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Uvod

Modifikacije proteinov z lipidi predstavljajo posttranslacijske modifikacije, pri katerih se
na proteine kovalentno vezejo razli¢ni lipidi, kot so mascobne kisline, izoprenoidi ter
steroli. Lipidne skupine povecajo hidrofobnost proteina, kar omogoca njegovo sidranje v
bioloSke membrane ter pravilno prostorsko razporeditev in aktivacijo signalnih poti.

Modifikacije z lipidi pogosto sluzijo kot signal za transport proteinov do plazemske
membrane, endomembranskih struktur ali cilij. Prav tako stabilizirajo proteinsko
strukturo in lahko zas¢itijo protein pred razgradnjo. Poleg tega lahko lipidi vplivajo na
konformacijo proteina, kar spremeni njegovo interakcijo z drugimi molekulami. Motnje
v lipidnih modifikacijah so povezane z razvojnimi motnjami in Stevilnimi boleznimi,

vklju¢no z rakom, saj vplivajo na Stevilne celi¢ne procese.

Biokemija in fizioloSka vloga modifikacij proteinov z lipidi

Palmitoilacija

Palmitoilacija je reverzibilna kovalentna modifikacija cisteinskih ostankov. Palmitinska
kislina se kovalentno veze na cisteinski ostanek proteina preko tioestrske vezi [1]. Proces
katalizirajo encimi iz druzine DHHC-palmitoil transferaz (DHHC-PAT), ki imajo skupni
znacilen DHHC-motiv (Asp-His-His-Cys). Do danes je bilo pri ¢loveku identificiranih
23 razli¢nih encimov DHHC-PAT, ki se nahajajo predvsem na membranah Golgijevega
aparata in endoplazemskega retikuluma (ER), manjsi delez pa tudi na plazemski
membrani (PM), mitohondrijih in v perinuklearnih regijah [2].

S-palmitoilacija je reakcija s ping-pong mehanizmom (slika 1). Najprej se zgodi
avtopalmitoilacija encima, kjer nukleofilni tiolat iz ostanka Cys156 v DHHC domeni
napade palmitoil-CoA in tvori vmesni acil-encimski kompleks. V drugi stopnji se
palmitoilna veriga prenese na cisteinski ostanek substratnega proteina. Pomembno pa je
poudariti, da avtopalmitoilacija ni bila opazena pri vseh DHHC-PAT-ih, kar zahteva
dodatne raziskave za pojasnitev teh razlik [2].

DHHC-PAT
Golgi membrane
X L e Tt substrate substrate
Asp-Hs—H;L/ys Asp-His-His-Cys protein ASD_H'S‘H'S‘C}/j protein
SH —» EE— o
CoA DHHC PATs

substrate protein

auto-palmitoylation : i
S-palmitoylation

palmitoylation

Slika 1: Mehanizem S-palmitoilacije, ki jo katalizirajo encimi DHHC-PAT na membrani
Golgijevega aparata [1].
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Pomembne so tudi druge konzervirane domene, kot so Asp-Pro-Gly (DPG),
Thr-Thr-x-Glu (TTxE) in PaCCT (angl. palmitoyltransferase conserved C-terminus), ki
sodelujejo pri prepoznavanju substratov. Nekateri DHHC-PAT-i potrebujejo kofaktorje,
kot sta kompleksa DHHC9/GCP16 in DHHC6/Selk [2].

S-palmitoilacija poveca hidrofobnost proteinov, kar omogoca sidranje proteinov v
membrane. Omogoc¢a dinamicno gibanje proteinov med Golgijevim aparatom, plazemsko
membrano in endosomi. Na primer CD36, prenasalec mascobnih kislin, potrebuje
S-palmitoilacijo za lokalizacijo v plazemsko membrano, ki jo izvajata DHHC4 in
DHHCS. V nevronih S-palmitoilacija uravnava usmerjanje proteinov v dendrite in
aksone, kar ima klju¢no vlogo pri sinapti¢ni plasti¢nosti. Proteini AMPAR, ki so kljucni
glutamatni receptorji, so podvrzeni S-palmitoilaciji na dveh mestih. Palmitoilacija na
transmembranski domeni proteina vpliva na zadrZevanje proteinov v Golgijevem aparatu,
medtem ko depalmitoilacija omogoca njihov prehod na celi¢no povrsino. S-palmitoilacija
pomembno prispeva k vzdrZevanju celi¢ne polarizacije, kar je razvidno na primeru
proteina SCRIB, pri katerem omogoca pravilno lokalizacijo na medceli¢nih stikih. Izguba
palmitoilacije moti celi¢no polariteto in lahko vodi v procese tumorigeneze. Zanimivo je
dejstvo, da v nekaterih primerih palmitoilacija zadrzi proteine v ER. Na primer
FLT3-ITD, ki je onkogeni receptor pri levkemiji, se s palmitoilacijo zadrzuje v ER,
medtem ko izguba te modifikacije spodbuja njegovo nenadzorovano signalizacijo in s
tem prispeva k napredovanju bolezni [2].

Miristoilacija

N-miristoilacija je lipidna modifikacija proteinov, pri kateri pride do prenosa miristoilne
skupine (14C) iz miristoil-CoA na proteinsko substratno molekulo. Ta proces katalizirajo
encimi N-miristoil transferaze (NMT). NMT spadajo v druzino encimov, povezanih z
GCN5-acetiltransferazami. Pri nizjih evkariontih je prisoten en gen za NMT, medtem ko
imajo visji organizmi dva gena, za NMT1 in NMT2. NMT1 in NMT2 imata priblizno
77-odstotno podobna zaporedja aminokislin, vendar obstajajo pomembne razlike v
specificnosti substratov in fizioloskih vlogah. Zlasti NMT1 ima pomembno vlogo v
embriogenezi in proliferaciji tumorskih celic [2] .

Substrati NMT imajo podobne aminokislinske sekvence na N-koncu, s kljuénim Gly
ostankom na prvem mestu ter pogosto tudi s Ser/Thr ostankom na petem mestu (motiv
G-X-X-X-S/T) [4]. Kataliticni mehanizem NMT poteka prek Bi—Bi mehanizma, ki
vkljucuje nukleofilno adicijo in eliminacijo (slika 2). Sprva se miristoil-CoA veze na
NMT in povzro¢i konformacijske spremembe encima, kar omogoca vezavo substrata. V
naslednjem koraku pride do prenosa miristoilne skupine na substrat in spros¢anja CoA ter
miristoiliranega peptida. Na koncu se encim vrne v zafetno konformacijo, pri ¢emer se
substratno vezavno mesto ponovno zapre [2].
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Slika 2: NMT delujejo po Bi—Bi mehanizmu. Sprva encim veZe miristoil-CoA, kar povzroci
konformacijsko spremembo, ki odpre substratno vezavno mesto. Nato NMT prepozna in veZe
signalno sekvenco na N-terminalnem koncu substrata ter katalizira reakcijo prenosa
miristoilne skupine. Po sprostitvi produkta se encim vrne v zacetno konformacijo [2].

Cloveska NMT1 (hNMT1) in NMT2 (hNMT?2) vsebujeta 496 oziroma 498 aminokislin.
Fosforilacija hNMT1 poteka na ostankih Ser31, Ser47 in Ser83, medtem ko je hNMT2
fosforilirana le na Ser38. Oba encima kazeta podobno razporeditev v razli¢nih organih,
vendar je izrazanje hNMT1 vi§je v zdravem srcu, Crevesju, ledvicah, jetrih in drugih
organih. Studije kaZejo, da ima NMT1 pomembnejse vloge v embrionalnem razvoju,
apoptozi in celi¢ni proliferaciji ter zahteva kompleksnejSo regulacijo kot NMT2 [4].

NMT substrati imajo podobne aminokislinske sekvence na N-terminalnem koncu, s
kljuénim Gly ostankom na prvem mestu ter pogosto tudi s Ser/Thr ostankom na petem
mestu (motiv G-X-X-X-S/T) [4].

N-miristoilacija se pojavlja kot kotranslacijska ali posttranslacijska modifikacija. Pri
kotranslacijski N-miristoilaciji, ki je najpogostejSa, se miristoilacija zgodi na aminokislini
glicin na N-terminalnem koncu proteina, potem ko encim MetAP2 odstrani zacetni
metionin. Nasprotno pa se posttranslacijska N-miristoilacija, ki se obicajno odvija med
apoptozo, zgodi na notranjih glicinskih ostankih, ki so izpostavljeni zaradi razcepa s
kaspazami [4].

Na fizioloski ravni ima N-miristoilacija klju¢no vlogo pri usmerjanju proteinov znotraj
celice in njihovem sidranju na membrane. Vendar pa sama prisotnost miristoilne skupine
ni dovolj za stabilno vezavo na membrane, zato poznamo miristoila stikala, ki regulirajo
interakcije proteinov z membranami. Poznamo tri modele miristoil-elektrostatsko stikalo,
miristoil-ligandno stikalo in miristoil-palmitoilno stikalo (slika 3) [4].
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Slika 3: Tri razlicna mehanizma membranskega sidranja proteinov preko miristoilnih stikal

2]

Pri miristoil-elektrostatskem stikalu fosforilacija proteinov, kot je MARCKS vpliva na
njihovo lokalizacijo, pri ¢emer sprememba elektrostatiénega naboja povzroci odcepitev
proteina od membrane. Pri miristoil-ligandnem stikalo, vezava liganda (npr. Ca?") sprozi
konformacijsko spremembo proteinov (npr. Recoverin) in izpostavi miristoilno skupino
za membransko vezavo. Pri miristoil-palmitoilnem stikalu sta za membransko

lokalizacijo potrebni tako miristoilna kot tudi palmitoilna skupina (primer: FRS2a).

Pri miristoilno-palmitoilnem stikalu sta za membransko lokalizacijo potrebni tako
miristoilna kot tudi palmitoilna skupina, kjer dodatna S-palmitoilacija zagotavlja trdnejSe
sidranje proteinov (npr. FRS2a) [4].

Prenilacija

Prenilacija proteinov je ireverzibilna posttranslacijska lipidna modifikacija, pri kateri se
izoprenoidne skupine kovalentno vezejo na proteine [5]. Prvi€ je bila opisana leta 1978
pri glivah, kmalu zatem pa so jo zaznali tudi pri sesalcih, na primer pri farnesilirani lamini
B [6].

V tem procesu se preko tioetrske vezi na ohranjeni cisteinski ostanek veze farnezilna
(15C) ali geranilgeranilna (20C) skupina. Vec¢ina preniliranih proteinov ima na C-koncu
motiv CaaX, kjer C predstavlja cistein, aa dva alifatska aminokislinska ostanka, X pa
doloca, kateri encim bo sodeloval pri prenilaciji. Sprva je veljalo, da X ostanek doloca,
ali bo protein farnesiliran ali geranilgeraniliran, vendar so Stevilne raziskave pokazale, da
encimska specificnost ni absolutna. Nekateri proteini, kot sta K-Ras in RhoB, so lahko
substrati obeh encimov [5].

Prenilacijo katalizirajo trije preniltransferazni encimi: farnesiltransferaza (FTaza),
geranilgeraniltransferaza tipa 1 (GGTaza-I) in geranilgeraniltransferaza tipa II
(GGTaza-II), znana tudi kot Rab GGTaza [6]. FTaza in GGTaza-I prepoznata CaaX motiv
na C-terminalnem koncu proteina, medtem ko GGTaza-II deluje na motive tipa CC ali
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CXC in za delovanje potrebuje Se REP (angl. Rab escort proteins). Po zacetni prenilaciji
s FTazo ali GGTazo-I sledita Se dva dodatna procesna koraka: proteoliti¢na cepitev
terminalnega -aaX (z encimoma Rcel ali Ste24) in metilacija karboksilne skupine
izpostavljenega cisteina z Iemt (angl. isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase)
(slika 4). Ti koraki povecajo hidrofobnost proteina in omogoc¢ajo njegovo vezavo na
celicne membrane. Vendar pa je za stabilno membransko lokalizacijo pogosto potrebna
Se prisotnost dodatnih struktur, kot je palmitoilacija cisteinskih ostankov (npr. pri N-Ras)
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Slika 4: Tristopenjski proces po prenilaciji proteinov [6].

Prenilacija je klju¢na za lokalizacijo in aktivnost majhnih GTPaz, kot so Ras, Rho in Rab
proteini, ter za delovanje heterotrimernih G-proteinov. Prenilne skupine so hidrofobne,
kar omogoca vodotopnim oz. citosolnim proteinom, da se pritrdijo na celiéne membrane,
saj je to kljucnega pomena za njihovo delovanje. Pomembno je razlikovati plazemsko
membrano od endomembrane (endoplazemski retikulum, Golgi, endosomi). Mutacija
preniliranih cisteinskih ostankov ali zaviranje biosinteze izoprenoidov onemogocita
prenilacijo proteinov Ras in njihovo povezavo s plazemsko membrano. Vendar pa so
nekatere Studije pokazale, da je prenilacija odgovorna predvsem za usmerjanje proteinov
na endomembrane, zaradi ¢esar mnogi prenilirani proteini z motivi CaaX za lokalizacijo
v plazemsko membrano potrebujejo dodatne modifikacije. Po zacetni prenilaciji v tem
primeru sledi Se palmitoilacija, ki omogo¢i sidranje proteinov v membrano preko dveh
hidrofobnih skupin. Prenilacija prav tako igra pomembno vlogo pri usmerjanju proteinov
v razli¢ne celi¢ne razdelke [1, 2].
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GPI sidro

Glikozil-fosfatidilinozitol (GPI) se sintetizira predvsem v endoplazemskem retikulumu
(ER) z 11 zaporednimi reakcijami. GPI je sestavljen iz fosfatidilinozitola, glukozamina,
treh manoznih ostankov in fosfoetanolamina. Lahko se dodatno modificira z
monosaharidi, vkljuéno z N-acetilgalaktozaminom, galaktozo, sialno kislino in manozo.
Tudi biosinteza in zorenje GPI-zasidranih proteinov (angl. GPI-anchored proteins — GPI-
AP) je zapleten proces, ki vkljucuje lokalizacijo prekurzorskih proteinov v ER, vezavo
GPI in zorenje. Vsi GPI-AP vsebujejo signalno zaporedje na N-koncu, sestavljeno iz 20
hidrofobnih aminokislin, ki olajSa translokacijo preko membrane ER. Po lokalizaciji
prekurzorja, se GPI pripne na C-konec le-tega, natancneje na specific¢en aminokislinski
ostanek, ki ga imenujemo mesto o (obicajno gre za Ser, Asn, Asp, Ala, Gly, Cys in Thr)
tako, da aminska skupina fosfoetanolamina tvori amidno vez s karboksilno skupino
aminokisline ®. Signalni peptid, ki posreduje pri pripenjanju GPI na C-konec, je
zaporedje 20-30 aminokislin, ki se za¢ne z aminokislino w+1 in vkljuc¢uje okvirno 10
hidrofilnih in 20 hidrofobnih aminokislinskih ostankov [3, 4].

ethanolamine phosphate g,funsaturated chain  { saturated chain Kompleks GPI-
mannose glucosamine transamidaze (GPI-T),
g phosphatidylinositol (PI) gé’s% inositol-acylated PI kl SC nahaja AY4 ER ln ga
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7 (PIGK, GPAAI, PIGT,
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Slika 5: Biosinteza in zorenje GPI-AP [1]. aminokislinama @ in
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o+1 prekurzorskega proteina, pri cemer se odstrani signalni peptid za vezavo GPI, nato
pa katalizira tvorbo tioestrske vezi med njima. Amino skupina etanolamina GPI potem
napade tioestrsko vez in s transamidacijo zakljuci prenos GPI (slika 5) [5]. GPI-AP se
nato s pomocjo veziklov COPII prenesejo v Golgijev aparat, kjer se nadalje modificirajo.
Dve dolgi nasiceni lipidni verigi, ki nastaneta pri preoblikovanju mascobnih kislin v
Golgiju sta zlasti pomembni za vkljucitev GPI-AP v lipidne rafte (plazemska membrana)

[4].
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Pripenjanje GPI sidra omogoca proteinom razlicne fizioloske vloge. GPI-AP se med
transportom iz ER v Golgi in na koncu v plazemsko membrano ve¢krat modificirajo. Ce
je katera koli od klju¢nih modifikacij nepravilna, sta njihov transport in asociacija z
lipidnimi rafti motena. GPI sidro je torej pomemben dejavnik pri asociaciji zasidranih
proteinov z lipidnimi rafti [6].

Pri sesalcih lahko GPI-AP prenasajo razlicne signale in uravnavajo imunski odziv,
proliferacijo celic in metastaziranje. CD109 je GPI glikoprotein, ki je mo¢no izrazen v
imunskih in mioepitelijskih celicah ter razlicnih tumorskih celi¢nih linijah. CD109 se
lahko izraza na celici na celi¢ni povrSini ali se spros¢a z eksosomi. Zelo pomembno vlogo
ima pri zaviranju TGF-f signalne poti, ki sicer deluje imunosupresivno. CD109 se veze
na ligande TGF-p ter jih usmerja v lizosomalno razgradnjo ali preprecuje njihovo vezavo
na TGF-p receptorje. Na ta nacin zmanjsuje imunosupresivni u¢inek TGF-f. V tumorskih
mikrookoljih, kjer je TGF-B pogosto nadizrazen in zavira protitumorski imunski odziv,
ima CD109 potencialno protitumorsko funkcijo, saj lahko omogoca reaktivacijo T-celic
in naravnih celic ubijalk [7, 8].

CD14, ki prav tako sodi med GPI-AP, deluje kot koreceptor za Toll-like receptorje (TLR).
CD14 prepozna lipopolisaharide na povrSini bakterij in jih posreduje TLR4, ki se nahaja
v membrani. S tem omogoca ucinkovito zaznavo bakterijske okuZbe ter sprozi vnetni
odziv prek signalne poti NF-kB, ki aktivira izrazanje citokinov. CD14 tako predstavlja
pomemben dejavnik prirojene imunosti. GPI-AP se lahko s pomoc¢jo encima
fosfatidilinozitol-fosfolipaze C (PI-PLC) sprostijo iz membrane, saj encim odreze GPI
sidro, s ¢imer se generirajo sekundarni obvescevalci pri transdukciji signala. Topne oblike
potem kroZijo po krvi, kar razsiri obseg imunskega odgovora [3, 9].

Modifikacije s holesterolom

a | Zaenkrat sta znana le dva proteina, ki
l kovalentno veZeta holesterol, in sicer
oF hedgehog (Hh) ter smoothened (SMO). Oba
)JgNj\ e sta klju¢na pri signalni poti Hedgehog, saj gre
" C258 za esencialni molekuli za rast in razvoj
lauto-processing razlicnih delov telesa pri vretenCarskih in
& nevretencarskih embrijih. Prav tako sta
QLS )\2 BT pomembna tudi pri odraslih. Hh in SMO se
cholesterol\{cleacvzfje podvrZeta modifikaciji s holesterolom preko
: o avtoprocesiranja [4, §].
A Hs A —HhC . . :
o 0288 V  primeru proteina Hh pride do
avtokataliticne cepitve prekurzorja, pri cemer
Agﬁg\;}cr nastaneta N- (N-Hh) in C-kon¢ni fragment
Slika 6: Mehanizem modifikacije proteina (C-Hh). C-konec N-Hh se nato avtoprocesira
Hh s holesterolom [1]. v dveh korakih. Najprej tiolna skupina
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cisteina nukleofilno napade karbonilni ogljik glicina, kar privede do cepitve prekurzorja
Hh in tvorbe tioestrske vezi. Nato 3B-hidroksilna skupina holesterola napade isti ogljik
tioestrskega intermediata, kar povzroci njegovo cepitev in nastanek modificiranega HhIN
(vezan holesterol) in prostega HhC (slika 6). Pri tem procesu histidin, treonin in cistein
sodelujejo pri tvorbi tioestra, tako da tvorijo vodikove vezi z a-amino skupino cisteina na
mestu 258 ali aktivirajo proste tiole. Aspartat je pomemben za vezavo holesterola, C-
konec Hh pa ustvari hidrofobni zZep, ki posreduje pri vezavi le-tega [3].

Pri proteinu SMO je mehanizem modifikacije b SMO protein
prav tako dvostopenjski. Tirozin na mestu \/O\L
OH
130 nukleofilno napade karbonilni ogljik / D95 o _@EO/

aspartata na mestu 95, pri ¢emer se nastane

estrska vez oz. nestabilni intermediat. Sledi ., v130 ,

. . ( “OH auto-processing
izmenjava estrov z D95-Y130 v D95- 2 ‘\;O’Q_/

holesterol. Za modifikacijo SMO s !

med katerimi sta tirozin na mestu 85 in lizin
na mestu 133 nujna za pravilno konjugacijo
holesterola s SMO (slika 7) [3]. \)2[)95 -

2 HO—{ >——/
Tako N-Hh kot SMO sta bistveni komponenti
signalne poti Hh, modifikacija s holesterolom

pa izrazito vpliva na njuno delovanje. Slika 7: Mehanizem modifikacije proteina
Proteina tako promovirata proliferacijo, SMO s holesterolom [1].

preprecujeta apoptozo in dolocata, kako se bo celica diferencirala. V celicah, ki
sintetizirajo Hh, se N-Hh usmeri na plazemsko membrano Sele potem, ko se nanj veze
holesterol na C-koncu in palmitat na N-koncu. Nato Dispatched, transmembranski
protein, ki se nahaja na celi¢ni povrsini, nadzoruje spros¢anje Hh v zunajceli¢ni prostor,
saj se veze direktno na holesterolno skupino proteina ter ga prenese na Saperone za

O
VR . . \ { 130
holesterolom so klju¢ni Se drugih ostanki, cholesterol)/ D95 0@_/

transport preko tkiv [4, 5].

Ligandi Hh z vezavo na transmembranski receptor PTCH (angl. patched) njegovo
delovanje inhibirajo in ne aktivirajo. Vretencarji imajo dva gena, PTCH1 in PTCH2, ki
zapisujeta za istoimenska transmembranska proteina, vendar je PTCHI1 glavni regulator
signalizacije in vivo. Proteini PTCH imajo dve vlogi v signalizaciji HH. Prva je inhibicija
proteina SMO, druga pa redukcija ligandov Hh s spodbujanjem njihove endocitoze in
lizosomske razgradnje. V celicah, kjer se Hh lokalizira, je koncentracija PTCHI1 v cilijah
povecana, kar zavira delovanje SMO. Vezava Hh na PATCHI olajSa endocitozo in
aktivacijo razgradnje kompleksa N-Hh-PTCHI1 v lizosomih. Posledi¢no se zaviralni
uc¢inek PTCH1 na SMO razorozi, SMO se aktivira in premesti v cilije, kar povzroci
aktivacijo transkripcijskih dejavnikov GLI. Izrazanje genov PTCH je uravnano preko
negativne povratne zanke, direktno preko signalizacije Hh. PTCH neprestano zavira tarce
navzdol signalne poti, ob vezavi liganda Hh pa se omenjena represija sprosti in tar¢ni
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geni se lahko izrazajo vklju¢no z geni PTCH, ki so prav tako tar¢a signalne poti Hh.
Njihova povecana sinteza ponovno vodi v represijo proteinov SMO ter manjSo pojavnost
ligandov. Sproscanje Hh je odvisno tudi od Scube?2 - zunajceli¢nega proteina, ki pomaga
pri prenosu N-Hh v zunajceli¢ni prostor [10].

Strukturna vloga lipidnih modifikacij proteinov

Vpliv lipidnega okolja na membranske proteine je bila povezana predvsem z spremembo
fizikalnih lastnosti membrane, kot so debelina, ukrivljenost, povrSinska napetost in
elasti¢ne lasnosti. Dokazano je, da holesterol vpliva na toplotno stabilizacijo receptorjev
afiniteto agonista in oligomerizacijo. Znano je, da je konformacijsko ravnovesje
prototipnega rodopsina GPCR obcutljivo ne le na ravni holesterola, temvec tudi na glavno
skupino fosfolipidov in nasi¢enost verige [1,2]. Dokazano je tudi, da naboji lipidnih
glavnih skupin igrajo vlogo pri delovanju B2 adrenergic¢nih in nevrotenzinskih receptorjev
NTSI. Transmembranski proteini pogosto dozivljajo hidrofobno neusklajenost, pri kateri
se dolzine hidrofobnih verig lipidov in hidrofobnega dela proteina razlikujejo. Da bi
odpravil to neusklajenost, protein sprejme vec strategij, vklju¢no s konformacijskimi
spremembami in preoblikovanjem debeline membrane s spreminjanjem vrstnega reda
lipidov [3].

U¢inki lipidov na asociacijo proteinov v membrani so razvrS€eni kot specifi¢ni
(neposredni) ali nespecifi¢ni ucinki. Specifiéni ucinki se nanasajo na mozne interakcije
posameznih lipidnih molekul s specifi¢énimi ostanki na povrsini proteinov, medtem ko se
nespecifi¢ni u€inki pripisujejo modulaciji lastnosti membrane (npr. debelini dvosloja) [4].
V modelu, ki so ga raziskovalci naredili je bila neurejena faza preproste DPPC
(dipalmitoilfosfatidilholina) membrane stabilizirana okoli idealiziranega proteina tako,
da je bila dolzina hidrofobnega jedra proteina manjSa od debeline okoliske urejene
membrane. Ko se dva proteina, vsak obdan s svojo neurejeno lipidno fazo, priblizata drug
drugemu, je energetsko ugodno, da se obe podrocji neurejenih lipidov zdruzita, da se
zmanjSa velikost vmesnika urejenost/neurejenost, kar ima za posledico ucinkovito,
dolgorocno inducirano interakcijo med proteini [3]. Nesterolni lipidi, ki sestavljajo ve¢ino
membrane (PC, PE, SM; 60 % v zgornjem in 53 % v spodnjem), kazejo obrocasto
porazdelitev okoli posameznih receptorskih protomerov. Ceprav so nekateri od teh
zwitterionskih lipidov lokalizirani okoli vijacnic, so te preference ve¢inoma neodvisne od
konformacije proteinov. Nasprotno pa imajo negativno nabiti lipidi PIP, ki so prisotni le
v spodnjem sloju, pomembne razlike v porazdelitvi okoli neaktivne in aktivne
konformacije, kar podpira eksperimentalne sklepe, da dajejo prednost slednji
konformaciji [3]. Te porazdelitve lipidov so skladne z eksperimentalnimi in racunskimi
dokazi, ki kaZejo, da negativno nabiti ostanki spodbujajo aktivacijo ne le v GPCR, temve¢
tudi v ionskih kanalih in transporterjih. Na primer, v primeru B2AR je prisotnost
negativno nabitega lipidnega fosfatidilglicerola (PG) spodbujala vezavo in aktivacijo
agonista, medtem ko je nevtralni PE lipid spodbujal vezavo antagonista in neaktivno
konformacijo. Nedavne simulacije f2AR z vsemi atomi so pokazale, da se lahko lipid PG
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vstavi v receptor med TM6 in TM7, pri ¢emer tvori solni most z R3,50 in stabilizira
aktivne konformacije [4,5].

A) PC
Inactive MOR

C) SM
Inactive MOR

y (nemy)
'

Active MOR Active MOR Active MOR

y (nen)

0 18 32 48 64 80 0 1vo 112 35 48 58

o x107 a0

Slika 8: Normalizirana porazdelitev verjetnosti lipidov A) PC, B) PE in C) SM okoli neaktivnih
in aktivnih receptorskih protomerov (zgornja in spodnja ploséa) med simulacijami 7 nizko
gostoto receptorjev in omejitvami poloZaja na receptorjih. Sredis¢e Sredisce mase sedmih TM
vijacnic je oznaceno 7 barvnimi pikami, kot sledi: TM 1 do 7 so obarvani modro, rdeco, sivo,
oranino, rumeno, zeleno in roZnato. Bela, modra do zelena barva pomen nizko oz. visoko
verjetnost stika vijacnice 7 lipidno kroglico. Oznacleni lipidi so: fosfatidilholin (PC),
fosfatidiletanolamin (PE) in sfingomielin (SM) (5).

Z uporabo metod silne spektroskopije in holesteril hemisukcinata kot analoga holesterola
so pokazali, da holesterol poveca stabilnost skoraj vseh strukturnih elementov 2AR |
verjetno tako, da proteinu otezi vzorCenje njegove konformacijske pokrajine. To
ugotovitev podpirajo tudi nedavne eksperimentalne in racunske Studije. Holesterol, ki
predstavlja priblizno 30 % idealizirane plazemske membrane, je ena od njenih najvecjih
komponent. Nedavno so eksperimentalno pokazali, da fosfolipidi uravnavajo tudi
aktivnost f2AR tako, da delujejo kot alosteri¢ni modulatorji. S testiranjem fosfolipidov z
razli¢nimi tipi glavnih skupin so ugotovili, da lahko fosfolipidi, odvisno od narave glavne
skupine, premaknejo ravnovesje proti aktivnemu ali neaktivnemu stanju receptorja.
Presenetljivo je, da je ta ucinek v primeru negativno nabitih fosfolipidov odvisen od
odmerka in prisoten tudi v odsotnosti dvosloja, verjetno zaradi interakcije glavne skupine
s citoplazemsko stranjo receptorja. Te Studije kaZejo, da je ucinek holesterola in
fosfolipidov neodvisen od vezave liganda [5].
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Poleg glicerofosfolipidov plazemska membrana vsebuje velik delez sfingolipida SM. Ti
dve skupini lipidov se lo€ita po povezovalnih kroglicah, ki povezujejo njihovo glavno
skupino z lipidnimi repi. Medtem ko vsaka od obeh povezovalnih kroglic
glicerofosfolipidov predstavlja nepolarno estrsko skupino, v primeru SM ena
povezovalna kroglica predstavlja hidroksilno skupino, druga pa amidno skupino, ki sta
obe polarni. Podobno kot pri porazdelitvi PC (slika 8A), je SM (slika 8C) tik ob proteinu,
razen pri TM1, TMS5 in TM6, kjer stranske verige ve€ polarnih in nabitih ostankov tvorijo
mocne Lennard-Jonesove interakcije s polarnimi povezovalnimi kroglicami SM [3].

Eksperimentalne  ugotovitve  so
pokazale, da zmanjSanje holesterola
spremeni vezavo ligandov in vezavo
G-proteinov na receptor serotonina
1A (slika 9). Holesterol tudi poveca
stabilnost ¢loveskega serotoninskega
receptorja 1A in je v velikanskih
unilamelarnih proteinskih veziklih

retinal

™S ™6

bilo opazeno poveCanje izmenjave

Rhodopsin Smoothened oligonukleotidov. Zaradi
pomanjkanja  kristalne  strukture

: serotoninskih receptorjev so zacetne

™e  TM3 A o MD simulacije uporabljale
e g Ny S ' «é homologne modele. Ena od takih
GBLQ&. “ & %, Studij, ki je uporabila Martinijeve
\ grobozrnate MD simulacije, je

=
retinal cholesterol

pokazala, da v dvoslojih POPC, ki
Slika 9: Prikaz GPCR-jev: rodopsin, B2 vsebujejo holesterol, vgrajeni
adrenergicni receptor. homologni model serotoninskega

receptorja 1A kaze ve¢ prednostnih
mest interakcije s holesterolom. Ena od teh interakcij je z vija¢nico V, ki predstavlja enega
(od treh) motivov CRAC, ki jih najdemo na receptorju. Atomisticne MD simulacije
aktivnosti receptorjev serotonina 1A in serotonina 2A kot funkcije vsebnosti holesterola
v dvosloju trenutno prikazujejo nasprotujoco si sliko o tem, ali holesterol zmanjSuje
konformacijsko fleksibilnost receptorja ali pa ga povecuje [5].
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Evolucija lipidnih modifikacij proteinov

Prvo porocilo o modifikaciji proteinov z lipidi je iz leta 1951, ko so bili predstavljene
dokazila o obstoju t.i. proteolipidov. KasnejSa odkritja, da so feromoni gliv prenilirani in
da so dolo¢ene virusne ovojne protein palmitoilirane, so okrepila znanje za to podrocje.
Potem je sledila identifikacija milistoiliranih proteinov in tistih, zasidranih z
glikozilfosfatidilinozitolom (GPI) [1]. Ceprav so bile kljuéne raziskave na tem podroéju
veCinoma izvedene na sesalskih celi¢nih linijah ali modelnem organizmu, kvasovki
Saccharomyces cerevisiae, je danes jasno, da lipidne modifikacije opravljajo pomembne
regulatorne funkcije tudi v drugih bioloskih sistemih. Posebej zanimivo je, da so taksne
spremembe pogoste tudi pri patogenih mikrobih. Nedavna raziskovanja so predstavili
pomen same lipidacije proteinov pri razli¢nih patogenih bakterijah, parazitih in glivah,
vklju¢no z ve¢ medicinsko pomembnimi vrstami [1].

Lipidne modifikacije so se razvile kot mehanizem za usmerjanje proteinov v specifi¢éne
celi¢ne kompartimente, kar je omogocilo boljSo organizacijo in funkcionalnost celice [2].
Encimi, ki katalizirajo lipidne modifikacije, so se skozi evolucijo ohranili in so prisotni v
razli¢nih organizmih, od enoceli¢nih mikroorganizmov do sesalcev. Na primer, encimi,
kot so DHHC-palmitoiltransferaze, so klju¢ni za S-palmitoilacijo in so prisotni v Sirokem
spektru organizmov, kar kaze na evolucijsko ohranjenost teh mehanizmov [3].

Lipidne modifikacije igrajo klju¢no vlogo v celi¢ni signalizaciji, saj omogocajo hitro in
dinami¢no prilagajanje funkcij proteinov v odziv na zunanje in notranje signale.
Spremembe v teh modifikacijah so povezane z razlicnimi bolezenskimi stanji, vkljucno z
nevroloskimi motnjami, presnovnimi boleznimi in rakom. Razumevanje teh procesov je
klju€no za razvoj novih terapevtskih pristopov [4].

Lipidne modifikacije, ki so se razvile tekom evolucije

) : Farnesyl group Prenilacija  vkljucuje kovalentno

."""’ adicijo izoprenoidnih lipidov, kot sta
)k P 7 ) > farnezil (C15) ali geranilgeranil
“’°°EF (C20), na cisteinske ostanke na ali

blizu C-koncu proteina (slika 10).
Proces izvajajo farneziltransferaze in
geranilgeraniltransferaze.

; -: Prenilacija je znalilna za Stevilne
P /s F F F F

Protein

Lameen Geranylgeranyl group
MO, C signalne proteine, kot so GTPaze iz

” 1"'."' druzine Ras, ki sodelujejo v celi¢ni
Slika 10: Posttranslacijska modifikacija proteina s proliferaciji in diferenciaciji [S].
kovalentno adicijo izoprenilnih lipidnih molekul, L o
farnezilne in  geranilgeranilne  skupine, na Miristoilacija je vezava miristinske

karboksilni terminal ciljnega proteina [6]. kisline na N-terminalni glicin
proteina preko amidne vezi. N-
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miristoil transferaza (NMT) je monomerni encim, ki katalizira prenos miristata iz
miristoil-CoA na ustrezne peptidne in proteinske substrate. Pogosta je pri proteinih, ki
sodelujejo v celi¢ni signalizaciji ali membranski lokalizaciji, kot je c-Src. Nemiristoilirani
mutanti Src se ne vezejo na membrane in ne posredujejo pri celi¢ni transformaciji.
Stevilni N- miristoilirani proteini so vezani na membrano in jih je mogode najti v
plazemski ali drugih znotrajceli¢nih membranah v evkariontskih celicah. Mutacija Gly2
v Ala obicajno povzroc¢i zmanjSanje ali izgubo vezave na membrano [7].

Palmitoilacija vklju€uje reverzibilno vezavo palmitinske kisline na cisteinske ostanke
preko tioestrov (S-palmitoilacija) ali na serin/treonin preko estrov. Ko pa se palmitat doda
ostanku Cys na N-koncu beljakovine, nastane tioestrski intermediat, ki mu sledi
preureditev v stabilno amidno vez (N-palmitoilacija). Ta proces omogoca dinami¢no
uravnavanje vezave proteinov na membrane in njihovo signalno funkcijo [8].

Glikozilfosfatidilinozitol (GPI) sidra povezujejo proteine z zunanjim delom plazemske
membrane. GPI-zasidrani proteini igrajo vlogo v imunski signalizaciji, adheziji in
encimski aktivnosti [9].

Arheje in bakterije

Ceprav lipidna modifikacija proteinov ni bila tradicionalno pripisana prokariontom,
raziskave kazejo, da so nekatere oblike prenilacije prisotne tudi v arhejskih domenah. Ena
proteomska Studija je omogocila identifikacijo 606 N-terminalnih peptidov iz H.
salinarum in 328 N-terminalnih peptidov iz N. pharaonis , kar skupaj znasa 934 N-
terminalnih peptidov. Iskazalo se je da se N-terminalni metionin odcepil od priblizno dveh
tretjin vseh haloarhalnih proteinov. Do cepitve je priSlo, ko je bila predzadnja
aminokislina majhna (glicin, alanin, prolin, valin, serin, treonin). Specifi¢nost substrata
za haloarhalne metionin aminopeptidaze (MAP) se ujema s specificnostjo bakterijskih in
evkariontskih MAP, zato se zdi, da je biokemija odstranjevanja metionina univerzalno
ohranjena. Presenetljivo je bilo ugotovljeno, da acetilacija N-terminalnih beljakovin pri
haloarhah ni redka, vendar je od 14 % do 19 % proteinov acetiliranih na N-terminalnem
koncu [10].

Evkarionti

Pri evkariontih, kot so kvasovke, so bile ugotovljene vse klju¢ne vrste lipidnih
modifikacij. Na primer, kvasni protein Ras2 je miristoiliran in palmitoiliran, kar omogoca
njegovo lokalizacijo v membranske mikrodomene [11].

Pri zivalih in rastlinah palmitoilacija je pomembna za regulacijo nevroloskih in imunskih
procesih. Prav tako se je vec¢ja kompleksnost encimskih sistemov, ki regulirajo dodajanje
in odstranjevanje lipidov. GPI-zasidrani proteini so klju¢ni za celicno komunikacijo in
signalizacijo v Zivalskih celicah, medtem ko so prenilirani proteini pomembni za
usmerjanje veziklov in membranski transport. Palmitoilacija omogoca hitro in
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reverzibilno prilagajanje lokalizacije proteinov, kar je bistveno za sinapti¢no plasti¢nost
in odziv na zunanje drazljaje [12].

Patologija lipidnih modifikacij proteinov

V zadnjem desetletju se je mo¢no povecalo Stevilo raziskav, ki povezujejo abnormalnosti
v lipidni modifikaciji proteinov s Stevilnimi obolenji kot so rak, nevrodegenerativne
motnje in metabolni sindromi. V tem seminarju si ogledamo tri pomembne patoloske
domene: Razvoj raka zaradi sprememb v prenilaciji (specificno proteinov Ras),
nevrodegeneracijo zaradi neuspeSne palmitoilacije v Hungtingtonovi bolezni in
metabolne sindrome, do katerih pride zaradi spremenjene S-acilacije (zlasti pri diabetesu

tipa 2) [1].

Rak in neznadilna prenilacija proteinov Ras

Proteini druzine Ras so eden glavnih regulatorjev celi¢ne proliferacije in diferenciacije.
Zajemajo proteine KRAS, HRAS in NRAS, ki delujejo kot molekularna stikala. Za
normalno delovanje se morajo zasidrati v notranji del celicne membrane, to pa jim
omogoca prenilacija, ena od vrst posttranslacijske modifikacije. Mehanizem deluje tako:
Proteini Ras so podvrZeni farnezilaciji oz. dodatku farnezil izoprenoida na kon¢ni cistein
v CAAX motivu (kratko aminokislinsko zaporedje na C-koncu proteinov, ki sodeluje v
njihovi posttranslacijski modifikaciji in povezavi s plazmalemo) [1].

Mnogi tipi raka (zlasti pankreaticni, pljucni in kolorektalni) nakazujejo na mutacije
KRAS proteina, vkljucenega v celi¢no signaliziranje, njen razvoj ter apoptozo. Mutacije
lahko protein zaklenejo v “on” oz. stalno aktivno stanje, kar vodi do prekomernega
celinega signaliziranja in rasti. Brez prenilacije protein ne interagira z membrano in
izgubi svojo glavno funkcijo — aktivacija raznih signalnih poti kot so MAPK-ERK ter
PI3K-AKT. Prenilacija ne igra le podporne vloge temvec¢ je klju¢na pri oknogenezi
povezani s proteini Ras [2].

Terapijske tarce

ZanaSanje proteinov Ras na prenilacijo je privedlo do razvoja inhibitorjev
farneziltransferaze (FTI). Ceprav so zgodnje $tudije pokazale uspeh slednjih pri inhibiciji
HRAS, so bile pomanjkljive pri dokazovanju povezave med tumorji in proteini KRAS.
Prihajalo je namre¢ do kompenzacije — KRAS uporabi drugo mascobno kislino —
geranilgeranil — priSlo je torej do geranilgeranilacije, ki je proteinom omogocila
zasidranje v membrano. Zaradi tega so razvili dvojne zaviralce (ang. Dual inhibitors), ki
blokirajo obe poti ter zdravila (npr. PDEJ), ki motijo delovanje prenasalcev lipidiranih
proteinov Ras. Na tak nacin niso preprecili le prenilacije, temvec¢ so onemogocili transport
z lipidi modificiranega Ras do membran, kar onemogoc¢i njegovo sposobnost sprozanja
kaskade (v kateri sodelujeta npr. encima RCEI in ICMT), ki lahko privede do razvoja
raka [3].
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Prenilacija vpliva tudi na druge onkogene proteine, kot so Rho in Rac GTP-aze, vkljuc¢ene
v premikanje celic in metastaziranje tumorjev. Encimi, ki regulirajo prenilacijo so v€asih
genetsko spremenjeni. Mutacije na FNTA, podenoti farneziltransferaze, so povezali z
razvojem levkemije, izrazanje ICMT pa korelira s slabim napredovanjem raka dojke [2].
Novejsa raziskava je pokazala, da so pri raku prostate in pankreasa povecano izrazani
encimi, ki izvajajo lipidno modifikacijo, npr. NMT (N-miristoiltransferaza) in z DHHC
palmitoiltransferaza. 1z slednjega lahko sklepamo, da rakave celice lipidacijo uporabljajo
za stabilizacijo svojih onkogenov, jih takticno lokalizirajo in povecujejo moznosti
prezivetja. In vitro zaviranje teh encimov je povzro€ilo upad celi¢ne rasti, induciralo
motnje v signaliziranju ter celicno smrt tumorjev, kar nosi velik terapevtski potencial [3].

Nevrodegeneracija in okvarjena palmitoilacija pri Hungtingtonovi bolezni

Palmitoilacija je reverzibilna kovalentna adicija palmitinske kisline na cisteinske ostanke
tar¢nih proteinov. Katalizira jo druzina zDHHC (Asp-His-His-Cys) palmitoiltransferaz.
V mozganih pripomore palmitoilacija k pravilnemu delovanju sinaps preko regulacije
proteinov kot so PSD-95, z G proteini sklopljeni receptorji in AMPA ter NMDA receptorji

[4].

Hungtingtonova bolezen je smrtonosno, avtosomno dominantno obolenje, ki ga
spremljajo progresivni motori¢ni, kognitivni in psihiatriéni simptomi. Vzrok bolezni je
mutacija v genu HTT (porast CAG ponovitvev na genu, pogost vzrok nevrodenegeracije),
ki daje nedelujoc protein huntingtin. Tak protein ima vecjo tendenco agregacije, toksicne
za zivéne celice — predvsem tiste, ki se nahajajo v striatumu — delu moZzganov, ki
nadzoruje gibanje. V zdravih celicah je protein HTT palmitoiliran s pomocjo encima
zDHHC17, v prizadetih celicah pa je aktivnost encima zDHHC17 znizana in HTT ni
ustrezno palmitoiliran. Do pravega mesta v celici torej ne potuje, temve¢ ostaja v
citoplazmi in tvori toksi¢ne agregate, ki potencialno uni¢ijo nevrone, kar vodi do
simptomov bolezni [5].

Sirse aplikacije

Pri Alzheimerjevi bolezni vpliva spremenjena palmitoilacija na delovanje amiloidnega
prekurzorskega proteina (APP). Palmitoiliran APP potuje v golgijev aparat, natan¢neje v
trans-golgi omrezje, bogato z B-sekretazno aktivnostjo, ki promovira tvorbo beta-
amiloidnih plakov. [6] Palmitoilacija prav tako vpliva na agregacijo, vezavo na
mikrotubule in hiperfosforilacijo proteinov tau. Motena palmitoilacija je znacilna tudi za
Parkinsonovo bolezen, amiotrofi¢no lateralno sklerozo (ALS) ter shizofrenijo, kar naredi
encime zDHHC eno glavnih tar¢ novorazvijajoc¢ih se nevropsihiatri¢nih zdravil [7].

S-acilacija regulira mnogo encimov, klju¢nih za privzem glukoze, metabolizem lipidov
in vzdrzevanje energetske homeostaze. Presnovni sindrom vkljuuje mnozico
zdravstvenih tezav kot so npr. debelost, odpornost na inzulin, poviSan krvni tlak in
kopicenje mascobe v jetrih. V zadnjih letih so raziskave pokazale, da je motena lipidacija

15



BioloSke membrane UL FKKT

proteinov klju¢ni dejavnik pri razvoju omenjenih stanj. Klju¢ni proteini, ki sodelujejo v
reguliranju presnove, so AMPK (AMP-activated protein kinase), GLUT4 (glucose
transporter type 4) in IRS (insulin receptor substrate), ki je kljucen za signaliziranje z
inzulinom [3].

Pri sladkorni bolezni tipa 2, kroni¢na preobremenitev z lipidi spremeni ekspresijo
zDHHC in APT (acil-protein tioesteraze, odstranjujejo lipidne modifikacije s proteinov)
encimov, kar privede do porusenega cikla palmitoilacije. Okvare v palmitoilaciji GLUT4
privedejo do zmanjSanega privzema glukoze v miSi¢nem in adipoznem tkivu, nepravilna
lokalizacija IRS pa inhibira interakcije z receptorji inzulina in ugasa PI3K-AKT signalno
pot, kar lahko privede do inzulinske rezistence [2].

Mnogi receptorji, kot so npr. B-adrenergicni receptorji v sréni misici, morajo biti za svoje
delovanje palmitoilirani. Le tako pridejo do celicne membrane, kjer lahko zaznajo celi¢ne
signale, kot je npr. adrenalin in normalno sproZzijo sréni odziv. Pri diabetikih privede
neuravnotezena palmitoilacija do aritmij in celo srénega popusScanja. Metabolizem
lipidov v jetrih je reguliran z encimi kot je acetil-CoA karboksilaza (ACC), ki so prav
tako podvrzeni S-acilaciji (spec. palmitoilaciji). Okvare v slednji inhibirajo oksidacijo
mascobnih kislin in vodijo do nealkoholne mascobne bolezni jeter (NAFLD) in
odpornosti na inzulin. Spremenjeni vzorci lipidne modifikacije so danes prepoznani kot
neoporecni v patogenezi diabetesa, debelosti in z njima povezanimi kardiovaskularnimi
zapleti [3].
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