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Interakcije proteinov z membranami

Lipidne modifikacije
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5 nacinov pritrjevanja proteinov v
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e Palmitoilacija

e GPIsidro
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GPl-anchored
enzymes — PLAP, 5’ nucleotidase
receptors — FR, GDNFR, FcRylll, CD14  Palmitoyl-dependent raft partitioning TM
adhesion — NCAM, CD58 Immune signaling — LAT, CD4, CD8, FcRylla
Viral — HA (influenza), gp160 (HIV)

sterol-linked
Hedgehog family

Palmitoylated intracellular Prenylated
Src-family kinases G protein By
H-ras K-ras4B
G protein a subunits Rab family
RAFT NON-RAFT

e Vloga pri razmescanju proteinov, delitvi membran,
pravilnem delovanju proteinov...

e Sidranje preko nasicenih mascobnih kislin in sterolov
usmerja v lipidne rafte, sidranje preko nenasicenih in
razvejanih CH pa proteine usmerja izven lipidnih raftov.
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Prenilacija — modifikacija z izoprenoidi
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Obe modifikaciji na C-koncnem cisteinskem ostanku proteina.



Prenilacija/2

e Znani prenilirani proteini: lamin B; Ras in z Ras
povezani GTP-vezavni proteini (G-proteini); glivni
paritveni faktor; podenote heterotrimernih G
proteinov; protein kinaze

* Prenilacija v vecCini primerov posreduje pri interakciji
s celicho membrano, ima pa tudi pomembno viogo v
protein-protein interakcijah.



Vloga prenilacije

-Celicna rast in diferenciacija
-Signalizacija

-Citokineza

-Transport in razmescanje proteinov med
membranami

Raziskave temeljijo na
izrazanju in analizi mutiranih
proteinov, ki ne morejo biti
prenilirani:

-Zamenjava cisteina s
serinom

-Uporaba kompaktina in
mevinolina na celicah, ki
izrazajo onkogeni Ras protein

(B} protein anchored
to membrane
by a prenyl group
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(a) RAS Cell eycle—stimulating pathway
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Mutirani protein Ras lahko povzrodi transformacijo evkariontske celice, zato je
specifi¢na inhibicija funkcije proteinov Ras kljucna pri kemoterapiji teh tumorijev.
Najpogosteje se za kemoterapijo uporablja inhibitorje farneziltransferaz.
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Krozenje preniliranih proteinov med
membranami v citoplazmi
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Figure 13-14. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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guanine-nuclémtide-
exchange factor (GEF)

GTP
hydrolysis

SNARE hipoteza: interakcija
med VSNARE in tSNARE je
odgovorna za specificno fuzijo
veziklov. Rab-GTP je nujen za
povezavo med njima. vVSNARE
in tSNARE se morata
konformacijsko ujemati, da se
povezeta — ko vezikel prenese
tovor na pravo mesto.

Rab ima vezan GTP, ki se
hidrolizira in s tem zaklene
vezavo vezikla na tar¢no
membrano. RAB-GDP gre
nazaj v citosol, in se nato
pretvori v GTP ter se ponovno
porabi.



Farneziltransferaze kot tarce
zdravil

e Rak: K-ras protein je mutiran pri vec kot 80 %
raka trebusne slinavke

* Progeria (Hutchinson-Gilford progeria
sindrom)

Inhibitorji farneziltransferaz




GPI sidro

GPI = glikozil fosfatidil inozitol

GPI modificirani proteini se nahajajo na ekstracelularni oziroma lumenski

strani plazmaleme na podrocju lipidnih raftov . Modifikacija na C-koncu
proteina.

Fizioloske funkcije Se vedno slabo raziskane.

glycosylphosphatidyl-

ETBEHE COOH e osal cleaved C-terminal
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protein bound
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by GPl anchor

NH2

Figure 12-57. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



GPI sidro/2

Najbolje okarakterizirana lipidna modifikacija
proteinov, ki doloca asociacijo proteinov z
lipidnimi rafti.

Vloge GPI-APs :

- Adhezija

- Razmescanje membran

- Signalizacija pri imunskem sistemu

- Vnos nutrientov
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Protein GPI signal sequence
Acetylcholinesterase [Tomeda) MOFLPKLLNATA  C DGELSSSGTaSSKGIFYWLFSILYLIFY
Alkaline phosphatase (placenta) TACDLAPPAGTT D AAHPGRSWWPALLPLLAGTLLLLETATAR

Decay accelerating factor HETTPMKGSGTT S GTTRLLSGHTCFTLTGLLGTLY TRIGLLT
FARP (T. Brucei) EFEFEFEFEFPEF G AATLKSWALPFAIAAAALVAAF

Frion protein (hamster) CKESQAYYDGRRE S SAVLFSSPPYILLISFLIFLIMYG

Thy-1 (rat) KM TR DR b C GEISLLYOMTSWLLLLLLSLSFLOATDRIS]

“anant suface glycoprotein
[(T. Brucel) ESMCEWENNACK D 35ILVTRKKFALTYY SAARWVALLF

e Zelo razlicni motivi, kamor se pripenja GPI sidro na C-
terminalu proteinov.

e Tudirazlicni aa ostanki, na katere je pripeto GPI sidro.



NH,

GPl-anchored C-terminal
protein peptide

e Vsi GPl-vezani proteini so v zaCetku sintetizirani s
transmembransko domeno, toda po translokaciji preko
membrane endoplazmatskega retikuluma se ektodomena
proteina izreze in se kovalentno poveze z GPI sidrom s
pomocjo specificne transamidaze.



Tvorba imunoloske sinapse — aktivacija
celicT

nanoscale rafts

SCveaHE G @

.f%whv

Amm"\mﬂ’\, ‘i

T cell activation

: oroo'oo DL L0000 PP

' . [ AL ; i
{ " ¢ &R &P mmmﬁ&\@-a\ﬂe"‘m

Immunological Synapse



GPI sidro/3

Lokacija izklju€no na E strani

Je mocan tarcni signal za apikalno membrano
epitelnih celic

GPI-sidrani proteini lahko igrajo vlogo
aktivacijskih antigenov pri imunskem odzivu
Ko se GPI sidro odreze s pomocjo PI-

fosfolipaze C, se lahko generira sekundarni
obvescevalec pri transdukciji signala
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Miristoilacija
* Veliko membranskih proteinov je
modificiranih z miristatom (14 C)

e Osnovni motiv: Met-Gly-x-x-x-[Ser/Thr]
e N-miristil transferaza/M-aminopeptidaza

N-Myristylation o
Stable ANANAANN
amide bond _e""

K™= 80um



Miristoilacija/2
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Miristoilacija/3

VkljuCuje priblizno sto proteinov nizjih in visjih evkariontov,
ki so vkljuceni v onkogenezo, sekundarno celicnho
signalizacijo in v infektivnost retrovirusov ter drugih tipov
Virusov.

Sesalska NMT se zelo razlikuje od tiste pri mikroorganizmih
— nova tarca za fungicide?

Inhibitorji NMT tudi mozna protirakava in protivirusna
zdravila

Najboljsi primer miristoiliranega proteina je sesalska
nereceptorska protein tirozin kinaza, ki pripada druzini Src
(sarcoma) proteinov. Sodeluje pri intracelularni transdukciji
signalov in ima pomembno vlogo pri razvoju raka



Palmitoilacija

Kovalentna modifikacija cisteinskega ostanka
Povecuje hidrofobnost in prispeva k membranski
asociaciji

Natancna funkcija odvisna od palmitoiliranega
proteina

REVERZIBILNA zaradi estrske vezi — regulatorni
mehanizem
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Palmitoilacija/2
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Primeri: B

- B adrenergicni receptor
- oo podenote G-proteinov
- H-Ras

Protein palmitoil transferaza PPT

Palmitoil protein tioesteraza PTE — reverzibilna reakcija
omogoca izmenjevanje proteinov med membranami in
citosolom

Osnovni motiv Se ni bil odkrit.



e o podenote
trimernih G-
proteinov

* Po asociaciji z
efektorjem —
depalmitoilacija in
relokalizacija v
citosolu

e Stem se olajsa
hidroliza GTP —
protein se resetira
za nov celicni cikel
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e Palmitoilacija SNAP-25 proteina na presinapticnem
nevronu omogoca asociacijo kompleksa SNARE med fuzijo
veziklov

* Vloga palmitoilacije pri regulaciji sproscanja
nevrotransmiterjev



Holesterolna modifikacija Hedgehog
proteinov

* Signalne molekule, esencialne za rast in obliko
razlicnih delov telesa pri vretencarskih in
nevretencarskih embrijih

sterol-linked

* Pomembni tudi pri odraslih Hecgeng amily

extracellular
@ TR O

= h ad
_.-.:n.'-' f

osebah — spremembe lahko Sigasale!

povzrocijo razlicne bolezni - rak

-promovirajo proliferacijo
-preprecujejo apoptozo
-dolocujejo, kako se bo celica diferencirala



Avtoprocesiranje Hh proteinov
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Povzetek

farnezilacija

Prenilacija -preniltransferaze (tarée zdravil) -C-kon¢€ni cistein —motiv caaX —

intracelularnb\

geranilgeranilacija -vloga pri celiéni rasti in diferenciaciji

GPI sidro -transamidaza -C-konec proteina  -E stran v lipidnih raftih -vloga pri
imunskem odzivu

Miristoilacija -N-miristiltransferaza -N-koncni glicin  -intracelularno -vloga pri celi¢ni
signalizaciji

Palmitoilacija -Protein palmitoil transferza -cistein -intracelularno v lipidnih raftih -
vloga pri a-podenotah heterotrimernih G-proteinov

Holesterolna modifikacija -avtoprocesiranje -C-konec proteina -ekstracelularnov
lipidnih raftih  -vloga pri rasti in obliki embrijev
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