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I.  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A TERMÍNŮ 

4E-BP proteiny vážící se na eIF4E (eIF4E Binding Proteins) 

AdoHcy S-adenozyl-L-homocystein 

AdoMet S-adenozyl-L-methionin 

ATCC sbírka organismů, USA, American Type Culture Collection 

bp pár bazí (Base Pair) 

cap (0, 1, 2, 4) N7-metylguanozinová čepička (a její různé metylace) 

capping enzym enzym připojující N7-metylguanozinovou čepičku na 5' mRNA; vždy 

obsahuje GTázovou aktivitu 

cap-snatching uchvácení čepičky 

CBC komplex vážící se na čepičku (Cap Binding Complex) 

CBP protein vážící se na čepičku (Cap Binding Protein) 

CBS sbírka organismů, Nizozemsko, Centraalbureau voor Schimmelcultures 

CTD C-koncová doména RNA polymerázy II (Carboxy Terminal Domain) 

DNA deoxyribonukleová kyselina (Deoxyribonucleic Acid) 

dsDNA dvouřetězcová deoxyribonukleová kyselina (Double Stranded DNA) 

dsRNA dvouřetězcová ribonukleová kyselina (Double Stranded RNA) 

eIFX eukaryotický iniciační faktor X (Eukaryotic Initiation Factor X) 

FLuc firefly luciferáza; izolavána ze světlušky Photinus pyralis 

Gppp/Gpp/Gp guanozintrifosfát/guanozindifosfát/guanozinmonofosfát 

GpppN nemetylovaná guanozinová čepička 

GTáza mRNA-guanylyltransferáza 

HCV virus žloutenky typu C (Hepatitis C Virus) 

IFO sbírka organismů, Japonsko, Institute for Fermentation, Osaka 

IGR IRES oblast mezi 2 geny obsahující IRES (Intergenic Region) 

IRES vnitřní vazebné místo pro ribozóm ((Internal Ribosome Entry Site) 

ITR invertovaná terminální repetice (Inverted Terminal Repeat) 

kbp 1000 párů bazí (Kilo Base Pairs) 

kDa Kilodalton, 1000 daltonů (1 dalton = přibližná váha jednoho vodíkového 

atomu; 1,66.10-21 gramů; Kilodalton) 

m7G metylovaný guanozin na pozici N7 

m7GDP metylovaný guanozindifosfát na pozici N7 

m7GMP metylovaný guanozinmonofosfát na pozici N7 

m7GpppN N7-metylguanozinová čepička 

m7GTP metylovaný guanozintrifosfát na pozici N7 

mRNA mediátorová RNA (Messenger RNA) 

MTáza RNA-guanin-N7-metyltransferáza 

Northern blot kapilární přenos RNA 

NRRL sbírka organismů, USA, Northern Regional Research Laboratory 

nsP nestrukturní protein (Nonstructural Protein) 

nt Nukleotid (Nucleotide) 

NT doména nukleotidyltransferázová doména (Nucleotidyl Transferase Domain) 

OB doména oligonukleotid vážící doména (Oligonucleotide Binding Domain) 

ORF otevřený čtecí rámec (Open Reading Frame) 

ORFXp protein kódovaný otevřeným čtecím rámcem X 

PBCV-1 Paramecium Bursaria Chlorella Virus 1 

Pi/PPi fosfát/pyrofosfát 

pppRNA/ppRNA/pRNA trifosforylovaná /difosforylovaná/monofosforylovaná mRNA 

pre-mRNA prekurzorová mRNA (Precursor mRNA) 
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primer extension metoda prodlužování primerů 

RNA ribonukleová kyselina (Ribonucleic Acid) 

RTáza RNA-trifosfatáza 

S jednotka sedimentačního koeficientu (Svedberg; 10-13 sekund) 

S5-PO4 fosforylovaný serin 

SL RNA Spliced Leader RNA 

snoRNA malé jadérkové RNA (Small Nucleolar RNA) 

snRNA malé jaderné RNA (Small Nuclear RNA) 

snRNP malý jaderný ribonukleprotein (Small Nuclear Ribonucleoprotein) 

Southern blot  kapilární přenos DNA 

ssDNA jednořetězcová deoxyribonukleová kyselina (Single Stranded DNA) 

TMG trimetylovaná čepička (Trimethylguanosine) 

TP  terminální protein (Terminal Protein) 

TRF1 Terminal Region Recognition Factor 1 

UCS promotorová regulační oblast (Upstream Conserved Sequence) 

UTR nepřekládaná oblast mRNA (Untranslated Region) 

UV ultrafialové záření (Ultra Violet) 

vD1/vD12 proteiny kódované geny D1/D12 viru vakcinie 

vRNA virová RNA (viral RNA) 

VSV virus vezikulární stomatitidy (Vesicular Stomatitis Virus) 

Western blot elektrický přenos proteinů 

XΔ delece genu X 

zymocin obecně houbový killer toxin, zde killer toxin K. lactis 

ρ- rozsáhlé delece v mitochondriální DNA 

ρ0 absence mitochondriální DNA 

 

AMINOKYSELINY 

 
Alanin Ala A Leucin Leu L 

Arginin Arg R Lysin Lys K 

Asparagin Asn N Methionin Met M 

Asparagová kyselina Asp D Fenylalanine Phe F 

Cystein Cys C Prolin Pro P 

Glutamová kyselina Glu E Serin Ser S 

Glutamin Gln Q Threonin Thr T 

Glycin Gly G Tryptofan Trp W 

Histidin His H Tyrosin Tyr Y 

Isoleucin Ile I Valin Val V 

     

libovolná aminokyselina x  

      

NUKLEOTIDY 

 
Adenin A Thymin T 

Cytosin C Uracil U 

Guanin G Pu/Py purin/pyrimidin 

 

libovolný nukleotid N   
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II.  ÚVOD 

Svou dizertační práci jsem vypracoval v Laboratoři biochemie RNA na 

Přírodovědecké fakultě Univerzity Karlovy. Tato laboratoř byla založena dr. Martinem 

Pospíškem v roce 1997, název vznikl v roce 2001. V této laboratoři pracuji prakticky od jejího 

založení. Prvotním zájmem naší pracovní skupiny bylo studium cytoplazmatických dsRNA i 

dsDNA virů u kvasinek, zejména s ohledem na translaci genů kódovaných těmito viry. 

Později následoval posun k současnému tématu Laboratoře biochemie RNA, tj. k iniciaci 

translace se zaměřením na iniciaci translace nezávislou na čepičce.  

Původní zadání mé dizertační práce se týkalo dsDNA lineárních plazmidů kvasinky 

Kluyveromyces lactis. Tyto dva plazmidy, nazvané pGKL1 a pGKL2, jsou pozoruhodné 

cytoplazmatickou lokalizací a uspořádáním genomu, čímž připomínají DNA genomy 

cytoplazmatických virů čeledi Poxviridae či Asfarviridae. Velmi zajímavý je i fenomén 

produkce killer toxinu (zymocinu), s jehož produkcí je přítomnost lineárních plazmidů 

spojena. Ačkoliv již uplynulo více než 25 let od objevu pGKL plazmidů, stále ohledně nich 

existuje řada nezodpovězených otázek. Velmi dobře je popsán mechanismus účinku zymocinu 

K. lactis na kvasinku Saccharomyces cerevisiae. V poslední době se znalost o účinku 

zymocinu na citlivé buňky velmi rozrostla zejména díky skupině dr. R. Schaffratha 

(Univerzita Martina Luthera, Halle, SRN).  

Naopak mnoho není známo o transkripci a translaci plazmidy kódovaných genů. 

Pomocí počítačových analýz a pilotních experimentů bylo zjištěno, že si tyto plazmidy samy 

kódují součásti svého transkripčního aparátu, čímž připomínají již zmíněné cytoplazmatické 

viry. Přesný mechanismus transkripce ovšem není znám. Tato práce by měla alespoň malým 

dílem přispět k osvětlení mechanismu iniciace translace pGKL-specifických genů. V souladu 

se zaměřením naší laboratoře jsem se věnoval charakterizaci proteinu kódovaného otevřeným 

čtecím rámcem 3 plazmidu pGKL2. O tomto proteinu se soudí, že je schopen připojit N7-

metylguanozinovou čepičku na 5' konce plazmidových mRNA. Tato práce se nakonec 

„zvrhla“ v řešení problému, zda lineární plazmidy kvasinky K. lactis čepičku na svém 5' konci 

vůbec obsahují, případně v jaké podobě. Výsledkem této části práce je připravovaná 

publikace „FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE PUTATIVE CAPPING ENZYME ENCODED BY LINEAR  

CYTOPLASMIC PLASMIDS OF THE YEAST KLUYVEROMYCES LACTIS“, která bude zaslána 

k posouzení oponentům v průběhu srpna či září. 

V průběhu mého postgraduálního studia jsem se také podílel na řešení dalších dvou 

témat studovaných naší laboratoří. Oba směry bádání se týkají iniciace translace na čepičce 
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nezávislé. První projekt se zabývá vytvořením a zprovozněním databáze experimentálně 

ověřených IRES struktur – tzv. IRESite. Jedná se o databázi mRNA využívajících ke své 

iniciaci translace mechanismus na čepičce nezávislý. Zatímco tento mechanismus iniciace 

translace byl uznán za obecně platný u virů, o buněčných mRNA se neustále pochybuje. 

V předkládaných publikacích, „IRESITE: THE DATABASE OF EXPERIMENTALLY VERIFIED IRES 

STRUCTURES (WWW.IRESITE.ORG)“ a „A BIOINFORMATICAL APPROACH TO THE ANALYSIS OF 

VIRAL AND CELLULAR INTERNAL RIBOSOME ENTRY“, popisujeme vznik a technické řešení této 

databáze, problémy spojené s přípravou databázových položek a v neposlední řadě ukazujeme 

pilotní analýzu IRES sekvencí obsažených v této databázi. Hlavním garantem této části práce 

je dr. Martin Mokrejš. 

  Druhým tématem, do jehož řešení jsem se zapojil, bylo testování, zda interní vazebné 

místo pro ribozóm viru hepatitidy C iniciuje translaci v kvasince S. cerevisiae stejným 

mechanismem, jako bylo ukázáno v savčích buňkách. Mimo IGR IRES z Cricket Paralysis 

Virus totiž v současnosti chybí další publikovaný případ „pravé“ IRES sekvence, která by 

byla funkční v kvasinkových buňkách. Přitom studium viru hepatitidy C v kvasinkách je 

velmi lákavé, zejména proto, že dosud nebyl při výzkumu HCV a hledání či testování 

potenciálních léků nalezen (výjimkou šimpanzů) uspokojivý zvířecí nebo buněčný model. A 

právě jednoduchý kvasinkový model by mohl pomoci k nalezení účinných látek proti viru 

hepatitidy C. Výsledkem bádání na tomto poli je přiložená publikace „HEPATITIS C VIRUS 

INTERNAL RIBOSOME ENTRY SITE INITIATES PROTEIN SYNTHESIS AT THE AUTHENTIC INITIATION 

CODON IN YEAST“. Hlavním řešitelem problematiky funkčnosti IRES sekvencí v kvasince S. 

cerevisiae je dr. Tomáš Mašek.  

 Při testování možnosti využití kvasinky S. cerevisiae jako modelového organismu pro 

studium viru hepatitidy C jsme zjistili, že se v běžně používaném signálním genu kódujícím 

tzv. firefly luciferázu vyskytuje kryptický promotor. Toto zjištění je velmi zajímavé a může 

vést pokud ne k přehodnocení, tak minimálně k větší opatrnosti při hodnocení výsledků 

dosažených s použitím luciferázy jako signálního genu. Tato část práce je součástí článku 

„FIREFLY LUCIFERASE GENE CONTAINS A CRYPTIC PROMOTER – RE-EVALUATION OF THE 

HEPATITIS C VIRUS IRES PROMOTER”. V tomto článku také zpřesňujeme účinnost již dříve 

popsaného promotoru vyskytujícího se v cDNA odpovídající IRES sekvenci viru hepatitidy 

C. 

 Do své dizertační práce jsem zahrnul také články „DENATURING RNA 

ELECTROPHORESIS IN TAE AGAROSE GELS“ a „MULTIPLE CATHEPSIN B ISOFORMS IN 
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SCHISTOSOMULA OF TRICHOBILHARZIA REGENTI: IDENTIFICATION, CHARACTERISATION AND 

PUTATIVE ROLE IN MIGRATION AND NUTRITION“, na kterých je můj podíl především metodický.  

 Na závěr si dovoluji požádat potenciální čtenáře o shovívavost s možná lehce 

obsáhlým literárním úvodem. Jeho rozsah je dán potřebou uvést čtenáře jednak do 

problematiky lineárních plazmidů kvasinek, jednak do problematiky syntézy čepičky na 5' 

konci mRNA. Stále totiž není zcela jasné, jakým způsobem jsou formovány 5' konce pGKL-

specifických transkriptů. V části literárního úvodu věnované syntéze čepičky jsem se 

soustředil, vzhledem k zadání dizertační práce, hlavně na syntézu čepičky typu 0 

(monometylovaná forma čepičky). Jen okrajově jsem se věnoval mechanismu iniciace 

translace nezávislé na čepičce, který je velmi podrobně popsán a diskutován v dizertační práci 

dr. Tomáše Maška, obhájené v naší skupině v roce 2006. 
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III.  LITERÁRNÍ PŘEHLED 

1. LINEÁRNÍ PLAZMIDY KVASINEK 

Původní definice plazmidů (mimochromozomální, autonomně se replikující, kruhově 

uzavřená, dvouřetězcová DNA (dsDNA, Double Stranded DNA) prokaryotických organismů 

[1]) musela být po nalezení cirkulárního 2 m plazmidu u kvasinky Saccharomyces cerevisiae 

(S. cerevisiae) [2] rozšířena i na organismy eukaryotické. Následně byly DNA plazmidy 

objeveny i u vláknitých hub [3], u dalších rodů kvasinek jako např. u rodu 

Zygosaccharomyces [4] a rodu Kluyveromyces [5]. Po objevení prvních lineárních dsDNA 

plazmidů u kukuřice [6] došlo k popsání mnoha dalších obdobných plazmidů u vláknitých 

hub, zelených řas a kvasinek (viz souhrnné články [7-11]. Lineární dsDNA plazmidy mají 

charakteristické uspořádání, na obou koncích mají invertované terminální repetice (ITR, 

Inverted Terminal Repeat), kódují vlastní DNA a RNA polymerázu a jejich 5' konec je 

chráněn kovalentně navázaným terminálním proteinem (TP; Terminal Protein). Většinou jsou 

lokalizovány v mitochondriích svých hostitelů. V roce 1981 Gunge se spolupracovníky [12] 

objevil u kvasinky Kluyveromyces lactis (K. lactis) 2 lineární, cytoplazmaticky lokalizované 

dsDNA plazmidy. Do současné doby byl obdobný typ plazmidů popsán u 28 kvasinkových 

kmenů patřících do 18 druhů z 9 kvasinkových rodů [13, 14]. Cytoplazmatické plazmidy 

kvasinek K. lactis, Pichia inositovora, Pichia accaciae, Debaryomyces hansenii a Wingea 

robertsiae jsou spojeny s produkcí toxinu inhibujícího růst citlivých kvasinkových kmenů. 

Původ lineárních plazmidů není znám, podle jejich charakteristického uspořádání podobného 

adenovirům či lineárním fágům a podle srovnávání sekvencí (zejména konzervovaných 

domén DNA polymeráz [15-18]) se zdá, že lineární plazmidy pocházejí pravděpodobně 

z jednoho společného předka, patrně vzniklého endosymbiózou [7, 13, 15, 19, 20]. 

Modelovým systémem pro studium lineárních DNA plazmidů se stala kvasinka K. 

lactis, která obsahuje 2 plazmidy zodpovědné za produkci killer toxinu (zymocinu) 

inhibujícího růst citlivých kvasinkových buněk. 

 

1.1. Lineární plazmidy kvasinky Kluyveromyces lactis  

Plazmidy pGKL1 (synonymum k1; 8874 bp) a pGKL2 (k2; 13457 bp) byly objeveny 

u kvasinky K. lactis IFO 1267 (ATCC 8585, CBS 2359, NRRL Y-1140) v roce 1981 [12]. 

Jedná se o cytoplazmatické, lineární, dsDNA plazmidy s vysokým obsahem A+T bází, velmi 

kompaktním genomem, invertovanými terminálními repeticemi na obou koncích plazmidu a 



 9 

s terminálním proteinem navázaným na 5' konci plazmidové DNA. Pro cytoplazmatickou 

lokalizaci svědčí: 
 

 vyšší citlivost pGKL plazmidů k UV záření ve srovnání s plazmidy lokalizovanými 

v jádře [21] 

 barvitelnost pGKL plazmidů v cytoplazmě pomocí DAPI (4',6-diamidino-2-

fenylindol) u ρ0 kvasinek [22] 

 po lyzi buněčných protoplastů v hypotonickém prostředí se plazmidy nacházejí 

v cytoplazmatické frakci [23] 

 přítomnost promotorů funkčních pouze v cytoplazmě [23-27] 
 

Vznášivá hustota obou plazmidů (1,687 g/cm3) je nižší než vznášivá hustota 

mitochondriální DNA (1,692 g/cm3) i jaderné DNA (1,699 g/cm3) kvasinky K. lactis, což 

umožňuje relativně snadnou izolaci pGKL plazmidů pomocí centrifugace v izopyknickém 

gradientu chloridu cesného [12, 23].  

Plazmidy se vyskytují obvykle v počtu 50-100 kopií na buňku [28]. pGKL plazmidy 

jsou v kultuře velmi stabilní, k jejich ztrátě dochází za normálních okolností s frekvencí nižší 

než 1 %. Kmeny bez pGKL plazmidů lze vytvořit uměle pomocí UV záření (frekvence vzniku 

klonů bez pGKL plazmidů se pohybuje od 10 do 90 %). Citlivost k UV záření je 

pravděpodobně typická pro všechny cytoplazmaticky lokalizované dsDNA plazmidy [21, 29, 

30]. Plazmidy není možno odléčit pomocí ethidium bromidu, cykloheximidu ani pomocí 

zvýšené teploty [29, 31, 32]. 

Přenos pGKL plazmidů u kvasinek K. lactis probíhá vertikálně i horizontálně; 

horizontální přenos se uskutečňuje pouze sexuálním párováním. Vertikální přenos mezi 

potomstvem a rodiči neodpovídá zákonům Mendelovské dědičnosti, což potvrzuje 

mimochromozomální lokalizaci pGKL plazmidů [12]. Přenos pGKL plazmidů do kvasinky S. 

cerevisiae se podařil pomocí indukované fúze protoplastů (s účinností zhruba 25 %) [33] a 

pomocí transformace protoplastů (s účinností zhruba 0,05 %) [22, 34]. Při přenosu pomocí 

transformace protoplastů dochází ke vzniku kmenů obsahujích kromě plazmidu pGKL2 i 

různé deleční varianty plazmidu pGKL1. Vznikl například kmen obsahující plazmid pGKL2 a 

2 plazmidy nové, F1 (3,9 kbp) a F2 (7,8 kbp). Plazmid F1 má deletováno cca 5 kbp z pravé 

části plazmidu pGKL1 a jsou na něm přítomny dvě různé koncové struktury. Na jednom 

konci je navázaný terminální protein, na druhém je přítomna vlásenka s volným 3' koncem. 

Plazmid F2 je invertovaný dimer plazmidu F1 [33, 35]. Při přenosu pGKL plazmidů do 

kvasinky S. cerevisiae byla zjištěna neslučitelnost mitochondriální DNA této kvasinky 
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s pGKL plazmidy; pGKL plazmidy lze stabilně udržovat pouze v ρ0 nebo v ρ- kmenech S. 

cerevisiae [36]. Oba plazmidy je také možné přenést do kvasinek Kluyveromyces fragilis 

(párováním) a do kvasinek Candida pseudotropicalis (indukovanou fúzí protoplastů). Některé 

hybridní kmeny odvozené od K. fragilis i od C. pseudotropicalis vykazují značně zvýšenou 

produkci zymocinu (17x, resp. 6x) v porovnání s mateřským kmenem K. lactis [37]. 

Ačkoliv se pGKL plazmidy vyskytují v cytoplazmě, může výjimečně docházet k jejich 

migraci do jádra. K tomuto jevu dochází v případě integrace jaderného genu s příslušným 

jaderným promotorem do jednoho z pGKL plazmidů a následné selekci na produkt 

integrovaného genu [25, 38-40]. V případě migrace do jádra dochází buď k vytvoření 

cirkulárního plazmidu nebo ke vzniku lineárního plazmidu s telomerními sekvencemi svého 

hostitele (TG1-3 u S. cerevisiae) o délce 300-350 bp na obou koncích plazmidu [40-44]. Pokud 

se do pGKL plazmidů integruje vhodný jaderný gen (LEU2, URA3) bez svého přirozeného 

promotoru pod kontrolu plazmidového UCS elementu (Upstream Conserved Sequence; viz 

níže) ve „fázi“, dochází k expresi integrovaných markerových genů [25, 38, 45]. V tomto 

případě plazmidy zůstávají v cytoplazmě a mají standardní uspořádání [25, 26, 45-51]. 

Možnosti takto manipulovat s pGKL plazmidy bylo využito při testování nepostradatelnosti 

genových produktů všech otevřených čtecích rámců (ORF, Open Reading Frame) obou 

pGKL plazmidů pro jejich udržení v buňce. Ukázalo se, že pouze 2 čtecí rámce (ORF2-

pGKL1 a ORF1-pGKL2; ORF11-pGKL2 testován nebyl) nejsou esenciální pro udržení 

plazmidů v buňce. U ostatních čtecích rámců nedošlo po jejich disrupci, ani při dlouhodobé 

kultivaci, k nahrazení původních pGKL plazmidů de novo vytvořenými plazmidy [46, 48, 52-

55]. 

U pGKL plazmidů byl popsán tzv. gene-shuffle systém; tj. možnost přemístit gen 

z plazmidu pGKL2 (a současně ho na něm inaktivovat disrupcí) do neesenciálního čtecího 

rámce (ORF2) plazmidu pGKL1 [56]. Po této manipulaci je zcela zachována funkce 

„přehozeného“ genu, v průběhu kultivace dochází k nahrazení původních plazmidů de novo 

vytvořenými plazmidy. Možnost přemístění genů byla prokázána u ORF4-pGKL2 (kóduje 

pravděpodobnou helikázu [46]), u ORF5-pGKL2 (kóduje ssDNA vazebný protein) [46, 49, 

57] a u ORF6-pGKL2 (kóduje pravděpodobnou RNA polymerázu [50]). 

Obdobné lineární dsDNA plazmidy byly později nalezeny i u dalších kmenů K. lactis, 

u kmene CBS 1065 plazmidy pKL2A/2B; u kmene CBS 5618 plazmidy pKL3A/3B; u kmene 

CBS 8043 plazmidy pKL4A/4B a u kmene NRRL Y-1115 plazmidy pKL5A/5B. Přítomnost 

všech těchto plazmidů je spojena s killer fenotypem; restrikční analýza pKL2-5 plazmidů 

potvrdila jejich blízkou příbuznost, ne-li shodnost, s pGKL plazmidy [30]. 
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1.1.1. Genetické uspořádání pGKL plazmidů 

Plazmid pGKL1 je dlouhý 8874 bp a obsahuje 73 % A+T bází. Nacházejí se na něm 4 

otevřené čtecí rámce s již přiřazenými bílkovinnými produkty. Tyto čtecí rámce zaujímají 

více než 99 % z kódující sekvence pGKL1 plazmidu [58-61]. Plazmid pGKL1 má na obou 

koncích invertované terminální repetice o délce 202 bp [62] a na 5' konci kovalentně 

navázaný terminální protein o hmotnosti 28 kDa [23, 63], který se pravděpodobně účastní 

iniciace replikace tohoto plazmidu [32]. Plazmid pGKL1 se vyskytuje vždy pouze v 

přítomnosti plazmidu pGKL2, přičemž tato závislost může být transkripčního i replikačního 

charakteru [64]. Orientace otevřených čtecích rámců plazmidu pGKL1 je vyznačena na 

obrázku 1.  
 

OBRÁZEK 1 – Uspořádání pGKL plazmidů. ITR – invertovaná terminální repetice; • – terminální protein; ? – 

neznámá funkce genu.  

 

 
 

Jednotlivé otevřené čtecí rámce pGKL1 plazmidu kódují následující proteiny: 
 

ORF1 – pGKL1 (pravděpodobná pGKL1-specifická DNA polymeráza; 987 aminokyselin) 

ORF1 vykazuje sekvenční podobnosti s DNA polymerázami patřícími do rodiny B DNA 

polymeráz. Předpokládá se proto, že i tento ORF kóduje DNA polymerázu [65, 66]. Tato 

DNA polymeráza je nezbytná k udržení pGKL1 plazmidu v buňce; v případě přerušení 

otevřeného čtecího rámce, který ji kóduje, dojde ke ztrátě pGKL1 plazmidu z buněčné 

kultury. To nastane i v případě, kdy je v buňce přítomna funkční pGKL2-specifická DNA 

polymeráza (kódovaná ORF2-pGKL2). Obě DNA polymerázy jsou tedy pravděpodobně 
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plazmid-specifické, což může souviset s rozeznáváním vlastního terminální proteinu či vlastní 

invertované terminální repetice při iniciaci replikace pGKL plazmidů [48, 67]. Tuto 

specificitu pGKL polymeráz podporuje také fakt, že se podařilo vytvořit několik defektních 

plazmidů odvozených od pGKL1 plazmidu. Tyto plazmidy však vždy obsahovaly neporušený 

ORF1-pGKL1. Pro správnou funkci polymerázy je nezbytá přítomnost minimálně 778 N-

koncových aminokyselin [29, 35, 67, 68]. Promotor pGKL1-specifické polymerázy je 

lokalizován v levé invertované terminální repetici plazmidu pGKL1 [69].  
 

ORF2-pGKL1 (prekurzorový protein α a β podjednotek zymocinu; 1146 aminokyselin) 

Funkce tohoto prekurzorového proteinu vyplynula z několika delečních experimentů. Při 

delecích velké části ORF2-pGKL1 došlo ke ztrátě killer fenotypu, zatímco imunita vůči 

zymocinu zůstala zachována [58, 59, 68]. Při delecích části ORF2-pGKL1 a ORF3-pGKL1 

došlo jak ke ztrátě killer fenotypu, tak i imunity vůči zymocinu [29, 59]. Výše uvedená 

zjištění naznačují, že ORF2-pGKL1 je alespoň částečně zodpovědný za produkci zymocinu 

[58] a ORF3-pGKL1 je pravděpodobně zodpovědný za imunitu vůči němu. ORF2-pGKL1 je 

překládán jako protein o velikosti 128 kDa. Z tohoto proteinu vznikají následnými 

posttranslačními úpravami dvě ze tří podjednotek zymocinu K. lactis [60, 70]. 
 

ORF3-pGKL1 (imunita vůči zymocinu; 428 aminokyselin) 

Tímto čtecím rámcem je kódována imunita vůči vlastnímu zymocinu. Pravděpodobně se 

jedná o jaderný nebo cytoplazmatický protein, o mechanismu jeho účinku není nic bližšího 

známo [71, 72]. 
 

ORF4-pGKL1 (γ-podjednotka toxinu; 249 aminokyselin) 

Tento otevřený čtecí rámec kóduje nejmenší podjednotku (γ) killer toxinu (tzv. γ-toxin), která 

je výkonnou částí zymocinu (viz níže) [60].  

 

Plazmid pGKL2 je dlouhý 13457 bp a obsahuje 75 % A+T bází. Na plazmidu pGKL2 

se nachází 11 otevřených čtecích rámců, které zaujímají více než 99 % z jeho kódující 

sekvence [27, 64, 73, 74]. Bílkovinné produkty byly přiřazeny (většinou pomocí počítačové 

analýzy) pouze některým čtecím rámcům. Také plazmid pGKL2 obsahuje invertované 

terminální repetice (182 bp) [59, 62, 73] a na 5' konci kovalentně navázaný terminální protein 

o hmotnosti 36 kDa [23, 63, 75], který se pravděpodobně účastní iniciace replikace tohoto 

plazmidu [32]. Orientace otevřených čtecích rámců plazmidu pGKL2 je vyznačena na 

obrázku 1. Jednotlivé otevřené čtecí rámce pGKL2 plazmidu kódují následující proteiny: 
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ORF1-pGKL2 (neznámá funkce; 224 aminokyselin) 

Jelikož proteinový produkt tohoto otevřeného čtecího rámce vykazuje podobnost s ORF3-

pGKL1 kódujícím imunitu vůči zymocinu, předpokládalo se, že by se také tento protein mohl 

podílet na imunitě vůči vlastnímu zymocinu [64]. To se však nepotvrdilo [45]. Podle stejných 

autorů by se produkt tohoto genu mohl podílet na udržení normálního počtu plazmidů v buňce 

(50-100 kopií) [45]. 
 

ORF2-pGKL2 (pGKL2-specifická DNA polymeráza/terminální protein; 994 aminokyselin)  

Protein kódovaný tímto čtecím rámcem vykazuje zhruba 46 % sekvenční podobnost 

s předpokládanou polymerázou plazmidu pGKL1 [73]. Po izolaci proteinu navázaného na 5' 

konci pGKL2 plazmidu byla v jeho N-koncové části nalezena sekvence deseti aminokyselin 

(Val228-Trp237) vykazující naprostou shodu s N-koncovou částí předpokládané DNA 

polymerázy plazmidu pGKL2. Je tedy velmi pravděpodobné, že stejným čtecím rámcem jsou 

kódovány terminální protein i pGKL2-specifická DNA polymeráza [75]. Situace, kdy jsou 

DNA polymeráza a terminální protein kódovány stejným čtecím rámcem, je běžná u 

lineárních genomů s terminálním proteinem hrajícím roli proteinového primeru v replikaci 

DNA, například u adenovirů či u bakteriofága Ф29 [76-78]. 
 

ORF3-pGKL2 (enzym připojující N7-metylguanozinovou čepičku na 5' konec mRNA; 

capping enzym; 594 aminokyselin) 

Tímto čtecím rámcem je kódován protein o velikosti 67 kDa. Jedná se pravděpodobně o 

enzym připojující N7-metylguanozinovou čepičku na 5' konec mRNA (capping enzym). 

Experimentálně byly ověřeny dvě ze tří aktivit nezbytných k syntéze čepičky, 

guanylyltransferázová a trifosfatázová aktivita tohoto proteinu. Třetí aktivita nutná k 

syntéze čepičky na 5' konci mRNA, RNA-guanin-N7-metyltransferázová aktivita, detekována 

nebyla, ačkoli se v tomto proteinu vyskytuje možné S-adenozyl-L-methionin vazebné místo 

[52, 79]. 
 

ORF4-pGKL2 (pravděpodobná helikáza; 579 aminokyselin) 

V tomto čtecím rámci byly pomocí počítačové analýzy zjištěny určité homologie s helikázou 

viru vakcinie [64, 73]. 
 

ORF5-pGKL2 (ssDNA vazebný protein; 158 aminokyselin) 

Tímto čtecím rámcem je kódován protein o velikosti 18 kDa. Pravděpodobně se jedná o 

ssDNA vazebný protein účastnící se replikace obou pGKL plazmidů [53].  
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ORF6-pGKL2 (pravděpodobná RNA polymeráza; 974 aminokyselin) 

Pomocí počítačové analýzy byly v tomto čtecím rámci identifikovány 3 regiony vykazující 

sekvenční podobnosti se známými RNA polymerázami: 
 

 úsek o délce 80 aminokyselin vykazující sekvenční podobnost s β podjednotkou RNA 

polymerázy bakterie Escherichia coli  

 2 úseky o délce 43 a 59 aminokyselin vykazující sekvenční podobnost s β' 

podjednotkou RNA polymerázy E. coli [15, 27] 
 

Teorii pGKL-specifické RNA polymerázy potvrzuje i to, že jaderné geny nejsou exprimovány 

v cytoplazmě pod kontrolou svých promotorů a vice versa, nedochází k expresi genů 

lineárních plazmidů přenesených do K. lactis nebo S. cerevisiae na jaderném vektoru [24-26]. 

Zdá se tedy, že geny kódované lineárními plazmidy nepoužívají pro svoji transkripci 

jaderných RNA polymeráz I-III [27]. Kromě toho je přítomnost plazmidu pGKL1 v buňce 

zcela závislá na přítomnosti plazmidu pGKL2, přičemž jedním z hlavních důvodů této 

závislosti mohou být proteiny účastnící se transkripce a postranskripčních úprav pGKL-

specifických mRNA, včetně pravděpodobné RNA polymerázy a její podjednotky či capping 

enzymu [64]. 
 

ORF7-pGKL2 (pravděpodobná podjednotka RNA polymerázy; 132 aminokyselin) 

Také v tomto čtecím rámci byly pomocí počítačové analýzy nalezeny homologie s β' 

podjednotkou RNA polymerázy E. coli. Protein kódovaný tímto genem byl nadprodukován v 

bakteriálním expresním systému s c-myc značkou. Následně byl identifikován genový produkt 

o očekávané velikosti zhruba 18,5 kDa [55]. 
 

ORF10-pGKL2 (TRF1; Terminal Region Recognition Factor 1; 103 aminokyselin) 

Otevřený čtecí rámec 10 kóduje malý bazický protein o hmotnosti okolo 16 kDa nazvaný 

TRF1. Tento protein se váže na terminální repetice obou plazmidů, konkrétně mezi báze 107-

183 plazmidu pGKL1 a báze 126-179 plazmidu pGKL2 [80, 81]. Afinita tohoto proteinu 

k terminální repetici plazmidu pGKL1 je nižší než afinita k terminální repetici plazmidu 

pGKL2 [80]. TRF1 se pravděpodobně účastní iniciace replikace (např. rozeznání počátku 

replikace) obou plazmidů [80, 81]. 
 

ORF8-pGKL2 (80 aminokyselin) 

ORF9-pGKL2 (453 aminokyselin) 

ORF11-pGKL2 (70 aminokyselin) 

U těchto otevřených čtecích rámců zatím nebyla detekována ani navrhnuta žádná funkce. 
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1.1.2. Replikace pGKL plazmidů 

O mechanismu replikace pGKL plazmidů není nic známo, nicméně díky jejich 

cytoplazmatické lokalizaci a díky specifickému uspořádání, tj. přítomnosti plazmidem 

kódovaných proteinů, pGKL1- a pGKL2-specifických DNA polymeráz, ssDNA vazebného 

proteinu, TRF1, a přítomnosti invertovaných terminálních repetic a terminálních proteinů na 

5' konci plazmidové DNA, se u nich může uplatňovat obdobný replikační mechanismus jako 

například u adenovirů nebo u bakteriofága Ф29 [64]. Adenoviry také kódují vlastní DNA 

polymerázu (140 kDa), terminální protein (80 kDa) a ssDNA vazebný protein a mají také 

invertované repetice s kovalentně navázaným terminálním proteinem (55 kDa) na 5' konci 

virové DNA. Při iniciaci replikace je TP kovalentně navázaný na DNA rozeznán komplexem 

DNA polymeráza/TP (80 kDa). TP (80kDa) se následně štěpí za vzniku proteinu o velikosti 

55 kDa, který se váže esterovou vazbou přes hydroxylovou skupinu serinu na první nukleotid 

(dCMP) druhého vlákna DNA. Elongace replikace je poté zajišťována adenoviry kódovanou 

DNA polymerázou [77, 78, 82]. Model pro replikaci bakteriofága Ф29 je obdobný s tím 

rozdílem, že prvním nukleotidem je dAMP [76, 77]. Z výše uvedeného vyplývá, že terminální 

protein navázaný na 5' konci lineárních plazmidů kvasinky K. lactis může hrát roli 

proteinového primeru při iniciaci replikace těchto plazmidů [32]. Kromě toho byla  

v otevřeném čtecím rámci kódujícím DNA polymerázu/TP plazmidu pGKL2 (ORF2-

pGKL2), ale i v otevřených čtecích rámcích kódujících DNA polymerázy plazmidů pGKL1, 

pSKL (Lachancea kluyveri), pPE1B (Pichia etchellsii) a pDH1 (Debaryomyces hansenii), 

nalezena pravděpodobná konsensus sekvence SYKN typická pro terminální proteiny 

kódované kryptickými N-koncovými oblastmi DNA polymeráz lineárních plazmidů a virů 

[14, 75, 83]. 

Lineární pGKL plazmidy se stabilně replikují v haploidních kmenech S. cerevisiae ρ0 

párovacího typu a (MATa) i párovacího typu α (MATα). Jejich replikace je však značně 

nestabilní v diploidních ρ0 kmenech S. cerevisiae (MATa/MATα), což znamená, že průběh 

replikace lineárních plazmidů může být pod kontrolou MAT lokusu, pokud se v něm 

exprimuje α2-a1 represor haploidně specifických genů. Pomocí počítačové analýzy byly 

nalezeny konsensus sekvence pro α2-a1 represor v plazmidu pGKL2, konkrétně v ORF2-

pGKL2 (DNA polymeráza, 3 místa s více než 80 % homologií), v ORF4-pGKL2 (helikáza, 1 

místo s 86 % homologií) a v ORF3-pGKL2 (capping enzym, 2 místa s 80 % homologií) [84]. 
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1.1.3. Transkripce genů kódovaných pGKL plazmidy 

Transkripční aparát lineárních plazmidů kvasinky K. lactis je velmi zajímavý, ale zatím ne 

příliš prostudovaný. Díky své cytoplazmatické lokalizaci nemají za přirozených podmínek 

pGKL plazmidy přístup k buněčnému transkripčnímu aparátu. Transkripce plazmidy 

kódovaných genů probíhá i v ρ0 buňkách, což vylučuje účast mitochondriálního 

transkripčního systému. Je proto pravděpodobné, že transkripce plazmidem kódovaných genů 

je zajišťována genovými produkty plazmidu pGKL2 (pravděpodobnou RNA polymerázou a 

její podjednotkou), jak je běžné u cytoplazmaticky lokalizovaných virů. pGKL plazmidy 

navíc velmi neochotně exprimují jaderné geny a vice versa, geny kódované pGKL plazmidy 

nejsou exprimovány v jádře [25, 38].  

Promotory genů kódovaných pGKL plazmidy ještě nebyly lokalizovány, nicméně ve 

vzdálenosti cca 20-40 nukleotidů před startovacím AUG kodonem byla nalezena promotorová 

regulační oblast (UCS; Upstream Conserved Sequence) vyskytující se před každým z patnácti 

genů. Tato šestinukleotidová konsensus sekvence (ATNTGA) je nutnou součástí promotorů 

lineárních plazmidů a je pravděpodobně univerzální pro všechny cytoplazmaticky 

lokalizované dsDNA plazmidy (viz tabulka 1) [24, 25, 49, 58, 64, 85, 86]. U několika 

vybraných „promotorů“ genů kódovaných pGKL plazmidy (v tomto případě se nejedná o 

přesně definovaný promotor, ale o sekvenci o délce cca 170-250 nukleotidů proti proudu 

transkripce obsahující příslušnou UCS a startovací AUG kodon) byla testována aktivita jimi 

řízené exprese. Tato aktivita byla nejnižší u předpokládané DNA polymerázy plazmidu 

pGKL2 (ORF2-pGKL2) a nejvyšší u předpokládané RNA polymerázy (ORF6-pGKL2) (viz 

obrázek 2) [19, 74, 85].  

 
OBRÁZEK 2 – Účinnost promotorových regulačních oblastí pGKL plazmidů. UCS1-pGKL1 – promotorová 

regulační oblast otevřeného čtecího rámce 1 plazmidu pGKL1; UCS6-pPE1B – promotorová regulační oblast 

otevřeného čtecího rámce 1 plazmidu pPE1B apod. Upraveno podle [19, 85]. 
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Při testování aktivit „promotorů“ pGKL plazmidů je nutné, aby markerový gen byl ve „fázi“ 

s testovaným UCS elementem [25, 26, 51]. Pouze v případě exprese řízené promotorovou 

regulační oblastí otevřeného čtecího rámce 5 (UCS5) to není nezbytně nutné, nicméně exprese 

markerového genu je v případě, kdy je UCS5 ve „fázi“ s markerovým genem, cca 40x vyšší 

[47, 87, 88].  

 

TABULKA 1 – Srovnání promotorových regulačních oblastí (UCS) lineárních plazmidů kvasinek. Vždy je 

uvedena promotorová regulační oblast a vzdálenost (v nukleotidech) k příslušnému AUG startovacímu kodonu. 

A – porovnání promotorových regulačních oblastí autonomně se replikujících plazmidů, B - porovnání 

promotorových regulačních oblastí neautonomně se replikujících plazmidů; NA – není známo;  - ORF není 

přítomen; pGKL1/2 – plazmidy K. lactis; pSKL – plazmid Saccharomyces kluyveri; pPE1B/1A – plazmidy 

Pichia etchellsii; pPac1-1/2 – plazmidy Pichia accaciae; pWR1A – plazmid Wingea robertsiae; pPin1-3 – 

plazmid Pichia inositovora; pDHL1 – plazmid Debaryomyces hanseni. Upraveno podle [18, 64, 86, 89-91] 
 

A 

 pGKL2 pSKL pPE1B pPac1-1 

  
ORF1 ATATGA-21 ATTTGA-24   

ORF2 ATATGA-82 ATCTGA-21 ATCTGA-47 ATATGA-129 

ORF3 ATCTGA-153 ATATGA-46 ATGTGA-46 ATATGA-49 

ORF4 ATCTGA-20 ATATGA-18 ATGTGA-20 ATATGA-26 

ORF5 ATGTGA-102 ATCTGA-53 ATATGA-111 ATGTGA-111 

ORF6 ATATGA-20 ATGTGA-20 ATGTGA-20 ATGTGA-23 

ORF7 ATGTGA-21 ATGTGA-18 ATGTGA-20 ATGTGA-21 

ORF8 ATTTGA-29 ATATGA-29 ATGTGA-29 ATTTGA-29 

ORF9 ATTTGA-40 ATTTGA-40 AGTTGA-83 ATATGA-207 

ORF10 ATATGA-20 ATATGA-22 ATATGA-22 ATATGA-20 

ORF11 ATTTGA-25 ATATGA-250 ATTTGA-40 ATCTGA-103 

konsensus 

sekvence 
ATNTGA ATNTGA AT/GNTGA ATNTGA 

 

B 

   pGKL1 pWR1A pPE1A pPac1-2 pPin1-3 pDHL1 

  
ORF1 ATATGA-20 ATATGA-22 ATATGA-47 ATTTGA-24 ATTTGA-27 CTCTGA-25/ 

ATGTGA-19 

ORF2 ATATGA-22 ATATGA-21 ATATGA-22 ATATGA-20 ATCTGA21 ATATGA-21 

ORF3 ATATGA-22 ATATGA-22 ATATGA-18 ATTTGA-24 ATATGA-21/ 

ATATGA-14 

NA 

ORF4 ATCTGA-38 ATATGA-20 ATGTGA-19 ATATGA-28 ATTTGA-24 NA 

ORF5  ATATGA-23 ATATGA-50   NA 

konsensus 

sekvence 
ATA/CTGA ATATGA ATA/GTGA ATA/TTGA ATNTGA NTNTGA 

 

Přesné uspořádání jednotlivých transkriptů zatím není dostatečně prostudované. 

Pomocí metody Northern blot bylo prokázáno, že všechny předpokládané otevřené čtecí 

rámce pGKL1 plazmidu jsou aktivně transkribovány [24, 58]. Pomocí metody prodlužování 

primerů (primer extension) společně s mapováním S1 exonukleázou byly detekovány 

pravděpodobné transkripční počátky u všech produktů čtecích rámců plazmidu pGKL1. 

Ve všech případech bylo zjištěno více potenciálních transkripčních startů ve vzdálenosti 2-27 
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nukleotidů před AUG startovacím kodonem [24, 58, 64]. U plazmidu pGKL2 byla přítomnost 

specifických transkriptů potvrzena pomocí metody Northern blot pro ORF 4, 5, 6, 7 a 9 [54, 

55, 73]. Produkty otevřených čtecích rámců 3 a 7 byly nadprodukovány v bakteriálních 

expresních systémech [55, 79], produkty otevřených čtecích rámců 2 a 10 byly částečně 

charakterizovány pomocí metod Southern a Western blot, případně izolovány přímo z kultury 

K. lactis nesoucí pGKL plazmidy [75, 80, 81]. U ORF5 a ORF9 plazmidu pGKL2 bylo 

pomocí metody primer extension nalezeno více možných transkripčních startů; u ORF5 jich 

bylo detekováno 5 ve vzdálenosti 85-89 nukleotidů před AUG startovacím kodonem [53] u 

ORF9 byly detekovány 4 transkripční starty lokalizované 21-24 nukleotidů před AUG 

startovacím kodonem [54]. Mapování 3' konců plazmidu pGKL1 pomocí metody primer 

extension nebylo příliš úspěšné, předpokládá se, že každý transkript má jinak dlouhou 3' 

nepřekládanou oblast [58, 64].  

 

1.1.4. Translace genů kódovaných pGKL plazmidy 

Mechanismus translace pGKL-specifických genů je zatím zcela nejasný. Účinnost translace je 

pravděpodobně ovlivněna extrémně krátkými 5' nepřekládanými oblastmi (např. u ORF1-

pGKL1 pouze 2 nukleotidy) a také vysokým obsahem A+T bází [64]. 

 

1.1.5. Killer toxin (zymocin) kvasinky K. lactis 

Zymocin je tvořen třemi podjednotkami (α, β, γ) o velikostech 99, 30 a 28 kDa [70]. Všechny 

3 podjednotky jsou kódovány plazmidem pGKL1; dvě větší podjednotky jsou produktem 

proteolytického štěpení αβ proteinu kódovaného ORF2, γ-podjednotku kóduje ORF4 [70]. 

Podjednotka α je pravděpodobně, na rozdíl od obou dalších podjednotek zymocinu, N-

glykosylována [70, 92]. ORF2 plazmidu pGKL1 je překládán jako jeden polypeptid o délce 

1146 aminokyselin. V tomto proteinu, který na svém N-konci obsahuje sekreční a lokalizační 

sekvence (tzv. pre-pro sekvence), štěpí Kex2 proteáza (kódovaná KEX1 genem K. lactis) 

v místech KR29 a KR894 za vzniku α a β podjednotek zymocinu [64, 93, 94]. Obdobným 

způsobem probíhá maturace α a β podjednotek i u S. cerevisiae. Také γ-podjednotka má na 

svém N-konci sekreční signál, nicméně sekretována je pouze v přítomnosti ostatních 

podjednotek nebo v případě, že je původní sekreční signál γ-podjednotky nahrazen cizí pre-

pro-sekvencí [95-97]. Terciární struktura zymocinu je závislá na vnitřních disulfidických 

vazbách [70, 98], zymocin se po redukci disulfidických můstků rozpadá na jednotlivé 

podjednotky a ztrácí aktivitu [70]. Zymocin je aktivní při pH v rozmezí 6,8 až 8,0 s výrazným 

vrcholem při pH 7,0, poločas jeho denaturace při 50 °C je 10 minut [92, 98, 99]. Účinek 
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zymocinu je pravděpodobně pod kontrolou MAT lokusu kvasinky S. cerevisiae. Zatímco 

haploidní MATα kmeny jsou na působení zymocinu velmi citlivé, citlivost haploidních MATa 

či diploidních kmenů S. cerevisiae vůči zymocinu je značně nižší [100]. 

Vlastní výkonnou částí zymocinu je γ-podjednotka (γ-toxin), její intracelulární exprese 

vede k usmrcení citlivé buňky, zatímco její extracelulární exprese nemá na citlivé buňky 

žádný vliv [97, 101, 102]. Jedná se tedy o výkonnou část zymocinu K. lactis, která ovšem 

může vstupovat do cílové buňky pouze ve formě holozymocinu, tj. v přítomnosti ostatních 

dvou podjednotek. Zymocin K. lactis je aktivní nejen vůči kmenům K. lactis bez pGKL 

plazmidů, ale i vůči dalším druhům kvasinek [12, 33, 37, 64]: 
 

 Kluyveromyces thermotolerans, K. vanudenii, K. africanus, K. drosophilarum, K. 

marxianus, K. phaffii, K. polysporus, K. wickerhamii, K. fragilis 

 Saccharomyces cerevisiae, S. italicus, S. rouxii, S. uvarum 

 Torulopsis glabrata 

 Candida utilis, C. intermedia, C. albicans, C. glabrata 

 Cryptococcus neoformans 

 Pichia anomala 
 

Účinek zymocinu se studuje převážně na kvasince S. cerevisiae. Původně se 

předpokládalo, že zymocin inhibuje adenylátcyklázu citlivých kvasinek [103], což se ovšem 

nepotvrdilo [104]. Citlivé haploidní kvasinky se působením zymocinu hromadí jako velké, 

nepučící buňky obsahující pre-replikační (1n) DNA, což je známkou zastavení buněčného 

cyklu v G1 fázi [99, 105]. V případě zymocinu jde o zastavení nevratné. 

Do současné doby bylo identifikováno několik mutací ovlivňujících citlivost kvasinky 

S. cerevisiae vůči zymocinu. Tyto mutace se dají rozdělit podle schopnosti růstu buněk 

v přítomnosti zymocinu na následující skupiny [101, 102, 106-110]: 
 

 skt (Sensitivity to K. lactis Toxin) mutanty 

 iki (Isensitive to Killer) mutanty 

 kti (K. lactis Toxin Insensitive) mutanty a 

 tot (Toxin Target site) mutanty 
 

Z hlediska citlivosti na intracelulární produkci γ-toxinu z inducibilního promotoru je 

možné výše uvedené mutanty rozdělit do následujících tříd (viz tabulka 2)  [72, 101, 102, 

111]: 
 

 mutanty I. třídy - mající defekt v navázaní či ve vstupu zymocinu do buňky 
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 mutanty II. třídy - mající defekt v místě účinku zymocinu 

 mutanty III. třídy – mající zatím neurčený defekt  

 

TABULKA 2 – Geny kvasinky S. cerevisiae ovlivňující její citlivost vůči zymocinu K. lactis. 

 

GEN 
FUNKCE 

PROTEINU 
VZTAH K ZYMOCINU CITACE 

 
MMUUTTAANNTTYY  II..  TTŘŘÍÍDDYY  

  CHS3/KTI2 syntéza chitinu vazba zymocinu [106, 112] 

CHS4/SKT5 syntéza chitinu vazba zymocinu [107, 108, 112, 113] 

CHS5 syntéza chitinu vazba zymocinu [112] 

CHS6 syntéza chitinu vazba zymocinu [112] 

CHS7 syntéza chitinu vazba zymocinu [112] 

PMA1/KTI10 H+-ATPáza po navázání zymocinu [114] 

PTK2 aktivátor Pma1 před TOT1 [114] 

KTI6/IPT1 M(IP)2C2 po navázání zymocinu [106, 115] 

GRX33 glutaredoxin po navázání zymocinu [112] 

  MMUUTTAANNTTYY  IIII..  TTŘŘÍÍDDYY  

  KTI1 ? ? [106] 

IKI3/ELP1/TOT1 elongátor syntéza mcm5U/ncm5U* [102, 110, 116] 

ELP2/TOT2 elongátor syntéza mcm5U/ncm5U* [102, 116, 117] 

ELP3/TOT3 elongátor syntéza mcm5U/ncm5U* [102, 116] 

KTI12/TOT43 elongátor-AP4 syntéza mcm5U/ncm5U* [102, 106, 116, 118, 119] 

IKI1/ELP5/TOT5/ 

HAP2 
elongátor syntéza mcm5U/ncm5U* [102, 110, 116] 

ELP6/TOT6/HAP3 elongátor syntéza mcm5U/ncm5U* [116, 120] 

ELP4/TOT7/HAP1 elongátor syntéza mcm5U/ncm5U* [116, 120] 

KTI11/TRM9 
tRNA 

metyltransferáza 
syntéza mcm5U/ncm5U* [116, 118, 121] 

ATS1/KTI13 homolog RCC15 syntéza mcm5U/ncm5U* [116, 118] 

HRR25/KTI14 kasein kinázaI ? [122] 

SIT4 PPáza6 TOT1-DP7 [123, 124] 

SAP1553 Sit4-AP4 ? [123, 124] 

SAP185 Sit4-AP4 TOT1-DP7 [123, 124] 

SAP190 Sit4-AP4 TOT1-DP7 [123, 124] 

URM1 urmylace8 stabilita TOT ? [125] 
Glu3

3tRNA  transferová-RNA ? [106] 

  MMUUTTAANNTTYY  IIIIII..  TTŘŘÍÍDDYY  

  UBA4 urmylace8 stabilita TOT1 ? [125] 

KAP120 karyoferin TOT1 ? [125] 

DPH2 diftamid ? [125] 

YIL103w diftamid ? [125] 

MATa párovácí typ ? [106] 
 

1 TOT: potenciální cíl γ-toxinu; 2M(IP)2C: manosyl-diinositolfosfoceramid; 3vícekopiový supresor zymocinu; 
4AP: asociovaný protein; 5RCC1: regulátor dekondenzace chromatinu; 6PPáza: protein fosfatáza; 7DP: 

defosforylace; 8urmylace: spojení s Urm1 (Ubiquitin Related Modifier); *mcm5U/ncm5U: metoxykarbonylmetyl/ 

5-karbamoylmetyl skupina na uridinu v pozici 34 (wobble), ? – zatím nepotvrzená hypotéza. Upraveno podle 

[72, 115, 116, 121]. 
 

Receptorem zymocinu na buněčné stěně je pravděpodobně chitin [126, 127]. α-

podjednotka zymocinu obsahuje chitin-vazebnou doménu a chitinázový motiv s esenciální 

aminokyselinou Glu466 [128]. Zymocin také váže chitin in vitro, vykazuje exochitinázovou 
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aktivitu [112, 126, 129] a jeho účinek je blokován β-alosamidinem, kompetitivním 

inhibitorem chitináz [126]. Navázání zymocinu na buněčnou stěnu umožňuje pravděpodobně 

hydrofobní β-podjednotka [64]. Prakticky nic není známo o mechanismu, jakým vstupuje γ-

podjednotka do buňky, zda vstupuje sama či s β-podjednotkou, kdy a kde dochází ke štěpení 

β/γ disulfidických můstků [72, 105]. Jednou z hypotéz je, že po navázání na plazmatickou 

membránu je γ-podjednotka aktivována membránovou H+-ATPázou (PMA1/KTI10) a 

vstupuje do buněčného cytozolu v závislosti na syntéze sfingolipidů (KTI6/IPT1) [114, 115]. 

Vstup γ-podjednotky do buňky je také ovlivněn mutací v genu kódujícím oxidoreduktázu 

(GRX3) S. cerevisisae [112].  

Při analýze TOT mutantů (mutantů v potenciálním cílovém místě zymocinu) bylo 

identifikováno několik genů. Později se ukázalo, že část z nich patří ke komplexu, nazvanému 

elongátor, spojenému s RNA polymerázou II kvasinky S. cerevisiae. Elongátor se skládá z 

šesti podjednotek (Elp1-Elp6; případně Tot1-3 a Tot5-7 podle původních prací týkajících se 

zymocinu K. lactis). Podjednotky Elp1-3 (jádro elongátoru) jsou spojeny s 

hyperfosforylovanou formou RNA polymerázy II [130], podjednotky Elp4-Elp6 jsou 

k elongátoru připojeny ve formě jakéhosi subkomplexu [131, 132]. Celý komplex elongátoru 

vykazuje in vitro histon H3/H4 acetyltransferázovou aktivitu [133, 134]. Elongátor hraje roli 

při iniciaci a elongaci transkripce in vivo [130], při modifikacích tRNA [116] a při regulaci 

exocytózy [135]. Mutace v komplexu elongátor vyvolávají značně pleiotropní efekt: 

pomalejší adaptace na změnu podmínek, pomalý růst, zvýšená citlivost k teplotě, vysoké 

koncentraci solí, 6-azauracilu a fluorescenční barvičce Calcofluor white [102, 120, 130-132]. 

Mutace v elongátoru také způsobují rezistenci k zymocinu K. lactis [102, 120, 136]. Obdobný 

pleiotropní efekt vyvolávají i mutace v genech KTI11-KTI13 [102, 118, 120]; navíc produkty 

genů KTI11 a KTI13 jsou ve fyzickém kontaktu s podjednotkami elongátoru [125, 137]. 

Všechny podjednotky elongátoru (Elp1-Elp6) a proteiny Kti11-Kti13 jsou nezbytné pro 

syntézu 5-metoxykarbonylmetylové (mcm5) a 5-karbamoylmetylové (ncm5) skupiny v 

molekule tRNA na uridinu v pozici 34 (tzv. wobble nukleotid) [116]. Nedávno byly 

identifikovány 3 tRNA ( 5 2

Glu

mcm s UUC
tRNA , 5 2

Lys

mcm s UUU
tRNA  a 5 2

Gln

mcm s UUG
tRNA ), které jsou štěpeny 

γ-toxinem na 3' konci modifikovaného wobble nukleotidu (5-metoxykarbonylmetyl-2-

thiouridin – mcm5s2U34), přičemž pro účinnost tohoto štěpení je důležitá přítomnost mcm5 

skupiny. To také vysvětluje, proč jsou mutanty v genech TRM9, ELP1-6 a KTI11-KTI13 (viz 

tabulka 2) rezistentní k účinkům zymocinu [138]. Z výše uvedených poznatků vyplývá, že 

zymocin K. lactis (přesněji jeho γ-podjednotka) pravděpodobně štěpí tRNA molekuly 
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( 5 2

Glu

mcm s UUC
tRNA , 5 2

Lys

mcm s UUU
tRNA  a 5 2

Gln

mcm s UUG
tRNA ) v antikodonovém místě [121, 138]. 

Mechanismus tohoto štěpení připomíná štěpení prekurzorů tRNA sestřihovými 

endonukleázami [139], případně štěpení molekul tRNA bakteriálními tRNA endonukleázami 

PrrC, kolicinem E nebo kolicinem D [140-143].  

 

1.1.6. Využití lineárních plazmidů 

Kvasinka K. lactis patří do skupiny tzv. GRAS organismů (Generally Regarded As Safe) 

[144], což umožňuje její široké využití i v potravinářském či farmaceutickém průmyslu. 

Z hlediska praktického využití lineárních plazmidů se dá uvažovat o následujících aplikacích: 

 
 využití zymocinu produkovaného K. lactis k inhibici růstu kontaminujících kvasinek 

při výrobě vína či moštu [145], případně při přípravě siláže [146-148] 

 možnost vytvořit jakési minichromozómy s využitím invertovaných terminálních 

repetic a UCS elementů z lineárních pGKL plazmidů [149] 

 možnost vytvoření relativně účinného expresního systému, s možností sekrece 

produkovaných proteinů do média; do současnosti byla popsána exprese několika 

proteinů (lidský interleukin 1β, lidský albumin, myší α-amyláza, glykoprotein E2 viru 

hepatitidy C, bakteriální β-laktamáza a glukoamyláza, xylanáza a laktáza z hub apod.) 

za použití signálních sekvencí zymocinového komplexu [87, 95, 150-163] 

 

1.2. Lineární dsDNA plazmidy ostatních kvasinek 

V kvasince Pichia inositovora (NRRL Y-18709) byly nalezeny 3 lineární dsDNA plazmidy 

(pPin1-1, pPin1-2 a pPin1-3) o velikostech cca 18, 10 a 9,7 kbp. Všechny plazmidy mají 

pravděpodobně na 5' konci navázaný terminální protein. Podrobněji byl analyzován pouze 

plazmid pPin1-3, který je 9683 bp dlouhý, obsahuje 71 % A+T bází a na jeho koncích jsou 

přítomny invertované terminální repetice o délce 154 bp. Na tomto plazmidu se nacházejí 4 

otevřené čtecí rámce zabírající více než 95 % z kódující sekvence plazmidu pPin1-3. Před 

každým z těchto čtecích rámců je patrný šestinukleotidový UCS element (viz tabulka 1). 

Otevřené čtecí rámce plazmidu pPin1-3 vykazují sekvenční podobnosti s plazmidem pGKL1. 

ORF1 vykazuje sekvenční podobnost s ORF3-pGKL1 (u K. lactis kóduje imunitu vůči 

vlastnímu zymocinu); ORF2 vykazuje sekvenční podobnost s ORF1-pGKL1 (pGKL1-

specifická DNA polymeráza); ORF3 vykazuje sekvenční podobnost s ORF2-pGKL1 

(prekurzorový protein α a β podjednotek zymocinu); ORF4 vykazuje slabou sekvenční 

podobnost s ORF4-pGKL1 (γ-podjednotka zymocinu) [18].  
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Plazmidy P. inositovora jsou spojeny s killer fenotypem. Killer toxin o velikosti cca 

100 kDa funguje s největší pravděpodobností obdobným mechanismem jako zymocin K. 

lactis. Receptorem toxinu je pravděpodobně chitin [18, 164].  

 
V kvasince Pichia pastoris (NRRL Y-4290) byly objeveny 2 plazmidy o velikostech 

cca 8 a 11 kbp. Oba plazmidy jsou rezistentní k RNáze A a k exonukleáze λ, naopak jsou 

citlivé k DNáze I. Jde tedy pravděpodobně o dsDNA lineární plazmidy s 5' chráněným 

koncem. Jejich předpokládaná linearita bylo potvrzena restrikčním mapováním. Tyto 

plazmidy nejsou spojeny s killer fenotypem [165, 166]. 

 
V kvasince Pichia accaciae (NRRL Y-18665) byly nalezeny 2 lineární dsDNA 

plazmidy pPac1-1 (12646 bp) a pPac1-2 (6785 bp). Oba 2 plazmidy se vyznačují vysokým 

obsahem A+T bází (75 %, resp. 73 %), velmi kompaktním genomem (otevřené čtecí rámce 

zabírají 97 %, resp. 95 % z kódující sekvence plazmidů) a invertovanými repeticemi na 

koncích plazmidu (138 bp, resp. 203 bp) [86, 90, 167, 168]. Před každým z čtecích rámců je 

patrný šestinukleotidový UCS element (viz tabulka 1) [86]. Plazmid pPac1-2 obsahuje 4 

otevřené čtecí rámce, z nichž 2 (ORF1 a ORF3) vykazují sekvenční podobnost (47 %, resp. 

34 %) s ORF2-pGKL2, který kóduje prekurzorový protein α a β podjednotek zymocinu. 

Nicméně pouze u proteinu, který je kódován ORF1-pPac1-2, se vyskytuje typický chitin 

vazebný motiv a chitinázová doména rodiny 18, umožňující vazbu zymocinu (u K. lactis) na 

chitin v buněčné stěně cílové buňky. Oproti plazmidu pGKL1 se v plazmidu pPac1-2 

nevyskytuje žádný ORF s podobností k DNA polymeráze ani s podobností ke γ-podjednotce 

zymocinu [86, 90]. Plazmid pPac1-1 obsahuje 10 otevřených čtecích rámců vykazujících 

sekvenční podobnosti s otevřenými čtecími rámci 2 až 11 plazmidu pGKL2 (sekvenční 

podobnost se pohybuje v rozmezí od 39 % pro ORF10 po 57 % pro ORF4) [86].  

Plazmidy kvasinky P. accaciae jsou spojeny s killer fenotypem. Killer toxin se skládá 

ze tří podjednotek o velikostech přibližně 107,7 kDa (podjednotka kódována ORF1-pPac1-2), 

37,7 kDa (kódována ORF2-pPac1-2) a 38 kDa (kódována ORF3-pPac1-2). Toxin je velmi 

stabilní, jeho aktivitu výrazně neovlivňuje dlouhodobé skladování ve 4 °C, zmrazování a 

rozmrazování a dokonce ani přítomnost 6 M močoviny. Optimální pH pro aktivitu toxinu leží 

v rozmezí hodnot 7,0 až 7,5 [90, 169]. Účinek toxinu na kvasinku S. cerevisiae je 

pravděpodobně pod kontrolou MAT lokusu; zatímco haploidní MATα kmeny jsou na toxin 

velmi citlivé, citlivost haploidních MATa či diploidních kmenů S. cerevisiae je značně nižší 

[100]. Receptorem tohoto toxinu na membráně citlivé buňky je pravděpodobně chitin, mutace 

v hlavní chitináze S. cerevisiae (CHS3) vede k rezistenci původně citlivé buňky. V ORF1-
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pPac1-2 se vyskytuje hydrofobní oblast, o které se u zymocinu K. lactis předpokládá, že 

napomáhá ke vstupu γ-toxinu do buňky. Účinek toxinu není závislý na elongátoru RNA 

polymerázy II. Citlivé buňky jsou inhibovány toxinem během S-fáze růstu; v průběhu 

působení toxinu se fosforyluje proteinkináza Rad53 [90], která je kontrolním bodem 

zajišťujícím zastavení buněčného cyklu na přechodu G1/S, během S nebo na přechodu G2/M 

fáze [170-172]. Toxin kvasinky P. accaciae působí pravděpodobně ve dvou krocích. Během 

prvních 4 hodin působení toxinu na citlivé buňky dochází ke snížení životaschopnosti těchto 

buněk na cca 30 % a ke dvanáctinásobnému zvýšenému výskytu mutací v CAN1 lokusu [173]. 

Po více než 10 hodinách působení toxinu je možné detekovat u citlivých buněk pozitivní 

reakci na TUNEL test (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) a formování ROS 

(Reactive Oxygen Species). Na vnější membráně se objevuje fosfatidylserin [173]. Všechny 

popsané znaky jsou typickými projevy začínající buněčné apoptózy [174, 175].  

 
V kvasince Pichia etchellsii (CBS 2011) byly nalezeny 2 lineární dsDNA plazmidy 

pPE1A (6749 bp) a pPE1B (12835 bp). Oba 2 plazmidy se vyznačují vysokým obsahem A+T 

bází (78 %, resp. 77 %), invertovanými repeticemi na koncích plazmidů (178 bp, resp. 161 

bp) a terminálním proteinem kovalentně navázaným na 5' konci plazmidové DNA [19, 30, 

91]. Plazmid pPE1B má velmi kompaktní genom, otevřené čtecí rámce zabírají 97 % z jeho 

kódující sekvence. Naopak uspořádání genomu plazmidu pPE1A příliš kompaktní není, 

otevřené čtecí rámce zabírají pouze 73 % z jeho kódující sekvence [19, 91]. Před každým 

z čtecích rámců je patrný šestinukleotidový UCS element (viz tabulka 1) [19, 91], plazmidy 

jsou odléčitelné UV zářením [30]. Plazmid pPE1A obsahuje 5 otevřených čtecích rámců. Pro 

produkty ORF1, 3, 4, 5 zatím nebyla predikována žádná funkce. U produktu ORF2 byla 

detekována sekvenční podobnost s ORF2-pGKL2 (kóduje prekurzorový protein α a β 

podjednotek zymocinu K. lactis). Tento protein je možné izolovat pomocí chitin afinitní 

chromatografie a následně ho detekovat pomocí specifické protilátky proti α-podjednotce 

zymocinu K. lactis. Nicméně pravděpodobně se nejedná o killer toxin, ale o plazmidem 

kódovaný a následně sekretovaný protein neznámé funkce. Plazmid pPE1A také neobsahuje 

žádný gen s podobností k DNA polymeráze ani s podobností ke γ-podjednotce zymocinu [91]. 

Plazmid pPE1B obsahuje 10 otevřených čtecích rámců vykazujících sekvenční podobnost 

s otevřenými čtecími rámci 2 až 11 plazmidu pGKL2. Sekvenční podobnost se pohybuje v 

rozmezí od 36 % pro ORF7 do 59 % pro ORF8 [19]. Obdobné plazmidy byly nalezeny i 

v dalších kmenech P. etchellsii (CBS 2012, CBS 5603, CBS 6823). Podle výsledků 
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restrikčního mapování se zdá, že plazmidy (pPE2-pPE4) izolované z těchto kmenů jsou velmi 

podobné plazmidům pPE1 [30].  

 
V kvasince Lachancea kluyveri (synonymum Saccharomyces kluyveri; IFO 1685) byl 

objeven pouze jeden plazmid (pSKL) o velikosti 14281 bp, který má vysoký obsah A+T bází 

(72 %), velmi kompaktní genom (otevřené čtecí rámce zabírají 95 % kódující sekvence 

plazmidu) a invertované repetice (483 bp) na koncích plazmidu. Plazmid pSKL obsahuje 11 

otevřených čtecích rámců vykazujících sekvenční podobnost s otevřenými čtecími rámci 1 až 

11 plazmidu pGKL2. Tyto sekvenční podobnosti se pohybují v rozmezí od 43 % pro ORF1 

po 67 % pro ORF4. Před každým z čtecích rámců je patrný šestinukleotidový UCS element 

(viz tabulka 1) [74, 176, 177].  

 
  Lineární dsDNA plazmidy byly nalezeny u dvou kmenů kvasinky Debaryomyces 

hansenii. Oba typy plazmidů jsou rezistentní k exonukleáze λ, naopak jsou citlivé k 

exonukleáze III. Jde tedy pravděpodobně o dsDNA lineární plazmidy s 5' chráněným a 3' 

nechráněným koncem. Plazmidy obou kmenů jsou odléčitelné UV zářením [21, 30]. 

U kmene CBS 770 jsou přítomny 2 plazmidy (pDH1A a pDH1B) o velikostech cca 

8,2 kbp, resp. 14,4 kbp [30]. Plazmidy jsou stabilně udržovány v buňce při kultivaci v YEPD 

médiu při 30 °C, v teplotách vyšších než 33 °C se z buněk postupně ztrácejí. Této ztrátě se dá 

zabránit přidáním 0,3 M NaCl nebo 1 M sorbitolu do kultivačního média, nicméně při zvýšení 

kultivační teploty nad 35 °C dojde k úplnému odléčení buněk od pDH1 plazmidů [178]. Tyto 

plazmidy nejsou spojeny s killer fenotypem [30]. 

U kmene TK (CBS 7848) byly nalezeny 3 plazmidy (pDHL1, pDHL2, pDHL3) o 

velikostech cca 8,4 kbp; 9,2 kbp a 15 kbp [179]. Plazmid pDHL1 byl zčásti osekvenován 

(AccI-PstI fragment o velikosti 4184 bp, lokalizovaný na 5' konci plazmidu). Tento fragment 

obsahuje jeden úplný (ORF1 – 3003 bp) a jeden neúplný (ORF2 - 745 bp) čtecí rámec. ORF1 

vykazuje zhruba 59 % sekvenční podobnost s ORF1-pGKL1 (kóduje pGKL1-specifickou 

DNA polymerázu). Neúplný ORF2 vykazuje částečnou sekvenční podobnost (23 %) s N-

koncovou částí ORF2-pGKL1 (kóduje α-podjednotku zymocinu). Obsah A+T bází 

sekvenovaného fragmentu je vysoký (72 %) [89]. Lineární plazmidy kmene TK jsou stabilně 

udržovány v buňce při kultivaci v YEPD médiu v teplotách nižších než 25 °C. Ve vyšších 

teplotách (33-35 °C) dochází k jejich postupné ztrátě z buněk, čemuž se dá zabránit přidáním 

0,3 M NaCl nebo 1 M sorbitolu do kultivačního média [178]. V přítomnosti NaCl (0,1-2,1 M) 

také dochází k produkci killer toxinu působícího na některé citlivé kvasinkové kmeny (Pichia 

anomala, Pichia subpelliculosa, Debaryomyces hansenii, Candida parapsilosis, Torulopsis 
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glabrata, Saccharomyces exiguus a S. cerevisiae). Toxin je zcela inaktivován působením 

teploty 50 °C po dobu 15 minut [179]. 

 
V kvasince Wingea robertsiae (synonymum Debaryomyces robertsiae; CBS 6693) 

byly objeveny 2 cytoplazmaticky lokalizované plazmidy (pWR1A a pWR1B) o velikostech 

8137 bp a cca 14,6 kbp. Tyto plazmidy jsou rezistentní k exonukleáze λ, naopak jsou citlivé 

k exonukleáze III. Jde tedy pravděpodobně o dsDNA lineární plazmidy s 5' chráněným a 3' 

nechráněným koncem. Plazmidy jsou odléčitelné UV zářením [30, 180]. Plazmid pWR1A se 

vyznačuje vysokým obsahem A+T bází (72 %), velmi kompaktním genomem (otevřené čtecí 

rámce zabírají 93 % z kódující sekvence plazmidu) a invertovanými repeticemi na koncích 

plazmidu (233 bp). Plazmid pWR1A obsahuje 5 otevřených čtecích rámců, z nichž 2 (ORF2 a 

ORF4) vykazují sekvenční podobnost (43 %, resp. 34 %) s ORF2-pGKL2 (prekurzorový 

protein α a β podjednotek zymocinu). Nicméně pouze u proteinu, který je kódován ORF2-

pWR1A, se vyskytuje typický chitin vazebný motiv a chitinázová doména rodiny 18, 

umožňující vazbu zymocinu (u K. lactis) na chitin v buněčné stěně cílové buňky. Oproti 

plazmidu pGKL1 se v plazmidu pWR1A nevyskytuje žádný otevřený čtecí rámec 

s podobností k DNA polymeráze ani s podobností ke γ-podjednotce toxinu [90].  

Plazmidy kvasinky W. robertsiae jsou spojeny s killer fenotypem. Killer toxin je 

možné izolovat pomocí chitin afinitní chromatografie a detekovat ho pomocí specifické 

protilátky proti α-podjednotce zymocinu K. lactis [180]. Receptorem tohoto toxinu na 

membráně citlivé buňky je pravděpodobně chitin, mutace v hlavní chitináze S. cerevisiae 

(CHS3) vede k rezistenci původně citlivé buňky. V ORF2 se vyskytuje hydrofobní oblast, o 

které se předpokládá (u zymocinu K. lactis), že napomáhá ke vstupu γ-podjednotky toxinu do 

buňky. Účinek toxinu není závislý na elongátoru RNA polymerázy II. Citlivé buňky jsou 

zastavovány toxinem během S-fáze růstu; v průběhu působení toxinu se fosforyluje 

proteinkináza Rad53 [90], která je kontrolním bodem zajišťujícím zastavení buněčného cyklu 

na přechodu G1/S, během S nebo na přechodu G2/M fáze [170-172]. Velikost toxinu je zhruba 

110 kDa [90]. Toxin je zcela inaktivován působením teploty 65 °C po dobu 10 minut [180]. 

 
V kvasince Saccharomycopsis crataegensis (NRRL Y-5902) byly nalezeny 3 lineární 

plazmidy (pScrl-1, pScrl-2, pScrl-3) o velikostech cca 13,7 kbp; 7 kbp a 5,8 kbp. V kmenech 

NRRL Y-5903 a NRRL Y-5904 byly nalezeny 2 plazmidy o velikostech cca 14 kbp a 7 kbp 

vykazující vysoký stupeň podobnosti s plazmidy pScrl-1 a pScrl-2. V obou případech se jedná 

pravděpodobně o cytoplazmatické, dsDNA lineární plazmidy s 5' chráněným koncem. Tyto 

plazmidy nejsou spojeny s killer fenotypem [181, 182]. 
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2. SYNTÉZA ČEPIČKY NA 5' KONCI mRNA 

Naprostá většina eukaryotických a virových mRNA má na svém 5' konci specifickou 

strukturu, metylovaný guanozin spojený s prvním nukleotidem nově syntetizované pre-

mRNA neobvyklou 5'-5' trifosfátovou vazbou. Tato struktura se nazývá N7-metylguanozinová 

(m7GpppN) čepička (cap) [183]. Brzy po jejím objevení se ukázalo, že jde o důležitou 

strukturu hrající roli v ochraně mRNA před degradací, v exportu mRNA z jádra, v iniciaci 

translace a v sestřihu pre-mRNA. Čepička je přidána na 5' konec řetězce pre-mRNA krátce po 

inicializaci transkripce, kdy vznikající transkript dosahuje délky zhruba 25-30 nukleotidů 

[184, 185], odstraněna je až v okamžiku, kdy je mRNA určena k degradaci.  

 

2.1. Jak získat čepičku legálně 

Mechanismus syntézy N7-metylguanozinové čepičky byl poprvé popsán u reovirů, u nichž 

dochází pomocí tří nezávislých enzymatických reakcí ke vzniku čepičky na 5' konci pre-

mRNA [183, 186]. Obdobný mechanismus (nazvaný mechanismus typu 1) syntézy čepičky 

byl následně popsán i u viru vakcinie, u CPV (Cytoplasmic Polyhedrosis Virus) [187, 188] a 

později i u většiny eukaryotických a virových mRNA. V současné době je tento typ syntézy 

čepičky přijímán jako obecný. Mimo něj byl popsán i mechanismus syntézy čepičky typu 2, 

vyskytující se u nesegmentovaných „–RNA“ virů [189]. 

Syntéza čepičky typu 1 probíhá ve třech krocích. Nejprve je ze vznikajícího 

transkriptu trifosforylované RNA (pppRNA) odštěpen koncový 5'--fosfát enzymem RNA-

trifosfatáza (RTáza) za vzniku difosforylovaného konce pre-mRNA (reakce I), který je 

následně upraven přidáním GMP vzniklým po hydrolýze GTP enzymem mRNA-

guanylyltransferáza (GTáza) (reakce II). V průběhu druhého kroku GTáza hydrolyzuje GTP 

na GMP, které se následně váže kovalentní vazbou na -amino skupinu lysinu v sekvenci  

 
(I) pppRNA     ppRNA + Pi 

(II) Gppp + ppN     GpppN + PPi 
 

(IIa)  GTáza + Gppp     GTáza-Gp+PPi 

(IIb)  GTáza-Gp + ppN     GpppN + GTáza 
 
(III) AdoMet + GpppN     m7GpppRNA + AdoHcy 

(IV) m7GpppN + AdoMet   m7GpppN1mpN2mpN + AdoHcy 
 

 
KxDG za vzniku dočasného komplexu GMP-GTáza (reakce IIa). Poté následuje přenos GMP 

na difosforylovaný konec mRNA za vzniku struktury GpppN (reakce IIb) [190, 191], která je 

metylována na pozici N7-guanozinu enzymem RNA-guanin-N7-metyltransferáza (MTáza) 

(reakce III). Tento typ čepičky se nazývá cap 0. Následně může docházet k metylaci prvních 
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dvou nukleotidů vznikajícího mRNA řetězce (reakce IV) pomocí enzymu 2'-O-

ribózometyltransferáza za vzniku cap 1, resp. cap 2 struktur (viz obrázek 3). Zatímco 

metylace na koncovém guanozinu a na prvním nukleotidu nově vznikající pre-mRNA 

probíhají v jádře, přidání metylu na druhý nukleotid pre-mRNA je realizováno v cytoplazmě. 

Tomu odpovídá i to, že 2'-O-metyltransferáza metylující jak purinové, tak pyrimidinové 

nukleotidy na první pozici v řetězci vznikající pre-mRNA (Cap 1 metyltransferáza) je 

lokalizována v jádře, zatímco Cap 2 metyltransferáza, metylující 2'-O ribózu druhého 

nukleotidu, je lokalizována v cytoplazmatické frakci lyzátů připravených z HeLa buněk [192].  
 

OBRÁZEK 3 – Schéma vzniku čepičky na 5' konci mRNA. Pi – fosfát; PPi – pyrofosfát; AdoMet – S-adenozyl-L-

methionin; AdoHcy – S-adenozyl-L-homocystein; cap 0, 1, 2 – různé stupně metylace čepičky (viz text); N – 

libovolný nukleotid 
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Způsob regulace této metylace zatím není zcela jasný [193]. U nižších eukaryot (u kvasinek a 

hub) a virů se vyskytuje převážně cap 0, vyšší eukaryota většinou mají na 5' konci mRNA 

více metylových zbytků (viz obrázek 3) [183, 189, 194, 195].  

U trypanozom se vyskytuje tzv. cap 4, hypermetylovaná forma čepičky na 5' konci 

mRNA. Tato čepička je syntetizovaná výhradně na SL RNA (Spliced Leader). SL RNA je 

syntetizována RNA polymerázou II a následně je procesem zvaným trans-splicing přenesena 

na 5' konec všech pre-mRNA vznikajících z polycistronních transkriptů trypanozom [196, 

197]. Čepička typu 4 se skládá z klasické čepičky (cap 0) a následných 2'-O-metylovaných 

prvních čtyř (AACU) ribonukleotidů. Navíc na první adenin a čtvrtý uracil je přidáno ještě po 

jednom metylovém zbytku za vzniku 7 6,6,2' 2' 2' 3,2'

3 2m Gpppm Apm Apm Cpm U  struktury [198]. 

U viru vezikulární stomatitidy (VSV; Vesicular Stomatitis Virus, Rhabdoviridae) byl 

popsán typ 2 syntézy čepičky na 5' konci mRNA [189]. Předpokládá se, že tento typ syntézy 

čepičky se uplatňuje u většiny nesegmentovaných „–RNA“ virů (mimo VSV např. u viru 

vztekliny (Rhabdoviridea), viru spalniček (Paramyxoviridae), případně u viru ebola 

(Filoviridae)) [199]. Syntéza čepičky typu 2 probíhá v několika krocích a je katalyzována 

komplexem proteinů P a L kódovaných genomem viru vezikulární stomatitidy. Protein L 

obsahuje všechny aktivity nezbytné k syntéze čepičky (RNA-GDP polyribonukleotidyl-

transferázová aktivita, guanozin-5'-trifosfatázová aktivita a metyl-transferázová aktivita) 

[200-202] a katalyzuje všechny níže uvedené kroky syntézy N7-metylguanozinové čepičky. U 

viru VSV začínají všechny mRNA 5' konsensus sekvencí AACAGNNN [203, 204]. Na tuto 

strukturu je následně připojena čepička, která je poté metylována. Na rozdíl od syntézy 

čepičky typu 1 jsou na vznikajícím transkriptu pre-mRNA nejprve odštěpeny 2 ( a β) 5' 

fosfáty za vzniku monofosforylovaného konce pre-mRNA. Předpokládá se, že se při syntéze 

čepičky tohoto typu neváže na capping enzym (tedy protein L) GDP vzniklé po hydrolýze 

GTP pomocí proteinu L (reakce I), ale spíše se na protein L váže kovalentní vazbou 

monofosforylovaná 5' koncová (pApApCpApGNNN) struktura  

 
(I) Gppp      Gpp + Pi 

(II) pppApApCpApGN + L     L-pApApCpApGN + PPi 

(III) Gpp + L-pApApCpApGN    GpppApApCpApGN + L 

(IV) AdoMet + GpppApApCpApGN    m7GpppApApCpApGN  

(V) m7GpppApApCpApGN + AdoMet   m7GpppAmpApCpApGN 
 

 

vznikající pre-mRNA (reakce II). Monofosforylovaný konec pre-mRNA je následně upraven 

přidáním GDP vzniklým po hydrolýze GTP (reakce III) [202]. Poté dochází k metylaci na N7-

guanozinu (reakce IV) a na 2'-O-adenozinu za vzniku konečné dimetylované struktury (reakce 
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V) [205]. Čepička je přidána na 5' konec řetězce pre-mRNA pravděpodobně kotranskripčně 

[202]. 

Malé jaderné a jadérkové RNA (snRNA; Small Nuclear RNA, resp. snoRNA; Small 

Nucleolar RNA) mají na svém 5' konci trimetylované struktury m2,2,7GpppN (TMG; 

Trimethylguanosine cap) a metyl-pppN (Mppp čepička) [195, 206]. Za syntézu 

trimetylovaných U1-U5 snRNA je zodpovědná většinou RNA polymeráza II. Při syntéze U1 

snRNA je na primární transkript přidána N7-metylgunosinová čepička podle klasického 

schématu (typ 1), k přidání metylu na první nukleotid snRNA (m7GpppAmpN) dochází v jádře 

[207]. Následně je U1 snRNA transportována do cytoplazmy, kde jsou přidány zbývající 

metylové skupiny za vzniku m2,2,7GpppAmNmpN struktury [208, 209]. Poté se U1 snRNA 

vrací zpět do jádra jako ribonukleoprotein (společně s Sm proteiny) [210-212], kde se 

účastní sestřihu pre-mRNA [213, 214]. Obdobný mechanismus vzniku trimetylovaných 

snRNA existuje pravděpodobně i u U2, U4 a U5 snRNA [209]. Naproti tomu úprava 5' konce 

U3 snRNA u drápatky vodní (Xenopus laevis) probíhá v jádře, kde dochází jak k přidání 

čepičky, tak k trimetylaci [215]. U kvasinek dochází k hypermetylaci pravděpodobně také v 

jádře, čemuž napovídá i objev v jadérku lokalizované metyltransferázy nezbytné 

k hypermetylaci sn/snoRNA [216]. Zajímavou výjimku v syntéze U2-U4 snRNA vykazují 

trypanozomy; jejich snRNA jsou pravděpodobně syntetizovány RNA polymerázou III [217], 

přesto obsahují na 5' konci trimetylovanou čepičku [218]. Ostatní transkripty trypanozom 

syntetizované RNA polymerázou III (např. tRNA, 5S RNA, 7SL RNA) čepičku nemají [219].  

Čepička typu Mppp se vyskytuje u savčích (U6, 7SK, B2) a rostlinných (U3) snRNA 

[195, 220, 221], které jsou pravděpodobně syntetizovány RNA polymerázou III. Syntéza 

čepičky tohoto typu se odehrává pravděpodobně posttranskripčně a je značně odlišná od 

klasického schématu. Při syntéze čepičky U6 snRNA je na koncový 5'--fosfát přímo 

připojena metylová skupina [222]. K této metylaci je nezbytná přítomnost vlásenky na 5' 

konci RNA, která je pravděpodobně rozeznávána pomocí zatím neidentifikované jaderné 

sekvenčně specifické metyltransferázy [223]. Při zkrácení nebo při úplné deleci vlásenky 

dochází u kvasinek k syntéze TMG čepičky na 5' konci U6 snRNA [224]. 

 

2.2. Jak získat čepičku nelegálně 

U některých virů, které nekódují vlastní capping enzymy, se vyvinuly mechanismy 

umožňující získat čepičku z hostitelských mRNA. U segmentovaných „–RNA“ virů je popsán 

tzv. cap-snatching (uchvácení čepičky) mechanismus. Nejpodrobněji je tento mechanismus 

prostudován u viru chřipky (Orthomyxoviridae). Virem chřipky kódovaná RNA polymeráza, 
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sestávající se ze tří podjednotek (PB1, PB2, PA), není sama schopna připojit čepičku na 5' 

konce svých mRNA. Je ovšem schopna několika kroky odštěpit čepičku z hostitelských 

mRNA přepsaných hostitelskou RNA polymerázou II a takto vzniklý fragment využít jako 

primer pro syntézu vlastních mRNA [225]. V případě chřipky dochází nejprve k navázání 

podjednotky PB1 virové RNA polymerázy na vlásenky nacházející se na 5' a 3' konci virové 

RNA (vRNA). To vede k cirkularizaci vRNA a také k následné změně konformace RNA 

polymerázy [226], na jejíž podjednotku PB2 je poté navázána hostitelská mRNA. 

Endonukleázová aktivita PB2 podjednotky odštěpí fragment o délce 9-17 nukleotidů 

obsahující hostitelskou čepičku na 5' konci [227-229], který je použit jako primer 

k transkripci virových mRNA. Čepička hostitelských mRNA se pravděpodobně váže na PB2 

podjednotku virové RNA polymerázy mezi dvě aromatické aminokyseliny [230]. Vlastní 

odštěpení požadovaného úseku obsahujícího čepičku je realizováno podjednotkami PB1 a PA 

virové polymerázy [231, 232]. Přesný mechanismus štěpení není zcela jasný; bylo však 

prokázáno, že pouze fragmenty obsahující na svém 3' konci dvojici nukleotidů CA jsou 

použity jako primery pro transkripci virové RNA. Je možné, že poslední báze odštěpeného 

fragmentu (adenozin) vytvoří nukleotidový pár s posledním nukleotidem na 3' konci vRNA 

[233], což umožňuje zahájení transkripce. Stejně tak není zcela jasné, jakým způsobem se 

virová RNA polymeráza dostane přímo k hostitelským mRNA, které čepičku na svém 5' 

konci obsahují. Nedávné výsledky ukazují možnou interakci virové RNA polymerázy s C-

koncovou doménou RNA polymerázy II hostitelského organismu v době syntézy čepičky na 

5' konci hostitelských mRNA [234]. Obdobný systém získávání čepičky se předpokládá i u 

Thogoto viru (Orthomyxoviridae) s tím rozdílem, že jako primer pro syntézu virové mRNA je 

použita podstatně kratší struktura m7GpppAm odštěpená z hostitelské mRNA [235-237]. 

Cap-snatching mechanismus pravděpodobně využívají i viry z čeledi Bunyaviridae 

[238-252] a Tenuiviridae [253-256]. U těchto čeledí bylo zjištěno, že se na jejich 5' konci 

vyskytuje 10-20 nukleotidová sekvence nevykazující homologii s virovou RNA. U Dugbe 

viru (Bunyaviridae) se délka odštěpené sekvence pohybuje v rozmezí 5-16 nukleotidů [257]. 

Zástupci čeledi Arenaviridae, kteří také využívají cap-snatching mechanismus, odštěpují 

sekvence kratší (1-4 nukleotidy) [258, 259]. Pro mnoho z výše uvedených virů byla popsána 

preference endonukleázového štěpení, obdobně jako u viru chřipky, specificky za určitým 

nukleotidem. Je možné, že pro syntézu virové mRNA je třeba, aby primer vykazoval 

homologii minimálně k poslednímu nukleotidu na 3' konci vRNA [245]. U rostlinných virů 

bylo také prokázáno, že fragment mRNA obsahující čepičku může být získán nejenom z 

hostitelských mRNA, ale při koinfekci s jiným virem i z virových mRNA opatřených 
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čepičkou, jak tomu bylo u viru bronzovitosti rajčete (TSW; Tomato Spotted Wilt virus, 

Bunyaviridae) [244] a MSt viru (Maize Stripe virus, Tenuiviridae) [254]. 

 

2.3. Past na čepičku 

U cytoplazmatického dsRNA L-A viru (Totiviridae) kvasinky S. cerevisiae byl popsán 

neobvyklý mechanismus odštěpování čepičky z hostitelských mRNA [260]. L-A virus je 

dlouhý cca 4,6 kbp a kóduje pouze 2 proteiny, hlavní kapsidový protein (Gag) a RNA 

polymerázu (Pol), která je ovšem translatována jako Gag-Pol fúzní protein díky -1 posunu 

čtecí fáze [261]. Virová RNA je syntetizována Gag-Pol proteinem ve virových částicích a 

nemá pravděpodobně čepičku na 5' konci ani poly(A) sekvenci na 3' konci [262]. Po syntéze 

je mRNA uvolněna do cytozolu hostitelské buňky. Jelikož mRNA L-A viru nemá ani čepičku 

ani poly(A) konec, měla by být ideálním cílem exonukleáz [263, 264], v případě kvasinek 

hlavně exonukleázy Xrn1 [265]. Nicméně L-A virus chrání své mRNA před degradací 

zajímavým způsobem; Gag protein je schopen odštěpovat čepičky z hostitelských mRNA 

[260], čímž pravděpodobně zcela zasytí Xrn1 exonukleázu [266]. Proces odštěpení čepičky 

není příliš jasný, hypotéza odštěpování čepičky je založena na dvou krystalografických 

studiích a částečných mutačních analýzách [267, 268]. Čepička přítomná na hostitelské 

mRNA je pravděpodobně stabilizována v prohlubni Gag proteinu. Dno této prohlubně je 

tvořeno smyčkou I (aminokyseliny 144-163) obsahující esenciální aminokyselinu His154, 

stěny prohlubně jsou tvořeny smyčkami II-IV. Stabilizace čepičky je pravděpodobně zajištěna 

vložením metylované čepičky mezi dvě aromatické aminokyseliny (Tyr150 a Tyr538), obdobně 

jak tomu je u eIF4E proteinu (viz níže). Na stabilizaci hostitelské mRNA se podílejí také 

aminokyseliny Arg568, 570 a Lys536, které elektrostatickými interakcemi s fosfátovými vazbami 

udržují molekulu mRNA ve správné pozici. Následkem těchto interakcí je pravděpodobně α-

fosfát trifosfátového řetězece umístěn v blízkosti imidazolového kruhu His154; předpokládá se, 

že na odštěpení čepičky (ve formě m7GMP) se podílí mimo His154 také Tyr452. Odštěpený 

m7GMP se váže fosfoimidazolovou vazbou mezi α-fosfátem pocházejícím z čepičky a 

dusíkem v His154 imidazolovém kruhu [269]. Mutace His154 vede k zrušení schopnosti Gag 

proteinu vázat čepičku, její rozeznání však touto mutací ovlivněno není [269].  

 

2.4. Funkce čepičky 

O biologické funkci čepičky se debatuje od jejího objevení. V současné době se zdá, že 

navzdory různým metylačním schématům je důležitá zejména přítomnost N7-metylu na 
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koncovém guanozinu a dvě pyrofosfátové vazby spojující m7G s prvním nukleotidem mRNA. 

Hlavní funkce čepičky lze rozdělit na: 

 

A. OCHRANA PRE-mRNA A mRNA PŘED 5' EXONUKLEÁZOVÝM ŠTĚPENÍM 

Záhy po popsání čepičky bylo prokázáno, že mRNA bez metylované čepičky na pozici N7-

guanozinu, případně bez čepičky vůbec, jsou velmi náchylné k exonukleázové degradaci 

[270-272]. Později bylo zjištěno, že mRNA je degradována buď 5'3' nebo 3'5' 

exonukleázovým mechanismem; v obou případech je degradace iniciována zkrácením 

poly(A) sekvence na 3' konci mRNA na méně než 10 nukleotidů [273-275]. V průběhu 

degradace ve směru 5'3' je po částečné deadenylaci odstraněna čepička pomocí tzv. 

decapping enzymů [276]. U kvasinek byl popsán proteinový komplex Dcp1-Dcp2 

zodpovědný za odstranění čepičky z 5' konce mRNA [270]. Výkonná podjednotka tohoto 

komplexu, protein Dcp2, katalyzuje odštěpení m7GDP z 5' konce mRNA za vzniku 

monofosforylované RNA (pRNA) [277-280]. Dcp2 protein není funkční v případě, že mRNA 

obsahující čepičku je kratší než 25 nt [277], pokud nedojde ke zkrácení poly(A) sekvence či 

pokud mRNA nejsou opatřeny čepičkou. K odstranění čepičky pomocí komplexu Dcp1-Dcp2 

proteinů dochází pravděpodobně v tzv. P tělískách [281, 282]. Obdobné proteiny (Dcp1a a 

Dcp1b) katalyzující pravděpodobně shodnou reakci byly objeveny i u savců [283, 284] či u 

Caenorhabditis elegans [285]. Po odštěpení čepičky z konce mRNA dochází k rychlé 

degradaci mRNA ve směru 5'3' pomocí 5' exonukleáz [263, 264].  

Degradace ve směru 3'5' probíhá v exozómech a je také iniciována deadenylací. 

Poté dochází u kvasinek k degradaci mRNA ve směru 3'5' a následně k částečné hydrolýze 

čepičky na 5' konci mRNA pomocí enzymu DcpS. Výsledkem této reakce je vznik m7GMP a 

difosforylovaného mRNA oligonukleotidu [286, 287]. Protein DcpS je také schopen, 

minimálně u savců a kvasinek, dále hydrolyzovat m7GDP vzniklé při odstranění čepičky 

pomocí Dcp1-Dcp2 komplexu na finální produkt m7GMP [288].  

Je nutné si uvědomit, že se čepička v cytoplazmě vyskytuje s navázaným eIF4E 

proteinem (viz níže). Odstranění čepičky z 5' konce mRNA je tedy možné pouze tehdy, pokud 

dochází k určité kompetici mezi Dcp1/2 a eIF4E proteiny, jak bylo potvrzeno in vitro [289, 

290] a in vivo [290, 291].  

 

B. ROLE V SESTŘIHU A V TRANSPORTU mRNA 

Bylo prokázáno, že přítomnost čepičky na 5' konci mRNA zvyšuje účinnost a přesnost 

sestřihu pre-mRNA jak v lyzátech ze savčích buněk [292, 293], tak přímo v oocytech 

drápatky vodní (Xenopus leavis) [294]. Čepička na 5' konci mRNA interaguje se složkami 
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sestřihového komplexu (spliceosom), které se účastní sestřihové reakce na 5' rozhraní mezi 

prvním exonem a prvním intronem [295]. Tato interakce je zprostředkována pomocí 

jaderného na čepičku se vážícího komplexu (CBC, Cap Binding Complex) skládajícího se ze 

dvou vysoce konzervovaných proteinů CBP20 a CBP80 (Cap Binding Protein) [296]. 

Čepička se váže mezi 2 tryptofanové zbytky na proteinu CBP20 (obdobně jako u eIF4E, viz 

níže). Tato vazba probíhá pouze v přítomnosti CBP80 [296, 297]. Při sestřihu intronu, 

lokalizovaného nejblíže k 5' konci pre-mRNA, se metylovaná čepička specificky váže na 

CBC. CBC s navázanou čepičkou poté interaguje s U1 snRNP (Small Nuclear 

Ribonucleoprotein), což umožní spojení sestřihového místa na pre-mRNA s U1 snRNP a 

následné interakce mezi složkami sestřihového komplexu (U1, U2, U4/6, U5 snRNA a mnoho 

dalších faktorů) a 5' sestřihovým místem pomocí CBC [298]. U kvasinek se zdá, že čepička 

na 5' konci pre-mRNA sice zvyšuje účinnost setřihu intronu lokalizovaného nejblíže k 5' 

konci pre-mRNA, nicméně není pro něj nezbytně nutná [299].  

Role čepičky v exportu mRNA z jádra do cytoplazmy není zatím příliš jasná. 

Přítomnost čepičky není nutná k exportu mRNA z jádra do cytoplazmy [300], nicméně 

přítomnost CBC navázaného na čepičku má na tento export stimulační efekt [301-303]. 

Disrupční analýzy CBP v kvasinkových kmenech neměly velký vliv na export mRNA z jádra 

[304], stejně tak jako mikroinjekce protilátek proti CBP20 do oocytů drápatky nijak 

neovlivnila export mRNA z jádra. Protilátky proti CBP20 proteinu naopak kompletně 

zablokovaly export U1 snRNA z jádra do cytoplazmy. Je tedy pravděpodobné, že zatímco 

export mRNA z jádra do cytoplazmy není přímo závislý na přítomnosti čepičky, pro export 

U1 snRNA je nutná přítomnost CBP20/80 komplexu [305-308].  

CBC má také stimulační vliv na formování 3' konce mRNA. Jeho přítomnost stimuluje 

první krok polyadenylace, endonukleázové štěpení mezi polyadenylačním signálem 

AAUAAA a následnou G/U bohatou oblastí [302, 309, 310].  

CBC zůstává navázaný na čepičku i v průběhu transportu z jádra do cytoplazmy, ve 

které se pravděpodobně účastní jakéhosi prvního kola translace mRNA, než je nahrazen 

eIF4E iniciačním faktorem [311, 312]. S tím může souviset i zjištění, že na CBC se v jádře 

váže protein eIF4G, o kterém se předpokládá, že zůstává na mRNA navázaný i v průběhu 

transportu do cytoplazmy [313].  

C. ROLE V INICIACI TRANSLACE 

Základním limitujícím krokem při syntéze proteinů je vazba 40S podjednotky ribozómu na 

mRNA [314]. V tomto procesu hraje velmi významnou roli čepička na 5' konci mRNA díky 

vazbě na cytoplazmatický proteinový komplex eIF4F [315]. Tento komplex se skládá z 
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několika iniciačních faktorů (eIF4A, eIF4E a eIF4G) [316]. Čepička se váže na eukaryotický 

iniciační faktor 4E (eIF4E; 25 kDa), který sám o sobě hraje důležitou úlohu v post-

transkripční kontrole genové exprese, ve vývojových procesech a v řadě lidských onemocnění 

(viz přehledové články [317-323]). eIF4E specificky rozeznává čepičku na 5' konci mRNA a 

současně i další komponenty komplexu eIF4F [322]. Zde se budu věnovat pouze vazbě 

čepičky na eIF4E, ostatní informace týkající se tohoto iniciačního faktoru jsou k dohledání 

v uvedených přehledových článcích.  

Přesný mechanismus a konformace vazby čepičky na eIF4E byl vyřešen pomocí 

několika krystalografických studií [324-329]. Vazebné místo pro čepičku je na proteinu eIF4E 

lokalizováno v dutině jinak sférického proteinu. Na okrajích této dutiny jsou 2 evolučně 

konzervované tryptofanové zbytky (Trp56 a Trp102 u savců, Trp58 a Trp104 u kvasinek), kterými 

je pomocí - kooperativních interakcí mezi m7G a indolovými kruhy tryptofanů čepička 

stabilizována. Stabilita této interakce výrazně vzrůstá (zhruba o 4 až 5 řádů), pokud je na 

guanozinu přítomna metylová skupina [324]. Tato stabilizace v přítomnosti metylové skupiny 

má velký biologický význam, jelikož hladina GTP v buňce (zhruba milimolární 

v logaritmicky rostoucí kultuře [330]) je ve srovnání s hladinou mRNA či eIF4E zhruba o 3 

až 4 řády vyšší [331]. Efektivní vazba nemetylovaného GTP by tedy vedla k jeho kompetici 

s vazbou metylované čepičky na 5' konci mRNA o vazebné místo na eIF4E proteinu. Stabilita 

komplexu čepička-eIF4E je ještě zvýšena díky van der Waalsovým a vodíkovým interakcím 

mezi aminokyselinami vytvářejícími vazebnou dutinu eIF4E proteinu a třemi fosfátovými 

skupinami a ribózovým kruhem tvořícím čepičku na 5' konci mRNA. Tyto interakce se 

podílejí na stabilitě komplexu zhruba z poloviny, druhou polovinu obstarává výše zmíněná 

interakce mezi indolovými kruhy dvou tryptofanů a koncového guanozinu [324]. Vazba 

komplexu eIF4E-čepička je dále stabilizována vazbou proteinu eIF4G na protein eIF4E [332, 

333]. Interakce mezi eIF4G a mRNA nebyly zaznamenány, ale nelze je vyloučit [317].  

Z výše uvedeného vyplývá, že všechny mRNA obsahující čepičku na 5' konci mRNA 

se váží na eIF4E se stejnou afinitou. Pokud by ovšem docházelo k interakci dalších 

aminokyselin proteinu eIF4E s nukleotidy v mRNA transkriptu, mohlo by to znamenat 

zvýšení stability komplexu mRNA-eIF4E, a tím i možné ovlivnění účinnosti translace 

primárním transkriptem [317]. Při testování této možnosti pomocí nukleární magnetické 

rezonance a krystalografických analýz komplexu eIF4E s m7GpppA analogem čepičky byly 

prokázány interakce mezi C-koncovou částí eIF4E a adenozinem [329, 334, 335]. Při použití 

dalších analogů čepičky bylo zjištěno, že jejich afinita k eIF4E proteinu vzrůstá v řadě 

m7GpppC < m7GpppA < m7GpppG [324]. Studie s lidským eIF4E prokázaly, že několik 
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prvních nukleotidů mRNA s ním může být v kontaktu a že různé složení 5' konce mRNA 

může ovlivňovat afinitu mRNA k eIF4E až čtyřnásobně [336, 337]. Nicméně pomocí 

nukleární magnetické rezonance tyto kontakty nebyly potvrzeny, jedná se pravděpodobně o 

interakce velmi slabé [334]. Po navázání čepičky na eIF4E dochází k malým konformačním 

změnám tohoto proteinu; flexibilita smyček, tvořících okraje dutiny pro vazbu čepičky, se 

snižuje a pravděpodobně dochází k malým změnám v sekundární struktuře eIF4E proteinu 

[329, 332, 338]. Tyto konformační změny mohou znamenat, že proteiny interagující s eIF4E 

proteinem jsou pravděpodobně schopny rozeznávat mezi eIF4E s navázanou a bez navázané 

čepičky [317]. Toto bylo prokázáno v případě vazby malých translačních inhibitorů (4E-BP; 

eIF4E Binding Proteins) na eIF4E protein. Afinita 4E-BP proteinů vůči eIF4E výrazně 

vzrůstá u proteinu s navázanou čepičkou [339, 340]. Předpokládá se, že malé 4E vazebné 

proteiny kompetují s proteinem eIF4G o navázání na komplex eIF4E-mRNA, čímž zabraňují 

předčasnému vytváření translačně aktivního komplexu eIF4E-eIF4G-mRNA [317].  

Na závěr této kapitoly je třeba zdůraznit, že přítomnost čepičky na 5' konci mRNA 

není pro iniciaci translace stoprocentním požadavkem. Existuje skupina buněčných a virových 

RNA nesoucích na svém 5' konci tzv. IRES (Internal Ribosome Entry Site) strukturu, která 

umožňuje přímé nasednutí ribozómu v blízkosti AUG iniciačního kodonu a následné zahájení 

translace bez vazby čepičky na eIF4E protein [341, 342].  

 

2.5. Jak být ve správný čas na správném místě 

Již dříve bylo uvedeno, že přidání čepičky na 5' konec pre-mRNA je kotranskripční. Dochází 

k němu v době, kdy je vznikající transkript dlouhý cca 25-30 nukleotidů. Hlavní roli 

v koordinaci kotranskripční syntézy čepičky hraje C-koncová doména (CTD; Carboxy 

Terminal Domain) největší podjednotky RNA polymerázy II [343]. Tato doména, skládající 

se z několika opakování heptapeptidu Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Y1S2P3T4S5P6S7), je 

vysoce konzervována mezi eukaryoty; u jednotlivých organismů se liší pouze počtem 

opakování tohoto heptapeptidu. U savců se tato sekvence opakuje 52x, u 

Schizosaccharomyces pombe 29x a u S. cerevisiae a Candida albicans 25x až 27x [344]. 

V motivu Y1S2P3T4S5P6S7 je pět ze sedmi aminokyselin schopno opakované fosforylace, která 

je hlavní modifikací CTD domény v průběhu transkripce in vivo [345, 346]. Nefosforylovaná 

forma RNA polymerázy II (RNAP IIA) je fosforylována na Ser2 a Ser5 za vzniku aktivní 

hyperfosforylované formy (RNAP IIO) cyklin dependentními proteinkinázami (např. Kin28, 

podjednotka transkripčního faktoru TFIIH) [345, 347]. Ser5 je fosforylován v průběhu iniciace 

transkripce, zatímco Ser2 je fosforylován v průběhu elongace a terminace transkripce [348]. 



 37 

RNA polymeráza je schopná zahájit další kolo iniciace transkripce pouze po své 

defosforylaci, která je zajištěna FCP1 fosfatázou (TFII-stimulated CTD Phosphatase 1) [349, 

350]. C-koncová doména RNA polymerázy II je zodpovědná za většinu kotranskripčních 

dějů, jako je sestřih [351], formování 3' konce mRNA [352] a přidání čepičky na 5' konec 

mRNA [353]. Každý proces je nezávisle řízen jinou částí CTD. Pro syntézu čepičky u savců 

je dostačující přítomnost prvních patnácti opakování Y1S2P3T4S5P6S7 sekvence [354].  

Pro navázání proteinů, zajišťujících kotranskripční syntézu čepičky u kvasinek, na 

CTD doménu RNA polymerázy II je důležitá fosforylace serinu na pozici 5 v opakující se 

sekvenci heptapeptidu [355, 356]. U kvasinky S. cerevisiae se GTáza (Ceg1) váže na 

fosforylovanou CTD doménu. Poté se na Ceg1 váže RTáza (Cet1), která pravděpodobně 

allostericky aktivuje Ceg1 a tím zvyšuje její afinitu ke GTP, což umožňuje vytvoření 

přechodného komplexu Ceg1-GMP [357-359]. V savčích buňkách, kde jsou obě výše popsané 

aktivity (RTáza a GTáza) přítomny na jednom proteinu, se na fosforylovanou C-koncovou 

doménu RNA polymerázy II váže GTázová doména capping enzymu [353, 355]. RTázová 

doména bifunkčního capping enzymu savců je aktivní až po navázání GTázové domény na 

fosforylovaný Ser5 [360]. Nakonec se na komplex CTD/GTáza/RTáza savců i kvasinek váže 

MTáza [361]. Po syntéze čepičky dochází k defosforylaci Ser5 fosfatázou Fce1, čímž je 

komplex GTáza-RTáza rychle uvolněn z CTD domény. MTáza je na CTD doméně stabilně 

navázána (nebo je průběžně uvolňována a navazována v průběhu elongace RNA řetězce) až 

do terminace transkripce RNA [362, 363]. Předpokládá se, že MTáza je bifunkční enzym, 

který mimo přidání metylu na čepičku ovlivňuje funkci RNA polymerázy II. Při mutačních 

analýzách kvasinkové MTázy (Abd1) se prokázalo, že určité mutace v Abd1 mají vliv na 

nasedání RNA polymerázy II na promotory určitých genů, zatímco jiné mutace v Abd1 u 

jiných genů ovlivňují pravděpodobně časnou fázi elongace [364]. Bifunkční účinek byl 

prokázán také pro kvasinkovou RTázu (Cet1). Zjistilo se, že pokud je Cet1 v buňce přítomna 

a současně je nepřítomna GTáza (Ceg1), má Cet1 inhibiční účinek na funkci RNA 

polymerázy II [365].  

Vše výše uvedené by mohlo vysvětlovat, proč jsou pouze transkripty RNA 

polymerázy II opatřeny čepičkou [191]. Nevysvětluje to ovšem fakt, že u trypanozom je 

čepička přidávána i na vybrané transkripty RNA polymerázy III (viz výše). Navíc se ani u 

RNA polymerázy II trypanozom nevyskytuje klasická CTD doména, která by umožňovala 

koordinaci kontranskripčních dějů [366]. Přitom i u trypanozom dochází k přidání čepičky 

kotranskripčně. Předpokládá se, že N7-metylguanozinová čepička je na 5' konec SL RNA 

trypanozom přidána při délce vznikajícího transkriptu cca 30 nukleotidů a že k hypermetylaci 
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dochází vzápětí. SL RNA je plně metylována při délce vznikajícího transkriptu 112 

nukleotidů [367]. Jedním z vysvětlení kotranskripční koordinace syntézy čepičky by mohla 

být přítomnost opakujících se dvojic serinů v C-koncové doméně největší podjednotky RNA 

polymerázy II trypanozom [368], které mohou být fosforylovány, a tím plnit obdobou funkci 

jako fosforylované seriny klasických CTD domén [197]. 

 

2.6. Organizace aparátu syntetizujícího čepičku 

Aparát přidávající čepičku na 5' konec pre-mRNA se liší u různých organismů. U kvasinky S. 

cerevisiae je složen ze třech nezávislých proteinů, z nichž každý katalyzuje jednu 

enzymatickou reakci. Obdobné uspořádání bylo popsáno i u kvasinek Schizosaccharomyces 

pombe, Candida albicans, prvoků Encephalitozoon cuniculi, Giardia lamblia, Trypanosoma 

brucei, Plazmodium falciparum a u Paramecium bursaria Chlorella Virus 1. Capping 

enzymy S. pombe a C. albicans jsou schopny komplementovat mutace v příslušných 

delečních kmenech S. cerevisiae. Lze dokonce nahradit enzymy účastnící se syntézy čepičky 

u S. cerevisiae obdobnými enzymy z kvasinky C. albicans [369]. U mnohobuněčných 

organismů (Mus musculus, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans) se vyskytuje 

dvoukomponentový systém tvořený proteinem kódujícím MTázovou aktivitu a bifunkčním 

proteinem nesoucím RTázovou (v N-koncové doméně proteinu) i GTázovou aktivitu (v C-

koncové doméně proteinu). Bylo zjištěno, že také lidské enzymy účastnící se syntézy čepičky 

mohou nahradit odpovídající enzymy S. cerevisiae [370]. Virové systémy jsou různé, velmi 

často je GTázová a MTázová aktivita kódována jedním proteinem (Reoviridae), případně jsou 

jedním proteinem kódovány všechny aktivity (RTáza, GTáza, MTáza) (Poxviridae, alfaviry).  

Přidání čepičky na 5' konec mRNA probíhá ve třech krocích. V prvním kroku dochází 

k odstranění koncového γ-fosfátu ze vznikající pre-mRNA enzymem RNA-trifosfatáza 

(RTáza). Tento enzym není mezi eukaryoty a viry příliš konzervovaný; je možné definovat 

dvě funkčně a strukturně odlišné skupiny RTáz [371, 372]: 
 

 RTázy závislé na aktivaci dvojmocnými kationty u prvoků, eukaryotických virů a 

hub 

 RTázy nezávislé na aktivaci dvojmocnými kationty u mnohobuněčných organismů  
 

Skupina RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými kationty je definována třemi 

konzervovanými doménami (A, B, C) obsahujícími kyselé a bazické aminokyseliny nezbytné 

pro jejich aktivitu. Domény A a C jsou charakteristické výskytem několika glutamových 

aminokyselin, jejichž mutace se často používají k ověření funkčnosti případných RTáz 
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závislých na aktivaci dvojmocnými ionty [373, 374]. Modelovým příkladem RTáz tohoto 

typu je Cet1 protein kvasinky S. cerevisiae [375]. Krystalografická analýza odhalila, že Cet1 

protein je funkční ve formě dimeru a že obsahuje 2 paralelní tunely, z nichž každý je tvořen 

osmi antiparalelními β-řetězci. V centru těchto tunelů se nachází několik postranních řetězců 

hydrofilních aminokyselin, které jsou schopné vázat trifosforylovanou pre-mRNA a 

manganaté ionty (viz obrázek 4A). Ty se pravděpodobně podílejí na aktivaci γ-fosfátu pro 

jeho následnou reakci s molekulou vody [371]. V současné době se uvažuje o využití RTáz  

 

OBRÁZEK 4 – Krystalografické struktury capping enzymů. A - RTáza S. cerevisiae; manganatý a sulfátový 

kationt (sulfátový kationt pravděpodobně obsazuje místo γ-fosfátu trifosforylované pre-mRNA) jsou zobrazeny v 

aktivním tunelu. B – myší RTáza; aktivní cystein v hluboké proláklině je označen šipkou. C – GTáza PBCV-1; 

otevřená konformace s navázanou molekulou GTP. D - GTáza PBCV-1; uzavřená konformace s kovalentně 

navázanou molekulou GMP v aktivním místě. GTáza s GMP jsou v syn konformaci. E - GTáza C. albicans; 

otevřená konformace s kovalentně navázanou molekulou GMP v aktivním místě. GTáza s GMP jsou v tomto 

případě v konformaci anti. F – MTáza E. cuniculi; vyznačena jsou vazebná místa pro AdoMet a analog čepičky. 

OB - oligonukleotid vážící doména, NT - nukleotidyltransferázová doména. Převzato z [376]. 
 

 

tohoto typu jako cílů pro zablokování transkripce eukraryotických virů; nedávno bylo 

prokázáno, že RTáza Paramecium bursaria Chlorella Virus 1 (PBCV-1) je inhibována 

dekavanadátem [377].  
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Modelovým příkladem RTáz nezávislých na aktivaci dvojmocnými kationty je 

RTázová doména myšího capping enzymu (viz obrázek 4B), která vykazuje významnou 

podobnost s rodinou cysteinových fosfatáz. Tyto RTázy katalyzují přenos fosfátové skupiny 

z pre-mRNA ve dvou krocích. Nejprve je vytvořen mezi vysoce konzervovaným cysteinem 

v sekvenci HCxxxxxR(S/T) a γ-fosfátem trifosforylované RNA dočasný komplex protein-

cysteinyl-S-fosfát za vzniku difosforylované RNA. Vzniklý fosfoprotein je následně 

hydrolyzován bez přítomnosti dvojmocných kationtů [372].  

Ve druhém kroku syntézy čepičky dochází k přenosu GMP na difosforylovaný konec 

pre-mRNA enzymem mRNA-guanylyltransferáza (GTáza). Tyto enzymy jsou oproti RTázám 

mezi eukaryoty a viry vcelku konzervované. Skládají se ze dvou domén, N-koncové 

nukleotidyltransferázové domény (NT doména, Nucleotidyl Transferase Domain) a C-

koncové oligonukleotid vazebné domény (OB doména, Oligonucleotide Binding Domain) 

[378]. Eukaryotické a virové GTázy jsou v poslední době řazeny, spolu s ATP/NAD+ 

dependentními DNA ligázami a s ATP dependentními RNA ligázami, do enzymové rodiny 

kovalentních mononukleotidyltransferáz. Vyznačují se přítomností šesti konzervovaných 

motivů charakteristických pro tuto rodinu (motivy I, III, IIIa, IV, V jsou lokalizované v NT 

doméně, motiv VI je lokalizovaný v OB doméně; viz tabulka 3). V motivu I se nalézá vysoce 

konzervované aktivní místo (KxDG), ve kterém je aminokyselina lysin zodpovědná za 

vytvoření přechodného komplexu enzym-(lysyl-N-)-GMP. Po vytvoření tohoto komplexu je 

molekula GMP přenesena z GTázy na difosforylovaný konec pre-mRNA. Obdobným 

způsobem fungují pravděpodobně i ligázy, kdy lysin v konzervovaném motivu Kx(D/N)G 

reaguje s ATP či NAD+ za vzniku přechodného komplexu enzym-(lysyl-N-)-AMP [379].  

Krystalografické analýzy virové (PBCV-1) a kvasinkové (C. albicans) GTázy [356, 

378, 380] ukázaly, že se tyto enzymy vyskytují ve dvou konformacích, otevřené a uzavřené. 

Na základě krystalografických studií a na základě podobnosti s ostatními 

mononukleotidyltransferázami byl navržen pravděpodobný mechanismus funkce GTáz [379]. 

Nejprve dochází k navázání hořečnatého iontu současně s GTP do otevřené formy GTázy. 

Tato vazba způsobí uzavření struktury a vytvoření vazeb mezi GTP a OB doménou GTázy. 

Výsledkem je vytvoření přechodného komplexu enzym-(lysyl-N-)-GMP, který následně 

prochází konformační změnou ze syn do anti konformace, tak aby bylo možné GMP přenést 

na difosforylovaný konec pre-mRNA. GTáza musí poté opět přejít do uzavřené a následně 

ještě jednou do otevřené konformace, aby byla schopna katalyzovat připojení GMP na 

difosforylovaný konec mRNA a poté vzniklý produkt uvolnit (viz obrázek 4C, D, E) [376]. 
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TABULKA 3 – Srovnání konzervovaných motivů charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz. Jsou 

uvedeny příslušné konzervované motivy (I-VI) a vzdálenosti (v aminokyselinách) mezi nimi. Esenciální lysin v 

motivu I je vyznačen červeně, ostatní konzervované aminokyseliny jsou označeny modře. Ve spodní části jsou 

naznačeny kontakty esenciálních aminokyselin s molekulou GTP. 
 

 
 
 

Na vytvoření meziproduktu enzym-GMP se mimo esenciálního lysinu v motivu I podílejí 

další aminokyseliny. Arginin v motivu I, kyselina glutamová v motivu III a tyrosin v motivu 

IIIa pravděpodobně vytvářejí vodíkové vazby s ribózovým kruhem molekuly GTP. Dva 

lysiny v motivu V pravděpodobně interagují s α-fosfátem GTP v uzavřené, respektive 

otevřené konformaci enzymu. Kyselina asparagová v motivu I a arginin v motivu VI 

interagují s β-fosfátem. Arginin v motivu III, první lysin v motivu V, lysin a asparagin 

v motivu IV interagují s γ-fosfátem GTP [356, 378] (viz tabulka 3). Mutace aminokyselin 

v těchto velmi konzervovaných doménách se často používají k ověření funkčnosti případných 

capping enzymů. 

Posledním krokem syntézy čepičky je přenesení metylové skupiny z S-adenozyl-L-

methioninu (AdoMet) na koncový guanozin (GpppN) enzymem RNA-guanin-N7-

metyltransferáza (MTáza) za vzniku m7GpppN struktury. MTázy jsou prozatím nejméně 

prostudované enzymy účastnící se přidání čepičky na 5' konec pre-mRNA. Většina MTáz 

byla predikována díky přítomnosti motivu (VLDLGxGxG) zodpovědného za vazbu S-

adenozyl-L-methioninu. MTázy jsou obvykle silně inhibovány S-adenozyl-L-homocysteinem 

(AdoHcy), výsledným produktem po přenesení metylu na 5' koncový guanozin [381]. 

Krystalografické studie MTázy parazita E. cuniculi (Ecm1) s jejími substráty odhalily dvě 
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nezávislá vazebná místa, jedno pro donor metylové skupiny (AdoMet) a druhé pro akceptor 

téhož (5' koncový guanozin a trifosforylovaný řetězec pre-mRNA) (viz obrázek 4F) [382, 

383]. 

 

2.6.1. .............. u kvasinek 
 

Saccharomyces cerevisiae 

RTáza (Cet1; 459 aminokyselin) je modelem pro RTázy závislé na aktivaci dvojmocnými 

kationty. Její delece je pro S. cerevisiae letální [375]. RTáza je schopná odštěpovat fosfát 

z trifosforylovaného konce mRNA za aktivace hořečnatými ionty. Fosfát 

z deoxyribonukleotidů odštěpuje RTáza preferenčně za přítomnosti iontů kobaltu či manganu 

[373]. Obsahuje 3 domény; N-koncová část (aminokyseliny 1-230) je postradatelná pro funkci 

RTázy, oblast aminokyselin 230-265 je zodpovědná za tvorbu Cet1 dimerů a za vazbu na 

GTázu Ceg1 a C-koncová oblast aminokyselin 265-539 je vlastní katalytickou doménou 

RTázy. Bylo prokázáno, že pro plnou funkčnost RTázy in vivo a in vitro je dostačující 

fragment Cet1(241-539) [357, 384], kterého se týkají následující zjištění. Krystalografická 

studie prokázala, že tento protein je biologicky aktivní ve formě dimeru, že je oblast 

aminokyselin 230-275 lokalizovaná na povrchu proteinu a tudíž může hrát roli v dimerizaci 

proteinu a v interakci s Ceg1, a že Cet1 obsahuje 2 paralelní tunely, z nichž je každý tvořen 

osmi antiparalelními β-řetězci. Byly také detekovány postranní řetězce aminokyselin 

orientované dovnitř tunelu a hrající pravděpodobně roli v odštěpování γ-fosfátu z pre-mRNA 

(viz obrázek 4A) [371]. Následnými mutačními analýzami1 byly detekovány esenciální 

aminokyseliny [374, 385, 386], které se dají rozdělit na do několika skupin: 
 

 aminokyseliny přímo se účastnící odštěpení γ-fosfátu díky nastavení správné orientace 

fosfátu (Arg393, Lys456, Arg458) nebo dvojmocného iontu (Glu305, Glu307, Glu496) 

 aminokyseliny podílející se na zprostředkování kontaktu γ-fosfátu (Asp377, Glu433) 

nebo dvojmocného iontu (Asp471, Glu494) s vodou 

 aminokyseliny interagující s esenciálními aminokyselinami, případně podílející se na 

stabilizaci RTázového tunelu (Gln405, Lys409, Arg454, Glu492, Arg469, Thr473) 

 aminokyseliny, jejichž mutace způsobují teplotní (Leu306, Arg321, Asp425, Val493, 

Leu495) či chladovou (Ser429) citlivost 
 

                                                 
1 Při těchto i dalších v textu uvedených mutačních analýzách byla uvedená aminokyselina zaměněna za neutrální 

aminokyselinu alanin, pokud není uvedeno jinak. 
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Jak již bylo uvedeno, Cet1 se vyskytuje ve formě dimeru, což potvrzují i sedimentační 

analýzy [384]. N-koncová deleční mutanta Cet1(276-549) sedimentuje jako monomer, přitom 

in vitro vykazuje normální katalytickou aktivitu, není však sama o sobě schopna 

komplementovat cet1Δ mutaci v S. cerevisiae in vivo. Ke komplementaci cet1Δ mutace došlo 

pouze při její produkci společně s myší GTázovou doménou Mce1(211-597) [384]. 

Předpokládá se tedy, že dimerizace Cet1 je důležitá in vivo zejména pro allosterickou aktivaci 

Ceg1 [357, 358]. Cet1 v monomerní formě navíc vykazuje termosenzitivní fenotyp [387]. Pro 

dimerizaci Cet1 jsou důležité aminokyseliny Phe272, Leu273, Cys330 a Val331 [388]. Cet1 se 

váže na Ceg1 in vitro a in vivo, pro interakci je důležitá oblast mezi aminokyselinami 239-

259, zejména 243WAQKW247 motiv v Cet1 [389] a C-koncová oblast Ceg1 [390]. Funkce této 

vazby je v allosterické aktivaci Ceg1. Ceg1 je sice sama o sobě schopná navázat se na CTD 

doménu RNA polymerázy II, ale bez navázaného Cet1 není schopná guanylace. Další funkcí 

je fyzické přiblížení RTázy k RNA polymeráze II v průběhu iniciace transkripce [390, 391]. 

 

Delece GTázy (Ceg1; 459 aminokyselin) je pro S. cerevisiae letální [392]. V její proteinové 

sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovaných motivů charakteristických pro rodinu 

mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys70), který vytváří kovalentní 

spojení s GMP [393, 394]. Mutační analýzy odhalily esenciální aminokyseliny ve všech 

motivech. V motivu I jsou to aminokyseliny Lys70, Gly73, Arg75; v motivu III Asp130, Glu132; v 

motivu IIIa Phe151, Asp152; v motivu IV Asp225, Gly226; v motivu V Lys247, Lys249, Asp257 a v 

motivu VI Trp363, Arg369, Asp371 a Lys372 [395, 396].  

 

MTáza (Abd1; 436 aminokyselin) je nutná pro růst S. cerevisiae, její delece je letální [397]. 

Pro funkci MTázy in vivo je dostačující fragment Abd1(110–436) [381]. Plná funkce Abd1 

zůstává zachována i při deleci posledních deseti C-koncových aminokyselin. Aminokyseliny 

110-129 jsou nezbytné pro aktivitu in vivo, v případě jejich delece zůstává zachována 

katalytická aktivita Abd1 in vitro [398]. Při rozsáhlých mutačních analýzách bylo odhaleno 

osm esenciálních aminokyselin (Glu170, Gly174, Asp178, Asp194, Arg206, Tyr254, Phe256, Tyr330) 

nezbytných pro funkci MTázy in vivo a in vitro [398, 399]. Pozice těchto aminokyselin je 

vysoce konzervována ve všech zatím popsaných MTázách [400]. MTázová aktivita Abd1 je 

silně inhibována sinefunginem, přirozeným analogem AdoMet, který vykazuje zhruba 900x 

vyšší afinitu k AdoMet vazebnému místu než AdoMet nebo AdoHcy [401]. 
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Candida albicans 

RTáza (CaCet1; 520 aminokyselin) patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, je funkční jako dimer [356]. Na rozdíl od S. cerevisiae není delece RTázy pro C. 

albicans letální. Buňky s delecí tohoto genu rostou pomaleji, ale jsou životaschopné. 

Předpokládá se, že mají nemetylovanou čepičku se čtyřmi fosfáty (GppppN) [402]. RTáza 

obsahuje 3 domény. N-koncová část (aminokyseliny 1-202) je postradatelná pro funkci 

RTázy, oblast aminokyselin 202-250 je zodpovědná za vazbu na GTázu Cgt1 a C-koncová 

oblast aminokyselin 257-520 je vlastní katalytickou doménou CaCet1. Bylo prokázáno, že pro 

plnou funkčnost RTázy in vivo a in vitro je dostačující fragment Cet1(202-539) [369, 403]. 

Mutačními analýzami a porovnáním CaCet1 s krystalografickou strukturou Cet1 S. cerevisiae 

byly detekovány esenciální aminokyseliny [403], které se dají rozdělit na následující skupiny: 
 

 aminokyseliny přímo se účastnící odštěpení γ-fosfátu díky nastavení správné orientace 

fosfátu (Arg379, Lys443, Arg445) nebo dvojmocného iontu (Glu287, Glu289,Glu476) 

  aminokyseliny podílející se na zprostředkování kontaktu γ-fosfátu (Asp363, Glu420) 

nebo dvojmocného iontu (Asp458, Glu474) s vodou 

 aminokyseliny interagující s esenciálními aminokyselinami, případně se podílející na 

stabilizaci RTázového tunelu (Gln287-Lys396, Arg441-Glu472). 
 

CaCet1 je sama o sobě schopna komplementovat cet1Δ mutaci v S. cerevisiae in vivo. 

Mimo vazby na vlastní GTázu (Cgt1) je pravděpodobně schopna vázat se i na GTázu S. 

cerevisiae (Ceg1) [404].  
 

V proteinové sekvenci GTázy (Cgt1; 449 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovaných 

motivů charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu 

(Lys67), který vytváří kovalentní spojení s GMP. Cgt1 je schopna komplementovat ceg1Δ 

mutaci v S. cerevisiae, pro její funkci in vivo je dostačující fragment Cgt1(1–387) [369, 405]. 

Delece Cgt1 je pro C. albicans letální [402]. Díky krystalografické studii proteinu Cgt1(1-

387), navázaného na fosforylovanou C-koncovou doménu RNA polymerázy II [356], patří 

tato GTáza k nejlépe prostudovaným. Bylo zjištěno, že Cgt1 interaguje s prvním tyrosinem, 

třetím a šestým prolinem a fosforylovaným pátým serinem (T1P3 P6S5-PO4) na CTD doméně 

RNA polymerázy II. Dále byla detekována místa v Cgt1 proteinu (CDS; CTD-Docking Sites) 

podílející se na interakci Cgt1 a CTD domény RNA polymerázy II:  
 

 CDS1 – obsahuje aminokyseliny Lys152, Arg157 a Tyr165, vytvářející vodíkové nebo 

elektrostatické interakce s fosfátem Ser5-PO4, a aminokyseliny Phe63, Leu163, Gly164, 
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Tyr165, Phe196, Met199 vytvářející van der Waalsovy kontakty s CTD RNA polymerázy 

II 

 CDS2 – obsahuje aminokyselinu Asp175, která vytváří vodíkové spojení 

s hydroxylovou skupinou prvního tyrosinu, a dále aminokyseliny Arg140, Lys178, 

Lys193, které interagují s fosfátem Ser5-PO4, a nakonec aminokyseliny Thr167, Met171, 

Phe196 vytvářející van der Waalsovy kontakty s prvním tyrosinem 

 CDS3 – obsahuje aminokyseliny Tyr203, His204, Lys382, které interagují s 

fosfátem Ser5-PO4 
 

Pro všechny výše uvedené aminokyseliny byly provedeny mutační analýzy. Ukázalo se, že 

žádná z nich není esenciální. Kvartérní struktura GTázy C. albicans se skládá ze dvou jasně 

oddělených domén, a to NT domény (aminokyseliny 1-243), která se podílí na interakci 

s CTD doménou RNA polymerázy II, a OB domény (aminokyseliny 244-387), která 

interaguje s TPázou CaCet1 (viz obrázek 4E). Oproti krystalografické analýze PBCV-1 viru 

[380] byl u NT domény Cgt1 objeven úsek šesti N-koncových aminokyselin interagujících 

s OB doménou. Mutační analýzy těchto aminokyselin ukazují, že hrají pravděpodobně úlohu 

ve vazbě CaCet1 na GTázu [356].  
 

MTáza (Ccm1; 474 aminokyselin) je schopna komplementovat abd1Δ mutaci v S. cerevisiae 

[369]. Její delece překvapivě není pro C. albicans letální, kvasinky s delecí tohoto genu rostou 

pomaleji, ale jsou životaschopné. Předpokládá se, že mají nemetylovanou čepičku se třemi 

fosfáty (GpppN) [402]. Pro funkci Ccm1 in vivo je dostačující fragment Ccm1(137–474), 

který se váže na C-koncovou doménu RNA polymerázy II. Tato vazba je zesílena při 

současné fosforylaci obou serinů (Ser2 a Ser5) vyskytujících se na CTD doméně RNA 

polymerázy II [369]. 

 

Schizosaccharomyces pombe 

RTáza (Pct1; 303 aminokyselin) patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, je funkční jako dimer [387]. Její delece je pro S. pombe letální [406]. Mutace 

v esenciálních aminokyselinách (Glu78, Glu80, Glu260) vedou ke ztrátě RTázové aktivity. Pct1 

není sama o sobě schopna komplementovat cet1Δ mutaci v S. cerevisiae in vivo; ke 

komplementaci cet1Δ mutace došlo pouze při vytvoření hybridního konstruktu Pct1(276-549) 

s myší GTázovou doménou Mce1(211-597) [407]. Bylo zjištěno, že pravděpodobně 

nedochází k přímé interakci mezi RTázou a GTázou S. pombe, oba 2 proteiny nasedají na 

fosforylovanou C-terminální doménu RNA polymerázy II nezávisle, GTáza nevyžaduje ke 
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své aktivaci kontakt s RTázou [408]. K dimerizaci Pce1 je nezbytná sekvence 

41VPKIEMNFLN50, Pce1 v monomerní formě vykazuje termosenzitivní fenotyp [387]. 
 

V proteinové sekvenci GTázy (Pce1; 402 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovaných 

motivů charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu 

(Lys67), který vytváří kovalentní spojení s GMP [409]. Její delece je pro S. pombe letální 

[406]. 
 

MTáza (Pcm1; 389 aminokyselin) je schopna komplementovat abd1Δ mutaci v S. cerevisiae, 

pro její funkci in vivo je dostačující fragment Pcm1(94–389) [370]. 

 

Lineární plazmidy K. lactis 

U lineárního plazmidu pGKL2 kvasinky K. lactis byla u proteinu kódovaného ORF3 popsána 

RTázová a GTázová aktivita.  
 

RTázová aktivita je kódována N-koncovou částí ORF3p; je závislá na aktivaci dvojmocnými 

kationty. Tato RTázová doména vykazuje sekvenční podobnost s konzervovanými doménami 

cytoplazmatických virů [52, 79].  
 

GTázová aktivita je kódována střední částí ORF3p, obsahuje 6 konzervovaných motivů 

charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys212), 

který vytváří kovalentní spojení s GMP. Mutace tohoto lysinu zcela inhibuje schopnost vazby 

GMP na ORF3p [79]. Potenciální AdoMet vazebné místo se nachází v C-koncové oblasti 

ORF3p, nicméně MTázová aktivita dosud detekována nebyla (viz obrázek 5) [79]. 

 

OBRÁZEK 5 – Organizace capping enzymu lineárních pGKL plazmidů. Konzervované domény RTázové oblasti 

jsou popsány arabskými číslicemi; konzervované domény GTázové oblasti jsou popsány římskými číslicemi; 

potenciální vazebné místo pro S-adenozyl-L-methionin (SAM) je vyznačeno oválem. 
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2.6.2. .............. u prvoků 
 

Encephalitozoon cuniculi 

RTáza (EcCet1; 221 aminokyselin) patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, funkční je pravděpodobně jako monomer. Mutace v esenciálních aminokyselinách 

(Glu32, Glu34, Glu193 a Glu195) vedou ke ztrátě RTázové aktivity [410]. 
 

V proteinové sekvenci GTázy (EcCeg1; 364 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovaných 

motivů charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu 

(Lys63), který vytváří kovalentní spojení s GMP. Tato GTáza je schopná komplementovat 

ceg1Δ mutaci v S. cerevisiae; po mutagenezi esenciálního lysinu dojde ke ztrátě schopnosti 

této komplementace [410]. 
 

MTáza (Ecm1; 298 aminokyselin) je nejmenší a v současnosti nejlépe charakterizovanou 

MTázou. Je schopna komplementovat abd1Δ mutaci v S. cerevisiae [410]. 

Krystalografickými studiemi byla odhalena vazebná místa pro AdoMet i pro nemetylovanou 

čepičku (viz výše). Dále byly popsány mutace výrazně ovlivňující účinnost MTázy in vivo a 

in vitro. Jedná se o mutace ve vazebném místě pro AdoMet (Lys54, Asp70, Asp78, Asp94), 

v místě vazby trisfosfátového řetězce (Arg106) a v místě vazby guanozinu (Phe141, His144, 

Tyr145) [382, 383, 401]. Byla také provedena krystalografická studie se sinefunginem, 

přirozeným analogem AdoMet, schopným inhibovat MTázovou aktivitu. Z této studie 

vyplynulo, že se sinefungin váže do obdobného místa jako AdoMet, ovšem s přibližně třikrát 

vyšší afinitou [401]. 

 

Plasmodium falciparum  

RTáza (Prt1; 596 aminokyselin) patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, je funkční pravděpodobně jako monomer [411]. Mutace v esenciálních 

aminokyselinách (Glu46, Glu48, Arg197, Glu301, Arg320, Glu350, Glu352 a Glu354) vedou ke ztrátě 

RTázové aktivity, mutace v Arg295 vede naopak k více než šestisetnásobnému zvýšení aktivity 

ve srovnání s původním enzymem [412]. 
 

V proteinové sekvenci GTázy (Pgt1; 520 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovaných 

motivů charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu 

(Lys62), který vytváří kovalentní spojení s GMP [411]. 
 

MTáza u Plazmodium falciparum zatím detekována nebyla. 
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Giardia lamblia  

RTáza (GlCet1; 344 aminokyselin) patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, je funkční pravděpodobně jako monomer [413]. 
 

V proteinové sekvenci GTázy (GlCeg1; 511 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovaných 

motivů charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu 

(Lys66), který vytváří kovalentní spojení s GMP [413]. 
 

MTázová aktivita zatím popsána nebyla. Nicméně byly popsány metyltransferázové aktivity 

vedoucí k syntéze trimetylované čepičky. Funkce těchto metyltransferáz je závislá na 

přítomnosti N7-metylované čepičky [414-416]. Dá se tedy předpokládat, že MTáza bude v G. 

lamblia přítomna.  

 

Trypanosoma brucei gambiense 

RTáza (TbCet1; 252 aminokyselin) patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, je funkční pravděpodobně jako monomer. V TbCet1 byly popsány mutace v 

aminokyselinách Glu52, Arg127, Glu168, Arg186, Glu216, Glu218, které výrazně ovlivňují 

RTázovou aktivitu. Katalytická doména TbCet1 je velmi termostabilní, RTáza je aktivní i po 

inkubaci v 70 °C po dobu dvou hodin [417, 418]. Částečně byla charakterizována i RTáza 

z Trypanosoma cruzi (TcCet1, 251 aminokyselin), která vykazuje 30 % sekvenční podobnost 

s TbCet1. Aktivní místa jsou v obou RTázách velmi konzervovaná, předpokládá se, že 

kinetika jejich reakcí je obdobná. TcCet1 je ovšem oproti TbCet1 mnohem méně 

termostabilní [419]. 
 

V proteinové sekvenci GTázy (TbCe1; 586 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovaných 

motivů charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu 

(Lys288), který vytváří kovalentní spojení s GMP. Zvláštností je přítomnost N-koncových 250 

aminokyselin se zatím neznámou funkcí [420]. Protein (697 aminokyselin; esenciální Lys387) 

vykazující obdobné charakteristiky byl popsán i u prvoka Crithia fasciculata [420]. U 

Trypanosoma brucei byl popsán také další enzym zodpovědný za připojení čepičky na 5' 

konec SL RNA. Jedná se o bifunkční protein TbCgm1 (1050 aminokyselin), který obsahuje 

GTázovou i MTázovou aktivitu. N-koncová část tohoto proteinu (aminokyseliny 1-567) 

obsahuje 6 motivů, charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz, nutných pro 

vazbu GMP a jeho následný přenos na difosforylovaný konec pre-mRNA. Esenciální lysin se 

vyskytuje v motivu I. Aminokyseliny, které jsou esenciální v GTáze S. cerevisiae (Ceg1), jsou 

konzervovány i v TbCgm1, stejně tak jako aminokyseliny zodpovědné za přímý kontakt 
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s molekulou GTP. C-koncová část (aminokyseliny 717-1050) TbCgm1 obsahuje vazebný 

motiv pro AdoMet (VADLCSGRGG) [421]. Rekombinantní protein přenáší GMP na 5' konec 

SL RNA a metyluje RNA zakončenou GpppN strukturou. Tento protein je nezbytný pro růst 

Trypamosoma bruceii. Pokud dojde k jeho umlčení pomocí interference RNA, vzrůstá 

množství nečepičkované SL RNA. Naopak RNA interference TbCe1 a TbCMt1 nemá vliv na 

růst Trypamosoma bruceii ani na syntézu čepičky na SL RNA. Z toho lze usuzovat, že 

TbCgm1 se pravděpodobně velmi významně podílí na syntéze cap 0 či cap 1 struktury, která 

je nezbytná pro následnou hypermetylaci [422].  
 

Mimo výše uvedené MTázové domény TbCgm1 proteinu byly v Trypanosoma bruceii 

popsány nezávisle několika skupinami ještě dvě další metyltransferázy, TbCMt1 

(TbCOM1/TbMT48/TbMT417; 417 aminokyselin) a TbCMt2 (TbMT57/TbMT511; 511 

aminokyselin). V obou případech se jedná o 2'-O-metyltransferázy metylující první 4 

nukleotidy na SL RNA, a to pravděpodobně po syntéze metylované čepičky (cap 0 případně 

cap 1 struktury) proteinem TbCgm1 [422]. TbCMt1 metyluje specificky druhý nukleotid (A2), 

a to pouze za předpokladu, že je na 5' SL RNA konci přítomna metylovaná čepička. Pro 

metylaci A2 není nutná metylace A1. Vybrané mutace tohoto proteinu (Tyr18, His75, Asp142, 

Arg144, Tyr187, Glu253) výrazně snižují aktivitu MTázy [423-425]. TbCMt1 metyluje 

specificky třetí nukleotid (C3), případně nukleotid čtvrtý (U4). Předběžné výsledky ukazují, že 

metylace na C3 a U4 může hrát roli v navázání čepičky na CBC [426]. RNA interference obou 

genů kódujících MTázy nijak výrazně neovlivnila životaschopnost Trypanosoma bruceii 

[425]. 

 

2.6.3. .............. u mnohobuněčných 
 

Mus musculus 

Mce1 (597 aminokyselin) je bifunkční protein zajišťující RTázovou i GTázovou aktivitu 

[427]. Mce1 je schopen komplementovat cet1Δceg1Δ mutace v S. cerevisiae [370]. RTázová 

doména tohoto enzymu, Mce1(1-210), patří do skupiny RTáz nezávislých na aktivaci 

dvojmocnými kationty, které jsou charakteristické vysoce konzervovanou sekvencí 

HCxxxxxR(S/T). V případě myší RTázy se jedná o esenciální aminokyseliny Cys126 a Arg132. 

Aktivita RTázy je inhibována vanadátem a jodacetátem, u nichž se předpokládá, že modifikují 

aktivní cystein [428]. Mutačními analýzami byla potvrzena nezbytnost esenciálních 

aminokyselin Cys126 a Arg132 a navíc byla objevena další esenciální aminokyselina, Asn131. 

Další studované aminokyseliny (Tyr74, His128, Arg160) vykazují termosenzitivní fenotyp [372, 
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428]. Protein Mce1(1-210) byl analyzován pomocí krystalografie, která odhalila hluboké, 

pozitivně nabité vazebné místo pro trifosforylovaný konec pre-mRNA (viz obrázek 4B) [372]. 

Nezkrácený Mce1 protein je schopen komplementovat cet1Δ mutaci v S. cerevisiae in vivo; 

při mutaci Cys126 je schopnost komplementace zrušena. Mce1(1-210), který kóduje pouze 

RTázovou aktivitu capping myšího enzymu, není schopen komplementovat cet1Δ mutaci v S. 

cerevisiae in vivo. Stejně tak je schopnost komplementace zrušena při mutaci esenciálního 

Lys294 v GTázové doméně myšího capping enzymu, ačkoliv v tomto případě je katalytická 

funkce RTázy zachována. Je tedy zřejmé, že u myšího capping enzymu musí být RTázová 

aktivita spojena s aktivitou GTázovou [391, 427]. Souvisí to pravděpodobně s tím, že 

RTázová doména není schopna nasedat na C-terminální doménu RNA polymerázy II [360].  
 

GTázová aktivita Mce1 je kódována jeho C-koncovou částí, tj. Mce1(211-597). V její 

proteinové sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovaných motivů charakteristických pro rodinu 

mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys294), který vytváří kovalentní 

spojení s GMP. Mce1 je schopen komplementovat ceg1Δ mutaci v S. cerevisiae; pro jeho 

funkci in vivo je dostačující fragment Mce1(211–567) [427, 429]. Rozsáhlé mutační analýzy 

odhalily esenciální aminokyseliny ve všech motivech. V motivu I jsou to aminokyseliny 

Arg299, Arg315; v motivu III Asp343, Glu345; v motivu IIIa Tyr362, Asp363, Arg380; v motivu IV 

Asp438, Gly439; v motivu V Lys458, Lys460, Asp468 a v motivu VI Arg530, Asp532, Lys533, Asn537 

[428, 430]. Je zajímavé, že je možné zaměnit pozice RTázové a GTázové domény (tj. vytvořit 

protein s uspořádáním H2N-Mce1(211–597)-(1–210)-COOH), aniž by se změnila schopnost 

komplementovat cet1Δceg1Δ mutace v S. cerevisiae [431].  
 

MTáza u Mus musculus zatím detekována nebyla. 

 

Homo sapiens 

Hce1/hCap1a (597 aminokyselin) bifunkční protein zajišťující RTázovou i GTázovou 

aktivitu. Hce1 je schopen komplementovat cet1Δceg1Δ mutace v S. cerevisiae [432]. 

RTázová doména tohoto enzymu, Hce1(1-213), patří do skupiny RTáz nezávislých na 

aktivaci dvojmocnými kationty. Sama o sobě není schopna komplementovat cet1Δ mutaci v S. 

cerevisiae in vivo [432, 433].  
 

GTázová doména Hce1(211-597) obsahuje 6 konzervovaných motivů charakteristických pro 

rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys294), který vytváří 

kovalentní spojení s GMP [432, 433]. Mutační analýzy odhalily esenciální aminokyseliny na 

pozicích Lys294, Arg299, Glu345, Lys458, Lys460 [432]. Byly také popsány 3 další proteiny 
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(Hce1a, Hce1b; hCap1b) [432, 433] lišící se od Hce1 proteinu zkrácenou C-koncovou částí. 

Všechny 3 proteiny vykazují RTázovou aktivitu, nikoliv však aktivitu GTázovou.  
 

MTáza (Hcm1; 476 aminokyselin) je schopna komplementovat abd1Δ mutaci v S. cerevisiae. 

Pro její funkci in vivo je dostačující fragment Hcm1(121–476) [361, 370, 434]. Mutační 

analýzy odhalily esenciální aminokyseliny na pozicích Asp203, Gly207, Asp211, Asp227, Arg239, 

Tyr289, Phe291, Phe354 [370]. Bylo prokázáno, že jak schopnost vazby Hcm1 na 5' koncovou 

strukturu GpppN pre-mRNA, tak i účinnost MTázové reakce je stimulována navázáním 

importinu α na MTázu [435, 436]. Přítomnost Hce1 MTázy je esenciální, při umlčení HCE1 

genu pomocí malých interferujících RNA (siRNA; Small Interfering RNA) došlo v buněčné 

kultuře k indukci apoptózy [436]. Mimo Hcm1 MTázy byly nalezeny další 2 proteiny 

(hCmt1b, hCmt1c), které vykazují vysoký stupeň homologie s Hcm1 proteinem, avšak 

nevykazují MTázovou aktivitu. Jde pravděpodobně o produkty alternativního sestřihu HCE1 

genu [434]. 

 

Xenopus leavis 

xCap1a (598 aminokyselin) je bifunkční protein zajišťující RTázovou i GTázovou aktivitu. 

RTázová doména tohoto enzymu, xCap1a(1-220), patří do skupiny RTáz nezávislých na 

aktivaci dvojmocnými kationty.  
 

GTázová doména, xCap1a(221-598), obsahuje 6 konzervovaných motivů charakteristických 

pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys295), který vytváří 

kovalentní spojení s GMP [437].  
 

U MTázy (xCmt1; 402 aminokyselin) byla zatím prokázána pouze funkce in vitro [437]. 

 

Caenorhabditis elegans 

Cel-1 (623 aminokyselin) je bifunkční protein zajišťující RTázovou i GTázovou aktivitu; je 

schopen komplementovat cet1Δceg1Δ mutace v S. cerevisiae [438, 439]. Cel-1 je pro vývoj 

C. elegans esenciální, při jeho inaktivaci pomocí interference RNA dochází k hynutí embryí 

v časné fázi vývoje [438, 439]. RTázová doména tohoto enzymu, Cel-1(13-248), patří do 

skupiny RTáz nezávislých na aktivaci dvojmocnými kationty. Mutační analýzy této RTázy 

odhalily esenciální aminokyseliny na pozicích Asp76, Glu111, Cys124, Arg142 [438, 440]. RTáza 

Cel-1(13-248) není sama o sobě schopna komplementovat cet1Δ mutaci v S. cerevisiae in 

vivo. Ke komplementaci cet1Δ mutace došlo pouze při produkci Cel-1(13-248) jako fúzního 
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proteinu společně s GTázami Mce1(211-597) (M. musculus), Pce1 (S. pombe) případně Cgt1 

(C. albicans), nikoliv však při současné produkci s A103R (PBCV-1) [438].  
 

GTázová doména Cel-1(221-623) je schopna komplementovat ceg1Δ mutaci v S. cerevisiae. 

V její proteinové sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovaných motivů charakteristických pro 

rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys311), který vytváří 

kovalentní spojení s GMP [438, 439].  
 

MTáza u C. elegans zatím detekována nebyla, byl pouze pomocí počítačové analýzy 

předpovězen otevřený čtecí rámec, který by ji mohl kódovat [398]. 

 

2.6.4. .............. u virů 
 

PBCV-1 (Paramecium Bursaria Chlorella Virus 1; Phycodnaviridae) 

RTáza (cvRTP; 193 aminokyselin) patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, je nejmenší známou trifosfatázou z této rodiny. Tato RTáza není sama o sobě 

schopna komplementovat cet1Δ mutaci v S. cerevisiae in vivo; ke komplementaci cet1Δ 

mutace došlo pouze při vytvoření hybridního konstruktu cvRTP(1-193) s myší GTázovou 

doménou Mce1(211-597). Mutace v esenciální aminokyselině Glu26 vede ke ztrátě RTázové 

aktivity in vitro [441]. Aktivita RTázy je výrazně inhibována dekavanadátem [377]. 
 

GTáza (A103R; 330 aminokyselin) je nejmenší ze známých GTáz. V její proteinové sekvenci 

bylo nalezeno 6 konzervovaných motivů charakteristických pro rodinu 

mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys82), který vytváří kovalentní 

spojení s GMP [442]. Pomocí krystalografických analýz aktivního fragmentu GTázy 

(aminokyseliny 11-327) [378, 380, 443] byla popsána její kvartérní struktura, která se skládá 

ze dvou jasně oddělených domén, a to NT domény (aminokyseliny 11-236 a 319-327) a OB 

domény (aminokyseliny 238-317). Motivy I, III, IIIa, IV jsou umístěny v NT doméně, motiv 

VI je umístěn v OB doméně a motiv V je umístěn na rozhraní obou domén. Byly popsány dvě 

konformace enzymu, otevřená (s širokou mezerou mezi oběma doménami) a uzavřená 

struktura (s mezerou úzkou). Molekula GTP se pravděpodobně váže do otevřené formy 

enzymu a je situována částečně do mezery mezi oběmi doménami. ε-amino skupina aktivního 

Lys82 je umístěna v blízkosti α-fosfátu GTP, ke kontaktům enzymu s β a  fosfátem 

pravděpodobně nedochází. Po konformační změně z otevřené do uzavřené formy se motiv VI 

dostává do blízkosti β a  fosfátů GTP a orientuje je tak, aby mohlo dojít k vazbě GMP na 

Lys82. Pokud je krystal v této fázi nasycen roztokem obsahujícím manganaté ionty, proběhne 
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guanylyltransferázová reakce za vytvoření kovalentního intermediátu enzym-GMP (viz 

obrázek 4C, D).  
 

MTáza u Paramecium bursaria Chlorella Virus 1 zatím detekována nebyla. 

  

Virus vakcinie (Poxviridae) 

Virus vakcinie patří mezi DNA viry replikující se v cytoplazmě. Při enkapsidaci její DNA 

jsou do partikulí zavzaty i všechny proteiny účastnící se transkripce časných mRNA, včetně 

RNA polymerázy, poly(A) polymerázy a capping enzymu s RTázovou, GTázovou a 

MTázovou aktivitou [444].  
 

Capping enzym viru vakcinie je heterodimer skládající se z proteinu vD1 o velikosti 844 

aminokyselin (kódován genem D1) a proteinu vD12 o velikosti 287 aminokyselin (kódován 

genem D12). Aminokyseliny 1-545 vD1 vykazují RTázovou a GTázovou aktivitu [445], 

aminokyseliny 546-844 vD1 vykazují velmi slabou MTázovou aktivitu, která je silně 

stimulována v přítomnosti vD12 proteinu [446]. Aktivní místa RTázy a GTázy jsou 

lokalizovaná v různých částech C-koncové domény vD1 proteinu [447]. RTázová doména 

tohoto enzymu, vD1(1-221), sice patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, má však malou sekvenční podobnost s ostatními proteiny této skupiny. RTáza viru 

vakcinie obsahuje motivy A a C, podílející se patrně na vazbě dvojmocného iontu, což je 

charakteristické pro RTázy tohoto typu. RTázová doména viru vakcinie pravděpodobně 

neobsahuje 2 paralelní tunely, její aktivní místo je zcela odlišné od ostatních RTáz závislých 

na aktivaci dvojmocnými kationty. Mutační analýzy odhalily esenciální aminokyseliny na 

pozicích Glu37, Glu39, Arg77, Lys107, Glu126, Asp159, Lys161, Glu192, Glu194 [448-451]. Tyto 

aminokyseliny jsou konzervované u všech zatím popsaných RTázových domén poxvirů a jsou 

možným cílem léčiv zaměřených proti nim [448].  
 

GTázová doména viru vakcinie, vD1(222-545), obsahuje 6 konzervovaných motivů 

charakteristických pro rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys260), 

který vytváří kovalentní spojení s GMP [452]. Mutační analýzy odhalily esenciální 

aminokyseliny Gly263, Glu303, Glu375, Gly376, Lys392, Asp400 nezbytné pro správnou funkci 

GTázy [452, 453]. RTázová a GTázová doména viru vakcinie vD1(1-545) je schopna 

komplementovat cet1Δceg1Δ mutace v S. cerevisiae. Ovšem díky cytoplazmatické lokalizaci 

viru vakcinie pouze tehdy, je-li capping enzym v kvasinkách produkován jako fúzní protein s 

GTázovou doménou myšího capping enzymu Mce1(211-597), který má mutovaný esenciální 
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Lys294. Tento nefunkční myší enzym slouží pro zacílení capping enzymu viru vakcinie na C-

koncovou doménu RNA polymerázy II [450].  
 

K plně funkční MTázové aktivitě viru vakcinie je třeba současné přítomnosti C-koncové 

oblasti vD1 proteinu, vD1(498-844), a s ní interagujícího proteinu vD12 [454]. MTáza je 

schopna komplementovat abd1Δ mutaci v S. cerevisiae [455]; pro její funkci in vivo je 

dostačující fragment vD1(540–844) produkovaný v přítomnosti vD12 [456]. MTázová 

doména proteinu D1, vD1(498-844), vykazuje velmi slabou MTázovou aktivitu, což 

znamená, že je to vlastní katalytická podjednotka MTázy. Její MTázová aktivita je výrazně 

zesílena (zhruba 50x) v přítomnosti vD12, který je sám o sobě katalyticky neaktivní [456, 

457]. Mutační analýzy odhalily esenciální aminokyseliny Gly600, Asp604, Asp620, Arg632, 

Phe775, Tyr608, Phe609, Asp676, Trp677, His682, Tyr683, Glu763, Tyr764 nezbytné pro správnou 

funkci MTázy [455, 458]. Při mutacích aminokyselin, které jsou lokalizované ve vazebném 

místě pro guanozin (mutace Tyr752 na Ser, Cys nebo His a mutace Asn753 na Ile), byla mutace 

abd1Δ v S. cerevisiae plně komplementována [459]. Mutační analýzy vD12 proteinu odhalily 

mutace v aminokyselinách Asn42, Tyr43, Lys156, Leu157, Phe176, Lys177, Asp192, Ser193, které 

ovlivňují MTázovou aktivitu [455, 460, 461]. Zkrácení vD12 proteinu o 60 aminokyselin z N-

konce či o 48 aminokyselin z C-konce vede k inhibici jeho schopnosti vázat se na vD1(498-

844) [460]; zkrácená forma zároveň vD12 proteinu nestimuluje MTázovou aktivitu proteinu 

vD1[462]. Pravděpodobnou funkcí vD12 proteinu je allosterická aktivace vD1 proteinu; v 

přítomnosti vD12 podjednotky dochází ke zvýšení vazebné schopnosti vD1 proteinu pro 

AdoMet a pro N-koncový guanozin 7x, resp. 14x [459]. 

 

ASFV (African Swine Fever Virus; Asfarviridae) 

ASFV patří mezi DNA viry replikující se v cytoplazmě. Při enkapsidaci její DNA jsou do 

partikulí zavzaty i všechny proteiny účastnící se transkripce časných mRNA [463], 

pravděpodobně včetně capping enzymu. V sekvenci tohoto proteinu (kódován genem 

NP868R; 868 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovaných motivů charakteristických pro 

rodinu mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys282), který vytváří 

kovalentní spojení s GMP [464]. 

 

Alfaviry a viry jim podobné (alphavirus-like skupina virů)  

Do této skupiny virů, které obsahují „+RNA“ genom a replikují se v cytoplazmě, patří 

například Semliki Forest Virus (SFV), virus žloutenky E (HEV; Hepatitis E Virus), virus 
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mozaiky tabáku (TMV; Tobacco Mosaic Virus), virus mozaiky sveřepu (BMV; Brome 

Mosaic Virus), virus mozaiky bambusu (BaMV; Bamboo Mosaic Virus), virus mozaiky 

vojtěšky (AMV; Alfalfa Mosaic Virus) a Sindbis Virus (SV). Tato skupina virů je definována 

specifickým mechanismem přidávání čepičky na 5' konec mRNA, který je odlišný od všech 

výše popsaných schémat. Viry této skupiny kódují AdoMet-závislou GTázu; na capping 

enzym se sice váže kovalentní vazbou GMP, ale u těchto virů pouze za přítomnosti AdoMet. 

Jde tedy o spojení MTázové a GTázové aktivity, obě fungují ve vzájemné souvislosti a 

vzájemně se ovlivňují. Pravděpodobný mechanismus této reakce byl popsán u BaMV, jehož 

otevřený čtecí rámec 1 (ORF1; 1365 aminokyselin) obsahuje 3 domény: 
 

 aminokyseliny 1-442 na N-konci proteinu nesou GTázovou a MTázovou aktivitu 

[465] 

 aminokyseliny 514-892 vykazují RNA helikázovou a RTázovou aktivitu [466] 

 aminokyseliny 893-1365 vykazují RNA polymerázovou aktivitu [467] 
 

N-koncová doména ORF1(1-442) je schopna vytvořit přechodný komplex enzym-

m7GMP, tato vazba ovšem není zprostředkovaná lysinem. Stejně tak se v sekvenci capping 

enzymů nevyskytují konzervované motivy charakteristické pro rodinu 

mononukleotidyltransferáz. Při srovnávání sekvencí mezi capping enzymy alfavirů a virů jim 

podobných byly nalezeny pouhé 4 aminokyseliny konzervované ve všech sekvencích [468]. 

Mutační analýzy těchto konzervovaných aminokyselin (u BaMV jde o aminokyseliny His66, 

Asp122, Arg125, Tyr213) prokázaly jejich naprostou nepostradatelnost pro syntézu čepičky; 

mutované proteiny nejsou schopny metylovat GTP ani metylované GTP na sebe vázat. 

Testováním mutací v dalších aminokyselinách capping enzymu BaMV bylo vytipováno 

pravděpodobné aktivní místo GTázové/MTázové domény, na jehož vytvoření se mohou 

podílet sekvence aminokyselin 66HPH68, 310DVWAKLR316, 121KDLA124 a 344KLDS347. 

Navrhovaný model přidání čepičky na 5' konec mRNA vypadá takto: 
 

 Současné navázání GTP a AdoMet do aktivního místa ORF1(1-442). Navázání 

AdoMet do aktivního místa je pravděpodobně spojeno s konformační změnou capping 

enzymu, čímž se zvýší jeho afinita k GTP.  

 Metylace GTP za vzniku m7GTP a AdoHcy.  

 Vytvoření kovalentního meziproduktu (enzym-His68-m7GMP). Pro přenos m7GMP z 

molekuly m7GTP na enzym je důležitá přítomnost AdoHcy v aktivním místě capping 

enzymu; AdoHcy se pravděpodobně podílí na udržení správné konformace proteinu. 
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 Přenos m7GMP na difosforylovaný konec mRNA. Ten je pravděpodobně vytvořen 

odštěpením koncového γ-fosfátu mRNA RTázovou aktivitou lokalizovanou ve střední 

části ORF1p. Pro účinný přenos m7GMP na 5' konec mRNA je důležitá přítomnost 

guanozinu případně adenozinu jakožto prvního nukleotidu ve vznikajícím řetězci 

mRNA [469, 470]. 
 

U ostatních zástupců této skupiny se předpokládá obdobný mechanismus přidávání 

čepičky na 5' konec mRNA, o čemž svědčí i výsledky získané u jednotlivých zástupců 

alfavirů a virů jim podobných: 
 

 Nestrukturní protein nsP1 Sindbis viru je schopen guanylylace v přítomnosti AdoMet 

[471]. Mutace konzervovaných aminokyselin v N-koncové části (aminokyseliny 1-

540) nsP1 proteinu vedou k inhibici MTázové aktivity [472]. RTázová aktivita tohoto 

viru je kódována nsP2 proteinem [473]. 

 Nestrukturní protein nsP1 TMV je schopen guanylylace v přítomnosti AdoMet [474, 

475] stejně tak jako nestrukturní protein nsP1 HEV [476]. 

 N-koncová část (aminokyseliny 1-516) nestrukturního proteinu nsP1 BMV je schopna 

guanylylace v přítomnosti AdoMet [477, 478]. Mutace tří ze čtyř konzervovaných 

aminokyselin v této N-koncové části vedou k inhibici jak MTázové, tak i GTázové 

aktivity [478]. RTázová aktivita tohoto viru je pravděpodobně kódována C-koncovou 

částí nsP1 proteinu [479]. 

 Nestrukturní protein nsP1 Semliki Forest viru je schopen guanylylace v přítomnosti 

AdoMet [471, 480]. Mutace konzervovaných aminokyselin vedou k inhibici jak 

MTázové, tak i GTázové aktivity [481]. Pro správnou funkci capping enzymu tohoto 

viru je nezbytná jeho vazba na membránové fosfolipidy [482, 483]. RTázová aktivita 

je kódována nsP2 proteinem [473]. 

 Mutace konzervovaných aminokyselin AMV viru vedou k poruchám v jeho syntéze 

[484]. 

 

 Reoviridae 

Tato skupina virů se segmentovaným dsRNA genomem replikující se v cytoplazmě patří mezi 

významné patogeny člověka. Všechny viry této čeledi využívají capping enzymy kódované 

vlastními geny. U savčího reoviru typu 3 je capping enzym kódován proteinem 2. GTázová 

aktivita je kódována jeho N-koncovou částí [485], k plné aktivitě je dostačující fragment 

2(1-387) [486-488], který je schopen vytvořit kovalentní intermediát s molekulou GMP 
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[489]. Nicméně se v sekvenci tohoto proteinu, stejně tak jako v sekvenci capping enzymů 

ostatních zástupců čeledi Reoviridae, nevyskytují konzervované motivy charakteristické pro 

rodinu mononukleotidyltransferáz. Předpokládá se, že se molekula GMP váže na lysin 

v sekvenci 190KDSL194. Mutací tohoto lysinu je GTázová aktivita naprosto inhibována. Na 

vazbě GMP se také podílí Lys171 a Asp191 [486, 490]. Maximální aktivita reovirových GTáz 

byla naměřena v rozmezí hodnot pH 4,0-5,0, zatímco maximální aktivita GTázy viru vakcinie 

byla naměřena v rozmezí hodnot pH 6,5-7,0. Jedním z možných vysvětlení požadavku nižšího 

pH pro optimální funkci GTázy může být přítomnost dvojice vysoce konzervovaných 

histidinů (His223 a His232), jejichž mutací je zcela inhibován vznik dočasného komplexu 

enzym-GMP. Tato dvojice histidinů je vysoce konzervována u všech zatím známých 

reovirových GTáz [491].  
 

MTázová doména reovirů je lokalizována ve střední části 2 proteinu. V této oblasti byla 

lokalizována dvě nezávislá vazebná místa pro AdoMet (metyltransferázová doména I, 

aminokyseliny 434-691 a metyltransferázová doména II, aminokyseliny 804-1022). 

Předpokládá se, že tyto oblasti katalyzují jak N7, tak i 2-O'-metyltransferázové reakce; oblast I 

pravděpodobně katalyzuje 2-O'-metylace, zatímco oblast II pravděpodobně katalyzuje N7-

metylace [487, 492, 493]. Protein 1 reoviru typu 3 obsahuje mimo helikázové aktivity i 

aktivitu RTázovou a pravděpodobně se účastní syntézy čepičky na 5' konci mRNA. Aktivita 

této RTázy je závislá na přítomnosti dvojmocných kationtů, hořečnatých či manganatých 

[494, 495].  

U ostatních virů této čeledi se předpokládá obdobný mechanismus syntézy čepičky, 

čemuž nasvědčují i výsledky získané u dalších zástupců:  
 

 U ptačího reoviru je GTázová aktivita kódována proteinem 3, který je schopen 

vytvořit kovalentní intermediát s molekulou GMP [496]. K plné aktivitě GTázy je 

dostačující fragment 3(1-374) [497]. 

 U Grass carp reoviru je GTázová aktivita kódována proteinem 1, který je schopen 

vytvořit kovalentní intermediát s molekulou GMP. K plné aktivitě GTázy je 

dostačující fragment 1(1-391) [491]. 

 U Banna viru je GTázová aktivita kódována proteinem VP3, který je schopen vytvořit 

kovalentní intermediát s molekulou GMP [498]. 

 U viru způsobujícího katarální horečku ovcí (BTV; Blue Tongue Virus) jsou 

pravděpodobně všechny nezbytné aktivity (RTázová, GTázová, MTázová) kódovány 
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proteinem VP4. Zdá se, že MTázová aktivita je zodpovědná jak za N7, tak i 2-O'-

metyltransferázové reakce [499-501]. 

 U rotavirů je GTázová aktivita kódována proteinem VP3, který je schopen vytvořit 

kovalentní intermediát s molekulou GMP [502-504], MTázová aktivita je 

pravděpodobně kódována stejným proteinem [505]. RTázová aktivita je kódována 

pravděpodobně proteinem VP2 [506, 507].  

 

Birnaviridae 

U IBDV (Infectious Bursal Disease Virus) byl identifikován protein p90 schopný vytvořit 

kovalentní intermediát s molekulou GMP [508]. 

 

Flaviviridae 

Do této čeledi virů, které se vyznačují nesegmentovaným ssRNA genomem a replikují se 

v cytoplazmě, patří významné patogeny člověka. Iniciace translace u těchto virů je 

zahajována jak na čepičce nezávislým způsobem, např. u viru žloutenky typu C (HCV, 

Hepatitis C Virus), tak na čepičce závislým způsobem, například u viru horečky dengue, viru 

západního Nilu (WNV; West Nile Virus) či viru japonské encefalitidy. O enzymech 

syntetizujícících čepičku na 5' konci mRNA, pokud je přítomna, zatím není mnoho známo. 

Konkrétně protein obsahující GTázovou aktivitu zatím nebyl u žádného viru této čeledi 

popsán. RTázová aktivita byla popsána u viru horečky dengue a u WNV. V obou případech je 

lokalizována do C-koncové oblasti nestrukturního proteinu 3 (nsP3) [509, 510]. V případě 

viru horečky dengue jde o fragment aminokyselin 169-619, jehož aktivita je závislá na 

přítomnosti hořečnatých kationtů [511] a je stimulována přítomností nsP5 proteinu, který je 

v savčích buňkách infikovaných virem horečky dengue v komplexu s nsP3 proteinem [511, 

512].  
 

MTázová aktivita viru horečky dengue zatím detekována nebyla, nicméně je známá 2'-O-

metyltransferázová aktivita kódovaná 296 N-koncovými aminokyselinami proteinu nsP5 

[513]. MTázová i 2'-O-metyltransferázová aktivita WNV je kódována N-koncovými 

aminokyselinami 1-300 proteinu nsP5. Ačkoliv bylo v tomto proteinu detekováno pouze 

jedno vazebné místo pro AdoMet, každá z metylačních reakcí vyžaduje jiné reakční 

podmínky a účastní se jí jiné aminokyseliny. Pro 2'-O-metyltransferázou aktivitu je důležitá 

přítomnost MTázového konzervovaného motivu aminokyselin Lys61, Asp146, Lys182, Glu218, 

zatímco pro MTázovou aktivitu je dostačující přítomnost nemutované aminokyseliny Asp146. 
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Metylace na N7 koncového guanozinu také předchází 2'-O-metylaci a je nezbytná pro životní 

cyklus WNV [514, 515]. 

 

AcMNPV (Autographa Californica Multiple NucleoPolyhedroVirus, Baculoviridae) 

Bakuloviry jsou DNA viry využívající k transkripci svých časných genů hostitelského 

aparátu, jmenovitě RNA polymerázy II. Pozdní a velmi pozdní geny jsou transkribovány 

bakulovirovou RNA polymerázou, která se skládá ze čtyř podjednotek: Lef-8, Lef-9, Lef-4 a 

p47 [516, 517]. Podjednotka Lef-4 (Late Expression Factor 4; 464 aminokyselin) obsahuje 

RTázovou a GTázovou aktivitu a je pravděpodobně zodpovědná za syntézu čepičky na 5' 

konci virových mRNA [518, 519]. Gen Lef-4 je esenciální pro AcMNPV. Při jeho inaktivaci 

pomocí interference RNA dochází k zastavení transkripce pozdních a velmi pozdních 

virových genů; transkripce genů časných ovlivněna není [520]. RTázová doména tohoto 

enzymu, Lef-4(1-236), sice patří do skupiny RTáz závislých na aktivaci dvojmocnými 

kationty, ale neobsahuje 2 paralelní tunely. Předpokládá se, že patří do obdobné skupiny jako 

RTáza viru vakcinie [521]. Mutační analýzy odhalily esenciální aminokyseliny na pozicích 

Glu9, Glu11, Arg51, Arg53, Glu97, Lys126, Arg179, Glu181, Glu183 [521, 522].  
 

GTázová doména Lef-4(237-464) proteinu je lokalizovaná v jeho C-koncové oblasti. V její 

proteinové sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovaných motivů charakteristických pro rodinu 

mononukleotidyltransferáz včetně esenciálního lysinu (Lys255), který vytváří kovalentní 

spojení s GMP [519, 523]. 
 

MTázová aktivita zatím popsána nebyla. Nicméně byla popsána metyltransferázová aktivita 

vedoucí k syntéze čepičky typu 1, která se vyskytuje u většiny bakulovirových pozdních 

mRNA. Aktivita této metyltransferázy je závislá na přítomnosti metylované čepičky typu 0 

[524]. Dá se tedy předpokládat, že MTázová aktivita bude u bakulovirů přítomna.  

 

Virus vezikulární stomatitidy (Rhabdoviridae) 

Virus vezikulární stomatitidy (VSV), u něhož byl popsán mechanismus syntézy čepičky typu 

2, patří mezi nesegmentované „–RNA“ viry s genomem o délce 11161 bp. VSV kóduje 5 

genů [189, 525]. Hlavním proteinem zodpovědným za syntézu virových mRNA je protein L 

(2109 aminokyselin), který obsahuje RNA dependentní RNA polymerázovou aktivitu [526], 

3' polyadenylační aktivitu [527] a všechny aktivity nezbytné k syntéze čepičky na 5' konci, tj. 

RNA:GDP polyribonukleotidyltransferázovou aktivitu, guanozin-5'-trifosfatázovou aktivitu a 
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metyltransferázovou aktivitu [202, 205]. Protein L se vyskytuje v komplexu s proteinem P (30 

kDa), který je pravděpodobně zodpovědný za správné složení proteinu L [525].  

V proteinu L zatím nebyly experimentálně ověřeny oblasti zodpovědné za syntézu 

čepičky. Výjimku tvoří identifikování oblastí zodpovědných za metylaci čepičky. 

Aminokyseliny 1643-1843 proteinu L (doména VI) vykazují sekvenční podobnost 

s bakteriální FtsJ/RrmJ 2'-O- ribózometyltransferázou. Tato doména obsahuje pravděpodobně 

vazebné místo pro AdoMet. Mutace esenciálních aminokyselin Asp1671Val a Gly1672Ala vede 

k naprosté inhibici metylace N7-guanozinu i metylace na 2'-O-adenozinu [205, 528, 529]. 

Mutace v blízkém okolí AdoMet vazebného místa ovlivňují různým způsobem účinnost 

metylace N7-guanozinu, resp. 2'-O-adenozinu [205, 529]. Mutace aminokyselin v oblasti 

1450-1481 vedou k úplnému potlačení metylace na N7-guanozinu, zatímco metylace na 2'-O-

adenozinu je potlačena z necelých 90 %. To vše může vést k závěru, že každá metylace na 5' 

čepičce je katalyzována jinou oblastí proteinu L, nicméně na L proteinu se vyskytuje pouze 

jedno S-adenozyl-L-methionin vazebné místo [205, 529, 530]. Tomu odpovídá i zjištění 

počítačové analýzy, že doména VI je spojena s metylací 2'-O-adenozinu, ale nikoliv 

s metylací N7-guanozinu [201, 531]. Počítačové analýze naproti tomu odporuje 

experimentálně zjištěný fakt, že u jiného nesegmentovaného viru (Sendai virus, 

Paramyxoviridae) vykazuje C-koncová část L proteinu, obsahující pouze doménu VI, N7-

guanozinmetyltransferázovou ale nikoliv 2'-O-adenozinmetyltransferázovou aktivitu [532]. 

Dalším otazníkem je pořadí, v jakém dochází k přidání metylů na čepičku. V současné době 

jsou k dispozici data podporující obě možnosti. Buď se nejdříve metyluje N7-guanozin [533, 

534], nebo se nejdříve metyluje 2'-O-adenozin [530, 535]. Nedávno bylo zjištěno, že 

sinefungin, přirozený analog S-adenozyl-L-methioninu, je schopen inhibovat 

metyltransferázové aktivity L proteinu, přičemž k jeho účinku je citlivější metylace na N7-

guanozinu než na 2'-O-adenozinu [536].  

Capping enzym VSV rozeznává a opatřuje čepičkou pouze sekvenci pppApApCpApG 

(5' konsensus sekvence všech VSV mRNA), nikoliv však sekvenci ppApApCpApG 

(difosforylovaná forma téhož), ani pppApCpGpApA sekvenci (RNA startovací sekvence 

VSV). Podrobnější analýzy prokázaly, že L protein velmi ochotně přidává čepičku na mRNA 

obsahující na svém 5' konci sekvence APuCNG [202], což je sekvence vyskytující se na 5' 

konci mRNA sekvencí u většiny rhabdovirů [537-539]. U ostatních nesegmentovaných „–

RNA“ virů (např. Paramyxoviridae, Filoviridae, Bornaviridae) je konsensus sekvence na 5' 

konci mRNA odlišná [540], nicméně i u těchto virů se předpokládá, že jejich L protein 
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specificky rozeznává trifosforylovaný 5' konec vlastní mRNA, na který následně přidá 

metylovanou čepičku [202]. 
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V.  SHRNUTÍ VÝSLEDKŮ 

 

IRESITE: THE DATABASE OF EXPERIMENTALLY VERIFIED IRES STRUCTURES 

(WWW.IRESITE.ORG) 
 

 IRESite je kurátorovaná relační databáze typu MySQL-4.1 využívající InnoDB 

tabulky. 

 Do databáze je možné vložit položky dvojího typu: 

o natural položky obsahují veškerá experimentální data týkající se určité IRES 

struktury (kompletní sekvence mRNA s vymezením pozic IRES sekvence a 

kódovaného proteinu, veškeré proteiny interagující s IRES, případná 

sekundární struktura) 

o engineered položky popisují uměle vytvořené plazmidy. Většinou se jedná o 

bicistronní plazmidy sloužící k testování funkčnosti sekvence, o níž se 

předpokládá, že obsahuje IRES element, a případné mutantní deriváty této 

sekvence. Do IRESite se v tomto případě vkládají údaje o sekvenci mRNA s 

vymezením IRES oblasti, informace o reportérových proteinech, informace o 

translačních experimentech včetně použitého promotoru a informace o 

pozitivních a negativních kontrolách.  

 V databázi je nyní uloženo 288 položek; 67 natural (20 virových a 47 buněčných) a 

221 engineered. 

 IRESite slouží nejen k ukládání experimentálních dat, ale umožňuje také jejich 

prohledávání podle klíčových slov, případně následné porovnávání vybraných 

experimentů. 

 

 

A BIOINFORMATICAL APPROACH TO THE ANALYSIS OF VIRAL AND CELLULAR INTERNAL 

RIBOSOME ENTRY 
 

 Publikace obsahuje aktuální seznam známých IRES sekvencí virových, buněčných i 

uměle vytvořených. 

  V publikaci je popsána nelehká kurátorská činnost včetně příkladů přípravy 

databázových položek. 

 V práci je uvedeno srovnání IRESite s dalšími databázemi zaměřenými na ukládání 

dat o IRES sekvencích. 

http://www.iresite.org/
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 Rovněž je ukázána první analýza IRES sekvencí uložených v IRESite. Předběžné 

výsledky ukazují, že zatímco virové IRES tvoří vcelku kompaktní skupinu, IRES 

buněčné jsou ve všech analyzovaných případech velmi různorodé. To může souviset 

například s tím, že iniciace translace může být u některých buněčných IRES 

realizována dvojím mechanismem, jak závislým na čepičce, tak nezávislým na 

čepičce.  

 

HEPATITIS C VIRUS INTERNAL RIBOSOME ENTRY SITE INITIATES PROTEIN SYNTHESIS AT 

THE AUTHENTIC INITIATION CODON IN YEAST 
 

 V publikaci je popsán nový bicistronní systém umožňující testovat IRES sekvence 

v kvasinkových buňkách in vivo. Tento systém se skládá z vektoru pFGAL4 a 

vhodného kvasinkového kmene. 

 Pomocí tohoto systému byla ověřena funkčnost HCV IRES sekvence v kvasince in 

vivo. 

 Mutačními analýzami HCV IRES sekvence bylo potvrzeno, že translace u kvasinek 

začíná stejně jako u savců na AUG iniciačním kodónu 342. 

 Srovnáním mutovaných HCV IRES sekvencí v kvasinkách a v lidských tkáňových 

kulturách bylo prokázáno, že HCV IRES sekvence je v kvasinkách plně funkční a že 

mechanismus iniciace translace je v obou případech velmi podobný. 

 

FIREFLY LUCIFERASE GENE CONTAINS A CRYPTIC PROMOTER – RE-EVALUATION OF THE 

HEPATITIS C VIRUS IRES PROMOTER 
 

 Gen kódující luciferázu z Photinus pyralis (firefly luciferáza) obsahuje kryptický 

promotor funkční v kvasinkách a v lidských tkáňových kulturách. Jelikož je tento typ 

luciferázy používán jako jeden z nejběžnějších signálních genů v mnoha 

experimentech z různých oblastí molekulárně biologického výzkumu, mohlo by 

nalezení tohoto promotoru vést k přehodnocení řady výsledků publikovaných v 

odborné literatuře.  

 Byla korigována v literatuře udávaná účinnost kryptického promotoru lokalizovaného 

v cDNA odpovídající HCV IRES sekvenci. 
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FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE PUTATIVE CAPPING ENZYME ENCODED BY LINEAR  

CYTOPLASMIC PLASMIDS OF THE YEAST KLUYVEROMYCES LACTIS 
 

 Podařilo se nám produkovat capping enzym kódovaný pGKL2 plazmidem kvasinky 

K. lactis v bakteriálním a bakulovirovém expresním systému s různými typy kotev. 

 Potvrdili jsme předpokládanou guanylyltransferázovou aktivitu capping enzymu. 

 Potvrdit předpokládanou metyltransferázovou aktivitu capping enzymu se nepodařilo. 

 Dosavadní výsledky naznačují, že otázka přítomnosti či nepřítomnosti čepičky na 5' 

koncích pGKL-specifických mRNA je stále nejasná; čepička buď na 5' koncích 

plazmidových mRNA není přítomna vůbec, případně se vyskytuje v neklasické, 

například v nemetylované formě. 

 

DENATURING RNA ELECTROPHORESIS IN TAE AGAROSE GELS 
 

 V publikaci je ukázána možnost zjednodušení elektroforetické analýzy molekul RNA 

spočívající v nahrazení běžně používaného pufračního systému (MOPS s 

formamidem) pufrem TAE (Tris/acetát/EDTA) v kombinaci s minimálně 60 % v/v 

obsahem formamidu v analyzovaném vzorku. 

 

MULTIPLE CATHEPSIN B ISOFORMS IN SCHISTOSOMULA OF TRICHOBILHARZIA REGENTI: 

IDENTIFICATION, CHARACTERISATION AND PUTATIVE ROLE IN MIGRATION AND NUTRITION 
 
 

 Bylo identifikováno a charakterizováno šest nových endopeptidáz motolice T. regenti. 

Dvě z nich byly produkovány v kvasinkovém expresním systému a dále 

charakterizovány biochemickými a molekulárně biologickými metodami. 
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