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Súhrn
Východiská: Ubikvitinácia je dôležitá posttranslačná modifikácia proteínov, ktorá reguluje 
mnoho signalizačných dráh u  eukaryot. Aberantná ubikvitinácia je molekulárnou príčinou 
niektorých onkologických, neurodegeneratívnych, imunitných a kardiovaskulárnych ochorení. 
Rozvoj hmotnostne spektrometrických metód ponúka možnosť kvalitatívnej a kvantitatívnej 
analýzy ubikvitinácie proteínov v biologickom materiáli onkologických pacientov. Výskum 
ubikvitinácie môže objasniť molekulárnu príčinu zmeny hladiny niektorých proteínov, ktoré 
vystupujú ako onkogény alebo tumor supresory. Cieľ: Cieľom článku je priblížiť čitateľovi zmy-
sel a dôležitosť ubikvitinácie v niektorých molekulárnych procesoch prebiehajúcich v ľudskom 
tele. Predovšetkým je dôraz kladený na popis zapojenia ubikvitinácie do malígnych procesov. 
Na literárnu rešerš nadväzujeme priblížením procesu hmotnostne spektrometrickej identifiká-
cie ubikvitinácií prostredníctvom diglycylových zbytkov v sekvencii proteínu CHIP. Predstavu-
jeme identifikáciu ubikvitinácie proteínov metódami tandemovej hmotnostnej spektrometrie, 
proces validácie tandemových hmotnostných spektier a popis časovej závislosti ubikvitinácie 
proteínu CHIP. Záver: Literárna rešerš oboznamuje čitateľa so známymi aberantnými mecha-
nizmami ubikvitinácie u malígnych ochorení. Úspešne vytvorená hmotnostne spektrometrická 
metóda môže slúžiť na identifikáciu pozícií ubikvitinácie v sekvenciách proteínov obsiahnutých 
v lyzátoch nádorového tkaniva.
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Summary
Background: Ubiquitination is a vital posttranslational protein modification involved in the 
regulation of many eukaryotic signalling pathways. Aberrant ubiquitin signalling is known 
to be a molecular causality of certain cancer, neurodegenerative, immune system or cardio-
vascular diseases. The recent development of mass spectrometry methods enables qualitative 
and quantitative ubiquitination analysis in biological material from cancer patients. Research 
of ubiquitination may clarify the molecular cause of aberrant changes in the protein level of 
tumour suppressors or oncogenes. Purpose: We aim to explain the meaning and importance of 
ubiquitination in certain molecular processes taking place in the human body. We hereby em-
phasise the connection between ubiquitination and malignant processes. A literature search 
is followed by introducing our mass spectrometry platform intended for ubiquitin identifica-
tion via diglycyl remnants in the CHIP protein sequence. The aim is to introduce tandem mass 
spectrometry identification of ubiquitin modification, ubiquitination tandem mass spectra va-
lidation and the time-dependent manner of CHIP ubiquitination to the reader. Conclusion: 
A literature search familiarises the reader with known mechanisms of aberrant ubiquitination in 
malignant diseases. A successfully optimised mass spectrometry platform could serve as a po-
tent tool for determining ubiquitin position in proteins that are a part of real tumour samples.
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Úvod
Ubikvitín je krátky polypeptid (8,6 kDa) 
vyskytujúci sa takmer u všetkých euka
ryotických organizmov [1]. Väzba ubikvi-
tínu na proteín prebieha procesom 
ubikvitinácie, ktorá bola objavená už za-
čiatkom 80. rokov minulého storočia [2]. 
Popis súvislostí medzi ubikvitináciou 
a proteostázou bol základom pre ďalšie 
objavy, ktoré v roku 2004 vyústili v ude-
lenie Nobelovej ceny Aaronovi Ciecha-
noverovi, Avramovi Hershkovi a Irwinovi 
Rosemu za objasnenie mechanizmu de-
gradácie proteínov ubikvitináciou [3].

Ubikvitinácia je charakteristická pri-
pojením C-konca ubikvitínu kovalent-
nou izopeptidickou väzbou k  ε-amino 
skupine cieľového lyzínového zbytku 
v sekvencii proteínu [4]. Jedná sa o so-
fistikovaný viacstupňový ATP-depen-
dentný proces katalyzovaný troma sku-
pinami enzýmov, E1, E2  a  E3  ligázami. 
V prvom kroku dochádza k tvorbe thio-
-esterovej väzby medzi ubikvitínom 
a enzýmom E1 (ubiquitin activating en-
zyme). Tvorba komplexu E1-ubikvitín 
umožňuje tvorbu thio-esterovej väzby 
medzi enzýmom E2 (ubiquitin conjugat
ing enzyme) a  ubikvitínom. Následne 
je potrebná E3  ubikvitín ligáza, ktorá 
zaručí väzbu ubikvitínu na špecifické 
miesta v sekvencii modifikovaného pro-
teínu [5]. Špecificita ubikvitinácie môže 
byť modulovaná posttranslačnými mo-
difikáciami E2, E3 ubikvitín ligáz. Význam 
ubikvitinácie závisí tiež na posttranslač-
ných modifikáciách samotného ubikvi-
tínu a na umiestnení modifikácie v sek-
vencii proteínu [6,7], existuje teda akýsi 
„ubikvitínový kód“ [8].

Cieľom nášho výskumu je popis ubikvi-
tínového kódu proteínu CHIP. Vzhľadom 
k  prítomnosti množstva potencionál-
nych ubikvitínačných miest v sekvencii 
CHIP možno predpokladať autoubikvi-
tináciu v  rôznych doménach proteínu 
v  závislosti na stave organizmu. Ana-
lýza ubikvitinácie proteínu CHIP za rôz-
nych podmienok pomôže odhaliť prefe-
renčné miesta ubikvitinácie v sekvencii, 
ktoré môžu súvisieť aj s aktivitou niekto-
rých proteínov zapojených v onkogén-
nych signalizačných dráhach. K výskumu 
ubikvitinácie sme vytvorili metódu tan-
demovej hmotnostnej spektrometrie 
(liquid chromatography tandem-mass 

spectrometry  –  LC-MS/ MS) na identi-
fikáciu diglycylových (GlyGly) zbytkov 
ubikvitínu na lyzínoch a  jej funkčnosť 
sme overili sledovaním autoubikvitiná-
cie E3 ubikvitín ligázy CHIP za rôznych 
podmienok. Skúmali sme aj efekt prí-
davku ATP do reakčnej zmesi a  časový 
priebeh ubikvitinácie proteínu CHIP.

„Ubikvitínový kód“ –  modulácia 
významu ubikvitinácie
K posttranslačnej modifikácii jedinou 
molekulou ubikvitínu dochádza zriedka, 
cieľové proteíny sú väčšinou poly
ubikvitínované. Ubikvitín môže byť ďalej 
ubikvitínovaný na siedmych zbytkoch ly-
zínu a topológia polyubikvitinácie môže 
vytvárať komplexné vzorce s rôznym vý-
znamom. Aktivita polyubikvitinácie je 
závislá na ich štruktúre a  na množstve 
ubikvitínov  [9]. Najfrekventovanejšia 
je ubikvitinácia na Lys48  predurčujúca 
proteín k degradácii v proteazóme pro-
cesmi proteolýzy. Bolo dokázané, že naj-
menej štyri molekuly ubikvitínu musia 
byť pripojené k lyzínovému zbytku, aby 
bol rozpoznaný 26S proteazómom [10]. 
Polyubikvitinácia na Lys63 aktivuje ne-
proteolytické procesy súvisiace s  inter-
nalizáciou membránových proteínov, 
odozvou imunitného systému, modulá-
ciou aktivity kináz a fosfatáz zapojených 
aj v  procesoch karcinogenézy  [11,12]. 
Významný je popis polyubikvitinácie 
Met1, ktorý spája (lineárnu) polyubikvi-
tináciu s aktiváciou dráhy NF-κB (nuclear 
factor kappa light chain enhancer of ac-
tivated B cells), ktorá rovnako zohráva 
dôležitú úlohu v karcinogenéze [13,14].

Ubikvitinácia v súvislosti 
s karcinogenézou
Ubikvitinácia je úzko spätá s  onko-
logickými ochoreniami, kde zohráva 
duálnu rolu. Deregulácia E2 a E3 ubikvi-
tín ligáz všeobecne významným spô-
sobom prispieva k  aberantnej ubikvi-
tinácii, čo v  mnohých prípadoch vedie 
k iniciácii a k progresii malígnych ocho-
rení  [15]. Medzi E2  ubikvitín ligázy 
so známou úlohou v  kontrole proce-
sov progresie bunečného cyklu patrí 
UBE2N/ UBE2V1 enzým, ktorý katalyzuje 
polyubikvitináciu na Lys63. Aberantná 
polyubikvitinácia na Lys63 spúšťa abe-
rantnú signalizáciu NF-κB, ktorá u  ma-

márneho karcinómu môže viesť k  hy-
peraktivácii zápalu v  makroprostredí 
nádoru [16,17].

E2 ubikvitín ligáza E2-EPF UCP zodpo-
vedá za degradáciu E3  ubikvitín ligázy 
VHL (von Hippel-Lindau), ktorá destabili-
zuje transkripčné faktory zapojené v an-
giogenéze a metastázovaní – vaskulárny 
endotelový rastový faktor (VEGF), mat-
rixové metaloproteinázy (MMP) a hy-
poxia-inducible factor 1 (HIF1)  [18,19]. 
Ďalším dobre popísaným príkladom je 
zapojenie E3  ubikvitín ligázy GP78  do 
metastázovania sarkómov. Knock-
-down GP78 vedie k zníženej ubikvitiná-
cii a akumulácii nádorového supresoru 
KAI1, ktorý navodzuje apoptózu rakovi-
nových buniek a regresiu sarkómov [20]. 
Inhibícia expresie, príp. inhibícia aktivity 
GP78  u  metastatických sarkómov, by 
mohla viesť k  inhibícii metastázovania 
sarkómov do pľúc. 

E3  ubikvitín ligáza HUWE1  reguluje 
bunečnú adhéziu cez proteín TIAM1, 
ktorý sprostredkováva prepojenia medzi 
bunkami. Overexpresia HUWE1  spôso-
buje aberantnú ubikvitináciu a degradá-
ciu proteínu TIAM1, čo zvyšuje invazivitu 
a metastatický potenciál buniek [21].

Carboxyl terminus of Hsc70-
interacting protein (CHIP)
Proteín CHIP spája chaperónový systém 
s ubikvitín-proteazómovým systémom. 
Skladá sa z  troch tetratricopeptido-
vých domén s chaperónovou funkciou, 
coiled-coil domény a  z  U-box domény 
s E3 ubikvitín ligázovou aktivitou (obr. 1). 
U-box interaguje s  UbcH4/ UbcH5  pro-
teínmi s  E2  ligázovou aktivitou, tým je 
umožnená ubikvitinácia nesprávne zlo-
žených proteínov [22].

CHIP je zapojený do procesov cha-
rakteristických abnormálnou produk-
ciou proteínov, ktoré môžu byť súčas-
ťou onkogénnych signalizačných dráh. 
CHIP má duálnu rolu a  môže vystupo-
vať ako tumor supresor alebo ako on-
kogén. Tumor supresorová funkcia 
proteínu CHIP bola objavená u  mno-
hých nádorov, kde ubikvitinácia onko-
génov ako napr. c-myc, SRC-3, HIF-1α, 
ERBB2, EGFR, a NF-κB vedie k ich down-
-regulácii  [23– 28]. In vivo a  in vitro štú-
diami karcinómu pankreasu bolo doká-
zané, že zvýšenie hladiny proteínu CHIP 
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stratifikovať onkologických pacientov na 
základe molekulárnej príčiny ochorenia. 

Materiály a metódy
Ubikvitinačná reakcia
Ubikvitinačná reakcia in vitro bola usku-
točnená v  roztoku zloženom z  27  mM 
Hepes (pH 8,0), 6,5 mM MgCl2, 0,543 mM 
DTT, 3,26 mM ATP (kontrolné vzorky boli 
pripravené bez ATP), 100 nM Ube1 (E1), 
1  µM UbcH5alpha (E2), 3,2  µg CHIP 
s  His-tagom a  2  µg ubikvitínu. Reak-
cia bola uskutočnená v  intervaloch 5, 
20 a 40 min, potom bola zastavená.

Štiepenie proteínov v roztoku
Proteíny boli 5  min sonifikované, ná-
sledne bolo pridaných 2,5  µl 200  mM 
dithiothreitolu a zmes bola kultivovaná 
pri 37 °C počas 1 hod. Alkylácia proteí-
nov bola uskutočnená prídavkom 2,5 µl 
200  mM jodoacetamidu počas 30  min 
pri izbovej teplote v temne. Prebytočný 
jodoacetamid bol odstránený prídav-
kom 2,5  µl 200  mM dithiothreitolu pri 
37  °C, 15  min. Digescia proteínov na 
peptidy prebehla za účasti trypsínu (Pro-
mega, USA), ktorý bol pridaný v pomere 
1  : 100 (enzým : proteín). Proteolytické 
štiepenie prebiehalo pri 37  °C cez noc. 
Vzorky boli odsolené podľa Bouchala 
et al [43].

Parametre LC-MS/ MS merania 
proteínových digestov
LC-MS/  MS analýza bola uskutoč-
nená postupom inšpirovaným Faktor 
et al [44]. V skratke, peptidy boli separo-
vané na kvapalinovom chromatografe 
Eksigent ekspert™ nanoLC 400  (SCIEX, 
USA), ktorý bol priamo spojený s  MS 
systémom TripleTOF 5600+ (SCIEX,  

Identifikácia ubikvitínovaných pep-
tidov/ proteínov je však pomerne kom-
plikovaná kvôli ich nízkemu zastúpeniu 
vo vzorke. Dôvodom je rýchla degradá-
cia ubikvitínovaných proteínov a nízka 
stechiometria modifikácie. Robustná 
platforma na LC-MS/ MS identifikáciu en-
dogénnej ubikvitinácie by mala obsa-
hovať techniku špecificky obohacujúcu 
vzorku o  peptidy nesúce GlyGly zby-
tok po proteolytickej digescii. Úspeš-
nosť identifikácie ubikvitínačných miest 
sa všeobecne zlepšila po komercionali-
zácii protilátok špecifických proti GlyGly 
zbytkom na lyzínoch. Imunochemickým 
obohatením vzorky o GlyGly modifiko-
vané peptidy možno izolovať a  iden-
tifikovať ubikvitínačné miesta v  bio
logických vzorkách ako napr. bunečný 
lyzát alebo tkanivový lyzát [37,38]. Alter-
natívne možno použiť protilátky špeci-
fické proti intaktnému ubikvitínu alebo 
ubikvitín značený afinitnými značkami 
ako napr. hemagglutinín (HA), polyhisti-
dín (His6) alebo glutathion S transferáza 
(GST) [39– 42]. Týmito spôsobmi možno 
obohatiť vzorku o ubikvitínované prote-
íny ešte pred zahájením proteolytického 
štiepenia [39].

K dokonalejšiemu popisu úlohy 
ubikvitinácie môže prispieť aj rozvoj 
hmotnostne spektrometrických metód 
umožňujúcich kvantifikáciu proteínov. 
Dá sa predpokladať, že kvantitatívne 
metódy hmotnostnej spektrometrie 
môžu určiť kvantitu ubikvitínovaného 
proteínu/ peptidu, čo by umožnilo dyna-
micky sledovať vývoj zmeny modifikácie 
v čase, príp. medzi dvoma stavmi (tumor 
vs. zdravá kontrola). Týmto spôsobom 
možno dynamicky popísať molekulárnu 
príčinu onkologického ochorenia, príp. 

vedie k inhibícii metastázovania a rastu 
nádoru, zatiaľ čo knock-down prote-
ínu CHIP spôsobuje metastatický zvrat. 
Ďalej bolo dokázané, že CHIP ubikviti-
náciou znižuje hladinu EGFR, čím inhi-
buje aberantné dráhy zapojené v  ma-
lígnych procesoch  [27]. U  neskorých 
štádií kolorektálneho karcinómu je pro-
mótor proteínu CHIP hypermetylovaný, 
čo prispieva k jeho významnej downre-
gulácii a zvýšenej aktivite NF-κB signali-
zácie [28]. Ďalej CHIP v úlohe tumor sup-
resoru môže inhibovať IL8  indukovanú 
angiogenézu prostredníctvom ubikviti-
nácie NF-κB/ p65 [29].

Na druhej strane viaceré publikácie 
popisujú zapojenie proteínu CHIP v de-
gradácii tumor supresorových proteínov. 
CHIP teda možno považovať aj za onko-
gén. Tumor supresorový proteín FOXO 
indukovaný proteínom TNFα podlieha 
degradácii ubikvitináciou sprostredko-
vanou proteínom CHIP [30]. CHIP je za-
pojený aj do regulácie tumor supreso-
rov spojených s apoptózou, medzi ktoré 
patrí hlavne p53, AIF a  IRF-1  [31– 33]. 
Úloha proteínu CHIP v onkogénnej sig-
nalizácii je komplikovaná a  závisí na 
mnohých aspektoch. CHIP má vplyv na 
rôzne substráty, ale ich preferencia nie 
je dostatočne popísaná. Analýza ubikvi-
tinácie proteínu CHIP za rôznych pod-
mienok môže objasniť mechanizmy jeho 
účinku vplývajúce na stabilitu proteínov 
zapojených v  onkogénnych signalizač-
ných dráhach.

Analýza ubikvitinácie 
hmotnostnou spektrometriou
V súčasnej dobe nachádzajú vo výskume 
ubikvitinácie veľmi dobré uplatnenie 
metódy hmotnostnej spektrometrie 
a imunochemické metódy, ktoré možno 
spolu kombinovať [34,35]. Hmotnostne 
spektrometrická analýza vychádza 
z predpokladu, že trypsín počas proteo-
mickej prípravy vzorky neštiepi proteí-
novú sekvenciu v pozícii lyzínu modifi-
kovaného ubikvitínom. V  peptidovom 
digeste teda získavame tryptické pep-
tidy s vynechaným štiepnym miestom za 
lyzínmi nesúcimi GlyGly pochádzajúcim 
z ubikvitínu. Metódou LC-MS/ MS možno 
určiť pozíciu ubikvitinácie v reťazci pep-
tidu/ proteínu a z výsledku možno pred-
pokladať aj jej biologickú úlohu [36].

Obr. 1. Funkčné domény proteínu CHIP. Proteín CHIP sa skladá z troch TPR domén, 
z  coiled-coil domény a  z  U-box domény. TPR domény majú chaperónovú funkciu  
a U-box doména má E3 ubikvitín ligázovú aktivitu. Proteín CHIP spája E3 ubikvitín ligá-
zovú aktivitu s chaperónou aktivitou.

TPR – tetratricopeptidová doména

TPR TPR

chaperónová aktivita

TPR domény

E3 ubikvitín ligázová 
aktivita

TPR coiled-coil doména U-box doména
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intenzita prekurzorového iónu bola na-
stavená na hodnotu 50 cps (counts per 
second) a čas exklúzie na hodnotu 12 s. 
Akumulačný čas prekurzorového iónu 
bol 100 ms.

Analýza LC-MS/ MS dát
Analýza LC-MS/ MS dát prebehla v pro
grame ProteinPilot 4.5 (SCIEX, Canada). 
Parametre prehľadávania boli nasta-
vené nasledovne: proteáza  –  trypsín, 
fixné modifikácie  –  karbamidomethyl 
na cysteíne, prehľadávanie s  dôrazom 
na identifikáciu ubikvitinácie, prehľa-
dávacia databáza  –  Uniprot+Swissprot 

mobilnej fázy lineárne stúpal na 40  %  
B počas 120 min a v nasledujúcich 5 min 
vzrástol až na 80 % B, na hodnote 80 %  
B zostal počas 5 min následne podiel mo-
bilnej fázy B lineárne klesal na 5 % počas 
2 min. Podiel mobilnej fázy B zostal na 
hodnote 2 % počas ďalších 28 min.

Hmotnostný spektrometer Triple-
TOF 5600+ pracoval v dáta dependent-
nom móde. TOF-MS spektrum (aku-
mulačný čas 250  ms) bolo zmerané 
v každom cykle nasledované fragmen-
táciou 20 najintenzívnejších prekurzoro-
vých iónov a ukončené zmeraním spek-
tier ich produktových iónov. Minimálna 

Canada). Peptidy boli zachytené a  od-
solené na trap kolóne µ-precolumn, 
30 µm i.d., 5 mm dĺžka, C18 PepMap 100, 
5 µm veľkosť častíc, 100 Å veľkosť pórov 
(Thermo Scientific, USA). Následne boli 
peptidy eluované na analytickú emite-
rovú kolónu 75 μm × 250 mm PicoFrit® 
(New Objective, USA) s náplňou Pronto-
SIL 120-3-C18 AQ, 3 μm častice (Bischoff, 
Nemecko). Mobilná fáza A bola zložená 
z  0,1  %  (v/ v) kyseliny mravčej v  H2O 
a mobilná fáza B z 0,1 %  (v/ v) kyseliny 
mravčej v  acetonitrile. Elúcia z  analy-
tickej kolóny začínala na 5 % mobilnej 
fázy B počas 30 min. Percentuálny podiel 
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B. MS/MS spektrum falošne pozitívneho ubikvitínovaneho peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R pokrývajúceho 
sekvenciu proteínu CHIP.
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Obr. 2. Fragmentačné spektrum peptidu SPSAQELK[UGG]EQGNR (A) a fragmentačné spektrum peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHE-
QALADC[CAM]R (B) so zvýraznenými produktovými iónami potvrdzujúcimi prítomnosť GlyGly modifikácie na lyzíne. Fragmentačné 
spektrum A naznačuje, že Lys8 nesie GlyGly zbytok ubikvitínu. V produktových iónoch y6–y12 dochádza k charakteristickému po-
sunu m/z o +114 Da (GlyGly zbytok). Rovnaký posun m/z možno sledovať aj v b sérii produktových iónov (b8–b12) indikujúci prí-
tomnosť GlyGly zbytku ubikvitínu. Fragmentačné spektrum B obsahuje len jeden produktový ión potvrdzujúci modifikáciu GlyGly. 
Ubikvitinácia peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R nebola potvrdená, keďže jediný charakteristický produktový ión 
s posunom +114 Da môže pochádzať z iného kofragmentovaného prekurzorového iónu.

MS/MS – tandemová hmotnostná spektrometria, CPS – counts per second
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barický s  peptidmi s  inou sekvenciou. 
Dobrým príkladom je izobarický pep-
tid, ktorý miesto GlyGly modifikácie má 
aminokyseliny GlyGly zaradené priamo 
v peptidovej sekvencii za alebo pred ly-
zínom. Existencia ubikvitinácie na pep-
tidoch s nízkym počtom produktových 
iónov potvrdzujúcich GlyGly modifikáciu 
nemusí byť reálna a  ich identifikácia je 
teda pravdepodobne falošne pozitívna. 
Ako reprezentatívny príklad uvádzame 
dva peptidy s  rovnakou peptidovou 
konfidenciou (pep. konfidencia = 99 %) 
nesúce GlyGly zbytky na lyzíne (obr. 3A, 
3B). V obr. 3A a 3B sú u oboch peptidov 
(SPSAQELK[UGG]EQGNR a ALC[CAM]YL-
K[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R) zele-
nou farbou vyznačené m/ z spoľahlivo 
identifikovaných produktových iónov 
z MS/ MS spektier a zároveň v obr. 2A a 
2B sú tieto produktové ióny zvýraznené 

ných peptidov. LC-MS/ MS analýza odha-
lila ubikvitináciu aj na ďalších lyzínoch 
a dá sa predpokladať, že niektoré identi-
fikácie budú falošne pozitívne (obr. 2B). 
K  filtrácii potenciálne pozitívne faloš-
ných priradení GlyGly modifikácie vý-
znamne prispelo zaradenie validačného 
kroku do nášho postupu identifiká-
cie ubikvitinácií. Validačný krok spočíva 
v kontrole fragmentačných spektier mo-
difikovaných peptidov. Pri validácii spek-
tier sa zameriavame na počet produkto-
vých iónov so zbytkom GlyGly (+114 Da) 
na lyzíne. Ukázalo sa, že niektoré pep-
tidy identifikované s  vysokou hodno-
tou peptidovej konfidencie (pep. kon-
fidencia  >  99  %) nesúce GlyGly zbytok 
obsahujú vo fragmentačnom spektre 
len niekoľko produktových iónov mo-
difikovaných GlyGly zbytkom na lyzíne. 
Ich prekurzorový peptid môže byť izo-

(ver. 2) Homo sapiens. Analýza FDR (false 
discovery rate) prebehla proti obrátenej 
databáze.

Výsledky analýzy LC-MS/ MS dát
Analýzou LC-MS/ MS dát bolo identifi-
kovaných 142 unikátnych peptidov po-
krývajúcich sekvenciu proteínu CHIP 
z 99,7 %. Obr. 2A znázorňuje fragmen-
tačné spektrum jedného z ubikvitínova-
ných peptidov SPSAQELK[UGG]EQGNR, 
ktorý sa podarilo identifikovať v  reakč-
nej zmesi proteínu CHIP s ATP po inkubá-
cii ubikvitínačnej reakcie počas 20 min. 
Peptid nesie charakteristické vynechané 
štiepne miesto za lyzínom modifikova-
ným ubikvitínom. Na lyzíne je identifi-
kovaný charakteristický GlyGly zbytok 
na Lys8  vzniknutý tryptickým štiepe-
ním ubikvitínu. Tento peptid nie je však 
jediný z  identifikovaných ubikvitínova-

Obr. 3. Zoznamy produktových iónov reprezentujúcich dva vybrané peptidy z proteínu CHIP nesúce GlyGly zbytok. Na základe 
identifikácie prehľadávacím algoritmom ProteinPilot 4.5.0.0. bola obom peptidom pridelená vysoká peptidová konfidencia (pep. 
konfidencia > 99 %). Zelenou farbou sú vyznačené produktové ióny spoľahlivo identifikované v fragmentačnom spektre tandemo-
vej hmotnostnej spektrometrie. Červenou farbou sú podčiarknuté iba produktové ióny, ktoré potvrdzujú GlyGly zbytok v peptide 
a zahrňujú charakteristický posun m/z o 114 Da (zbytok GlyGly). 

A. Peptid SPSAQELK[UGG]EQGNR s 21 produktovými iónmi 
potvrdzujúcimi prítomnosť GlyGly zbytku na Lys 8. 

B. Peptid ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R  
s jedným produktovým iónom potvrdzujúcim prítom-
nosť GlyGly zbytku na Lys 6. Z tabulky je zrejmé, že pep-
tidová konfidencia nereflektuje pravdepodobnosť prítom-
nosti GlyGly zbytku v sekvencii peptidu, a že fragmentačné 
spektrá modifikovaných peptidov je nutné po identifikácii 
skontrolovať.



Výskum ubikvitinácie proteínov v onkológii

Klin Onkol 2019; 32 (Suppl 3): 3S56–3S 64 3S61

strátovou špecificitou. Avšak z hľadiska 
zapojenia ubikvitinácie a ubikvitín ligáz 
v onkogenéze je stále mnoho neprebá-
daných malígnych procesov, ktoré uni-
kajú pozornosti výskumníkov a lekárov. 
Práve zapojenie „-omics“ metód môže 
ponúknuť bližší náhľad na tieto pro-
cesy. Tvorba hmotnostne spektrometric-
kej metódy na popis ubikvitinácie nám 
umožnila skúmať ubikvitináciu na špe-
cifických miestach v sekvencii proteínu. 
Lokalizácia pozície ubikvitinácie v  sek-
vencii proteínu je významná pre poro-
zumenie jej biologickej úlohe  [46– 48]. 
Na proteíne CHIP sa nám podarilo 
identifikovať ubikvitináciu (pozn. Gly-
Gly zbytok) na viacerých lyzínoch. 
Autoubikvitinácia proteínu CHIP iden-
tifikovaná na Lys22 bola už v minulosti 
popísaná v publikácii od Graf et al  [49] 
podobne ako aj ubikvitinácia na Lys30, 
Lys125, Lys221 a Lys255 v publikáciách 
od Lumpkin et al a Akimov et al [50,51]. 
Ubikvitinácia na Lys4, Lys7, Lys41, 
Lys223 a Lys234 nebola doposiaľ popí-
saná, treba však podotknúť, že ubikvi-
tináciu v  týchto pozíciách sa podarilo 

cie lyzínov po pridaní ATP do reakčnej 
zmesi. Pokračovali sme výskumom dy-
namiky priebehu ubikvitínačnej reak-
cie v  prítomnosti ATP v  intervaloch 5, 
20 a 40 min od započatia ubikvitínačnej 
reakcie. Z  obr.  5A– C je jasný postupný 
nárast ubikvitinácie lyzínov s časom. 

Diskusia
Literárna rešerš jasne naznačuje, že 
ubikvitinácia je sofistikovaným nástro-
jom regulácie proteostázy a má mnoho 
významov. Regulácia hladiny prote-
ínu ubikvitináciou má duálny charak-
ter a zohráva úlohu v mnohých nádoro-
vých ochoreniach. Zdá sa, že pozornosti 
neuniká ani možnosť cielenia liečebných 
postupov na ubikvitín ligázy a deubikvi-
tínačné enzýmy. V  súčasnosti už bolo 
objavených niekoľko molekúl zasahujú-
cich do procesu ubikvitinácie s  cieľom 
zastaviť malígne procesy, no ich využi-
tie ešte stále nie je zavedené do klinic-
kej praxe [45]. Ukazuje sa, že E3 ubikvi-
tín ligázy majú najväčší potenciál pre 
tvorbu cielených terapeutických postu-
pov, nakoľko sa vyznačujú vysokou sub-

priamo v MS/ MS spektre. Z obr. 2B a 3B 
vyplýva, že GlyGly zbytok na Lys6 v pep-
tide ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQA-
LADC[CAM]R potvrdzuje len jeden pro-
duktový ión (obr. 2B, 3B), zatiaľčo pri 
peptide SPSAQELK[UGG]EQGNR (obr. 
2A, 3A) zaznamenávame až 21 produk-
tových iónov s charakteristickým posu-
nom o 114 Da (GlyGly zbytok) potvrdzu-
júcim ubikvitináciu na Lys8. Z obr. 2A, 2B 
a 3A, 3B je zrejmé, že pravdepodobnosť 
správnej identifikácie GlyGly zbytku ly-
zínu je odlišná u oboch peptidov a nesú-
visí s peptidovou konfidenciou. Z tohto 
dôvodu doporučujeme pri identifikácii 
ubikvitinácie dôkladne prekontrolovať 
fragmentačné spektrá peptidov.

Overenie funkčnosti postupu identi-
fikácie ubikvitinácie sme skúmali aj po-
stupom vyplývajúcim z  ATP-depen-
dentnej podstaty reakcie. Množstvo 
ubikvitínovaných lyzínov sme sledo-
vali v prítomnosti a v neprítomnosti ATP 
v  reakčnej zmesi. Výsledky LC-MS/ MS 
analýz v oboch podmienkach sú zhrnuté 
v obr. 4A a 4B. Dáta jasne poukazujú na 
to, že dochádza k  nárastu ubikvitiná-

B

CHIP bez ATP 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

CHIP + 3,26 mM ATP 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

A 

Obr. 4. Na obrázku je červenou farbou zvýraznená ubikvitinácia lyzínov v sekvencii CHIP-u s prídavkom (1B) a bez prídavku ATP (1A) 
do ubikvitínačnej reakčnej zmesi. Peptidy s vysokou konfidenciou (pep. konfidencia > 95 %) sú znázornené zelenou farbou, peptidy 
so stredne vysokou konfidenciou (pep. konfidencia ≤ 95 % a > 50 %) sú znázornené oranžovou farbou, nízko konfidentné peptidy 
(pep. konfidencia ≤ 50 %) sú znázornené červenou farbou a neidentifikované peptidy sivou farbou písma. CHIP je jednoznačne viac 
ubikvitínovaný v prítomnosti ATP, zatiaľ čo v neprítomnosti ATP k ubikvitinácii nedochádza.

ATP – adenozíntrifosfát
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bovoľnej modifikácie peptidov alebo na 
odfiltrovanie falošne pozitívnych iden-
tifikácií modifikovaných peptidov. Ne-
výhodou je časová náročnosť postupu 
a teda aplikácia v komplexných peptido-
vých vzorkách (digest tkaniva, modelo-
vých bunečných línií) je limitovaná.

Presná znalosť pozície ubikvitiná-
cie nemusí byť dostačujúca pre výskum 
priebehu biologického procesu. Ná-
hľad na dynamiku čiastočne poskytuje 
sledovanie vývoja ubikvitinácie v čase. 
Schopnosť sledovania zmeny počtu 
ubikvitinácií lyzínov v čase sme úspešne 
demonštrovali na proteíne CHIP. S predl-
žujúcim sa časom inkubácie ubikvitínač-
nej reakcie sa postupne zvyšoval počet 
ubikvitínovaných lyzínov. Sledovanie 
ubikvitinácie v čase prispelo k objavu ly-

cia > 95 %), kde sa LC-MS/ MS spektrum 
GlyGly modifikovaného a nemodifikova-
ného peptidu líši len v jednom fragmen-
tovom ióne. Dobrým príkladom je iden-
tifikovaný peptid ALC[CAM]YLK[UGG]
MQQHEQALADC[CAM]R, u  ktorého nie 
je možné s dostatočnou určitosťou po-
tvrdiť prítomnosť GlyGly modifikácie 
(+114 Da) na lyzíne. Prítomnosť modifi-
kácie potvrdzuje len jeden fragmentový 
ión obr. 2B a 3B, ktorý môže pochádzať 
z iného ko-fragmentovaného prekurzo-
rového iónu.

Aplikáciou pravidiel manuálnej kon-
troly sa nám podarilo rozlíšiť dva peptidy 
so zdanlivo identickou pravdepodob-
nosťou prítomnosti GlyGly zbytku v sek-
vencii. Zavedený postup odporúčame 
aplikovať na potvrdenie prítomnosti ľu-

identifikovať vo vzorkách pripravených 
ubikvitínačnou reakciou in vitro. Z bio
logického hľadiska by bolo zaujímavé 
zistiť, či sa obdobná ubikvitinácia vysky-
tuje in vivo, a určiť jej zmysel.

Definícia pravidiel manuálnej kontroly 
peptidových LC-MS/ MS spektier na po-
tvrdenie prítomnosti GlyGly zbytku bola 
kľúčová pre overenie správnosti identi-
fikácie ubikvitínovaných peptidov. Pep-
tidová konfidencia priamo súvisí s kva-
litou fragmentačného spektra peptidu, 
avšak ukázalo sa, že prehľadávací algo-
ritmus v  tejto hodnote nezohľadňuje 
pravdepodobnosť správnej identifikácie 
GlyGly zbytku. V analýzach ubikvitínomu 
teda môže dochádzať k  identifikácii fa-
lošne pozitívnych peptidov s  vyso-
kou konfidenciou (peptidová konfiden-

Obr. 5. Časový priebeh ubikvitínačnej reakcie proteínu CHIP po 5 min (2A), 20 min (2B) a 45 min (2C) s prídavkom ATP do ubikvití-
načnej reakčnej zmesi. Z obrázku 2A–C je zjavný nárast ubikvitinácie s postupom času.

ATP – adenozíntrifosfát
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CHIP + 3,26 mM ATP, 5 min 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

A

CHIP + 3,26 mM ATP, 20 min 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

B

CHIP + 3,26 mM ATP, 45 min 

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQELKEQGNRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY
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