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ABSTRAKT

Charakterizace rozdilné regulovanych proteini je zasadni pro identifikaci metabolickych drah
a jejich pochopeni v souvislosti s tvorbou vyznamnych produkti vybraného kmene kvasinek.
Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu proteomu kvasinek Rhodosporidium toruloides
kultivovanych za riznych podminek. V teoretické Casti je popsan metabolismus zminénych
kvasinek s charakteristikou vyznamnych metaboliti. Dalsi Cast reSerSe je zameéfena na
proteomické pristupy a bottom-up proteomiku od piipravy vzorku az po stanoveni hmotnostni
spektrometrii. Experimentalni ¢ast se zabyva kultivaci kvasinek pii riznych C/N pomeérech,
dale izolaci a stanovenim proteini vyuzitim metody FASP zahrnujici proteolytické Stépeni
trypsinem, LC-MS/MS analyzou a databazovym vyhledavanim.

KLICOVA SLOVA

Proteomika, bottom-up proteomika, protein, karotenogenni kvasinky, Rhodosporidium
toruloides.

ABSTRACT

Characterization of differentially regulated proteins is crucial for the identification of metabolic
pathways and their understanding in connection with the creation of important products of
a selected strain of yeast. This diploma thesis focuses on the proteome analysis of the
Rhodosporidium toruloides cultivated under different conditions. The metabolism of these
yeasts with the characteristics of important metabolites is described in the theoretical part. The
next part of the thesis is focused on proteomic approaches and bottom-up proteomics from the
sample preparation to mass spectrometry analysis. The experimental part deals with the
cultivation of yeast at different C/N ratios, next the isolation and determination of proteins using
the FASP method, which includes proteolytic cleavage by trypsin, LC-MS/MS analysis and the
database search.
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Proteomics, bottom-up proteomics, protein, carotenogenic yeast, Rhodosporidium toruloides.
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1 UVOD

Kvasinkovy kmen Rhodosporidium toruloides nalezi mezi Cervené kvasinky charakterizujici se
vyznamnou produkci lipid a karotenoidnich pigmentti. Pravé produkce téchto pigmentt, jako
je B-karoten, y-karoten, torulen, thorularodin a astaxantin zpisobuje zabarveni kvasinkovych
kolonii do zluto-oranzové az Cervené barvy. V poslednim desetileti mnoho studii prokazalo, ze
tento kmen kvasinek je slibnou platformou pro produkeci lipidi hlavne diky vysoké odolnosti
vuci stresu a schopnosti vyuzivat rozmanité typy substrati jako jsou monosacharidy (vCetné
hex0z, pent6z), oligosacharidy (sachardza, maltoza, celobidza, trehaloza, rafindza, melezitoza),
alkoholy (ethanol, glycerol, mannitol, sorbitol), organické kyseliny (acetat, laktat, sukcinat,
citrat), mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, kyselina galakturonova a dalsi. Lipidy, jako
triacylglyceroly a derivaty mastnych kyselin, byly dfive ziskavany z rostlin a zivocisnych tuka.
Jedna se o dulezité suroviny pro vyrobu biopaliv a chemikalii na bazi lipidd. Ve srovnani
s extrakci z olejnatych plodin a rostlin ma mikrobialni produkce lipidd fadu vyhod, vetné
rychlejsiho vyrobniho procesu a jeho optimalizaci. Karotenoidy jsou vyuzivany v mnoha
aplikacich ve farmaceutickém, potravinaiském ¢i krmivarském pramyslu. 1 proto je
vynakladano intenzivni Gsili zaméfujici se na studium téchto mikroorganisma.

Proteomika je v&dni disciplina, ktera se zabyva studiem proteini. B€hem nékolika poslednich
desetileti se proteomicka analyza zalozena na hmotnostni spektrometrii stala hlavnim
nastrojem, ktery je v soucasnosti schopen detekovat a kvantifikovat tisice proteinii v ramci
jedné analyzy. Aby bylo mozno 1épe porozumét produkci zminénych lipida a karotenoidnich
pigmentl, je dulezité analyzovat rozdilné regulované proteiny za danych kultivacnich
podminek a timto zptisobem identifikovat metabolické drahy zodpovédné za jejich produkci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Karotenogenni kvasinky
Jedna se o skupinu kvasinek, které jsou schopny akumulovat karotenoidni pigmenty, jako je
B-karoten, y-karoten, torulen, thorularodin a astaxantin. Tyto pigmenty zabarvuji kvasinkové
kolonie do zluto-oranzového az Cerveného zbarveni, a proto jsou oznacovany jako Cervené
kvasinky. Slozeni karotenoidt v jednotlivych burikach ovliviyje typ kultivovanych kvasinek,
slozeni zivného média a vné&j§i podminky prostredi, jako je pfisun svétla, jeho intenzita
a pritomnost oxidantt. Karotenogenni kvasinky nalezi do oddéleni Basidiomycota. V soucasné
dobé je znama cela fada ervenych kvasinek. Radi se sem rody Rhodotorula, Rhodosporidium,
Sporidiobolus, Sporobolomyces, Cystofilobasidium, Kockovaella a Phaffia. Za vhodnych
podminek se mnohé ze zmifiovanych rodu vyznacuji vysokou produkci lipida. Slozeni
mastnych kyselin v téchto lipidech je charakteristické vysokym obsahem polynenasycenych
a mononenasycenych mastnych kyselin, které najdou Siroké vyuziti v potravinarském,
farmaceutickém a zemeéd€lském primyslu. Kromé schopnosti akumulovat karotenoidni
pigmenty a lipidy mohou nékteré z té€chto kvasinek u€inné odstrafiovat tézké kovy z odpadnich
vod. V nasledujici ¢asti bude popsan rod Rhodosporidium, ktery byl vybran pro tuto praci [1, 2].

2.1.1 Rod Rhodosporidium

Nejznaméjs§im kmenem je Rhodosporidium toruloides. Muze se vyskytovat jak v kvasinkové,
tak v mycelialni podobé. V pfirodé se nachazi v duzin€ borovicového dieva, pude, morské vodé
a listech rostlin. Je schopen vyuzivat rozmanité zdroje uhliku a energie, napt. monosacharidy
(vCetné hex6z a pentdz); oligosacharidy (sachardza, maltoza, celobioza, trehaldza, rafinoza,
melezit6za); alkoholy (ethanol, glycerol, mannitol, sorbitol); organické kyseliny (acetat, laktat,
sukcinat, citrat); mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a také kyselinu D-galakturonovou.
Prebytecny uhlik je ukladan ve formé triacylglycerold (TAG). Tyto lipidy mohou tvofit az 75 %
susiny buné€k v zavislosti na podminkach ristu a lze je pouzivat jako surovinu pii vyrobé
bionafty druhé generace [3, 4].

2.2 Metabolismus ¢ervenych kvasinek a jejich vyznamné metabolity
Metabolismus 1ze definovat jako soubor chemickych a fyzikalnich procest buriky. Zahrnuje
pfemeénu reaktantd a tvorbu produkti pomoci propracovanych regulaci na mnoha urovnich,
které jsou kliCové pro vyuziti kvasinkovych bunék v biotechnologickych procesech. Za
vhodnych a kontrolovanych kultivaénich podminek 1ze vyuzit kvasinky k produkei lipidickych
primarnich metabolitt, jako jsou neutralni lipidy, fosfolipidy, mastné kyseliny ¢i ergosterol,
ktery je integralni soucasti kvasinkovych biomembran. Sekundarni metabolismus je oznaceni
pro takové drahy metabolismu, které nejsou nezbytné nutné pro preziti organismu
(napf. produkce antibiotik, pigmentl). Indukce sekundarniho metabolismu je spojena
s konkrétnimi podminkami prostfedi. Pokud maji mikroorganismy nedostatek zivin, zacnou
produkovat fadu sekundarnich metabolitti, které podporuji jejich preziti. Kvasinky vykazuji
relativné nizky stuperi bunécné diferenciace, ale pifesto se prezentuji komplexnim
metabolismem, jez vede k produkci Siroké skaly sekundarnich metabolitd a extracelularnich
enzymu. V biotechnologii maji kvasinky vyhodu v relativné snadné kultivaci ve fermentorech
a jsou pouzivany pro prumyslovou velkovyrobu. Biomasu obohacenou vhodnou smési
primarnich a sekundarnich metabolita 1ze vyuzit pfedev§im v krmivaiskych a potravinaiskych
aplikacich. Obecné je biosyntéza jednotlivych metaboliti fizena hladinami a aktivitami enzymu
podilejicich se na celkovém toku uhliku metabolickym systémem. US&innost zavisi na
spolupraci jednotlivych drah zapojenych do tohoto procesu. Ktera draha je potlacena nebo
aktivovana se li§i podle slozeni produkéniho média, kultivacnich podminek, druhu
mikroorganismu a jeho vyvojového stadia [1].



2.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou obsahlou skupinou molekul, které 1ze najit u vétSiny zivych forem. Jedna se
o zluté, oranzové az Cervené pigmenty syntetizované nejen rostlinami. Nekteré
mikroorganismy, v¢etné bakterii, fas, plisni a kvasinek rodi Rhodotorula, Rhodosporidium,
Sporobolomyces a Phaffia jsou schopny produkovat karotenoidy pfirozené. Zvitrata nedokazou
syntetizovat karotenoidy, a proto je nutné tyto pigmenty piidavat do krmiv chovanych druht
(napt. lososu), jelikoz spravna barva masa lososa €i pstruha je zakladnim pozadavkem
zakaznika.

Struktura karotenoidd je odvozena od fytoenu. Radi se mezi izoprenoidy, konkrétng mezi
tetraterpeny (uhlovodiky) nebo tetraterpenoidy (jejich kyslikaté derivaty). VétSinu tvori
uhlovodiky se 40 atomy uhliku, které obsahuji dva terminalni kruhové systémy spojené
fetézcem konjugovanych dvojnych vazeb nebo polyenovym systémem. Dale lze karotenoidy
rozdelit na monocyklické (torulen, torularhodin), bicyklické (B-karoten, a-karoten) a alifatické
(Iykopen). Strukturni vzorce vybranych karotenoidil jsou znazornény na obrazku 1 a obrazku 2
[5,6,7].

Torularhodin

Obrazek 1: Znazornéni vzorct vybranych karotenoidu [8]



o-Karoten

HO A
Lutein

Zeaxantin

Lykopen

Obrazek 2: Znazornéni vzorct vybranych karotenoidu [6]
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2.2.1.1 Funkce karotenoidi

Karotenoidy se vyznacuji fadou funkci, jako je jejich ptivodni evolucni role fotosyntetickych
pigmentd, funkci antioxidant, funkci provitamini A ¢i funkci pigmentd podilejici se na
pfitazlivosti opylovaci kvétin a partnerd pro rozmnozovani. Karotenoidy provitaminu A,
a-karoten, PB-karoten a B-kryptoxantin, mohou byt v lidském téle prfemeénény na retinol
(vitamin A).

Prikladem karotenoidu s antioxida¢nim ucinkem je B-karoten. V lidském téle je schopen
vychytavat volné kyslikové radikaly vyskytujici se v tkanich. Vzhledem k jeho konjugované
alkylové struktufe je schopen stabilizovat volné peroxylové radikaly. Karotenoidy jsou také
prezentovany jako substance s protirakovinnymi ucinky [S5, 6, 9].

2.2.1.2 Biosyntéza karotenoidi
Jak uz bylo zminéno, karotenoidy jsou v pfirodé syntetizovany rostlinami a mnoha
mikroorganismy. Kromé malého poctu bakterialnich karotenoidi s 30, 45 nebo 50 atomy uhliku
predstavuji karotenoidy s 40 atomy uhliku vétSinu z vice nez 600 znamych struktur. VSechny
karotenoidy jsou odvozeny z izoprenoidni drahy. Pribéh biosyntézy karotenoidii bézné
zahrnuje tfi kroky:

1. tvorba isopentenyldifosfatu (IPP)

2. tvorba fytoenu

3. cyklizace a dalsi reakce lykopenu

Vychozi latkou je acetyl-CoA, ktery je konverzovan na 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
(HMG-CoA) za katalyzy HMG-CoA syntazy. HMG-CoA je poté premeénén na slouCeninu
o Sesti uhlicich, kyselinu mevalonovou (MVA), kterd je prvnim specifickym prekurzorem
biosyntetické drahy terpenoidi. MVA je dale konvertovana na isopentenyldifosfat (IPP) fadou
reakci zahrnujicich fosforylacit MVA kinazou nasledovanou dekarboxylaci. Molekula IPP je
nasledné izomerizovana na dimethylallyldifosfat (DMAPP). Kondenzaci jedné molekuly
DMADP a tii molekul isopentenyldifosfatu (IDP) vznika diterpen geranylgeranyldifosfat
(GGDP), ktery je prekurzorem poloviny karotenoidi obsahujicich 40 atomu uhliku.
Kondenzaci dvou molekul GGDP ,hlava-hlava“ vznikd prvni bezbarvy karotenoid fytoen.
Nasledné desaturacni reakce prodluzuji systém konjugovanych dvojnych vazeb za vzniku
neurosporenu nebo lykopenu. Po desaturaci se biosyntéza karotenoidd vétvi na acyklické
a cyklické karotenoidy. Syntéza cyklickych karotenoidi zahrnuje cyklizaci jedné nebo obou
koncovych skupin lykopenu ¢i neurosporenu. Lykopen pusobi jako prekurzor cyklickych
karotenoidi a podléha fadé metabolickych reakci (napf. cyklizaci) za vzniku B-karotenu,
y-karotenu, torulenu, torularhodinu a astaxantinu. y-karoten je hlavnim bodem vétveni a ptsobi
jako prekurzor pro B-karoten a torulen. Biosyntéza karotenoidi je schématicky znazornéna na
obrazku 3 [1, 5].
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2.2.2 Lipidy

Lipidy jsou definovany jako ptirodni latky obsahujici vazané mastné kyseliny o vice nez tfech
atomech uhliku v molekule. Jedna se o heterogenni skupinu slou€enin, pro niz je typicka
nerozpustnost nebo jen CasteCna rozpustnost ve vodé€, ale dobra rozpustnost v nepolarnich
rozpoustédlech (napf. v chloroformu, benzenu). Patii sem tuky, oleje, vosky a dalsi ptibuzné
slouCeniny. Lipidy nalezi mezi vyznamné slozky potravin a jsou nezbytné pro zdravi a vyvoj
organismu. Kromé vysoké energetické hodnoty se vyznacuji obsahem esencialnich mastnych
kyselin nebo také vitamint rozpustnych v tucich. Lipidy jsou v lidské téle ukladany v tukové
tkani a funguji jako zasoba a zdroj energie. Dale zajistuji tepelnou izolaci v podkozni tkani
a v okoli nékterych organt. Lipidy v kombinaci s proteiny se oznacuji jako lipoproteiny. Tvori
vyznamnou soucast bunécnych a mitochondrialnich membran a také umoziuji transport lipidu
krvi [9, 10, 11].

2.2.2.1 Klasifikace lipidu
Lipidy lze klasifikovat nasledovné:
1. Jednoduché lipidy, které jsou charakterizovany jako estery mastnych kyselin s riznymi
alkoholy. Tato skupina lipida se dale déli na tuky a vosky.

e Tuky — jsou slozeny z esterd mastnych kyselin a jako alkohol je zde
zastoupen glycerol. Tuky v tekuté formé se oznacuji jako oleje.

e Vosky — obsahuji estery mastnych kyselin s vys§imi jednosytnymi
alkoholy.

2. Slozené lipidy, které kromé esterti mastnych kyselin a alkoholu obsahuji dalsi funkéni
skupiny.

e Fosfolipidy — kromé esterd mastnych kyselin a alkoholu obsahuji zbytek
kyseliny fosforecné. Mohou obsahovat 1 dusikaté baze a jiné
substituenty. RozliSujeme glycerolfosfolipidy (alkoholem je glycerol)
a sfingofosfolipidy (alkoholem je sfingosin).

e Glykolipidy — jsou slozeny z mastné kyseliny, sfingosinu a ze
sacharidové slozky.

e Ostatni slozené lipidy jako sulfolipidy, aminolipidy nebo lipoproteiny.

3. Odvozené lipidy, mezi néz se fadi mastné kyseliny, glycerol, steroidy, alkoholy (vCetné
steroli a glycerolu), mastné aldehydy a ketolatky, uhlovodiky, v tucich rozpustné
vitaminy a hormony. Jako neutrdlni lipidy se oznaCuje cholesterol ¢i acylglyceroly,
jelikoz nenesou zadny naboj [9].

2.2.2.2 Mastné kyseliny

Jsou definovany jako karboxylové kyseliny s dlouhymi uhlovodikovymi fetézci. Vyskytuji se
hlavné ve forme esterti v prirodnich tucich a olejich, ale je znama taky jejich neesterifikovana
forma v podobé volnych mastnych kyselin. Z pravidla maji mastné kyseliny, vyskytujici se
v prirodnich tucich, nevétveny fetézec se sudym poctem uhlikovych atomi. Je to dano tim, ze
jsou syntetizovany z dvouuhlikatych jednotek. Pro vyssi rostliny a zivocichy je typicky vyskyt
zbytkl mastnych kyselin s 16 a 18 atomy uhliku (kyselina palmitova, stearova, linolova — viz
obrazek 4). Dle obsahu dvojnych vazeb se rozliSuji mastné kyseliny nasycené (bez dvojnych
vazeb) a nenasycené (obsah jedné nebo vice dvojnych vazeb). Z hlediska vyzivy jsou mastné
kyseliny nejvyznamnéjsi slozkou lipida [9, 10, 11].
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Obrazek 4: Priklady vzorcti mastnych kyselin [10]

2.2.2.3 Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin je anabolicky proces probihajici v cytosolu bunék, presnéji
v endoplazmatickém retikulu. Vychozi latkou je acetyl-CoA. Ze vznikajiciho malonyl-CoA se
syntetizuji kondenzacnimi reakcemi nasycené mastné kyseliny. Biosyntéza probiha v cyklech,
kdy kazdym cyklem se prodlouzi fetézec mastné kyseliny o 2 atomy uhliku. Pro tuto dréhu je
typicka pfitomnost proteinu ACP (acyl carrier protein), jez je pienaseCem acylovych skupin.
Redoxnim koenzymem je NADPH. Biosynteticka draha je sprazena s hydrolyzou ATP, ktera
pusobi jako hnaci sila reakce. Nejprve probiha ATP-dependentni karboxylace katalyzovana
acetyl-CoA-karboxylazou za vzniku malonyl-CoA. Tento krok je nevratny. Nasleduje
exergonicka dekarboxylace malonylové skupiny v kondenzacni reakci katalyzované syntazou
mastnych kyselin.

Pro biosyntézu je nezbytny multienzymovy komplex syntazy mastnych kyselin, ktery zajistuje
ucinnost této drahy. Tvofi jej dvé podjednotky, které jsou propojeny disulfidickym mustkem.
Na pocatku drahy je acetyl-CoA za katalyzy acetyltransacylazy preménén na acetyl-ACP. Poté
pomoci enzymu malonyltransacetylazy vznikd malonyl-ACP. Za pomoci enzymu
B-oxoacylsyntazy dochdzi ke kondenzaci acetyl-ACP a malonyl-ACP a soucasné
k dekarboxylaci malonyl-ACP za vzniku acetoacetylu-ACP. Poté dochazi k jeho redukci za
katalyzy B-oxoacylreduktazy a vznika B-hydroxybutyryl-ACP. Nasleduje dehydratace pomoci
B-hydroxyacyldehydratazy za vzniku a,B-trans-butenoyl-ACP a dalsi redukce enoylreduktazou
na butyryl-ACP. Opakovanou reakci molekuly butyryl-ACP a s dalsi molekulou malonyl-ACP
se acyl postupné prodluzuje az na 16 atomu uhliku za vzniku palmitoyl-ACP. Palmitoyl-ACP
je poté za katalyzy palmitoylesterazy hydratovan, odstépi se ACP a vznika kyselina palmitova.
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Cely proces je znazornén na obrazku 5. Reakci palmitoyl-ACP s malonyl-ACP muze dojit ke
vzniku stearoyl-ACP a spolu s palmitoyl-ACP putsobi jako vychozi latky pro biosyntézu
nenasycenych mastnych kyselin (palmitoolejové a olejové) katalyzovanou desaturazami [9, 10,

11].

O (B (8]
| | |
CH C—8CoA + H-—SACP CH,—C—8CoA + H—SACP
acetyl-CoA malonyl-CoA
1 | acelyl-CoA-ACP- . 2b malonyl-CoA-
H—S5CoA '_j transacylasa H—SCoA ‘)i ACP-transacylasa
() L9 )
| Il
CHy~—C—SACP CHy— C—SACP
acetyl-ACP malonyl-ACP
]
H—8— B — )
2a

H—SACP <+

fi-oxoacyl- ACP-synthasa
(kondenzani enzym) |

| Il
CHy— C—CH;—C—SACP
acetoacetyl- ACP
H* + NADPH —
4] Pooxoacyl ACP reduktasa
NADP* =
OH 0
I
CHy— C—CH,;— C—SACP
H
D-3-hydroxybutyryl-ACP

H.O ‘f' B-hydroacyl-ACP-dehydratasa
2

H O
|
CH;— (U={—{—SACP
}‘l
o, B-rrans-butenoyl-ACP

H* + NADPH —
6| enoyl-ACP-reduktasa

NADP' =

0

' oo Il

CHy—CHy— CH,— C— SACP
butyryl-ACP
Y

opakovani reakci 2-6
sestkrat

0
|

CHLUH,—1CHy),,— C— SACP
palmitoyl-ACP

H,0— g palmitoylthioesterasa
<)
I
CH | CH. Cil C—0 - H-— SACP

palmitit

Obrazek 5: Pribéh biosyntézy kyseliny palmitoveé [11]
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2.2.2.4 p-oxidace mastnych kyselin

B-oxidace je katabolicka draha, ktera umoziuje odbouravani mastnych kyselin, kdy se
z molekuly mastné kyseliny postupné odstépuje acetyl-CoA a fetézec se zkracuje o 2 atomy
uhliku. I pfes skutec¢nost, ze vychozi latka biosyntézy mastnych kyselin a kone¢ny produkt
jejich odbouravani je totozny, zminéné procesy nejsou pouhou obracenou reakci. B-oxidace
probiha v mitochondriich, redoxnimi koenzymy jsou NAD*, FAD a jedna se o aerobni proces.
Nejdiive je nutné mastné kyseliny aktivovat. To je jediny krok v této draze, kde je potfeba dodat
energii z ATP. V pritomnosti ATP a CoA vznika za katalyzy acyl-CoA-syntazy ,,aktivni* forma
mastné kyseliny acyl-CoA. Nasleduje odtrZzeni dvou atomu vodiku z uhliku 2(a) a 3(B), coz je
katalyzovano acyl-CoA-dehydrogendzou a vznika enoyl-CoA. Adice vody v pfitomnosti
enoyl-CoA-hydratazy vede ke tvorbé 3-L-hydroxyacyl-CoA. Poté dochazi k dalsi
dehydrogenaci za katalyzy 3-L-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenazy a vznika [-oxoacyl-CoA,
ktery je nakonec rozstépen puasobenim B-oxoacyl-CoA-thiolazy na acetylCoA a acyl-CoA, jez
je o 2 atomy uhliku kratsi nez vychozi substrat. Zjednodusené schéma B-oxidace je zobrazeno
na obrazku 6 [9, 10, 11].
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Obrazek 6: Schématické znazornéni B-oxidace [12]
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2.2.2.5 Ergosterol

Ergosterol je v tuku rozpustna sloucenina se steroidni strukturou vyskytujici se v rostlinach,
houbéch a v mikroorganizmech, jako jsou kvasinky ¢i trypanozomy. Nachazi se v bunénych
permeabilitu a aktivitu membranovych procesu. Také je lokalizovan v cytosolu a ucastni se
procesu latkové vymeény. Pro kvasinky je dilezita jeho fyziologicka funkce, a to regulace
proteinkinazy, ktera je zasadni pro iniciaci rustu. Dale podporuje syntézu fosfatidylinositolu.
Pro cloveka je dulezity, protoze je prekurzorem vitaminu D. Pomoci ultrafialové slozky
slune¢ného zareni dochazi ke §tépeni struktury (B jadra) a vznika cholekalciferol (vitamin D»).
Strukturni vzorec ergosterolu je zobrazen na obrazku 7 [9, 11, 13].
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Obrazek 7: Strukturni vzorec ergosterolu [13]

2.2.2.6 Ubichinony

Jedna se o lipofilni latky, jejichz strukturu tvofi benzochinon s isoprenylovymi podjednotkami
v postrannim fetézci. K zastupcim ubichinonu patfi koenzym Q10 (téz ubichinon, Q). Byl
objeven na konci 50. let, kdy byl izolovan z mitochondrii hovéziho srdce. Jedna se o prenasec
elektrond v respiraCnim fetézci spojujici flavoproteiny s cytochromem b. Nachazi se
v mitochondriich, kde je za aerobnich podminek v oxidované formé& jako chinon nebo za
anaerobnich podminek v redukované formé jako chinol — viz obrazek 8. Koenzym Q je soucasti
mitochondrialnich lipidG. Obecné se ubichinony prezentuji antioxidacnim ucinkem a chrani
bunky pred poskozenim volnymi radikaly obdobné¢ jako strukturné podobny vitamin E [10, 11,
14].
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Obrazek 8: Strukturni vzorec oxidované formy (a) a redukované formy (b) koenzymu Q [14]
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2.3 Uvod do proteomiky

Termin ,,proteomika" byl popsan v roce 1995 a byl definovan jako rozsahla charakterizace
celého souboru proteinii bunécné linie, tkan€ nebo organismu. Dnes se setkavame se dvéma
definicemi proteomiky. Prvni definice omezuje rozsahlou analyzu genovych produkti na studie
zahrnujici pouze proteiny. Druha kombinuje proteinové studie s jinymi typy analyz, jako je
napf. analyza mRNA, genomika, ¢i kvasinkovy dvouhybridni systém [15].

Termin proteom zavedl vroce 1994 Marc Wilkins, aby popsal proteiny jako doplnék
genomovych dat. Oznacuje tak vSechny proteiny produkované ¢i modifikované organismem
(napt. ¢lovek, zvite, rostlina, bakterie) nebo zivym systémem (napf. organ, bunécna kultura).
Proteoforma je oznaceni pro vSechny formy proteinu pochazejici z urcitého genu, zahrnujici
zmény vzniklé variabilitou genu, alternativnim sestithem RNA transkriptu nebo
posttranslaénimi modifikacemi. Proteotyp je charakterizovan jako soubor proteint, ktery se
vyskytuje v daném mist€ a ¢ase. Identifikace celého proteomu urcité buiky, tkdné€, organu nebo
organismu je kvili velké rozmanitosti proteind, a jejich proteoforem velmi obtizna. Mohou byt
exprimovany na riznych urovnich — od velmi hojnych proteint (napf. aktin), po méné hojné
(napf. transkripcni faktory) - v riznych burkach, tkanich, organech. Posttranslacni modifikace
(PTM) jsou v proteinech rovnéz raznorodé. To vede ktvorbé obrovského mnozstvi
proteoforem, coz extrémné zt€zuje proteomické experimenty. Mezi nejznaméj§i druhy
posttranslacnich modifikaci jsou ftazeny fosforylace, glykosylace, lipidové modifikace,
metylace, acetylace a ubikvitinace [16, 17, 18].

Rozvoj v proteomice byl umoznén diky paralelnimu vyvoji ve ¢tyfech oblastech:

e rozvoj separacnich technik, pro separaci komplexnich proteinovych a peptidovych
smési

e neustaly vyvo] metod hmotnostni spektrometrie pro presnou hmotnostni a chemickou
strukturni analyzu

e neustaly posun ve vyzkumu genomu a takto narlstajici mnoZzstvi
peptidovych/proteinovych sekvenci ukladanych v databazich

e vyvoj novych bioinformatickych nastroji ke zjednoduseni analyzy velkého mnozstvi
zejména hmotnostné spektrometrickych dat [19, 20, 21, 22, 23, 24].

24 Proteomické pristupy
Ke studiu proteomiky lze pfistupovat z vice hledisek napt. pouzita metodologie, ucel, cil. Mezi
nejpouzivangjsi pristupy se radi [25, 26]:

1. Diferenc¢ni proteomika - také oznaCovana jako srovnavaci. Zabyva se analyzou
komplexnich smeési bilkovin. Bilkovinné slozeni je zavislé na aktudlnim stavu
organismu. Zmeéna stavu organismu muze vést ke zménam ve slozeni bilkovin. Tyto
odlisnosti jsou pozorovany se snahou identifikace rozdiln€ se vyskytujici bilkoviny.

2. Funk¢ni proteomika — pfistup, ktery se zaméfuje na studium proteinovych interakci
v souvislosti s funkci bilkovin a jejich zapojeni do bunéénych procest. Ziskané udaje
mohou mit zdsadni vyznam pro studium mechanismu a lé¢by nemoci nebo vyvoj
organismu.

3. Strukturni proteomika - pfistup zalozeny na studiu prostorové struktury bilkovin. Ve
strukturni proteomice je vyuzivana fada technik, jako je rentgenova krystalografie,
nuklearni magneticka rezonance (NMR), MS apod. Ziskané informace jsou vyuzivany
k pochopeni strukturniho chovani bilkovin a maji vyuziti v proteinovém inzenyrstvi pii
modifikaci bilkovin pro specifické ucely (vyroba 1éCiv, primyslovych enzymu apod.).
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Z hlediska vlastni analyzy proteint rozliSujeme dva zakladni pfistupy:

1. Bottom-up pfistup — ktery je zalozen na Sté€peni proteinii na peptidy. Vzniklé peptidy
jsou pak analyzovany po odpovidajici separaci hmotnostni spektrometrii. Na zakladé
zpracovani MS dat ziskanych analyzou peptidi jsou pak pomoci databazového
prohledavani identifikovany proteiny. Do této skupiny metod patfi 1 shotgun
proteomika.

2. Top-down pfistup — je zalozen na MS/MS fragmentaci celého intaktniho proteinu bez
predchoziho §tépeni na peptid. Tento piistup vyzaduje MS instrumentaci s vysokym
rozliSenim. Vyhodou tohoto pfistupu je moznost analyzy intaktniho proteinu vcetné
kompletniho stavu PTM.

2.5 Bottom-up proteomika
Vétsina proteomickych analyz pouziva proteazy k digesci proteint na peptidy. Peptidy jsou
poté analyzovany v pfistroji umoziujicim tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS)
a ziskané udaje o pomérech hmotnosti ku naboji peptidu a jejich odpovidajicich fragmenta
a predikovana sekvence jsou pouzity k odvozeni informaci o proteinech ve vzorku. Schéma
bottom-up proteomického experimentu je zobrazeno na obrazku 9 [27].
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Obrazek 9: Schéma bottom-up proteomického experimentu — z biologického vzorku jsou
izolovany proteiny - 1D/2D gelova elektroforéza pro kontrolu kvality proteinové extrakce a
hrubého rozdéleni bilkovin dle molekulové hmotnosti — bodové/pasové vytiznuti —
proteolyticka digesce v gelu — analyza LC-MS/MS — vyhodnoceni pomoci databazového
vyhledavani — identifikace proteind, bioinformaticka analyza [27]

Bottom-up proteomika vyuziva vyhod, které maji peptidy oproti proteinim: peptidy je mozné
snaze separovat kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (RPLC), jsou dobfe ionizovatelné
a zpusob fragmentace je predvidatelnéjsi. To se promita v robustni metodice, ktera se vyznacuje
vysoce vykonnou analyzou umoznujici identifikaci a kvantifikaci tisicti proteint ze slozitych
lyzat. Dnes jsou bottom-up pfistupy, vyuzivajici datové zavisly sbér dat (DDA), zakladnimi
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technologiemi proteomiky. Pracovni postupy, nazyvané shotgun proteomika, se zaslouzily
o velké mnozstvi proteinovych identifikaci a byly pouzity k feSeni vétSiny dnes dostupnych,
komplexnich a uplnych proteomi, vcetné prvnich nacrti lidského proteomu. Nové strategie
sbéru dat, jako je monitorovani vybranych reakci (SRM), déale zvySuji citlivost metody
a reprodukovatelnost kvantifikace jednotlivych proteinti. V soucasné dob€ se intenzivné vyviji
pfistup na bazi datoveé nezavislého sbéru dat (DIA), ktery se stava hlavni hnaci metodikou
budoucnosti. Cilem je ziskat detailn&jsi popis komplexnich vzorka [28, 29, 30, 31, 32, 33, 34].
Charakteristickym znakem bottom-up proteomiky je rozsahlé vyuzivani digesce protedzami,
které ma také ale své nevyhody. V bottom up pfistupu je k digesci standardn€ vyuzivan trypsin.
Jedna se o velmi Gc¢innou protedzu s vysokou katalytickou aktivitou. Specificky §tépi proteiny
na peptidy, které obsahuji na C-koncich zbytky bazickych AMK argininu nebo lysinu. Tento
zpusob Sté€peni je idealni pro analyzu tandemovou hmotnostni spektrometrii s kolizné
indukovanou disociaci (CID). I pres efektivitu trypsinu, 56 % vSech generovanych peptida
obsahuje méné nez 7 AMK zbytka. Tyto peptidy jsou tedy pfili§ malé na to, aby mohly byt
identifikovany pomoci MS. Kromé toho pouze zlomek téchto peptidi poskytuje uzitecné
fragmentacni sekvence [35, 36, 37, 38].

Omezené informace o sekvenci ziskané z malych peptidi vétsinou postacuji k urCeni skupiny
proteint, nejsou vsak Casto dostatecné k identifikaci proteoforem [26].

2.5.1 Priprava vzorkua

Cilem proteomiky je komplexni analyza vSech proteinti v daném vzorku. Pro Gspésné provedeni
experimentu je nejdalezitéjsSim krokem pravé priprava vzorku. Pokud tento krok nebude
uskutecnén v potiebné kvalit€, spravné provedeni dalSich kroka ztraci na dulezitosti. Na rozdil
od proteomiky jsou v pfipadé genomiky a transkriptomiky nukleové kyseliny relativné
konstantni, pokud jsou diskutovany fyzikalné-chemické vlastnosti. K jejich izolaci témét
z jakéhokoliv vzorku lze vyuzit univerzalni standardni metody a pufry. V proteomice tyto
zpusoby vyuzit nelze. Funk¢ni skupiny postrannich fetézci aminokyselin se vyznacuji velkou
rozmanitosti, at’ uz velikosti naboje ¢i hydrofobicity. To je divodem, pro¢ vyuziti univerzalniho
pufru neni mozné [39].

V genomice lze také vyuzit metody zalozené na amplifikaci DNA, které jsou oznaCovany jako
PCR reakce. Umoziuji produkci velkého mnozstvi cilové DNA v jediném, spolehlivém
a snadno proveditelném kroku; v oblasti proteomiky vSak podobné alternativy nejsou znamy.
Biologické smesi se vyznacuji velkou rozmanitosti proteind v chemickém ohledu, tvaru
i velikosti. Velmi vyznamnym rozdilem je hojnost jednotlivych proteint. Nékteré 1ze nalézt v
nepatrném mnozstvi (jednotky kopii proteinu v buiice), zatimco jiné se mohou vyskytovat v
nékolika milionech na jednu bunku. I pfes neustaly rozvoj a zdokonalovani hmotnostnich
spektrometra v selektivité a citlivosti nemtze zadny dnes dostupny pfistroj vyfesit takto
komplexni smési jedinym meéfenim. Proto je tieba pouzit rizné separacni postupy, aby se
zjednodusilo a zefektivnilo vyuziti proteomické analyzy [40, 41].

Mezi metody pouzivané pro piipravu vzorku je obvykle zahrnovana extrakce proteint
z biologické komplexni smési, odstranéni neproteinovych kontaminanti (DNA, cukry, tuky,
lipidy), odstrafiovani zbytkovych soli a frakcionace ke zjednoduseni vzorku.

2.5.1.1 Metody p¥ipravy vzorku v bottom-up proteomice a jejich vyhody

Bottom-up proteomika vyuziva nesbalené proteiny, které jsou snadno dostupné pro proteazy, a
tak vznika vice peptidi pro MS analyzu. Lyze tkani ¢i buné€k je realizovana za pouZiti silnych
denaturanti (mocovina, guanidin) a iontovymi detergenty (SDS) [42].

V zavislosti na pouzitém vzorku muze byt uzitenym krokem odstranéni proteint s vysokou
Cetnosti (napf. albuminu) nebo naopak obohaceni proteina (napf. pii analyze fosfoproteini)
[43].
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Techniky, poskytujici nejvyssi selektivitu a citlivost pro proteiny vyskytujici se v malém
mnozstvi, jsou afinitni chromatografie a imunoprecipitace. Pouzitelnost t€chto metod zavisi na
dostupnosti podpurnych latek nebo protilatek [44, 45].

Pro odstranéni malych molekul je mozno vyuzit dialyzu, vyménu pufri, molekulovych sit,
srazeni proteinu, chromatografii nebo elektroforézu. Mezi nejjednodussi, nejméné nakladnou
metodu odsolovani je vyuzivano srazeni organickymi rozpoustédly jako je aceton nebo
methanol ¢i chloroform. V proteomické analyze je Siroce pouzivana metoda 1D-SDS-PAGE
(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného) a v mensi mire
také 2D-PAGE (dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu). Tyto metody slouzi
kromé odstranéni soli, detergentil a dal§ich malych molekul ze vzorku také k frakcionaci
proteini na zakladé jejich molekulovych hmotnosti (SDS-PAGE) nebo na zakladé jejich
izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti (2D-PAGE). SDS-PAGE je levna a vysoce
spolehliva metoda. Svym rozliSenim presahuje vylucovaci chromatografii [28, 46, 47].

Pti ptipravé vzorku pro bottom-up proteomickou analyzu je nutno postupovat obezietné a snazit
se predejit znehodnoceni analyzy. Piiprava vzorku muze byt ovlivnéna mnoha faktory:

e Neuplnou dezintegraci, neuplnou solubilizaci proteini a kontaminaci bé&hem
manipulace se vzorky.

e Mezi kontaminujici slou€eniny patii detergenty pouzivané jak pro solubilizaci vzorku,
tak pro Cisténi laboratorniho skla.

e Mezi dalsi bézné kontaminujici slouceniny patii také latky uvoliujici se vyluhovanim
z plast. Pritomnost ftalath ma pak za nasledek zkresleni vysledku.

e Keratiny z kiize a prachu jsou dalsim béznym kontaminantem, které prodluzuji Cas
detekce a snizuji pocet uziteCnych zaznamenanych spekter. Proto je bezpodminecné
nutné nosit rukavice a peclive otfit povrchy, aby se tato kontaminace minimalizovala.

e DalSimi Castymi bilkovinnymi kontaminantami jsou lysozym, DNaza a RNaza, které
jsou aplikovany v kroku zpracovani bunék, hovézi sérovy albumin, slozky
hmotnostnich markeri z elektroforézy, trypsin a dalsi proteazy z kroku digesce [48, 49].

Problémy s pfipravou vzork(i pro bottom-up proteomickou analyzu jsou ve velké mife
vysledkem obrovské variability vlastnosti bilkovin. K dispozici je velké mnozstvi metod
a technologii, z nichz kazda je pfizpisobena konkrétnim vzorkiim a skupinam proteint.
S takovou rozmanitosti a mnozstvim moznosti ze kterych lze vybirat, je tézké vybrat
nejvhodnéjsi metodu pro dany vzorek. Priprava vzorki je obvykle realizovana ve vice krocich,
je nachylna ke ztratdm, kontaminaci, pficemz je Casto 1 Casoveé naroCna a pracna. Vysledkem
téchto komplikaci mtze byt nizsi reprodukovatelnost soucasnych metod piipravy vzorku [50].

2.5.1.2 Metoda FASP (filter aided sample praparation)

Metoda FASP je Casto zjednoduSené chapana jako série ultrafiltratnich krokt zadrzujicich
proteiny na ultrafiltraéni membrang, umoziujici postupnou eluci ¢inidel s nizkou molekulovou
hmotnosti. Po enzymatickém §té€peni proteini a v konec¢né fazi procesu umoziuje separaci
peptidi. I kdyZ se tento zjednoduseny pohled zda vérohodny, nejedna se o pouhou filtraci.

Skutecnosti ovliviiujici FASP metodu [51, 52]:
1. Denaturované proteiny jsou objemn¢jsi nez ve svém nativnim stavu. Metoda FASP byla
vyvinuta pro zpracovani tkafiovych extrakti pfipravenych pomoci SDS. SDS je
v biochemii S§iroce pouzivany detergent diky jeho schopnosti u¢inné denaturovat
proteiny. Tato denaturace zpusobuje zvySeni objemu denaturovanych proteini oproti
usporadanému zabalenému stavu. Disledkem tohoto jevu je skuteCnost, ze proteiny
s molekulovou hmotnosti hluboko pod hodnotou cut-off ultrafiltracni membrany
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nemohou projit pfes jeji pory. Napfiiklad jaderné histony, které maji molekulovou
hmotnost kolem 10000 Da, se kvantitativné zadrzuji v ultrafiltraéni membrané
s hodnotou cut-off 50 000 Da.

2. Filtr s velkymi pory usnadiiuje odstranéni SDS. Detergenty jsou Siroce pouzivany

v molekularnich biologickych védach, ale mechanismus jejich pisobeni Casto zistava
bez povSimnuti. Klicovym parametrem, charakterizujicim ucinek detergentu, je kriticka
koncentrace micel (CMC). Pod touto koncentraci se detergenty vyskytuji jako
monomery a témeét nepfispivaji k solubilizaci hydrofobniho materidlu. Molekuly
detergentu nad CMC se organizuji do micel. Micely fidi proces solubilizace
vClefiovanim hydrofobnich molekul do micel a tedy dochazi k vytvofeni smésnych
micel nebo micelam podobnych proteinovych detergentnich komplexd. Extrakce tkani
vede k tvorbé heterogenni soustavé micel. Pfi pokojové teploté ve vodé tvoii SDS
micely o prumémné velikosti 20 000. Smisené micely SDS a dal$ich biologickych slozek
mohou tuto velikost pfesahnout.
Protoze enzymatické Stépeni proteini Ize provadét pouze v nepiitomnosti nebo
ptitomnosti pouze stopovych mnozstvi SDS, je odstranéni detergentu klicovym krokem
v procesu piipravy vzorku. Vzhledem k velikosti nemohou byt SDS micely a SDS
smésné micely prakticky oddé€leny od solubilizovanych proteint ultrafiltraci. Aby se
toho dosahlo kvantitativnim zpisobem, musi byt detergentni micely kontrahovany nebo
disociovany. Ve FASP metodé¢ se k tomu vyuziva koncentrovana mocovina.

3. Renaturace proteint. Odstranéni detergentu a nasledné vyznamné snizeni koncentrace
mocoviny nebo jeji eliminace mize vést k renaturaci polypeptidi. Renaturace in vitro
je ovSem pomaly proces a ve slozitych smésich proteini a v piitomnosti dalSich
bunécnych slozek s vysokou molekulovou hmotnosti, jako je DNA a polysacharidy, je
témer nerealna.

Pracovni postup FASP se sklada ze tfi klicovych krokt (viz obrazek 10) [52, 53]:
a) odstranéni SDS
b) chemickéa modifikace thiolovych skupin
c) Stépeni proteint a purifikace peptidi. Tento krok lze rozsifit postupnym St€penim
jednim nebo dvéma dalSimi enzymy, coz vede k vytvofeni jedinenych populaci
peptidi. Tato metoda je oznaCovana jako FASP s vicenasobnym enzymatickym
Stépenim (MED-FASP).

A. Odstranéni detergentu B. Thiolova alkylace Proteinova digesce a isolace peptidi

Nukleové kyseliny a ostatni

’ SM Jodoacetamid v 8M ) vysokomolekulirni latky
Vzorek + SDSDTT  yyocovina o, motoviné C ax Proteaza , 2x A
N N . s/

P8 - = -

i . PR i gn%

Lo . = E E

P § Thiolova I Proteinova g

S 4 alkylace 3 3 \ digesce C Y

SDS, DTT a Prebytek jodoacetamidu Peptidy 1-3x

nizkomolekularni
latky
. > > >
45 min 2h 1-24h

Obrazek 10: Znazornéni pracovniho postupu metody FASP [52]
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V prvnim kroku metody FASP se SDS-extrakt ziedi pufrem obsahujicim 8M mocovinu
a detergent spolu s dalSimi nizkomolekularnimi slozkami butiky se odstrani opakovanou filtraci
za pomoci centrifugace. Je dulezité, aby doba centrifugace byla dostatecné dlouha k dosazeni
eluce 95 % naneseného roztoku. Obvykle je pii pokojové teploté zapotiebi 15-20 minut na
jednu filtraci. Alkylace thiolovych skupin cysteinu nastava po prvni filtraci a pokracuje béhem
nasledujicich filtracnich kroku, dokud neni odstranéno alkylacni Cinidlo. Jako alkyla¢ni Cinidlo
se vyuziva jodacetamid.

Déle je mocCovina vymeénéna (pomoci ultrafiltrace) za digescni pufr a poté jsou proteiny Stépeny
trypsinem nebo jinym enzymem $tépicim protein. Po §tépeni proteinti jsou vzniklé peptidy
filtrovany pres membranu. V tomto kroku jsou peptidy purifikovany z vysokomolekularnich
latek, vCetn€ neuplné St€penych polypeptidi a peptidi nesoucich asti velkych posttranslac¢nich
modifikaci [52].

2.6 HPLC a UHPLC separace

V soucasné dobé je metoda kapalinové chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS) béznou a nepostradatelnou analytickou technikou vyuzivanou pro proteomické ucely.
Toto spojeni iniciovalo vyvoj novych ioniza¢nich metod a vedla k Siroké Skale rozhrani
zaméfenych na separaci riznych smesi biologickych komplext. Ionizace za atmosférického
tlaku (API) byla prvni metodou pro piimé propojeni eluatu roztoku s hmotnostnim
analyzatorem [54, 55].

Cilem téchto metod je rozliSeni a identifikace vSech generovanych peptidi ze Sté€penych
proteinti v daném proteomu. Jedna se o obtizny tikol z mnoha davodi. Napfiklad proteom v séru
miize obsahovat az 20 000 proteind s dynamickym rozsahem koncentraci 10!, coz miize pii
proteolytickém §tépeni vést ke vzniku vice nez 600 000 peptidii nepocitaje PTM. Separace
takovych komplexnich peptidovych smési je kritickym aspektem pro jejich identifikaci pomoci
MS. Obecny princip HPLC separace smési komplexnich peptidil je zalozen na jejich interakci
se stacionarni fazi a mobilni fazi v koloné [56].

Mezi rezimy HPLC vyvinuté pro peptidovou frakcionaci/sekvencéni separaci patii [57, 58]:
1. Chromatografie na reverzni fazi (RP- HPLC) — frakcionace na zakladé hydrofobicity
2. lontoméniCova chromatografie (IEX) — frakcionace na zékladé naboje
3. Gelova permeacni chromatografie (SEC) — frakcionace na zakladé rozdilt ve velikosti
peptidi; pouziva se pouze ve specialnich ptipadech

Metodu SEC je mozno aplikovat v piistupech top-down ke studiu intaktnich proteint. Jedna se
o metodu oblibenou pro separaci dle velikosti ¢astic. Vzhledem k faktu, ze SEC je povazovan
za chromatografickou metodu s nizkym rozliSenim, kterd vyzaduje zifedéné vzorky, je
pouzivana technika SEC s kombinaci kolon o riznych velikostech pord, aby bylo dosazeno
vysokého rozliSeni pii separaci komplexni smési proteint s Sirokym rozsahem molekulovych
hmotnosti (10-223 kDa) [59, 60].

V proteomice je mozné také vyuzivat tzv. vicerozmérnou technologii identifikace proteinti
(MudPIT). Smés proteina je podrobena specifické enzymatické digesci (obvykle za pouZiti
trypsinu a endoproteinazy LysC) a vysledna peptidova smés je nasledné oddélena silnym
kationtoménicem (SCX) a vysoce uc¢innou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi
(RP-HPLC). Kombinace HPLC, izoelektrické fokusace a kapilarni elektroforézy je pouzivana
ke zlepSeni separace komplexnich proteinovych smési [61, 62, 63, 64, 65].

Metoda RP-HPLC se pouziva ve vétsiné bottom-up proteomickych experimentech k separaci
proteolyticky generovanych peptidu diky své reprodukovatelnosti a robustnosti [66, 67].
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Proteomické piistupy bottom-up i top-down jsou plné zavislé na pouzitych separacnich
technologiich, které slouzi k [26]:
e zajisténi pokryti proteomu ve velkém méfitku v daném case
e pokryti Sirokého rozmezi koncentraci proteinti, vCetné stopovych mnozstvi riznych
proteinti

Mnoho proteomickych piistupi pouziva kombinaci IEX/RPLC, kde preferovanym RP
ligandem zistavaji oktadecylsilany (C18) a vybér iontovych ligandi experimentalné zavisi na
tfide peptidt, které maji byt separovany [68, 69].

2.6.1 Kolony v proteomice

Vybér vhodné kolony (s dokonalou schopnosti separace proteinti/peptidt) je dilezitym krokem
pii analyze. Hlavni typy analytickych kolon, které se v soucasné dobé pouzivaji ve vyzkumu
proteomiky, maji rizné vlastnosti s ohledem na pouzitém materialu, velikosti Castic uvnitf
kolony, délce a praméru. Uginné separace komplexnich peptidovych smési v proteomickych
studiich bylo dosazeno pouzitim nano-LC/UHPLC a kapilarnich kolon obsahujicich C8 nebo
C18 skupiny, ¢i monolitickych kapilar na bazi oxidu kiemicitého [70, 71, 72, 73, 74].

V proteomické analyze je zdsadni schopnosti moznost manipulace s velmi malym mnozstvim
biologického materialu. V ptipadé metody UHPLC se vyuziva kapilarnich kolon naplnénych
C-18 modifikovanymi Casticemi oxidu kifemicitého o malém primeéru a separace probiha za
vysokych tlakt. Kapacita kolony je charakterizovana jako maximalni mnozstvi vzorku, které
muze byt danou kolonou separovano a tato hodnota zavisi na sloZzeni mobilni faze, slozeni
vzorku apod. Bylo prokazano, ze maximalni kapacitu kolony pro separaci peptidua Ize zvysit asi
1,5krat, pokud bude dosazeno snizeni velikosti castic z3 pm na méné nez 2 pum [74].

Dal§i moznosti je vyuziti monolitickych kolon. Tyto kolony jsou tvofeny jedinym kusem
stacionarni faze, ktera vykazuje vysokou permeabilitu a nizkou odolnost vii¢i prenosu hmoty.
To je divodem, pro¢ jsou monolitické kolony vhodné pro separaci analyta s nizkymi diftiznimi
konstantami (napf. separace proteind, peptidd, nukleovych kyselin ¢i syntetickych polymert).
Prvni monolity byly syntetizovany jako membrany na bazi metakrylatd. V roce 1996 byl
syntetizovan monolit na bazi oxidu kfemicitého pro pouziti v LC. Uvadi se, ze monolity na bazi
kfemiku jsou vhodngjs§i pro separaci malych molekul, zatimco polymerni monolity jsou
uzite¢n€jsi pro analyzu makromolekul. Monolitické kapilarni kolony lze vyrabét v laboratofi
bez nutnosti cenové nakladného média ¢i rozpoustédel. Porovnani metod HPLC a UHPLC je
uvedeno v tabulce 1 [74, 75, 76, 77, 78].

Tabulka 1: Porovnani metod HPLC a UHPLC [79, 80, 81]

HPLC UHPLC
vyuziva material sveétSim primérem | vyuziva material s mensim primérem castic v
castic v koloné koloné
separace v prostiedi nizsiho tlaku separace v prostedi vyssiho tlaku
velikost ¢astic piiblizné 3-5 ym velikost ¢astic pfiblizné 1,7 uym
tlak 50-600 bar tlak az 1000 bar
méné ucinnd separace s nizsim rozliSenim | u€innéj§i separace s vyrazn¢ vyssim rozliSenim
niz8i rychlost separace vyS$$i rychlost separace (az 9krat)
nizsi citlivost separace vys$$i citlivost separace (az 3-5krat)
vyS$$i spotieba rozpoustédla pfi separaci | niz8i spotteba rozpoustédla pii separaci
nizsi cena vy$Si cena
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Problematické uvoliiovani tepla vznikajici v kolon¢ jako nasledek aplikace vysokého tlaku
v systému UHPLC bylo vyfeseno pouzitim uzsich priméra kolon. Zmensovani prameérta kolon
ma ovSem za nasledek technické problémy, jako je [26]:

e Problém s tésnénim LC systému

e Potieba velmi vysokych protitlakil pii vysokych rychlostech pratoku

e Kontaminace

2.7 Hmotnostni spektrometrie

2.7.1 Instrumentace

Proteomicka analyza vyuziva hmotnostni spektrometrii pro komplexni analyzu vzorkd
proteint. Jedna se o S$pickovou technologii vhodnou pro charakterizaci proteint. Je Siroce
pouzivana pro identifikaci a kvantifikaci proteint, charakterizaci proteinovych interakci ¢i
PTM [38].

Hmotnostni spektrometr se obecné sklada z iontového zdroje, ktery pievadi molekuly analytu
na ionty v plynné fazi, hmotnostniho analyzatoru, ktery déli ionty dle poméru
hmotnosti ku naboji (m/z) a detektoru, ktery detekuje pocet iontd pii kazdé hodnoté m/z [38,
82, 83].

Vyvoj elektrosprejové ionizace (ESI) a laserové desorpcni ionizace v pritomnosti organické
matrice (MALDI) zpusobil revoluci v analyze proteint pomoci MS. ESI je béZné pouzivanou
technikou ionizace peptidi nebo proteini pro MS analyzu. lonizuje latky v roztoku za
atmosferického tlaku, a proto byva tento typ ionizace Casto spojovan s kapalinovou
chromatografii [38, 82, 83].

Hmotnostni analyzator je tstfedni soucasti technologie MS. V proteomice se bézné pouzivaji
tyto zakladni typy hmotnostnich analyzatora:

orbitrap

iontova past (IT), linearni iontova past (LIT)

kvadrupdl (Q)

analyzator doby letu (TOF)

iontovy cyklotron s Fourierovou transformaci (FTICR)

Také je mozno vyuzit pfistroji, které kombinuji schopnosti jednotlivych hmotnostnich
analyzatori. Lze sem zaradit napi. Q—q—Q, Q—q-LIT, Q-TOF, TOF-TOF a LIT-FTICR [83].

Tyto analyzatory jsou klicem k udrzeni citlivosti, presnosti, rozliSeni a ke generovani
hmotnostnich spekter (MS/MS spekter). Mohou byt pouzity jednotlivé nebo navzajem
kombinovany, aby se vyuzily vyhody kazdého z nich [38, 84].

Pristroje MS jsou obvykle srovnavany s pfistroji nuklearni magnetické rezonance (NMR),
protoze jsou cenove narocné a vyzaduji pravidelnou udrzbu. Robustnost, relativni jednoduchost
kroku ptipravy vzorkl, vysoce vykonna analyza a citlivost MS vSak zistavaji neprekonany [85,
86].

2.7.2 Fragmentaéni techniky

Je dulezité zajistit, aby byly peptidy béhem analyzy disociovany. Pro hmotnostni spektrometry
jsou vyuzivany jednotlivé fragmentacni/disociacni techniky [26]:

disociace vyvolané srazkou (CID)

disociace zachytem elektronu (ECD)

disociace prenosem elektronu (ETD)

vysokoenergetické kolizni disociace (HCD).

el s
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Béhem CID MS/MS fragmentace vznikaji zejména fragmenty §tépenim peptidové vazby.
Pokud vzniknout ionty fragmenti obsahujici N-konec ptvodniho peptidu, jsou oznacovany
jako ionty b;, kdy i oznacuje pocet aminokyselin v daném fragmentu. Analogicky, fragmenty
obsahujici C-konec, jsou oznafovany y..; (n je celkovy pocCet aminokyselin v peptidu).
V mensim rozsahu mohou vznikat 1 dalsi fragmenty typu a a x (viz obrazek 11). Pfedvidatelnost
fragmentace peptidi umoznuje identifikaci proteinii pomoci databazového prohledavani nebo
i uréeni peptidovych sekvenci pomoci de novo sekvenovani [26].
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Obrazek 11: Korespondence mezi aminokyselinovou sekvenci peptidu a piky fragmentovych
iontl, které jsou produkovany v MS/MS (A); zobrazeni teoreticky fragmentovanych iontd,
které mohou byt produkovany fragmentaci peptidu (B) [26]

Jednotlivé disociacni techniky produkuji rizné typy fragmentovanych iontd. Naptiklad pfi
vyuziti ECD fragmentace vznikaji pfednostné ionty typu c a z (viz obrazek 11), jsou §té€peny
disulfidové vazby, avsak PTM zlstavaji nedotcené. Tato metoda je typicky vyuzivana pfistroji
FTICR MS. Podobnou technikou je i ETD fragmentace, ktera je vyuzivana zejména u iontovych
pasti. Ve spojeni s orbitrapem, jako hmotnostnim analyzatorem, se hojné¢ vyuziva HCD
fragmentace [26].
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2.7.3 Akvizi¢ni techniky MS dat
S rozvojem vyuziti MS v proteomice byly soucasné vyvijeny i metody sbéru MS dat. Mezi
hlavni akvizi¢ni techniky patii [26]:

e Data Dependent Analysis (DDA)

e Data Independent Analysis (DIA)

e Selected Reaction Monitoring (SRM)

e Parallel Reaction Monitoring (PRM).

DDA je strategie sbéru dat, ktera vybira k fragmentaci (MS/MS) prekurzorové ionty podle
intenzity. Pfi akvizici v DDA modu jsou systematicky znevyhodnény minoritni komponenty,
coz vede k jejich nekonzistentni detekci a kvantifikaci. Tento problém nartsta s komplexnosti
analyzovanych vzorkl [87, 88].

DIA je akvizi¢ni metoda, pii které jsou peptidy postupné fragmentovany v na sebe navazujicich
,,oknech“ o daném rozsahu pomért m/z, v ramci daného ,,okna“ v§echny najednou. Tato metoda
umoziiuje analyzu peptidd, aniz by byla omezena jakymkoli vybérem jednotlivych prekurzoru.
DIA nabizi neékolik vyhod oproti DDA pro charakterizaci komplexnich proteint. Na rozdil od
DDA, ktera postupné detekuje, vybirda a fragmentuje jednotlivé ionty, DIA systematicky
paralelizuje fragmentaci detekovatelnych ionti bez ohledu na jejich intenzitu, ¢imz poskytuje
kompletnéjsi sadu detekovanych signali, lepsi reprodukovatelnost pro identifikaci, lepsi
presnost a citlivost pro kvantifikaci a takto bohatsi pokryti proteint [89, 90].

SRM je technika MS urena pro kvantitativni analyzu vybranych proteind v biologickych
smeési. Jedna se o vysoce selektivni a citlivou metodu. SRM spociva ve vybéru fragmentacni
reakce. V piipadé€ vyuziti analyzatoru Q-q-Q jsou kvadrupoly Q1 a Q3 nastaveny na vybrané
hodnoty m/z prekurzoru a vybraného fragmentu. Zaznamenavany jsou pouze prekurzory, ze
kterych pfi fragmentaci v kolizni cele vzniké uréeny fragment. Absence skenovani umoziiuje
zaméfit se na prekurzor a fragmentové ionty po delsi dobu, ¢imz se zvySuyje citlivost [91].
PRM je dalsi cilena metoda detekce provadéna pomoci hmotnostnich spektrometrti s vysokym
rozliSenim, jako je kvadrupol-Orbitrap (q-OT). Podobné jako SRM muze byt PRM pouzita k
oveéfeni mnozstvi vybranych proteini a jejich PTM. I kdyz jsou metody SRM a PRM
srovnatelné, PRM je nejvhodné&jsi pro detekci a kvantifikaci proteind na urovni attomol
v komplexnim vzorku [92, 93].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1
3.1.1

3.14

3.1.5

3.21

Chemikalie

Chemikalie pro kultivaci kvasinek

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Bakteriologicky pepton, Himedia (Indie)

Glycerol, Lach-Ner (CR)

Hydroxid draselny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
Mogovina p.a, Lach-ner s.r.o (CR)

Chemikalie pro lyzi bunék
SDT pufr - 4% (w/w) SDS; 0,IM DTT; 0,1M Tris-HCI; pH 7,6 (Sigma Aldrich, USA,
Serva, Némecko)

Chemikalie pro 1D-SDS-PAGE elektroforézu

RozliSovaci délici pufr - 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 (Penta, CR; Serva, Némecko)
Zaosttovaci koncentracni pufr - 0,5M Tris-HCI, pH 6,8 (Penta, CR; Serva, Némecko)
Bézici pufr - 0,025M Tris Baze, 0,192M Glycin, 0,19M SDS, pH 8,3 (Penta, CR; Serva,
Neémecko)

Rozlidyjici gel (10 ml) 12% - rozlisyjici pufr 2,5 ml; akrylamide-bis 4 ml (37,5:1);
10% SDS 100 ul; 10% APS 50 pl, TEMED 5 ul; 3,4 ml ddH>O (Penta, CR; Sigma
Aldrich, USA, Serva, Némecko)

Zaosttovaci koncentratni gel (10ml) 4% - zaostfovaci koncentra¢ni pufr 2,5 ml,
akrylamide-bis 1,3ml (37,5:1), 10% SDS 100 ul, 10% APS 50 ul, TEMED 15 pl,
6,1 ml ddH>O (Penta, CR; Sigma Aldrich, USA, Serva, Némecko)

Proteinovy marker (Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards, Bio-Rad, USA)
Barvivo Coomassie Brilliant blue G 250

Chemikalie pro FASP

Jodoacetamid (Sigma Aldrich, USA)

Mocovina (Sigma Aldrich, USA)
Hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma Aldrich, USA)
Trypsin (Promega, USA)

Chemikalie pro extrakci

Ethylacetat (Sigma Aldrich, USA)
Kyselina mravenci (Sigma Aldrich, USA)
Polyethylen glykol (Sigma Aldrich, USA)
Acetonitril (Sigma Aldrich, USA)

Pristroje a pomucky

Pristroje a pomucky pro kultivaci kvasinek
Klasické laboratorni sklo

Mikroskop L II 00A, Intraco Micro (Némecko)
GKB Color Digital CCD kamera (Tchaiwan)
Mini Vortex Mixers, Ohaus (Cina)

Centrifuga Sigma, Laborzentrifugen (Némecko)
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Analytické vahy Boeco (Némecko)
Laminarni box Aura mini BioTech (CR)
Ttepacka Yellow line (Némecko)

@
o
o

Pomiicky a pristroje pro izolaci a analyzu proteinu
Extrakeni sklenéné kulicky (Diagenode, Belgie)
Sonikator Bioruptor (Diagenode, Belgie)
ThermoMixer C (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga 5417R (Eppendorf, Némecko)
Elektroforeticka aparatura Mini-PROTEAN® 3 (Bio-Rad, USA)
FASP kolonka Microcon 30 kDa (Eppendorf, Némecko)
V-1 plus, Vortex (bioSan, LotySsko)
Speedvac® Concentrator model SPD111V-230 (ThermoFisher Scientific, USA)
LC-MS/MS sestava (Thermo Fisher Scientific, USA)
o Ultimate 3000 RSLCnano
o Orbitrap Exploris 480
o Predkolona - cartridge type, pPrecolumn, 300 um ID, 5mm long;, C18
PepMap100, Sum particles, 100 A); P/N 160454
o Analyticka kolona: EASY spray column, Acclaim PepMap RSLC C18 column
(2 um particles, 75 pm x 250 mm; PN ES902)
o EASY spray ion source

3.3 Biologicky material

3.3.1 Vybrany kmen kvasinek

Pro tuto praci byl zvolen kvasinkovy kmen Rhodosporidium toruloides. Tento kmen byl ziskan
ze sbirky , Culture Collection of Yeasts“ (CCY), ktera je soucasti Chemického ustavu
Slovenské akademie véd se sidlem v Bratislavé na Slovensku.

Tabulka 2: Kvasinky pouzité v této praci
Nazev kmene Kéd kmene
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004

3.4 Kaultivace kvasinek
Kultivace vybraného kmene kvasinek probihala ve ¢tyfech na sebe navazujicich fazich. V prvni
fazi kultivace bylo pfipraveno upravené pevné¢ YPD-agarové médium, které bylo zaoCkovano
prislusSnym kmenem kvasinek. V dalSich dvou fazich bylo postupné provedeno pfeockovani do
inokula¢niho média I a II. V posledni fazi kultivace bylo provedeno zaockovani produkcnich
médii. Pti celém procesu kultivace byla udrzovana optimalni laboratorni teplota, dostatek svétla
a cely proces probihal za neustalého tfepani na tfepacce.

3.4.1 Priprava a zaockovani pevného média

Pfipravené pevné médium, jehoz slozeni je uvedeno vtabulce 3, bylo sterilizovano
pfi teploté 120 °C po dobu 40 minut ve vysokotlakych hrncich a nasledné bylo za sterilnich
podminek prevedeno do sterilnich Petriho misek. Po ochlazeni byly Petriho misky
v lamindrnim boxu pod UV svétlem uzavieny parafilmem a uchovany v lednici pro pozdé;jsi
pouziti.

Pro zaockovani zminéného pevného média v Petriho misce bylo pouzito nékolik klicek zasobni
kultury daného kmene kvasinek. Byly pouzity zasobni kultury skladované pii teploté -80 °C
v chladicim boxu. Skladovaci médium obsahovalo smés kvasinkové kultury v YPD médiu
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a glycerolu jako kryoprotektiva v poméru 1:1. Pro optimalni namnoZzeni bunék byla kultura
ponechana na agarovych plotnach po dobu 3 dnu.

Tabulka 3: Slozeni pevného upraveného YPD média

Slozka média Mnozstvi
Voda 1000 ml
Pepton 20¢g
Kvasni¢ni autolyzat 10g
Glycerol 20 ml
Agar 20¢g

3.4.2 Priprava inokula I a II

Po optimélni proliferaci bunék byla kultura pfipravena na preockovani do kapalného
inokula¢niho média. Slozeni tohoto média je uvedeno v tabulce 4. Pripravené kapalné médium
bylo rovnéz sterilizovano piti teploté 120 °C po dobu 40 minut. Po nasledném ochlazeni na
laboratorni teplotu bylo kapalné médium zaoCkovano tak, ze na 10 ml média byla pouzita jedna
ockovaci klicka.

Po 24 hodinach bylo dle pfilozeného slozeni v tabulce 4 piipraveno druhé kapalné inokulacni
meédium. Po jeho sterilizaci a ochlazeni bylo k nao¢kovani pouzito 60 ml kultury a nasledné
bylo ponechano 24 hodin k pomnoZzeni bunék.

Tabulka 4: Slozeni kapalnych upravenych YPD médii

Slozka média YPG 1 YPG 2
Voda 100 ml 300 ml
Bakteriologicky pepton 2g 6¢g
Kvasinkovy autolyzat lg 3¢g
Glycerol 2 ml 6 ml

3.4.3 Priprava a zaockovani produkénich médii

Produk¢ni média byla pripravena dle slozeni, které je uvedeno v tabulce 5. V této praci bylo
testovano pét riznych C/N pomeért a to C/N 13, 25, 50, 100 a 150. Pro kazdy C/N pomér byly
pfipraveny 2 Erlenmayerovy bariky o objemu 0,5 1. VSech deset pfipravenych médii bylo opét
vysterilizovano, ochlazeno na laboratorni teplotu a k naockovani bylo pouzito inokulum II
oobjemu 30 ml. Poté byly Erlenmayerovy baiky se zaoCkovanymi produkcnimi médii
premistény na tfepacky, kde pokraCovala kultivace za optimalnich podminek.

Tabulka 5: Slozeni jednotlivych C/N poméra produkénich médii

Slozka média C/N 13 C/N 25 C/N 50 C/N 100 C/N 150
Voda 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
MgSO4- 7 H,0 0,07 g 0,07 g 0,07 g 0,07 g 0,07 g
KH>PO4 04¢ 04¢ 04¢ 04¢ 04¢
Glycerol 2,405 ¢ 4,626 ¢ 9,251 g 18,503 g 27,754 ¢
Mocovina 0,181 g 0,181 g 0,181 g 0,181 g 0,181 g
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3.44 Odbéry vzorku

Byly provedeny dva odbéry vzorku, a to po 48 a 96 hodinach kultivace. Odbéry byly provedeny
totozné. Vzorky byly prevedeny do centrifugacnich zkumavek a centrifugovany po dobu
5 minut rychlosti otaceni 4500 rpm. Nasledné byl supernatant nahrazen destilovanou vodou,
zkumavky byly rovnomérné vyvazeny a jejich obsah byl rozsuspendovan na vortexu. Nakonec
byla provedena dalsi centrifugace za stejnych podminek a po odstranéni supernatantu byly
vzorky zamrazeny.

3.5 Izolace, frakcionace a stanoveni proteinu
V tabulce 6 je zobrazen piehled jednotlivych vzorkt kvasinek kultivovanych v této praci.

Tabulka 6: Seznam vzorka pouzivanych v této praci

Cislo vzorku | C/N pomér | Doba kultivace Oznaceni vzorku
1 C/N 13 96 hod C/N13_96hod_1
2 C/N 13 96 hod C/N13_96hod_2
3 C/N 25 96 hod C/N25_96hod_1
4 C/N 25 96 hod C/N25_96hod_2
5 C/N 50 96 hod C/N50_96hod_1
6 C/N 50 96 hod C/N50_96hod_2
7 C/N 100 96 hod C/N100_96hod_1
8 C/N 100 96 hod C/N100_96hod_2
9 C/N 150 96 hod C/N150_96hod_1
10 C/N 150 96 hod C/N150_96hod_2
11 C/N 13 48 hod C/N13_48hod_1
12 C/N 13 48 hod C/N13_48hod_2
13 C/N 25 48 hod C/N25_48hod_1
14 C/N 25 48 hod C/N25_48hod_2
15 C/N 50 48 hod C/N50_48hod_1
16 C/N 50 48 hod C/N50_48hod_2
17 C/N 100 48 hod C/N100_48hod_1
18 C/N 100 48 hod C/N100_48hod_2
19 C/N 150 48 hod C/N150_48hod_1
20 C/N 150 48 hod C/N150_48hod_2

3.5.1 Proteinova extrakce

V této Casti prace byl nejprve pripraven SDT pufr. Nasledné byly odebrané vzorky rozmrazeny.
Horky pufr o objemu 500 ul a teploté 95 °C byl pfidan do vSech dvaceti vzorkd, které byly
nasledné inkubovany po dobu 30 minut a pii teplot¢ 95 °C v termomixéru za soucasného
michani (800 rpm). Vzorky byly poté ochlazeny na laboratorni teplotu a centrifugovany pfi
4500 x g po dobu 5 minut. Nasledné byl supernatant preveden do 2ml vialek. Usazené
kvasinkové pelety byly rozptyleny Spickou pipety a bylo k nim pfidano 200 ul SDT pufru. Do
kazdé sonikacni zkumavky o objemu 1,5 ml bylo pfidano asi 40-50 mg extrakcnich sklenénych
kulicek a k nim nachystané objemy dispergovanych kvasinek. Byla provedena sonikace
v mnozstvi 30 cykld (30 s zapnuto/30 s vypnuto) pii teploté 4 °C, po které navazovala
centrifugace pi1 6000 x g po dobu 2 minut. Takto ziskané supernatanty byly ptidany do 2ml
vialek se supernatantem odebranym dfive. Nakonec byla provedena jeste jedna centrifugace pri
20000 x g po dobu 2 minut pii laboratorni teploté a ziskany supernatant byl pouzit v dalsi ¢asti
experimentu.

31



3.5.2 SDS-PAGE elektroforéza

Pro kontrolu kvality predchazejici extrakce proteind byla provedena jednorozmeérna
SDS-PAGE elektroforéza, ktera rozdéluje izolované proteiny podle jejich molekulovych
hmotnosti. Byl pfipraven 12% polyakrylamidovy gel. Po ztuhnuti gelu byly do vytvofenych
jamek napipetovany proteinové roztoky v objemu 5 pl na kazdou jamku. Do prazdné jamky byl
také nanesen standard (zebficek). Gel byl nasledné€ vlozen do elektroforetické vany, prevrstven
pufrem, do systému bylo vlozeno elektrické napéti a zahajena elektroforéza. Vizualizace byla
provadéna pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue G-250.

3.5.3 Metoda FASP (Filter assisted sample preparation)

Ptredem pfipravené roztoky: IAA — 0,05M jodoacetamid v roztoku UA
UA — 8M mocovina v 0,1M Tris-HCI pufru o pH 8,5
AB - 0,05M NH4CO3

Pro metodu FASP byl zvoleny objem vzorkli nasledovny: vzorky 1-5, 11-20 byly vyuzity
v objemu 100 pl, vzorky s oc¢islovanim 6-10 v objemu 60 pl. Tato metoda byla provedena
v kolonce Microcon s membranou o definované hodnoté poru, ,,cut-off 30 kDa. Ke vzorku
bylo pfidano 200 pul UA a vzorek byl centrifugovan pii 14000 x g a teploté 25 °C (dalsi
centrifugace probihaly za stejnych podminek, pokud neni uvedeno jinak). Tento krok byl
opakovan jesté jednou. Po odebrani odpadu ze sbérné zkumavky bylo napipetovano na filtr
100 pl TAA. Takto pfipravené kolonky byly inkubovany pfi laboratorni teploté a rychlosti
otacek 900 rpm po dobu 1,5 min a poté 20 min pii rychlosti ota¢ek 350 rpm, v§e pii laboratorni
teploté a v temnu. Nasledné bylo pfidano 100 ul UA a provedena centrifugace. Tento krok byl
opakovan trikrat. V dal§i fazi bylo pfidano 100 ul AB v MilliQ vodé (MQ) a prob&hla
centrifugace. Tento krok byl opét opakovan tiikrat. V dalsi casti probihalo enzymatické St€peni,
kdy bylo ptidano 49 pl 50mM AB v MQ a 1 pl trypsinu o koncentraci 1 pg/ul v 50mM AB
v MQ. Inkubace trvala 18 hod pfi teploté 37 °C. Poté nasledovala eluce nastépenych peptidi z
filtracnich jednotek do novych sbérmych zkumavek a centrifugace. Nakonec bylo na filtra¢ni
jednotky pfidano 50 ul 50mM roztoku AB v MQ a provedena centrifugace. Tento krok byl
proveden dvakrat.

3.5.4 Extrakce ethylacetatem

Dal§im krokem zvolenym pro precisténi vysledné peptidové smési byla extrakce. K odstranéni
rezidui SDS byl vyuzit ethylacetat jako extrakéni Cinidlo. Ke vzorkiim byl pfidan 1 ml
ethylacetatu a smés byla promichavana v termomixéru po dobu 2 min (2000 rpm). Pro oddéleni
jednotlivych vrstev bylo provedeno odstfed’'ovani pii rychlosti ota¢ek 13400 rpm, laboratorni
teploté a po dobu 30 s. Horni ethylacetatova vrstva byla nasledné odpipetovana. Pridani 1 ml
ethylacetatu, protiepani, odstfedéni a odstranéni bylo provedeno celkem tiikrat. Bylo
odstranéno maximalni mnozstvi ethylacetatu za pomoci 200ul pipety. Zbytek ethylacetatu byl
odpaten (40-60 min).

3.5.5 Kiysela extrakce

Precisténa smeés peptida z ethylacetatové extrakce byla prenesena do autosamplerové TPX
vialky, kde bylo pipetovano 1,5 pl 0,01% roztoku PEG. Do mikrozkumavky bylo pipetovano
25 ul 5% roztoku kyseliny mravenci a 25 pl 100% roztoku acetonitrilu. Tato smés byla
vortexovana po dobu 10 s a nasledné pipetovana do autosamplerové TPX vialky. Do dalsi
mikrozkumavky bylo pipetovano 100 pl 100% roztoku acetonitrilu. Tento roztok byl
vortexovan opét po dobu 10 s a pipetovan do autosamplerové TPX vialky. Nakonec byla smés
v autosamplerové TPX vialce 28 min odpafovana a poté ziedéna MQ na objem 30 pl. Pro
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nasledujici LC-MS analyzu byl vzorek zfedén tak, ze z objemu 30 pl byl pouzit 1 pl vzorku, ke
kterému byly ptidany 4 ul 5% kyseliny mravenci a 15 pl MQ.

3.5.6 LC-MS/MS analyza

Pro LC-MS/MS byly pouzity pfistroje Ultimate 3000 RSLCnano a Orbitrap Exploris 480
(Thermo Fisher Scientific). Smés peptidi byla separovana pomoci LC gradientové eluce
trvajici 104 minut. SloZeni mobilni faze a prabéh gradientu doklada tabulka 7.

Pouzitou ionizacni technikou byl elektrosprej, jako fragmentacni technika byla vyuzita HCD
fragmentace.

Tabulka 7: Parametry gradientové eluce

Slozka A - 0,1% kyselina Slozka B — 0,1% kyselina
mravenci ve vodé mravenci v acetonitrilu
Cas [min] Procentualni zastoupeni Procentualni zastoupeni Prutok
[%] [%] [nl/min]
0 3 97 500
2 3 97 500
3 3 97 300
4 3 97 300
94 37 63 300
101 80 20 300
104 80 20 300

3.5.7 Vyhledavani v databazich
Ziskana MS/MS data byla zpracovana pouzitim programu DIA-NN (verze 1,8) [94]. Dale byl
pouzit rezim ,library free search s vyuzitim nasledujicich proteinovych databazi:
e UniProtKB — Rhodosporidium toruloides
o Taxonomie: Rhodosporidium toruloides
o ID taxonu: 5286
o Verzez24.5.2021
o Celkem 7496 sekvenci
e cRAP contaminant database
databaze obsahujici kontaminace
zalozeno na http://www.thegpm.org/crap/
celkem 112 proteinovych sekvenci
verze 181122
od finalnich vysledkt byly nalezené kontaminace oddéleny

O O O O O

Vysledky vyhledavani v databazi byly nastaveny tak, aby se fidily témito prahovymi hodnotami
falesné pozitivnich vysledki (FDR):

e uroven prekurzoru: 1 % FDR

¢ hladina proteinové skupiny: 1 % FDR

Pro filtrovani vytvoreného seznamu proteint byly nastaveny nasledujici minimalni prahové

hodnoty poctu peptida
e minimalni pocCet proteotypickych peptidu: 1
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Pro nasledujici vyhodnoceni byla pouzita bioinformatickd databaze
s nasledujicimi parametry:

pro vyhledavani byly pouzity IDs proteint

jako identifikator byl nastaven UNIPROT_ACCESSION
typ seznamu: Gene List

druh: Rhodosporidium toruloides

v analyze byl vyuzit ,,Functional Annotation Tool*

DAVID

[95]
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vysledky 1D SDS-PAGE

Dle vyse ptilozeného postupu byla provedena jednorozmérna SDS-PAGE. Na obrazcich 12, 13
a 14 jsou vyobrazeny vysledky. Z obrazka je patrné, ze obecné nejintenzivn€j§i prouzky
vykazuji proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti (cca 15-18 kDa). Déle je mozné vidét, ze
vzorky kultivované 96 hodin mély bohatsi zastoupeni proteinti nez vzorky kultivované pouze
48 hodin. Nejvétsi mnozstvi proteind lze vizualné zaznamenat u kvasinek kultivovanych na
produkénich médiich o poméru C/N 100 a C/N 150 v ¢ase kultivace 96 hodin. Naopak u nizsich
C/N pomeéru a kratS$i doby kultivace byly znazornény proteiny v mens§im mnozstvi. Z této
skutecnosti 1ze usoudit, ze délka kultivace a slozeni produkénich médii (C/N) ma vyznamny
vliv na mnozstvi protein produkovanych timto kmenem kvasinek.

MW 96 48 48 96 96 48 96 48 (hodin)
marker CN 13 13

WVAN[VAN)

250
150
100

75

50 —,

37

25 ™ —

20 -

Obrazek 12: Zobrazeni vysledka 1D SDS-PAGE
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9% 48 96 48 96 48 (hodin)

marker CN 50 50 100 100

5 15 6 16 7 47 8 18 P
Obrazek 13: Zobrazeni vysledk 1D SDS-PAGE

MW 96 48 96 48 (hodin)

marker

kDa.

250
150
100

75

50
37

25
20

15

9 19 10: 20

Obrazek 14: Zobrazeni vysledk 1D SDS-PAGE
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4.2 Vysledky a porovnani proteinového zastoupeni kultivovanych kvasinek
Vzorky kvasinek rodu Rhodosporidium toruloides kultivovanych za riznych podminek byly

nastépeny a nasledné analyzovany LC-MS/MS. Vysledkem byla detekce 4986 proteind v ramci
celého datasetu. Po zpracovani dat byly ureny skupiny proteini s rozdilnou regulaci pro
vybrané dvojice vzorkl, zejména zmény v proteinovém slozeni v zavislosti na dobé€ kultivace
pro jednotlivé C/N poméry, nasledné i zmény pozorované u kvasinek kultivovanych s pouzitim
krajnich hodnot C/N pomért. V tabulce 8 jsou shrnuty jednotlivé podminky a porovnani
vybranych experimenti. U vSech experimenti jsou popsany C/N poméry pouzitych
kultivacnich médii, Casové udaje tykajici se doby kultivace kvasinek a pocty rozdilné
regulovanych proteinti pro jednotliva srovnani. Kultivace vSech vzorka o pfislusnych C/N
pomeérech byla provedena ve dvou paralelnich opakovani a pro kazdy experiment jsou
vyhodnoceny kvalitativni a kvantitativni zmény proteint. Tato prace bude z davodu velkého
rozsahu detailné€ji zaméfena pouze na uvedena srovnani (zvyraznéna Sedé v tabulce 8).

Tabulka 8: Piehled a porovnani jednotlivych experimentd zahrnujici kvalitativni a
kvantitativni zmény upregulovanych a downregulovanych proteint

kvalitativni zmény kvantitativni zmény
Podminky experimentu Pocet , Pocet , Pocet , Pocet ,
(C/N pomér; doba kultivace) upreguloYa:lych downregul.ovoanych upreguloYa:lych downregul.ovoanych
protemnu proteinu protemnu protemnu
C/N 13; 96 hod - C/N 13; 48 hod 66 32 0 0
C/N 25; 96 hod - C/N 25; 48 hod 45 16 6 3
C/N 50; 96 hod - C/N 50; 48 hod 34 18 0 0
C/N 100; 96 hod - C/N 100; 48 hod 43 12 203 190
C/N 150; 96 hod - C/N 150; 48 hod 44 11 378 272
C/N 150; 48 hod - C/N 13; 48 hod 79 65 456 490
C/N 150; 96 hod - C/N 13; 96 hod 61 39 69 91

Kvalitativni zmény (napt. pro C/N 150_96 hod-C/N 150_48 hod) jsou vyhodnoceny dle
nasledujicich kritérii:

e Upregulované proteiny jsou takové, které se vyskytovaly v obou vzorcich pouzitého
kultivacniho média o daném pomeéru (C/N 150) v ¢ase kultivace 96 hodin a soucasné se
nevyskytovaly v zaddném vzorku daného C/N poméru v ¢ase kultivace 48 hodin.

e Downregulované proteiny jsou ty, které se nevyskytovaly v zadném vzorku pouzitého
pomeéru (C/N 150) v Case kultivace 96 hodin a soucasné se vyskytovaly v obou vzorcich
daného C/N poméru v Case kultivace 48 hodin.

Kvantitativni zmény (napt. pro C/N 150_96 hod-C/N 150_48 hod) jsou vyhodnoceny dle
nasledujicich kritérii:

e Pro upregulované proteiny plati:

log2 FC > 1; adj.p < 0,05
e Pro downregulované proteiny plati:
log2 FC < (—1); adj.p < 0,05
e FC je hodnota vyuzivajici se k definovani rozdilu mezi dvé€ma skupinami dat, v tomto
ptipadé porovnani kultivace daného C/N poméru ve dvou Casovych tsecich.
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e Hodnota p je oznaCovana jako hodnota pravdépodobnosti a ziskava se zt testd. Aby
byly omezeny fale$né pozitivni vysledky, pouziva se upravena tzv. adjustovana hodnota

pP-

Rozdily regulovanych proteini byly podrobeny bioinformatickému zpracovani s vyuZzitim
bioinformatické databaze ,,DAVID Bioinformatics Resources™ [95]. Proteiny byly hodnoceny
dle tii zakladnich kategorii: molekularni funkce, biologické procesy, kterych se ucastni a také
byla popsana lokalizace danych proteint v burice. Je potieba dodat, ze dostupné databaze pro
charakterizaci proteomu kvasinek Rhodosporidium toruloides nejsou dostate¢né anotovany
a poCet vyhodnocenych protein zminénou bioinformatickou databazi je nizky, coz muze
ovlivnit vystupy této prace.

Z divodu prehlednosti jsou seznamy anotovanych proteinti pro jednotlivé kategorie uvedeny
jen u poméru C/N 13; 96 hod - C/N 13; 48 hod, u ostatnich pomért jsou pak v pfiloze.

4.2.1 C/N 13596 hod - C/N 13; 48 hod

Byly urceny upregulované a downregulované proteiny kvasinkovych kultur kultivovanych na
produkénich médiich o poméru C/N 13 ve dvou Casovych bodech. Proteinové slozeni vzorku
odebraného po 96 hodinach kultivace bylo porovnavano se vzorkem odebranym po
48 hodinach. Nastavenym kriteriim vyhovélo 66 upregulovanych a 32 downregulovanych
proteintl.

4.2.1.1 Biologické procesy

V tabulkach 9 a 10 je zobrazeno rozdéleni upregulovanych a downregulovanych proteint dle
zatfazeni do biologického procesu. Vjiz zminéné bioinformatické databazi bylo
z upregulovanych proteinti nalezeno a pfifazeno 11 zastupct k piislusnému biologickému
procesu, z downregulovnych proteint to byly 3 zastupci.

Tabulka 9: Biologické procesy upregulovanych proteina

Accession Oznaceni proteinu Biologicky proces

AOAOK3CIKS 6-O-methylguanine-DNA

methyltransferase Oprava, poskozeni DNA

AOAOK3C6UO | ATP-dependent DNA helicase PIF1(PIF1) Oprava, poskozeni,

rekombinace DNA
Metabolismus lipida,
AOAOK3CET7 Acyl-coenzyme A oxidase metabolismus mastnych
kyselin
AOAOK3CP87 Proteophosphoglycan 5 Bunécny ng{ll\lllz poskozeni
BY PROTMAP:
¢i|647396115|emb|CDR38138.1|
AOAOK3C899 | RHTO0S03e04390¢g1_1 [Rhodosporidium Transport
toruloides|(FGENESH: predicted
gene_1.688)
BY PROTMAP:

¢i|647400787|emb|CDR46538.1|

AOAOK3CPI6 | RHTO0S12e05864g1_1 [Rhodosporidium

toruloides|(FGENESH: predicted
gene_14.23)

Transkripce, regulace
transkripce

Bunécény cyklus, bunééné
dé€leni, mitoza

AOAOK3C7R7 CLASP_N domain-containing protein

38



Cyclin-dependent kinases regulatory Bunécny cyklus, bunééné

ADAO61BLWG subunit déleni

AOAOK3CBS7 DNA repair protein RAD51 homolog Oprava, poskozeni,

rekombinace DNA
AOAOK3C8V7 | FGENESH: predicted gene_2.117 protein | Transport proteind, transport
AOAOK3CDW?2 RNA helicase Biosyntéza proteinu
Tabulka 10: Biologické procesy downregulovanych proteina
Accession Oznaceni proteinu Biologicky proces
AOAOK3CB66 putative Cation diffusion facilitator Transport
AOAOK3CR85 MES transporter, sugar transporter Transport sacharidi, transport
AOAOK3CBRB3 Mediator of RNA polymerase II Transkrlpce,. regulace
transcription subunit 5 transkripce

Z grafu 1 je patrné, ze nejvice upregulovanych proteina se ucastni opravy ¢i poskozeni DNA.
Upregulovana ATP-dependentni DNA helikdaza PIF1 je enzym, ktery je dilezity napf. pro
replikaci DNA. Katalyzuje rozvinuti dvousroubovice DNA ve sméru 5' a 3', coz je pohanéno
hydrolyzou ATP. ZvySené mnozstvi tohoto proteinu by mohlo dokazovat
intenzivnéj§i rozmnozovani kvasinek. Vyznamné zastoupeni maji také proteiny podilejici se na
bunééném cyklu a déleni bunky. Z proteini podilejicich se na metabolismu lipidd byla
upregulovana acylCoA oxidaza. Jedna se o enzym, ktery se ucastni odbouravani mastnych
kyselin, jez jsou vyznamnym zdrojem energie. Mezi upregulovanymi proteiny byla detekovana
také RNA helikaza, ktera umoziiuje rozvinuti struktury RNA a ucastni se biosyntézy proteint,
coz by mohlo znamenat vyS$si proteosyntetickou aktivitu. Transportni procesy jsou také typické
pro dal$i nalezené proteiny.

Graf 1: Rozdéleni upregulovanych proteint podle pfifazenych biologickych procest za
danych podminek
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4.2.1.2 Lokalizace proteinit

V tabulkach 11 a 12 je popsano umisténi upregulovanych a downregulovanych proteina
v buiice. V pouzité bioinformatické databazi bylo nalezeno a rozdéleno 18 upregulovanych
a 16 downregulovanych proteinti podle ptislusné lokalizace v burice.

Tabulka 11: Lokalizace upregulovanych proteint

Accession Oznaceni proteinu Bunééna komponenta
AOAOK3C6UO | ATP-dependent DNA helicase PIF1(PIF1) Mitochondrie, jadro
AOAOK3CET7 Acyl-coenzyme A oxidase Peroxizom
AOAOK3C8K3 BTB domain-containing protein Membrana
AOAOK3CMF5 glycosyltransferase family 2 protein Membrana
AOAOK3CR36 MES phosphate transporter Membrana
AOAOK3C701 Major Facilitator Superfamily protein Membrana

BY PROTMAP:
£i|647395522|emb|CDR36997.1|
AOAOK3C638 RHTO0S02e09560¢g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_1.154)
BY PROTMAP:
¢i|647396115|emb|CDR38138.1|
AOAOK3C899 RHTO0S03e04390¢g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_1.688)
BY PROTMAP:
¢i|647400787|emb|CDR46538.1|
AOAOK3CPI6 RHTO0S12e05864¢g1_1 [Rhodosporidium Jadro
toruloides](FGENESH: predicted
gene_14.23)
AOAOK3C7R7 CLASP_N domain-containing protein Mikrotubuly
AOAOK3CBMS Cation_ATPase N dpmain—containing Membrana
protein
AOAOK3CBS7 DNA repair protein RADS51 homolog Jadro
AOAOK3CGG4 | FGENESH: predicted gene_6.465 protein Membrana
AOAOK3CAS7 Mediator qf RNA polymerase II Tadro
transcription subunit 10
AOAOK3CIS7 Mediator qf RNA polymerase II Tadro
transcription subunit 17
AOAOK3CIU7 Sphingolipid 4-desaturase Membrana
UDP-N-acetylglucosamine transferase Endoplazmatické
AOAOK3CCT2 subunit ALG13 retikulum
AOAOK3CQHO Uncharacterized protein Membrana
Tabulka 12: Lokalizace downregulovanych proteint

Accession Oznaceni proteinu Bunééna komponenta
AOAOK3CQIS8 Vacuolar DHA amino acid exporter Membrana
AO0AOK3C8QO0 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CC85 Zinc finger protein ZIC 5 Membrana
AOAOK3CBJ2 UDP-galactose transporter Membrana
AOAOK3CB66 putative Cation diffusion facilitator Membrana
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AOAOK3CR85 MES transporter, sugar transporter Membrana

AOAOK3CI49 vesicle transport protein GOT1B Membrana
BY PROTMAP:
¢i|647394313|emb|CDR35542.1|
AOAOK3CQUS | RHTO0S01e01640g1_1 [Rhodosporidium Membrana

toruloides](FGENESH: predicted
gene_10.279)

AOAOK3CGR9 Derlin Membrana
AOAOK3CM34 | FGENESH: predicted gene_11.114 protein Membrana
AOAOK3CL85 | FGENESH: predicted gene_13.100 protein Chromozom
AOAOK3CCF1 FGENESH: predicted gene_6.202 protein Membrana
AOAOK3CEC3 | GPI ethanolamine phosphate transferase 2 Membrana
AOAOK3CBRB3 Mediator of RNA polymerase II Tadro
transcription subunit 5

AOAOK3C718 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CE47 Uncharacterized protein Membrana

Vysledky uvedené v grafu 2 ukazuji, ze nejvice proteint je lokalizovano v membrané, mensi
zastoupeni je poté v jadre bunék. Downregulované proteiny se vyskytovaly v membrané ve
vetsim mnozstvi nez upregulované. Naopak upregulovanych proteinti bylo vice identifikovano
vjadite. Je tedy patmé, ze vySsi vyskyt upregulovanych proteini v jadie
(napt. ATP-dependentni DNA helikdza) souvisi s rozmnozovanim kvasinek a proteosyntézou.
Ostatni Casti buriky byly zastoupeny minimalné.

Graf 2: Porovnani upregulovanych a downregulovanych proteinti dle umisténi v bunce za

danych podminek
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4.2.1.3 Molekuldrni funkce
Rozdéleni upregulovanych a downregulovanych proteint je zobrazeno v tabulkach 13 a 14.
Tyto proteiny byly vlozeny do jiz zminéné bioinformatické databaze, ve které bylo
vygenerovano a rozdéleno 21 upregulovanych a 6 downregulovanych proteini na zaklade

molekularni funkce.

Tabulka 13: Molekularni funkce upregulovanych proteint

Accession Oznaceni proteinu Molekularni funkce
AOAOK3CIKS 6-O-methylguanine-DNA Transferaza
methyltransferase
Kinaza, serin/threonin-
AOAOK3CEVO0 AGC/NDR protein kinase proteinkinaza,
transferaza
AOAOK3C6UO | ATP-dependent DNA helicase PIF1(PIF1) | DhVA:vazebny protein,
helikédza, hydrolaza
. . . . Dioxygenaza,
AOAOK3CV70 | putative TfdA family taurine dioxygenase oxidoreduktaza
AOAOK3CV08 kinesin family member 11 Motoricky protein
AOAOK3CMTO | checkpoint serine/threonine-protein kinase Kindaza, transferaza
AOAOK3CS8F1 kinesin family member 20/23 Motoricky protein
AOAOK3CMF5 glycosyltransferase family 2 protein Transferaza
AOAOK3C9Q0 ubiquitin-conjugating enzyme E2 C Transferaza
. . Aminopeptidaza,
AOAOK3CEN2 xaa-pro aminopeptidase hydroléza, protedza
AOAOK3C518 phosphatidylserine decarboxylase Dekarboxylaza, lyaza
BY PROTMAP:
¢i|647400408|emb|CDR45830.1|
AOAOK3CBI3 | RHTOO0S11e05314gl1_1 [Rhodosporidium Oxidoreduktaza
toruloides|(FGENESH: predicted
gene_3.207)
BY PROTMAP:
¢i|647400787|emb|CDR46538.1|
AOAOK3CPI6 | RHTOO0S12e05864¢g1_1 [Rhodosporidium DNA-vazebny protein
toruloides|(FGENESH: predicted
gene_14.23)
AOAOK3CBMS Cation_ATPase N df)maln—contalnmg Translokéza
protein
AOA061BLW6 Cyclin-dep end:lllt)};?fses regulatory Kinaza, transferaza
AOAOK3CBS7 DNA repair protein RADS1 homolog DNA-vazebny protein
AOAOK3CAS7 Mediator of RNA polymerase IT Aktivétor
transcription subunit 10
AOAOK3CJ87 Mediator of RNA polymerase IT Aktivétor
transcription subunit 17
AOAOK3C9W3 Putative phospholipase Hydrolaza
AOAOK3CDW?2 RNA helicase Helikaza, hydrolaza,
iniciacni faktor
UDP-N-acetylglucosamine transferase Glykosyltransferaza,
AODAOKR3CC72 subunit ALG13 transferaza
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Tabulka 14: Molekularni funkce downregulovanych proteint

Accession Oznaceni proteinu Molekularni funkce
AOAOK3CBQ6 Arylsulfotransf'er'ase (ASST)—domaln Transferéza
containing protein
AOAOK3CIPS beta-1,3-mannanase Hydrolaza
AOAOK3C8P3 | opioid growth factor receptor-like protein Receptor
AOAOK3CL85 | FGENESH: predicted gene_13.100 protein Transferaza
AOAOK3CEC3 | GPI ethanolamine phosphate transferase 2 Transferaza
AOAOK3CBB3 Mediator of RNA polymerase IT Aktivator
transcription subunit 5

V nize pifilozeném grafu 3 byly upregulované proteiny rozdéleny dle katalytické aktivity.
Z grafu je patrné nejvétsi zastoupeni upregulovanych proteint jako transferaz. Druhé nejveétsi
zastoupeni maji hydrolazy. Transferazy jsou enzymy, které se podileji na pfenosu §iroké skaly
skupin, jako je napf. pfenos fosfatové skupiny (kinazy) ¢i prenos glykosidové skupiny
(glykosyltransferazy) z tohoto seznamu. Hydrolazy katalyzuji Stépeni vazeb v molekulach
prostfednictvim molekuly vody a z pfilozeného seznamu se jedna napf. o protedzu c¢i
aminopeptidazu.

Graf 3: Rozdéleni upregulovanych proteint dle katalytické aktivity za danych podminek
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4.2.2 C/N 150; 96 hod - C/N 150; 48 hod

Na produkénim médiu o poméru C/N 150 byly kultivovany vzorky kvasinek a jejich
upregulované a downregulované proteiny byly viuci sobé porovnany. Vzorek odebrany po
96 hodinach byl porovnan se vzorkem odebranym po 48 hodinach. V grafu 4 je znazornén
vybér upregulovanych a downregulovanych proteind podle kritérii popsanych vyse
v kapitole 4.2. Celkem bylo vyselektovano 422 upregulovanych a 283 downregulovanych
proteind.

Graf 4: Vybér upregulovanych a downregulovanych proteina z celého souboru
zanalyzovanych proteina podle kritérii vysvétlenych v kapitole 4.2
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4.2.2.1 Biologické procesy

Pro zapojeni v konkrétnich biologickych procesech bylo nalezeno 77 upregulovanych
a 31 downregulovanych proteini. V grafu 5 jsou rozdéleny upregulované proteiny mezi
jednotlivé biologické procesy. Nejveétsi zastoupeni upregulovanych proteinti zaujimaji
transportni procesy, jako je napf. transport elektrond, transport proteind, transport sacharidu
apod. Mezi dal$i méné zastoupené procesy je fazen metabolismus lipida a fosfolipidd,
napf. protein 3-hydroxyacyl-CoA dehydrataza. Jednd se o enzym katalyzujici dehydrataci
3-hydroxyacyl-CoA na trans-2,3-enoyl-CoA, coz jsou meziprodukty biosyntézy mastnych
kyselin. Dale byly v mensi mife vyhodnoceny proteiny ucastnici se biosyntézy proteinu
a bunécného cyklu.

Graf 6 obsahuje obdobné rozdéleni downregulovanych proteint. I v tomto pfipadé prevladaji
proteiny ucastni se transportnich procesu, jako je transport mRNA, transport elektrona ¢i
transport proteind. Vyznamné jsou také zastoupeny metabolismy sacharidi a polysacharidg,
v mensi mife pak proteiny ucastnici se zpracovani RNA.

Vypis upregulovany a downregulované proteinti vygenerovanych za vyse popsanych podminek
je zobrazen v pfiloze v tabulkach 15 a 16.
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Graf 5: Rozdé¢leni upregulovanych proteint do jednotlivych biologickych procest za danych

podminek
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Graf 6: Rozdéleni downregulovanych proteint do jednotlivych biologickych procest za

danych podminek
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4.2.2.2 Lokalizace proteinii

Z graft 7 a 8 je patrné, ze suverénné nejvetsi mnozstvi upregulovanych i downregulovanych
proteinti se nachazi v membrané. DalSim vyznamnym umisténym téchto proteind je jadro.
Upregulované proteiny mély soucasné lehce zvySeny vyskyt v endoplazmatickém retikulu
a cytoplazmé vuci ostatnim lokalizacim. Downregulované proteiny se Castéji vyskytovaly
v mitochondriich a rovnéz v cytoplazmé ve srovnani s jinymi ¢astmi buiky.

Pomoci databaze bylo piifazeno 177 upregulovanych a 70 downregulovanych proteina
k pfislusné casti buiiky. V pfiloze jsou umistény tabulky 17 a 18 obsahujici seznamy
upregulovanych a downregulovanych ziskanych za definovanych podminek.

Graf 7: Rozdé€leni upregulovanych proteina dle lokalizace v burice za danych podminek
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Graf 8: Rozdé€leni downregulovanych proteint dle lokalizace v butice za danych podminek
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4.2.2.3 Molekuldrni funkce

Celkem bylo vyhodnoceno 122 upregulovanych a 66 downregulovanych proteint. V grafu 9 je
zobrazeno jejich porovnani na zaklade katalytické aktivity. Z grafu lze vidét, ze upregulované
proteiny se z pohledu katalytické aktivity nejvice vyskytuji jako transferazy, méné
zastoupenymi kategoriemi jsou pak hydrolazy a oxidoreduktazy. Downregulované proteiny
maji naopak nejvétsi zastoupeni jako hydrolazy, ovSem vyznamné zastoupené jsou také
transferazy. Ostatni kategorie jsou zastoupeny v mensi mife.

V ptiloze jsou vtabulkach 19 a 20 zobrazeny jednotlivé seznamy vygenerovanych
upregulovanych a downregulovanych proteina za definovanych podminek.

Graf 9: Porovnani katalytické aktivity upregulovanych a downregulovanych proteint za
danych podminek
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4.2.3 C/N 150; 96 hod - C/N 13; 96 hod

Bylo porovnavano slozeni proteind kvasinkové kultury produkované na zivném médiu
o poméru C/N 150 a slozeni proteind kvasinkové kultury produkované na zivném médiu
opoméru C/N 13. Obé kultivace trvaly 96 hodin. V grafu 10 je znazormnén vybér
upregulovanych a downregulovanych proteinti podle kritérii popsanych vyse v kapitole 4.2.
Bioinformatickou databazi bylo vyhodnoceno 130 upregulovanych a 130 downregulovanych
proteint, které byly poté rozdéleny do jednotlivych kategorii.

Graf 10: Vybér upregulovanych a downregulovanych proteina z celého souboru
identifikovanych proteina podle kritérii vysvétlenych v kapitole 4.2
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» Upregulované proteiny » Downregulované proteiny

4.2.3.1 Biologické procesy

Do biologickych procest bylo zatfazeno 16 upregulovanych a 15 downregulovanych proteint.
V nésledujicich grafech 11 a 12 lze vidét, ze nejvetsi zastoupeni upregulovanych
i downregulovanych proteinti nalezi transportnim procesum, jako je napf. transport elektrond,
transport iontd ¢i transport rRNA. Upregulované procesy se také v mensi mife podili na
poskozeni a opravé DNA. Downregulované proteiny se zase ucastni biosyntézy sacharida
a polysacharidu.

V priloze jsou zobrazeny tabulky 21 a 22, ve kterych se nachazeji seznamy vyhodnocenych
proteinti za danych podminek.
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Graf 11: Rozdéleni upregulovanych proteint do jednotlivych biologickych procest za danych
podminek
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Graf 12: Rozdéleni downregulovanych proteini do jednotlivych biologickych procesu za

danych podminek
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4.2.3.2 Lokalizace proteinii

Pomoci  bioinformatické  databaze  bylo  vygenerovano 45  upregulovanych
a 30 downregulovanych proteini Z grafi 13 a 14 je patrné, Ze nejveétsi zastoupeni
upregulovanych i downregulovanych proteinti je v membranach. Dalsi vyznamné zastoupenou
organelou je jadro, ostatni organely jsou zastoupeny v mensim mnozstvi. V pfiloze jsou
umistény tabulky 23 a 24, obsahuyjici seznam upregulovanych a downregulovanych proteint
ziskanych za definovanych podminek.
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Graf 13: Rozdéleni upregulovanych proteinu dle lokalizace v buiice za danych podminek
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Graf 14: Rozdéleni downregulovanych proteint dle lokalizace v burice za danych podminek
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4.2.3.3 Molekuldrni funkce

V databazi bylo nalezeno 35 upregulovanych a 37 downregulovanych proteint s definovanou
molekularni funkci. V grafech 15 a 16 jsou znazornény Cetnosti téchto proteint. Z grafu je
patrné, ze nejvetsi zastoupeni maji enzymy. Mezi nejvice zastoupené upregulované proteiny
jsou fazeny transferazy, vyznamné jsou také zastoupeny oxidoreduktazy a onéco méné
hydrolazy. U downregulovanych proteinii se nejhojnéji vyskytovaly hydrolazy, méné€ pak
oxidoreduktazy a transferazy. Ostatni molekularni funkce nebyly vyznamné zastoupeny.
Nejvice zastoupené molekularni funkce a jejich srovnani je navic vyznaceno v grafu 17.
V pfiloze jsou zobrazeny tabulky 25 a 26 obsahujici upregulované a downregulované proteiny,
které byly vygenerovany piislusnou bioinformatickou databazi.

Graf 15: Rozdéleni upregulovanych proteint dle molekularni za danych podminek

12

10
o>
£

9 8
o
o

% 6
o
c
D

Q 4

2

0

AN AN AN
& & &
& N &
J g Q
2P <&
O*}

Graf 16: Rozdéleni downregulovanych proteint dle molekularni funkce za danych podminek
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Graf 17: Porovnani nejvice zastoupenych molekularnich funkci upregulovanych a
downregulovanych proteint pro dané podminky
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4.2.4 Shrnuti

Karotenogenni kvasinky Rhodosporidium toruloides se fadi mezi basidiomycota. Pfilozena
studie dokazuje, ze tyto kvasinky jsou schopny dosdhnout hustoty bun¢k pres 100 g/l a 1ze je
tedy povazovat za silného producenta lipida [97]. Tyto kvasinky byly kultivovany
dvojstupiiovou inokulaci a byli pfevedeny z upraveného YPD média, pies dvé inokula do
produkénich médii bohatych na obsah C a omezenych na obsah N.

Podle popsanych kritérii byly vyselektovany a vyhodnoceny rozdilné regulované proteiny,
které jsou zobrazeny a rozdéleny dle kategorii v grafech 1-17. V této praci byly nalezeny
2 proteiny, které se vyskytovaly jako upregulované ve vSech tfech zminovanych
experimentech. Jedna se o C-4 methylsterol oxidazu a ATP-dependentni DNA helikazu.
C-4 methylsterol oxidaza je protein, ktery se vaze na ionty zeleza, vykazuje oxidoreduktazovou
aktivitu a podili se na biosyntéze lipidi. ATP-dependentni DNA helikaza je enzym, ktery je
dulezity napt. pro replikaci DNA. Katalyzuje rozvinuti dvousroubovice DNA ve sméru 5' a 3/,
coz je pohanéno hydrolyzou ATP.

Dale pak bylo zjisténo, ze 7 proteinu Gcastnicich se metabolismu lipidi, 7 proteint podilejicich
se na metabolismu proteint, 3 proteiny figurujici v metabolismu AMK a 1 protein podilejici se
na cyklu trikarboxylovych kyselin bylo upregulovano ve vzorcich kultivovanych 96 hodin proti
vzorktum kultivovanym 48 hodin. Lze tedy vyvodit, Ze koncentrace téchto proteint se zvySovala
v poslednich 48 hodinach kultivace, tedy v pozdni fazi akumulace lipida. Mezi proteiny se
zvySenou hladinou byla nalezena napt. 3-hydroxyacyl-CoA dehydratdza. Jedna se o enzym
biosyntézy mastnych  kyselin  katalyzujici  dehydrataci  3-hydroxyacyl-CoA  na
trans-2,3-enoyl-CoA a jeho zvySena ptfitomnost svédCila o intenzivnéjSim procesu syntézy
lipida. Dale pak AcylCoA oxidaza, ktera se ucastni p-oxidace mastnych kyselin.
RNA-helik4za, enzym zodpovédny za rozvinuti Sroubovice RNA, coz je fizené hydrolyzou
ATP. ZvySené mnozstvi tohoto enzymu v pozdni fazi kultivace by mohlo poukazovat na
zvySenou proteosyntetickou aktivitu. Citrullin-aspartat ligdza je enzym zapojeny do biosyntézy
L-arginin z L-ornithinu a karbamoylfosfatu. Threonin dehydrataza se podili na 1. kroku dil¢i
drahy, ktera syntetizuje 2-oxobutanoat z L-threoninu. Tato dil¢i draha je soucasti drahy
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biosyntézy L-isoleucinu. Sukcinat dehydrogenaza je jedinym enzymem Krebsova cyklu
vazanym na mitochondrialni membranu, ktery katalyzuje dehydrogenaci sukcinatu na fumarat.
Jedna se o pomyslnou kfizovatku mezi Krebsovym cyklem a dychacim fetézcem, kdy sukcinat
dehydrogenaza ptenasi vodik na FAD. Dale bylo nalezeno 7 proteind podilejicich se na
metabolismu poly(sacharidi), které byly downregulovany a vyskytovaly se vice u vzorka
s ukoncenou kultivaci jiz po 48 hodinach. Dalo by se tedy fict, ze upregulované proteiny
vztazené na dobu kultivace byly spiSe zapojeny do metabolismu lipidi, downregulované
proteiny do metabolismu sacharida.

U porovnani vzorkl kvasinek, kultivovanych na produk¢nich médiich o odlisném slozeni
(C/N 150 a C/N 13) po stejnou dobu (96 hodin) byl nalezen 1 upregulovany protein zapojeny
v metabolismu lipid a 4 proteiny zapojené do metabolismu (poly)sacharidi. I tyto vysledky
nasvédCuji, ze upregulované proteiny jsou zapojeny spiSe do metabolismu lipida a
downregulované proteiny do metabolismu sacharidi.

Jiz je znamo, ze za podminek nedostatku dusiku je TCA cyklus vyznamné inhibovan
a metabolicky tok je posunut k biosyntéze lipidi [97]. Ackoli je v této praci vyhodnoceno velké
mnozstvi proteinii produkovanych kvasinkami Rhodosporidium toruloides, byly nalezeny jen
jednotky proteind pifimo souvisejicich s metabolismem lipidi. Divodem by mohla byt doposud
nedostate¢na anotace proteint téchto kvasinek v dostupnych bioinformatickych databazich.
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5 ZAVER

Cilem této prace je charakterizace proteomu Rhodosporidium toruloides (CCY 062-002-004)
kultivovanych za raznych podminek pomoci LC-MS/MS. Tyto karotenoidni kvasinky jsou
vyznamné tim, ze kromé karotenoidti jsou schopny akumulovat intracelularni lipidy v obsahu
75 % hmotnosti suSiny a syntetizovat ergosterol a ubichinon. Kultivace byla provedena v péti
raznych C/N pomeérech (13, 25, 50, 100 a 150) a sledovana ve dvou ¢asovych bodech, tedy po
48 a 96 hodinach. Kvasinkové buiky byly lyzovany a k izolaci a proteolytickému §tépeni
proteint byla vyuzita metoda FASP. Nasledné byly vzniklé peptidy procistény ethylacetatovou
extrakci a analyzovany pomoci LC-MS/MS. Data byla poté bioinformaticky zpracovana a
prohledéana v pfislusnych databazich.

Pro kontrolu kvality extrakce proteind z kvasinkovych bunék byla provedena jednorozmérna
SDS-PAGE elektroforéza rozdélujici izolované proteiny podle jejich molekulovych hmotnosti.
Bylo potvrzeno, ze doba kultivace a pouzity C/N pomér ma vyznamny vliv na zastoupeni
proteint. U vysSich C/N poméra (100, 150) a delsi doby kultivace (96 hodin) bylo detekovano
vetsi mnozstvi proteint nez u nizsich C/N pomeéru a kratsi doby kultivace.

Celkove bylo identifikovano 4986 proteinti. U vybranych experimenti byly k nalezenym
up/downregulovanym proteinim pfifazeny molekularni funkce, biologické procesy, kterych se
ucastni a také byla popsana jejich lokalizace v burice. Je nutné dodat, ze proteom kvasinek rodu
Rhodosporidium toruloides jesté neni dukladné€ prozkouman a pocet databazi vyuzivanych
k ziskani téchto charakteristik je zna¢né limitovan, coz negativné ovliviiuje robustnost vysledku
bioinformatické analyzy.

Mezi molekularnimi funkcemi proteind byla nejvice detekovana katalyticka aktivita. Ze vSech
identifikovanych enzymut byly nejhojnéji obsazeny tfi hlavni tfidy: transferazy, hydrolazy
a oxidoreduktazy. Obecné u upregulovanych proteind mély nejvetsi zastoupeni transferazy,
u downregulovanych pifevladaly hydrolazy. Kromé katalytické aktivity byly vyznamnéji
obsazeny také DNA ¢i RNA vazebné proteiny. Podobnych vysledki bylo dosazeno v piilozené
studii, kde prevladala rovnéz katalyticka aktivita [96].

Pro lokalizaci proteini mezi jednotlivé bunécné komponenty bylo zjisténo, ze u vSech
experimentll jsou nejvice zastoupeny membranové a jaderné proteiny, v menSi mife pak
proteiny nachazejici se v cytoplazmé.

Z biologickych procest byly obecné€ nejvice zastoupeny proteiny tUcastnici se transportnich
procest. Dalsi vyznamnou kategorii byly metabolické procesy. Ze ziskanych informaci by se
dalo konstantovat, ze upregulované proteiny se z pohledu metabolickych drah vice podilely na
metabolismu lipida, naopak u downregulovanych proteint prevazoval metabolismus sacharidg,
coz je v souladu s jiz publikovanou studii [97]. Bylo popsano také velké mnozstvi proteina
podilejicich se na bunécnych procesech, jako je transkripce, oprava ¢i poskozeni DNA nebo
rekombinace DNA.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PTM

2D PAGE
AMK
NMR

MS
MS/MS
LC-MS/MS
RPLC
DDA

SRM

DIA

CID

SDS - PAGE

ESI
MALDI
SDS
API
SEC
IEX
HPLC
UHPLC
IT

Q

TOF
FTICR
FASP
MQ

1IPP
MVA
DMAPP
HMG-CoA
GGDP
TCA

Posttranslacni modifikace

Dvourozmérna gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Aminokyseliny

Nuklearni magneticka rezonance

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie v prostoru

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
Kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Datové zavisly sbér dat

Monitorovani vybranych reakci (,,selected reaction monitoring™)
Datoveé nezavisly sbér dat

Kolizné indukovana disociace

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

Elektrosprejova ionizace

Laserovée desorpCni ionizaci v pfitomnosti organické matrice
Dodecylsiran sodny

Ionizace za atmosférického tlaku

Vylucovaci chromatografie

Iontoméni¢ova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Iontova past

Kvadrupol

Analyzator doby letu

Iontovy cyklotron s Fourierovou transformaci

FASP (Filter assisted sample preparation)

MilliQ voda

Isopentenyldifosfat

Kyselina mevalonova

Dimethylallyldifosfat

3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA

Geranylgeranyldifosfat

Cyklus trikarboxalovych kyselin
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8 PRILOHY

Tabulka 15: Biologické procesy upregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 150;

48 hod
Accession Oznaceni proteinu Biologicky proces
Metabolismus lipida,
AOAOK3CSZ1 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate blosynt‘ez‘a £1p1du, b10§ynteza
acyltransferase fosfolipidli, metabolismus
fosfolipida
AOAOK3CIKS 6-O-methylguanine-DNA Oprava, poskozeni DNA
methyltransferase
AOAOK3C8Y1 AP complex subunit sigma Transport proteind, transport
. Oprava, poskozeni,
AOAOK3C6UO ATP-dependent DNA helicase PIF1 rekombinace DNA
AOAOK3CMO93 Alternative oxidase Transport elektront, dychaci
fetézec, transport
AOAOK3CC54 Ammonium transporter Transport
AOAOK3CI67 Peptide transporter MTD1 Transport
AOAOK3CJK9 hexose transport-related protein Transport
AOAOK3CF05 Zinc transporter 1 Transport
Biosyntéza proteind,
AOAOK3CAM4 Transcription initiation factor I1B transkripce, regulace
transkripce
AOAOK3CNY1 | RING finger domain-containing protein Kony ugacerI;RtIiIlAZpracovam
AOAOK3CNT?2 Thiazole biosynthetic enzyme Biosyntéza thiaminu
AOAOK3CRU? NADH dehydrggenase spbunlt 9, partial Transport
(Mitochondrion)
AOAOK3CR85 MES transporter, sugar transporter Transport sacharidd, transport
Bunécény cyklus, bunééné
AOAOK3CFN8 condensin complex subunit 3 déleni, kondenzace DNA,
mitoza
AOAOK3CUF1 MES transporter, sugar:H+ symporter Transport
AOAOK3CRO5 cation diffusion facilitator Transport
AOAOK3CT59 NADH-ubiquinone ox‘ldoreductase B14 Translv)orvt elektront, dychaci
subunit fetézec, transport
AOAOK3CKR4 ER lumen protein retaining receptor Transport proteind, transport
AOAOK3CACS translation 1n1t1at1;);1blf;;cittor elF-2B gamma Biosyntéza protein
AOAOK3CIF5 clathrin assembly protein ap47 Transport proteind, transport
AOAOK3CLA2 ER to Golgi transport protein yifl Transport proteind, transport
AOAOK3CTH3 peroxisomal carrier protein, adenine Transport
nucleotide transporter
AOAOK3CRF5 MES transporter, sugar:H+ symporter Transport
AOAOK3CK15 transcription coactivator Transkrip c regulace
transkripce
AOAOK3CCU2 MES monosaccharide transporter Transport
AOAOK3CCS5 Beta-glucosidase Metabolismus sachandu,

degradace polysacharidi
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BY PROTMAP:
2i[647396692|emb|CDR3913 1.1

AOAOK3CKS8 | RHTO0S04e01970g1_1 [Rhodosporidium Transport
toruloides](FGENESH: predicted
gene_9.279)
BY PROTMAP:
£i|647398000[emb|CDR41530.1|
AOAOK3CD27 | RHTO0S06e02718g1_1 [Rhodosporidium Metabolismus lipida
toruloides](FGENESH: predicted
gene_2.116)
BY PROTMAP:
¢i|647400787|emb|CDR46538.1| Transkrince. reeulace
AOAOK3CPI6 | RHTO0S12e05864g1_1 [Rhodosporidium o If’s kr’ipci
toruloides]|(FGENESH: predicted
gene_14.23)
BY PROTMAP:
gi|647402411|emb|CDR48665.1|
AOAOK3CQO03 | RHTO0S19e¢01970g1_1 [Rhodosporidium Transport iontd, transport
toruloides](FGENESH: predicted
gene_13.231)
AOAOK3CCZ6 L-arabinose isomerase Transport sacharidd, transport
AOAOK3CG57 Branchpoint-bridging protein Zpracovani mRNA, sestfih
mRNA
AOAOK3C7R7 CLASP_N domain-containing protein Bunecnvy cyklu‘s,,bunecne
d€leni, mitoza
AOAOK3CAMY Chitin synthase Biogeneze/ d:tgér;‘sace bunécné
AOAOK3CJ95 Citrulline--aspartate ligase Biosyntéza argininu, AMK
Transport proteint, transport
AOAOK3CGC2 Coatomer subunit zeta Endoplazmatické retikulum —
Golgiho aparat, transport
AOAOK3CSTI Condensin complex subunit 1 Bunéény cyklus, mitéza
AOAOK3C7Y2 Copper transporter Transportc médi, transport
1ontu, transport
AOA061B7C7 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 Translv)orvt elektrony, dychact
fetézec, transport
AOAOK3C8F4 | D-fructose-6-phosphate amidotransferase Replikace DNA
AOAOK3CG19 DNA mismatch repair protein Oprava, poSkozeni DNA
AOAOK3C7E2 DNA polymerase Replikace DNA
AOAOK3CGAG6 | DNA replication licensing factor MCM7 Bunécny cyklus
AOA061BGS0 DNA-directed RNA polymerase II subunit Transkripce
RPB7
AOAOK3CJX4 Diacylglycerol O-acyltransferase Mg}ig;ﬂ;?;l;gggu’
AO0A061AF09 Dynein light chain Transport
AOAOK3CQS7 ERF-3 Biosyntéza proteinu
AOAOK3C7HS5 Elongation factor 1-alpha Biosyntéza proteint
AOAOK3CLO1 Elongation of fatty acids protein Biosyntéza lipida
AOQAOK3CJO8 | FGENESH: predicted gene_9.135 protein Biosyntéza proteint
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AOAOK3CI9F4 GDP-mannose transporter Transport
AOAOK3CLK6 General substrate transporter Transport
Metabolismus lipida,
. biosyntéza lipida, biosyntéza
AOAOK3CMU3 | Glycerophosphocholine acyltransferase 1 fosfolipidii, metabolismus
fosfolipida
AOAOK3CPP7 Hlstone—lysmg N—methylt‘ra‘nsferase, H3 Transkrlpce,‘ regulace
lysine-36 specific transkripce
Mitochondrial carrier domain-containing
AOAOK3CKZ2 . Transport
protein
AOAOK3CK36 NADH dehydrogenase [ublqumone] 1 Translv)orvt elektronti, dychaci
alpha subcomplex subunit fetézec, transport
AOAOK3CFI8 NADH dehyd‘rogena‘se [ublqu1pone] Translv)orvt elektronti, dychaci
flavoprotein 1, mitochondrial fetézec, transport
AOAOK3CML2 NADH dehydrog‘enase [}Jblqumoqe] iron- Transport
sulfur protein 4, mitochondrial
AOAOK3CBK6 Peroxisomal membrane protein PEX16 Biogeneze peroxisomu
AOAOK3CBBS Protein GET1 Transport
AO0AOK3CT44 Protein transport protein SFT2 Proteinovy transport, transport
AOAO61AF36 Protein transport ;l;zci'ctleln Sec61 subunit Transport
AOAOK3CFA7 Protein-tyrosine-phosphatase Bunecny ?Ql{éﬁf’ bunécné
AOAOK3CCYS Supcmate dehydrogfenasc‘e [ublqulqone] Cyklus tr1karbpxylovych
iron-sulfur subunit, mitochondrial kyselin
AOAOK3C5L0 Threonine dehydratase Biosyntéza AMK
AOAOK3CFC2 Timeless proteln—do‘maln containing Bun&eny cyklus
protein
AOAOK3CFK6 | Transcription elongation factor 1 homolog Biosyntéza proteint
AOAOK3CD58 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase Konjugace Ubl
AOAOK3CL79 Ubiquitin thioesterase OTU1 Konjugace Ubl
AOAOK3CSHS Uncharacterized protein Transp(?rt e{ektronu, transport
1ontu, transport
AOAOK3CPD3 | V-type proton ATPase proteolipid subunit Transport vodikovych iontd,
ypep P P transport iontd, transport
Biosyntéza mastnych kyselin,
AOAOK3CTIO Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA me‘tabohsmus‘mastnych ]
dehydratase kyselin, metabolismus lipidd,
biosyntéza lipidu
. Autofagie, transport proteind,
AOAOK3CUX3 Autophagy-related protein 9
transport
AOAOK3CC49 putative Purine-cytosine permease Transport
AOAOK3CRBZ2 proton-dependent oligopeptide transporter, | Transport peptidi, transport
POT family proteint, transport
AOAOK3C7F1 catechol 1,2-dioxygenase Katabolismus aromatickych

uhlovodiku
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Tabulka 16: Biologické procesy downregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 150;

48 hod
Accession Oznaceni proteinu Biologicky proces
AOAOK3CTLI |  ATP-dependent RNA helicase dbp-4 Biogeneze ribozomi,
zpracovani rRNA
AdoMet-dependent rRNA L,
AOAOK3CB50 methyltransfe rI; se SPB1(SPB1) Zpracovani rRNA
AOAOK3CPJ8 Proteophosphoglycan 5 Buneciinvy cyklu‘s,,bunecne
€leni, mitdza
AOAOK3CDVS Methyltransferase type 11 Transport
AQAOK3CP38 Nucleolar protein NOP2 Biogeneze ribozomu
AOAOK3CQQ2 U6 snRNA—assogglrzg Sm-like protein Zpracovani rRNA
AOQAOK3CGM9 glutaredoxin Transport elektrond, transport
) ) Metabolismus sacharidu,
AOAOK3CDQO CigA protein metabolismus fukézy
AOAOK3CDY6 heat shock protein/chaperonin Stresova reakce
AOAOK3C987 mitochondrial RNA splicing protein Transport
AOAOK3CL52 Beta-glucosidase Metabolismus sachaqd uc’
degradace polysacharidii
AOAOK3CPS2 Beta-glucosidase 1(\1/Ietabol1smus sachaqd o
egradace polysacharidi
AOAOK3C752 | Component of oligomeric Golgi complex 4 | Transport proteind, transport
Metabolismus sacharidu,
degradace chitinu, degradace
AOAOK3C5N8 Chitin deacetylase polysacharida,
biogeneze/degradace bunécné
stény
Metabolismus sacharidu,
degradace chitinu, degradace
AOAOK3CAD2 Chitin deacetylase polysacharida,
biogeneze/degradace bunécné
stény
Metabolismus sacharidu,
degradace chitinu, degradace
AOAOK3CFL2 Chitin deacetylase polysacharida,
biogeneze/degradace bunécné
stény
Metabolismus sacharidu,
AOAOK3CAN1 Chitinase degradace chitinu, degradace
polysacharida
AOAOK3CHP9 | ~ PNA-(apurinic or apyrimidinic site) Oprava, poskozeni DNA
endonuclease
AOAOK3C4V2 Endoplasmic reticulum chaperone BiP Stresova reakce
AOAOK3CPI1 | FGENESH: predicted gene_14.18 protein Iransport proteind,
translokace, transport
AOAOK3CA34 | FGENESH: predicted gene_5.20 protein Oprava, poskozeni DNA
AO0AOK3C408 GTP-binding nuclear protein Transport
AOAOK3CBPI Protein CASP Transport
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AOAOK3CK78

Ribosomal RNA-processing protein 8

Zpracovani rRNA

Zpracovani rRNA, biogeneze

AOAOK3CPA1 Ribosome biogenesis protein ERB1 ) o
ribozomu
THO complex subunit 1 transcription
AOAOK3CKD5 elongation factor-domain containing Biosyntéza proteint
protein
o ) ) Transport Endoplazmatické
AOAOK3CB19 Trafficking protein partlcle complex retikulum — Golgiho aparat,
subunit
transport
.. Transport mRNA, transport
AOAO61AFY5 Transcription and mRNA export factor proteinu, transkripce, regulace
SUS1 )
transkripce, translokace
AOAOK3CBXO0 Uncharacterized protein Transport
AOAO061BHE2 V-type proton ATPase subunit Transport
AOAOK3CBO8 Origin recognition complex subunit 4 Replikace DNA

Tabulka 17: Lokalizace upregulovanych proteina pii C/N 150; 96 hod - C/N 150; 48 hod

Accession Oznaceni proteinu Bunééna komponenta
AOAOK3CS71 I-acyl-sn-glycerol-3-phosphate Membrana
acyltransferase
AOAOK3CEK9 ANAPC4_WD40 dqmaln—contalnlng Membrana
protein
AOAOK3C8Y1 AP complex subunit sigma Bunécna membrana,
membrana
AO0AOK3CJ29 ATP-citrate synthase Cytoplazma
AO0AOK3C6UO0 ATP-dependent DNA helicase PIF1 Mitochondrie, jadro
AOAOK3CD17 Aa_trans domain-containing protein Membrana
AOAOK3CLCO | Acyltransferase-domain containing protein Membrana
AOAOK3CM93 Alternative oxidase Membrana
AOAOK3CC54 Ammonium transporter Membrana
AO0AOK3CQQ9 Delta 8-sphingoloid desaturase protein Membrana
AOAOK3CQI8 Vacuolar DHA amino acid exporter Membrana
AOAOK3CI67 Peptide transporter MTD1 Membrana
AOAOK3CJK9 hexose transport-related protein Membrana
AOAOK3CFO05 Zinc transporter 1 Membrana
AOAOK3CBE7 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CBUO Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CWO7 EXS family protc?in/ERD}/XPRl/SYGl Membrana
family protein
AOAOK3CGP6 DnalJ domain-containing protein Membrana
AOAOK3CDY7 putative Sphingosine hydroxylase Membrana
AOAOK3CMS9 Phosphatase and actin regulator Cytoplazma
AOAOK3CD76 | U3 small nucleolar ribonucleoprotein IMP3 Virion
BY PROTMAP:
€i|342321137|gb|[EGU13072.1| Ras-2 Bunéénd membrana
AOAOK3CNM6 [Rhodotorula glutinis ATCC membrana ’
204091](FGENESH: predicted
gene_12.293)
AOAOK3CKV8 putative Response to unfolded-protein Membrana
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AOAOK3CHS86 Glycosyltransferase family 49 protein Membrana
AOAOK3CJ23 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CCB3 Proteophosphoglycan 5 Membrana
AOAOK3CBP2 delta-12 fatty acid desaturase Membrana
AOAOK3CNAI1 MEFS efflux transporter Membrana
AOAOK3C6CS8 hpp family protein Membrana
AOAOK3CHM4 Golgi membrane protein Membrana
AOAOK3CL36 lectin,mannose-binding 2 Membrana
AOAOK3CN21 MES transporter, drug:H+ antiporter Membrana
AOAOK3CR85 MES transporter, sugar transporter Membrana
AOAOK3CMW5 Dnal family protein Membrana
AOAOK3CFNS8 condensin complex subunit 3 Chromozom
AOAOK3CCM?7 oligosaccharyltransferase complex subunit Membrana
gamma
AOAOK3CBP3 zinc-binding alcohol dehydrogenase Membrana
AOAOK3CUF1 MES transporter, sugar:H+ symporter Membrana
AOAOK3CRO5 cation diffusion facilitator Membrana
. . . Endoplazmatické
AOAOK3CPM6 signal peptidase complex subunit 2 retikulum, membrana
AOAOK3CQP2 actin regulatory protein Jadro
AOAOK3CKYO | COPII-coated vesicle protein SurF4/Erv29 Membrana
AOAOK3CA62 calcofluor white hypersensitive protein Membrana
- . Mitochondrialni vnitini
AOAOK3CT59 NADH-ubiquinone X1 doreductase B14 membrana, mitochondrie,
subunit ,
membrana
AOAOK3CKR4 ER lumen protein retaining receptor Endop lazmatlckf:
retikulum, membrana
AOAOK3CCD1 bax inhibitor family protein Membrana
AOAOK3CR36 MFES phosphate transporter Membrana
AOAOK3CQ86 MES phosphate transporter Membrana
AOAOK3C875 vacuolar transporter chaperone 4 Membrana
AOAOK3CKZ5 laccase Membrana
AOAOK3CIF5 clathrin assembly protein ap47 Membrana
Endoplazmatické
AOAOK3CLA2 ER to Golgi transport protein yif1 retikulum, Golgiho aparat,
membrana
AOA061AGES cytochrome b5 type b (Outer mitochondrial Membrana
membrane)
AOAOK3CP5S MES transporter, siderophore-iron:H+ Membrana
symporter
AOAOK3CRQ9 ER-derived vesicles protein ERV14 Membrana
AOAOK3CEO5 | integral membrane DUF1751 family protein Membrana
AOAOK3CRF5 MES transporter, sugar:H+ symporter Membrana
AOAOK3CW30 protein of auxin efflux carrier family Membrana
AOAOK3CRS8 Bestrophin/UPF0187 family protein Membrana
AOAOK3CJD3 fructose facilitator Membrana
AOAOK3CIT6 putative membrane permease Membrana
AOAOK3CDR6 vacuolar transporter chaperone 1 Membrana
AOAOK3C625 protein of Emopamil-binding family Membrana
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cytochrome c oxidase assembly protein

AOAOK3CKDO COX15 Membrana
AOAOK3CK15 transcription coactivator Jadro
AOAOK3CCT3 MAGE family protein Membrana
AOAOK3CCU2 MFS monosaccharide transporter Membrana
AOAOK3C6PT MES transporter, siderochrome-iron Membrana
transporter
AOAOK3CE64 NADH dehydrogenase [ubiqu‘inone] 1 alpha Membrana
subcomplex subunit 4
AOAOK3CKUO DUF250 domain contaning protein Membrana
AOAOK3CE04 secretory carrier—assqciated membrane Membrana
protein
AOAOK3CGZ4 SH3 domain protein Membrana
AOAOK3CIJ2 protein of uncharacterized CysZ family Membrana
AOAOK3CHJ9 iron permease FTR1 Membrana
AOAOK3C703 DUF726 domain protein Membrana
BY PROTMAP:
¢i|647394889|emb|CDR36124.1|
AOAOK3C452 RHTOO0SO01e14774g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_1.200)
AOAOK3CGC2 Coatomer subunit zeta Golgiho apardt,
membrana, cytoplazma
BY PROTMAP:
¢i|647395055|emb|CDR36291.1|
AOAOK3CDE2 | RHTOO0SO1e18470g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_6.537)
BY PROTMAP:
£i|647396692|emb|CDR39131.1|
AOAOK3CK58 RHTO0S04e01970g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_9.279)
BY PROTMAP:
¢i|647396724|emb|CDR39189.1|
AOAOK3CHS50 | RHTO0S04e02630g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_9.251)
BY PROTMAP:
¢i|647398000/emb|CDR41530.1| Membrana,
AOAOK3CD27 | RHTO0S06e02718g1_1 [Rhodosporidium Endoplazmatické
toruloides](FGENESH: predicted retikulum
gene_2.116)
BY PROTMAP:
¢i|647400787|emb|CDR46538.1|
AOAOK3CPI6 RHTO0S12e05864¢g1_1 [Rhodosporidium Jadro

toruloides](FGENESH: predicted
gene_14.23)
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BY PROTMAP:
gi|647402411|emb|CDR48665.1|

AOAOK3CQO03 RHTOO0S19e01970g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_13.231)
AOAOK3CCZ6 L-arabinose isomerase Membrana
AOAOK3CE9%4 SPOSA6832_04754, partial Membrana, peroxizom
AOAOK3CC90 C2H2-type domain-containing protein Jadro
AOAOK3C7R7 CLASP_N domain-containing protein Mikrotubuly
AOAOK3CAM9 Chitin synthase Bunétna membrana,
membrana
AOAOK3CLT3 Chromatin modification-related protein Jadro
AQAOK3CST1 Condensin complex subunit 1 Chromozom, jadro
AOAOK3C7Y2 Copper transporter Membrana
AOA061BJB9 Cysteine-rich PDZ-binding protein Cytoplazma
Vnitini mitochondrialni
AOAO061B7C7 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 membrana, mitochondrie,
membrana
AOAOK3CAMO D-aminoacyl-tRNA deacylase Cytoplazma
AOAOK3C8F4 D-fructose-6-phosphate amidotransferase Jadro
AOAOK3C7E2 DNA polymerase Jadro
AOAOK3CGAGb6 DNA replication licensing factor MCM?7 Jadro
AOAOK3CGR9 Derlin Membrana
Membrana,
AOAOK3CJX4 Diacylglycerol O-acyltransferase Endoplazmatické
retikulum
AOAOK3C934 Dolichyl-phosphate-mannose--protein Membrana
mannosyltransferase
AOAOK3CD54 Dynactin subunit 6 Cytoskelet, cytoplazma
— ) Cytoskelet, dynein,
AOA061AF09 Dynein light chain mikr—‘(y) tubuly. Cyfoplazma
Membrana,
AOAOK3CB39 ER membrane protein complex subunit 4 Endoplazmatické
retikulum
AOAOK3CLO1 Elongation of fatty acids protein Membrana
AOAOK3CHRO Emp24/gp25L/p24 family/GQLD—domain Membrana
containing protein
AOAOK3CMS51 Eukaryotic translatior} initiation factor 3 Cytoplazma
subunit G
AOAOK3CLRO | FGENESH: predicted gene_10.68 protein Cytoskelet, mikrotubuly,
cytoplazma
AOAOK3CM34 | FGENESH: predicted gene_11.114 protein Membrana
AOAOK3CPH3 | FGENESH: predicted gene_15.20 protein Membrana
AOAOK3CC39 | FGENESH: predicted gene_4.100 protein Membrana
AOAOK3CGNO | FGENESH: predicted gene_7.374 protein Membrana
AOAOK3CFE4 | FGENESH: predicted gene_8.150 protein Membrana
AOAOK3CIA7 FGENESH: predicted gene_8.73 protein Membrana
AOAOK3CKGS8 | FGENESH: predicted gene_9.137 protein Membrana
AOAOK3CCWS Formate dehydrogenase Cytoplazma
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Golgiho aparat,

AOAOK3C9F4 GDP-mannose transporter .
membrana
AOAOK3CLK6 General substrate transporter Membrana
AOAOK3CMU3 | Glycerophosphocholine acyltransferase 1 Membrana
AO0A061B3Q8 Histone H2A Chromozom, jadro
AOA061BI63 Histone H2B Chromozom, jadro,
nukleozomové jadro
AOAO061ATU7 Histone H3 Chromozom, jadro,
nukleozomové jadro
AOAOK3C456 Histone H4 Chromozom, jadro,
nukleozomové jadro
AOAOK3CPP7 Hlstone—lysmg N—methylt‘ra‘nsferase, H3 Chromozom
lysine-36 specific
Inositol hexakisphosphate and
AOAOK3CNF4 diphosphoinositol-pentakisphosphate kinase Cytoplazma
AOAOK3CRE4 Mannosyltransferase Membrana
- Vnitini mitochondrialni
AOAOK3CK36 NADH dehydrogenase [ublqulpone] I alpha membrana, mitochondrie,
subcomplex subunit ;
membrana
- Vnitini mitochondrialni
AOAOK3CF18 NADH dehyd‘rogena‘se [ublqu1p one] membrana, mitochondrie,
flavoprotein 1, mitochondrial .
membrana
AOAOK3CMIL2 NADH dehydrog@ase [}Jblqumoge] iron- Membrana
sulfur protein 4, mitochondrial
AOAOK3CMO5 Non-specific segr;z/stgreonlne protein Membrana
AOAOK3CCQ9 PRA1 family protein Membrana
AOAOK3CJV3 Peroxin-13 Membrana
AOAOK3C6D1 Peroxisomal biogenesis factor 11 Membréna, peroxizom
AOAOK3CBK6 Peroxisomal membrane protein PEX16 Peroxizom
AOAOK3CBBS Protein GET1 Endoplazmaticke
retikulum, membrana
AOAOK3CE29 Protein YIP Membrana
AOAOK3CT44 Protein transport protein SFT2 Golgiho aparat,
membrana
AOAO061AF36 | Protein transport protein Sec61 subunit beta Membrana
AOAOK3CFA7 Protein-tyrosine-phosphatase Jadro
AOAOK3CSH3 Serlne/threonlne—pr'oteln phosphatase 2A Cytoplazma
activator
AOAOK3CMZ9 Signal sequence receptor subunit alpha Endoplazmatlckf:
retikulum, membrana
AOAOK3CSO00 Succinate dehydrogenase [ubqulnone] Membrana
cytochrome b small subunit
Succinate dehvd nase [ubiquinone] Vnitini mitochondrialni
AOAOK3CCYS8 uccnate CeRycrogenase (up1quinone membrana, mitochondrie,
iron-sulfur subunit, mitochondrial ,
membrana
AOAOK3CFC2 | Timeless protein-domain containing protein Jadro
AOAOK3CFK6 | Transcription elongation factor 1 homolog Jadro
AOAOK3CL79 Ubiquitin thioesterase OTU1 Cytoplazma
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AOAOK3CIT2 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CNY7 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CLY1 Uncharacterized protein Jadro
AOAOK3CSHS5 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CG64 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CCW6 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CED9 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CCR6 Uncharacterized protein Endoplazma‘uck,e
retikulum, membrana
AOAOK3CP09 Uricase Peroxizom
AOAOK3CPD3 | V-type proton ATPase proteolipid subunit Membréna, vakuola
AOAOK3CTIO Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA Endoplazmatickfé
dehydratase retikulum, membréana
AOAOK3CDJ2 Vezatin domain-containing protein Membrana
AOAOK3CBR4 acidPPc domain-containing protein Membrana
AOAOK3CAU4 acidPPc domain-containing protein Membrana
AOAOK3CUX3 Autophagy-related protein 9 Membrana
AOAOK3CQV5 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CC49 putative Purine-cytosine permease Membrana
AOAOK3CJRO zinc metalloprotease Membrana
AOAOK3CBZ2 proton-dependent oligopc‘eptide transporter, Membrana
POT family
AOAOK3CCV2 siderophore iron transporter mirC Membrana
BY PROTMAP:
¢i|647403073|emb|CDR49247.1|
AOAOK3CKMS8 | RHTO0S24e01728g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_9.449)
AOAOK3CMT5 Cation efflux family—(‘lomain containing Membrana
protein
AOAOK3C4I1 Derlin Membrana
AOAOK3CM32 | FGENESH: predicted gene_10.203 protein Membrana
AOAOK3CRT4 | FGENESH: predicted gene_17.141 protein Membrana
AOAOK3CH69 | FGENESH: predicted gene_7.116 protein Membrana
UDP-N-acetylglucosamine transferase Endoplazmatické
AOAOKR3CC72 subunit ALG13 retikulum
AOAOK3CDGS5 Uncharacterized membrane protein Endop‘lazmatlcke
retikulum
AOAOK3C6Y4 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CE47 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CEZ7 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CHTS5 Uncharacterized protein Membrana
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Tabulka 18: Lokalizace downregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 150; 48 hod

Accession Oznaceni proteinu Bunééna komponenta
AOAOK3CCGS 2—(3—amlno—3—carboxyprqpyl)hlstldlne Cytoplazma
synthase subunit 2
AdoMet-dependent rRNA .
AOAOK3CBS0 methyltransferase SPB1(SPB1) Jadro
AOAOK3CFL9 Alkahne—phosphgtgse—hke, core domain- Membrana
containing protein
AOAOK3CBB6 Aminomethyltransferase Mitochondrie
AOAOK3CAO02 purine nucleoside permease Membrana
AOAOK3C8DS8 | putative cytochrome P450 monooxygenase Membrana
AOAOK3C8Q0 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CBD9 Cytochrome ¢ og?)z;s((i fssembly protein Membrana
AOAOK3CC85 Zinc finger protein ZIC 5 Membrana
Centromera, chromozom,
AOAOK3CPJ8 Proteophosphoglycan 5 cytoplazma, kinetochor
AOAOK3CGF7 putative Kex protein Membrana
AOAOK3CDV8 Methyltransferase type 11 Jadro
AOAOK3CHS?2 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CEIS5 putative Vacuolar membrane protein Membrana
AOAOK3CK40 Cleft lip and palate assoglated Membrana
transmembrane protein
AOAOK3CQ32 protein of Nucleotlde—'dlphosph‘o—sugar Membrana
transferase, predicted family
protein of integral membrane protein, ,
AOAOK3C604 Mpy17/PMP23 family Membrana
AOAOK3CQQ2 U6 snRNA—assogglrzg Sm-like protein Tadro, spliceozom
AOAOK3CTK4 chitin deacetylase Membrana
AOAOK3CD79 mitochondrial ABC transporter ATM Membrana
AOAOK3C8N6 Lipid-binding START domain protein Membrana
AOAOK3CF55 ATP-binding cassette transporter Membrana
AOAOK3CEI8 Glycoside hydrolase, family 5 Membrana
AOAOK3CLY4 adiponectin receptor protein Membrana
AOAOK3CUOI protein of Nucleotlde—'dlphosph‘o—sugar Membrana
transferase, predicted family
AOAOK3CUCS protein of lipase, class 3 family Membrana
AOAOK3C757 glycoside hydrolase family 16 protein Membrana
AOAOK3CEKO endothehn—convertlng?y enzyme, Membrana
metalloendopeptidase
AOAOK3C987 mitochondrial RNA splicing protein Mitochondrie
AOAOK3CEWI1 potassium:hydrogen antiporter Membrana
BY PROTMAP:
£i|647394599|emb|CDR35830.1|
AOAOK3CKVO | RHTO0S01e08042¢g1_1 [Rhodosporidium Membrana

toruloides](FGENESH: predicted
gene_10.5)
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AOAOK3C5N8

Chitin deacetylase

Bunéc¢na membrana,

membrana
AOAOK3CAD2 Chitin deacetylase Bunécna me{nbrana,
membrana
AOAOK3CFL2 Chitin deacetylase Bunécna me{nbrana,
membrana
AOAOK3C752 | Component of oligomeric Golgi complex 4 Membrana
AOAOK3CB65 Cortical prot@in mar1‘<e‘r for cell Polarity— Membrana
domain containing protein
AOAOK3C4V2 Endoplasmic reticulum chaperone BiP Endop‘lazmatlcke
retikulum
AOAOK3C6Z5 FGENESH: predicted gene_1.91 protein Membrana
AOAOK3CL37 | FGENESH: predicted gene_10.100 protein Jadro
AOAOK3CIN8 | FGENESH: predicted gene_10.227 protein Membrana
AOAOK3CPII FGENESH: predicted gene_14.18 protein | Membrana, mitochondrie
AOAOK3CA34 FGENESH: predicted gene_5.20 protein Jadro
AOAOK3CEWS | FGENESH: predicted gene_5.471 protein Jadro
AOAOK3CE44 | FGENESH: predicted gene_5.609 protein Membrana
AOAOK3CDP8 FGENESH: predicted gene_5.86 protein Membrana
AOAOK3CCl11 Fipl domain-containing protein Jadro
AOAOK3CIK1 Fms-interacting proteiq—domain containing Tadro
protein
AOAOK3C408 GTP-binding nuclear protein Jadro
General transcription and DNA repair ,
AOAOK3CQ89 factor 1TH helIi)case subunit XPIg Jadro
AOAOK3CKV1 Glycine cleavage system H protein Mitochondrie
AOAOK3CL41 P-type phospholipid transporter Membrana
AOAO0K3CJ99 Pescadillo homolog Jadro
AOAOK3CFV9 Pre-rRNA-processing protein PNOI1 Jadro
AOAOK3CBPI Protein CASP Golgiho apardt,
membrana
AOAO61AP40 RHTOOSO4§O4522g 1_1(FGENESH: Membrana
predicted gene_9.173)
AOAOK3CK78 Ribosomal RNA-processing protein 8 Jadro
AOAOK3CPA1 Ribosome biogenesis protein ERB1 Jadro
AOAOK3CD96 SCO1/SenC-domain containing protein Membrana
AOAO061AFYS Transcription an(é Il}léilNA export factor Jadro, cytoplazma
AOAOK3CQYS Tubulin-specific chaperone A Cytoskelet, mikrotubuly,
cytoplazma
AO0AOK3CPG5 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CARI1 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3C9L3 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CKE7 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CPY6 VWFA domain-containing protein Mitochondrie
AOAOK3CBOS Origin recognition complex subunit 4 Jadro
BY PROTMAP:
AOAOK3CMKO £i|647399466/emb|CDR44280.1| Membrana

RHTO0S09¢01970g2_1 [Rhodosporidium
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toruloides](FGENESH: predicted
gene_11.264)

AOAOK3CLV6 CAPI10 domain-containing protein Membrana
AOAOK3CCFl1 FGENESH: predicted gene_6.202 protein Membrana
AOAOK3CNHS8 Uncharacterized protein Membrana

Tabulka 19: Molekularni funkce upregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 150

b

48 hod
Accession Oznaceni proteinu Molekularni funkce
AOAOK3CSZ1 I-acyl-sn-glycerol-3-phosphate Transferaza
acyltransferase
AOAOK3CKLI 30S ribosomal protein S10 Ribonukleoprotein
AOAOK3C4B5 40S ribosomal protein S4 RNA-vazebny protein
AOAOK3CIKS 6-O-methylguanine-DNA Transferaza
methyltransferase
A0A061BI04 60S ribosomal protein L32 Ribonukleoprotein
AOAOK3CKRO 60S ribosomal protein L41 Ribonukleoprotein,
ribozomalni protein
AOAO0K3CJ29 ATP-citrate synthase Transferaza
AOAOK3C6UO |  ATP-dependent DNA helicase PIF1 DNA-vazebny protein,
helikédza, hydrolaza
AOAOK3CLCO | Acyltransferase-domain containing protein Acyltransff:raza,
transferaza
AOAOK3C948 Alpha/Beta hydrolase fold Hydrolaza
AOAOK3CGG6 Arylamine N-acetyltransferase Transferaza
AOAOK3CPK2 putative DNA-binding protein cre-1 DNA-vazebny protein
AOAOK3CBDS Phenol 2-monooxygenase Monooxygenaza
AOAOK3CMBO RNA binding protein RNA-vazebny protein
AOAOK3CQWI1 putative GNAT family acetyltransferase Transferaza
AOAOK3CD72 cAMP-dependent Spurgillﬁ kinase regulatory Kinaza, transferaza
AOAOK3CAM4 Transcription initiation factor I1B Iniciacni faktor
AOAOK3C9C9 putative Ubiquitin-protein ligase Ligaza
AOAOK3CNY1 RING finger domain-containing protein Transferaza
. . . . Dioxygenaza,
AOAOK3CV70 | putative TfdA family taurine dioxygenase oxidoreduktaza
AOAOK3CI24 Skeletal muscle/kidney enriched inositol 5- Hydrolaza
phosphatase
AOAOK3CD76 | U3 small nucleolar ribonucleoprotein IMP3 Virovy nuklegprotem,
RNA-vazebny protein
AOAOK3CNP7 Ubiquitin-protein ligase E3 Ligaza
AOAOK3CMP9 Assimilatory sulfite reductase Oxidoreduktaza
AOAOK3CHS86 Glycosyltransferase family 49 protein Transferaza
AOAOK3CGW8 Phenylalanine ammonia-lyase Lyaza
. Dioxygenaza,
AOAOK3C7C1 ADP-ribose pyrophosphatase oxidoreduktaza
AOAOK3CRU? NADH dehydrogenase subunit 9, partial Translokéza

(Mitochondrion)
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iron complex transport system ATP-binding

AOAOK3CIJI3 . Hydrolaza
protein
AOAOK3CCM7 oligosaccharyltransferase complex subunit Transferaza
gamma
AOAOK3CBP3 zinc-binding alcohol dehydrogenase Oxidoreduktaza
AOAOK3CMTO | checkpoint serine/threonine-protein kinase Kinaza, transferaza
AOAOK3CS5I8 alkylated DNA repair protein alkB-like Methyltransferaza,
protein transferaza
AOAOK3CIW7 60S ribosomal protein 118 Ribonukleoprotein
AOAOK3CKR4 ER lumen protein retaining receptor Receptor
AOAOK3CKS2 _ O-acetylhomoserine Transferéza
aminocarboxypropyltransferase
AQAOK3CQ96 fumarate reductase flavoprotein subunit Oxidoreduktaza
AOAOK3CACS translation 1n1t1at1:;1blflzilcittor elF-2B gamma Iniciaéni faktor
AOAOK3CLQO G2/mitotic-specific cyclin 1/2 Cyklin
AOAOK3CQJ9 cystathionine gamma-lyase Lyaza
AOAOK3CIXO0 diamine N-acetyltransferase Transferaza
AOAOK3CP89 C-22 sterol desaturase Monooxygenaza,
oxidoreduktiza
AOAOK3CFH? mitochondrial 1arg§ subunit ribosomal Rlbonuk}eqprotelp,
protein L.45 ribozomalni protein
AOAOK3CRY9 zinc-type alcohol dehydrogenase Oxidoreduktaza
AOAOK3CMN7 acetyltransferase GNAT family Transferaza
AOAOK3CNT9 G2/mitotic-specific cyclin 3/4 Cyklin
AOQAOK3CAS59 Haloacid dehalogenase-like hydrolase Hydrolaza
AOAOK3CAGI peptide alpha-N-acetyltransferase Transferaza
Kinaza, serin/threonin-
AOAOK3CNIS serine/threonine protein kinase Nrc-2 proteinkinaza,
transferaza
AOAOK3CN62 RNA exonuclease 1 Exonukleaza, hydrolaza,
nukledza
AOAOK3CKI15 transcription coactivator DNA-vazebny protein
AOAOK3CI9R6 uridine nucleosidase Urhl Glykosidaza, hydrolaza
mitochondrial inner membrane . ,
AOAOK3C9S0 metallopeptidase Omal Hydrolaza, proteaza
AOAOK3CIT8 60S ribosomal protein 119 Ribonukleoprotein
AOAOK3CAL3 60S ribosomal protein 113 Ribonukleoprotein
AOAOK3CMAG 3—methy1crotonyl—CoA carboxylase beta Transferaza
subunit
AOAOK3CF31 bifunctional p olynpcleotlde Kinaza, transferaza
phosphatase/kinase
AOAOK3CLC8 Mitogen-activated protein kinase HOGI1 Kindaza, transferaza
BY PROTMAP:
¢i|647400787|emb|CDR46538.1|
AOAOK3CPI6 | RHTOO0S12e05864¢g1_1 [Rhodosporidium DNA-vazebny protein

toruloides|(FGENESH: predicted
gene_14.23)




BY PROTMAP:
2i[647401048|emb|CDR46990. 1|

Kinaza, serin/threonin-

AOAOK3CRD2 | RHTO0S13e04478¢g1_1 [Rhodosporidium proteinkinaza,
toruloides|(FGENESH: predicted transferaza
gene_18.75)
BY PROTMAP:
gi|647402411|emb|CDR48665.1|
AOAOK3CQO03 | RHTOO0S19e01970g1_1 [Rhodosporidium Iontovy kanal
toruloides|(FGENESH: predicted
gene_13.231)
AOAOK3CCZ6 L-arabinose isomerase Izomeraza
AOAOK3C7N2 ribosomal protein L35Ae, partial Ribonukleoprotein
AOAOK3CCS5 Beta-glucosidase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CAMY Chitin synthase Glykosyltransteraza,
transferaza
AQAOK3CLT3 Chromatin modification-related protein Regulator chromatinu
AOAOK3CJ95 Citrulline--aspartate ligase Ligaza
AOAOK3CBY? Class I glutamine ami‘dotransferase—like Transferaza
protein
RNA-vazebny protein,
AOAOK3CAMO D-aminoacyl-tRNA deacylase tRNA-vazebny protein,
hydrolaza
DNA-vazebny protein,
AOAOK3C8F4 | D-fructose-6-phosphate amidotransferase helikéaza, hydrolaza,
transferaza
AOAOK3CG19 DNA mismatch repair protein DNA-vazebny protein
Transferaza,
AOAOK3C7E2 DNA polymerase DNA-vazebny protein,
nukleotidyltransferaza
AOAOK3CGAG6 | DNA replication licensing factor MCM7 DNA'—V,azebny pro:zem,
helikédza, hydrolaza
AOAOK3CJX4 Diacylglycerol O-acyltransferase Transferaza
AOAOK3C934 Dolichyl-phosphate-mannose--protein Transferéza
mannosyltransferase
AOA061AF09 Dynein light chain Motoricky protein
AOAOK3CLO1 Elongation of fatty acids protein Transferaza
Eukaryotic translation initiation factor 3 , .
AOAOK3CMS51 Ty subunit G(TIF35) RNA-vazebny protein
AOQAOQK3C960 FGENESH: predicted gene_2.75 protein Oxidoreduktaza
AOAOK3CC39 | FGENESH: predicted gene_4.100 protein Transferaza
AOAOK3CJ92 | FGENESH: predicted gene_8.281 protein RNA-vazebny protein
AO0AOK3CJ0O8 FGENESH: predicted gene_9.135 protein Iniciacni faktor
AOAOK3CSP6 Glutamine synthetase Ligaza
AOAOK3CMU3 | Glycerophosphocholine acyltransferase 1 Acyltransff:raza,
transferaza
AO0A061B3Q8 Histone H2A DNA-vazebny protein
AOA061BI63 Histone H2B DNA-vazebny protein
AOAO061AJU7 Histone H3 DNA-vazebny protein
AOAOK3C456 Histone H4 DNA-vazebny protein
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Histone-lysine N-methyltransferase, H3

Methyltransferaza,

AOAOK3CPP7 i o .
lysine-36 specific represor, transferaza
Inositol hexakisphosphate and
AOAOK3CNF4 diphosphoinositol-pentakisphosphate Kinaza, transferaza
kinase
AOAOK3CLAS Lysine ketoglutarate reductase Multifunkéni enzym
AOAOK3CRE4 Mannosyltransferase Transferaza
AOAOK3CNE3 Nicotinate-nucleotide p}{rophosphorylase Transferaza
[carboxylating]
Non-specific serine/threonine protein Kindza, serin/threonin-
AOAOK3CM95 on-spectiic setn p proteinkinaza,
kinase :
transferaza
AOAOK3CFD6 | Peptidase_M48 domain-containing protein Hydrf)laza, .
metaloprotedza, protedza
AOAOK3CM52 Peroxin-12 Kinaza, transferaza
AQA061B552 Protein-synthesizing GTPase Hydrolaza
AOAOK3CFA7 Protein-tyrosine-phosphatase Hydrolaza, pr oteinova
fosfataza
AOAOK3CNG8 Pyridoxal 5'-phosphate synthase Oxidoreduktaza
AOAOK3CB42 | Pyridoxal phosphate-dependent transferase Ammotransf craza,
transferaza
AOAOK3CCWS5 | Pyridoxal phosphate-dependent transferase Transferaza
AOAOK3CC63 RING-type E3 ubiquitin transferase Transferaza
AOAOK3CIL2 RRM domain-containing protein RNA-vazebny protein
AOAOK3CUU9 Ribonucleoside-diphosphate reductase Allostericky enzym
AOAOK3C732 Ribosomal protein .37 RNA-vazebny protein
AOAOK3CSH3 Serlne/threonlne—pr'oteln phosphatase 2A Tzomeréza, Rotaméza
activator
AOAOK3CMZ9 Signal sequence receptor subunit alpha Receptor
AOAOK3C5L0 Threonine dehydratase Lyaza
AOAOK3CFC2 | Timeless protein-domain containing protein | Inhibitor replikace DNA
AOAOK3CFK6 | Transcription elongation factor 1 homolog Elongacni faktor
AOAOK3C7V9 Tryptophan synthase Lyaza
Nukleotidyltransferaza,
AOAOK3CVX1 UDP-glucose pyrophosphorylase transferaza
AOAOK3CD58 |  Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase Proteaza, hydrolaza,
thiolova protedza
AOAOK3CL79 Ubiquitin thioesterase OTU1 Proteaza, hydrolaza,
thiolova protedza
. . RNA-vazebny protein,
AOAOK3CLN4 Uncharacterized protein {RNA-vazebny protein
AOAOK3CSHS5 Uncharacterized protein Oxidoreduktaza
AOAOK3CTIO Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA Lyaza
dehydratase
AOAOK3CBR4 acidPPc domain-containing protein Ox1dore(‘1u%<taza,
peroxidaza
AOAOK3CJRO zinc metalloprotease Hydrolaza,

metaloprotedza, protedza




AOAOK3C7F1

catechol 1,2-dioxygenase

Dioxygenaza,

oxidoreduktaza
AOAOK3CFP8 Dipeptidase Hydrolaza, dipeptidaza,
proteaza
UDP-N-acetylglucosamine transferase Glykosyltransferaza,
ADAOK3CC72 subunit ALG13 transferaza

Tabulka 20: Molekularni funkce downregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 150;

48 hod
Accession Oznaceni proteinu Molekularni funkce
2-(3-amino-3-carboxypropyl)histidine ,
AOAOK3CCGS . Transferaza
synthase subunit 2
) Helikaza, hydrolaza,
AOAOK3C7L1 ATP-dependent RNA helicase dbp-4 RNA-vazebny protein
AOAOK3CGK4 Alpha/Beta hydrolase fold Hydrolaza
AOAOK3CBB6 Aminomethyltransferase Methyltransferaza,
transferaza
. Monooxygenaza,
AOAOK3C8DS8 | putative cytochrome P450 monooxygenase oxidoreduktaza
AOAOK3CEZ6 Glycoside hydrolase family 32 protein Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CGF7 putative Kex protein Hydrolaza, proteaza
AOAOK3CDV8 Methyltransferase type 11 Methyltransf eraza,
transferaza
AOAOK3CTW2 putative UbiE/COQS family Transferéza
methyltransferase
AOAOK3CVM4 tRNA dimethylallyltransferase Transferaza
AOAOK3CMD6 Nltr‘llase/cyz'lnlde hydratase and Acyltransff:raza,
apolipoprotein N-acyltransferase transferaza
AOAOK3CQ32 protein of Nucleotlde—'dlphosph‘o—sugar Transferéza
transferase, predicted family
Endonukleaza,
AOAOK3C6VO Endonuclease/expnucleage/phosphatase exonukleaza, hydroléza,
family protein ,
nukleaza
AOAOK3CQQ2 | O StRNA-associated Sm-like protein RNA-vazebny protein
AOAOK3CQI13 60S ribosomal protein 128 Ribonukleoprotein
AOAOK3CAX9 glycoside hydrolase family 18 protein Hydrolaza
AOAOK3CDS5 protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O- Methyltransferaza,
methyltransferase transferaza
AOAOK3C6J0 small subunit ribosomal protein S27Ae Ribonukleoprotein
AOAOK3CFE2 Esterase, SGNH hydrplase—type domain Hydroléza
protein
AOAOK3CEI8 Glycoside hydrolase, family 5 Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CLQI1 exopolyphosphatase Hydrolaza
AOAOK3CLY4 adiponectin receptor protein Receptor
AOAOK3CUOI protein of Nucleotlde—'dlphosph‘o—sugar Transferaza
transferase, predicted family
AOAOK3CQL2 sphingomyelin phosphodiesterase Hydrolaza
AOAOK3CCK1 aspartic proteinase Hydrolaza, proteaza




AOAOK3CDN9 protein tyrosine phosphatase Proteinova fosfataza
AOAOK3CDQO CigA protein Transferaza
AO0AOK3C757 glycoside hydrolase family 16 protein Hydrolaza
AOAOK3CFKO endothehn—convertlng?y enzyme, Hydrf)laza, ,
metalloendopeptidase metaloproteaza, proteaza
AOAOK3CDY6 heat shock protein/chaperonin Chaperon, hydrolaza
AOAOK3C9X3 DNA helicase Heliké4za, hydrolaza
AOAOK3CJY1 cytochrome ¢ oxidase copper chaperone Chaperon
AOAOK3CES6 | nicotinamide N-methyltransferase, putative Methyltransf eraza,
transferaza
AOAOK3C772 medium-chain specific acyl-CoA Oxidoreduktiza
dehydrogenase
BY PROTMAP:
i|647398283|emb|CDR42043.1| Acvltransferaza
AOAOK3CCF2 | RHTO0S06e09098g1_1 [Rhodosporidium gans ferdza ’
toruloides|(FGENESH: predicted
gene_3.547)
BY PROTMAP:
£i|647399839|emb|CDR44810.1|
AOAOK3C8B5 | RHTO0S10e01024g1_1 [Rhodosporidium RNA-vazebny protein
toruloides|(FGENESH: predicted
gene_2.133)
AQAOK3CL52 Beta-glucosidase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CPS2 Beta-glucosidase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CANI1 Chitinase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CHP9 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) Lyaza
endonuclease
AOAOK3CL37 | FGENESH: predicted gene_10.100 protein DNA-vazebny protein
AOAOK3CJ98 FGENESH: predicted gene_11.96 protein RNA-vazebny protein
AOAOK3CAS0 FGENESH: predicted gene_3.55 protein D}oxygenaz,a,
oxidoreduktaza
AOAOK3CA34 FGENESH: predicted gene_5.20 protein Hydrolaza
AOAOK3CIHI FGENESH: predicted gene_8.474 protein Transferaza
AOAOK3CMSI1 Fe20G dloxyger;z;iiecilﬁmam—contammg Oxidoreduktaza
General transcription and DNA repair factor Helikéaza, hydrolaza,
AODAOK3CQ89 ITH helicase subunit XPD DNA-vazebny protein
AOAOK3CSW7 Glycosyl trapsferase‘ fgmlly 64 Flomam— Transferaza
domain containing protein
AOAOK3C9Y8 L-galactono-gamma-lactone oxidase Oxidoreduktaza
AOAOK3CHM?2 Methionine--tRNA ligase Ligaza
AOAOK3CKI7 Nicotinate phosphoribosyltransferase Gll‘ylfosyltransfer,aza,
igaza, transferaza
AOAOK3CL41 P-type phospholipid transporter Translokaza
Protein arginine methyltransferase .
AOAOK3CNKO NDUFAF7 Transferaza
AOAOK3CN27 Protein-tyrosine-phosphatase Proteinova fosfataza,

hydrolaza
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AOAOK3C9S5 | Pyridoxal phosphate-dependent transferase Dekarboxylaz/a, lyaza,
transferaza
AOAOK3CFDO | Pyridoxal phosphate-dependent transferase Transferaza
AOAOK3CK78 Ribosomal RNA-processing protein 8 Transferaza
AOAOK3CKD5 |  [HO complex subunit 1 transcription Elongacni faktor
elongation factor-domain containing protein
AOAOK3CSEOD Terpenoid cyclases/protein ‘ Prenyltransferaza,
prenyltransferase alpha-alpha toroid transferaza
AOAO061AFYS Transcription and mRNA export factor Aktivator, regulator
SUS1 chromatinu
AOAOK3CQY8 Tubulin-specific chaperone A Chaperon
AOAOK3CIX2 Uncharacterized protein RNA-vazebny protein
AOAOK3CHO03 alpha-1,2-Mannosidase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CBOS Origin recognition complex subunit 4 DNA-vazebny protein
AOAOK3CLV6 CAP10 domain-containing protein Transferaza
AOAOK3C6Z7 Carboxylic ester hydrolase Hydrolaza, serinova
esteraza

Tabulka 21: Biologické procesy upregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 13;

96 hod
Accession Oznaceni proteinu Biologicky proces
. Poskozeni, oprava DNA,
AOAOK3C6UO | ATP-dependent DNA helicase PIF1(PIF1) rekombinace DNA
AOAOK3CB66 putative Cation diffusion facilitator Transport
AOAOK3CR85 MES transporter, sugar transporter Transport sacharidq, transport
AOAOK3CUFI1 MES transporter, sugar:H+ symporter Transport
AOAOK3CRO5 cation diffusion facilitator Transport
AOAOK3CC76 mitochondrial carrier protein, family 25 Transport
AOAOK3CJD1 cell division control protein 7 Bunécny ?Ql{éﬁf’ bunécné
AOAOK3CRF5 MES transporter, sugar:H+ symporter Transport
AOAOK3CRJO UV DNA damage endonuclease PoSkozeni DNA, excize DNA,
oprava DNA
AOAOK3CKS4 Catalase Protein Ucastnici se rozkladu
peroxid vodiku
. . Poskozeni, oprava DNA,
AOAOK3CBS7 DNA repair protein RAD51 homolog rekombinace DNA
AOAOK3CLO1 Elongation of fatty acids protein Biosyntéza lipida
AOAOK3CAI4 Magnesium transporter Transport iontd, transport
AOAOK3CBRB3 Mediator of RNA polymerase II Transkrlpce,' regulace
transcription subunit 5 transkripce
AOAOK3CNCS Mitochondrial carrier Flomaln—contalnlng Transport
protein
AOAOK3CSHS Uncharacterized protein Transport elektrond, transport

iontl, transport

81




Tabulka 22: Biologické procesy downregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 13;

96 hod
Accession Oznaceni proteinu Biologicky proces
. Metabolismus mastnych
AOAOK3CET7 Acyl-coenzyme A oxidase kyselin, metabolismus ?ipi i
AOAOK3CI67 Peptide transporter MTD1 Transport
AOAOK3CBO08 Origin recognition complex subunit 4 DNA replikace
AOAOK3C7FI catechol 1,2-dioxygenase Katabolismus aromatickych
uhlovodiki
Transport, transport
AO0A061B4J3 vesicular-fusion protein Sec17 Endoplazmatické retikulum -
Golgiho aparéat
AOAOK3CM19 ABC transporter Transport
BY PROTMAP:
¢i|647396115|emb|CDR38138.1|
AOAOK3C899 | RHTO0S03e04390g1_1 [Rhodosporidium Transport
toruloides](FGENESH: predicted
gene_1.688)
AOAOK3CCZ6 L-arabinose isomerase Transport sacharidd, transport
AOAOK3CL52 Beta-glucosidase Metabolismus sachanq uc’
degradace polysacharidi
AOAOK3CPS2 Beta-glucosidase Metabolismus sachanq uc’
degradace polysacharidi
Metabolismus sacharidu,
degradace chitinu, degradace
AOAOK3CEJS Chitin deacetylase polysacharida,
biogeneze/degradace bunécné
stény
Metabolismus sacharidu,
AOAOK3COF1 Chitinase degradace chitinu, degradace
polysacharida
AOAOK3C8P9 DASH complex subunit DAD1 Bune‘g{y cyklus, bun&cne
€leni, mitdza
AOAOK3CQM6 Exportin-T Transport
Transport mRNA, transport
AOAO61AFYS Transcription and mRNA export factor proteinu, transkripce, regulace

SUSI

transkripce, translokace,
transport

Tabulka 23: Lokalizace upregulovanych proteind pii C/N 150; 96 hod - C/N 13; 96 hod

Accession Oznaceni proteinu Bunééna komponenta
AOAOK3CL17 60Kd inner membrane proFeln—domaln Membrana
containing protein
AOAOK3CTU4 ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate Cytoplazma
dehydratase

AOAOK3C6UO | ATP-dependent DNA helicase PIF1(PIF1) Mitochondrie, jadro
AOAOK3CQLS8 deoxynucleotidyltransferase Jadro
AOAOK3CQI8 Vacuolar DHA amino acid exporter Membrana
AO0AOK3C8QO0 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
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AOAOK3CC85 Zinc finger protein ZIC 5 Membrana
AOAOK3CBJ2 UDP-galactose transporter Membrana
AOAOK3CGES Bub?2 protein Membrana
AOAOK3CB66 putative Cation diffusion facilitator Membrana
AOAOK3CML9 Proteophosphoglycan ppg4 Membrana
AOAOK3CILS GABA permease Membrana
AOAOK3CR85 MES transporter, sugar transporter Membrana
AOAOK3CUF1 MES transporter, sugar:H+ symporter Membrana
AOAOK3CRO5 cation diffusion facilitator Membrana
AOAOK3CCD1 bax inhibitor family protein Membrana
AOAOK3CQ86 MES phosphate transporter Membrana
AOAOK3CI49 vesicle transport protein GOT1B Membrana
AOAOK3CRF5 MES transporter, sugar:H+ symporter Membrana
AOAOK3CW30 protein of auxin efflux carrier family Membrana
BY PROTMAP:
¢i|647394313|emb|CDR35542.1|
AOAOK3CQUS8 | RHTO0S01e01640g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_10.279)
BY PROTMAP:
£i|647396290emb|CDR38323.1|
AOAOK3CBZ3 | RHTO0S03e08240g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_1.527)
BY PROTMAP:
¢i|647403073|emb|CDR49247.1|
AOAOK3CKMS8 | RHTO0S24e01728g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_9.449)
AOAOK3CBMS Cation_ATPase N dpmain—containing Membrana
protein
AOAOK3CBS7 DNA repair protein RADS51 homolog Jadro
AOAOK3CEY2 DUF2231 domain-containing protein Membrana
AOAOK3CGR9 Derlin Membrana
AOAOK3CLO1 Elongation of fatty acids protein Membrana
AOAOK3CM34 | FGENESH: predicted gene_11.114 protein Membrana
AOAOK3CL85 | FGENESH: predicted gene_13.100 protein Chromozom
AOAOK3CRT4 | FGENESH: predicted gene_17.141 protein Membrana
AOAOK3CH69 | FGENESH: predicted gene_7.116 protein Membrana
AOAOK3CEC3 | GPI ethanolamine phosphate transferase 2 Membrana
AO0AOK3CJFO Holocytochrome c-type synthase Membrana
Membrana, mitochondrie,
AOAOK3CAI4 Magnesium transporter vnitini mitochondrialni
membrana
AOAOK3CRE4 Mannosyltransferase Membrana
AOAOK3CBB3 Mediator of RNA polymerase II Tadro
transcription subunit 5
AOAOK3C608 Nrap protein-domain containing protein Jadro
AOAOK3CLGS Ste24 endopeptidase Membrana

83



AOAOK3C718 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CNY7 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CSHS5 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CB69 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CE47 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CCR6 Uncharacterized protein Endoplazmaticke

retikulum, membrana

Tabulka 24: Lokalizace downregulovanych proteina pii C/N 15

0; 96 hod - C/N 13; 96 hod

Accession Oznaceni proteinu Bunééna komponenta
AOAOK3CET7 Acyl-coenzyme A oxidase Perixozom
AOAOK3CLJ2 putative Amino acid/metabolite permease Membrana
AOAOK3CI67 Peptide transporter MTD1 Membrana
AOAOK3C8DS8 | putative cytochrome P450 monooxygenase Membrana
AOAOK3CBO8 Origin recognition complex subunit 4 Jadro
AOAOK3C99%4 amino acid transmembrane transporter Membrana
AOAOK3CUGA NADH dehydrogenase [ubiqu‘inone] 1 alpha Membrana

subcomplex subunit 4
AOAOK3CEM6 amino acid transmembrane transporter Membrana
A0A061B4J3 vesicular-fusion protein Secl7 Membrana
AOAOK3CRSS high-affinity nicotinic acid transporter Membrana
AOAOK3CDQ6 Bestrophin/UPF0187 protein Membrana
AOAOK3CP15 L-fucose transporter Membrana
AOAOK3CM19 ABC transporter Membrana
BY PROTMAP:
¢i|647396115|emb|CDR38138.1|
AOAOK3C899 RHTO0S03e04390¢g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_1.688)
BY PROTMAP:
i|647399488|emb|CDR44314.1|
AOAOK3CN42 | RHTO0S09¢02410g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_11.242)
BY PROTMAP:
¢i|647401743|emb|CDR48098.1|
AOAOK3C9C4 | RHTOO0S16e01200g1_1 [Rhodosporidium Membrana
toruloides](FGENESH: predicted
gene_2.277)
AOAOK3CCZ6 L-arabinose isomerase Membrana
AOAOK3CEJ8 Chitin deacetylase Membrana, bunécna
membrana
Chromozom, cytoskelet,
AOAOK3C8P9 DASH complex subunit DAD1 mikrotubuly, jadro,
cytoplazma
AOAOK3CQM6 Exportin-T Jadro, cytoplazma
AOAOK3CA73 FGENESH: predicted gene_2.577 protein Membrana
AOAOK3CDP8 FGENESH: predicted gene_5.86 protein Membrana
AOAOK3C8AS Histone H2A Chromozom, jadro
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AOAOK3CSI3 Long-chain-alcohol oxidase Membrana
AOAO061AFYS Transcription an(é II?;NA export factor Jadro, cytoplazma
AQAOK3CI9US Tubulin beta chain Mikrotubuly
AOAOK3CNHS Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CARI1 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CG97 Uncharacterized protein Membrana
AOAOK3CNRI1 zf-C2HE domain-containing protein Jadro

Tabulka 25: Molekularni funkce upregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 13;

96 hod
Accession Oznaceni proteinu Molekularni funkce
AOAO061AUV7 60S ribosomal protein 134 Ribonukleoprotein
AOAOK3CIU4 ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate Kinaza, lyaza, transferaza
dehydratase
AOAOK3C6UO |  ATP-dependent DNA helicase PIF1 DNA-vazebny protein,
helikédza, hydrolaza
Kinaza,
AOAOK3CMU6 Aurora kinase serin/threonin-proteinkinaza,
transferaza
AOAOK3CQLS deoxynucleotidyltransferase Transferaza
. . . . Dioxygenaza,
AOAOK3CV70 | putative TfdA family taurine dioxygenase oxidoreduktiza
AOAOK3CKN2 | Polysaccharide lyase family 14 protein Lyaza
AOAOK3CIYS RNA helicase Helikaza, hydrolaza
AQAOK3CIP8 beta-1,3-mannanase Hydrolaza
AOAOK3C7Q7 putative glycosyltran‘sferase family 49 Transferaza
protein
. Methyltransferaza,
AOAOK3CAX?2 cytochrome P450, family 51 (Sterol 14- monooxygenaza,
demethylase) . . ,
oxidoreduktaza, transferaza
Monooxygenaza,
AOAOK3CCW4 monooxygenase oxidoreduktdza
Monooxygenaza,
AOAOK3CALS monooxygenase oxidoreduktdza
AOAOK3CACA 5 —methyltetrahydropteroyltrlglutamate— Methyltransferaza,
homocysteine S-methyltransferase transferaza
AOAOK3CJDI1 cell division control protein 7 Kinaza, transferaza
AOAOK3CP32 glutathione S-transferase Transferaza
AOAOK3C8P3 | opioid growth factor receptor-like protein Receptor
AOAOK3CRIJO UV DNA damage endonuclease Endonukleaza,, hydroldza,
nukleaza
AOAOK3CK84 Catalase Oxidoreduktaza, peroxidaza
AOAOK3CBMS Cation_ATPase N df)maln—contammg Translokéza
protein
AOAOK3CB46 Cyclin-like protein Cyklin
AOAOK3CBS7 DNA repair protein RADS51 homolog DNA-vazebny protein
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Dipeptidaza, hydrolaza,

AOAOK3CFP8 Dipeptidase ,
proteaza
AOAOK3CLO1 Elongation of fatty acids protein Transferaza
AOAOK3CLS5 FGENESH: pred1c§ed gene_13.100 Transferiza
protein
AOAOK3C9X7 | FGENESH: predicted gene_2.703 protein Ribonukleoprotein
AOAOK3CEC3 | GPI ethanolamine phosphate transferase 2 Transferaza
AOAOK3CJFO Holocytochrome c-type synthase Lyaza
AOAOK3C9Y8 L-galactono-gamma-lactone oxidase Oxidoreduktaza
AOAOK3CRE4 Mannosyltransferase Transferaza
AOAOK3CBB3 Mediator of RNA polymerase IT Aktivétor
transcription subunit 5
AOAOK3C608 | Nrap protein-domain containing protein RNA-vazebny protein
AOAOK3CLGS Ste24 endopeptidase Hydrolaza, metaloproteaza,
proteaza
AOAOK3CSHS5 Uncharacterized protein Oxidoreduktaza
Kinaza,
AOAOK3CJR4 [RNA-polymerase]-subunit kinase serin/threonin-proteinkinaza,
transferaza

Tabulka 26: Molekularni funkce downregulovanych proteint pii C/N 150; 96 hod - C/N 13;

96 hod
Accession Oznaceni proteinu Molekularni funkce
AOAOK3C7H7 AP2 associated kinase 1 Kinaza, transferaza
AOAOK3CA32 Acyl-CoA N-acyltransferase Acyltransferaza, transferaza
AOAOK3C948 Alpha/Beta hydrolase fold Hydrolaza
AOAOK3CSDS putative cytochrome P450 Mopooxygen?za,
monooxygenase oxidoreduktaza

AOAOK3CICS putative hydrolase Hydrolaza
AOAOK3C569 Thiol methyltransferase 1 Transferaza
AOAOK3CBOS Origin recognition complex subunit 4 DNA-vazebny protein
AOAOK3C6VO Endonuclease/expnucleage/phosphatase Endonuklee}za, exonu,kleaza,

family protein hydrolaza, nukle4dza
AOAOK3CK82 _ O-acetylhomoserine Transferaza

aminocarboxypropyltransferase
AOAOK3CFES5 subtilisin-like protease Hydrolaza, proteaza,
serinova proteaza
AOAOK3CKB9 subtilisin-like protease Hydrolaza, proteaza
AOAOK3CTFI catechol 1,2-dioxygenase Dioxygenaza,
oxidoreduktaza
AOAOK3CD23 (R,R)-butanediol dehydrogenase / diacetyl Oxidoreduktiza
reductase
AOAOK3CL65 GMP synthase Transferaza
AOAOK3CCKI1 aspartic proteinase Hydroléza, prote4za
AOAOK3CNX0 perox1somal‘ 3,2-trans-enoyl-CoA Izomeraza
isomerase

AOAOK3CMYe |  Mitochondrial peroxiredoxin 6, 1-Cys Antioxidant, peroxidaza

peroxiredoxin

86



BY PROTMAP:
2i[647400408|emb|CDR45830.1|

AOAOK3CBI3 | RHTOO0S11e05314gl1_1 [Rhodosporidium Oxidoreduktaza
toruloides](FGENESH: predicted
gene_3.207)
AOAOK3CCZ6 L-arabinose isomerase Izomeraza
AOAOK3CL52 Beta-glucosidase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CPS2 Beta-glucosidase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOQK3C6Z7 Carboxylic ester hydrolase Hydrolaza, serinova esteraza
AOQAOK3C9F1 Chitinase Glykosidaza, hydrolaza
AOAOK3CQM6 Exportin-T RNA-vazebny protein
AOAOK3CA73 | FGENESH: predicted gene_2.577 protein Oxidoreduktaza
AOAOK3CMSI1 Fe20G dloxyger;z;iieciﬁmaln—contamlng Oxidoreduktaza
AOAOK3CCX7 Fumarylacetoacetase Hydrolaza
AOAOK3C8AS Histone H2A DNA-vazebny protein
AOAOK3CSI3 Long-chain-alcohol oxidase Oxidoreduktaza
AOAOK3CEU3 Malic enzyme Oxidoreduktaza
AOA061BDL3 Protein-serine/threonine kinase Kinaza, transferaza
AOAOK3C9T9 Ribonuclease T(2) Endonukleaza, hydrolaza,
nukledza
AOAOK3CPK1 |  Small RNA 2-O-methyltransferase RNA-vazebny protein,
transferaza
AOAOK3CNTS TauD domain-containing protein D}oxygena%a,
oxidoreduktaza
AOAOK3CSED Terpenoid cyclases/protein ‘ Prenyltransferaza,
prenyltransferase alpha-alpha toroid transferaza
AOAO61AFYS Transcription and mRNA export factor Aktivator, regulator
SUSI chromatinu
AOAOK3CNRI1 zf-C2HE domain-containing protein DNA-vazebny protein

87




