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Suhrn

Vychodiskd: Ubikvitinacia je doélezita posttransla¢na modifikacia proteinov, ktora reguluje
mnoho signaliza¢nych drah u eukaryot. Aberantna ubikvitinacia je molekuldarnou pric¢inou
niektorych onkologickych, neurodegenerativnych, imunitnych a kardiovaskuldrnych ochoreni.
Rozvoj hmotnostne spektrometrickych metéd ponuka moznost kvalitativnej a kvantitativnej
analyzy ubikvitindcie proteinov v biologickom materiali onkologickych pacientov. Vyskum
ubikvitindcie moze objasnit molekularnu pric¢inu zmeny hladiny niektorych proteinov, ktoré
vystupuju ako onkogény alebo tumor supresory. Ciel* Cielom ¢lanku je priblizit ¢itatelovi zmy-
sel a dolezitost ubikvitinacie v niektorych molekularnych procesoch prebiehajucich v fludskom
tele. Predovsetkym je déraz kladeny na popis zapojenia ubikvitindcie do malignych procesov.
Na literarnu resers nadvazujeme priblizenim procesu hmotnostne spektrometrickej identifika-
cie ubikvitindcii prostrednictvom diglycylovych zbytkov v sekvencii proteinu CHIP. Predstavu-
jeme identifikaciu ubikvitinacie proteinov metédami tandemovej hmotnostnej spektrometrie,
proces validécie tandemovych hmotnostnych spektier a popis ¢asovej zavislosti ubikvitinacie
proteinu CHIP. Zdver: Literarna resers oboznamuje Citatela so znamymi aberantnymi mecha-
nizmami ubikvitinacie u malignych ochoreni. Uspe$ne vytvorena hmotnostne spektrometricka
metdda moze sluzit na identifikaciu pozicii ubikvitinacie v sekvenciach proteinov obsiahnutych
v lyzétoch nadorového 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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Uvod

Ubikvitin je kratky polypeptid (8,6 kDa)
vyskytujuci sa takmer u vietkych euka-
ryotickych organizmov [1]. Vdzba ubikvi-
tinu na protein prebieha procesom
ubikvitinacie, ktora bola objavena uz za-
¢iatkom 80. rokov minulého storocia [2].
Popis suvislosti medzi ubikvitindciou
a proteostazou bol zakladom pre dalsie
objavy, ktoré v roku 2004 vyustili v ude-
lenie Nobelovej ceny Aaronovi Ciecha-
noverovi, Avramovi Hershkovi a Irwinovi
Rosemu za objasnenie mechanizmu de-
gradacie proteinov ubikvitinaciou [3].

Ubikvitindcia je charakteristicka pri-
pojenim C-konca ubikvitinu kovalent-
nou izopeptidickou vazbou k e-amino
skupine ciefového lyzinového zbytku
v sekvencii proteinu [4]. Jednd sa o so-
fistikovany viacstupnovy ATP-depen-
dentny proces katalyzovany troma sku-
pinami enzymoyv, E1, E2 a E3 ligdzami.
V prvom kroku dochadza k tvorbe thio-
-esterovej vazby medzi ubikvitinom
a enzymom E1 (ubiquitin activating en-
zyme). Tvorba komplexu E1-ubikvitin
umoznuje tvorbu thio-esterovej vazby
medzi enzymom E2 (ubiquitin conjugat-
ing enzyme) a ubikvitinom. Nasledne
je potrebna E3 ubikvitin ligaza, ktora
zaruci vazbu ubikvitinu na Specifické
miesta v sekvencii modifikovaného pro-
teinu [5]. Specificita ubikvitinacie méze
byt modulovand posttransla¢nymi mo-
difikaciami E2, E3 ubikvitin ligaz. Vyznam
ubikvitinacie zavisi tiez na posttranslac-
nych modifikaciach samotného ubikvi-
tinu a na umiestneni modifikéacie v sek-
vencii proteinu [6,7], existuje teda akysi
+ubikvitinovy kéd” [8].

Ciefom nasho vyskumu je popis ubikvi-
tinového kédu proteinu CHIP. Vzhladom
k pritomnosti mnozstva potencional-
nych ubikvitina¢nych miest v sekvencii
CHIP mozno predpokladat autoubikvi-
tinaciu v réznych doménach proteinu
v zavislosti na stave organizmu. Ana-
lyza ubikvitinacie proteinu CHIP za réz-
nych podmienok poméze odhalit prefe-
ren¢né miesta ubikvitindcie v sekvencii,
ktoré moézu suvisiet aj s aktivitou niekto-
rych proteinov zapojenych v onkogén-
nych signalizacnych drahach. K vyskumu
ubikvitinacie sme vytvorili metddu tan-
demovej hmotnostnej spektrometrie
(liquid chromatography tandem-mass

spectrometry - LC-MS/MS) na identi-
fikaciu diglycylovych (GlyGly) zbytkov
ubikvitinu na lyzinoch a jej funkénost
sme overili sledovanim autoubikvitina-
cie E3 ubikvitin ligdzy CHIP za r6znych
podmienok. Skumali sme aj efekt pri-
davku ATP do reakénej zmesi a ¢asovy
priebeh ubikvitinacie proteinu CHIP.

~Ubikvitinovy kod” - modulacia
vyznamu ubikvitinacie

K posttranslacnej modifikacii jedinou
molekulou ubikvitinu dochddza zriedka,
cielové proteiny su vacsinou poly-
ubikvitinované. Ubikvitin méze byt dalej
ubikvitinovany na siedmych zbytkoch ly-
zinu a topoldgia polyubikvitinacie moze
vytvarat komplexné vzorce s réznym vy-
znamom. Aktivita polyubikvitinacie je
zavisla na ich Strukture a na mnozstve
ubikvitinov [9]. Najfrekventovanejsia
je ubikvitinacia na Lys48 predurcujica
protein k degradacii v proteazéme pro-
cesmi proteolyzy. Bolo dokazané, Ze naj-
menej Styri molekuly ubikvitinu musia
byt pripojené k lyzinovému zbytku, aby
bol rozpoznany 26S proteazémom [10].
Polyubikvitinacia na Lys63 aktivuje ne-
proteolytické procesy suvisiace s inter-
nalizaciou membranovych proteinov,
odozvou imunitného systému, modula-
ciou aktivity kindz a fosfatdz zapojenych
aj v procesoch karcinogenézy [11,12].
Vyznamny je popis polyubikvitinacie
Met1, ktory spdja (linedrnu) polyubikvi-
tindciu s aktivaciou drahy NF-kB (nuclear
factor kappa light chain enhancer of ac-
tivated B cells), ktora rovnako zohrava
dolezitu ulohu v karcinogenéze [13,14].

Ubikvitinacia v savislosti

s karcinogenézou

Ubikvitinacia je Uzko spdtd s onko-
logickymi ochoreniami, kde zohrava
dudlnu rolu. Deregulacia E2 a E3 ubikvi-
tin ligdz vSeobecne vyznamnym sp6-
sobom prispieva k aberantnej ubikvi-
tinacii, ¢o v mnohych pripadoch vedie
k iniciacii a k progresii malignych ocho-
reni [15]. Medzi E2 ubikvitin ligzy
so znamou ulohou v kontrole proce-
sov progresie bune¢ného cyklu patri
UBE2N/UBE2V1 enzym, ktory katalyzuje
polyubikvitinaciu na Lys63. Aberantna
polyubikvitindcia na Lys63 spusta abe-
rantnu signalizaciu NF-kB, ktora u ma-

marneho karcindmu moze viest k hy-
peraktivacii zapalu v makroprostredi
nadoru [16,17].

E2 ubikvitin ligaza E2-EPF UCP zodpo-
vedd za degradaciu E3 ubikvitin ligdzy
VHL (von Hippel-Lindau), ktora destabili-
zuje transkripcné faktory zapojené v an-
giogenéze a metastazovani - vaskularny
endotelovy rastovy faktor (VEGF), mat-
rixové metaloproteindzy (MMP) a hy-
poxia-inducible factor 1 (HIF1) [18,19].
Dalsim dobre popisanym prikladom je
zapojenie E3 ubikvitin ligazy GP78 do
metastdzovania sarkémov. Knock-
-down GP78 vedie k znizenej ubikvitina-
cii a akumulacii nddorového supresoru
KAI1, ktory navodzuje apoptézu rakovi-
novych buniek a regresiu sarkémov [20].
Inhibicia expresie, prip. inhibicia aktivity
GP78 u metastatickych sarkémov, by
mobhla viest k inhibicii metastazovania
sarkdmov do plic.

E3 ubikvitin ligdza HUWE1 reguluje
bune¢nu adhéziu cez protein TIAM1,
ktory sprostredkovava prepojenia medzi
bunkami. Overexpresia HUWE1 sp&so-
buje aberantnu ubikvitinaciu a degrada-
ciu proteinu TIAM1, ¢o zvySuje invazivitu
a metastaticky potencidl buniek [21].

Carboxyl terminus of Hsc70-
interacting protein (CHIP)

Protein CHIP spdja chaperdnovy systém
s ubikvitin-proteazémovym systémom.
Sklada sa z troch tetratricopeptido-
vych domén s chaperénovou funkciou,
coiled-coil domény a z U-box domény
s E3 ubikvitin ligdzovou aktivitou (obr. 1).
U-box interaguje s UbcH4/UbcH5 pro-
teinmi s E2 ligdzovou aktivitou, tym je
umoznena ubikvitincia nespravne zlo-
zenych proteinov [22].

CHIP je zapojeny do procesov cha-
rakteristickych abnormalnou produk-
ciou proteinov, ktoré mozu byt sucas-
tou onkogénnych signaliza¢nych drah.
CHIP ma dualnu rolu a méze vystupo-
vat ako tumor supresor alebo ako on-
kogén. Tumor supresorovad funkcia
proteinu CHIP bola objavena u mno-
hych nadorov, kde ubikvitinacia onko-
génov ako napr. c-myc, SRC-3, HIF-1aq,
ERBB2, EGFR, a NF-kB vedie k ich down-
-regulacii [23-28]. In vivo a in vitro 5ta-
diami karcindmu pankreasu bolo doka-
zané, Ze zvysenie hladiny proteinu CHIP
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vedie k inhibicii metastdzovania a rastu
nadoru, zatial ¢o knock-down prote-
inu CHIP spOsobuje metastaticky zvrat.
Dalej bolo dokéazané, ze CHIP ubikviti-
naciou znizuje hladinu EGFR, ¢im inhi-
buje aberantné drahy zapojené v ma-
lignych procesoch [27]. U neskorych
stadii kolorektalneho karcinému je pro-
métor proteinu CHIP hypermetylovany,
¢o prispieva k jeho vyznamnej downre-
guldcii a zvysenej aktivite NF-kB signali-
zécie [28]. Dalej CHIP v ulohe tumor sup-
resoru moze inhibovat IL8 indukovanu
angiogenézu prostrednictvom ubikviti-
nacie NF-kB/p65 [29].

Na druhej strane viaceré publikacie
popisuju zapojenie proteinu CHIP v de-
gradacii tumor supresorovych proteinov.
CHIP teda mozZno povazovat aj za onko-
gén. Tumor supresorovy protein FOXO
indukovany proteinom TNFa podlieha
degraddcii ubikvitindciou sprostredko-
vanou proteinom CHIP [30]. CHIP je za-
pojeny aj do reguldcie tumor supreso-
rov spojenych s apoptézou, medzi ktoré
patri hlavne p53, AIF a IRF-1 [31-33].
Uloha proteinu CHIP v onkogénnej sig-
nalizacii je komplikovana a zavisi na
mnohych aspektoch. CHIP ma vplyv na
rozne substraty, ale ich preferencia nie
je dostatocne popisana. Analyza ubikvi-
tinacie proteinu CHIP za réznych pod-
mienok méze objasnit mechanizmy jeho
Ucinku vplyvajuce na stabilitu proteinov
zapojenych v onkogénnych signaliza¢-
nych drahach.

Analyza ubikvitinacie
hmotnostnou spektrometriou

V stcasnej dobe nachadzaju vo vyskume
ubikvitinacie velmi dobré uplatnenie
metédy hmotnostnej spektrometrie
a imunochemické metddy, ktoré mozno
spolu kombinovat [34,35]. Hmotnostne
spektrometrickd analyza vychadza
z predpokladu, Ze trypsin pocas proteo-
mickej pripravy vzorky nestiepi protei-
novu sekvenciu v pozicii lyzinu modifi-
kovaného ubikvitinom. V peptidovom
digeste teda ziskavame tryptické pep-
tidy s vynechanym stiepnym miestom za
lyzinmi nestcimi GlyGly pochadzajicim
z ubikvitinu. Metédou LC-MS/MS mozno
urcit poziciu ubikvitinacie v retazci pep-
tidu/proteinu a z vysledku mozno pred-
pokladat aj jej biologicku ulohu [36].

chaperdonova aktivita

TPR TPR TPR

TPR domény

coiled-coil doména

E3 ubikvitin ligazova
aktivita

U-box doména

Obr. 1. Funkéné domény proteinu CHIP. Protein CHIP sa sklada z troch TPR domén,
z coiled-coil domény a z U-box domény. TPR domény maju chaperénovu funkciu
a U-box doména ma E3 ubikvitin ligdzovu aktivitu. Protein CHIP spdja E3 ubikvitin liga-

zovu aktivitu s chaperdénou aktivitou.
TPR - tetratricopeptidovd doména

Identifikdcia ubikvitinovanych pep-
tidov/proteinov je viak pomerne kom-
plikovana kvoli ich nizkemu zasttpeniu
vo vzorke. Dévodom je rychla degrada-
cia ubikvitinovanych proteinov a nizka
stechiometria modifikacie. Robustnd
platforma na LC-MS/MS identifikaciu en-
dogénnej ubikvitinacie by mala obsa-
hovat techniku Specificky obohacujicu
vzorku o peptidy nesuce GlyGly zby-
tok po proteolytickej digescii. Uspes-
nost identifikcie ubikvitina¢nych miest
sa vseobecne zlepsila po komercionali-
zacii protilatok Specifickych proti GlyGly
zbytkom na lyzinoch. Imunochemickym
obohatenim vzorky o GlyGly modifiko-
vané peptidy mozno izolovat a iden-
tifikovat ubikvitina¢né miesta v bio-
logickych vzorkdch ako napr. bunec¢ny
lyzat alebo tkanivovy lyzat [37,38]. Alter-
nativne mozno pouzit protilatky $peci-
fické proti intaktnému ubikvitinu alebo
ubikvitin znaceny afinitnymi zna¢kami
ako napr. hemagglutinin (HA), polyhisti-
din (His,) alebo glutathion S transferaza
(GST) [39-42]. Tymito spOsobmi mozno
obohatit vzorku o ubikvitinované prote-
iny este pred zahajenim proteolytického
Stiepenia [39].

K dokonalejSiemu popisu ulohy
ubikvitinacie méze prispiet aj rozvoj
hmotnostne spektrometrickych metéd
umoznujucich kvantifikaciu proteinov.
Da sa predpokladat, Zze kvantitativne
metdédy hmotnostnej spektrometrie
mozu urcit kvantitu ubikvitinovaného
proteinu/peptidu, ¢o by umoznilo dyna-
micky sledovat vyvoj zmeny modifikacie
v Case, prip. medzi dvoma stavmi (tumor
vs. zdrava kontrola). Tymto spdsobom
mozno dynamicky popisat molekularnu
pri¢inu onkologického ochorenia, prip.

stratifikovat onkologickych pacientov na
zaklade molekularnej pri¢iny ochorenia.

Materialy a metody

Ubikvitinacna reakcia

Ubikvitina¢na reakcia in vitro bola usku-
tocnena v roztoku zlozenom z 27 mM
Hepes (pH 8,0), 6,5 mM MgCl,, 0,543 mM
DTT, 3,26 mM ATP (kontrolné vzorky boli
pripravené bez ATP), 100 nM Ube1 (E1),
1 uM UbcH5alpha (E2), 3,2 ug CHIP
s His-tagom a 2 pg ubikvitinu. Reak-
cia bola uskuto¢nena v intervaloch 5,
20 a 40 min, potom bola zastavena.

Stiepenie proteinov v roztoku
Proteiny boli 5 min sonifikované, na-
sledne bolo pridanych 2,5 pl 200 mM
dithiothreitolu a zmes bola kultivovana
pri 37 °C pocas 1 hod. Alkylacia protei-
nov bola uskuto¢nend pridavkom 2,5 pl
200 mM jodoacetamidu pocas 30 min
pri izbovej teplote v temne. Prebytocny
jodoacetamid bol odstraneny pridav-
kom 2,5 ul 200 mM dithiothreitolu pri
37 °C, 15 min. Digescia proteinov na
peptidy prebehla za Ucasti trypsinu (Pro-
mega, USA), ktory bol pridany v pomere
1:100 (enzym : protein). Proteolytické
Stiepenie prebiehalo pri 37 °C cez noc.
Vzorky boli odsolené podla Bouchala
etal [43].

Parametre LC-MS/MS merania
proteinovych digestov

LC-MS/MS analyza bola uskuto¢-
nena postupom inspirovanym Faktor
et al [44]. V skratke, peptidy boli separo-
vané na kvapalinovom chromatografe
Eksigent ekspert™ nanoLC 400 (SCIEX,
USA), ktory bol priamo spojeny s MS
systémom TripleTOF 5600+ (SCIEX,
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A. MS/MS spektrum ubikvitinovanovaného peptidu SPSAQELK[UGG]EQGNR pokryvajiceho sekvenciu proteinu CHIP.
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B. MS/MS spektrum falo$ne pozitivneho ubikvitinovaneho peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHEQALADC[CAM]R pokryvajuceho

sekvenciu proteinu CHIP.
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Obr. 2. Fragmentacné spektrum peptidu SPSAQELK[UGG]EQGNR (A) a fragmentacné spektrum peptidu ALC[CAM]YLK[UGG]MQQHE-
QALADC[CAM]R (B) so zvyraznenymi produktovymi iénami potvrdzujucimi pritomnost GlyGly modifikacie na lyzine. Fragmenta¢né
spektrum A naznacuje, ze Lys8 nesie GlyGly zbytok ubikvitinu. V produktovych iénoch y6-y12 dochadza k charakteristické mu po-
sunu m/z o +114 Da (GlyGly zbytok). Rovnaky posun m/z mozno sledovat aj v b sérii produktovych iénov (b8-b12) indikujtci pri-
tomnost GlyGly zbytku ubikvitinu. Fragmentacné spektrum B obsahuje len jeden produktovy ion potvrdzujici modifikaciu GlyGly.
Ubikvitinacia peptidu ALC[CAM]YLK[UGGIMQQHEQALADC[CAM]R nebola potvrdend, kedze jediny charakteristicky produktovy ion
s posunom +114 Da moéze pochadzat z iného kofragmentovaného prekurzorového iénu.

MS/MS - tandemovéa hmotnostnd spektrometria, CPS — counts per second

Canada). Peptidy boli zachytené a od-
solené na trap koléne p-precolumn,
30 um i.d., 5 mm dizka, C18 PepMap 100,
5 um velkost ¢astic, 100 A velkost porov
(Thermo Scientific, USA). Néasledne boli
peptidy eluované na analyticki emite-
rova kolénu 75 um x 250 mm PicoFrit®
(New Objective, USA) s napliiou Pronto-
SIL 120-3-C18 AQ, 3 um castice (Bischoff,
Nemecko). Mobilna faza A bola zloZzena
z 0,1 % (v/v) kyseliny mravcej v H,O
a mobilna faza B z 0,1 % (v/v) kyseliny
mravcej v acetonitrile. Eltucia z analy-
tickej kolény zacinala na 5 % mobilnej
fazy B pocas 30 min. Percentualny podiel

mobilnej fazy linearne stdpal na 40 %
B pocas 120 min a v nasledujucich 5 min
vzrastol az na 80 % B, na hodnote 80 %
B zostal pocas 5 min ndsledne podiel mo-
bilnej fazy B linedrne klesal na 5 % pocas
2 min. Podiel mobilnej fazy B zostal na
hodnote 2 % pocas dalsich 28 min.
Hmotnostny spektrometer Triple-
TOF 5600+ pracoval v data dependent-
nom mode. TOF-MS spektrum (aku-
mula¢ny ¢as 250 ms) bolo zmerané
v kazdom cykle nasledované fragmen-
taciou 20 najintenzivnejsich prekurzoro-
vych i6nov a ukonéené zmeranim spek-
tier ich produktovych idbnov. Minimalna

intenzita prekurzorového iénu bola na-
stavena na hodnotu 50 cps (counts per
second) a ¢as exkluzie na hodnotu 12 s.
Akumulaény ¢as prekurzorového iénu
bol 100 ms.

Analyza LC-MS/MS dat

Analyza LC-MS/MS dat prebehla v pro-
grame ProteinPilot 4.5 (SCIEX, Canada).
Parametre prehladavania boli nasta-
vené nasledovne: protedza - trypsin,
fixné modifikacie - karbamidomethyl
na cysteine, prehladavanie s dérazom
na identifikaciu ubikvitinacie, prehla-
ddvacia databaza — Uniprot+Swissprot
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Obr. 3. Zoznamy produktovych idnov reprezentujticich dva vybrané peptidy z proteinu CHIP nestice GlyGly zbytok. Na zaklade
identifikacie prehladavacim algoritmom ProteinPilot 4.5.0.0. bola obom peptidom pridelend vysokd peptidova konfidencia (pep.
konfidencia > 99 %). Zelenou farbou st vyznacené produktové idny spolahlivo identifikované v fragmenta¢nom spektre tandemo-
vej hmotnostnej spektrometrie. Cervenou farbou su podciarknuté iba produktové iony, ktoré potvrdzuju GlyGly zbytok v peptide
a zahriuju charakteristicky posun m/z o 114 Da (zbytok GlyGly).

A. Peptid SPSAQELK[UGG]EQGNR s 21 produktovymiionmi
potvrdzujucimi pritomnost GlyGly zbytku na Lys 8.

B. Peptid ALC[CAM]YLK[UGGIMQQHEQALADC[CAMIR
s jednym produktovym iénom potvrdzujacim pritom-
nost GlyGly zbytku na Lys 6. Z tabulky je zrejmé, ze pep-
tidové konfidencia nereflektuje pravdepodobnost pritom-
nosti GlyGly zbytku v sekvencii peptidu, a ze fragmentacné
spektra modifikovanych peptidov je nutné po identifikacii

skontrolovat.

Zbytok b b +2 y y +2 Zbytok b b +2 y y +2
S 88.0393| 44.5233| 1557.7616| 779.3844 A 72.0444| 36.5258| 2349.0897| 1175.0485
P 185.0921|  93.0497| 1470.7295| 735.8684 L 185.1285| 93.0679| 2278.0526| 1139.5299
S 272.1241| 136.5657| 1373.6768| 687.3420 C[CAM] 345.1591| 173.0832| 2164.9685| 1082.9879
A 343.1612| 172.0842| 1286.6448| _643.8260 Y 508.2224| 254.6149| 2004.9378( 1002.9726
Q 471.2198| 236.1135| 1215.6076| _608.3075 L 621.3065| 311.1569| 1841.8745| 921.4409
E 600.2624| 300.6348| 1087.5491| 544.2782 KIUGG] 863.4444| 432.2258| 1728.7904 | _864.8989
L 713.3464| 357.1769| 958.5065| 479.7569 M 994.4849| 497.7461| 1486.6526| 743.8299
KIUGG] 955.4843| 4782458| 8454224| 4232148 Q 1122.5434| 561.7754| 1355.6121| 678.3097
E 1084.5269| 542.7671| 603.2845| 302.1459 Q 1250.6020| 625.8047| 1227.5535| 614.2804
Q 1212.5850| 606.7964 | 474.2419| 237.6246 H 1387.6609| 694.3341] 1099.4949| 550.2511
¢ 1269.6070} 050 S071} S46.1833] 173.5953 E 1516.7035| 758.8554] 962.4360] 481.7216
N 1383.6499| 629.3286| 289.1619| 145.0846 Q 1644.7621| 822.8847| 833.3934| 417.2003
R 1539.7510] 770.3791| 175.1190| 88.0631 A 1715.7992| 858.4032| 705.3348| 353.1711
L 1828.8833| 914.9453| 634.2977| 317.6525
A 1899.9204| 950.4638| 521.2137| 261.1105
D 2014.9473| 1007.9773| 450.1765| 225.5919
C[CAM] | 2174.9780| 1087.9926| 335.1496| 168.0784
R 2331.0791| 1166.0432 175.1190| 88.0631

(ver. 2) Homo sapiens. Analyza FDR (false
discovery rate) prebehla proti obréatenej
databaze.

Vysledky analyzy LC-MS/MS dat

Analyzou LC-MS/MS dat bolo identifi-
kovanych 142 unikatnych peptidov po-
kryvajucich sekvenciu proteinu CHIP
z 99,7 %. Obr. 2A znazoriuje fragmen-
tacné spektrum jedného z ubikvitinova-
nych peptidov SPSAQELK[UGG]EQGNR,
ktory sa podarilo identifikovat v reak¢-
nej zmesi proteinu CHIP s ATP po inkuba-
cii ubikvitina¢nej reakcie pocas 20 min.
Peptid nesie charakteristické vynechané
Stiepne miesto za lyzinom modifikova-
nym ubikvitinom. Na lyzine je identifi-
kovany charakteristicky GlyGly zbytok
na Lys8 vzniknuty tryptickym Stiepe-
nim ubikvitinu. Tento peptid nie je v3ak
jediny z identifikovanych ubikvitinova-

nych peptidov. LC-MS/MS analyza odha-
lila ubikvitinaciu aj na dalsich lyzinoch
a da sa predpokladat, ze niektoré identi-
fikacie budu falosne pozitivne (obr. 2B).
K filtracii potenciadlne pozitivne falos-
nych priradeni GlyGly modifikacie vy-
znamne prispelo zaradenie valida¢ného
kroku do nasho postupu identifika-
cie ubikvitinacii. Valida¢ny krok spociva
v kontrole fragmentacnych spektier mo-
difikovanych peptidov. Pri validacii spek-
tier sa zameriavame na pocet produkto-
vych iénov so zbytkom GlyGly (+114 Da)
na lyzine. Ukdzalo sa, Ze niektoré pep-
tidy identifikované s vysokou hodno-
tou peptidovej konfidencie (pep. kon-
fidencia > 99 %) nesuce GlyGly zbytok
obsahuju vo fragmentacnom spektre
len niekolko produktovych iénov mo-
difikovanych GlyGly zbytkom na lyzine.
Ich prekurzorovy peptid méze byt izo-

baricky s peptidmi s inou sekvenciou.
Dobrym prikladom je izobaricky pep-
tid, ktory miesto GlyGly modifikacie ma
aminokyseliny GlyGly zaradené priamo
v peptidovej sekvencii za alebo pred ly-
zinom. Existencia ubikvitinacie na pep-
tidoch s nizkym poctom produktovych
iénov potvrdzujucich GlyGly modifikaciu
nemusi byt redlna a ich identifikacia je
teda pravdepodobne falosne pozitivna.
Ako reprezentativny priklad uvddzame
dva peptidy s rovnakou peptidovou
konfidenciou (pep. konfidencia = 99 %)
nesuce GlyGly zbytky na lyzine (obr. 3A,
3B). V obr. 3A a 3B su u oboch peptidov
(SPSAQELK[UGG]EQGNR a ALC[CAM]YL-
KIUGGIMQQHEQALADC[CAMI]R) zele-
nou farbou vyznacené m/z spolahlivo
identifikovanych produktovych iénov
z MS/MS spektier a zéroven v obr. 2A a
2B su tieto produktové i6ny zvyraznené
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A
CHIP bez ATP
KYPEAAACYGR NPLVAVYYTNR
ALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQR LNFGDDIPSALR

ITHQESELHSYLSRL ERELEECQR YMADMDELFSQVD
EK DIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDR:‘DIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY
B

CHIP + 3,26 mM ATP

WNSIEERRIHQESELHSYLSR

FISENGWVEDY

GKEEKEGGARLGAGGGS PEIS PSAQELIEQGNRLFVGR.Y PEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QOHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIAN LQRAYSLAIEQRLNFGDD IPSALR

ERELEECQRNHEGDEDDSHVR

EJR<*RDIPDYLCG]JISFELMREPCITPSGITYDR|JDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMJEVIDA

KR

DK YMADMDELFSQVD

Obr. 4. Na obrazku je ¢ervenou farbou zvyraznena ubikvitinacia lyzinov v sekvencii CHIP-u s pridavkom (1B) a bez pridavku ATP (1A)
do ubikvitina¢nej reakénej zmesi. Peptidy s vysokou konfidenciou (pep. konfidencia > 95 %) st znazornené zelenou farbou, peptidy
so stredne vysokou konfidenciou (pep. konfidencia < 95 % a > 50 %) su znazornené oranzovou farbou, nizko konfidentné peptidy
(pep. konfidencia < 50 %) st znazornené cervenou farbou a neidentifikované peptidy sivou farbou pisma. CHIP je jednoznacne viac
ubikvitinovany v pritomnosti ATP, zatial ¢o v nepritomnosti ATP k ubikvitinacii nedochadza.

ATP - adenozintrifosfat

priamo v MS/MS spektre. Z obr. 2B a 3B
vyplyva, Ze GlyGly zbytok na Lys6 v pep-
tide ALC[CAM]YLK[UGG]IMQQHEQA-
LADC[CAMIR potvrdzuje len jeden pro-
duktovy ién (obr. 2B, 3B), zatial¢o pri
peptide SPSAQELK[UGG]JEQGNR (obr.
2A, 3A) zaznamenavame az 21 produk-
tovych iénov s charakteristickym posu-
nom o 114 Da (GlyGly zbytok) potvrdzu-
jucim ubikvitinaciu na Lys8. Z obr. 2A, 2B
a 3A, 3B je zrejmé, ze pravdepodobnost
spravnej identifikacie GlyGly zbytku ly-
zinu je odlisna u oboch peptidov a nesu-
visi s peptidovou konfidenciou. Z tohto
dovodu doporuc¢ujeme pri identifikacii
ubikvitinacie dokladne prekontrolovat
fragmentacné spektra peptidov.
Overenie funkcnosti postupu identi-
fikacie ubikvitinacie sme skamali aj po-
stupom vyplyvajucim z ATP-depen-
dentnej podstaty reakcie. MnoZstvo
ubikvitinovanych lyzinov sme sledo-
vali v pritomnosti a v nepritomnosti ATP
v reakénej zmesi. Vysledky LC-MS/MS
analyz v oboch podmienkach st zhrnuté
v obr. 4A a 4B. Data jasne poukazuju na
to, ze dochadza k narastu ubikvitina-

cie lyzinov po pridani ATP do reakénej
zmesi. Pokracovali sme vyskumom dy-
namiky priebehu ubikvitinacnej reak-
cie v pritomnosti ATP v intervaloch 5,
20 a 40 min od zapocatia ubikvitinacnej
reakcie. Z obr. 5A-C je jasny postupny
narast ubikvitinacie lyzinov s ¢asom.

Diskusia

Literdrna reser$ jasne naznacduje, Ze
ubikvitinacia je sofistikovanym nastro-
jom reguldcie proteostazy a ma mnoho
vyznamov. Regulacia hladiny prote-
inu ubikvitindciou ma dudlny charak-
ter a zohrava uUlohu v mnohych nadoro-
vych ochoreniach. Zd3 sa, Ze pozornosti
neunikd ani moznost cielenia liecebnych
postupov na ubikvitin ligazy a deubikvi-
tinacné enzymy. V sucasnosti uz bolo
objavenych niekolko molekul zasahuju-
cich do procesu ubikvitinacie s cielom
zastavit maligne procesy, no ich vyuzi-
tie este stdle nie je zavedené do klinic-
kej praxe [45]. Ukazuje sa, Ze E3 ubikvi-
tin ligdzy maju najvacsi potencial pre
tvorbu cielenych terapeutickych postu-
pov, nakolko sa vyznacuju vysokou sub-

stratovou Specificitou. Avsak z hladiska
zapojenia ubikvitinacie a ubikvitin ligaz
v onkogenéze je stdle mnoho nepreba-
danych malignych procesov, ktoré uni-
kaju pozornosti vyskumnikov a lekarov.
Prave zapojenie ,-omics” metéd modze
ponuknut blizsi nahlad na tieto pro-
cesy. Tvorba hmotnostne spektrometric-
kej metddy na popis ubikvitindcie nam
umoznila skimat ubikvitinaciu na Spe-
cifickych miestach v sekvencii proteinu.
Lokalizacia pozicie ubikvitinacie v sek-
vencii proteinu je vyznamna pre poro-
zumenie jej biologickej Ulohe [46-48].
Na proteine CHIP sa ndm podarilo
identifikovat ubikvitinaciu (pozn. Gly-
Gly zbytok) na viacerych lyzinoch.
Autoubikvitinacia proteinu CHIP iden-
tifikovana na Lys22 bola uz v minulosti
popisana v publikacii od Graf et al [49]
podobne ako aj ubikvitindcia na Lys30,
Lys125, Lys221 a Lys255 v publikacidch
od Lumpkin et al a Akimov et al [50,51].
Ubikvitindcia na Lys4, Lys7, Lys41,
Lys223 a Lys234 nebola doposial popi-
sana, treba vsak podotknut, Ze ubikvi-
tinaciu v tychto poziciach sa podarilo
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A

CHIP + 3,26 mM ATP, 5 min

MKGKEEKEGGARLGAGGGSPEKSPSAQE LIEQGNR IY PEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQOHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQRLNFGDDIPSALR KKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRKKRDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

CHIP + 3,26 mM ATP, 20 min

GJEEJEGGARLGAGGGSPE]JSPSAQELJJEQGNR [JYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLKM
QQOHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEATANLQRAYSLAJJEQRLNFGDDIPSALRI ~KKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EKRJJ¥RDIPDYLCGKISFELMREPCITPSGITYDRJJDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA
FISENGWVEDY

C

CHIP + 3,26 mM ATP, 45 min

MKGJEEJJEGGARLGAGGGSPEJJSPSAQELJJEQGNRLFVGRKY PEAAACYGRAITRNPLVAVYYTNRALCYLjjM
QQOHEQALADCRRALELDGQSVKAHFFLGQCQLEMESYDEATANLQRAYSLAJJEQRLNFGDDIPSALRIAKKKR
WNSIEERRIHQESELHSYLSRLIAAERERELEECQRNHEGDEDDSHVRAQQACIEAKHDKYMADMDELFSQVD
EJJRJKRDIPDYLCGISFELMREPCITPSGITYDR]JDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIPNLAMKEVIDA

FISENGWVEDY

Obr. 5. Casovy priebeh ubikvitinaénej reakcie proteinu CHIP po 5 min (2A), 20 min (2B) a 45 min (2C) s pridavkom ATP do ubikviti-

nacnej reakénej zmesi. Z obrazku 2A-C je zjavny narast ubikvitinacie s postupom casu.

ATP - adenozintrifosfat

identifikovat vo vzorkach pripravenych
ubikvitinacnou reakciou in vitro. Z bio-
logického hladiska by bolo zaujimavé
zistit, ¢i sa obdobna ubikvitinacia vysky-
tuje in vivo, a urcit jej zmysel.

Definicia pravidiel manudlnej kontroly
peptidovych LC-MS/MS spektier na po-
tvrdenie pritomnosti GlyGly zbytku bola
klucova pre overenie spravnosti identi-
fikacie ubikvitinovanych peptidov. Pep-
tidova konfidencia priamo suvisi s kva-
litou fragmentacného spektra peptidu,
avsak ukazalo sa, Ze prehladavaci algo-
ritmus v tejto hodnote nezohladnuje
pravdepodobnost spravnej identifikacie
GlyGly zbytku. V analyzach ubikvitinomu
teda moéze dochédzat k identifikacii fa-
loSne pozitivnych peptidov s vyso-
kou konfidenciou (peptidova konfiden-

cia > 95 %), kde sa LC-MS/MS spektrum
GlyGly modifikovaného a nemodifikova-
ného peptidu lisi len v jednom fragmen-
tovom iéne. Dobrym prikladom je iden-
tifikovany peptid ALC[CAM]YLK[UGG]
MQQHEQALADC[CAMIR, u ktorého nie
je mozné s dostato¢nou urcitostou po-
tvrdit pritomnost GlyGly modifikacie
(+114 Da) na lyzine. Pritomnost modifi-
kacie potvrdzuje len jeden fragmentovy
ion obr. 2B a 3B, ktory méze pochadzat
z iného ko-fragmentovaného prekurzo-
rového iénu.

Aplikaciou pravidiel manualnej kon-
troly sa ndm podarilo rozlisit dva peptidy
so zdanlivo identickou pravdepodob-
nostou pritomnosti GlyGly zbytku v sek-
vencii. Zavedeny postup odpordc¢ame
aplikovat na potvrdenie pritomnosti fu-

bovolnej modifikacie peptidov alebo na
odfiltrovanie falosne pozitivnych iden-
tifikacii modifikovanych peptidov. Ne-
vyhodou je ¢asova narocnost postupu
a teda aplikacia v komplexnych peptido-
vych vzorkach (digest tkaniva, modelo-
vych bune¢nych linii) je limitovana.
Presna znalost pozicie ubikvitina-
cie nemusi byt dostacujuca pre vyskum
priebehu biologického procesu. Na-
hlad na dynamiku ciasto¢ne poskytuje
sledovanie vyvoja ubikvitinacie v case.
Schopnost sledovania zmeny poctu
ubikvitindcii lyzinov v ¢ase sme Uspesne
demonstrovali na proteine CHIP. S predl-
Zujucim sa ¢asom inkubdcie ubikvitinac¢-
nej reakcie sa postupne zvySoval pocet
ubikvitinovanych lyzinov. Sledovanie
ubikvitinacie v ¢ase prispelo k objavu ly-
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zinov proteinu CHIP, kde k autoubikviti-
nacii dochadza prednostne.

Nevyhodou metédy je, Ze zo ziska-
nych dat nie je mozné spolahlivo urcit
do akej miery boli ubikvitinované jed-
notlivé lyziny za skimanych podmie-
nok. K dynamickému popisu ubikviti-
nacie jednotlivych lyzinov sa snazime
v stcasnosti vyvinut semikvantitativnu
akviziénd metédu. Vo vyvoji semikvan-
titativnej metddy sa snazime aplikovat
poznatky z label-free kvantitativnej pro-
teomiky. Pre presnejsi popis dynamiky
planujeme vyuzit metédu SWATH (sequ-
ential windowed acquisition of all theo-
retical mass spectra), ktord by teoreticky
mala paralelne kvantifikovat vietky de-
tekovatelné GlyGly modifikacie lyzinov
pocas jedinej LC-MS analyzy.

Da sa predpokladat, Zze kvantitativne
metédy hmotnostnej spektrometrie,
medzi ktoré patri aj metéda SWATH,
moézu urcit kvantitu ubikvitinovaného
proteinu/peptidu, ¢o by umoznilo pres-
nejsie sledovat zmeny modifikacie, aj
medzi viacerymi stavmi (napr. tumor vs.
zdrava kontrola). Nemenej dolezity je
popis ubikvitindcie za ré6znych podmie-
nok, ¢i uz in vitro, alebo in vivo. Tymto
sposobom mozno dynamicky popi-
sat a objasnit pric¢iny zmien v hladinach
proteinov, prip. urcit preferenciu sub-
stratov ubikvitin ligdz v zdvislosti na
biologickom stave. Detailnejsia charak-
terizacia proteostazy méze objasnit mo-
lekuldrnu pric¢inu aberantnej signalizacie
u niektorych nadorovych ochoreni.

Zaver

Platforma na MS vyskum ubikvitinacii
bola vytvorend za zjednodusenych pod-
mienok na purifikovanych proteinoch,
do buducnosti sa vsak pocita s rozsire-
nim na komplexné proteomické vzorky.
Prave komplexné tkanivové vzorky ob-
sahuju celkovy nahfad na ubikvitiném
pacienta. Vyskum ubikvitinacii v ¢aso-
vych intervaloch umoznuje popisat ly-
ziny, u ktorych dochadza k ubikvitinacii
prednostne, a lyziny, u ktorych sa ubikvi-
tindcia nevyskytuje, prip. je len velmi
mélo pravdepodobna. Objav unikatnych
ubikvitinacii méze napomoct k objasne-
niu molekularnej pri¢iny niektorych na-
dorovych ochoreni, ¢o by mohlo prispiet
aj k zdokonaleniu niektorych sucasnych

terapeutickych metéd v onkoldgii. Popis
ubikvitinacie je len velmi malym krokom
k tvorbe novych postupov specificky cie-
lenych na molekularnu pric¢inu nddoro-
vého ochorenia. Efektivne spracovanie
ziskanych informacii bude vyzadovat
zapojenie multioborového timu a roz-
siahlu validaciu.
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