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Abstrakt

Posttranslacni modifikace predstavuji kovalentni a obvykle enzymem-zprosttedkované upravy proteinti.
Tyto modifikace slouzi ke vzniku aktivnich forem proteinti a také rozsifuji bunécny repertoar proteinii
vzniklych ze standardnich aminokyselin. Mezi zndmé posttranslacni Gpravy patii naptiklad fosforylace,
glykosylace, ubikvitinace, proteolyza a také acylace, které se v praci vénuji podrobnéji. Acylace proteind,
kovalentni pfipojeni acylové skupiny, je velmi hojnou proteinovou modifikaci. Tato reakce je obecné
zprostiedkovana specifickymi acyl-transferdzami a zahrnuje transport acylové skupiny z donoru na
aminokyselinovy zbytek. Rozmanité spektrum bunécnych proteinil je posttranslaéné acylovano a stavaji se
tim biologicky aktivni. K tomuto jevu dochazi u bakterialnich toxint, jez jsou dulezitymi faktory virulence
patogennich bakterii. Proteinova lipidace reguluje celou fadu biologickych drah, jako je cileni do membran,
proteinova sekrece, bunééna signalizace a apoptoza. Posttranslaéni acylace je téZ nezbytna pro aktivitu Ras
a mnoha dalSich proteinii zpusobujicich rakovinné bujeni. Z toho divodu jsou inhibitory acyltransferaz
téchto proteind testovany jako cile protinadorovych 1éki. V praci shrnuji poznatky o jednotlivych typech

lipidace v¢etné popisu konkrétnich acylovanych proteint.
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Abstract

Post-translational modifications are covalent and generally enzyme-mediated modifications of proteins.
These modifications can serve to create active forms of proteins and they can also expand the cellular
repertoire of proteins derived from standard amino acids. Known post-translational modifications include
for example phosphorylation, glycosylation, ubiquitination, proteolysis and also acylation discussed in
more detail in this thesis. Acylation of proteins, the covalent attachment of an acyl group, is a very frequent
protein modification. This reaction is typically mediated by specific acyl transferases and involves transport
of an acyl group from a donor to an amino acid residue. A diverse spectrum of cellular proteins is post-
translationally acylated and therefore become biologically active. This phenomenon occurs in bacterial
toxins, which are important factors of the virulence of pathogenic bacteria. Protein lipidation regulates
numerous biological pathways such as membrane targeting, protein secretion, cell signaling, and apoptosis.
Posttranslational acylation is also required for Ras activity and many other cancer-causing proteins.
Therefore, inhibitors of acyltransferases of these proteins are being tested as targets for antitumor drugs. In
this work, findings about individual types of lipidation, including a description of specific acylated proteins

are summarised.
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1. Uvod

Biosyntéza polypeptidového fetézce na ribozomu velice Casto neprodukuje zcela funkéni protein. Nove
enzymaticky a dochézi k nim po piekladu templatové mRNA, tedy po translaci. Proto jsou tyto dodate¢né
procesy oznacovany jako posttranslaéni modifikace. K témto zméndm miize také dochazet jiz béhem
samotné syntézy proteinu, tento jev je poté oznacovan jako modifikace spfazena s translaci. Existuje fada
proteinovych funkci, které vyzaduji posttranslacni modifikaci aminokyselinovych zbytka. Piikladem
muze byt pfeména inaktivniho apoproteinu na funkéni enzym, ke které dochazi kovalentnim pfipojenim
prostetické skupiny na peptidovy fetézec. Dalsim disledkem posttranslacnich modifikaci mtze byt
regulace biochemickych procesti zménou enzymatické aktivity proteinu. Také oznaceni proteinti pomoci
téchto modifikaci je klicové a zajistuje vnitrobunécnou lokalizaci, véetné transportu do proteazomu.
V neposledni fadé nékteré posttranslacni Gpravy ptimo ¢i nepfimo ovliviiuji konformaci a strukturu nove

vznikajiciho proteinu.

Termin posttranslacni modifikace oznacuje upravy v polypeptidovém fetézci a tyto Gpravy lze rozdélit do
dvou skupin. Prvni skupinou jsou procesy, u kterych dochazi k proteolytickému St€peni peptidovych
vazeb, coz ma za nasledek vznik polypeptidovych fragmentti. Druha skupina se sklada z uprav, které
modifikuji polypeptidovy fetézec pfidanim rtiznych chemickych skupin k aminokyselinovym zbytkim,
ale obvykle pfi tom nenarusuji kostru polypeptidu. Chemicka povaha a funkce téchto modifikaci je
odlisna, navic kazdy typ modifikace je typicky pro urCity aminokyselinovy zbytek. Vysledkem téchto
procest je bunéény proteom, ktery se sklada z vice komponent, nez je ptivodné geny kédovano v genomu.
Jako ptiklad nejcastéjSich posttranslacnich modifikaci 1ze uvést fosforylaci, glykosylaci, ubikvitinaci,

methylaci, acetylaci a mnohé dalsi, na které neni tato prace zameétena.

Lipidace neboli acylace je posttranslaéni modifikace proteinu privésky lipidové povahy. Podili se na
maturaci mnoha proteinii v organismech s prokaryotickym i eukaryotickym typem bunky. Témito
privésky mohou byt bud’ samotné lipidy nebo zbytky mastnych kyselin (viz obrazek 1). Existence
proteind, které nesou kovalentné navazané zbytky fetézcli mastnych kyselin je znama jiz od pocatku 70.
let (Braun a Radin, 1969; Gagnon et al., 1971). Takto modifikované proteiny jsou klasifikovany bud’ na
zaklad¢ typu piipojované mastné kyseliny nebo lipidu, nebo podle modifikované aminokyseliny ¢i donoru
dané skupiny. Jednotlivé typy lipidi a mastnych kyselin, vyuzivanych k posttranslaénim upravam
proteintl, maji odliSny chemicky charakter. To vede k tomu, Ze dodévaji cilovym proteiniim jiné funkéni
rysy. (Casey, 1995). Nejcastéji pfipojovanymi mastnymi kyselinami jsou zbytky kyseliny myristové a
palmitové (Stanley et al., 1998). Lipidace u proteinti zvySuje hydrofobicitu a hraje klicovou roli v regulaci
proteinovych struktur a funkci. Bylo téZ prokazano, ze chyby v regulaci lipidace jsou spjaty s mnoha
onemocnénimi, jako jsou napfiklad poruchy nervového systému ¢i rizné typy zhoubného bujeni. Z tohoto
divodu byly enzymy, které jsou odpovédné za piipojovani a odstranovani piivéskl lipidové povahy

oznaceny jako potencialni cile 1€kt u Siroké Skaly chorob (Resh, 2012).



Cilem této bakalai'ské prace je shrnout nejnovejsi poznatky o modifikacich proteind latkou lipidového
charakteru. Jsou zde popsany mechanismy vedouci k lipidaci, dale funkce této modifikace v aktivité a
cileni proteint a na konkrétnich ptikladech proteinti je ukdzan vyznam této modifikace. Kazda kapitola

je vénovana jednomu typu lipidové modifikace.
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Obrazek 1: Hlavni tiidy proteinovych acylaci u organismii s prokaryotnim a eukaryotnim typem
buiiky. Je zndzornéna struktura lipidu a jeho pripojeni na proteinovou kostru (kromé prikladi
neprimého pripojeni u fosfopanteteinylovanych a glypiovanych proteinii). Zavorky kolem methylové
skupiny u geranylgeranylace zndzoriuji, Ze karboxymethylace neni univerzalni pro vsechny takto
modifikované proteiny. (Upraveno podle Stanley et al., 1998.).

2. Palmitoylace

Palmitoylace je forma modifikace proteinu, ke které dochazi navazanim kyseliny palmitové (mastna
kyselina s fetézcem nesoucim 16 uhlikd). Ta se pfipojuje pomoci esterové nebo thioesterové vazby k
aminokyselinovym zbytktim (Bolanowski et al., 1984; Magee a Schlesinger, 1982). Tento typ modifikace
byl poprvé pozorovan na pocatku 70. let minulého stoleti u strukturniho proteinu v myelinu hovéziho
mozku (Braun a Radin, 1969). Esterovy charakter vazby byl poté prokézan u virového glykoproteinu

(Schmidt a Schlesinger, 1979). Podle toho, jaky aminokyselinovy zbytek je palmitatem modifikovan, jsou



rozliSovany tii typy palmitoylace. Prvni z nich je tzv. S-palmitoylace vyskytujici se u proteind, u kterych
je palmitat pfipojen thioesterovou vazbou na cysteinovy zbytek. Oznacovana je podle vazby pies
thiolovou skupinu (Casey, 1995). Totozné pfipojena k proteinu nemusi byt pouze kyselina palmitova, ale
rovnéz také 18 uhlikt dlouha kyselina stearova a jiné vyssi nasycené mastné kyseliny. Obecnéjsi oznaceni
této proteinové modifikace je tedy S-acylace (Chen et al., 2018). Labilni povaha thioesterové vazby
umoziuje vysokou reverzibilitu acylace a enzymy mohou katalyzovat ptfidani nebo odstranéni lipidu, coz
reguluje aktivitu proteinu (Jiang et al., 2018). Mezi S-palmitoylované proteiny patii naptiklad receptory

spfazené s G proteiny (O’Brien a Zatz, 1984) nebo Ras proteiny (Chen et al., 1985).

Oproti tomu N-palmitoylace a O-palmitoylace patii mezi modifikace trvalé a nebyly zatim pozorovany u
mnoha proteinti (Chen et al., 2018). U O-palmitoylace dochazi k vazbé palmitidtu na serinové nebo
threoninové aminokyselinové zbytky esterovou vazbou (Chen et al., 2018). O-palmitoylace se nachézi
napiiklad na konzervovanych serinovych zbytcich u Wnt proteini. Wnt proteiny jsou sekretované signalni
proteiny hrajici dlezitou roli béhem vyvoje i v dospélosti. Dochazi zde k vazbé monosaturované mastné
kyseliny palmitoolejové pomoci O-acyl transferazy nazyvané Porcupine (Hofmann, 2000; Kadowaki et
al., 1996). Palmitoylace Wnt proteintl je nezbytna pro jejich signalizaci (Franch-Marro et al., 2008; Willert
et al., 2003). Lidsky gen této acyl transferazy (PORCN) je lokalizovany na X chromozomu a mutace
vném vedou k vzacnému genetickému onemocnéni fokalni dermalni hypoplazie neboli Goltzové
syndromu (Grzeschik et al., 2007). Toto onemocnéni je charakteristické vadami kaze, kostry, oci a
vyvojovymi defekty (Goltz, 1992). O-palmitoylace byla také pozorovana na serinovém zbytku histonu
H4 a dochazi k ni pomoci lysofosfatidylcholin acyl transferazy I (Lpcatl). Tato epigeneticka modifikace
reguluje globalni transkrip¢ni aktivitu, protoze utlumeni Lpcatl ¢i mutace v N-koncovém serinu vedly ke

snizené syntéze mRNA (Zou et al., 2011).

N-palmitoylace je modifikace, béhem které dochazi k ptipojeni palmitatu amidovou vazbou na N-
koncové cysteinové zbytky proteinu. Byla prokazana u sekretovanych signalnich Hedgehog a Spitz
proteini. Rodina Hedgehog proteinti, coZ jsou sekretované morfogeny regulujici rust a diferenciaci,
podstupuje béhem svého zrani vice lipidovych modifikaci. Maturovany Hedgehog signalni protein vznika
autokatalytickym §tépenim prekurzorového polypeptidu. Nasledné je na C- konec maturovaného proteinu
kovalentn¢ pfipojen cholesterol a N-koncovy cysteinovy zbytek podléha N-palmitoylaci (Mann a Beachy,
2004; Pepinsky et al., 1998). Ob¢ tyto Gpravy jsou nezbytné pro dlouhodobou ti¢innost signalizace (Chen
et al., 2004; Gallet et al., 2006; Lee et al., 2001). Tento typ modifikace se ukazal byt esencialni i u
signalizace Sonic Hedgehog proteind v lidskych karcinomovych buiikach (Konitsiotis et al., 2014). Bylo
pozorovano, ze abnormalni Sonic Hedgehog signalizace méa za nasledek proliferaci Cetnych linii
rakovinnych bunck. Zajimavé je, ze sniZzeni palmitoylace katalyzované Hedgehog acyl transferazami
(Hhat) (Buglino a Resh, 2008) vede ke sniZeni signalizace, proliferace a invazivity lidskych rakovinnych
buné¢k (Thinon a Hang, 2015). Toto zjisténi déla z inhibice Hhat cil k potlaceni ristu tumoru (Konitsiotis

etal., 2014).



Spitz protein, nachazejici se u Drosophila melanogaster, je hlavnim aktivatorem receptoru epidermalniho
rustového faktoru (EGF) a také podléha N-palmitoylaci (Resh, 2006). Tato modifikace je nezbytna pro
signalizaci zprostifedkovanou EGF receptorem a podporuje asociaci Spitz proteinu s plazmatickou
membranou. Snizuje také jeho sekreci z buniky, coz mlze vést ke zvySeni lokalni koncentrace tohoto

proteinu a nasledné efektivni signalizaci a aktivaci EGF receptoru (Miura et al., 2006).

2.1. Mechanismus S-palmitoylace

Mechanismus zodpovédny za piipojeni palmitatu na protein byl objasnén az 30 let po objeveni této
posttransla¢ni modifikace (Linder a Deschenes, 2003). Nyni je znamo, Ze vétSinu proteinovych
palmitoylaci maji na svédomi enzymatické reakce katalyzované evolu¢né konzervovanou rodinou
proteinovych acyl transferaz (PATs). Tyto enzymy katalyzujici pfipojeni palmitatu na cysteinové zbytky
byly objeveny na pocatku tohoto stoleti (Jiang et al., 2018; Lobo et al., 2002; Roth et al., 2002).

In vitro bylo ovSem prokazano, ze palmitoylace se mlze objevit i za nepfitomnosti specifické acyl
transferazy. Jako donor acylové skupiny funguje palmitoyl-koenzym A (CoA) (Duncan a Gilman, 1996).
Tento typ reakce se oznacuje jako neenzymaticka ¢i autokatalytickd palmitoylace a in vitro byla
pozorovana u fady proteinil jako je SNAP-25 nebo u Ga podjednotky (Chen et al., 2004; Ross a Braun,
1988; Tu et al., 1997).

Kromé¢ autokatalytické palmitoylace byla u proteinu Ras2 ze Saccharomycces cerevisiae objevena také
acyl transferaza provadéjici acylaci Ras proteint. Ta je kodovana geny erf2 a erf4 (Lobo et al., 2002).
Enzymovy komplex Erf2-Erf4 byl shledan jako esencialni pro palmitoylaci Ras2 proteinu u S. cerevisiae.
Katalyticka aktivita se nachazi pouze na Erf2, ale Erf4 je nezbytny pro stabilni expresi Erf2. Ve stejnou
dobu byl protein Akrl identifikovan jako PAT u kvasinkové kaseinové kinazy Yck2 (Roth et al., 2002).
Erf2 a Akrl jsou homologni vjediné doméné a tou je tzv. DHHC (nazev domény odvozen od
konzervované sekvence Asp-His-His-Cys) cystein-bohat4 konzervovana doména (DHHC-CRD), ktera je
charakteristickd pro palmitoyl transferazy (Jiang et al., 2018). V roce 2004 byl identifikovan prvni savci
protein s palmitoyl transferazovou aktivitou modifikujici cystein (Keller et al., 2004). Tento protein se
nazyva GODZ nebo také DHHC3, ke kterému bylo v lidském genomu objeveno 23 homolognich
proteinti. U mnoha z nich jiz byla identifikovana PAT aktivita a to napovida, ze DHHC proteiny by mohly
obecné pusobit jako palmitoyltransferazy (Fukata et al., 2004; Jiang et al., 2018).

2.1.1.DHHC proteiny

Tyto proteiny maji nékolik transmembranovych domén a konzervovanou DHHC-CRD sméftujici do
cytoplazmy. Pocet transmembranovych domén se pohybuje od 4 (DHHCI1, DHHC2) do 6
(DHHC13,DHHC17). Konzervovana DHHC-CRD je umisténa uprostied enzymu mezi
transmembranovou doménou 2 a 3 (Jiang et al., 2018). N- a C- konce téchto domén odhalené do

cytoplazmy zajist'uji diverzitu DHHC proteint. Ta umoziiuje, aby konkrétni DHHC proteiny zajistovaly



specifické funkce (Gottlieb a Linder, 2017). Tyto variabilni domény a sekvence na N- a C- konci

zprostiedkovavaji interakci, ktera je klicovym mechanismem interakce substratu a PAT (viz obrazek 2).

lumen

cytoplazma

DHHC cystein- @ Nalezeno u visch DHHC, kromé DHHC22
bohatd doména () Nalezeno u DHHC4, 13, 17 a 24
@ Nalezeno pouze 1 DHHC13, 17,23

Obrazek 2: Predpokladana struktura domén DHHC proteinit.
TMD = transmembranova doména, DHHC = konzervovana sekvence aspartat-histidin-histidin-
cystein. (Upraveno podle Jiang et al., 2018).

Bylo prokazano, ze povaha aminokyselinovych zbytki obklopujicich palmitoylované misto je pro
palmitoylaci klicova. Bazické zbytky jsou pro ni nezbytné, hydrofobni ji podporuji a kyselé zbytky
aminokyselin tuto reakci inhibuji (Bélanger et al., 2001). Pritomnost bazickych aminokyselin mtze také
podporovat interakci palmitatového donoru, protoZe jejich pozitivni naboje mohou reagovat se Ctyfmi
negativnimi naboji skupiny CoA (Bélanger et al., 2001; Duncan a Gilman, 1996). Dulezitost charakteru
okolnich aminokyselinovych zbytkli potvrdilo i to, Ze napiiklad negativné nabité¢ fosfatové skupiny
navazané na serin, ktery byl lokalizovany nedaleko palmitoylované casti f2-adrenergniho receptoru,
inhibovaly inkorporaci palmitatu (Moffett et al., 1996). U palmitoylace proteinu PSD-95 zaleZi na povaze
prvnich 13 aminokyselin. Dva modifikované cysteiny jsou obklopeny hydrofobnimi zbytky a mutace
téchto aminokyselin za hydrofilni vede k slabsi modifikaci. Dal$im takovym piikladem je palmitoylace
SNAP23 pomoci DHHC15, i kdyz SNAP23 neni substratem této acyltranferdzy. K palmitoylaci zde
dochazi, pokud je cystein v pozici 79 v blizkosti palmitoylovaného cysteinu mutovan na fenylalanin.
Takto vznikla mutanta Cys79Phe je vysoce podobna SNAP25Db, ktery je béznym substratem DHHC15
(Greaves et al., 2010).

Studie kvasinkovych Erf2/Erf4 a sav¢ich DHHC2 a DHHC3 odhalily, ze DHHC proteiny sdili tzv.
dvoukrokovy ping-pongovy mechanismus acylace (Jennings a Linder, 2012; Mitchell et al., 2010).
V prvnim kroku se enzym rychle sdm acyluje (palmitoyl-CoA vyuziva jako donor) a vytvaii tzv. acyl-
enzymovy intermediat. Formovani intermediatu zalezi na konzervované DHHC doméné. Pokud je cystein
zameneén za serin, tak tato mutanta nemtze byt acylovana a napovida to, Ze cystein je tou Casti proteinu,
kde dochézi k palmitoylaci. Ve druhém kroku, ktery je pomalejsi, je palmitat pfesunut na cilovy protein.
Mutace prvniho histidinu v domén¢ blokuje pouze druhy krok (Mitchell et al., 2010) a naznacuje to, ze
histidin je zapojen do pfenaseni acylové skupiny na substrat, ale neni nezbytny pro tvorbu intermediatu

acyl-enzym, zatimco mutace cysteinu blokuje autoacylaci v prvnim kroku (Lobo et al., 2002). Tento



dvoukrokovy kineticky mechanismus je obecné aplikovatelny u DHHC proteinti, nicméné Gonzélez
Montoro et al., 2015 poukazal na to, Ze minimélné dva kvasinkové DHHC proteiny, Swfl a Pfa4, jsou
schopny palmitoylace substratu i za neptitomnosti cysteinu v DHHC doméné. Celd tato reakce je

energeticky neutralni a neni zde potfeba zadny zdroj energie (Lobo et al., 2002).

Je mnoho faktorli, které ovliviuji specifitu PATs. Jednd se o proteinové interakce domén,
aminokyselinové slozeni nebo bunécnou lokalizaci. Obecné se da tict, ze DHHC proteiny maji
prekryvajici se substratovou specifitu, protoze dojde-li k inaktivaci konkrétni PAT, ztrata palmitoylace se
projevi na vice kvasinkovych proteinech (Roth et al., 2006). Jiz zminény kvasinkovy Erf2 protein mtze
palmitoylovat i jiné substraty nez Ras, ale palmitoylace je mnohondsobné slabsi. To ukazuje, ze PATs
maji vysokou preferenci pro urcity typ substratu. Ptikladem je tyrosin kindza Lck modifikovana DHHC17
a DHHCI18, ptipadn¢ PSD-95 modifikovany DHHC2 a DHHCI15. D4 se fict, Ze protein mize byt
palmitoylovan vice nez jednim DHHC proteinem, ale také existuji pfiklady vysoké substratové specifity
jako je tomu u DHHCI19 a jeho jediného substratu R-Ras. Az krystalické struktury vnesou ptesny pohled
na interakce DHHC proteind se substraty. Zatim bylo krystalizovano jen nékolik nekatalytickych domén
DHHC proteini (Jiang et al., 2018). PATs nemaji Siroké pole specifity jen u proteinovych substrati, ale
také u acyl-CoA substratt. Nejvice preferovanym substratem je palmitoyl-CoA, myristoyl-CoA a steroyl-
CoA (Jiang et al., 2018). Nedostatek dat z hmotnostni spektrometrie urcujici identitu modifikace
katalyzované DHHC proteiny, zanechava moznost, Ze i ostatni acylové skupiny mohou byt pfipojovany
touto rodinou PATs. Tato myslenka je podpofena pozorovanim, Ze i ostatni mastné kyseliny jako kyseliny
arachidonova, stearova nebo palmitoolejova jsou k substratiim ptipojovany thioesterovou vazbou (Casey

et al., 1994; Fujimoto et al., 1993; Hallak et al., 1994).

DHHC proteiny jsou lokalizovany v plazmatické membrané, endoplazmatickém retikulu (ER), Golgiho
aparatu a v endozomalnich membranach. Presny mechanismus, podle kterého jsou DHHC proteiny takto
rozmistény, neni dosud znam. Vnéjsi stimuly mohou ménit lokalizaci DHHC enzymi. V dendritickych
bunikach se v dendritickych trnech nachazi protein PSD-95, ktery se po odstranéni palmitoylace pfesouva
zpét do téla neuronu, aby mohl byt pomoci DHHC2 znovu palmitoylovan a poslan znovu do trnu dendritu.
Pokud je zablokovana synapticka aktivita, DHHC2 vacky se ptresouvaji do blizkosti postsynaptické
membrany a zvySuji hladinu palmitoylace u PSD-95, coz vede k obnoveni aktivity AMPA glutamatového

receptoru a nastoleni homeostazy (Noritake et al., 2009).

2.2.Regulace S-palmitoylace

Palmitoylace je vratna reakce, coz naznacuje, ze regulace proteind je fizena po sobé jdoucimi cykly
palmitoylace a odstranéni palmitoylu (viz obrazek 3). Za odstranéni palmitoylu je zodpovédny enzym
acyl-thioesteraza (Camp a Hofmann, 1993). Prvnim izolovanym proteinem s touto aktivitou byla
palmitoyl-protein thioesteraza (PPT1), coz je lysozomalni hydrolaza Sté€pici acylové skupiny
z modifikovaného cysteinu. Mutace v tomto proteinu zplisobuje onemocnéni zvané détska neuronalni

ceroidni lipofuscindza (Santavuori, 1988), coz je progresivni encephalopatie zptisobend akumulaci



lipofuscinu ve tkanich. Toto onemocnéni vede k oslepnuti, zachvatlim a mozkové smrti v nizkém véku
(Vesa et al., 1995). Studie prokazaly, ze PPT1 je zodpovédna za sprdvnou degradaci thioesterti u S-
acylovanych proteinit (Lu et al., 1996). DalSimi dvéma znamymi cytosolickymi acyl-thioesterazami,
zodpovédnymi za odstranéni palmitoylu u mnoha S-acylovanych proteinti, jsou APT1 a APT2 (Jiang et
al., 2018). Je pozoruhodné, ze samy APT1 i APT2 podléhaji palmitoylaci. Tato modifikace je cili do
plazmatické membrany, kde mohou odstrafiovat acyly ze substratovych proteini (Kong et al., 2013).
Palmitoylace miize byt také trvald modifikace, je tomu tak naptiklad u hemaglutininu viru Zloutenky A,

virového membranového glykoproteinu (Veit a Schmidt, 1993).

palmitoyltransferiza
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palmitoyl-CoA \(_;*
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Obrazek 3: Dynamicky proces S-palmitoylace. Palmitat z palmitoyl-CoA je pomoci palmitoyl
transferazy zrodiny DHHC proteinit prenesen na thiolovou skupinu na cysteinovem zbytku. S-
palmitoylované proteiny se stavaji hydrofobni, coz umozZiiuje jejich zakotveni do membrany. Acyl-
thioesterazy odstranuji palmitoylovou skupinu a proteiny jsou premistény do cytoplazmy. (Upraveno
podle Sobocinska et al., 2018).

Konzervovana CRD u DHHC proteinti obsahuje mnoho palmitoylovanych cysteinovych zbytk, které
jsou odlisné od katalytického cysteinu. Tyto cysteiny se nachazi mimo DHHC doménu a vytvari unikatni
motiv, ktery byl nalezen u n€kolika DHHC proteinti (Yang et al., 2010). Funkce modifikace téchto
cysteinovych zbytkli a pfesny mechanismus vyzaduji vétsi prozkoumani. Mize se jednat o dusledek

autokatalytické aktivity nebo aktivity jiného DHHC proteinu (Abrami et al., 2017).

DHHC2 a DHHC3 proteiny vytvari homodimery, coz snizuje jejich enzymovou aktivitu. Naznacuje to,
Ze oligomerizace miZze byt prostiedkem regulace DHHC PAT aktivity u DHHC proteinti (Lai a Linder,
2013). Dal$im moznym regulaénim mechanismem je fosforylace DHHC proteint (Lievens et al., 2016),
pripadné také interakce DHHC s dal$imi proteiny. P¥ikladem je protein DHHC9, ktery vyzaduje pro svou
spravnou funkci protein GCP16 (Golgi complex-associated protein of 16 kDa). DHHC proteiny vazi



v CRD oblasti ionty zinku. Zajimavosti je, Ze tyto cysteiny mohou podléhat také palmitoylaci. Vztah mezi
navézanim zinku a palmitoylaci cysteinovych zbytkil nachézejicich se v této oblasti je nejasny, ale mohl

by to byt dalsi regula¢ni mechanismus.

2.3. Funkce S-palmitoylace

H-Ras, N-Ras a K-Ras jsou nejznaméjsimi lidskymi Ras proteiny (Barbacid, 1987). Ras je maly GTP
vazebny protein, ktery existuje v aktivnim stavu s navazanym GTP a v neaktivnim stavu s navazanym
GDP. GEF (guanine nucleotide exchange factor) aktivuje Ras protein vyménou GTP za GDP (Chardin et
al., 1993), kdezto GAP (GTPase-activating protein) inaktivuje Ras spousténim hydrolyzy GTP na GDP
(Mittal et al., 1996). Mnoho posttranslacnich tprav reguluje aktivitu Ras (Ahearn et al., 2012). Ras
proteiny jsou prenylovany na C-konci, nicméné to nestaci pro vytvoteni dostatecné vazebné afinity
k plazmatické membran€ (Silvius a I’Heureux, 1994). Proto jsou potieba dalsi modifikace jako naptiklad
palmitoylace cysteinu u H-Ras, N-Ras a K-Ras4A proteinti. H-Ras je palmitoylovan na dvou mistech
(Chandra et al., 2012). Poté, co je Ras protein farnesylovan i palmitoylovan, dochézi k jeho sortovani do
vacki a transportu do plazmatické membrany (Rocks et al., 2005). Poté dochazi k odstranéni palmitoylu
pomoci acyl-thioesteraz (Dekker et al., 2010). Slaba vazebna afinita vede ke smerovani Ras proteint do
Golgiho aparatu (Chandra et al., 2012), kde jsou znovu acylovany a posldny zpét na plazmatickou
membranu. Tento dynamicky cyklus acylace a nasledné odstrafiovani acylu pomaha udrzet Ras proteiny

lokalizované na plazmatické membrané (Rocks et al., 2010).

S-palmitoylace muize také regulovat stabilitu proteinu. To bylo ukazéno na proteinu TIgl u kvasinek,
ktery hraje klicovou roli v transportu proteinti Golgiho aparatem (Coe et al., 1999; Siniossoglou a Pelham,
2001). Tlgl je palmitoylovan acyl transferazou Swfl (Valdez-Taubas a Pelham, 2005). Tato modifikace
stabilizuje Tlgl a zabrafiuje jeho degradaci. Pokud k palmitoylaci nedochdzi z divodu inaktivace Swfl
nebo mutace palmitoylovaného mista, dochazi k ubikvitinaci Tlgl a jeho degradaci (Valdez-Taubas a
Pelham, 2005). S-palmitoylaci je regulovana stabilita i dalSich proteinti. Palmitoylace receptoru CCRS5
pro HIV stabilizuje membranovou lokalizaci tohoto receptoru (Percherancier et al., 2001). Dalsi funkci
palmitoylace je zabranéni agregace proteinu. Do povédomi pfisla tato funkce palmitoylace ze studii
Huntingtonovy choroby, ktera je zplisobena mutaci v genu pro huntingtin. Zdravy jedinec ma v N-
koncové oblasti tohoto proteinu 6-35 opakujicich se glutaminovych zbytkt. Pacient s Huntingtonovou
chorobou ma v této oblasti vice nez 40 glutaminovych zbytkl. Tyto pfebyte¢né glutaminy zplsobuji
agregaci huntingtinu, ktery je primarnim ukazatelem tohoto onemocnéni (Landles a Bates, 2004).
Nadmeéma exprese DHHC17 ucinné redukuje agregaci huntingtinu, proto by palmitoylace provadéna

DHHC17 mohla pfinést nové cile 1écby proti Huntingtonové chorobé (Yanai et al., 2006).

2.3.1.Biologické funkce DHHC proteinu

V objasnéni funkéni role palmitoylace byl zaznamenan velky pokrok, ale role DHHC enzymu ziistava
malo pochopena. Mutace v téchto proteinech jsou spojovany s neurodegenerativnimi onemocnénimi jako

je Huntingtonova choroba, Alzheimerova choroba nebo schizofrenie, s nékterymi typy rakovinného
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bujeni, ptipadné s n€kterymi vyvojovymi vadami. Funkce DHHC proteint je spjata s proteinovymi
substraty, které modifikuji a tim také reguluji. Jelikoz tyto substraty jesté nebyly ve vétSin€ piipada
kompletné identifikovany, je celkové pochopeni biologickych funkci DHHC proteini omezené (Jiang et

al., 2018).

Jednim z nejstudovanéjSich piipada je role DHHC17 v Huntingtonové chorobé. Ukazalo se, ze protein
huntingtin moduluje palmitoylaci samotného DHHC17 a ovliviiuje jeho enzymatickou aktivitu. Ztrata
normalni funkce huntingtinu, ktery nemiize regulovat palmitoylaci DHHC17, mtze ptispivat k patogenezi
v Huntingtonoveé chorobé (Huang et al., 2011). Protoze vétSina substratt DHHCI17 je zapojena do
neurologickych procest, ztrata huntingtinu nebo funkce DHHC17 vede k neurologickym defektim. Mysi
deficientni v DHHC17 vykazuji stejné chovani i neurologicky fenotyp jako pacienti s Huntingtonovou

chorobou (Sutton et al., 2013).

2.4. Palmitoylace u viri a bakterii

Viry nekdduji palmitoyl transferazy, ale vyuzivaji mechanismy hostitelské palmitoylace pro modifikaci
svych proteinti. S-palmitoylace byla u virového glykoproteinu objevena v roce 1979 (Schmidt et al.,
1979). Nejvice prostudovana skupina virovych palmitoylovanych proteinti se nachdzi mezi obalenymi
viry. Tyto viry maji na svém povrchu kromé kapsidy i dvouvrstevny obal z lipidi a glykoproteint.
Ptikladem S-acylovanych transmembranovych glykoproteinti jsou proteiny hemaglutinin a tzv. matrixovy
protein, pfitomné v obalu viru chiipky. Matrixovy protein na sebe vaze také cholesterol (Kordyukova et

al., 2008; Thaa et al., 2011).

Bakterie postradaji palmitoyl transferazy zrodiny DHHC a v podstaté se u nich nevyskytuji S-
palmitoylované proteiny. Naopak se u nich vyvinuly unikatni mechanismy vyuzivajici mastné kyseliny,
jako kyselinu palmitovou, pro modifikace glykolipida a proteind. Tyto modifikace posiluji infek¢nost a
pomahaji bakterii vyhnout se rozpoznani vrozenym imunitnim systémem. Drtiva vétSina gram-
negativnich bakterii produkuje lipopolysacharid (LPS) jako ¢ast své vnéjSi membrany. LPS se sklada
z variabilniho polysacharidového O-antigenu a vice konzervovaného lipidu A obsahujiciho dva
glukosaminové zbytky. Lipid A je na plazmatické membran€ hostitelskych imunitnich bunék
rozpoznavan proteinem CDI14 a TLR4 receptorem. Tato aktivace TLR4 vede k silné prozanétlivé
odpovédi a mlize skoncit az sepsi (Iwasaki a Medzhitov, 2004; Sobocinska et al., 2018). Zaclenéni fetézce
palmitové kyseliny do lipidu A radikalné snizuje schopnost lipidu A aktivovat TLR4, indukovat
prozanétlivou odpoveéd’ a zvySuje tak $anci na prezivani bakterie v hostiteli. Tato strategie se vyskytuje
napiiklad u Salmonella typhimurium a Bordetella bronchiseptica (Kawasaki et al., 2004; Preston et al.,
2003). Reakce je katalyzovana palmitoyl transferazou lokalizovanou na vnéj$§i membrané patogent

(Bishop, 2005; Bishop et al., 2000).

Bakterie produkuji Siroké spektrum membranové vazanych proteintt modifikovanych N-koncovymi

lipidacemi, napiiklad palmitatem (Belisle et al., 1994). Bakterialni lipoproteiny jsou syntetizovany



vicestupniovymi procesy, které katalyzuje unikatni skupina lipoproteinovych enzymt Lgt (lipoprotein
diacylglycerol transferdza), Lsp (lipoprotein signalni peptiddza) a Lnt (lipoprotein N-acyl transferaza).
Formovani lipoproteinii zacina pfipojenim diacylglycerolu thioesterovou vazbou na cysteinovy zbytek.
Tento cysteinovy zbytek se nachazi v tzv. lipoboxovém motivu v signalni sekvenci v transmembranovém
lipoproteinovém prekurzoru. Signalni sekvence je nasledné sestfizena vedle modifikovaného cysteinu,
ktery se stava N-koncem zralého proteinu (Kovacs-Simon et al., 2011). U gram-negativnich bakterii ¢asto
dochazi jeste k pfipojeni tietiho fetézce mastné kyseliny, a to amidovou vazbou na aminoskupinu cysteinu
(viz obrazek 4). Obdobna reakce probihd u eukaryotnich hedgehog proteinti. Takto dokoncend lipidace u
lipoproteinti  zajistuje kotveni k cytoplazmatické membrané. Gram-pozitivni bakterie produkujici
lipoproteiny jsou napiiklad Streptococcus pneumoniae a Mycobacterium tuberculosis. 7 gram-
negativnich jsou to naptik Neisseria meningitidis, Borrelia burgdorferi a Treponema pallidum.
Lipoproteiny jsou klicové pro virulenci téchto bakterii. Kontroluji adhezi a vstup bakterie do hostitelskych
bunék, pripadné¢ chrani pred proteolyzou a oxidativnim stresem v hostitelské buiice (Houston et al., 2011;

Kovacs-Simon et al., 2011).
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Obrdazek 4: Biosyntéza bakterialnich lipoproteinii. (A-C) Dvoukrokova draha u gram-pozitivnich bakterii.
(A-D) trikrokova draha u gram-negativnich bakterii. (A) Prekurzorem lipoproteinii je preprolipoprotein
s N-koncovym signdlnim peptidem obsahujicim lipobox. (B) V pritbéhu zrani lipoproteinu je cysteinovy
zbytek v lipoboxu modifikovan diacylglycerolem pomoci lipoprotein diacylglycerol transferazy (Lgt).
Diacylglycerol slouzi jako membranova kotva. (C) Po acylaci dochazi k odstépeni signdlniho peptidu
pomoci lipoprotein signalni peptidazy (Lsp). U gram-pozitivnich bakterii se z cysteinového zbytku stava
novy N-konec a vznika zraly lipoprotein. (D) U gram-negativnich a nékterych gram-pozitivnich bakterii se
pomoci N-acyl transferdzy (Lnt) jesté na N-koncovy cystein pripojuje amidovou vazbou mastna kyselina.
(Upraveno podle Kovacs-Simon et al., 2011)
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Bakterialni RTX (z anglického repeats in toxin) cytolysiny jsou dalezitou skupinou proteintl, které jsou
syntetizovany jako inaktivni protoxiny. Ty podléhaji posttranslacni acylaci pomoci toxin-aktivacni acyl
transferdzy na e-aminoskupiné dvou konzervovanych lysinovych zbytkl. Pérotvorné RTX toxiny jsou
dilezitymi faktory virulence n€kterych gram-negativnich patogennich bakterii. Vyskytuji se napiiklad u
bakteridlnich rodd Escherichia, Bordetella, Proteus, Morganella, Vibrio a Kingella (Linhartova et al.,
2010). RTX toxiny sdili n€kolik charakteristickych vlastnosti. Mezi n¢ patii C-koncovy sekrecni signal
rozeznavany sekreénim systémem typu I. Ten umoziiuje translokaci toxinu z bakteridlniho cytosolu do
okolniho prostiedi. Dalsi spolecnou vlastnosti téchto toxinil jsou C-koncové domény bohaté na glycin a
aspartat, které po navdzani vapenatych iontd vytvari f-barelovou strukturu (Welch, 2001). RTX toxiny
dale obsahuji hydrofobni doménu vytvafejici pér a také acylovanou doménu. Na ni dochazi
k posttransla¢ni modifikaci lysinovych zbytkli kovalentnim pfipojenim fetézci mastnych kyselin

(Linhartova et al., 2010).

U adenylat cyklazového toxinu (CyaA) bakterie Bordetella pertussis byla nejdfive identifikovana
palmitoylace pouze na aminokyselinovém zbytku Lys-983 (Hackett et al., 1994). Tato acylace Lys-983
se ukdzala jako nezbytna pro aktivaci CyaA (Basar et al., 2001). Po nadprodukci v B. pertussis byla tato
modifikace detekovana také na zbytku Lys-860 (Hackett et al., 1995). Pokud byl tento protoxin
nadprodukovan v E. coli spolecné s jeho aktivaéni acyl transferazou CyaC, byla pozorovana jeho acylace
pfevazné fetézci kyseliny palmitové a palmitoolejové. V malém mnozstvi byla pozorovana také

myristoylace (Basar et al., 2001, 1999; Osickova et al., 2020).

Acylace RTX toxini je klicova pro jejich veskeré znamé cytotoxické aktivity (Barry et al., 1991; Osickova
et al., 2018; Stanley et al., 1994). Nicméné€ pfesny mechanismus, jakym se fetézce mastnych kyselin
podileji na tvorbé pord nebo na inzerci toxinu do membrany, zistava prozatim neobjasnén (Osickova et
al., 2020). Pritomnost fetézcli mastnych kyselin hraje roli pfi sbalovani CyaA do biologicky aktivni
konformace (O’Brien et al., 2019) a také pii nevratné interakci CyaA s bunéénym komplementovym
receptorem 3 (CR3, také nazyvany CD11b/CD18, integrin amp. nebo Mac-1) (El-Azami-El-Idrissi et al.,
2003; Masin et al., 2005). Geny acyl transferaz aktivujicich toxiny jsou mezi bakteridlnimi druhy vysoce
konzervované a u nékterych acyl transferaz byla dokonce zaznamenana aktivace heterolognich protoxind.
Prikladem muze byt aktivace leukotoxinu LktA Pasteurella hemolytica heterolognimi acyl transferazami
HlyC a CyaC. Tento toxin, bézné aktivovany acyl transferazou LktC, vykazoval stejnou aktivitu a
specifitu jako po aktivaci ptibuznou acyl transferazou. Tato reakce ale nefunguje reciproéné. HIyA a
CyaA aktivované acyl transferazou LktC nevykazovaly hemolytickou ani cytotoxickou aktivitu (Forestier
a Welch, 1990; Westrop et al., 1997). Zatim ale nebylo urceno, pro¢ jsou n€které¢ RTX protoxiny ucinné
aktivovany heterolognimi acyl transferazami a nékteré ne (Osickova et al., 2020). Tato studie prokazala,
ze prislusna RTXC acyl transferaza je tim enzymenm, ktery vybira typ fetézce mastné kyseliny piipojovany
na proRTXA protein. Pfislu$na acyl transferaza také rozhoduje o tom, zda u proRTXA bude modifikovan
pouze jeden lysinovy zbytek nebo oba (Osickova et al., 2020). Tato tvrzeni byla prokdzana experimentem,

ve kterém CyaA toxin aktivovany acyl transferazou CyaC prokazoval acylaci pfedevsim fetézci kyseliny
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palmitové a palmitoolejové na Lys-860 a Lys-983. Zhruba 31% Lys-860 ziistalo pomoci CyaA
nemodifikovano, Lys-983 byl acylovan téméf kompletné (z 99%). V kontrastu s tim bylo méfeni, pfi
kterém byl proCyaA produkovan v ptitomnosti acyl transferazy HlyC z Escherichia coli a nasledné RtxC
z Kingella kingae. Pozorovana byla pouze minimalni acylace (0-1%) na Lys-860, kdeZto druhé acyla¢ni
misto na Lys-983 bylo témito dvéma acyl transferdzami acylovano kompletné. HlyC a RtxC ovSem
modifikovaly Lys-983 kratSimi fetézci mastnych kyselin, a to kyselinou myristovou (C14) a
hydroxymyristovou (C14-OH). Z toho vyplyva, ze rizné RTXC acyl transferdzy vykazuji odliSnou
selektivitu pro acylové zbytky rozmanitych délek, nebot’ CyaC preferovala pro acylaci témét vyhradné
fetézce kyseliny palmitové a palmitoolejové. Data také ukazuji, ze RTXC acyl transferdzy lépe

rozpoznavaji a modifikuji druhé, vice konzervované, acyla¢ni misto (Osickova et al., 2020).

3. Prenylace

Prenylace je jednim z typd lipidovych modifikaci zahrnujici kovalentni pfipojeni izoprenoidnich
sloucenin farnesylu (C15) nebo geranylgeranylu (C20) na konzervované cysteinové zbytky na C-konci
proteinu nebo blizko né€j. Modifikace pomoci geranylgeranylu se vyskytuje castéji (Epstein et al., 1991;
Rilling et al., 1990). Prenylaci podléhaji vice nez 2% sav¢ich proteind (Epstein et al., 1991). Izoprenoidy
predstavuji skupinu sloucenin vytvorenych z isopentenyl pyrofosfatu, ktery obsahuje pétiuhlikatou
izoprenoidni jednotku, stavebni blok vSech izoprenoidi (Zhang a Casey, 1996). Prvni zminky o tom, Ze
izoprenoidy mohou modifikovat polypeptidy se zacaly objevovat ve studiich na konci 70. a za¢atkem 80.
let minulého stoleti, a to na strukturach oznacovanych jako tzv. mating faktory u hub. Prvni mating faktor
obsahujici prenylovou skupinu byl objeven u kvasinky Rhodospiridium toruloides, u které bylo prokazano
navazani farnesylové skupiny na cysteinovy zbytek na C-konci proteinu (Clarke, 1992; Kamiya et al.,
1978). Tato modifikace spoc¢iva v ptipojeni izoprenoidové slouc¢eniny pomoci thioetherové vazby. Tento
typ vazby je pevnéjsi neZ vazba thioesterova nebo esterova, proto se predpokladalo, Ze tato modifikace je
nevratna. OvSem v lysozomech byla popsédna pifitomnost prenylcystein lyaz, které mohou tento typ vazby

Stépit a degradovat prenylované proteiny (Tschantz et al., 1999; L. Zhang et al., 1997).

AZ objasnéni biosyntézy cholesterolu polozilo zékladni kamen pro odhaleni prenylovanych proteind u
savcl. Syntéza mevalonatu pomoci enzymu HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A)
reduktazy je kli€ovy krok pro vznik cholesterolu. Mevalonova kyselina je prekurzorem sterolti, dolicholu,
ubichinonu a dalSich izoprenoidovych derivati (Schroepfer Jr, 1981), ale také hraje roli v posttransla¢nich
modifikacich proteinti (Schmidt et al., 1984). Objeveni mevastatinu (compactinu) jako inhibitoru HMG-
CoA reduktazy umoznilo studium metabolismu mevalonatu v bunikach (Endo, 1992). Bylo téZ odhaleno,
ze buiiky kultivované v pfitomnosti compactinu, ke kterym byla nasledné ptidana exogenni radioaktivni
kyselina mevalonova, maji do svych proteinli inkorporované metabolity této kyseliny (Schmidt et al.,
1984). Jeden z takto prenylovanych proteinti byl identifikovan jako jaderny lamin B (Beck et al., 1988),
ktery je komponentou jaderné laminy. Lidsky lamin B miZze byt také modifikovany farnesylem na

cysteinovych zbytcich pomoci thioetherové vazby (Farnsworth et al., 1989; Hancock et al., 1989).
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Farnesylace byla popséna také u Ras proteinti (Hancock et al., 1989; Schafer et al., 1989), u kterych je
nezbytnd pro vznik onkogennich forem téchto proteint (Casey et al., 1989; Schafer et al., 1989). Tyto
objevy dramaticky zvysily z4jem o studium prenylace (Gibbs, 1991).

Kédujici sekvence laminu B a Ras proteint ukéazala, Ze na C-konci téchto proteint se vyskytuje motiv
CAAX. Pismeno "C" zde predstavuje cysteinovy zbytek, na ktery je pfipojovan izoprenoid. "A" znamena
alifatickou aminokyselinu a pismenem "X" byla oznacena nedefinovana aminokyselina (Farnsworth et
al., 1989; Powers et al., 1986). Tento motiv pfedpovidajici prenylaci byl odhalen v proteinech od nizsich
eukaryot az po savce (Clarke, 1992; Schafer and Rine, 1992). Vyhleddvani v databazich proteinovych
sekvenci odhalila mnoho dalSich kandidatt, vétSinou z fad GTP-vazebnych proteinti souvisejicich s Ras
proteiny (Hancock et al., 1989; Schafer et al., 1989), u kterych byla nasledné prenylace potvrzena
experimentalné (Casey, 1992). Prenylace neni jedinou posttranslacni modifikaci objevujici se na CAAX
motivu. Konkrétné, maturované formy prenylovanych proteini po pusobeni peptidazy v ER jiz
neobsahuji tii C-koncové aminokyseliny ("AAX") (Boyartchuk et al., 1997). Navic maji na
prenylcysteinu piipojenou karboxymethylovou skupinu (Clarke, 1992; Dai et al., 1998). Vysledkem

téchto tii krokti je produkce maturovanych proteinil s vysoce hydrofobnim C-koncem (viz obrazek 5)
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COMe AdoHcy  AdoMet AAX
NH 3 =
Methyl transferdza N .
\\ Peptidaza
1
sH ?Mm
,\Ii'\" NH Prenyl transferaza. NH
S — 3- 7—-? k.
PP-hrbrdnis Pi

Obrazek 5: C-koncova uprava prenylovanych proteinii.

Syntetizované proteiny obsahuji CAAX motiv s cysteinem na ctvrtém misté od C-konce. Prenylace je
katalyzovana prenyl transferazou vyuzivajici jako donor prenyl difosfat. Podle toho, jaky
aminokyselinovy zbytek je na pozici "X" v motivu CAAX, je pripojen farnesyl nebo geranylgeranyl. Po
prenylaci jsou tri zbytky na C-konci odstraneny peptiddzou a volna COOH skupina modifikovaného
cysteinového zbytku je methylovina pomoci S-adenosylmethioninu. AdoHcy = A-adenosyl-
homocystein, AdoMet = S-adenosylmethionin (Upraveno podle Casey, 1992).
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3.1.Mechanismus prenylace

Prenylované proteiny lze podle modifikovanych substratti rozdélit do dvou skupin (Glomset a Farnsworth,
1994). V prvni skuping jsou ty, které obsahuji CAAX motiv (Clarke, 1992). Ty ze druhé skupiny se
oznacuji jako proteiny obsahujici CC nebo CXC motiv a patii sem téméf vyhradné proteiny z rodiny Rab,
které se ucastni vnitrobunééného transportu vesikli (Novick a Brennwald, 1993). Jsou popsany tfi enzymy
katalyzujici pfipojeni izoprenoidu k proteinu. Prvnim znich je farnesyl transferdza (FT), druhym je

geranylgeranyl transferdza typu I (GGT-I) a poslednim je geranylgeranyl transferaza typu Il (GGT-II).

3.1.1. Farnesyl transferaza a geranylgeranyl transferaza typu I

Farnesyl transferaza a geranylgeranyl transferaza typu I jsou si blizce ptibuzné enzymy prenasejici
farnesylovou a geranylgeranylovou skupinu z farnesyldifosfatu a geranylgeranyldifosfatu na cysteinové
zbytky u proteinti obsahujici CAAX motiv (Yokoyama et al., 1991). Karboxylovy konec v tomto motivu
("X") urcuje, ktery izoprenoid bude k proteinu ptipojen (Casey et al., 1991). Pokud je "X" serin, methionin
nebo glutamin, protein je rozpoznan FT. Leucin je na této pozici rozpoznavan GGT-I (Casey et al., 1991;

Yokoyama et al., 1991).

Z tady kinetickych a strukturnich studii bylo vytvofeno schéma farnesylace. Reakce zacina vytvotfenim
komplexu enzym-substrat, kdyz dojde k navdzani farnesyldifosfatu na § podjednotku FT. Nasledné dojde
k navazani substratu s CAAX motivem. Po dokonceni reakce zlstava farnesylovany produkt navazan tak
dlouho, dokud ho nenahradi novy farnesyldifosfat. Tento krok omezuje rychlost reakce (Furfine et al.,
1995; Tschantz et al., 1997). Komplex FT-farnesyldifosfat nasledn¢ vstupuje do dalsiho kola reakce
(Furfine et al., 1995; Huang et al., 1997; Long et al., 2002; Pompliano et al., 1992). Geranylgeranylace
katalyzovana GGT-I probiha obdobné (Stirtan a Poulter, 1997).

Farnesyl transferdza a geranygeranyl transferaza typu I maji fadu velice podobnych vlastnosti. Jsou to
metaloenzymy, které vyzaduji zinek pro navazani na protein (Reiss et al., 1992; Zhang et al., 1994), ale
nikoli k navazani substratu. Kazdy z téchto enzymi rozeznava jinou formu proteinu a vaze jiny typ
substratu, FT také vyZzaduje pro svou aktivitu Mg?*, kdezto GGT-I nikoli (Reiss et al., 1992; Zhang a
Casey, 1996).

Proces prenylace u proteini s CAAX motivem zahrnuje tfi kroky: prenylaci, proteolyzu a
karboxymethylaci. Studie in vitro prokazala, ze pouze 20% K-Ras proteinii asociovalo s membranou,
pokud byly tyto proteiny farnesylovany, ale jiz u nich neprobéhla proteolyza a karboxymethylace. Kdezto
60 - 80% K-Ras proteinti asociovalo s membranou, pokud u nich tyto dva kroky probéhly. Z toho vyplyva,
ze karboxylace u farnesylovanych proteinli zvySuje jejich hydrofobicitu a podporuje asociaci

s membranou (Hancock et al., 1991).
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3.1.2. Geranylgeranyl transferaza typu II

Objev, Ze Rab proteiny, které ve vétsing ptipadii neobsahuji CAAX motiv a jsou i pfes to modifikované
geranylgeranyl izoprenoidem, pfinesl moznost existence dalsi prenyl transferazy (Kinsella et al., 1991).
Enzym zodpovédny za tyto modifikace a vyuzivajici jako substrat Rab proteiny se nazyva geranylgeranyl
transferaza typu Il (Horiuchi et al., 1991; Moores et al., 1991). GGT-II ptfenasi dvé geranylgeranylové
skupiny z geranygeranyldifosfatu na cysteinové zbytky na Rab proteiny s CC nebo CXC motivy procesem
znaéné odlisnym od téch s CAAX motivem (Seabra et al., 1992). Kromé toho proteiny s CXC motivem
jsou methylovany na C-konci prenylcysteinu, kdezto proteiny s CC motivem methylovany nejsou

(Smeland et al., 1994).

GGT-II vyzaduje pro svou funkci a navazani na substrat tzv. Rab escort proteiny (REP). U savct byly
nalezeny dva REP proteiny, REP1 a REP2. Mutace v REP-1 genu je zodpovédna za choroideremii, coz
je dédi¢na degenerace sitnice zptisobujici ztratu zraku (Andres et al., 1993; Seabra et al., 1993). Extrakt
lymfoblasti od pacientl s choroideremii prokazal, ze je u nich nefunkéni GGT-II a nedochazi tak

k modifikaci proteinu Rab27a.

3.2. Funkce prenylace

Vétsina identifikovanych prenylovanych proteinti patfi mezi proteiny eukaryotické. Mezi substratové
proteiny FT patii napfiklad Ras proteiny, jaderné laminy a Rheb proteiny. GGT-I katalyzuje modifikaci
u Rac, Cdc42 a y podjednotky heterotrimernich G proteint. VétSina Rab proteinti je dvojité prenylovana
GTT-II (Seabra et al., 1992). N¢které proteiny jako K-Ras, N-Ras a RhoB jsou substratem pro FT a rovnéz
GGT-I (Reid et al., 2004; F. L. Zhang et al., 1997). Prenylova skupina je hydrofobni, tim padem rekrutuje
rozpustné proteiny do bunéénych membran (Glomset et al., 1990). VétSina prenylovanych proteint je
lokalizovana v bunécné membrané alespon ¢ast jejich zivota a tato modifikace je nezbytna pro jejich
membranovou asociaci (Zhang et al., 1994). U prenylace je dllezité rozliSovat plazmatickou membranu
od vnitinich membran. Vnitinimi membranami jsou mysleny membrany organel jako je ER, Golgiho
aparat, endosomy, lysozomy a jadro. Pro spojeni Ras proteinti s plazmatickou membranou je prenylace
nezbytnd. Bylo ukazano, ze mutace prenylovaného cysteinového zbytku nebo zablokovani biosyntetické
drahy isoprenoidi zastavuje prenylaci Ras proteind a tim i jejich vazbu na plazmatickou membranu
(Hancock et al., 1989). Prenylace je zodpovédna predevsim za cileni proteinti do vnitfnich membran.
Konkrétné proteiny s CAAX motivem jsou nejdiive smérovany do ER a Golgiho aparatu (Choy et al.,
1999). Tato funkce prenylace vysvétluje, pro¢ proteiny s CAAX motivem vyzaduji pro lokalizaci na
plazmatickou membranu jesté dalsi iipravu nebo motiv membranového zacileni. Takovouto dalsi Gpravou
muze byt palmitoylace poskytujici vétsi hydrofobni afinitu k membranam nebo doména s bazickymi
aminokyselinami, kterd elektrostaticky interaguje s negativn€ nabitymi hlavickami fosfolipida ve vnitini
vrstvé cytoplazmatické membrany. Jako piiklad 1ze uvést protein H-Ras, ktery na C-konci podstupuje jak
cysteinovou prenylaci, tak i cysteinovou palmitoylaci. Téméf 90 % H-Ras proteinu divokého typu

asociuje s cytoplazmatickou membranou. U nemodifikovaného H-Ras proteinu asociuje
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s cytoplazmatickou membranou pouze 8% proteinu. Z tohoto vyplyva, ze obé modifikace jsou nezbytné

pro uchyceni tohoto proteinu do cytoplazmatické membrany (Hancock et al., 1990).

3.3.Prenylace u viri a bakterii

K prenylaci hostitelskymi prenyl transferazami dochazi také u virovych proteinii obsahujicich C-koncovy
motiv CAAX. Prikladem muze byt prenylace tzv. velkého antigenu viru hepatitidy D, u kterého je tato
modifikace klicova pro spravné skladani viru (Lee et al., 1994). Ukazalo se, ze inhibitory prenylace
zabranuji formovani virovych partikuli a snizuji mnoZzstvi viru hepatitidy D u ¢loveka (Bordier et al.,

2002).

Bakterialni efektorové proteiny s C-koncovymi motivy CAAX byly také shledany jako prenylované
pomoci hostitelskych prenyl transferaz. Filament A ze Salmonella typhimurium obsahuje na C-konci
motiv geranylgeranylovany hostitelovou GGT-I (Reinicke et al., 2005). Farnesylace C-koncového motivu
ankyrinu B z Legionella pneumophila probiha pomoci hostitelovy FT. Tato modifikace upeviuje ankyrin
B do membran vakuol nutnych pro rozmnozovani této bakterie (Price et al., 2010). Také dalsi efektorové
proteiny bakterie Legionella pneumophila s CAAX motivem jsou v hostiteli prenylovany, coz jim
usnadiiuje cileni do hostitelskych organelovych membran v procesu vnitrobunécné infekce (Ivanov et al.,

2010).

4. Myristoylace

Dalsim typem posttransla¢ni acylace je N-koncova myristoylace. Takto modifikované proteiny maji na
N-koncovych glycinovych zbytcich amidovou vazbou pfipojeny fetézec kyseliny myristové (mastna
kyselina s fetézcem nesoucim 14 uhliki) (Farazi et al., 2001a; Jiang et al., 2018). Obecné je myristoylace
methioninového zbytku (Johnson et al., 1994). Tato modifikace se na proteinech vyskytuje také
posttranslacné (viz obrazek 6) jako naptiklad v ptipad€é proapoptického proteinu BID, u kterého
proteolytické Stépeni kaspazou-8 odhalilo dosud skryty motiv myristoylace. Odhaleny N-koncovy
glycinovy zbytek BID proteinu je myristoylovan, ¢imz dochazi k cileni proteinu do vnéjsi mitochondrialni
membrany. Nasledné dojde k uvolnéni cytochromu C a bunécné smrti (Zha et al., 2000). Myristoylace
podporuje pouze slabé a vratné interakce proteinu s membranou nebo s dal$im proteinem (Murray et al.,
1997; Peitzsch a McLaughlin, 1993). N¢které proteiny (naptiklad MARCKS, Src) vyuZzivaji pro asociaci
s membranou nejen myristat, ale také elektrostatické interakce mezi pozitivné nabitymi proteinovymi
fetézci a negativné nabitymi membranovymi fosfolipidy (McLaughlin a Aderem, 1995). Dale existuje
skupina proteind, které posttransla¢né podstupuji myristoylaci a nasledné jesté¢ kovalentni pfipojeni
jednoho nebo dvou fetézcl kyseliny palmitové. Priklady téchto dvojité acylovanych proteini jsou
napiiklad ¢lenové rodiny Src tyrosinovych kinaz (Fyn, Lck), a podjednotky heterotrimernich G proteinti
nebo syntaza oxidu dusnatého (Dunphy a Linder, 1998). Cysteinovy zbytek téchto proteint podléha

palmitoylaci, ktera je vratna a slouzi tak jako regula¢ni mechanismus interakci téchto N-koncové
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myristoylovanych proteinti s bunéénymi membranami a dal$imi proteiny (Resh, 1999). Dvojita acylace
nejenom umozni pevnou interakci s membranou, ale také ovliviiuje umisténi proteinii do mikrodomén
(Oh a Schnitzer, 2001), jako naptiklad dvojita acylace tyrosinkindz Fyn a Lck v lymfocytech (Kabouridis
et al., 1997; Webb et al., 2000).

N-Myristoylace spiaZzena s translaci Protein

-A-A-A-A-A-A-

-A-A-A-A-A-A-

Myristova kyselina

Posttranslacni N-myristoylace .
E : Protein
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l N-myristoyl trasnferaza
Myristova kyselina

Obrdazek 6: Schématické zndazornéni N-myristoylace proteinii. Na prvnim obrdzku je zndzornéna N-

.......

je pripojen myristat na N-koncovy glycinovy zbytek pomoci N-myristoyl transferazy. Na druhém
obrazku je zndzornéna posttranslacni N-myristoylace. Proteiny po translaci nejdiive podléhaji
sestrizeni protedazou, dochazi k odhaleni glycinového zbytku, na ktery je kovalentné pripojen myristat
pomoci N-myristoyl transferazy. (Upraveno podle Martin et al., 2011; Udenwobele et al., 2017).

4.1. N-myristoyl transferaza

Mpyristoylace na N-konci proteind je katalyzovana N-myristoyl transferdzou (NMT), ktera vyuziva jako
donor myristoyl-CoA (Dyda et al., 2000). Mutace alely nmtl u Saccharomyces cerevisiae zpusobily
letalitu (Duronio et al., 1989). Stejn¢ se projevily mutace NMT u Drosophila melanogaster a Candida
albicans (Ntwasa et al., 2001; Weinberg et al., 1995). U savcu (¢lovék, mys, tur domaci) byly objeveny
dv¢ funkéni NMT (NMT1 a NMT?2) (Farazi et al., 2001a; Giang a Cravatt, 1998). Odlisnost N-koncovych
domén u NMT1 a NMT2 vede k rozdilné bunécéné lokalizaci (Glover et al., 1997). Kvuli své
nepostradatelnosti pro preziti nékterych lidskych patogent (napiiklad Candida albicans, Cryptococcus
neoformans), predstavuji NMT atraktivni terapeuticky cil (Farazi et al., 2001; Weinberg et al., 1995).
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Bylo identifikovano né€kolik tfid inhibitort NMT vcetn€ analogl myristatu a myristoyl-CoA (Cordo et
al., 1999; Harper et al., 1993; Paige et al., 1989).

Lidské NMT1 a NMT2 maji 76% sekvencni identitu a ¢aste¢n¢ se prekryvajici substratovou selektivitu
(Giang a Cravatt, 1998). N-koncovy usek lidskych NMT se sklada ze sekvenci bohatych na bazické
aminokyseliny (tzv. K-box). Ten je klicovy pro cileni do ribozomd, kde probiha myristoylace sptazena s
translaci (Glover et al., 1997). Zatimco pro bunécnou proliferaci je dulezita funkce NMTI1, bunécné
prezivani je regulovano NMT1 i NMT2 (Ducker et al., 2005). Lidské NMT jsou umistény prevazné
v cytoplazmé (Mcllhinney a McGlone, 1996). Stépeni kaspazou reguluje v buiice lokalizaci NMT.
Odstranéni lysin bohatych oblasti z NMT1 kaspazou-3 nebo kaspazou-8 vede k translokaci NMT]1
z ribozomt a bunénych membran do cytosolu. Naopak stépeni NMT2 kaspazou-3 vede k presunu tohoto

enzymu z cytosolu do membrany (Perinpanayagam et al., 2013).

4.2. Mechanismus myristoylace

Myristoylace probiha tzv. ping-pongovym mechanismem. Myristoyl-CoA se nejdiive navaze na apoNMT
(Cast enzymu, ktera s koenzymem vytvari kompletni enzym) a zptisobi konformaéni zménu, aby mohlo
dojit k navazani proteinu. Vytvoii se tficlenny komplex NMT-myristoyl-CoA-protein. N-koncovy glycin
nukleofilné atakuje thioesterovou vazbu myristoyl-CoA a dochéazi k ptfeneseni acylu. Volny CoA je
uvolnén, nasledovan myristoylovanym proteinovym produktem (Farazi et al., 2001; Rudnick et al., 1991).
Velmi hojny palmitoyl-CoA je také schopny vazat NMT, nicméné katalyticka u¢innost je mnohem nizsi

nez u myristoyl-CoA (Bhatnagar et al., 1997).

4.3. Funkce myristoylace

4.3.1. Bunécna lokalizace a cileni do membran

Mpyristoylace N-koncového glycinu zprostfedkovava cileni modifikovanych proteini do riiznych
membran (plazmatické membrany, ER, Golgiho aparatu, mitochondridlni membrany, jaderné membrany).
Ovsem jak jiz bylo zmin€no, samotnd myristoylace je pfi cileni do membran malo u¢inni a je vyZzadovan
dalsi signal. Timto signdlem muze byt jind lipidovd modifikace (palmitoylace nebo prenylace
cysteinového zbytku) nebo pfitomnost bloktl pozitivné nabitych aminokyselin (Maurer-Stroh et al., 2004).
Myristoylace tedy muze plsobit jako tzv. myristoylovy vypina¢ ("myristoyl switch") (viz obrazek 7),
kterym je membranova asociace proteinii regulovana za pomoci fosforylace nebo ligandu jako jsou
vapenaté ionty nebo GTP (McLaughlin a Aderem, 1995). Fosforylace miZe snizit elektrostatické
interakce mezi proteinem a fosfolipidovou membranou, coz vede k disociaci proteinu od membrany

(McLaughlin a Aderem, 1995; Swierczynski a Blackshear, 1996).

GTP a véapenaté ionty mohou naopak podporovat navazani myristoylovanych proteinti do membrany (Liu
et al., 2009; Tanaka et al., 1995). Tento mechanismus se objevuje napi. u recoverinu, coz je vapnikovy
senzor podilejici se na vidéni. Recoverin navaze vapnik, coz vede k odhaleni myristoylové skupiny a

navazani tohoto proteinu na membranu ty¢inky . Absence vapenatych iontli vede k ukryti myristoylované
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casti (Ames et al., 1996). Podobn¢ to funguje u proteinu ARF (ADP-ribosylation factor), u kterého je
vyména GDP za GTP regulovana guanin nukleotid vyménnym faktorem (GEF). Vyména indukuje
konformaéni zménu, ktera zacili GTP vazebny protein ARF na membranu (Goldberg, 1998; Liu et al.,

2009).

Proteolyza muize také ovliviiovat myristoylovy vypina¢ (Hermida-Matsumoto a Resh, 1999). Gag je
strukturni protein exprimovany v pozdni fazi zivotniho cyklu viru HIV, ktery zapficinuje puceni nove
syntetizovanych HIV virionti. Tento protein je syntetizovan jako prekurzor (Pr55Gag) a odhalena
myristoylova skupina u néj zpisobuje navazani na membranu. Po odstfiZzeni proteazou je myristoylovana
¢ast oddélena a Gag protein je uvolnén z membrany (Hermida-Matsumoto a Resh, 1999; Tang et al.,

2004).

RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRI

x*

Fosforylace Defosforylace Od3tépeni Favioaiud Proteinové
ligandu ligandu Stépeni
x"'” -
s P
A B Cc

Obrazek 7: Mechanismus myristoylového vypinace ("'myristoyl switch"”). (A) Fosforylace N-
myristoylovaného proteinu vede k preruseni elektrostatickych interakci mezi fosfolipidy v membrané a
proteinem. Dochdzi k disociaci proteinu. (B) Navdzani ligandu (Ca’*, GTP) podporuje asociaci
myristoylovanych proteimii s membranou. (C) Proteolyza vede k odstépeni myristoylovaného proteinu
od membrany. L — ligand, P - fosfat. (Upraveno podle Jiang et al., 2018).

N-koncova myristoylace nefunguje pouze pro kotveni do membran, ale také u specifické lokalizace
uréitych transmembranovych proteint. Napfiklad NADH-cytochrom b5 reduktaza je integralni
membranovy protein, jenz muze byt cilen do vné&j$i mitochondrialni membrany i ER. Myristoylace je
nepostradatelna pro cileni tohoto proteinu do vnéjsi mitochondrialni membrany, zatimco mutanty, které

nebyly modifikované byly lokalizovany pouze v ER (Borgese et al., 1996).

4.3.2. Regulace proteinovych interakci a enzymové aktivity

CAP-23/NAP-22 je substrat protein kinazy C vyskytujici se v mozku. Fosforylace CAP-23/NAP-22
protein kindzou C je regulovana navazanim kalmodulinu. Myristoylova skupina a devét bazickych
aminokyselin na N-konci CAP-23/NAP-22 jsou nezbytné pro uspéSnou interakci tohoto

proteinu s kalmodulinem (Takasaki et al., 1999). Myristoylace na N-konci se také objevuje na proteinu
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GRASP (Golgi reassembly stacking protein), ktery je zodpovédny za podobu Golgiho aparatu. GRASP
podléhd myristoylaci, kterd je kli¢em pro udrzovani struktury Golgiho aparatu, protoze ovliviiuje orientaci
GRASP a zptisobuje spravnou interakci mezi dvéma GRASP proteiny na sousednich membrandch

(Bachert a Linstedt, 2010; Heinrich et al., 2014).

Myristoylace negativné reguluje aktivitu tyrosinkinazy c-Abl , ktera je pfibuzna rodin€ Src tyrosinkinaz
a obsahuje kromé kinazové domény jesté¢ domény SH2 a SH3 (Boggon a Eck, 2004). Myristoylace N-
koncového glycinu udrzuje c-Abl v inaktivnim stavu. Myristat se navaZe do hydrofobni kapsy v kindzové
doméné, coz zptsobi konformacni zménu na C-konci kinazové domény a umozni navazani SH2 a SH3
domény na kindzovou doménu. Dochazi tak ke vzniku samoinhibi¢ni konformace tyrosinkinazy (Nagar
etal., 2003). Naopak myristoylace tyrosinkinazy c-Src reguluje jeji aktivitu pozitivné (Patwardhan a Resh,
2010).

4.4. Myristoylace u bakterii a viri

Nekteré viry a bakterie vyuzivaji hostitelskou myristoylaci pro UspéSnou kolonizaci hostitele. Studie
ukazaly, ze N-myristoylace urcitych virovych proteind hostitelskou NMT je kli¢ova pro formovani
virovych partikuli (Bryant a Ratner, 1990; Hill a Skowronski, 2005; Rein et al., 1986). Naptiklad
myristoylace strukturniho proteinu Gag u HIV-1 je dilezita pro jeho asociaci s plazmatickou membranou
a sbalovani do partikuli (Bryant a Ratner, 1990; Rein et al., 1986, p. 65). HIV partikule, u kterych byl N-
koncovy glycin mutovan na alanin, nebyly schopny produkovat nové virové Castice. Toto zjisténi
ukazuje, Ze nemyristoylované Gag mutanty nejsou schopny vytvéafet aktivni virové partikule (Li et al.,

2007). Z toho divodu by enzym NMT mohl fungovat jako cil protivirovych 1ékti (Mousnier et al., 2018).

U invazivniho plasmidového antigenu J patogenni bakterie Shigella flexneri byla prokazana aktivita
odstraiiujici myristoylaci, ¢imz dojde ke znieni Golgiho aparatu v hostitelskych butikach. Tento
plasmidovy antigen J je cysteinovou protedzou, ktera rozpoznava a $t€pi amidovou vazbu za glycinem a
asparaginem na N-konci myristoylovaného proteinu. Tato protedza §tépi fadu myristoylovanych proteinti
zapojenych do buné¢ného ristu, signalizace a funkce organel. Poskytuje tim novy mechanismus inhibice

hostitelské sekrece bakterialnim patogenem (Burnaevskiy et al., 2013).

Hemylosin (HlyA) z Escherichia coli je RTX toxin vytvarejici pory. Protoxin, proHlyA, je myristoylovan
na lysinovych zbytcich (Lys564 a Lys690) a tato modifikace je pro aktivitu toxinu nezbytna (Stanley et
al., 1998). Syntéza, maturace a sekrece HlyA je urcena operonem hlyCABD (Felmlee et al., 1985;
Koronakis a Hughes, 1996). K lipidaci proHlyA je potieba specidlni acyl transferaza HlyC vyuzivajici
myristoylovou skupinu pfipojenou na ACP (acyl carrier protein) jako donor acylu (Hardie et al., 1991;
Hughes et al., 1992). Na protoxinu HlyA byly nalezeny dvé nezavislé domény rozpoznavané HlyC. Kazda
z domén pokryva jeden konzervovany cilovy lysinovy zbytek v acylovaném tiseku. Domény se skladaji
z 15-30 aminokyselinovych zbytkli nutnych pro zakladni rozpoznani (cca 10%) acyltrasnferazou HlyC a

z 50-80 zbytkl slouzicich pro Gplnou acylaci konzervovanych lysini (Stanley et al., 1998). HIyA je
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sekretovan pres ob¢ membrany sekreCnim systémem typu I a za pomoci signalni sekvence na C-konci
proteinu (Nicaud et al., 1986; Stanley et al., 1991). Pro uspésnou sekreci HlyA z bakterie jsou dale
zapotiebi proteiny HlyB (ATPaza na vnitini strané¢ membrany, HlyD (protein pfes ob€¢ membrany) a TolC
(protein na vnéjsi stran¢ membrany) (viz obrazek 8) (Nicaud et al., 1986; Schiilein et al., 1992;

Wandersman a Delepelaire, 1990; Wang et al., 1991).

exprese
-
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|
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|
\

maturace

CM

cilova buiika

Obrazek §: Syntéza, maturace a export hemolysinu u bakterie Escherichia coli. Protein RfaH a
sekvence ops spolupracuji a umoznuji transkripci operonu hly. Gen hlyA koduje neaktivni prohemolysin,
ktery je aktivovan acyltransferazou HlyC. HlyA je sekretovan z buiiky sekrecnim systémem typu L.
hlyCABD — operon zajistujici syntézu, maturaci a sekreci HlyA. RfaH — elongacni protein, ops — operon
polarity suppressor, p — promotor, proA — protoxin HlyA, CM — cytoplazmatickd membrana, VM — vnéjsi
membrana, acylACP — acyl-acyl carrier protein, CC— HlyC, LPS — lipopolysacharid, B— HlyB (ATPdza
na vnitrni strané membrany), D — HlyD (protein skrz obeé membrany), TolC (protein na vnéjsi strané
membrany), ATP — adenosintrifosfat, AP — celkova protonmotivni sila (Upraveno podle Koronakis and
Hughes, 1996, Stanley et al., 1998).

5. Lipidové skupiny pripojené neprimo k proteinové kostre
5.1. Bakterialni fosfopanteteinylované proteiny

Jednim z nejbéznéjsich proteinti v E. coli je ACP (acyl carrier protein), ktery je dilezitym prikladem
proteinu, na ktery se nepfimo napojuje acylova skupina. ACP je nezbytny pii syntéze mastnych kyselin
(Magnuson et al., 1993). Kovalentné vaze mastné kyseliny a vzniklé ACP thioestery jsou enzymy
rozpoznavany jako substraty. Acylové intermediaty syntézy mastnych kyselin jsou thioesterovou vazbou
napojené na thiolovou skupinu 4'-fosfopanteteinu, ktery je fosfodiesterovou vazbou piipojen na serinovy
zbytek ACP. Sulthydryl na fosfopanteteinu je jedinou thiolovou skupinou nachazejici se na ACP a bez ni
je tento apoprotein inaktivni (Magnuson et al., 1993; Rock a Cronan, 1979). Holo- ACP syntaza ptenasi
4’-fosfopantetein z CoA na apo-ACP a vytvaii tak holo-ACP (Lambalot a Walsh, 1997). ACP se podili
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na acylaci bakterialnich toxinl z rodiny tzv. RTX proteinovych toxin (Hughes et al., 1992), figuruje jako
donor fetézcti mastnych kyselin pfi syntéze fosfolipidd (Rock a Jackowski, 1982) a lipidu A, coz je
komponenta lipopolysacharidu (Anderson a Raetz, 1987). Homology ACP z E. coli se objevuji jako
integralni domény velkych multifunkénich enzymil jako je naptiklad eukaryotickd syntdza mastnych
kyselin. ACP je také nutny u syntézy polyketid (Shen et al., 1992). U bioluminiscencni bakterie Vibrio

harveyi je ACP zdrojem fetézcl mastnych kyselin pro bioluminiscenci (Byers a Meighen, 1985).

5.2. Glypiace

Posledni tfidou lipidovanych proteinii jsou ty, které jsou nepfimo spojené s fetézci mastnych kyselin
pomoci GPI kotvy (glykosylfosfatidylinositol). Kotva se sklddd =z vlastniho fosfolipidu,
oligosacharidového fetézce a ethanolaminu, pies ktery je amidovou vazbou pfipojen protein . GPI kotva
je na C-koncovy zbytek cilovych proteinti vazana v endoplazmatickém retikulu pomoci GPI transamidazy
(Englund, 1993). V¢tSina takto oznacenych proteinii konci na povrchu buiky. V mnoha ptipadech
obsahuje inositolovy kruh dalsi lipidovou modifikaci ve formé esterové vazané palmitové kyseliny.
Proteiny s GPI kotvou jsou hojné na bunécnych povrsich u nizsich eukaryot, jako jsou naptiklad kvasinky.
Slouzi k membranové signalizaci a piijmu zivin. Proteiny s GPI kotvou zahrnuji naptiklad hydrolytické
enzymy, receptory, adhezivni molekuly a komplementové inhibitory (Englund, 1993; Fankhauser et al.,
1993; Stanley et al., 1998).

6. Zavér

Védcei se zpocatku domnivali, ze velikost genomu (tzv. C-hodnota) je pfimo umérna poctu genl a
organismy s vétSim genomem by méli mit pfirozené vétsi proteom a lepsi morfologickou komplexitu.
Nicméné v roce 1951 bylo prokédzano, ze velikost genomu nekoreluje s komplexitou organismu a vznikl
pojem paradox C-hodnoty (Mirsky a Ris, 1951). V poslednich desetiletich je snaha pomoci
biochemickych a genomovych metod roziesit tento paradox a ukazalo se, Ze genomova velikost je uzce
spjata s mnozstvim vysoce repetitivnich a nekodujicich sekvenci, které se neptepisuji do dalSich generaci.
Proteinové komplexity u Clovéka a ostatnich vysSSich obratlovcl je docileno transkripénimi a
posttranslaénimi modifikacemi. U obratloveli se objevuje nekolik epigenetickych mechanismi
regulujicich genovou expresi. Diky alternativnimu sestfihu mize jediny gen kodovat fadu transkripti a
ve spojeni s kotranslaénimi a posttranslacnimi modifikacemi obrovsky vzristd schopnost genomu
reagovat na vnitini i vnéj$i podminky. U lidi se odhaduje, ze 20 000 geni produkuje pomoci alternativniho
sestiihu zhruba 100 000 proteint, které podléhaji rozsahlym posttranslacnim modifikacim jako je piidani
fosfatu, methylové skupiny nebo sacharidu (Udenwobele et al., 2017). Posttransla¢ni modifikace méni
proteinovou lokalizaci, stabilitu a funkci. Proteinova acylace neboli lipidace ptedstavuje jednu dilezitou
a rozmanitou tfidu posttranslacnich modifikaci. Takto modifikované proteiny maji vétsi afinitu
k lipidovym membranam a lipidace signdlnich proteint Hedgehog, Wnt a Ras je nezbytna pro jejich
normalni funkci. Nékteré z takto modifikovanych proteinti figuruji také pii rakovinném bujeni. Enzymy

regulujici proteinovou acylaci by mohly slouZit jako cile protirakovinnych 1éku.

22



Pii acylaci jsou proteiny kovalentné modifikovany rznymi lipidy veetné mastnych kyselin, isoprenoidii
a cholesterolu. Acylace je zapojena do celé fady bunéénych procest a biosyntetickych drah. Je ji dosazeno
riznymi mechanismy, které se navzdjem lisi modifikovanym aminokyselinovym zbytkem, acylovym
donorem a také samotnym acylem. Acylace ma hned nékolik funkci, at’ uz je to cileni proteind, zvySovani
hydrofobicity za tielem asociace proteinu s membranou a acylace také byva prvnim krokem ze série
dalsich reakci vedoucich ke zrani proteinu. V neposledni fad¢ také zvysuje proteinovou stabilitu a mé vliv
na sekundarni a tercidrni strukturu proteinu. Palmitoylace je reverzibilni modifikace proteinu, pfi niz
dochazi k pfipojeni palmititu na aminokyselinovy zbytek. Jedna se o jednu =z nejcastéjSich
posttranslacnich uprav. V savcich buiikach jsou za ni zodpovédné acyl transferdzy z DHHC rodiny
proteind. Pfi prenylaci dochazi ke kovalentnimu pfipojeni farnesylu nebo geranylgeranylu na cysteinovy
aminokyselinovy zbytek. Myristoylace je typ acylace, pfi niZ se na protein pripojuje fetézec kyseliny
myristové. Acylace také slouzi k aktivaci bakterialnich toxint a lipoproteind. Lipidové skupiny se mohou
na proteinovou kostru pfipojovat také nepfimo. Prikladem miize byt GPI kotva spojujici protein

s fosfolipidy.

Pfesné mechanismy a funkce proteinové lipidace nejsou prozatim detailné popsany. Je zapotiebi dal
provadét zakladni vyzkum, ktery nam objasni jednotlivé kroky acylace, které jsou nezbytné pro celkové

pochopeni kone¢nych funkci takto modifikovanych proteint.
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