 jadro
8 AO0A287Vv449 HORVV Uncharacterized protein 781.7 16 1 1 jadro
9 AO0A287EV33_HORVV Chromatin-remodeling complex ATPase 629.2 15 1 0 jadro
10 AO0A287L367 _HORVV Uncharacterized protein 495.6 8 1 1 (jadro)
11 A0A287GM61 _HORVV Ubiquitin-like domain-containing protein 432.1 9 2 1 ribozom
12 F2EFR1 HORVV 40S ribosomal protein S6 348.3 7 1 1 ribozom
13 A0A287S913 HORVV Ribosomal_L18 c domain-containing protein 342.0 8 1 1 ribozom
14 AO0A287URE6_HORVV TPR_MLP1_2 domain-containing protein 339.5 5 1 1 jadro
15 A0A287J4]J0_HORVV Ribosomal_S17_N domain-containing protein 323.4 6 3 2 ribozom
16 A0A287MDR1_HORVV DEK_C domain-containing protein 315.0 6 3 0 jadro
17 AO0A287UM83_HORVV SAM_MT_RSMB_NOP domain-containing protein 3134 7 1 1 (ribozom)
18 AO0A287N719 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 304.4 5 2 2 neznama
19 MOYT85 HORVV Uncharacterized protein 289.8 4 1 0 (jadro)
20 AO0A287M2L0_HORVV S5 DRBM domain-containing protein 285.9 6 1 0 cytosol
21 MOVTBO_HORVV RNA cytidine acetyltransferase 274.1 7 1 1 jadro
22 MOXEX8_HORVV Uncharacterized protein 265.5 6 1 1 jadro, cytosol
23 A0A287J817 HORVV Uncharacterized protein 263.6 2 1 0 jadro
24 AO0A287TGY2_HORVV Uncharacterized protein 251.6 5 1 0 jadro, cytosol
25 AO0A287LUR3_HORVV Uncharacterized protein 251.5 4 1 1 neznama
26 A0A287JEP8_HORVV Uncharacterized protein 250.3 6 3 3 neznama
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Tab. 15: Identifikované proteiny z G2 jader je¢mene, V jejichz sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1.

(pokracovani)
" Pocet
Pocet Pocet novych  Bunécéna
¢. Pristupovy kod Nazev proteinu Skore . . modifikovanych . 7, : 13
peptidd o $tépnych lokalizace
peptidi ,
mist
27 F2D510_ HORVV 40S ribosomal protein S24 248.7 5 1 0 ribozom
28 AO0A287L0L6_HORVV HTH arsR-type domain-containing protein 232.8 1 1 1 jadro
29 AO0A287JBT0_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 222.1 4 2 0 jadro
30 MOYAU1l_HORVV Brix domain-containing protein 204.6 5 1 0 jadro
31 A0A287QCP7_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 197.4 5 1 1 (jadro)
32 MO0XU84_HORVV UDP-glucose 6-dehydrogenase 178.9 2 1 0 (cytosol)
33 AO0A287QB82_HORVV LisH domain-containing protein 175.8 4 1 0 jadro
34 AO0A287NZ18 HORVV MIF4G domain-containing protein 164.7 4 2 0 (jadro)
35 AO0A287GL78 HORVV Uncharacterized protein 163.4 4 1 1 neznama
36 F2EB15 HORVV Predicted protein 160.9 3 1 1 jadro
37 MOXHX4 HORVV RRM domain-containing protein 159.1 4 2 0 (jadro)
38 AO0A287E7R4_HORVV Ribosomal_L28e domain-containing protein 158.5 2 1 0 (jadro)
39 A0A287R382_HORVV Ribosome assembly factor mrt4 156.2 3 1 1 jadro
40 AO0A287QV04_HORVV Uncharacterized protein 155.6 4 2 1 jadro
41 AO0A287WL41 HORVV Uncharacterized protein 145.9 1 1 0 cytosol
42 AO0A287NL24 HORVV DEAD domain-containing protein 142.1 4 1 1 neznama
43 A0A287LGA7_HORVV KRR1 small subunit processome component 131.3 2 1 1 jadro
44 AO0A287HN23_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 122.1 1 1 0 neznama
45 AO0A287LVR5_HORVV Uncharacterized protein 108.2 2 1 0 (cytoskelet)
46 F2E1C6_HORVV Predicted protein 103.5 2 1 0 jadro
47 MOXWD1_HORVV RRM domain-containing protein 101.8 2 1 0 jadro
48 AO0A287E8A7_HORVV Ribosomal_L7Ae domain-containing protein 101.4 2 2 0 cytosol
49 AO0A287HY84 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 94.2 2 2 1 jadro
50 AO0A287E1H8 HORVV Uncharacterized protein 935 1 1 1 jadro
51 F2CVE1l HORVV Predicted protein 904 1 1 0 jadro
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Tab. 15: Identifikované proteiny z G2 jader je¢mene, V jejichz sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. VVyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1.
(pokracovani)

- Pocet
Pocet Pocet novych  Bunécna
¢. Pristupovy kod Nazev proteinu Skore . . modifikovanych . ., 7, . 13
peptida o Stépnych lokalizace
peptidii .
mist
52 A0A287LZ83 HORVV DNA _pol_B_exol domain-containing protein 87.4 1 1 0 (jadro)
53 AO0A287VI52_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 84.7 2 1 0 (jadro)
54 AO0A287PSK9_HORVV Exostosin domain-containing protein 77.9 1 1 0 neznama
55 AO0A287ESJ7_HORVV Uncharacterized protein 73.8 1 1 0 cytoskelet
56 AO0A287JV32_HORVV Uncharacterized protein 73.8 1 1 0 neznama
57 AOA287RYA7_HORVV Uncharacterized protein 73.6 2 1 0 neznama
58 A0A287JBC6 HORVV PPC domain-containing protein 72.7 1 1 0 (jadro)
59 AO0A287LSL5 HORVV Uncharacterized protein 67.8 2 1 0 neznama
60 A0A287DX42 HORVV Uncharacterized protein 65.9 2 1 1 neznama
celkem: 77 30

3 Informace o bun&né lokalizaci proteinu byla ziskéna z databaze UniProtKB. P¥i neuvedeném 0idaji byla dohleddvana na zakladé sekvenéni homologie s pouzitim programu
BLAST a CDD. Lokalizace dohledana timto zptisobem je uvedena v zavorce.
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Tab. 16: Identifikované proteiny z G2 jader je¢mene, V jejichZ sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0.

« Pocet

. Pocet Pocet novych Bunécna

¢. Pristupovy kéd Protein Skore .. modifikovanych . 7, . 1
peptidi Lo §tépnych lokalizace
peptidu .
mist

1 AO0A287HC21_HORVV Nop domain-containing protein 253.63 21 2 1 jadro
2 A0A287GJ75 HORVV Nop domain-containing protein 253.53 22 2 1 jadro
3 AO0A287HAK5_HORVV Nop domain-containing protein 251.32 17 1 0 jadro
4 A0A287SS50 HORVV Uncharacterized protein 243.78 16 1 0 cytoplasma
S5 A0A287P8H2_HORVV Uncharacterized protein 229.49 14 1 1 (jadro, cytosol)
6 AO0A287WS02_HORVV Uncharacterized protein 218.48 13 1 1 (jadro)
7 A0A287HH01_HORVV PUA domain-containing protein 202.46 16 2 0 (jadro)
8 AO0A287HHC4 HORVV PUA domain-containing protein 201.92 16 2 0 jadro
9 AO0A287NVX2_HORVV Nop domain-containing protein 192.73 10 1 0 neznama
10 AOA287E4A5 HORVV DNA helicase 185.42 15 2 2 jadro
11 AO0A287JEF8 HORVV Adenosylhomocysteinase 177.1 15 1 1 cytosol
12 AO0A287JES9_HORVV Adenosylhomocysteinase 172.26 12 1 1 cytosol
13 AO0A287U6Al HORVV Uncharacterized protein 171.39 11 1 1 ribozom
14 A0A287G411 HORVV DNA helicase 167.13 13 2 1 jadro
15 AO0A287RRJ0_HORVV HATPase_c domain-containing protein 164.63 14 1 1 (cytosol)
16 A0A287UM83_HORVV SAM_MT_RSMB_NOP domain-containing protein 163.31 9 1 1 (ribozom)
17 AO0A287FRQ6_HORVV Uncharacterized protein 151.77 9 1 1 (jadro)
18 A0A287GM61_HORVV Ubiquitin-like domain-containing protein 150.41 8 2 0 ribozom
19 MOXEX8 HORVV Uncharacterized protein 147.11 8 1 1 jadro, cytosol
20 AO0A287MDR1_HORVV DEK_C domain-containing protein 143.72 7 1 0 jadro
21 A0A287U2E9 HORVV 40S ribosomal protein S24 142.35 5 1 0 ribozom
22 AO0A287GJ71_HORVV ATP synthase subunit beta 140.75 9 1 1 mitochondrie
23 AO0A287JBTO0_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein ~ 139.81 9 1 1 jadro
24 A0A287X8K8 HORVV 40S ribosomal protein S24 139.57 6 1 1 ribozom
25 MOXVQl HORVV PUM-HD domain-containing protein 128.77 6 1 0 neznama
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Tab. 16: Identifikované proteiny z G2 jader je¢mene, V jejichZ sekvenci byl nalezen aminoethylovany cystein. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0.

(pokracovani)
« Pocet
Pocet Pocet novych Bunécna
¢. Pristupovy kéd Nazev proteinu Skore ... modifikovanych . 7, - 14
peptida .o $tépnych lokalizace
peptidi mist
26 A0A287S943 HORVV Ribosomal_L18 ¢ domain-containing protein 122.34 7 1 1 cytosol
27 F2EFR1_HORVV 40S ribosomal protein S6 121.58 6 1 1 ribozom
28 AOA287E9F9 HORVV Uncharacterized protein 116.22 4 1 0 neznama
29 AO0A287J4T4_HORVV Ribosomal_S17_N domain-containing protein 112.47 7 2 1 ribozom
30 AO0A287KYK4_HORVV DNA helicase 95.8 8 1 0 jadro
31 AO0A287LAY1 _HORVV Uncharacterized protein 91.68 3 1 0 ribozom
32 A0A287JEI14 HORVV Uncharacterized protein 87.59 5 1 1 (jadro)
33 AO0A287P4C4_HORVV 40S ribosomal protein S7 78.51 5 1 0 ribozom
34 A0A287SM27 HORVV Uncharacterized protein 78.23 2 2 1 (jadro)
celkem: 43 22

14 Informace o bun&né lokalizaci proteinu byla ziskéna z databaze UniProtKB. P¥i neuvedeném 0idaji byla dohleddvana na zakladé sekvenéni homologie s pouzitim programu
BLAST a CDD. Lokalizace dohledana timto zptisobem je uvedena v zavorce.
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4.4 Analyza proteint z mazového povlaku tvarizku

Vramci této diplomové prace byl postup modifikace cysteinu cinidlem
2-bromethylaminem v pfitomnosti guanidinu a pii laboratorni teploté vyzkousen také na
proteinech izolovanych z povlaku tvardzku. Dtivodem byla dostupnost extraktu
Vv laboratofi z jiného projektu. Po separaci izolovanych proteini pomoci SDS-PAGE
(Obr. 12) nasledovalo stépeni proteint trypsinem, extrakce peptidi z gelu a nanoLC-ESI-
MS/MS analyza peptidi s vyuzitim hmotnostniho spektrometru amaZon ETD.

V programu ProteinScape 3.1 bylo na zaklad¢ identifikace 187 peptidl identifikovano
46 proteini (Ptilohova tab. V). U 9 z téchto proteini byla prokazana modifikace cysteinu,
kdyz byl aminoethylovany cystein nalezen u 12 peptida (Tab. 17). Ve 3 ptipadech se
vznikly thialysin nachazel na konci sekvence peptidu. Na zéklad¢ informaci ziskanych
z programu Protein Cutter bylo zjisténo, ze ve vSech identifikovanych modifikovanych
proteinech pfevlada obsah polarnich aminokyselin nad nepolarnimi. Naopak v pfipadé
molekulové hmotnosti (16,1-78 kDa), hodnoty isoelektrického bodu (pl 4,4-10,2) ¢i
poctu cysteini v AK sekvenci (1-35) se tyto proteiny vyrazné lisi. Identifikované
modifikované proteiny pochazely pfevazné z organismu Bos taurus (5 proteini), dale
z Ovis aries (2), Sus scrofa (1) a Schizosaccharomyces pombe (1).

MS/MS data byla vyhodnocena také v programu PEAKS Studio 8.0. Bylo
identifikovano 26 proteini na zakladé identifikace 217 peptidi (Pfilohova tab. VI).
V Tab. 18 jsou uvedeny pouze proteiny, v jejichz aminokyselinové sekvenci byl nalezen
aminoethylovany cystein. Jedna se o 6 proteintl, u kterych bylo identifikovano celkem 13
modifikovanych peptidi, pficemz v 6 piipadech znamenal aminoethylovany cystein
vznik nového potvrzeného Stépného mista pro trypsin. Spole¢nou vlastnosti téchto
proteinll je pfevazujici obsah polarnich aminokyselin, naopak v ptipadé¢ molekulové
hmotnosti (16,278 kDa), hodnoty isoelektrického bodu (4,6-8,6) a mnozstvi cysteini
(3-35) se tyto proteiny vyrazné lisi. Identifikované modifikované proteiny pochazely
prevazné z organismu Bos taurus (4 proteintl) a po jednom proteinu z organismu Ovis
aries a Bos mutus grunniens.

K dispozici byla také data z ESI-MS/MS analyzy proteinti z povlaku tvarizku po
alkylaci 2-jodacetamidem, ktera byla vyhodnocena v programu PEAKS Studio 8.0. Na
zaklad¢ identifikace 345 peptidt identifikovano 59 proteint (Ptilohova tab. VII). U 22
z téchto proteinil byla prokazana modifikace cysteinu, kdyZ byl karbamidomethylovany

cystein nalezen u 62 peptidd (Tab. 19).
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Obr. 12: Vzorek proteint izolovanych z povlaku tvarizku separovanych pomoci SDS-PAGE
S vyuzitim 4% zaosttovaciho a 10% separa¢niho gelu. Ohraniceni oznacuje vyfezané ¢asti gelu
(celkem 13 pasit). V levém sloupci se nachazi proteinovy standard Precision Plus Protein™
Prestained Standards Dual Color (5 pl).
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Tab. 17: Identifikované proteiny z povlaku tvartizku, u kterych doslo k aminoethylaci cysteinu. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1.

' Pocet
Pocet . Pocet novych
¢.  Pristupovy kod Néazev proteinu 1o modifikovanych . . °,
peptidi . Stépnych
peptidu ;
mist
1 ALBU_BOVIN  Serum albumin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=ALB PE=1 SV=4 18 1 1
2 LACB _BOVIN  Beta-lactoglobulin OS=Bos taurus OX=9913 GN=LGB PE=1 SV=3 14 1 0
3 CASA2 BOVIN Alpha-S2-casein OS=Bos taurus 0X=9913 GN=CSN1S2 PE=1 SV=2 11 1 1
4 ALBU_SHEEP  Serum albumin OS=Ovis aries OX=9940 GN=ALB PE=1 SV=1 9 1 1
5 TRFL_BOVIN Lactotransferrin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LTF PE=1 SV=2 11 2 0
6 LALBA_BOVIN Alpha-lactalbumin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LALBA PE=1 SV=2 7 3 0
7 RS27B_SCHPO  Ubiquitin-40S ribosomal protein S27b OS=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 4 1 0
| ATCC 24843) OX=284812 GN=ubi5 PE=1 SV=2
8 CASA2_SHEEP Alpha-S2-casein OS=Qvis aries OX=9940 GN=CSN1S2 PE=2 SV=1 2 1 0
9 LALBA_PIG Alpha-lactalbumin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LALBA PE=1 SV=2 1 1 0
celkem: 12 3
Tab. 18: Identifikované proteiny z povlaku tvartizku, u kterych doslo k aminoethylaci cysteinu. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0.
« Pocet
Pocet Pocet novych
¢. Pristupovy kéd Nazev proteinu . . modifikovanych _ ., 7,
peptidu . o Stépnych
peptidu ,
mist
1 ALBU_BOVIN Serum albumin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=ALB PE=1 SV=4 19 1 0
2 LACB_BOVIN Beta-lactoglobulin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LGB PE=1 SV=3 24 1 1
3 LALBA_BOSMU Alpha-lactalbumin OS=Bos mutus grunniens OX=30521 GN=LALBA PE=2 SV=1 13 7 4
4 ALBU SHEEP Serum albumin OS=0vis aries OX=9940 GN=ALB PE=1 SV=1 9 1 0
5 TRFL_BOVIN Lactotransferrin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LTF PE=1 SV=2 9 2 0
6 CASA2 BOVIN Alpha-S2-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN1S2 PE=1 S\VV=2 15 1 1
celkem: 13 6
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Tab. 19: Identifikované proteiny z povlaku tvartzku, u kterych doslo ke karbamidomethylaci cysteinu. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0

Pocet Podet
¢. Pristupovy kéd Nazev proteinu Skore .. modf.
peptidii .
peptidi
1 ALBU_BOVIN Serum albumin OS=Bos taurus OX=9913 GN=ALB PE=1 SV=4 292.12 29 9
2 TRFL_BOVIN Lactotransferrin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LTF PE=1 SV=2 248.97 17 8
3 LACB BOVIN Beta-lactoglobulin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LGB PE=1 SV=3 235.54 15 3
4 LALBA_BOVIN Alpha-lactalbumin OS=Bos taurus OX=9913 GN=LALBA PE=1 SV=2 229.67 14 7
5 TRFL_CAPHI Lactotransferrin OS=Capra hircus 0X=9925 GN=LTF PE=1 SV=1 195.18 10 5
6 PERL_BOVIN Lactoperoxidase OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LPO PE=1 SV=1 194.98 11 4
7 CASA2 BOVIN Alpha-S2-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN1S2 PE=1 SV=2 186.85 17 5
8 PIGR_BOVIN Polymeric immunoglobulin receptor OS=Bos taurus 0OX=9913 GN=PIGR PE=2 SV=1 170.24 6 2
9 ALBU_FELCA Serum albumin OS=Felis catus OX=9685 GN=ALB PE=1 SV=1 163.76 5 1
10 ACON_YEAST Aconitate hydratase mitochondrial OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / 149.94 4 1
$288c) OX=559292 GN=ACO1 PE=1 SV=2
11 MFGM_BOVIN Lactadherin OS=Bos taurus OX=9913 GN=MFGES8 PE=1 SVV=2 147.36 6 1
12 CO7_BOVIN Complement component C7 OS=Bos taurus 0OX=9913 GN=C7 PE=2 SVV=1 125.85 4 2
13 CO3_BOVIN Complement C3 OS=Bos taurus 0X=9913 GN=C3 PE=1 SV=2 125.11 4 3
14 TRFE_BOVIN Serotransferrin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=TF PE=2 SV=1 124.87 5 2
15 TSP1_BOVIN Thrombospondin-1 OS=Bos taurus OX=9913 GN=THBS1 PE=2 SV=2 107.30 3 1
16 TRFL_HORSE Lactotransferrin (Fragment) OS=Equus caballus OX=9796 GN=LTF PE=1 SV=1 107.28 4 2
17 IMDH_STRPY Inosine-5-monophosphate dehydrogenase OS=Streptococcus pyogenes OX=1314 GN=guaB 105.26 2 1
PE=1SV=2
18 RL4 PSYCK 50S ribosomal protein L4 OS=Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) OX=335284 104.44 3 1
GN=rpID PE=3 SV=1
19 TSP1_MOUSE Thrombospondin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Thbs1 PE=1 SV=1 100.26 3 1
20 ACON_SCHPO Aconitate hydratase mitochondrial OS=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / ATCC 93.03 2 1
24843) OX=284812 GN=SPAC24C9.06¢c PE=3 SV=2
21 VTDB_BOVIN Vitamin D-binding protein OS=Bos taurus OX=9913 GN=GC PE=2 SV=1 92.29 3
22 LALBA_PIG Alpha-lactalbumin OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LALBA PE=1 SV=2 75.38 3
celkem: 62
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5 DISKUZE

Prvni experiment této diplomové prace byl zaméten na porovnani protokolid modifikace
cysteinu v proteinech vroztoku a gelu, modifikace riznymi alkylaénimi ¢inidly
a modifikace pfi rozdilnych podminkach (teplota, prosttedi; Tab. 20). Pro porovnani
a optimalizaci protokolti modifikace cysteinu v roztoku a v gelu byly vybrany modelové
proteiny BSA a proteinové standardy pro elektroforézu. Po porovnani vysledki alkylace
BSA v roztoku a gelu se ukazalo, ze pocet modifikovanych peptida ziskanych po alkylaci
v gelu byl vyssi nez po alkylaci v roztoku. Divodem muize byt fixace proteinu v gelu. Na
rozdil od modifikace v roztoku, pfi které mohou byt cysteiny obsazené¢ v AK sekvenci
daného proteinu nedostupné z diivodu interakce s dalsimi latkami obsazenymi v roztoku,
je protein v gelu stabilizovan, ¢imz je usnadnéna reakce modifika¢niho ¢inidla s danym
proteinem. Miize tedy dochazet k modifikaci vétSiho poCtu cysteint, coz po $tépeni
trypsinem déava vznik vétSimu mnozstvi peptidi diky novym St€pnym mistim. Nicméné
analyza vysledku také ukazala, Ze ptfi provedeni modifikace proteinii aZ po SDS-PAGE
separaci je alkylace cysteinu doprovazena dal$imi vedlejSimi modifikacemi. Cystein
muzZe byt napt. modifikovan béhem elektroforézy nezreagovanym akrylamidem, kdy
vznika nezadouci akrylamidovy adukt Cys-S-B-propionamid (Patterson a Aebersold,
1995). Tato modifikace se obvykle povazuje za nezadouci, jelikoz komplikuje analyzu
proteinii separovanych pravé elektroforézou. Snizeni rizika vzniku akrylamidovych
adukt lze dosdhnout dvéma zplsoby, a to provedenim modifikace proteint pied
elektroforetickou separaci, nebo pouzitim Tris-tricinového systému pufri namisto
Tris-glycinového. Pouzitim Tris-tricinového systému pufrt se snizuje riziko nezadoucich
modifikaci proteint ze dvou divoda. Zaprvé, pii pouziti Tris-tricinového systému pufri
lze dosahnout uspéSné separace proteini pouzitim niz§iho % akrylamidu, nez je
pozadovano pfi separaci proteinti o stejném rozliSeni v Tris-glycinovém gelu. Druhym
ditvodem je pouziti Tricine vzorkového pufru namisto Laemmliho vzorkového pufru (pH
6.8), ktery se svym pH (8.45) blizi optimu redukce a alkylace (pH >8; Sechi a Chait,
1998; Thevis et al., 2003). Pfi modifikaci cysteinu v roztoku byla pozorovana jako

vedlej$i modifikace pouze oxidace methioninu (+15.99).
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Tab. 20: Porovnani pouzitych protokoltt modifikace cysteinu v roztoku a v gelu, modifikace rozdilnymi alkyla¢nimi ¢inidly a modifikace pfi rozdilnych
podminkach (teplota, prostfedi).®®

Identifikované proteiny a pocet identifikovanych
modifikovanych peptida

= T 0 _ =
S - ¢ B8 2 % =3 &
. Alkylace 2. o 3 > = o 2. o]
< Alkylaéni " 1 . 5 Sy S g 5] T 2. N
Protokol ¢. . Prostiedi pro alkylaci  Teplota v gelu/ [ = o = 5 =
¢inidlo o D 3 > SIS 3
roztoku @, % 5 = &
o <
2 o =
o %
D
0,5 mol-I" Tris/6 mol-I*
1 BrEt . lab. gel 0 11 6 26 6 0 4 3
guanidin
2 BrEt 0,1 mol-I"t NHsHCO3 lab. gel 0 0 1 4 3 0 6
0,5 mol-I"t Tris/6 mol-I 0 8 2 12 6 0 2 0
3 BrEt . 60 °C el
guanidin J © @6 @ w0 @ O @ ©
4 1AM 0,1 mol-I* NH4sHCO3 lab. gel 0 6 3 4 2 0 2 2
5 BrEt 0,5 mol-I* Tris/6 mol-I 60 °C tok 7
' guanidin rozio (18)
0,5 mol-I* Tris/6 mol-I
6 BrPr - 60 °C roztok 12
guanidin
0,2 mol-I*
7 IETFACAM N-ethylmorfolinacetat/ 50 °C roztok (4)

6 mol-I"* guanidin

15 Cisla bez zavorky znamenaji po¢et modifikovanych peptidii identifikovanych v programu ProteinScape 3.1, v zavorce je uveden poget modifikovanych peptidi
identifikovanych v programu PEAKS Studio 8.0.
76



Dal8im cilem tohoto experimentu bylo porovnat vysledky modifikace cysteinu pfi
rozdilnych podminkach. Pii1 pouziti guanidinu jako prostiedi pro alkylaci byl po
tryptickém Sté€peni identifikovan vyssi pocCet peptidii obsahujicich modifikovany cystein
nez pii pouziti hydrogenuhli¢itanu amonného. Divodem je skutecnost, ze guanidin
jakoZzto chaotropni latka zplisobuje denaturaci proteinu, pii které dochdzi k rozruSeni
disulfidovych mistkt a tim ke zptistupnéni cysteinti pro alkylacni ¢inidlo. Takovy cystein
muze byt alkylovan a rozpoznavan pak trypsinem jako nové potencialni $t€pné misto.
V ramci porovnavani ucinnosti modifikace cysteinti pii rozdilnych podminkach byl
vyhodnocovén také vliv teploty, pii které alkylace probihala. Pfi vyuZiti vyssi teploty
alkylace (60 °C), ktera podporuje denaturaci proteinu, byl po trypsinovém Sté€peni
ocekavan vyrazné vyssi pocet identifikovanych peptidii obsahujicich aminoethylovany
cystein nez pii pouziti laboratorni teploty. Ve skute¢nosti se pocty identifikovanych
modifikovanych peptidi ziskanych po alkylaci pfi rozdilné teplot¢ a nasledném
trypsinovém Stépeni vyrazné neliSily. Tyto vysledky tedy ukézaly, ze jakmile alkylace
probihala v pfitomnosti guanidinu, ktery pusobil jako dostate¢né denaturacni Cinidlo,
neméla teplota, ptfi které alkylace probihala, vliv na denaturaci proteind a tim na
zptistupnéni cysteint alkyla¢nimu ¢inidlu.

Dalsi ¢ast experimentu byla zaméfena na porovnani Gcinnosti alkyla¢nich ¢inidel
N-(jodethyl)-trifluoracetamidu, 2-bromethylaminu a 3-brompropylaminu na modelovém
proteinu BSA. Béhem alkylace BSA N-(jodethyl)-trifluoracetamidem doslo k problému
S precipitaci ¢inidla, jakmile bylo toto ¢inidlo piidano ke vzorku BSA rozpusténého
Vv piislusném pufru. Z tohoto ditvodu nedoslo k alkylaci cysteinii obsazenych v BSA
a MS analyza tak neukazala zadné rozdily mezi vzniklymi peptidy mého vzorku
a kontrolniho vzorku BSA. Tento problém byl vyfeSen pii opakovani experimentu, kdy
byl pro rozpusténi N-(jodethyl)-trifluoracetamidu pouzit namisto startovniho 10%
methanolu methanol v takovém objemu, aby jeho koncentrace byla po pridani pouze
polovi¢niho mnoZstvi alkyla¢niho ¢inidla (z celkového potfebného objemu ¢inidla) vétsi
nebo rovna 10 %. Naslednou MS/MS analyzou byly identifikovany jednak peptidy, které
vznikly §té€penim trypsinem Vv klasickém mist¢ jeho Stépeni, tedy za argininem a lysinem
(nenasleduje-li prolin), a také peptidy, které vznikly Stépenim trypsinem v misté
modifikovaného cysteinu. Pocet téchto peptidii byl vSak téméf o polovinu mensi, nez
pocet peptidi vzniklych $t€penim BSA modifikovaného ¢inidly 3-brompropylaminem
a 2-bromethylaminem, jak se zminuje dale. V druhé ¢asti tohoto experimentu prob&hla

alkylace BSA jiz zminénymi ¢inidly 3-brompropylaminem a 2-bromethylaminem. Postup
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ptipravy vzorku, ktery nasledoval po aminoethylaci a aminopropylaci BSA byl stejny
jako u vzorku modifikovaného ¢inidlem N-(jodethyl)-trifluoracetamidem. Nicmén¢ pocet
peptidi identifikovanych po trypsinovém stépeni MS/MS analyzou byl pii pouziti téchto
alkyla¢nich ¢inidel vyrazné€ vyssi, coZ si vysvétluji mensi ztratou proteinu béhem piipravy
vzorku na §tépeni a poté béhem piipravy na MS/MS analyzu, a lepsi u¢innosti alkylacnich
¢inidel 3-brompropylaminu a 2-bromethylaminu. Z divodu naro¢né piipravy a prace
s ¢inidlem N-(jodethyl)-trifluoracetamidem a nedostatenému mnozstvi ziskanych
peptidi  obsahujicich modifikovany cystein timto cinidlem, jsem v dalsi praci
s N-(jodethyl)-trifluoracetamidem nepokracovala.

Vysledkem aminoethylace cysteinu je vznik novych potencidlnich mist pro Stépeni
trypsinem. Nicméné, u zjisténych piipadti modifikace cysteinu, at’ uz ziskanych v roztoku
nebo v gelu, nedoslo automaticky ke $tépeni proteinti ve vSech téchto modifikovanych
mistech. Diivodem miize byt nepiistupnost téchto mist diky strukturnim zabrandm ci
vyskytu prolinu nebo kyselé aminokyseliny (Asp) v sousedstvi.

Na zéklad¢ ziskanych informaci z analyzy modelovych proteinti, u kterych byla
provedena modifikace cysteinu riznymi alkyla¢nimi ¢inidly pfi riznych podminkach, byl
odvozen optimalni protokol aminoethylace cysteinu, ktery byl v dal$im experimentu
vyuzit pii analyze jadernych proteinii jeCmene. Jako alkyla¢ni ¢inidlo byl pouzit
2-bromethylamin a aminoethylace probihala v pfitomnosti guanidinu a pii laboratorni
teploté. Dale bylo zapotiebi rozhodnout, zda provést modifikaci jadernych proteint
v roztoku ¢i v gelu. Piestoze z predchozich vysledkii vyplyva skute¢nost, ze alkylacni
reakce s 2-bromethylaminem je tispésna v obou piipadech, z divodu mozného rizika
zablokovani ¢asti volnych cysteinovych zbytkli nezreagovanym akrylamidem probihala
aminoethylace jadernych proteinii Vroztoku, tedy pied separaci proteini pomoci
SDS-PAGE (Rehulkova et al., 2009).

Pro analyzu jadernych proteint je¢mene byly vyuzZity vzorky jader tfidénych v G1
a G2 fazi bunééného cyklu metodou pritokové cytometrie (Tab. 21). Na zakladé
naméeienych MS/MS dat exportovanych do programi ProteinScape 3.1 a PEAKS Studio
8.0 bylo provedeno prohledavani v databazi SwissProt s omezenim pouze na proteiny
je¢mene (Hordeum vulgare). U vzorku G1 jader bylo identifikovano celkem 252
proteind, pfi¢emz 61 proteini bylo identifikovano jak v programu ProteinScape 3.1, tak
v programu PEAKS Studio 8.0. Relativné maly prunik identifikovanych proteind mezi

vyhledavani, které vyuzivaji zminéné programy, a které jsou jinak kvalitni a spolehlivé.
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Ze vsech identifikovanych proteinli se podafilo prokazat pfitomnost aminoethylovaného
cysteinu u 11 proteint, V jednom piipadé znamenal takto vznikly thialysin nové potvrzené
Stépné misto pro trypsin. S cilem ovéfit, zda skute¢né vSechny identifikované proteiny
pochazeji z jadra, byly tyto proteiny ruén¢ prohledany v databazi UniProt. Lokalizace
v jadie byla potvrzena u 26 % proteind, dalsi byly identifikovany jako proteiny
vyskytujici se v cytosolu, mitochondrii, jako soucast ribozomu ¢i cytoskeletu. Z téchto
informaci vyplyva, Ze purifikace jader pratokovou cytometrii sice snizuje, ale tplné
nevylucuje riziko kontaminace nejadernymi proteiny. Nicméné skute¢nost, ze byly ve
vzorku G1 jader nalezeny také proteiny, které tvofi strukturni slozku ribozomu, nebo
proteiny vazajici se na ribozomy, je pravdépodobné zpusobena nikoliv kontaminaci
vzorku, ale pfitomnosti ribozomalnich podjednotek v jadre, respektive v jadérku, kde
probiha jejich syntéza predtim, nez jsou transportovany do cytoplasmy, kde dochazi
k vytvofeni funkéniho ribozomu seskupenim malé a velké ribozomalni podjednotky
(Kressler et al., 2010).

Dale bylo 33 % identifikovanych proteinti ve vzorku G1 jader v databazi UniProt
oznacenych jako proteiny s neznamou subcelularni lokalizaci, coz pravdépodobné souvisi
se skutecnosti, ze je jaderny proteom jeCmene velmi malo prozkouman. Za ucelem
dohledani bunécné lokalizace alesponi u proteint, u kterych doslo k aminoethylaci
cysteinu, byly AK sekvence téchto proteinii vloZzeny do programu BLAST, ktery
umoziuje srovnavani zadané sekvence se sekvencemi v databazi a nalézt tak proteiny
s vysokou homologii. Prohledanim domén téchto homolognich proteinti, u kterych je
znama funkce nebo vazebnd schopnost, bylo mozné ur¢it buné€nou lokalizaci témét
vSech identifikovanych modifikovanych proteint. Bylo zjisténo, Ze tyto domény jsou
soucasti ribozomalnich proteinti, transkripénich faktoril, proteinli zajiStujicich sestfih
pre-mRNA nebo proteint tvoricich strukturni slozku jaderného poéru, coz predstavuje
dikaz, Ze se skutecné jedna o jaderné proteiny.

Ve srovnani s praci Petrovska et al. (2014), ve které autofi identifikovali pies 800
proteini v G1 jadrech, byl pocet identifikovanych proteina v této praci relativné nizky.
Hlavnim divodem je skute¢nost, ze v této praci probeéhlo jednordzové méteni na iontové
pasti, zatimco v ptipad¢ prace Petrovska et al. (2014) jsou vysledky analyzy kombinaci
méfeni na ESI-Q/TOF a MALDI-TOF/TOF.

Pribéh analyzy proteini z jader tfidénych v G2 fazi byl stejny jako v predchozi
analyze G1 proteinti. Na zadklad¢ zmétenych dat bylo provedeno prohledavani v databazi

SwissProt s omezenim pouze na proteiny je¢mene. Timto zpisobem se v programech
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ProteinScape 3.1 a PEAKS Studio 8.0 podafilo identifikovat celkem 442 proteind,
pfiemz 94 ztéchto proteini bylo identifikovano v obou programech. U 86
identifikovanych proteinti byl v AK sekvenci nalezen aminoethylovany cystein, v pfipadé
50 identifikovanych modifikovanych peptidi se nachéazel thialysin na konci sekvence
peptidu. Tato skute¢nost dokazuje, ze vznikly thialysin pfedstavuje nové §t€pné misto pro
trypsin. Stejné jako v piipadé G1 proteinti bylo dal$im cilem analyzy urcit lokalizaci
vSech identifikovanych proteinti. 33 % proteina je v databazi UniProt anotovano jako
jaderné proteiny, dalsi proteiny jsou lokalizovany do cytosolu, mitochondrie nebo jako
soucast ribozomu a cytoskeletu butiky. Jak uZ bylo zminéno, pfitomnost proteintl, které
jsou soucasti ribozomu, nebo proteinti vazajicich ribozomy je pravdépodobné zpiisobena
pifitomnosti ribozomalnich podjednotek v jadérku. U 38 % identifikovanych proteintl je
dle databaze UniProt buné¢na lokalizace nezndma. | v tomto ptipad¢ byla snaha dohledat
bunécnou lokalizaci alesponi u proteinti, u nichz doslo k aminoethylaci cysteinu, a to
pomoci programu BLAST a prohleddavani domén homolognich proteini se znamou
funkci nebo vazebnou schopnosti. Podobné jako v pfipadé modifikovanych G1 proteind,
se podafilo dohledat bunéénou lokalizaci u vétSiny identifikovanych modifikovanych
proteinti. Bylo zjiSténo, ze tyto domény jsou soucdsti ribozomalnich proteint,
transkripcnich faktori, proteini =zajiStujicich sestfih pre-mRNA nebo proteind
nezbytnych pro piesny pienos chromosomi béhem bunécného déleni.

Po porovnani vysledkti z analyzy proteinii ve vzorcich jader ttidénych v G1 a G2 fazi
se ukazalo, ze 76 identifikovanych proteint bylo nalezeno v obou vzorcich. Z celkového
poctu 4352 identifikovanych peptidd, byl aminoethylovany cystein potvrzen u 3,1 %
peptidd, ve 39 % potvrzenych modifikovanych peptidech znamenal aminoethylovany
cystein nové Stépné misto pro trypsin. V databdzi UNcleProt, ktera je prvni vyhrazenou
databéazi obsahujici rostlinné jaderné proteiny identifikované béhem riliznych fazi
bunécného cyklu, bylo snahou ovéfit, zda souhlasi identifikace jednotlivych
identifikovanych proteini s pfisluSnou fazi bunécného cyklu. Nicméné z divodu
nekompatibility pfistupovych kédl z databazi UniProt a UNcleProt, ktera je zpiisobena

stafim udaji v databazi UNcleProt, nebylo toto ovéfeni mozné.
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Tab. 21: Porovnani vysledkt analyzy proteini z buné&tnych jader jeCmene téidénych v G1 a G2
fazi bunécéného cyklu.

G1 jadra G2 jadra
ProteinScape 3.1 PEAKS Studio 8.0 ProteinScape 3.1 PEAKS Studio 8.0
pocet identifikovanych proteini pocet identifikovanych proteini
153 160 314 222
celkovy pocet peptidi celkovy pocet peptidi
629 601 1617 1505
pocet modifikovanych proteini pocet modifikovanych proteinii
10 2 60 34
pocet modifikovanych peptidi pocet modifikovanych peptidi
11 2 77 43
pocet novych $tépnych mist pocet novych $tépnych mist
1 0 30 22

V poslednim experimentu této prace byl postup aminoethylace cysteinu
2-bromethylaminem vyzkousen na vzorku proteinti izolovanych z mazového povlaku
tvartizku, ktery byl k dispozici v laboratoti z jiného projektu. Po nanoLC-ESI-MS/MS
analyze bylo na zdkladé nameétfenych MS/MS dat exportovanych do programi
ProteinScape 3.1 a PEAKS Studio 8.0 provedeno prohledavani v databazi SwissProt.
Timto zpisobem bylo identifikovano celkem 55 proteinti. Ze vSech identifikovanych
proteinti se podafilo prokazat aminoethylovany cystein v sekvenci 13 proteint, u 7
peptidi pochézejicich z modifikovanych proteini znamenal thialysin nové §tépné misto
pro trypsin.

Pro tuto praci byly k dispozici také vysledky analyzy proteint izolovanych z povlaku
tvaruzku, u kterych byla provedena modifikace 2-jodacetaminem. Toto ¢inidlo se
pfi ptipravé vzorku na MS analyzu vyuziva pfedev§im pro stabilizaci zredukovanych
cysteinll, ¢imz je zabranéno jejich op&tovnému spojeni disulfidovym mustkem, které
komplikuje proteolytické stépeni (Hermanson, 2013). V tomto piipadé slouzily vysledky
analyzy po alkylaci 2-jodacetamidem jako kontrola. nanoLC-ESI-MS/MS analyzou
s naslednym prohledavanim naméfenych MS/MS spekter bylo v databazi SwissProt
programem PEAKS Studio 8.0 identifikovano celkem 58 proteinti na zdklad€ identifikace
342 peptidi, pticemz u 62 peptidi byla potvrzena karbamidomethylace cysteinu. Po
porovnani téchto vysledki s vysledky po aminoethylaci proteind z tvartzku

2-bromethylaminem vyhodnocenych taktéz v programu PEAKS Studio 8.0 se ukazalo,
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ze ucinnost alkylace 2-jodacetamidem je vyssi nez v piipadé pouziti 2-bromethylaminu.
Pocet identifikovanych peptidi, u kterych doslo ke karbamidomethylaci cysteinu, byl
10nasobné vyssi nez pocet peptidii obsahujicich aminoethylovany cystein. Ukazalo se
vsak, ze v ptipad¢ pouziti 2-bromethylaminu doslo k identifikaci proteinu a-laktalbuminu
(Bos mutus grunniens) diky 4 novym §tépnym mistim v misté vzniklého thialysinu, ktera
v piipadé pouziti 2-jodacetamidu nebyla mozna. Déle byly v piipadé modifikovaného
proteinu B-laktoglobulinu (Bos taurus), identifikovaného v obou ptipadech, tzn. jak po
alkylaci 2-bromethylaminem, tak 2-jodacetamidem, hodnoty sekvencniho pokryti
podobné, ale v ptipadé pouziti 2-bromethylaminu doslo k identifikaci n&kterych jinych
casti AK sekvence tohoto proteinu. Nicméné s vyjimkou proteinu o-laktalbuminu (Bos
mutus grunniens), nevedla aminoethylace cysteint pii analyze proteint z tvaruzku ke
zvyseni poctu detegovanych tryptickych peptidu, a tim ke zvyseni poctu identifikovanych
proteintl.

Mezi proteiny izolovanymi z mazového povlaku tvartuzku, které byly identifikovany
po alkylaci 2-jodacetamidem, byly nalezeny proteiny pochazejici z organismu Giraffa
camelopardalis (zirafa severni), Equus caballus (kin domaci) a Mus musculus (mys$
domaci). Sekvence téchto proteinti byly vloZeny do programu BLAST, kde bylo zjiSténo,
7e maji tyto proteiny vysokou homologii s proteiny ztura (Bos taurus), které se ve
tvartzcich z mléka bézné vyskytuji. Po porovnani sekvenci identifikovanych peptida
z téchto organismi se sekvencemi Bos taurus homologt bylo dokazano, Ze se nejedna
0 nesmyslné identifikace, ale o pfifazeni homolognim proteinim.

Ve vzorcich proteint izolovanych z povlaku tvartizku byly mimo proteiny pochézejici
z organismu Bos taurus nebo Ovis aries identifikovany také proteiny rtznych
mikroorganismu. Jedna se napf. o proteiny bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, ktera se v mlékarenském primyslu bézné vyuziva jako startovaci kultura pfi
vyrobé& jogurtll, pouziva se vSak i pfi vyrobé syra Svycarského a italského typu (Fox et
al., 2017). Dalsi detegované proteiny pochazely z bakterie Bifidobacterium adolescentis,
ktera patii do skupiny bakterii oznacované jako probiotika. Tyto bakterie jsou pfirozené
pritomny v travicim traktu zdravého ¢lovéka, kde podporuji pravidelné traveni a udrzuji
a rozviji spravnou a zdravou stfevni mikrofléru. Zdrojem probiotik jsou predev§im
jogurty, vyskytuji se vSak 1 v urcitych typech syrt. Pokud jsou vSak tyto bakterie do syru
pfidany, musi byt kontrolovan jejich vliv na zrani a chut syra (Fox et al., 2017).
Identifikované proteiny pochazely také z kvasinky Debaryomyces hansenii, ktera
preménuje laktat na acetat, a ktera se pii vyrobé nékterych zrajicich syria (napt. Cheddar)
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vyuziva jako sekundarni kultura, zajistujici charakteristickou chut' syra (Ferreira
a Viljoen, 2003). Jako sekundarni kultura se pii vyrobé nékterych zrajicich syra (napf.
Roquefort, Camembert, Cabrales) vyuziva také kvasinka Kluyveromyces lactis, jejiz
proteiny byly ve vzorcich proteint izolovanych z povlaku tvarizku taktéz detegovany

(Fox et al., 2017).
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6 ZAVER

V teoretické Casti této diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe na téma
vyuziti modifikace cysteinu, konkrétné aminoethylace cysteinu pro analyzu proteinti
pomoci hmotnostni spektrometrie peptidi. Dalsi ¢ast byla vénovana rostlinnym jadernym
proteiniim a popisu piipravy vzorku na MS analyzu.

V praktické ¢asti byla nejprve provedena optimalizace protokolu pro aminoethylaci
cysteinu na modelovych proteinech, konkrétné na BSA a proteinovych standardech pro
elektroforézu. Na zaklad¢ vysledki analyzy modelovych proteinti, u kterych byla
provedena modifikace cysteinu, byla ovétena schopnost trypsinu $tépit protein v misté
aminoethylovaného cysteinu. Dale byl na zaklad¢ téchto vysledkd odvozen optimalni
protokol modifikace cysteinu, ktery byl v dalsSim experimentu pouZit pfi analyze proteint
z bunécnych jader je¢mene tiidénych v G1 a G2 fazi bunécného cyklu. Pro aminoethylaci
cysteinu byl vybran 2-bromethylamin na zaklad¢€ vyssiho poc¢tu identifikovanych proteint
a snadngj§i piipravy cinidla oproti N-(jodethyl)trifluoracetamidu. Aminoethylace
probihala v pfitomnosti guanidinu jakozto denatura¢niho cinidla, ktery zplsobuje
rozvolnéni proteini a tim zpfistupnéni cysteinu alkylaénimu ¢inidlu. Z divodu
minimalizace rizika zablokovani ¢asti volnych cysteinovych zbytkii nezreagovanym
akrylamidem probihala aminoethylace v roztoku.

Ve vzorcich proteinii extrahovanych z G1 a G2 jader bylo identifikovano 252
respektive 442 proteintli, pficemz 76 ztéchto proteinii bylo identifikovano v obou
vzorcich. Z celkového poctu 4354 identifikovanych peptidi, byl aminoethylovany
cystein potvrzen u 3,1 % peptidii, ve 39 % potvrzenych modifikovanych peptidech
znamenal aminoethylovany cystein nové §tépné misto pro trypsin.

V poslednim experimentu byl postup aminoethylace vyzkousen na vzorku proteinti
izolovanych z mazového povlaku tvarizku. nanoLC-ESI-MS/MS analyzou bylo
identifikovano celkem 55 proteinti. Porovnanim vysledkid s kontrolou, pii které byly
proteiny izolované z mazového povlaku tvarizku alkylovany 2-jodacetamidem se
ukazalo, Zze vtomto piipadé nevedla aminoethylace cysteinu ke zvySeni poctu
detegovanych tryptickych peptidd, a tim ke zvyseni poctu identifikovanych proteint.

Z vysledkua ziskanych v této diplomové praci lze usoudit, Ze metoda aminoalkylace
cysteinu je praktict€jsi pro praci s jednotlivymi proteiny nez se smésmi. Jeji pouziti je
tedy vhodnéjsi pro specifické ptipady, napt. pro Stépeni proteinli, které ve své AK

sekvenci neobsahuji ptilis St€pnych trypsinovych mist.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
AK
APS
BCA
BSA
CID
CMC
CMR
DAPI
DTT
ECD
ERLIC
ESI
ETD
FCM
FSC
HILIC
CHAPS
CHCA
ICR

IT

m/z
MALDI
MRNA
MS
MS/MS
nanoLC
NP
PAGE
pPKa
PMF

Q

acetonitril

aminokyselina

peroxodisiran amonny

kyselina bicinchoninova

hovézi sérovy albumin

kolizn€ indukovana disociace

kriticka micelarni koncentrace

,,chemical modification rescue‘
4¢,6-diamino-2-fenylindol

DL-dithiotreitol

disociace zachytem elektronu

hydrofilni interakéni chromatografie s elektrostatickou repulzi
ionizace elektrosprejem

disociace ptfenosem elektronu

prutokova cytometrie

ptimy rozptyl (z angl. ,,forward scatter")
hydrofilni interakéni chromatografie
3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
iontova cyklotronova resonance

iontova past

pomé&r hmotnosti a ndboje

desorp¢ni ionizace laserem za ucasti matrice
mediatorova ribonukleova kyselina
hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
nanopratokova kapalinova chromatografie
jaderné proteiny

polyakrylamidové gelova elektroforéza
disocia¢ni konstanta

metoda peptidového mapovani

kvadrupol
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RP

rpm
SDS
SSC
TCEP
TEMED
TFA
TOF
Tris

viv

reverzni (obracena) faze

otacky za minutu

dodecylsiran sodny

bo¢ni rozptyl (z angl. ,,side scatter*)
tris(2-karboxyethyl)fosfin

N,N,N*,N “-tetramethylethylendiamin
kyselina trifluoroctova

analyzator doby letu
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9 PRILOHY

9.1 Priloha 1 — Tabulky vSech identifikovanych jadernych proteinii je¢mene z G1 a G2 faze bunééného cyklu a
proteinii izolovanych z mazového povlaku tvarizku

Piilohova tabulka I: VSechny identifikované proteiny z G1 jader je¢mene. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1.

Pocet Pocet Pocet novych Bunécna

¢. Piistupovy kod Nazev proteinu Skoére e modf. §tépnych lokalizace
peptidu peptidi mist podle UniProt

1 A0A287J3E0_HORVV Histone H4 961.0 16 0 0 jadro
2 F2CXB9 HORVV Histone H2B 836.2 13 0 0 jadro
3 F2DQB4_HORVV Histone H2B 811.1 13 0 0 jadro
4 AO0A287HAK5_HORVV Nop domain-containing protein 786.7 15 0 0 jadro
5 A0A287PQV9_HORVV Ribos_L4 asso_C domain-containing protein 672.7 14 0 0 ribozom
6 F2D884_HORVV Predicted protein 550.7 11 0 0 cytoplasma
7 A0A287GKL9 HORVV Uncharacterized protein 520.5 9 0 0 neznama
8 AO0A287SS50_HORVV Uncharacterized protein 500.9 10 1 0 cytoplasma
9 A0A287WS67_HORVV Uncharacterized protein 497.7 8 1 0 neznama
10 AOA287HC21_HORVV Nop domain-containing protein 491.0 12 1 0 jédro
11 AO0A287V6Y4 HORVV Uncharacterized protein 489.8 11 0 0 jadro
12 A0A287VWPO_HORVV Histone H2A 428.0 8 0 0 jadro
13 AO0A287U6A1 HORVV Uncharacterized protein 406.5 7 0 0 ribozom
14 F2D483 HORVV 40S ribosomal protein S8 397.1 6 0 0 ribozom
15 A0A287P7S8_HORVV Histone H2A 367.1 8 0 0 jadro
16 AO0A287VVI0O_HORVV Histone domain-containing protein 360.7 8 0 0 jédro
17 A0A287XKD7_HORVV Histone H2A 354.5 6 0 0 jadro
18 A0A287SQ55 HORVV Histone H2A 348.9 7 0 0 jadro
19 AO0A287RRJ0_HORVV HATPase_c domain-containing protein 348.3 6 0 0 neznama
20 AO0A287U805 HORVV Gp_dh_N domain-containing protein 348.1 7 0 0 neznama
21 AO0A287FAD4_HORVV Uncharacterized protein 334.5 6 0 0 ribozom
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Piilohova tabulka I: VSechny identifikované proteiny z G1 jader je¢mene. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1. (pokracovani)

« Pocet Bunééna
- v L0 . . , Pocet Pocet novych lokalizace
¢.  Pristupovy kéd Nizev proteinu Skore peptidi mO(.jf.o stépnych  podle UniProt

peptidu mist

22 F2DIR3_HORVV 40S ribosomal protein S4 322.3 9 0 0 ribozom
23 A0A287EJ86_HORVV Histone H2A 319.4 6 0 0 jadro
24 AO0A287GJ86_HORVV ATP synthase subunit beta 311.2 7 0 0 neznama
25 AO0A287M5E2 HORVV Fructose-bisphosphate aldolase 305.1 6 0 0 cytosol
26 F2EAU8 HORVV Predicted protein 300.6 6 0 0 cytosol
27 AO0A287FRQ6_HORVV Uncharacterized protein 299.8 7 0 0 neznama
28 AO0A287F0S7_HORVV Uncharacterized protein 293.4 4 0 0 ribozom
29 AO0A287V449 HORVV Uncharacterized protein 290.6 8 0 0 jadro
30 AO0A287SHUO0_HORVV Elongation factor 1-alpha 282.3 6 0 0 neznama
31 MOY9M2_HORVV Ribosome biogenesis regulatory protein 274.4 6 0 0 jadro
32 AO0A287ENJ8 HORVV Ribosome biogenesis regulatory protein 273.6 6 0 0 jadro
33 A0A287N4Z0_HORVV Tubulin alpha chain 270.1 7 0 0 cytoskelet
34 AO0A287HHC4 _HORVV PUA domain-containing protein 267.7 6 0 0 jadro
35 AO0A287TWXF2_HORVV Ribosomal_S13 N domain-containing protein 266.9 5 0 0 jadro, cytosol
36 AO0A287V765_HORVV Histone H2A 263.9 4 0 0 jadro
37 MO0X5Z0_HORVV Uncharacterized protein 259.7 5 0 0 neznama
38 AO0A287SI15 HORVV Tubulin beta chain 254.2 5 0 0 cytoskelet
39 A0A287UEY1 HORVV S-adenosylmethionine synthase 248.0 6 0 0 neznama
40 MO0OV292 HORVV Uncharacterized protein 247.4 5 0 0 cytosol
41 AO0A287E4A5 HORVV DNA helicase 245.6 5 0 0 jadro
42 A0A287TMPZ2_HORVV S10_plectin domain-containing protein 244.3 6 0 0 neznama
43 F2D355_HORVV Predicted protein 240.9 6 0 0 cytosol
44 A0A287PJA9_HORVV Histone H2B 237.6 4 0 0 jadro
45 AO0A287SPGO_HORVV S5 DRBM domain-containing protein 232.5 3 0 0 cytosol
46 A0A287TCL9 HORVV Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 224.0 4 0 0 neznama
47 A0A287JEY7_HORVV Adenosylhomocysteinase 223.9 5 0 0 neznama
48 F2DBD4 HORVV 60S acidic ribosomal protein PO 222.4 5 0 0 cytosol
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Piilohova tabulka I: VSechny identifikované proteiny z G1 jader je¢mene. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1. (pokracovani)

) Pocet Poé'et Bunééné
¢.  Pristupovy kod Nazev proteinu Skore Poc.et modf 0 vy,ch lokalizace
peptidi peptid Stépnych p(_)dle
mist UniProt
49 AO0A287FFF9_HORVV Uncharacterized protein 211.5 5 0 0 cytoskelet
50 AO0A287RZ19 HORVV Uncharacterized protein 209.5 5 0 0 jadro
51 AO0A287XUH7_HORVV Histone H2A 207.4 4 0 0 jadro
52 F2CUI5_HORVV Predicted protein 206.8 3 0 0 cytosol
53 AO0A287E8G3_HORVV Histone domain-containing protein 203.0 5 0 0 jadro
54 A0A287F9I12_HORVV Malate dehydrogenase 1 202.2 3 0 0 neznama
55 A0A287QLW4_HORVV Ribosomal_L2_C domain-containing protein 200.1 3 0 0 ribozom
56 AO0A287UFC5 HORVV S-adenosylmethionine synthase 200.0 5 0 0 neznama
57 MOWS8A5_HORVV Uncharacterized protein 198.6 5 0 0 neznama
58 F2CSC5_HORVV Ribosomal protein L19 191.2 3 0 0 cytosol
59 A0A287R153 HORVV Uncharacterized protein 190.4 5 0 0 cytosol
60 F2E598 HORVV Predicted protein 188.0 4 0 0 ribozom
61 AO0A287WL41 HORVV Uncharacterized protein 186.5 4 1 0 cytosol
62 AO0A287R7R8_HORVV Uncharacterized protein 186.0 3 0 0 ribozom
63 A0A287J8A4 HORVV Uncharacterized protein 184.3 3 0 0 cytosol
64 A0A287Q8Z2_HORVV Uncharacterized protein 181.0 4 0 0 neznama
65 A0A287SMI1_HORVV H15 domain-containing protein 180.3 4 0 0 jadro
66 AO0A287DVL1 HORVV Uncharacterized protein 177.6 4 0 0 ribozom
67 AO0A287SKW7_HORVV Histone H2A 176.8 4 0 0 jadro
68 AO0A287IRS6_HORVV Uncharacterized protein 173.3 5 0 0 jadro
69 MOWZI8_HORVV Uncharacterized protein 167.3 3 0 0 mitochondrie
70 AO0A287SV42_HORVV Uncharacterized protein 166.9 3 1 0 neznama
71 AO0A287QR85_HORVV Histone H2A 165.7 3 0 0 jadro
72 A0A287UM89 HORVV SAM_MT_RSMB_NOP domain-containing protein 163.9 2 0 0 neznama
73 A0A287THA8 HORVV Uncharacterized protein 162.7 3 0 0 jadro
74 F2CRK3_HORVV Predicted protein 157.5 4 0 0 cytoskelet

95



Piilohova tabulka I: VSechny identifikované proteiny z G1 jader jeémene. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1. (pokracovini)

) Pocet Poé’et Bunééné
¢.  Pristupovy kéd Nazev proteinu Skore Poc.eto modf. o vy?h lokalizace
peptidi . . Stépnych podle
peptidu mist UniProt
75 F2DJI3_HORVV Predicted protein 155.9 2 1 0 jadro
76 AO0A287R3H4 HORVV Ribosome assembly factor mrt4 155.6 4 0 0 jadro
77 AO0A287FCA5_HORVV Ubiquitin-like domain-containing protein 154.2 4 0 0 ribozom
78 AO0A287RUX5 HORVV Ribosomal_L7Ae domain-containing protein 153.9 3 0 0 neznama
79 AO0A287TTU2_HORVV Phosphoglycerate kinase 153.5 3 0 0 neznama
80 AO0A287WTF4 _HORVV Uncharacterized protein 152.5 4 0 0 cytosol
81 AO0A287VV58 HORVV Ribosomal_S10 domain-containing protein 150.1 2 0 0 cytosol
82 F2D101_HORVV Ribosomal protein L19 148.8 3 0 0 cytosol
83 AO0A287G5M3_HORVV Uncharacterized protein 143.0 3 0 0 ribozom
84 AO0A191TDI3_HORVV ATP synthase subunit alpha 142.7 4 0 0 mitochondrie
85 MOYH86 HORVV 14 3_3 domain-containing protein 141.1 4 0 0 neznama
86 AO0A287XYX6_HORVV RRM domain-containing protein 136.1 2 0 0 jadro
87 A0A287NNY4 _HORVV Uncharacterized protein 133.3 2 0 0 neznama
88 AO0A287NXV6_HORVV H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 1325 3 0 0 jadro
89 AO0A287Q7A3 HORVV Enolase_C domain-containing protein 130.9 3 0 0 cytosol
90 MO0Z1R8 HORVV Uncharacterized protein 128.3 3 0 0 neznama
91 AO0A287FYTO_HORVV CSD_1 domain-containing protein 126.3 3 0 0 neznama
92 MOWIEO_HORVV Nucleolar GTP-binding protein 1 125.9 3 0 0 jadro
93 A0A287X531_ HORVV GTP-binding nuclear protein 125.3 3 0 0 jadro
94 A0A287KGA7_HORVV Uncharacterized protein 124.2 4 0 0 neznama
95 AO0A287IFK7_HORVV Ribosomal_L18 c domain-containing protein 123.6 2 0 0 ribozom
96 A0A287P868_HORVV RRM domain-containing protein 122.5 2 0 0 neznama
97 AO0A287EYB0_HORVV Ribosomal_L16 domain-containing protein 120.8 2 0 0 ribozom
98 AO0A287RU74_HORVV Uncharacterized protein 120.6 2 0 0 ribozom
99 AO0A287NGJ6_HORVV Uncharacterized protein 120.0 3 0 0 ribozom
100 A0A287G428_HORVV MCM domain-containing protein 119.9 1 2 0 neznama
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Piilohova tabulka I: VSechny identifikované proteiny z G1 jader jeémene. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1. (pokracovini)

) Pocet Poé,et Bunééné
¢.  Pristupovy kod Nazev proteinu Skore Poc.eto odf. vnVOVy,Ch lokalizace
peptida peptidii §tépnych p(?dle
mist UniProt
101 AO0A287SMBO0_HORVV H15 domain-containing protein 117.2 2 0 0 jéadro
102 AO0A287PJJ4_HORVV 40S ribosomal protein S3a 116.4 3 0 0 neznama
103 AO0A287JG74_HORVV Uncharacterized protein 116.0 2 0 0 ribozom
104 A0A287TWYG1_HORVV Uncharacterized protein 115.7 2 0 0 neznama
105 AO0A287TBM6_HORVV Uncharacterized protein 114.6 2 0 0 neznama
106 AO0A287H6K1_HORVV CP-type G domain-containing protein 114.2 2 0 0 neznama
107 AO0A287J4ANO_HORVV Ribosomal_S17_N domain-containing protein 113.3 1 0 0 ribozom
108 A0A287Y1E4 HORVV HMG box domain-containing protein 112.7 2 0 0 jadro
109 F2D4N4_HORVV Predicted protein 109.4 2 0 0 neznama
110 AO0A287H2A2_HORVV 40S ribosomal protein S6 108.5 2 0 0 ribozom
111 MOXLC4 HORVV PfkB domain-containing protein 108.2 2 0 0 jadro, cytosol
112 A0A287QUE3_HORVV KH type-2 domain-containing protein 107.2 2 0 0 ribozom
113 A0A287QL45 HORVV RRM domain-containing protein 106.5 3 0 0 neznama
114 F2EDY2_HORVV Predicted protein 106.0 2 0 0 neznama
115 AO0A287GTZ8 HORVV Uncharacterized protein 105.2 2 0 0 neznama
116 AO0A287V2I9_HORVV AAA domain-containing protein 105.1 2 0 0 jéadro
117 A0A287P8M4_HORVV NAD(P)-bd_dom domain-containing protein 102.9 3 0 0 neznama
118 AO0A287UUH6_HORVV AAA domain-containing protein 102.4 1 0 0 neznama
119 A0A287QAW7_HORVV 60S ribosomal protein L36 101.5 3 0 0 ribozom
120 A0A287X7Y0_HORVV Uncharacterized protein 100.9 2 0 0 cytosol
121 A0A287U0B7_HORVV KH domain-containing protein 100.2 2 0 0 neznama
122  AO0A287FPI1_HORVV Uncharacterized protein 99.8 2 1 1 neznama
123 F2E1A0_HORVV Ribonucloprotein 99.6 2 0 0 jadro
124  AO0A287H949_HORVV Uncharacterized protein 98.0 3 0 0 neznama
125 F2CV88 HORVV 40S ribosomal protein S26 97.2 2 0 0 ribozom
126 A0A287K7H1_HORVV Ribosomal_S7 domain-containing protein 94.5 2 1 0 neznama
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Piilohova tabulka I: VSechny identifikované proteiny z G1 jader jeémene. Vyhodnoceno v programu ProteinScape 3.1. (pokracovini)

Potet Pocet Pocet novych Bunééné

¢. Piistupovy kod Nazev proteinu Skére . . modf. §tépnych lokalizace
peptidu peptidi mist podle UniProt

127 AO0A287HXW6_HORVV Uncharacterized protein 94.2 3 0 0 jadro
128 AO0A287VHX9_HORVV Uncharacterized protein 94.2 1 1 0 neznama
129 AO0A287KYI19_HORVV DNA helicase 929 2 0 0 neznama
130 F2Cz65_HORVV Predicted protein 92.6 2 0 0 cytosol
131 AO0A287X8K8 HORVV 40S ribosomal protein S24 90.9 1 0 0 ribozom
132  MOWNE6_HORVV Uncharacterized protein 90.0 3 0 0 neznama
133 AO0A287FYI2_HORVV DNA helicase 86.5 3 0 0 jadro
134 AO0A287X6Y5 HORVV Uncharacterized protein 84.4 1 0 0 neznama
135 AO0A287EWK4_HORVV Ribosomal_L18e/L15P domain-containing protein 82.6 2 0 0 ribozom
136 AO0A287UAY9_HORVV Ribosomal_L 14e domain-containing protein 81.8 2 0 0 ribozom
137 AO0A287KNUO_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 81.1 1 0 0 neznama
138 AO0A287LG02_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 79.1 3 0 0 jadro
139 A0A287SNR6_HORVV Uncharacterized protein 79.0 2 0 0 neznama
140 F2DJG1_HORVV Predicted protein 77.1 2 0 0 neznama
141 AO0A287WPQ1_HORVV 60S ribosomal protein L27 76.8 2 0 0 cytosol
142 A0A287H8R8 HORVV Uncharacterized protein 76.0 1 0 0 ribozom
143 A0A287GU54 _HORVV C2H2-type domain-containing 75.5 1 0 0 neznama
144  A0A287UQV6_HORVV DCD domain-containing protein 75.3 1 0 0 neznama
145 AO0A287FRF1_HORVV RPOLD domain-containing protein 72.6 2 0 0 neznama
146 AO0A287MAH2_HORVV Uncharacterized protein 72.2 1 0 0 neznama
147 AO0A287I1SF7_HORVV Uncharacterized protein 72.2 1 0 0 ribozom
148 MOWY98 HORVV 40S ribosomal protein S7 71.7 2 0 0 ribozom
149 AO0A287ISF6_HORVV Uncharacterized protein 715 1 0 0 jadro
150 AO0A287SXX7_HORVV Uncharacterized protein 68.1 2 0 0 neznama
151 AO0A287H8V0_HORVV 60S ribosomal protein L18 64.0 2 0 0 cytosol
152 MOXU84 HORVV UDP-glucose 6-dehydrogenase 63.4 2 0 0 neznama
153 AO0A287ESH4 HORVV Uncharacterized protein 61.9 2 0 0 neznama
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Piilohova tabulka II: VSechny identifikované proteiny z G1 jader je¢mene. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0.

) Pocet Poé,et Bunééné
¢. Piistupovy kod Niazev proteinu Skore Poc.eto modf. vnvovy’ch lokalizace
peptidi < 1o Stépnych podle
peptidi mist UniProt
1 AO0A287PQV9 HORVV  Ribos L4 asso_C domain-containing protein 250.51 11 0 0 ribozom
2 F2D884 HORVV Predicted protein 237.05 12 0 0 cytoplasma
3  AOA287HAH9 HORVV  Nop domain-containing protein 226.1 7 0 0 neznama
4  A0A287SS50 HORVV Uncharacterized protein 218.59 10 0 0 cytoplasma
5 AO0A287GKL9_HORVV  Uncharacterized protein 210.02 12 0 0 neznama
6 A0A287S4U2_HORVV Histone H4 204.65 12 0 0 jadro
7  AOA287HC63_HORVV Nop domain-containing protein 199.65 11 1 0 neznama
8 F2D483 HORVV 40S ribosomal protein S8 191.99 6 0 0 ribozom
9 AO0A287NVX2_HORVV  Nop domain-containing protein 187.19 4 0 0 neznama
10 AO0A287V6Y4 HORVV  Uncharacterized protein 185.03 8 0 0 jadro
11  AO0A287U6A1 HORVV Uncharacterized protein 184.23 7 0 0 ribozom
12 AO0A287K7W3_HORVV  Histone H2B 181.66 7 0 0 jadro
13  A0A287WS02 HORVV Uncharacterized protein 169.59 6 0 0 neznama
14  AO0A287FRQ6_HORVV Uncharacterized protein 167.9 6 0 0 neznama
15 F2D189 HORVV Predicted protein 167.9 6 0 0 neznama
16 A0A287U800_HORVV Gp_dh_N domain-containing protein 165.14 5 0 0 cytosol
17 MOYRV8 _HORVV Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 165.14 5 0 0 neznama
18 F2EAU8 HORVV Predicted protein 163.78 8 0 0 cytosol
19 A0A287SQ55 HORVV Histone H2A 158.65 7 0 0 jadro
20 AOA287F0S7_HORVV Uncharacterized protein 157.93 5 0 0 ribozom
21  AO0A287F0P6_HORVV Ribosomal_L5 domain-containing protein 157.93 5 0 0 ribozom
22  AO0A287VAM4_HORVV  Uncharacterized protein 157.82 8 0 0 jadro
23 AO0A287P917_HORVV Histone H2A 154.99 8 0 0 jadro
24  AO0A287M5E2_HORVV  Fructose-bisphosphate aldolase 152.55 5 0 0 cytosol
25 A0A287SPGO_HORVV S5 DRBM domain-containing protein 152.34 5 0 0 cytosol
26  MOX5Z1 HORVV Uncharacterized protein 150.2 4 0 0 neznama
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Piilohova tabulka II: VSechny identifikované proteiny z G1 jader je¢mene. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0. (pokracovdini)

) Potet Poé,et Bunééné
¢. Piistupovy kod Néazev proteinu Skore Poc.eto modf 0 Vy,Ch lokalizace
peptida . §tépnych podle
peptid mist UniProt
27 AOA287JEY7_HORVV Adenosylhomocysteinase 146.87 5 0 0 neznama
28 A0A287U1D3_HORVV Uncharacterized protein 146.78 5 0 0 ribozom
29 A0A287R7R1_HORVV Uncharacterized protein 143.84 7 0 0 ribozom
30 MOV292 HORVV Uncharacterized protein 143.69 4 0 0 cytosol
31 AO0A287M2L0_HORVV S5 DRBM domain-containing protein 143,51 5 0 0 cytosol
32  A0A287TWXE1l HORVV Ribosomal_S13_N domain-containing protein 141.1 5 0 0 ribozom
33 A0A287MQ02_HORVV S10_plectin domain-containing protein 140.57 5 0 0 neznama
34  AO0A287EVH7_HORVV 40S ribosomal protein S4 140.15 6 0 0 ribozom
35 AO0A287RRB7_HORVV HATPase_c domain-containing protein 137.57 6 0 0 cytosol
36 F2DBD4 _HORVV 60S acidic ribosomal protein PO 137.53 4 0 0 cytosol
37  MOWZI8_HORVV Uncharacterized protein 135.93 4 0 0 mitochondrie
38 AO0A287HHO01_HORVV PUA domain-containing protein 135.55 4 0 0 neznama
39 AO0A287F912_ HORVV Malate dehydrogenase 134.79 3 0 0 neznama
40 A0A287IKX4_HORVV Histone H3 133.89 8 0 0 jadro
41 A0A287VJ97_HORVV Histone domain-containing protein 133.89 8 0 0 jadro
42  AO0A287THA8 HORVV Uncharacterized protein 131.06 5 0 0 jadro
43 A0A287SHUQ0_HORVV Elongation factor 1-alpha 130.55 6 0 0 neznama
44  A0A287WL41 HORVV Uncharacterized protein 129.1 4 0 0 cytosol
45 F2D355 HORVV Predicted protein 127.51 6 0 0 cytosol
46 F2DJJ2_HORVV ATP synthase subunit beta 127.09 5 0 0 mitochondrie
47  A0A287N4zZ0 HORVV Tubulin alpha chain 126.96 4 0 0 cytoskelet
48  A0A287U1J6_HORVV Uncharacterized protein 125.93 3 0 0 cytosol
49  A5CFY5 HORVV Tubulin beta chain 123.96 4 0 0 cytoskelet
50 AO0A287RUX0_HORVV Ribosomal_L7Ae domain-containing protein 123.61 4 0 0 cytosol
51 AO0A287TCL9 HORVV Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 122.19 2 0 0 neznama
52 A0A287XZ38_HORVV RRM domain-containing protein 120.93 2 0 0 neznama
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Piilohova tabulka II: VSechny identifikované proteiny z G1 jader je¢mene. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0. (pokracovdini)

« Pocet ‘o
Pocet Pocet novych B.u neena
¢. Pristupovy kéd Nazev proteinu Skore . e modf. .., 7, lokalizace podle
peptidii . Stépnych -
peptidu mist UniProt
53 AOA287E4A5 HORVV DNA helicase 120.84 6 0 0 jadro
54  A0A287TTBO_HORVV Phosphoglycerate kinase 120.45 3 0 0 cytosol
55 F2CUI5_HORVV Predicted protein 120.08 3 0 0 cytosol
56 AO0A287E8E4 HORVV Histone domain-containing protein 119.87 4 0 0 jadro
57 AO0A287QR85_HORVV Histone H2A 119.56 3 0 0 jadro
58 A0A287H6S9 _HORVV CP-type G domain-containing protein 117.42 4 0 0 jadro
59 A0A287E965 HORVV Tubulin beta chain 117.12 4 0 0 cytoskelet
60 AO0A287FAD4 HORVV Uncharacterized protein 117.03 4 0 0 ribozom
61 AO0A287IFH6_HORVV Uncharacterized protein 116.6 2 0 0 ribozom
62 AO0A287QWS6_HORVV Uncharacterized protein 115.78 4 0 0 cytoskelet
63 F2DE91 HORVV Predicted protein 115.78 4 0 0 cytoskelet
64 AO0A287TUEY1_HORVV S-adenosylmethionine synthase 113.81 5 0 0 neznama
65 AOA287EYB0O_HORVV Ribosomal_L16 domain-containing protein 113.37 3 0 0 ribozom
66 AO0A287VV58 HORVV Ribosomal_S10 domain-containing protein 112.28 3 0 0 cytosol
67 AO0A287SKW7_HORVV Histone H2A 111.93 6 0 0 jadro
68 AO0A287IRQ2_HORVV Uncharacterized protein 111.72 3 0 0 jéadro
69 AO0A287UFC5 HORVV S-adenosylmethionine synthase 111.57 4 0 0 neznama
70 F2E1A0_HORVV Ribonucloprotein 109.7 2 0 0 jadro
71  A0A287RZ11 HORVV Uncharacterized protein 109.67 5 0 0 jadro
72 MOVKS2_HORVV Ribosomal_L7Ae domain-containing protein 109.48 4 0 0 neznama
73 A0A287E5S2_HORVV ATP synthase subunit alpha 108.92 3 0 0 plasm. membrana
74  AO0A287TWY69_HORVV Uncharacterized protein 106 3 0 0 neznama
75 F2DIA6 HORVV Predicted protein 106 3 0 0 neznama
76  AO0A287SP05_HORVV Histone H2A 105.44 7 0 0 jadro
77 F2EJZ0 HORVV Predicted protein 105.08 2 0 0 ribozom
78 AO0A287RUEQ0_HORVV Uncharacterized protein 105.08 2 0 0 cytosol
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Piilohova tabulka II: VSechny identifikované proteiny z G1 jader je¢mene. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0. (pokracovani)

) Potet Poé'et Bunééné
& Pristupovy kéd Nézev proteinu Skére Poet = oqf,  novyeh  lokalizace
peptidia < 1o §tépnych podle
peptidu mist UniProt
79 A0A287Q7A3_HORVV Enolase_C domain-containing protein 104.18 3 0 0 cytosol
80 AO0A287Y1E4 HORVV HMG box domain-containing protein 104.08 2 0 0 jadro
81 AO0A287K7H1_HORVV Ribosomal_S7 domain-containing protein 102.77 2 1 0 neznama
82 AO0A287XUH7_HORVV  Histone H2A 102.57 3 0 0 jadro
83 A0A287U0B7_HORVV KH domain-containing protein 102.34 2 0 0 neznama
84 A0A287U0C3_HORVV Uncharacterized protein 102.34 2 0 0 neznama
85 A0A287QUI2_HORVV KH type-2 domain-containing protein 101.13 2 0 0 jédro, cytosol
86 A0A287SMD0_HORVV  H15 domain-containing protein 100.47 4 0 0 jadro
87 A0A287Q7S2_HORVV Enolase_C domain-containing protein 99.95 3 0 0 cytosol
88 A0A287Q706_HORVV Uncharacterized protein 99.95 3 0 0 cytosol
89 F2CRK3 _HORVV Predicted protein 99.39 4 0 0 cytoskelet
90 AO0A287N407_HORVV Uncharacterized protein 99.39 4 0 0 cytoskelet
91 A0A287X534 HORVV GTP-binding nuclear protein 99.19 3 0 0 jadro
92 A0A287U016_HORVV Uncharacterized protein 98.99 2 0 0 jadro
93 A0A287R153 HORVV Uncharacterized protein 98.52 3 0 0 cytosol
94 MOWIEO_HORVV Nucleolar GTP-binding protein 1 96.48 3 0 0 jadro
95 A0A287JGV2_HORVV Uncharacterized protein 96.03 2 0 0 neznama
96 F2DJI3_HORVV Predicted protein 96 3 0 0 jadro
97 AO0A287V9J1 HORVV Uncharacterized protein 96 3 0 0 neznama
98 AO0A287DVR8_HORVV  S10 plectin domain-containing protein 95.99 2 0 0 neznama
99 A0A287WJGO0_HORVV Uncharacterized protein 95.59 3 0 0 ribozom
100 F2DIT7_HORVV Predicted protein 95.59 3 0 0 ribozom
101 AO0A287PDY0_HORVV Ubiquitin-like domain-containing protein 95.3 3 0 0 ribozom
102 MOY9M2_HORVV Ribosome biogenesis regulatory protein 94.93 3 0 0 jadro
103 AO0A287SV58 HORVV Tr-type G domain-containing protein 94.69 2 0 0 neznama
104 AO0A287SV25_HORVV Uncharacterized protein 94.69 2 0 0 neznama
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105 AOA287ENJ5 HORVV Ribosome biogenesis regulatory protein 94.21 3 0 0 jadro
106 A0A287PJJ4_HORVV 40S ribosomal protein S3a 92.49 2 0 0 neznama
107 A0A287G5M3_HORVV Uncharacterized protein 90.15 3 0 0 ribozom
108 F2D861 HORVV Predicted protein 90.15 3 0 0 ribozom
109 MO0Z1R8_HORVV Uncharacterized protein 88.31 2 0 0 neznama
110 MOYH86_HORVV 14 3_3 domain-containing protein 88.01 3 0 0 neznama
111 F2CRF1_HORVV Predicted protein 88.01 3 0 0 neznama
112 AO0A287R7R8 HORVV Uncharacterized protein 87.22 3 0 0 ribozom
113 AO0A287X8K8_HORVV 40S ribosomal protein S24 86.92 1 0 0 ribozom
114 F2D3Q4_HORVV Predicted protein 85.23 2 0 0 ribozom
115 AO0A287UAY9 HORVV Ribosomal_L14e domain-containing protein 85.23 2 0 0 ribozom
116 AOA287KNW4_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 85.15 2 0 0 neznama
117 MOWTL8 HORVV SAM_MT_RSMB_NOP domain-containing protein 85.07 3 0 0 jadro
118 AO0A287EWK4_HORVV Ribosomal_L 18e/L15P domain-containing protein 84.7 2 0 0 ribozom
119 F2CSC5 HORVV Ribosomal protein L19 83.39 3 0 0 cytosol
120 AO0A287GU54_HORVV C2H2-type domain-containing protein 81.96 1 0 0 neznama
121 AO0A287X1IN7_HORVV Uncharacterized protein 81.56 1 0 0 neznama
122 AO0A287WTF4_HORVV Uncharacterized protein 81.48 3 0 0 cytosol
123 AO0A287FRE4 HORVV RPOLD domain-containing protein 80.73 2 0 0 neznama
124 AO0A287NXV6_HORVV H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 80.6 1 0 0 jadro
125 AO0A287L9R7_HORVV Uncharacterized protein 80.16 1 0 0 jadro
126 F2E4X1_HORVV Predicted protein 80.16 1 0 0 jadro
127 A0A287UUH6_HORVV AAA domain-containing protein 79.85 2 0 0 neznama
128 F2DRS5_HORVV Predicted protein 79.85 2 0 0 neznama
129 MOWNE6_HORVV Uncharacterized protein 79.16 2 0 0 neznama
130 MOWS8A5_HORVV Uncharacterized protein 79.1 3 0 0 neznama
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131 AOA287R3H4_HORVV Ribosome assembly factor mrt4 78.04 3 0 0 jadro
132 A0A287TJF3_HORVV Histone H2A 77.37 4 0 0 jadro
133 F2CV88 _HORVV 40S ribosomal protein S26 77.21 2 0 0 ribozom
134 A0A287SA03_HORVV Uncharacterized protein 77.2 2 0 0 jadro
135 AOA287WYWS8_HORVV KH domain-containing protein 77.18 2 0 0 neznama
136 AO0A287WYS5 HORVV Uncharacterized protein 77.18 2 0 0 neznama
137 F2D4N4_HORVV Predicted protein 77.05 1 0 0 neznama
138 A0A287PS51 HORVV Uncharacterized protein 77.05 1 0 0 jadro
139 A0A287H8R8_HORVV Uncharacterized protein 76.04 2 0 0 ribozom
140 AO0A287QLW4 HORVV Ribosomal_L2_C domain-containing protein 75.49 3 0 0 ribozom
141 AO0A287XRE2_HORVV Phosphoglycerate kinase 75.15 2 0 0 neznama
142 A0A287U2E9_HORVV 40S ribosomal protein S24 745 1 0 0 ribozom
143 AO0A287I1AX1 HORVV Uncharacterized protein 73.89 3 0 0 ribozom
144 F2E6K2_HORVV Predicted protein 73.89 3 0 0 ribozom
145 A0A287PWQ3 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 73.29 2 0 0 neznama
146 AOA287F820_HORVV Uncharacterized protein 73.16 1 0 0 neznama
147 MOUFA2_HORVV 60S ribosomal protein L18 71.13 2 0 0 ribozom
148 AO0A287SML4_HORVV H15 domain-containing protein 70.1 2 0 0 jadro
149 A0A287QL44 HORVV RRM domain-containing protein 69.54 2 0 0 neznama
150 A0A287SNR6_HORVV Uncharacterized protein 69.42 2 0 0 neznama
151 F2CQF3_HORVV Predicted protein 67.92 2 0 0 neznama
152 AO0A287MAH5_HORVV Uncharacterized protein 67.92 2 0 0 neznama
153 A0A287JG74 _HORVV Uncharacterized protein 66.02 2 0 0 ribozom
154 AO0A287SME3_HORVV H15 domain-containing protein 66.02 2 0 0 jadro
155 A0A287GM94 HORVV 60S ribosomal protein L18a 64.2 2 0 0 ribozom
156 A0A287KGB8 _HORVV Uncharacterized protein 61.97 3 0 0 neznama
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157 F2DYS1 HORVV Predicted protein 61.97 3 0 0 neznama
158 A0A287K4S5 HORVV Uncharacterized protein 60.84 2 0 0 jadro
159 AO0A287EV36_HORVV Chromatin-remodeling complex ATPase 60.84 2 0 0 jadro

160 AO0A2875983 HORVV Ribosomal_L18 ¢ domain-containing protein 60.37 2 0 0 ribozom
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1 AOA287HAK5_HORVV Nop domain-containing protein 1680.6 24 2 0 jadro
2 A0A287J3C4_HORVV Histone H4 1631.3 20 0 0 jadro
3 AO0A287HC63_HORVV Nop domain-containing protein 1190.2 23 2 1 neznama
4  A0A287ECT8 HORVV Cytosine-specific methyltransferase 1144.8 25 0 0 jadro
5 AO0A287V6Y4_HORVV Uncharacterized protein 11211 18 1 0 jadro
6 AO0A287HHC4_HORVV PUA domain-containing protein 976.9 20 2 0 jadro
7 A0A287PQV9_HORVV Ribos_L4 asso_C domain-containing protein 933.7 17 1 0 ribozom
8 AO0A287GOH6_HORVV Histone H2B 917.3 14 0 0 jadro
9 A0A287SS50 HORVV Uncharacterized protein 917.1 17 0 0 cytoplasma
10 AO0A287FSN6_HORVV Histone H2B 911.8 14 0 0 jadro
11  A0A287GQ60_HORVV Histone H2B 904.7 14 0 0 jadro
12 F2D884 _HORVV Predicted protein 892.0 15 0 0 cytoplasma
13 AO0A287WS67_HORVV Uncharacterized protein 885.8 15 1 0 neznama
14  A0A287GKJ5 HORVV Uncharacterized protein 873.8 12 0 0 ribozom
15 A0A287V4AM4_HORVV Uncharacterized protein 792.6 17 1 1 jadro
16 A0A287V449 HORVV Uncharacterized protein 781.7 16 1 1 jadro
17 AO0A287RR43_HORVV HATPase_c domain-containing protein 726.8 15 0 0 neznama
18 A0A287G8Q8 HORVV Histone domain-containing protein 721.9 15 0 0 jadro
19 A0A287SMD0_HORVV H15 domain-containing protein 657.2 11 0 0 jadro
20 AO0A287K4P7_HORVV Uncharacterized protein 647.9 13 0 0 jadro
21 AO0A287SMJ2_HORVV H15 domain-containing protein 646.4 14 0 0 jadro
22 AOA287E4A5 HORVV DNA helicase 642.0 11 0 0 jadro
23 AO0A287EV33_HORVV Chromatin-remodeling complex ATPase 629.2 15 1 0 jadro
24 AO0A287SMB0_HORVV H15 domain-containing protein 627.3 14 0 0 jadro
25 AO0A287TWXF2_HORVV Ribosomal_S13_N domain-containing protein 623.9 13 0 0 jadro, cytosol
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26 AO0A287JEF8_HORVV Adenosylhomocysteinase 622.3 12 0 0 cytosol
27 F2D483_HORVV 40S ribosomal protein S8 618.1 9 0 0 ribozom
28 AO0A287TJ51_HORVV Uncharacterized protein 596.4 9 0 0 jadro
29 MOYRV8 _HORVV Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 591.7 10 0 0 neznama
30 AO0A287JES9_HORVV Adenosylhomocysteinase 587.9 12 0 0 cytosol
31 AO0A287XRN2_HORVV Uncharacterized protein 585.0 9 0 0 neznama
32 A0A287SMK1_HORVV H15 domain-containing protein 580.8 11 0 0 jadro
33 AO0A287UEY1 HORVV S-adenosylmethionine synthase 570.3 10 0 0 neznama
34 F2CRH2_HORVV Elongation factor 1-alpha 525.1 9 0 0 neznama
35 MOWNE6_HORVV Uncharacterized protein 519.8 6 0 0 neznama
36 AO0A287FAD4_HORVV Uncharacterized protein 506.8 11 0 0 ribozom
37 A0A287L367_HORVV Uncharacterized protein 495.6 8 1 1 neznama
38 MO0Z794_HORVV CPSF_A domain-containing protein 480.9 10 0 0 jadro
39 AO0A287U0I6_ HORVV Uncharacterized protein 475.5 8 0 0 jadro
40 F2EAU8 HORVV Predicted protein 474.4 8 0 0 cytosol
41 AO0A287NGJ6_HORVV Uncharacterized protein 472.7 9 0 0 ribozom
42 A0A287P917 HORVV Histone H2A 470.8 8 0 0 jadro
43 AO0A287U6A1 HORVV Uncharacterized protein 466.3 8 0 0 ribozom
44 AO0A287XA30_HORVV EFG_IV domain-containing protein 457.1 7 0 0 neznama
45 A0A287VWP0_HORVV Histone H2A 455.9 7 0 0 jadro
46 A0A287FYI2_ HORVV DNA helicase 455.7 11 0 0 jadro
47 AO0A287UEZ6_HORVV S-adenosylmethionine synthase 445.3 9 0 0 jadro
48 AO0A287IKS6_HORVV Histone H3 439.4 9 0 0 jadro
49 AO0A287UY47_HORVV Uncharacterized protein 436.4 9 0 0 ribozom
50 AO0A287RZ19 HORVV Uncharacterized protein 434.9 12 0 0 jadro
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51 A0A287GM61_HORVV Ubiquitin-like domain-containing protein 432.1 9 2 1 ribozom
52 AO0A287G403_HORVV DNA helicase 417.3 7 0 0 jadro
53 AO0A287XN12_HORVV Uncharacterized protein 397.6 7 0 0 ribozom
54 AO0A287)G74_HORVV Uncharacterized protein 379.6 9 0 0 ribozom
55 AO0A287KHE9 HORVV Uncharacterized protein 375.5 5 0 0 cytosol
56 AO0A287DVL1_HORVV Uncharacterized protein 373.0 7 0 0 ribozom
57 MOVD47_HORVV Uncharacterized protein 372.5 9 0 0 ribozom
58 AO0A287H6K1 HORVV CP-type G domain-containing protein 372.2 7 0 0 neznama
59 MOWIEO HORVV Nucleolar GTP-binding protein 1 370.6 8 0 0 jadro
60 AOA287MTW9_HORVV Histone H2A 369.6 6 0 0 jadro
61 AO0A287FFF9 _HORVV Uncharacterized protein 364.4 8 0 0 cytoskelet
62 AO0A287TCL5 HORVV Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 363.9 6 0 0 neznama
63 AO0A287QAX4 HORVV 60S ribosomal protein L36 362.6 8 0 0 ribozom
64 AO0A287SHT8 _HORVV Tubulin beta chain 361.7 9 0 0 cytoskelet
65 AO0A287EPE2 HORVV Uncharacterized protein 359.4 8 0 0 neznama
66 F2CSX2_HORVV 60S ribosomal protein L18a 356.8 7 0 0 ribozom
67 AO0A287QLW4_HORVV Ribosomal_L2_C domain-containing protein 356.5 8 0 0 ribozom
68 A0A287QS34 HORVV DNA replication licensing factor MCM7 354.2 7 0 0 jadro
69 AO0A287V9J1_HORVV Uncharacterized protein 349.4 7 0 0 neznama
70 F2EFR1_HORVV 40S ribosomal protein S6 348.3 7 1 1 ribozom
71 AO0A287P3Y0_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 347.3 9 0 0 neznama
72  AO0A287LTT9_HORVV Tubulin beta chain 346.9 8 0 0 cytoskelet
73  A0A287S913 HORVV Ribosomal_L18 ¢ domain-containing protein 342.0 8 1 1 ribozom
74  A0A287Q9M9_HORVV Meth_synt_2 domain-containing protein 341.9 7 0 0 neznama
75 AO0A287URE6_HORVV TPR_MLP1_2 domain-containing protein 339.5 5 1 1 jadro
76 A0A287X798_HORVV Uncharacterized protein 337.7 7 0 0 neznama
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77 A0A2871JR3_HORVV Peptidylprolyl isomerase 335.6 7 0 0 neznama
78 AO0A287EVG4_HORVV 40S ribosomal protein S4 335.3 7 0 0 ribozom
79 AO0A287Q5M5 HORVV Uncharacterized protein 332.6 8 0 0 cytoskelet
80 AO0A287GJ63_HORVV ATP synthase subunit beta 327.2 7 0 0 neznama
81 AO0A287J4J0_HORVV Ribosomal_S17_N domain-containing protein 323.4 6 3 2 ribozom
82 F2CRK3 HORVV Predicted protein 321.4 8 0 0 cytoskelet
83 AO0A287MDR1_HORVV DEK_C domain-containing protein 315.0 6 3 0 Jjédro
84 A0A287F174 HORVV DNA helicase 314.6 5 0 0 jédro
85 AO0A287UM83_HORVV SAM_MT_RSMB_NOP domain-containing protein 3134 7 1 1 neznama
86 AO0A287T7U3_HORVV Histone H2A 311.4 5 0 0 jadro
87 A0A287PWT2_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 308.7 6 0 0 neznama
88 AO0A287GTZ8 HORVV Uncharacterized protein 308.0 8 0 0 neznama
89 AO0A287EJ86_HORVV Histone H2A 307.1 5 0 0 jadro
90 AO0A287N719 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 304.4 5 2 2 neznama
91 AOA287E0V2_HORVV Histone H2A 303.7 5 0 0 jadro
92 A0A287RUX0_HORVV Ribosomal_L7Ae domain-containing protein 300.5 4 0 0 cytosol
93 AO0A287XUH7_HORVV Histone H2A 296.4 4 0 0 jadro
94 AO0A287GGY5_HORVV Tubulin alpha chain 290.1 6 0 0 cytoskelet
95 MOYT85_HORVV Uncharacterized protein 289.8 4 1 0 neznama
96 AO0A287WPQ1_HORVV 60S ribosomal protein L27 288.8 6 0 0 cytosol
97 AO0A287M2L0_HORVV S5 DRBM domain-containing protein 285.9 6 1 0 cytosol
98 AO0A287U9N2_HORVV Uncharacterized protein 285.5 7 0 0 neznama
99 AO0A287UAY9_HORVV Ribosomal_L 14e domain-containing protein 284.7 7 0 0 ribozom
100 AO0A287SKW7_HORVV Histone H2A 283.1 4 0 0 jadro
101 AO0AZ287HI99_HORVV S4 RNA-binding domain-containing protein 282.0 5 0 0 ribozom
102 AO0A2871AX1_HORVV Uncharacterized protein 280.4 6 0 0 ribozom
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103 AO0A287GU54 _HORVV C2H2-type domain-containing protein 279.0 4 0 0 neznama
104 AO0A287SPGO_HORVV S5 DRBM domain-containing protein 278.6 6 0 0 cytosol
105 F2CSC5_HORVV Ribosomal protein L19 274.1 8 0 0 cytosol
106 MOVTBO_HORVV RNA cytidine acetyltransferase 274.1 7 1 1 jadro
107 F2CUI5_HORVV Predicted protein 272.3 4 0 0 cytosol
108 AO0A287UR54_HORVV Uncharacterized protein 268.9 5 0 0 neznama
109 MOYH86_HORVV 14 3 3 domain-containing protein 266.6 4 0 0 neznama
110 MOXEX8_HORVV Uncharacterized protein 265.5 6 1 1 jadro, cytosol
111 MO0Z1R8_HORVV Uncharacterized protein 264.9 6 0 0 neznama
112 AO0A287J817_HORVV Uncharacterized protein 263.6 2 1 0 jadro
113 AO0A287J037_HORVV H15 domain-containing protein 261.6 2 0 0 jadro
114 AO0A287H2A2_HORVV 40S ribosomal protein S6 261.1 6 0 0 cytosol
115 AO0A287M5EO0_HORVV Fructose-bisphosphate aldolase 258.0 5 0 0 ribozom
116 MOY9M2_HORVV Ribosome biogenesis regulatory protein 255.2 7 0 0 jadro
117 AO0A287FRQ6_HORVV Uncharacterized protein 253.0 7 0 0 neznama
118 AO0A287TGY2_HORVV Uncharacterized protein 251.6 5 1 0 jadro, cytosol
119 AO0A287LUR3_HORVV Uncharacterized protein 2515 4 1 1 neznama
120 AO0A287JEP8_HORVV Uncharacterized protein 250.3 6 3 3 neznama
121 F2DVU2_HORVV 60S ribosomal protein L13 250.0 5 0 0 cytosol
122 F2D510 HORVV 40S ribosomal protein S24 248.7 5 1 0 ribozom
123 F2E1Y8 HORVV Predicted protein 246.4 4 0 0 ribozom
124 A0A287W5H4_HORVV Uncharacterized protein 245.3 5 0 0 neznama
125 AO0A287H8R8_HORVV Uncharacterized protein 242.1 4 0 0 ribozom
126 AO0A287MAI2_HORVV Uncharacterized protein 240.5 5 0 0 neznama
127 F2DJG1_HORVV Predicted protein 233.8 5 0 0 neznama
128 AO0A287KGA7_HORVV Uncharacterized protein 232.9 5 0 0 neznama
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129 AO0A287L0L6_HORVV HTH arsR-type domain-containing protein 232.8 1 1 1 jadro
130 MOWA37_HORVV Uncharacterized protein 231.9 3 0 0 neznama
131 AO0A287SUY6_HORVV PUM-HD domain-containing protein 228.5 3 0 0 neznama
132 A0A287P2B4_HORVV Uncharacterized protein 226.2 5 0 0 neznama
133 AO0A287PJA9_HORVV Histone H2B 2235 4 0 0 jadro
134 AO0A287JBTO0_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 222.1 4 2 0 jadro
135 MOYT09_HORVV Uncharacterized protein 222.0 6 0 0 jadro
136 AO0A287E8G3_HORVV Histone domain-containing protein 218.7 4 0 0 jadro
137 MOVYX8 HORVV Uncharacterized protein 217.5 5 0 0 cytosol
138 A0A287GX22_HORVV Uncharacterized protein 217.4 3 0 0 neznama
139 AO0A287SM27_HORVV Uncharacterized protein 217.0 4 0 0 neznama
140 AO0A287MP12_HORVV RRM domain-containing protein 216.7 4 0 0 neznama
141 AOA287FYT9_HORVV CSD_1 domain-containing protein 216.4 3 0 0 neznama
142 F2D355_HORVV Predicted protein 215.9 4 0 0 cytosol
143 A0A287X8K8_HORVV 40S ribosomal protein S24 214.4 4 0 0 ribozom
144 A0A287GN28_HORVV Putative rRNA methyltransferase 214.0 3 0 0 jadro
145 AO0A287QR85_HORVV Histone H2A 213.8 3 0 0 jadro
146 AO0A287IRS6_HORVV Uncharacterized protein 212.7 4 0 0 jadro
147 MOXCF8_HORVV Uncharacterized protein 211.7 6 0 0 cytosol
148 AO0A191TDI3_HORVV ATP synthase subunit alpha 2114 5 0 0 mitochondrie
149 AO0A287FBY7_HORVV Uncharacterized protein 210.9 3 0 0 neznama
150 AO0A287RZ08_HORVV Uncharacterized protein 210.1 3 0 0 neznama
151 AO0A287GKD2_HORVV Uncharacterized protein 209.6 2 0 0 ribozom
152 F2EL23_HORVV Predicted protein 208.8 5 0 0 neznama
153 AO0A287F7E0_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 208.4 5 0 0 neznama
154 F2CR48 HORVV Predicted protein 208.0 6 0 0 jadro
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155 AOA287NYC5_HORVV Brix domain-containing protein 207.8 4 0 0 ribozom
156 AO0A287QAB7_HORVV TRASH domain-containing protein 206.6 6 0 0 cytosol
157 AO0A287W4P4 HORVV Uncharacterized protein 204.9 4 0 0 neznama
158 MOYAU1l_HORVV Brix domain-containing protein 204.6 5 1 0 Jjédro
159 AO0A287NZCl _HORVV Uncharacterized protein 199.9 5 0 0 neznama
160 AO0A287KQS9_HORVV Importin subunit alpha 198.8 4 0 0 neznama
161 AOA287QCP7_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 197.4 5 1 1 neznama
162 AOA287EABO_HORVV Ribosome biogenesis protein BOP1 homolog 196.7 4 0 0 jadro
163 AO0A287J8A4_HORVV Uncharacterized protein 195.4 3 0 0 cytosol
164 A0A287QL44 HORVV RRM domain-containing protein 195.2 5 0 0 neznama
165 AO0A287KYK9_HORVV DNA helicase 195.2 3 0 0 jadro
166 AO0A287QBM3_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 192.2 4 0 0 neznama
167 AO0A287N1IN8_HORVV Pescadillo homolog 191.6 3 0 0 jadro
168 AO0A28710F3_HORVV Ribosomal protein L15 191.2 4 0 0 ribozom
169 AO0A287T864 HORVV Uncharacterized protein 190.9 4 0 0 neznama
170 AO0A287T138 HORVV Uncharacterized protein 189.3 5 0 0 neznama
171 A0A287SA03_HORVV Uncharacterized protein 188.7 5 0 0 jadro
172 F2E2F1_HORVV Predicted protein 187.6 6 0 0 cytosol
173 AO0A287WYD8_HORVV Uncharacterized protein 187.6 4 0 0 neznama
174 AO0A287QUE3_HORVV KH type-2 domain-containing protein 185.0 4 0 0 ribozom
175 AO0A287SMYO0_HORVV Uncharacterized protein 183.9 2 0 0 neznama
176 F2DJT7_HORVV Predicted protein 183.7 3 0 0 jadro
177 MOXU84_HORVV UDP-glucose 6-dehydrogenase 178.9 2 1 0 neznama
178 A0A287RU74_HORVV Uncharacterized protein 178.3 2 0 0 ribozom
179 MOWF37_HORVV Uncharacterized protein 177.9 4 0 0 neznama
180 AO0A287EWL1 HORVV Ribosomal_L18e/L15P domain-containing protein 177.7 3 0 0 cytosol
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181 AOA287EWS1_HORVV Importin subunit alpha 177.0 3 0 0 jadro
182 A0A287QB82_HORVV LisH domain-containing protein 175.8 4 1 0 jadro
183 A0A287H340_HORVV RRM domain-containing protein 175.8 2 0 0 neznama
184 AO0A287LUC7_HORVV U3 small nucleolar RNA-associated protein 11 175.8 4 0 0 jadro
185 MOWY98 HORVV 40S ribosomal protein S7 173.2 5 0 0 ribozom
186 F2DBD4_HORVV 60S acidic ribosomal protein PO 173.1 4 0 0 cytosol
187 MOUFA2_HORVV 60S ribosomal protein L18 171.4 3 0 0 ribozom
189 AO0A287N2P9_HORVV Uncharacterized protein 170.5 3 0 0 neznama
190 AO0A287EYB0_HORVV Ribosomal_L16 domain-containing protein 169.7 3 0 0 ribozom
191 AO0A2871YX5 HORVV Uncharacterized protein 169.4 4 0 0 neznama
192 AOA287NUP5_HORVV U2 snRNP auxiliary factor large subunit 167.3 3 0 0 jadro
193 AOA287EA34_HORVV GTP-binding nuclear protein 166.5 4 0 0 jadro
194 AO0A287QAA5 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 165.2 3 0 0 neznama
195 AO0A287NZ18 HORVV MIF4G domain-containing protein 164.7 4 2 0 neznama
196 AO0A287U157_HORVV Uncharacterized protein 164.4 3 0 0 neznama
197 AOA287H1F4_HORVV Uncharacterized protein 164.1 4 0 0 jadro
198 A0A287K7G2_HORVV Ribosomal_S7 domain-containing protein 163.8 3 0 0 ribozom
199 AO0A287GL78 HORVV Uncharacterized protein 163.4 4 1 1 neznama
200 MOXZG2_HORVV Uncharacterized protein 163.1 3 0 0 neznama
201 AO0A28713U1_HORVV DNMT1-RFD domain-containing protein 162.6 4 0 0 neznama
202 AO0A287NPE0_HORVV U2 snRNP auxiliary factor large subunit 162.2 3 0 0 Jjédro
203 F2CV88_HORVV 40S ribosomal protein S26 161.2 3 0 0 ribozom
204 F2EB15 HORVV Predicted protein 160.9 3 1 1 jadro
205 A0A287GRR3_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 160.2 4 0 0 neznama
206 A0A287UQV6_HORVV DCD domain-containing protein 160.0 2 0 0 neznama
207 MOXHX4_HORVV RRM domain-containing protein 159.1 4 2 0 neznama
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208 AO0A287E7R4_HORVV Ribosomal_L28e domain-containing protein 158.5 2 1 0 neznama
209 AO0A287R382_HORVV Ribosome assembly factor mrt4 156.2 3 1 1 jadro
210 A0A287J6G6_HORVV Uncharacterized protein 155.7 4 0 0 cytosol
211 A0A287R153 HORVV Uncharacterized protein 155.7 2 0 0 cytosol
212 A0A287QV04_HORVV Uncharacterized protein 155.6 4 2 1 jadro
213 AO0A287NZ38_HORVV Nuclear/nucleolar GTPase 2 154.7 3 0 0 jadro
214 AO0A287ISF6_HORVV Uncharacterized protein 154.0 3 0 0 jadro
215 AO0A287P3I8_HORVV EF-hand domain-containing protein 150.1 1 0 0 neznama
216 AO0A287NXV6_HORVV H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 149.6 3 0 0 jadro
217 A0A287QK38 HORVV RRM domain-containing protein 146.6 2 0 0 neznama
218 A0A287WL41 HORVV Uncharacterized protein 145.9 1 1 0 cytosol
219 F2DLH6_HORVV Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 142.9 3 0 0 jadro
220 AO0A287TJF3_HORVV Histone H2A 142.1 3 0 0 jadro
221 AO0A287NL24_HORVV DEAD domain-containing protein 142.1 4 1 1 neznama
222 A0A287XZ99 HORVV RRM domain-containing protein 140.9 2 0 0 neznama
223 A0A287U5U2_HORVV Uncharacterized protein 138.0 2 0 0 jadro
224 AO0A287NV53_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 137.4 2 0 0 jadro
225 A0A287MQ02_HORVV S10_plectin domain-containing protein 137.4 3 0 0 neznama
226 A0A287VQM4_HORVV PINc domain-containing protein 133.3 3 0 0 ribozom
227 A0A287Q706_HORVV Uncharacterized protein 132.0 3 0 0 cytosol
228 A0A287LGA7_HORVV KRR1 small subunit processome component 131.3 2 1 1 jédro
229 A0A287SN31_HORVV RRM domain-containing protein 130.7 2 0 0 neznama
230 AO0A287KNUO_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 129.1 5 0 0 neznama
231 A0A287RKPO_HORVV Uncharacterized protein 128.4 1 0 0 ribozom
232 A0A287Q7A3_HORVV Enolase_C domain-containing protein 128.1 2 0 0 cytosol
233 A0A287J0S9_HORVV AAA domain-containing protein 128.0 2 0 0 neznama
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234 AO0A287TMWM4_HORVV 40S ribosomal protein S25 127.4 2 0 0 ribozom
235 AO0A287F548 HORVV RRM domain-containing protein 125.9 1 0 0 jéadro
236 F2D4N4_HORVV Predicted protein 122.6 2 0 0 neznama
237 AO0A287HN23_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 122.1 1 1 0 neznama
238 A0A287RDZ4 _HORVV Protein kinase domain-containing protein 121.2 2 0 0 neznama
239 AO0A287T1T8_HORVV Uncharacterized protein 120.9 1 0 0 neznama
240 F2CZ65 HORVV Predicted protein 120.0 3 0 0 cytosol
241 AO0A287P127_HORVV Bmsl-type G domain-containing protein 119.2 2 0 0 jadro
242 AO0A2B87ELL7_HORVV Uncharacterized protein 118.0 3 0 0 neznama
243 A0A287TTBO_HORVV Phosphoglycerate kinase 116.7 3 0 0 cytosol
244 A0A287Q3J1 HORVV Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 116.7 2 0 0 jadro, cytosol
245 F2DWT3 _HORVV 60S ribosome subunit biogenesis protein NIP7 homolog 116.6 2 0 0 cytosol
246 MOWXZ5 HORVV Uncharacterized protein 116.0 2 0 0 neznama
247 A0A287LBV2_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 115.6 2 0 0 neznama
248 AO0A287Y1E4 HORVV HMG box domain-containing protein 114.9 2 0 0 Jjédro
249 A0A287KQU9 HORVV Peptidase S59 domain-containing protein 114.9 2 0 0 jadro
250 AO0A287JMJ0_HORVV Uncharacterized protein 114.7 3 0 0 neznama
251 AO0A287N827_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 114.0 2 0 0 jadro
252 AO0A287GF18 HORVV Flap endonuclease 1 112.1 2 0 0 jadro, mitoch.
253 AO0A287NOH9_HORVV Uncharacterized protein 109.2 2 0 0 neznama
254 A0A287LVR5_HORVV Uncharacterized protein 108.2 2 1 0 neznama
255 AO0A287M5L3_HORVV Structural maintenance of chromosomes protein 108.2 3 0 0 chromosom
256 AO0A287FPI1_HORVV Uncharacterized protein 106.5 3 0 0 neznama
257 AO0A287E186 _HORVV Uncharacterized protein 105.2 2 0 0 jadro
258 AO0A287JFF5_HORVV S4 RNA-binding domain-containing protein 105.0 2 0 0 neznama
259 F2E1C6_HORVV Predicted protein 103.5 2 1 0 jadro
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260 AO0A287GMX9_HORVV FRIGIDA-like protein 102.8 2 0 0 neznama
261 AO0A287H5C2_HORVV Uncharacterized protein 101.9 2 0 0 neznama
262 MOXWD1_HORVV RRM domain-containing protein 101.8 2 1 0 jéadro
263 A0A287WU57_HORVV DNA topoisomerase | 101.6 2 0 0 chromosom
264 AO0A287E8A7_HORVV Ribosomal_L7Ae domain-containing protein 101.4 2 2 0 cytosol
265 AO0A287FQHO_HORVV D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 100.9 2 0 0 neznama
266 F2DLQ1_HORVV Predicted protein 994 3 0 0 jadro
267 AO0A2871TZ2_HORVV Isocitrate dehydrogenase [NADP] 99.0 1 0 0 neznama
268 A0A287UUH6_HORVV AAA domain-containing protein 98.0 2 0 0 neznama
269 AO0A287L1P0_HORVV Uncharacterized protein 97.0 2 0 0 neznama
270 F2DF98_HORVV Predicted protein 97.0 2 0 0 neznama
271 F2CWV0_HORVV Ribosomal protein L15 96.0 2 0 0 mitochondrie
272 A0A287QC25_HORVV RNA helicase 95.1 2 0 0 jadro
273 A0A287HY84 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 94.2 2 2 1 jadro
274 AO0A287XZC4_HORVV AAA domain-containing protein 94.2 1 0 0 cytoplasma
275 A0A287SNS5 HORVV Uncharacterized protein 94.1 2 0 0 neznama
276 A0A287TBG4_HORVV rRNA adenine N(6)-methyltransferase 93.8 2 0 0 neznama
277 AO0A287E1H8_HORVV Uncharacterized protein 935 1 1 1 jédro
278 AO0A287R5P7_HORVV RPOLD domain-containing protein 93.2 1 0 0 neznama
279 A0A287XWC0_HORVV Uncharacterized protein 92.7 2 0 0 neznama
280 AO0A287THWT5_HORVV Uncharacterized protein 92.4 1 0 0 neznama
281 MOXKG5_HORVV RuvB-like helicase 92.3 2 0 0 jadro
282 AO0A287TMW36_HORVV RNA helicase 92.0 2 0 0 neznama
283 A0A287P7X1_HORVV N-acetyltransferase domain-containing protein 91.7 2 0 0 jadro
284 AOA287ERJ5_HORVV Uncharacterized protein 91.4 2 0 0 neznama
285 AO0A287Q7C1_HORVV RRM domain-containing protein 91.2 1 0 0 jadro
286 F2CVE1l_HORVV Predicted protein 90.4 1 1 0 jadro
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287 AO0A287PNE2_HORVV Uncharacterized protein 90.4 1 0 0 jadro
288 AO0A287ISH2 HORVV Ribosomal_L23eN domain-containing protein 87.7 2 0 0 cytosol
289 AO0A287LZ83 HORVV DNA _pol_B_exol domain-containing protein 87.4 1 1 0 neznama
290 AO0A287UPJ5_HORVV MACPF domain-containing protein 87.4 1 0 0 neznama
291 AOA287TMN3_HORVV KH domain-containing protein 86.5 2 0 0 neznama
292 AO0A287VI52_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein ~ 84.7 2 1 0 neznama
293 A0A287VUK4 HORVV Ribosomal_S10 domain-containing protein 84.7 1 0 0 ribozom
294 AO0A287PJJ4 HORVV 40S ribosomal protein S3a 84.0 2 0 0 neznama
295 AQ0A287UZ41 HORVV Uncharacterized protein 83.2 2 0 0 neznama
296 AO0A287R8Q0 _HORVV DNA topoisomerase 6 subunit B 82.7 1 0 0 neznama
297 AO0A287S2F6_HORVV Uncharacterized protein 82.6 3 0 0 neznama
298 AO0A287T6J9 HORVV LsmAD domain-containing protein 78.4 2 0 0 neznama
299 AO0A287PSK9_HORVV Exostosin domain-containing protein 77.9 1 1 0 neznama
300 F2EB78 HORVV Predicted protein 76.3 2 0 0 neznama
301 F2DZM8 HORVV Predicted protein 75.5 1 0 0 neznama
302 AO0A287X1D2 HORVV Uncharacterized protein 74.3 1 0 0 jadro
303 AO0A287SS27_HORVV ADF-H domain-containing protein 73.9 2 0 0 neznama
304 AOQ0A287ESJ7_HORVV Uncharacterized protein 73.8 1 1 0 cytoskelet
305 AO0A287JV32_HORVV Uncharacterized protein 73.8 1 1 0 neznama
306 A0A287Q3V6_HORVV Uncharacterized protein 73.7 1 0 0 jadro
307 AOA287RYA7_HORVV Uncharacterized protein 73.6 2 1 0 neznama
308 A0A287JBC6_HORVV PPC domain-containing protein 72.7 1 1 0 neznama
309 AOA287L9R7_HORVV Uncharacterized protein 71.4 1 0 0 jadro
310 AO0A287MPL5 HORVV Uncharacterized protein 69.3 1 0 0 neznama
311 AO0A287LSL5 HORVV Uncharacterized protein 67.8 2 1 0 neznama
312 A0A287GU35 HORVV Uncharacterized protein 66.2 2 0 0 jadro
313 AO0A287DX42 HORVV Uncharacterized protein 65.9 2 1 1 neznama
314 AO0A287RKQ2_HORVV Uncharacterized protein 65.3 2 0 0 neznama
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1 AO0A287PPRO_HORVV Ribos_L4 asso_C domain-containing protein 261.6 16 0 0 cytosol
2 AO0A287HC21 _HORVV Nop domain-containing protein 253.63 21 2 1 jadro
3 A0A287GJ75_HORVV Nop domain-containing protein 253.53 22 2 1 jadro
4 AO0A287HAK5 HORVV Nop domain-containing protein 251.32 17 1 0 jadro
5 A0A287SS50_HORVV Uncharacterized protein 243.78 16 1 0 cytoplasma
6 AO0A287GP14_HORVV Histone H4 234.34 14 0 0 jadro
7 A0A287P8H2_HORVV Uncharacterized protein 229.49 14 1 1 neznama
8 AO0A287GKKO_HORVV Uncharacterized protein 228.74 14 0 0 neznama
9 AO0A287M388 HORVV Uncharacterized protein 220.24 13 0 0 cytoplasma
10 A0A287WS02_HORVV Uncharacterized protein 218.48 13 1 1 neznama
11 F2D483 HORVV 40S ribosomal protein S8 216.14 7 0 0 ribozom
12 A0A287V6Y4_HORVV Uncharacterized protein 214.99 13 0 0 jadro
13 A0A287ECT8_HORVV Cytosine-specific methyltransferase 214.03 22 0 0 jadro
14 A0A287V4M4_HORVV Uncharacterized protein 211.33 18 0 0 jadro
15 A0A287Vv449 HORVV Uncharacterized protein 208.21 16 0 0 jadro
16 AO0A287GOH6_HORVV Histone H2B 204.31 10 0 0 jadro
17 A0A287FQR7_HORVV Histone H2B 202.81 10 0 0 jadro
18 A0A287HH01 HORVV PUA domain-containing protein 202.46 16 2 0 neznama
19 AO0A287HHC4_HORVV PUA domain-containing protein 201.92 16 2 0 jadro
20 A0A287U800 HORVV Gp_dh_N domain-containing protein 198.81 10 0 0 cytosol
21 AO0A287L367 HORVV Uncharacterized protein 198.18 8 0 0 neznama
22 A0A287XSX0_HORVV Histone H2B 196.69 11 0 0 jadro
23 AO0A287NVX2_HORVV Nop domain-containing protein 192.73 10 1 0 neznama
24 A0A287P9J5_HORVV Uncharacterized protein 189.76 8 0 0 neznama
25 AO0A287E4A5_HORVV DNA helicase 185.42 15 2 2 jadro
26 A0A287K4S5 HORVV Uncharacterized protein 183.46 17 0 0 jadro
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27 AO0A287WXI0_HORVV Ribosomal_S13_N domain-containing protein 178.36 12 0 0 jadro, cytosol
28 AO0A287TWXF2_HORVV Ribosomal_S13_N domain-containing protein 178.36 12 0 0 jadro, cytosol
29 MO0X5Z0 HORVV Uncharacterized protein 178 9 0 0 neznama
30 A0A287JEF8_HORVV Adenosylhomocysteinase 177.1 15 1 1 cytosol
31 AO0A287JES9_HORVV Adenosylhomocysteinase 172.26 12 1 1 cytosol
32 A0A287U6A1 HORVV Uncharacterized protein 171.39 11 1 1 ribozom
33 F2DJI3_HORVV Predicted protein 170.18 9 0 0 jadro
34 A0A287EV33_HORVV Chromatin-remodeling complex ATPase 168.77 15 0 0 jadro
35 AO0A287MX97_HORVV Uncharacterized protein 167.98 5 0 0 neznama
36 AO0A287G411_HORVV DNA helicase 167.13 13 2 1 jadro
37 A0A287UEZ1_HORVV S-adenosylmethionine synthase 167.01 7 0 0 neznama
38 A0A287XRF0_HORVV Uncharacterized protein 166.84 8 0 0 neznama
39 A0A287NGL9 HORVV Uncharacterized protein 166.05 8 0 0 cytosol
40 AO0A287P564 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 165.32 13 0 0 neznama
41 A0A287RRJ0O_HORVV HATPase_c domain-containing protein 164.63 14 1 1 neznama
42 AO0A287UM83_HORVV SAM_MT_RSMB_NOP domain-containing protein 163.31 9 1 1 neznama
43 A0A287VWPO_HORVV Histone H2A 163.28 8 0 0 jadro
44 A0A287TI29_HORVV CPSF_A domain-containing protein 163.22 12 0 0 jadro
45 A0A287GU54 HORVV C2H2-type domain-containing protein 162.71 4 0 0 neznama
46 A0A287EPE2_HORVV Uncharacterized protein 162.66 10 0 0 neznama
47 A0A287H6S9 HORVV CP-type G domain-containing protein 159.44 8 0 0 jadro
48 F2DIR3_HORVV 40S ribosomal protein S4 158.75 9 0 0 ribozom
49 AO0A287P7S3_HORVV Histone H2A 157.86 7 0 0 jadro
50 AOA287FYG9_HORVV DNA helicase 156.84 11 0 0 jadro
51 MOVIF1 HORVV Uncharacterized protein 155.44 6 0 0 ribozom
52 A0A287QVI3_HORVV Uncharacterized protein 155.2 8 0 0 cytosol
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53 AO0A287JG74_HORVV Uncharacterized protein 154.44 7 0 0 ribozom
54 A0A287FAD4 HORVV Uncharacterized protein 152.14 8 0 0 ribozom
55 AO0A287FRQ6_HORVV Uncharacterized protein 151.77 9 1 1 neznama
56 AO0A287FFF9 HORVV Uncharacterized protein 151.21 6 0 0 cytoskelet
57 MOXGG9_HORVV Uncharacterized protein 151.21 6 0 0 cytoskelet
58 AO0A287F0S2_HORVV Uncharacterized protein 150.53 6 0 0 cytosol
59 AO0A287GM61_HORVV Ubiquitin-like domain-containing protein 150.41 8 2 0 ribozom
60 AO0A287RUX0_HORVV Ribosomal_L7Ae domain-containing protein 150.38 5 0 0 cytosol
61 AO0A287XVY8 HORVV Histone H4 149.49 6 0 0 jadro
62 A0A287U0I6_ HORVV Uncharacterized protein 148.97 5 0 0 jadro
63 AO0A287SM79_HORVV H15 domain-containing protein 147.92 11 0 0 jadro
64 MOWIEO HORVV Nucleolar GTP-binding protein 1 147.87 11 0 0 jadro
65 A0A287UY47_HORVV Uncharacterized protein 147.85 8 0 0 ribozom
66 MOXEX8_HORVV Uncharacterized protein 147.11 8 1 1 jadro, cytosol
67 AO0A287QAA5 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 146.35 4 0 0 neznama
68 AO0A2871V68 HORVV Predicted protein 145.89 6 0 0 cytosol
69 AO0A287Q5M5 HORVV Uncharacterized protein 145.39 6 0 0 cytoskelet
70 F2D3Q4 HORVV Predicted protein 144.7 6 0 0 ribozom
71 A0A287P673_HORVV Elongation factor 1-alpha 144.28 11 0 0 neznama
72 F2CSX2_HORVV 60S ribosomal protein L18a 144.05 7 0 0 ribozom
73 A0A287TMDR1 HORVV DEK_C domain-containing protein 143.72 7 1 0 jadro
74 AO0A287IFH6_HORVV Uncharacterized protein 142.74 6 0 0 ribozom
75 AO0A287U2E9 HORVV 40S ribosomal protein S24 142.35 5 1 0 ribozom
76 F2EAU8 HORVV Predicted protein 141.7 7 0 0 cytosol
77 A0A287IKX4_HORVV Histone H3 140.99 10 0 0 jadro
78 F2CRK3_HORVV Predicted protein 140.87 6 0 0 cytoskelet

120



Piilohova tabulka I'V: VSechny identifikované proteiny z G2 jader jeémene. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0. (pokracovaini)

) Pocet Poé,et Bunééné
& Pristupovy kéd Nézev proteinu Skére Pofet g movych - lokalizace
peptida . . Stépnych podle
peptidu mist UniProt
79 AO0A287GJ71_HORVV ATP synthase subunit beta 140.75 9 1 1 mitochondrie
80 AO0A287W5EQ0 HORVV Uncharacterized protein 140.15 4 0 0 neznama
81 A0A287JBTO_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 139.81 9 1 1 jadro
82 AO0A287X8K8 HORVV 40S ribosomal protein S24 139.57 6 1 1 ribozom
83 A0A2875V58 HORVV Tr-type G domain-containing protein 138.8 8 0 0 neznama
84 AO0A287PWT2_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 138.53 8 0 0 neznama
85 AO0A287QS34_HORVV DNA replication licensing factor MCM7 138.32 9 0 0 jadro
86 AO0A287PH36 HORVV Histone domain-containing protein 137.68 12 0 0 jadro
87 A0A287UR54 _HORVV Uncharacterized protein 136.73 6 0 0 neznama
88 AO0A287GGY5 HORVV Tubulin alpha chain 136.48 5 0 0 cytoskelet
89 A0A287QR85 HORVV Histone H2A 136.01 4 0 0 jadro
90 AO0A287QLG6 HORVV Ribosomal_L2_C domain-containing protein 134.51 8 0 0 cytosol
91 AO0A287QBV1_HORVV LisH domain-containing protein 134.45 5 0 0 jadro
92 MOXA42 HORVV Uncharacterized protein 133.69 9 0 0 neznama
93 AO0A287H8R8_HORVV Uncharacterized protein 133.43 4 0 0 ribozom
94 AOA287MTW9_HORVV Histone H2A 133.22 7 0 0 jadro
95 AO0A287SMI1_HORVV H15 domain-containing protein 133.11 7 0 0 jadro
96 AO0A287JWA7_HORVV Uncharacterized protein 132.22 6 0 0 ribozom
97 AO0A287EA93 HORVV Ribosome biogenesis protein BOP1 homolog 131.74 5 0 0 jadro
98 AO0A287X7A3_HORVV Uncharacterized protein 131 6 0 0 neznama
99 MOXRQ5 _HORVV PUM-HD domain-containing protein 129.32 6 0 0 neznama
100 AO0A287RZ19 HORVV Uncharacterized protein 129.08 10 0 0 jédro
101 AO0A287SHT8 HORVV Tubulin beta chain 128.88 9 0 0 cytoskelet
102 MOXVQ1_HORVV PUM-HD domain-containing protein 128.77 6 1 0 neznama
103 A0A287TMPZ0_HORVV S10_plectin domain-containing protein 128.61 4 0 0 cytosol
104 F2D5P0_HORVV Peptidylprolyl isomerase 128.27 7 0 0 neznama
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105 AO0A287LTT9 _HORVV Tubulin beta chain 127.76 9 0 0 cytoskelet
106 M0Z1R8 HORVV Uncharacterized protein 127.37 4 0 0 neznama
107 A0A287Q9M9_HORVV Meth_synt_2 domain-containing protein 126.1 5 0 0 neznama
108 MOYH86_HORVV 14 3 3 domain-containing protein 124.62 7 0 0 neznama
109 A0A287GU29 HORVV Uncharacterized protein 124.47 5 0 0 jadro
110 AO0A287TPD0_HORVV Tubulin beta chain 123.68 9 0 0 cytoskelet
111 AO0A287TCEO_HORVV Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 122.77 4 0 0 neznama
112 A0A28710F3_HORVV Ribosomal protein L15 122.48 4 0 0 ribozom
113 A0A2875943 HORVV Ribosomal_L18 ¢ domain-containing protein 122.34 7 1 1 cytosol
114 F2EK54_HORVV Histone H2A 121.91 5 0 0 jadro
115 F2EFR1_HORVV 40S ribosomal protein S6 121.58 6 1 1 ribozom
116 A0A287GX22 HORVV Uncharacterized protein 121.27 3 0 0 neznama
117 AO0A287H2A2_HORVV 40S ribosomal protein S6 120.54 5 0 0 ribozom
118 A0A287XUH7_HORVV Histone H2A 120.45 4 0 0 jadro
119 AO0A287NJKO0_HORVV Uncharacterized protein 120.01 6 0 0 ribozom
120 F2DVU2_HORVV 60S ribosomal protein L13 119.75 5 0 0 cytosol
121 AO0A287QUE3_HORVV KH type-2 domain-containing protein 119.44 5 0 0 ribozom
122 AO0A287EJ86_HORVV Histone H2A 119.41 6 0 0 jadro
123 A0A287MGX2_HORVV Histone H2A 118.42 4 0 0 jadro
124 F2E6K2_HORVV Predicted protein 11839 9 0 0 ribozom
125 MOXCF8 _HORVV Uncharacterized protein 118.38 5 0 0 cytosol
126 AO0A287WXA1l_HORVV Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 117.85 5 0 0 cytosol
127 AO0A287RTV4_HORVV Uncharacterized protein 117.78 4 0 0 cytosol
128 F2DLH6_HORVV Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 117.25 3 0 0 jadro
129 A0A287J8A4 _HORVV Uncharacterized protein 116.76 3 0 0 cytosol
130 A0A287PKP5_HORVV RNA cytidine acetyltransferase 116.39 5 0 0 jadro

122



Piilohova tabulka I'V: VSechny identifikované proteiny z G2 jader jeémene. Vyhodnoceno v programu PEAKS Studio 8.0. (pokracovaini)

) Potet Poé’et Bunééné
¢. Piistupovy kod Nizev proteinu Skore Poc_eto odf. 0 Vy,Ch lokalizace
peptida peptidii Stépnych pc_)d le
mist UniProt
131 AO0A287E9F9_HORVV Uncharacterized protein 116.22 4 1 0 neznama
132 MOUFA2_HORVV 60S ribosomal protein L18 116.21 5 0 0 ribozom
133 F2CVv88_HORVV 40S ribosomal protein S26 116.05 3 0 0 ribozom
134 A0A287GN28 HORVV Putative rRNA methyltransferase 115.23 6 0 0 jadro
135 A0A287TJGO_HORVV Histone H2A 114.22 4 0 0 jadro
136 MOY9M2_HORVV Ribosome biogenesis regulatory protein 113.76 5 0 0 jadro
137 AO0A287XJY4_HORVV Histone H2A 113.12 6 0 0 jadro
138 AO0A287PJA9_HORVV Histone H2B 113.05 4 0 0 jadro
139 AO0A287J4T4_HORVV Ribosomal_S17_N domain-containing protein 112.47 7 2 1 ribozom
140 AO0A287HI98 HORVV S4 RNA-binding domain-containing protein 112.4 7 0 0 ribozom
141 A0A287V776_HORVV Histone H2A 111.47 4 0 0 jadro
142 AO0A287M5E0_HORVV Fructose-bisphosphate aldolase 110.2 5 0 0 cytosol
143 A0A287F174 HORVV DNA helicase 109.99 13 0 0 jadro
144 MOWXS7_HORVV Histone H2A 109.09 4 0 0 jadro
145 AO0A287N2R5_HORVV Uncharacterized protein 108.88 4 0 0 neznama
146 A0A287NXV6_HORVV H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 107.41 2 0 0 jadro
147 MOYT09_HORVV Uncharacterized protein 106.62 5 0 0 jadro
148 A0A287T138 HORVV Uncharacterized protein 105.88 5 0 0 neznama
149 A0A287J037_HORVV H15 domain-containing protein 105.86 5 0 0 jadro
150 A0A287WYD8 HORVV Uncharacterized protein 104.78 3 0 0 neznama
151 A0A287X534_HORVV GTP-binding nuclear protein 104.35 3 0 0 jadro
152 F2DWT3_HORVV 60S ribosome subunit biogenesis protein NIP7 homolog 103.63 4 0 0 jadro, cytosol
153 AO0A287FPI1_HORVV Uncharacterized protein 103.27 6 0 0 neznama
154 AO0A287EYB0_HORVV Ribosomal_L16 domain-containing protein 102.94 4 0 0 ribozom
155 A0A287QDA6_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 102.43 5 0 0 neznama
156 F2DBD4 HORVV 60S acidic ribosomal protein PO 101.37 4 0 0 cytosol
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¢. Piistupovy kod Niazev proteinu Skore Poc.eto L vy’ch lokalizace
peptida peptidii Stépnych p(?dle
mist UniProt
157 A0A287QBZ5 HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 101.1 6 0 0 neznama
158 A0A287K7G2_HORVV Ribosomal_S7 domain-containing protein 101.09 3 0 0 ribozom
159 AO0A287ENG4 _HORVV Ribosome biogenesis regulatory protein 100.87 7 0 0 jadro
160 AO0A287IRQ2_HORVV Uncharacterized protein 100.54 5 0 0 jadro
161 AO0A287P2B4_HORVV Uncharacterized protein 98.73 4 0 0 jadro
162 A0A287XZ38 HORVV RRM domain-containing protein 98.36 2 0 0 neznama
163 M0X877_HORVV S4 RNA-binding domain-containing protein 98.18 2 0 0 jadro, cytosol
164 AO0A287Y1E4 HORVV HMG box domain-containing protein 97.73 3 0 0 jadro
165 AO0A287ISF6_HORVV Uncharacterized protein 97.62 3 0 0 jadro
166 F2CSC5 HORVV Ribosomal protein L19 97.52 7 0 0 cytosol
167 AO0A287WTF4_HORVV Uncharacterized protein 97.12 4 0 0 cytosol
168 A0A287KYK4_HORVV DNA helicase 95.8 8 1 0 jadro
169 AO0A191TDI3_HORVV ATP synthase subunit alpha 95.68 5 0 0 mitochondrie
170 AO0A287M355 HORVV 60S ribosomal protein L36 95.55 6 0 0 ribozom
171 AO0A287NTX9 HORVV U2 snRNP auxiliary factor large subunit 95.25 3 0 0 jadro
172 AO0A287U0C3_HORVV Uncharacterized protein 94.54 3 0 0 neznama
173 A0A287PJJ4 HORVV 40S ribosomal protein S3a 94.43 4 0 0 neznama
174 MOVW82_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 93.52 5 0 0 neznama
175 A0A287KGA9 HORVV Uncharacterized protein 93.34 7 0 0 neznama
176 A0A287U945 HORVV Uncharacterized protein 93.28 4 0 0 jadro
177 AO0A287FBY7_HORVV Uncharacterized protein 93.19 7 0 0 neznama
178 AO0A287MDN3_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 91.94 3 0 0 neznama
179 AO0A287LAY1 HORVV Uncharacterized protein 91.68 3 1 0 ribozom
180 A0A287UQV6_HORVV DCD domain-containing protein 90.89 4 0 0 neznama
181 A0A287THA8 HORVV Uncharacterized protein 90.87 9 0 0 jadro
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peptidi peptidii §tépnych p(?dle
mist UniProt
182 MOWA37_HORVV Uncharacterized protein 90.22 3 0 0 neznama
183 AO0A287Q720 HORVV Enolase_C domain-containing protein 90.16 3 0 0 cytosol
184 A0A287RK86 HORVV Uncharacterized protein 89.71 2 0 0 ribozom
185 MOvVQD4_HORVV RRM domain-containing protein 89.02 2 0 0 neznama
186 AO0A287WPQ1 HORVV 60S ribosomal protein L27 88.77 4 0 0 cytosol
187 AO0A287JElI4 HORVV Uncharacterized protein 87.59 5 1 1 neznama
188 AO0A287NYC5 _HORVV Brix domain-containing protein 86.63 4 0 0 ribozom
189 AO0A287P4K2_HORVV AAA domain-containing protein 86.52 2 0 0 cytoplasma
190 AO0A287XCG7_HORVV Sas10 domain-containing protein 86.09 2 0 0 neznama
191 AO0A287EWK4_HORVV Ribosomal_L18e/L15P domain-containing protein 86.08 5 0 0 ribozom
192 A0A287W5H4 HORVV Uncharacterized protein 85.91 5 0 0 neznama
193 AO0A287N0OI1_HORVV Ribonuclease 85.1 3 0 0 neznama
194 A0A287JGQ2_HORVV Uncharacterized protein 84.16 2 0 0 cytoplasma
195 AO0A287SE16_HORVV UDP-glucose 6-dehydrogenase 83.8 3 0 0 neznama
196 AO0A287QL44_HORVV RRM domain-containing protein 83.47 5 0 0 neznama
197 A0A287TJF3_HORVV Histone H2A 82.39 3 0 0 jadro
198 A0A287Q706_HORVV Uncharacterized protein 82.07 3 0 0 cytosol
199 A0A287SBF4_HORVV Histone H2A 81.14 3 0 0 jadro
200 AO0A287LBV2_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 80.89 2 0 0 neznama
201 F2DJG1_HORVV Predicted protein 79.83 4 0 0 neznama
202 MOW8A5 HORVV Uncharacterized protein 79.57 3 0 0 neznama
203 AO0A287N819 HORVV Uncharacterized protein 79.38 2 0 0 neznama
204 F2EH36_HORVV Predicted protein 79.28 1 0 0 jadro
205 MOVYX8 HORVV Uncharacterized protein 79.17 5 0 0 cytosol
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206 A0A287P4C4 HORVV 40S ribosomal protein S7 78.51 5 1 0 ribozom
207 AO0A287SM27_HORVV Uncharacterized protein 78.23 2 2 1 neznama
208 AQ0A287MP25_HORVV RRM domain-containing protein 78.22 3 0 neznama
209 AQ0A287R602_HORVV RPOLD domain-containing protein 77.58 2 0 0 neznama
210 A0A287VQM4 HORVV PINc domain-containing protein 76.95 2 0 0 neznama
211 A0A287QUS2 HORVV Uncharacterized protein 76.08 4 0 0 jadro
212 AO0A287PMB6_HORVV Uncharacterized protein 74.92 4 0 0 neznama
213 AO0A287PL69 HORVV Uncharacterized protein 74.92 4 0 0 neznama
214 A0A287XBB0_HORVV Replication factor C subunit 1 73.98 4 0 0 jadro
215 AQ0A287J0L6_HORVV AAA domain-containing protein 73.44 2 0 0 neznama
216 AO0A287LG02_HORVV WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 72.94 4 0 0 jadro
217 A0A287L9Q1 HORVV Uncharacterized protein 72.92 2 0 0 jadro
218 A0A287URA3_HORVV TPR_MLP1_2 domain-containing protein 72.69 2 0 0 neznama
219 AO0A287R386_HORVV Ribosome assembly factor mrt4 71.74 4 0 0 jadro
220 F2CWV0_HORVV Ribosomal protein L15 71.19 2 0 0 mitochondrie
221 AO0A287UIU4_HORVV DNA topoisomerase 2 70.72 4 0 0 neznama
222 A0A287PE94 HORVV Uncharacterized protein 70.36 4 0 0 neznama
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Piilohova tabulka V: VSechny identifikované proteiny z povlaku tvarizku, pfi jejichZ analyze bylo pouzito ¢inidlo 2-bromethylamin. Vyhodnoceno
programem ProteinScape 3.1

- Pocet
Pocet Pocet novych
¢.  Pristupovy kod Nazev proteinu Skore AR C v S
peptidu . 1o Stépnych
peptidi ,
mist

1 CASAl_BOVIN Alpha-S1-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN1S1 PE=1 SV=2 1196.1 18 0 0

2 ALBU_BOVIN Serum albumin OS=Bos taurus OX=9913 GN=ALB PE=1 SV=4 1055.4 18 1 1

3 LACB_BOVIN Beta-lactoglobulin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LGB PE=1 SV=3 848.5 14 1 0

4 CASA2_BOVIN Alpha-S2-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN1S2 PE=1 SV=2 663.9 11 1 1

5 LACB_CAPHI Beta-lactoglobulin OS=Capra hircus 0X=9925 GN=LGB PE=1 SV=2 622.9 10 0 0

6 ALBU_SHEEP Serum albumin OS=Ovis aries OX=9940 GN=ALB PE=1 SV=1 526.8 9 1 1

7 TRFL_BOVIN Lactotransferrin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LTF PE=1 SV=2 485.2 11 2 0

8 CASB_BOVIN Beta-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN2 PE=1 SV=2 481.5 6 0 0

9 LALBA_BOVIN Alpha-lactalbumin OS=Bos taurus OX=9913 GN=LALBA PE=1 SV=2 454.2 7 3 0

10 RL7 _PSYCK 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) OX=335284 266.6 3 0 0
GN=rplL PE=3 SV=1

11 CASK _BOVIN Kappa-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN3 PE=1 SVv=1 246.3 4 0 0

12 TPIS_LACDA  Triosephosphate isomerase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 11842/ 231.9 3 0 0
DSM 20081 / JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=tpiA PE=3 SV=1

13 RL7_LACDA 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 207.8 4 0 0
11842 / DSM 20081 / JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=rplL PE=3
Sv=1

14 RS27B_SCHPO Ubiquitin-40S ribosomal protein S27b OS=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / ATCC 207.3 4 1 0
24843) OX=284812 GN=ubi5 PE=1 S\VV=2

15 DBH_STRMU  DNA-binding protein HU OS=Streptococcus mutans serotype c (strain ATCC 700610 / UA159) 174.6 3 0 0
0X=210007 GN=hup PE=1 SV=1

16 MFGM_BOVIN Lactadherin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=MFGES8 PE=1 SV=2 168.7 4 0 0
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Piilohova tabulka V: VSechny identifikované proteiny z povlaku tvarizku, pfi jejichZ analyze bylo pouzito ¢inidlo 2-bromethylamin. Vyhodnoceno
programem ProteinScape 3.1. (pokracovani)

- Pocet
Pocet Pocet novych
¢.  Pristupovy kod Nazev proteinu Skore L e C e D,
peptidu . 1. Stépnych
peptidi .
mist

17 G3P_LACDE  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 166.8 3 0 0
0OX=1585 GN=gap PE=3 SVV=1

18 ENO_LACDA Enolase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 11842 / DSM 20081 / 160.1 3 0 0
JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) 0X=390333 GN=eno PE=3 SV=1

19 RL1_ACIAD 50S ribosomal protein L1 OS=Acinetobacter baylyi (strain ATCC 33305/ BD413 / ADP1) 149.9 2 0 0
0X=62977 GN=rplA PE=3 SV=1

20 CH60 _PSYA2 60 kDa chaperonin OS=Psychrobacter arcticus (strain DSM 17307 / 273-4) OX=259536 143.4 3 0 0
GN=groL PE=3 SV=1

21 PERL_BOVIN Lactoperoxidase OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LPO PE=1 SV=1 141.8 3 0 0

22 MPAC_PENBR Non-reducing polyketide synthase mapC OS=Penicillium brevicompactum OX=5074 140.0 3 0 0
GN=mpaC PE=1 SV=1

23 BIP_DEBHA Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Debaryomyces hansenii (strain ATCC 36239 /CBS 139.9 1 0 0
767 / JCM 1990 / NBRC 0083 / IGC 2968) OX=284592 GN=KAR2 PE=3 SV=1

24 KPYK_LACDE Pyruvate kinase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus OX=1585 GN=pyk PE=1 134.7 3 0 0
Sv=3

25 RL1 _PSYWF  50S ribosomal protein L1 OS=Psychrobacter sp. (strain PRwf-1) OX=349106 GN=rplA PE=3  117.6 2 0 0
Sv=1

26 FIBA_BOVIN Fibrinogen alpha chain OS=Bos taurus OX=9913 GN=FGA PE=1 SV=5 120.4 1 0 0

27 F12A1_BOVIN Factor Xlla inhibitor OS=Bos taurus 0X=9913 PE=1 SV=1 117.1 2 0 0

28 CASA2_SHEEP Alpha-S2-casein OS=0vis aries OX=9940 GN=CSN1S2 PE=2 SV=1 114.3 2 1 0

29 TSP1_BOVIN  Thrombospondin-1 OS=Bos taurus OX=9913 GN=THBS1 PE=2 SV=2 114.3 1 0 0

30 EFTU_LACDA Elongation factor Tu OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 11842/ 110.0 2 0 0
DSM 20081 / JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=tuf PE=3 SV=1

31 CISY_CANTR Citrate synthase, mitochondrial OS=Candida tropicalis OX=5482 GN=CIT PE=3 SV=1 109.2 3 0 0
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32 FADB_ESCF3 Fatty acid oxidation complex subunit alpha OS=Escherichia fergusonii (strain ATCC 35469/ 108.7 1 0 0
DSM 13698 / CDC 0568-73) OX=585054 GN=fadB PE=3 SV=1

33 DOM34_YEAST Protein DOM34 OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288¢) OX=559292 106.9 2 0 0
GN=DOM34 PE=1 SV=2

34 ENO_KLULA Enolase OS=KIluyveromyces lactis (strain ATCC 8585/ CBS 2359 / DSM 70799 / NBRC 106.7 2 0 0
1267 / NRRL Y-1140 / WM37) OX=284590 GN=ENO PE=3 SV=1

35 RL29 PSYAZ2 50S ribosomal protein L29 OS=Psychrobacter arcticus (strain DSM 17307 / 273-4) 100.1 2 0 0
0X=259536 GN=rpmC PE=3 SV=1

36 RL3 GLUOX 50S ribosomal protein L3 OS=Gluconobacter oxydans (strain 621H) OX=290633 GN=rpIC 99.4 2 0 0
PE=3SVv=1

37 AMBP_BOVIN  Protein AMBP OS=Bos taurus 0X=9913 GN=AMBP PE=1 SV=2 98.0 1 0 0

38 INO80_SCHPO  Chromatin-remodeling ATPase INO80 OS=Schizosaccharomyces pombe (strain 972/ ATCC  94.9 2 0 0
24843) OX=284812 GN=ino80 PE=1 S\VV=4

39 IPSP_BOVIN Plasma serine protease inhibitor OS=Bos taurus OX=9913 GN=SERPINA5 PE=1 SV=1 89.3 2 0 0

40 SMC4 _SCHPO  Structural maintenance of chromosomes protein 4 OS=Schizosaccharomyces pombe (strain 88.4 1 0 0
972 | ATCC 24843) OX=284812 GN=cut3 PE=1 SV=2

41 SG1D _BOVIN Secretoglobin family 1D member OS=Bos taurus OX=9913 GN=SCGB1D PE=3 SV=2 88.1 2 0 0

42 LALBA PIG Alpha-lactalbumin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LALBA PE=1 SV=2 86.4 1 1 0

43 OTC_LACRD Ornithine carbamoyltransferase OS=Lactobacillus reuteri (strain DSM 20016) OX=557436 82.1 1 0 0
GN=arcB PE=3 SV=1

44 DAPE_PSEAB  Succinyl-diaminopimelate desuccinylase OS=Pseudomonas aeruginosa (strain UCBPP-PA14) 76.8 2 0 0
0X=208963 GN=dapE PE=3 SV=1

45 CTHL4_BOVIN Cathelicidin-4 OS=Bos taurus OX=9913 GN=CATHL4 PE=1 SV=1 76.8 1 0 0

46 PIGR_BOVIN Polymeric immunoglobulin receptor OS=Bos taurus 0X=9913 GN=PIGR PE=2 SV=1 74.4 2 0 0
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Piilohova tabulka VI: VSechny identifikované proteiny z povlaku tvartizku, pfi jejichZ analyze bylo pouZito ¢inidlo 2-bromethylamin. Vyhodnoceno
programem PEAKS Studio 8.0.

- Pocet
Pocet Pocet novych
¢ Pristupovy kod Nazev proteinu Skore A C e U,
peptidu . .. Stépnych
peptidii .
mist

1 CASA1_BOVIN  Alpha-Sl-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN1S1 PE=1 S\VV=2 250.16 34 0 0

2 ALBU BOVIN Serum albumin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=ALB PE=1 SV=4 250.08 19 1 0

3 LACB_BOVIN Beta-lactoglobulin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LGB PE=1 SV=3 24880 24 1 1

4 LALBA BOSMU Alpha-lactalbumin OS=Bos mutus grunniens OX=30521 GN=LALBA PE=2 SV=1 206.34 13 7 4

5 CASK_BOVIN Kappa-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN3 PE=1 SV=1 203.46 19 0 0

6 ALBU_SHEEP Serum albumin OS=0Ovis aries OX=9940 GN=ALB PE=1 SV=1 175.84 9 1 0

7 CASB_BOVIN Beta-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN2 PE=1 SV=2 175.64 13 0 0

8 CASB_BUBBU Beta-casein OS=Bubalus bubalis 0X=89462 GN=CSN2 PE=2 SV=1 175.64 13 0 0

9 TRFL_BOVIN Lactotransferrin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LTF PE=1 SV=2 171.44 9 2 0

10 CASA2_BOVIN  Alpha-S2-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN1S2 PE=1 SV=2 169.33 15 1 1

11 RL7_LACDA 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain 127.98 5 0 0
ATCC 11842 / DSM 20081 / JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333
GN=rplL PE=3 SV=1

12 ENO_LACDA Enolase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 11842 / DSM 121.66 3 0 0
20081 /JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=eno PE=3 SV=1

13 DBH_STRMU DNA-binding protein HU OS=Streptococcus mutans serotype ¢ (strain ATCC 700610/  108.42 3 0 0
UA159) OX=210007 GN=hup PE=1 SV=1

14 TPIS_LACDB Triosephosphate isomerase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain 106.77 3 0 0
ATCC BAA-365) 0X=321956 GN=tpiA PE=3 SV=1

15 G3P_LACDE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. 104.77 3 0 0

bulgaricus OX=1585 GN=gap PE=3 SV=1
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Piilohova tabulka VI: VSechny identifikované proteiny z povlaku tvartizku, pfi jejichZ analyze bylo pouZito ¢inidlo 2-bromethylamin. Vyhodnoceno
programem PEAKS Studio 8.0. (pokracovani)

- Pocet
Pocet Pocet novych
¢. Piistupovy kod Nazev proteinu Skore . 1o wx
peptidu . .o Stépnych
peptidi .
mist
16 UBI1P_CANAX Polyubiquitin OS=Candida albicans OX=5476 GN=UBI1 PE=1 SV=1 100.45 3 0 0
17 RL7_PSYCK 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) 97.95 3 0 0
0X=335284 GN=rplL PE=3 SV=1
18 PIGR_BOVIN Polymeric immunoglobulin receptor OS=Bos taurus OX=9913 GN=PIGR PE=2 96.17 4 0 0
Sv=1
19 RL1 _ACIAD 50S ribosomal protein L1 OS=Acinetobacter baylyi (strain ATCC 33305/ BD413/  96.16 2 0 0
ADP1) OX=62977 GN=rplA PE=3 SV=1
20 PERL_BUBBU Lactoperoxidase OS=Bubalus bubalis 0X=89462 GN=LPO PE=1 SV=1 94.73 3 0 0
21 MFGM_BOVIN Lactadherin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=MFGES8 PE=1 SV=2 88.46 3 0 0
22 RL5 MYCSK 50S ribosomal protein L5 OS=Mycobacterium sp. (strain KMS) OX=189918 88.06 2 0 0
GN=rplE PE=3 SV=1
23 KPYK_LACDE Pyruvate kinase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus OX=1585 GN=pyk 87.49 3 0 0
PE=1SV=3
24 TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa OX=9823 PE=1 SV=1 85.51 6 0 0
25 RL7_CLAMS 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus 83.70 2 0 0
(strain ATCC 33113/ DSM 20744 / JCM 9667 / LMG 2889 / C-1) OX=31964
GN=rplL PE=3 SV=1
26 PYR_KLULA Inorganic pyrophosphatase OS=Kluyveromyces lactis (strain ATCC 8585 / CBS 82.37 1 0 0
2359 / DSM 70799 / NBRC 1267 / NRRL Y-1140 / WM37) OX=284590 GN=IPP1
PE=3 S\V=2
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Piilohova tabulka VII: VSechny identifikované proteiny z povlaku tvartzku, pfi jejichz analyze bylo pouzito ¢inidlo 2-jodacetamid. Vyhodnoceno v

programu PEAKS Studio 8.0.

Pocet Pocet
¢. Pristupovy kéd Nazev proteinu Skére .. modf
peptidu .
peptidu
1 ALBU_BOVIN Serum albumin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=ALB PE=1 SV=4 292.12 29 9
2 TRFL_BOVIN Lactotransferrin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LTF PE=1 SV=2 248.97 17 8
3 CASAl1l BOVIN Alpha-S1-casein OS=Bos taurus 0X=9913 GN=CSN1S1 PE=1 SV=2 242.43 21 0
4 LACB_BOVIN Beta-lactoglobulin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LGB PE=1 S\VV=3 235.54 15 3
5 LALBA_BOVIN Alpha-lactalbumin OS=Bos taurus OX=9913 GN=LALBA PE=1 SV=2 229.67 14 7
6 CASK BOVIN Kappa-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN3 PE=1 SVv=1 227.78 22 0
7 TRFL_CAPHI Lactotransferrin OS=Capra hircus 0X=9925 GN=LTF PE=1 SV=1 195.18 10 5
8 PERL_BOVIN Lactoperoxidase OS=Bos taurus 0X=9913 GN=LPO PE=1 SV=1 194.98 11 4
9 CASB_BOVIN Beta-casein OS=Bos taurus 0X=9913 GN=CSN2 PE=1 SV=2 188.86 9 0
10 CASA2_BOVIN Alpha-S2-casein OS=Bos taurus OX=9913 GN=CSN1S2 PE=1 SV=2 186.85 17 5
11 CASB_SHEEP Beta-casein OS=0Ovis aries 0X=9940 GN=CSN2 PE=1 SV=3 183.68 8 0
12 CASB_CAPHI Beta-casein OS=Capra hircus 0X=9925 GN=CSN2 PE=2 SV=1 183.68 8 0
13 RL5 PSYCK 50S ribosomal protein L5 OS=Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) OX=335284 181.96 9 0
GN=rplE PE=3 SV=1
14 PIGR_BOVIN Polymeric immunoglobulin receptor OS=Bos taurus 0X=9913 GN=PIGR PE=2 SV=1 170.24 6 2
15 ENO_LACDA Enolase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 11842 / DSM 20081/  165.50 5 0
JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=eno PE=3 SV=1
16 ALBU_FELCA Serum albumin OS=Felis catus OX=9685 GN=ALB PE=1 SV=1 163.76 5
17 ACON_YEAST Aconitate hydratase mitochondrial OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / 149.94 4
S288c) OX=559292 GN=ACO1 PE=1 SV=2
18 MFGM_BOVIN Lactadherin OS=Bos taurus 0X=9913 GN=MFGE8 PE=1 SV=2 147.36 6 1
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peptidu .
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19 ACON_CANAL Aconitate hydratase mitochondrial OS=Candida albicans (strain SC5314 / ATCC MYA- 136.04 5 0
2876) OX=237561 GN=ACO1 PE=1 SV=2
20 G3P_LACDE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. 127.08 5 0
bulgaricus OX=1585 GN=gap PE=3 SV=1
21 UBI1P_CANAX Polyubiquitin OS=Candida albicans OX=5476 GN=UBI1 PE=1 SV=1 126.11 4 0
22 CO7_BOVIN Complement component C7 OS=Bos taurus OX=9913 GN=C7 PE=2 SV=1 125.85 4 2
23 CO3_BOVIN Complement C3 OS=Bos taurus 0X=9913 GN=C3 PE=1 SV=2 125.11 4 3
24 TRFE_BOVIN Serotransferrin OS=Bos taurus OX=9913 GN=TF PE=2 SV=1 124.87 5 2
25 DBH_STRMU DNA-binding protein HU OS=Streptococcus mutans serotype ¢ (strain ATCC 700610 / 123.22 3 0
UA159) OX=210007 GN=hup PE=1 SV=1
26 CASK_CAPHI Kappa-casein OS=Capra hircus 0X=9925 GN=CSN3 PE=1 SV=2 122.44 9 0
27 F12A1_BOVIN Factor Xlla inhibitor OS=Bos taurus OX=9913 PE=1 SV=1 120.47 5 0
28 AlAT _BOVIN Alpha-1-antiproteinase OS=Bos taurus OX=9913 GN=SERPINAL1 PE=1 SV=1 118.69 5 0
29 XDH_BOVIN Xanthine dehydrogenase/oxidase OS=Bos taurus 0X=9913 GN=XDH PE=1 SV=4 118.49 3 0
30 TRYP_PIG Trypsin OS=Sus scrofa OX=9823 PE=1 SV=1 117.69 6 0
31 TPIS LACDB Triosephosphate isomerase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 117.57 3 0
BAA-365) OX=321956 GN=tpiA PE=3 SV=1
32 KPYK LACDE Pyruvate kinase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus OX=1585 GN=pyk PE=1 116.18 3 0
Sv=3
33 CASK_GIRCA Kappa-casein (Fragment) OS=Giraffa camelopardalis OX=9894 GN=CSN3 PE=2 SV=1 108.26 7 0
34 RL7_PSYCK 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) OX=335284 107.75 3 0

GN=rplL PE=3 SV=1
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35 TSP1_BOVIN Thrombospondin-1 OS=Bos taurus OX=9913 GN=THBS1 PE=2 SV=2 107.30 3 1
36 TRFL_HORSE Lactotransferrin (Fragment) OS=Equus caballus 0X=9796 GN=LTF PE=1 SV=1 107.28 4 2
37 RL5_MYCA9 50S ribosomal protein L5 OS=Mycobacterium abscessus (strain ATCC 19977 / DSM 44196/  106.03 3 0
CIP 104536 / JCM 13569 / NCTC 13031 / TMC 1543) OX=561007 GN=rplE PE=3 SV=1
38 IMDH_STRPY Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase OS=Streptococcus pyogenes OX=1314 GN=guaB 105.26 2 1
PE=1SV=2
39 RL4 _PSYCK 50S ribosomal protein L4 OS=Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) OX=335284 104.44 3 1
GN=rpID PE=3 SV=1
40 RL1 ACIAD 50S ribosomal protein L1 OS=Acinetobacter baylyi (strain ATCC 33305/ BD413 / ADP1) 103.25 2 0
0X=62977 GN=rplA PE=3 SV=1
41 DNAK PSYCK Chaperone protein DnaK OS=Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) OX=335284 100.68 2 0
GN=dnaK PE=3 SV=1
42 TSP1_MOUSE Thrombospondin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Thbs1 PE=1 SV=1 100.26 3 1
43 ANT3_BOVIN Antithrombin-I11 OS=Bos taurus OX=9913 GN=SERPINC1 PE=1 SV=2 95.46 2 0
44 RL7_LACDA 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 94.27 3 0
11842/ DSM 20081/ JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=rpIL
PE=3 SVv=1
45 ACON_SCHPO Aconitate hydratase mitochondrial OS=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / ATCC 93.03 2 1
24843) OX=284812 GN=SPAC24C9.06¢c PE=3 SV=2
46 VTDB BOVIN Vitamin D-binding protein OS=Bos taurus 0X=9913 GN=GC PE=2 SV=1 92.29 3 1
47 S100B_BOVIN Protein S100-B OS=Bos taurus OX=9913 GN=S100B PE=1 SV=2 91.99 1 0
48 DNAK LACDA Chaperone protein DnaK OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 85.42 2 0

11842 / DSM 20081 / JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=dnaK
PE=3 SV=1
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peptidu .
peptidu

49 DLDH_SCHPKO Dihydrolipoyl dehydrogenase mitochondrial OS=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / 84.98 1 0
ATCC 24843) OX=284812 GN=dld1 PE=2 SV=2

50 HFQ_ALCBS RNA-binding protein Hfg OS=Alcanivorax borkumensis (strain ATCC 700651 / DSM 84.76 2 0
11573/ NCIMB 13689 / SK2) 0X=393595 GN=hfq PE=3 SV=1

51 RS13_RENSM 30S ribosomal protein S13 OS=Renibacterium salmoninarum (strain ATCC 33209 / DSM 82.77 2 0
20767 / JCM 11484 / NBRC 15589 / NCIMB 2235) OX=288705 GN=rpsM PE=3 SV=1

52 LDHD_LACDA D-lactate dehydrogenase OS=Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (strain ATCC 82.22 2 0
11842 / DSM 20081/ JCM 1002 / NBRC 13953 / NCIMB 11778) OX=390333 GN=IdhA
PE=1SV=3

53 G3P1_STAEQ Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 OS=Staphylococcus epidermidis (strain 81.34 1 0
ATCC 35984 / RP62A) OX=176279 GN=gapAl PE=3 SVV=1

54 RS10_CLAMS 30S ribosomal protein S10 OS=Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (strain ATCC 78.84 2 0
33113/ DSM 20744 / JCM 9667 / LMG 2889 / C-1) OX=31964 GN=rpsJ PE=3 SV=1

55 RL7_BIFAA 50S ribosomal protein L7/L12 OS=Bifidobacterium adolescentis (strain ATCC 15703 / 77.36 2 0
DSM 20083 / NCTC 11814 / E194a) OX=367928 GN=rplL PE=3 SV=1

56 FIBA_BOVIN Fibrinogen alpha chain OS=Bos taurus 0X=9913 GN=FGA PE=1 SV=5 76.70 1 0

57 RL33_PSYA2 50S ribosomal protein L33 OS=Psychrobacter arcticus (strain DSM 17307 / 273-4) 76.21 1 0
0X=259536 GN=rpmG PE=3 SV=1

58 LALBA_PIG Alpha-lactalbumin OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LALBA PE=1 S\V=2 75.38 3 1
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