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|. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A TERMINU
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1. Uvob

Svou dizertatni praci jsem vypracoval v Laboratofi biochemic RNA na
Piirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy. Tato laboratof byla zalozena dr. Martinem
Pospiskem v roce 1997, nazev vznikl v roce 2001. V této laboratofi pracuji prakticky od jejiho
zalozeni. Prvotnim zajmem nasi pracovni skupiny bylo studium cytoplazmatickych dsRNA i
dsDNA virt u kvasinek, zejména s ohledem na translaci genii kodovanych témito viry.
Pozdé&ji nasledoval posun k soucasnému tématu Laboratofe biochemie RNA, tj. k iniciaci
translace se zaméfenim na iniciaci translace nezavislou na ¢epicce.

Puvodni zadani mé dizertacéni prace se tykalo dsDNA linearnich plazmidi kvasinky
Kluyveromyces lactis. Tyto dva plazmidy, nazvané pGKL1 a pGKL2, jsou pozoruhodné
cytoplazmatickou lokalizaci a uspofddanim genomu, c¢imz piipominaji DNA genomy
cytoplazmatickych virt Celedi Poxviridae ¢i Asfarviridae. Velmi zajimavy je i fenomén
produkce Killer toxinu (zymocinu), sjehoz produkci je pfitomnost linearnich plazmida
spojena. Ackoliv jiz uplynulo vice nez 25 let od objevu pGKL plazmidd, stale ohledné nich
existuje fada nezodpovézenych otazek. Velmi dobie je popsan mechanismus G¢inku zymocinu
K. lactis na kvasinku Saccharomyces cerevisiae. V posledni dobé se znalost o ucinku
zymocinu na citlivé bunky velmi rozrostla zejména diky skupiné¢ dr. R. Schaffratha
(Univerzita Martina Luthera, Halle, SRN).

Naopak mnoho neni znamo o transkripci a translaci plazmidy kodovanych gentl.
Pomoci pocitacovych analyz a pilotnich experimenti bylo zjisténo, ze si tyto plazmidy samy
viry. Pfesny mechanismus transkripce ovSem neni znam. Tato prace by méla alespot malym
dilem pfispét k osvétleni mechanismu iniciace translace pGKL-specifickych gend. V souladu
se zaméfenim nasi laboratofe jsem se vénoval charakterizaci proteinu kodovaného otevienym
étecim ramcem 3 plazmidu pGKL2. O tomto proteinu se soudi, Ze je schopen ptipojit N'-
metylguanozinovou cepicku na 5' konce plazmidovych mRNA. Tato prace se nakonec
,»zvrhla® v feSeni problému, zda linearni plazmidy kvasinky K. lactis ¢epi¢ku na svém 5' konci
vibec obsahuji, ptipadné v jaké podobé. Vysledkem této casti prace je piipravovana
publikace ,,FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE PUTATIVE CAPPING ENZYME ENCODED BY LINEAR
CYTOPLASMIC PLASMIDS OF THE YEAST KLUYVEROMYCES LACTIS®, ktera bude zaslana
k posouzeni oponentiim v pribéhu srpna ¢i zafi.

V pribéhu mého postgradudlniho studia jsem se také podilel na feSeni dalSich dvou

témat studovanych nasi laboratofi. Oba sméry badani se tykaji iniciace translace na cepicce



nezavislé. Prvni projekt se zabyva vytvofenim a zprovoznénim databize experimentalné
oveéfenych IRES struktur — tzv. IRESite. Jednd se o databazi mRNA vyuzivajicich ke své
iniciaci translace mechanismus na cepicce nezavisly. Zatimco tento mechanismus iniciace
translace byl uznan za obecné platny u virti, 0 bunéénych MRNA se neustale pochybuje.
V predkladanych publikacich, ,,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 feSeni této
databaze, problémy spojené s piipravou databazovych polozek a v neposledni fad¢ ukazujeme
pilotni analyzu IRES sekvenci obsazenych v této databazi. Hlavnim garantem této Casti prace
je dr. Martin Mokre;js.

Druhym tématem, do jehoZ feSeni jsem se zapojil, bylo testovani, zda interni vazebné
misto pro ribozoém viru hepatitidy C iniciuje translaci v kvasince S. cerevisiae stejnym
mechanismem, jako bylo ukazano v sav¢ich buiikach. Mimo IGR IRES z Cricket Paralysis
Virus totiz v soucasnosti chybi dal§i publikovany piipad ,,pravé” IRES sekvence, ktera by
byla funk¢ni v kvasinkovych bunkach. Pritom studium viru hepatitidy C v kvasinkach je
velmi lakavé, zejména proto, Ze dosud nebyl pfi vyzkumu HCV a hledani ¢i testovani
potencidlnich 1€kt nalezen (vyjimkou Simpanzil) uspokojivy zvifeci nebo bunéény model. A
pravé jednoduchy kvasinkovy model by mohl pomoci k nalezeni G¢innych latek proti viru
hepatitidy C. Vysledkem badani na tomto poli je ptilozena publikace ,,HEPATITIS C VIRUS
INTERNAL RIBOSOME ENTRY SITE INITIATES PROTEIN SYNTHESIS AT THE AUTHENTIC INITIATION
CODON IN YEAST“. Hlavnim feSitelem problematiky funk¢nosti IRES sekvenci v kvasince S.
cerevisiae je dr. Tomas Masek.

Pfi testovani moznosti vyuziti kvasinky S. cerevisiae jako modelového organismu pro
studium viru hepatitidy C jsme zjistili, Ze se v béZn¢ pouZivaném signdlnim genu kodujicim
tzv. firefly luciferazu vyskytuje krypticky promotor. Toto zjisténi je velmi zajimavé a muiize
vést pokud ne k prehodnoceni, tak minimalné k vétsi opatrnosti pfi hodnoceni vysledka
dosazenych s pouzitim luciferazy jako signdlniho genu. Tato Cast prace je soucdsti clanku
,FIREFLY LUCIFERASE GENE CONTAINS A CRYPTIC PROMOTER — RE-EVALUATION OF THE
HEPATITIS C VIRUS IRES PROMOTER”. V tomto ¢lanku také zpiesiiujeme ucinnost jiz diive
popsaného promotoru vyskytujiciho se v cDNA odpovidajici IRES sekvenci viru hepatitidy
C.

Do své dizertaéni prace jsem zahrnul také ¢lanky ,,DENATURING RNA

ELECTROPHORESIS IN TAE AGAROSE GELS“ a ,,MULTIPLE CATHEPSIN B ISOFORMS IN



SCHISTOSOMULA OF TRICHOBILHARZIA REGENTI: IDENTIFICATION, CHARACTERISATION AND
PUTATIVE ROLE IN MIGRATION AND NUTRITION®, na kterych je mij podil predev§im metodicky.

Na zavér si dovoluji pozadat potenciadlni ¢tendfe o shovivavost s mozna lehce
obsahlym literarnim uvodem. Jeho rozsah je déan potfebou uvést cCtenafe jednak do
problematiky linearnich plazmidtu kvasinek, jednak do problematiky syntézy Cepicky na 5'
konci mRNA. Stale totiz neni zcela jasné, jakym zplsobem jsou formovany 5' konce pGKL-
specifickych transkriptti. V ¢asti literarniho uvodu vénované syntéze cepicky jsem se
soustiedil, vzhledem k zadani dizertacni prace, hlavné na syntézu cCepicky typu O
(monometylovana forma cCepicky). Jen okrajové jsem se vénoval mechanismu iniciace
translace nezavislé na ¢epicce, ktery je velmi podrobné popsan a diskutovan v dizertacni praci

dr. Tomase Maska, obh4ajené v nasi skupiné v roce 2006.



I11. LITERARNI PREHLED

1. LINEARNI PLAZMIDY KVASINEK
Pivodni definice plazmidi (mimochromozomalni, autonomné se replikujici, kruhové
uzaviena, dvouretézcova DNA (dsDNA, Double Stranded DNA) prokaryotickych organismu
[1]) musela byt po nalezeni cirkularniho 2 um plazmidu u kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(S. cerevisiae) [2] rozsifena i na organismy eukaryotické. Nasledné¢ byly DNA plazmidy
objeveny i u vlaknitych hub [3], u dalSich rodi kvasinek jako napf. u rodu
Zygosaccharomyces [4] a rodu Kluyveromyces [5]. Po objeveni prvnich linearnich dsDNA
plazmidd u kukufice [6] doslo k popsani mnoha dalSich obdobnych plazmidt u vlaknitych
hub, zelenych fas a kvasinek (viz souhrnné ¢lanky [7-11]. Linearni dsDNA plazmidy mayji
charakteristické uspofadani, na obou koncich maji invertované terminalni repetice (ITR,
Inverted Terminal Repeat), koduji vlastni DNA a RNA polymerazu a jejich 5' konec je
chranén kovalentné navazanym terminalnim proteinem (TP; Terminal Protein). Vétsinou jsou
lokalizovany v mitochondriich svych hostiteld. V roce 1981 Gunge se spolupracovniky [12]
objevil u kvasinky Kluyveromyces lactis (K. lactis) 2 linearni, cytoplazmaticky lokalizované
dsDNA plazmidy. Do soucasné doby byl obdobny typ plazmidu popsan u 28 kvasinkovych
kment patficich do 18 druh z 9 kvasinkovych roda [13, 14]. Cytoplazmatické plazmidy
kvasinek K. lactis, Pichia inositovora, Pichia accaciae, Debaryomyces hansenii a Wingea
robertsiae jsou spojeny s produkei toxinu inhibujiciho rist citlivych kvasinkovych kmend.
Ptvod linearnich plazmidi neni znam, podle jejich charakteristického uspotfadani podobného
adenovirim ¢i linedrnim fagim a podle srovnavani sekvenci (zejména konzervovanych
domén DNA polymeraz [15-18]) se zda, Ze linearni plazmidy pochazeji pravdépodobné
zZ jednoho spole¢ného ptedka, patrné vzniklého endosymbidzou [7, 13, 15, 19, 20].
Modelovym systémem pro studium linedrnich DNA plazmida se stala kvasinka K.
lactis, ktera obsahuje 2 plazmidy zodpovédné za produkci killer toxinu (zymocinu)

inhibujiciho rist citlivych kvasinkovych bunék.

1.1. Linearni 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].
Jedna se o cytoplazmatické, linearni, dsDNA plazmidy s vysokym obsahem A+T bazi, velmi

kompaktnim genomem, invertovanymi termindlnimi repeticemi na obou koncich plazmidu a



S terminalnim proteinem navazanym na 5' konci plazmidové DNA. Pro cytoplazmatickou

lokalizaci sveéddi:

e vyssi citlivost pGKL plazmidi k UV zafeni ve srovnéani s plazmidy lokalizovanymi
v jadte [21]

e barvitelnost pGKL plazmidd v cytoplazmé pomoci DAPI (4',6-diamidino-2-
fenylindol) u p° kvasinek [22]

e po lyzi bunétnych protoplasti v hypotonickém prostiedi se plazmidy nachazeji
V cytoplazmatické frakci [23]

e piitomnost promotord funkénich pouze v cytoplazmé [23-27]

Vznasiva hustota obou plazmidd (1,687 g/cm®) je niz§i nez vznasiva hustota
mitochondrialni DNA (1,692 g/cm®) i jaderné DNA (1,699 g/cm?®) kvasinky K. lactis, coz
umoziuje relativné snadnou izolaci pGKL plazmidt pomoci centrifugace v izopyknickém
gradientu chloridu cesného [12, 23].

Plazmidy se vyskytuji obvykle v po¢tu 50-100 kopii na bunku [28]. pGKL plazmidy
jsou v kultufe velmi stabilni, k jejich ztraté dochazi za normalnich okolnosti s frekvenci nizsi
nez 1 %. Kmeny bez pGKL plazmidi 1ze vytvofit uméle pomoci UV zafeni (frekvence vzniku
kloni bez pGKL plazmidi se pohybuje od 10 do 90 %). Citlivost k UV zafeni je
pravdépodobné typicka pro vSechny cytoplazmaticky lokalizované dsDNA plazmidy [21, 29,
30]. Plazmidy neni mozno odlécit pomoci ethidium bromidu, cykloheximidu ani pomoci
zvySené teploty [29, 31, 32].

Pfenos pGKL plazmidi u kvasinek K. lactis probiha vertikalné i horizontalng;
horizontalni pfenos se uskuteciiuje pouze sexudlnim parovanim. Vertikalni pfenos mezi
potomstvem a rodi¢i neodpovida zakonim Mendelovské dédi¢nosti, coz potvrzuje
mimochromozomalni lokalizaci pGKL plazmidd [12]. Pfenos pGKL plazmidi do kvasinky S.
cerevisiae se podafil pomoci indukované faze protoplastii (s G¢innosti zhruba 25 %) [33] a
pomoci transformace protoplasti (s ucinnosti zhruba 0,05 %) [22, 34]. Pii pfenosu pomoci
transformace protoplastii dochazi ke vzniku kmenti obsahujich kromé plazmidu pGKL2 i
rizné deleéni varianty plazmidu pGKL1. Vznikl naptiklad kmen obsahujici plazmid pGKL2 a
2 plazmidy nové, F1 (3,9 kbp) a F2 (7,8 kbp). Plazmid F1 ma deletovano cca 5 kbp z pravé
¢asti plazmidu pGKL1 a jsou na ném pfitomny dvé rizné koncové struktury. Na jednom
konci je navazany termindlni protein, na druhém je pfitomna vlasenka s volnym 3' koncem.
Plazmid F2 je invertovany dimer plazmidu F1 [33, 35]. Pii ptenosu pGKL plazmidia do

kvasinky S. cerevisiae byla zjiSténa neslucitelnost mitochondrialni DNA této kvasinky



s pGKL plazmidy; pGKL plazmidy lze stabilné udrzovat pouze v p° nebo v p~ kmenech S.
cerevisiae [36]. Oba plazmidy je také mozné pienést do kvasinek Kluyveromyces fragilis
(parovanim) a do kvasinek Candida pseudotropicalis (indukovanou fuzi protoplastti). Nékteré
hybridni kmeny odvozené od K. fragilis i od C. pseudotropicalis vykazuji zna¢né zvySenou
produkci zymocinu (17X, resp. 6x) v porovnani s matetskym kmenem K. lactis [37].

Ackoliv se pGKL plazmidy vyskytuji v cytoplazmé, mlize vyjimecné dochézet k jejich
migraci do jadra. K tomuto jevu dochdzi v pfipad¢ integrace jaderného genu s piislusnym
jadernym promotorem do jednoho zpGKL plazmidii a nasledné selekci na produkt
integrovaného genu [25, 38-40]. V pfipad¢ migrace do jadra dochazi bud’ k vytvofeni
cirkularniho plazmidu nebo ke vzniku linearniho plazmidu s telomernimi sekvencemi svého
hostitele (TG1-3 u S. cerevisiae) o délce 300-350 bp na obou koncich plazmidu [40-44]. Pokud
se do pGKL plazmida integruje vhodny jaderny gen (LEU2, URA3) bez svého piirozeného
promotoru pod kontrolu plazmidového UCS elementu (Upstream Conserved Sequence; viz
nize) ve ,,fazi“, dochazi k expresi integrovanych markerovych geni [25, 38, 45]. V tomto
piipadé¢ plazmidy zdstavaji v cytoplazmé a maji standardni usporadani [25, 26, 45-51].
Moznosti takto manipulovat s pGKL plazmidy bylo vyuzito pii testovani nepostradatelnosti
genovych produkti vSech otevienych ¢&tecich ramct (ORF, Open Reading Frame) obou
pGKL plazmidi pro jejich udrzeni v bunce. Ukazalo se, ze pouze 2 cteci ramce (ORF2-
pGKL1 a ORF1-pGKL2; ORF11-pGKL2 testovan nebyl) nejsou esencidlni pro udrzeni
plazmidi v burice. U ostatnich ¢tecich ramcii nedoslo po jejich disrupci, ani pfi dlouhodobé
kultivaci, k nahrazeni ptivodnich pGKL plazmidd de novo vytvofenymi plazmidy [46, 48, 52-
55].

U pGKL plazmida byl popsan tzv. gene-shuffle systém; tj. moznost pfemistit gen
z plazmidu pGKL2 (a soucasné¢ ho na ném inaktivovat disrupci) do neesencialniho ¢teciho
ramce (ORF2) plazmidu pGKL1 [56]. Po této manipulaci je zcela zachovana funkce
,prehozené¢ho genu, v pribéhu kultivace dochazi k nahrazeni ptivodnich plazmidd de novo
vytvofenymi plazmidy. Moznost pfemisténi genli byla prokédzana u ORF4-pGKL2 (kéduje
pravdépodobnou helikazu [46]), u ORF5-pGKL2 (kéduje ssDNA vazebny protein) [46, 49,
57] a u ORF6-pGKL2 (koduje pravdépodobnou RNA polymerazu [50]).

Obdobné linearni dsDNA plazmidy byly pozd¢ji nalezeny i u dalsich kmenti 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. Piitomnost
vSech téchto plazmidu je spojena s killer fenotypem; restrikéni analyza pKL2-5 plazmida
potvrdila jejich blizkou piibuznost, ne-li shodnost, s pGKL plazmidy [30].
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1.1.1. Genetické usporadani pGKL plazmidi

Plazmid pGKL1 je dlouhy 8874 bp a obsahuje 73 % A+T bazi. Nachazeji se na ném 4
oteviené Cteci ramce s jiz ptifazenymi bilkovinnymi produkty. Tyto Cteci rdmce zaujimaji
vice nez 99 % z kodujici sekvence pGKL1 plazmidu [58-61]. Plazmid pGKL1 ma na obou
koncich invertované terminalni repetice o délce 202 bp [62] a na 5' konci kovalentné
navazany terminalni protein o hmotnosti 28 kDa [23, 63], ktery se pravdépodobné ucastni
iniciace replikace tohoto plazmidu [32]. Plazmid pGKL1 se vyskytuje vzdy pouze v
pritomnosti plazmidu pGKL2, pfi¢emz tato zavislost miize byt transkripéniho i replikacniho
charakteru [64]. Orientace otevienych c¢tecich ramcu plazmidu pGKL1 je vyznacena na
obrazku 1.

OBRAZEK 1 — Uspotadani pGKL plazmidu. ITR — invertovana terminalni repetice; ® — terminalni protein; ? —
neznama funkce genu.

pGKLI1
ITR ITR
o — — 71— le
2000 4000 6000 8000
ORF1 ORF2 ORF4
pGKL1-specificka o a [} podjednotky toxinu ORF3 *
DNA polymeraza
imunita ¥ podjednotka
toxinu
pGKL2
ITR ITR
' T T T | T T T l T T T l T T T l T T T I T T T I T T ‘
2000 4000 6000 8000 10000 12000
ORF1 ORF11 ORF9 ORF10
’ ORF2 ? ORF4  ORF5 ORF6 ORF7 ? 1
2
pGKL2-specificka DNA helikaza » RNA polymeraza ] TRF1
polymerazal ORF3
terminalni protein ssDNA vazebny
. Y ORF8
capping enzym protein podjednotka RNA
polymerazy

Jednotlivé oteviené cteci ramce pGKL1 plazmidu koduji nasledujici proteiny:

ORF1 — pGKL1 (pravdépodobnd pGKL1-specifickd DNA polymeréaza; 987 aminokyselin)

ORF1 vykazuje sekvenéni podobnosti s DNA polymerazami patiicimi do rodiny B DNA
polymeraz. Pfedpoklada se proto, Ze i tento ORF koduje DNA polymerazu [65, 66]. Tato
DNA polymerdza je nezbytna k udrzeni pGKL1 plazmidu v bufice; v piipadé preruSeni
oteviené¢ho cteciho ramce, ktery ji koduje, dojde ke ztrate¢ pGKL1 plazmidu z bunécné
kultury. To nastane i v piipadé, kdy je v bufice pfitomna funkcéni pGKL2-specificka DNA
polymeraza (kodovana ORF2-pGKL2). Obé DNA polymerazy jsou tedy pravdépodobné
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plazmid-specifické, coz mize souviset s rozeznavanim vlastniho terminalni proteinu ¢i vlastni
invertované terminalni repetice pii iniciaci replikace pGKL plazmidu [48, 67]. Tuto
specificitu pGKL polymerdz podporuje také fakt, ze se podaftilo vytvofit nékolik defektnich
plazmidt odvozenych od pGKL1 plazmidu. Tyto plazmidy vSak vzdy obsahovaly neporuseny
ORF1-pGKLI. Pro spravnou funkci polymerazy je nezbytd pfitomnost minimaln¢ 778 N-
koncovych aminokyselin [29, 35, 67, 68]. Promotor pGKL1-specifické polymerazy je

lokalizovan v levé invertované terminalni repetici plazmidu pGKL1 [69].

ORF2-pGKL1 (prekurzorovy protein a a f podjednotek zymocinu; 1146 aminokyselin)

Funkce tohoto prekurzorového proteinu vyplynula z nékolika dele¢nich experimentd. Pri
delecich velké casti ORF2-pGKL1 doslo ke ztraté killer fenotypu, zatimco imunita vici
zymocinu zustala zachovana [58, 59, 68]. Pii delecich ¢asti ORF2-pGKL1 a ORF3-pGKL1
doslo jak ke ztrat¢ killer fenotypu, tak i imunity vic¢i zymocinu [29, 59]. VySe uvedena
zjisténi naznacuji, Ze ORF2-pGKLI1 je alespon ¢aste¢né zodpovédny za produkci zymocinu
[58] a ORF3-pGKLI je pravdépodobné zodpovédny za imunitu vici nému. ORF2-pGKL1 je
pteklddan jako protein o velikosti 128 kDa. Ztohoto proteinu vznikaji naslednymi

posttranslaénimi Gpravami dvé ze tii podjednotek zymocinu K. lactis [60, 70].

ORF3-pGKL1 (imunita vici zymocinu; 428 aminokyselin)
Timto ¢tecim ramcem je kdédovana imunita viéi vlastnimu zymocinu. Pravdépodobné se
jedné o jaderny nebo cytoplazmaticky protein, o mechanismu jeho t¢inku neni nic blizSiho

znamo [71, 72].

ORF4-pGKL1 (y-podjednotka toxinu; 249 aminokyselin)
Tento otevieny ¢teci ramec koduje nejmensi podjednotku (y) Killer toxinu (tzv. y-toxin), ktera

je vykonnou ¢asti zymocinu (viz nize) [60].

Plazmid pGKL2 je dlouhy 13457 bp a obsahuje 75 % A+T bazi. Na plazmidu pGKL2
se nachazi 11 otevienych ctecich ramct, které zaujimaji vice nez 99 % zjeho kodujici
sekvence [27, 64, 73, 74]. Bilkovinné produkty byly pfifazeny (vétSinou pomoci pocitacové
analyzy) pouze nékterym ctecim ramcim. Také plazmid pGKL2 obsahuje invertované
terminalni repetice (182 bp) [59, 62, 73] a na 5' konci kovalentné navazany terminalni protein
o hmotnosti 36 kDa [23, 63, 75], ktery se pravdépodobn¢ tcastni iniciace replikace tohoto
plazmidu [32]. Orientace otevienych ¢tecich ramcu plazmidu pGKL2 je vyznacena na

obrazku 1. Jednotlivé oteviené cteci ramce pGKL2 plazmidu koduji nasledujici proteiny:
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ORF1-pGKL2 (neznama funkce; 224 aminokyselin)

Jelikoz proteinovy produkt tohoto otevieného ¢teciho ramce vykazuje podobnost s ORF3-
pGKL1 kddujicim imunitu viéi zymocinu, predpokladalo se, ze by se také tento protein mohl
podilet na imunité vici vlastnimu zymocinu [64]. To se vSak nepotvrdilo [45]. Podle stejnych

autorti by se produkt tohoto genu mohl podilet na udrzeni normalniho poc¢tu plazmida v burice

(50-100 kopii) [45].

ORF2-pGKL2 (pGKL2-specificka DNA polymeraza/terminalni protein; 994 aminokyselin)

Protein kodovany timto c¢tecim rdmcem vykazuje zhruba 46 % sekvencéni podobnost
s predpokladanou polymerazou plazmidu pGKL1 [73]. Po izolaci proteinu navazaného na 5'
konci pGKL2 plazmidu byla v jeho N-koncové ¢asti nalezena sekvence deseti aminokyselin
(Val?®-Trp?®) vykazujici naprostou shodu s N-koncovou &asti piedpokladané DNA
polymerazy plazmidu pGKL2. Je tedy velmi pravdépodobné, Ze stejnym ¢tecim ramcem jsou
kodovany terminalni protein i pGKL2-specifickd DNA polymeraza [75]. Situace, kdy jsou
DNA polymerdza a terminalni protein kodovany stejnym c¢tecim ramcem, je béznd u
linearnich genomii s terminalnim proteinem hrajicim roli proteinového primeru v replikaci

DNA, napiiklad u adenoviru ¢i u bakteriofaga ®29 [76-78].

ORF3-pGKL2 (enzym pfipojujici N’-metylguanozinovou &epicku na 5' konec mRNA;
capping enzym; 594 aminokyselin)

Timto ¢tecim ramcem je kodovan protein o velikosti 67 kDa. Jedna se pravdépodobné o
enzym piipojujici N’-metylguanozinovou &epicku na 5' konec mRNA (capping enzym).
Experimentalné byly ovéfeny dv€é ze tii aktivit nezbytnych k syntéze Ccepicky,
guanylyltransferdzova a trifosfatdzové aktivita tohoto proteinu. Tieti aktivita nutnd k
syntéze Sepicky na 5' konci mRNA, RNA-guanin-N’-metyltransferazova aktivita, detekovéana
nebyla, ackoli se v tomto proteinu vyskytuje mozné S-adenozyl-L-methionin vazebné misto

[52, 79].

ORF4-pGKL2 (pravdépodobna helikéza; 579 aminokyselin)

V tomto ¢tecim ramci byly pomoci pocitacové analyzy zjistény urcité homologie s helikazou
viru vakcinie [64, 73].

ORF5-pGKL2 (ssDNA vazebny protein; 158 aminokyselin)

Timto ¢tecim rdmcem je kddovan protein o velikosti 18 kDa. Pravdépodobné se jedna o

ssDNA vazebny protein ucastnici se replikace obou pGKL plazmidi [53].
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ORF6-pGKL2 (pravdépodobnd RNA polymeraza; 974 aminokyselin)
Pomoci pocitatové analyzy byly v tomto ¢tecim ramci identifikovany 3 regiony vykazujici

sekvencni podobnosti se zndmymi RNA polymerdzami:

e usek o délce 80 aminokyselin vykazujici sekvenc¢ni podobnost s f podjednotkou RNA
polymerazy bakterie Escherichia coli
e 2 useky o délce 43 a 59 aminokyselin vykazujici sekvencéni podobnost s f'

podjednotkou RNA polymerazy E. coli [15, 27]

Teorii pGKL-specifické RNA polymerazy potvrzuje i to, ze jaderné geny nejsou exprimovany
Vv cytoplazmé pod kontrolou svych promotorti a vice versa, nedochdzi k expresi genl
linearnich plazmidt ptenesenych do K. lactis nebo S. cerevisiae na jaderném vektoru [24-26].
Zda se tedy, ze geny kodované linearnimi plazmidy nepouzivaji pro svoji transkripci
jadernych RNA polymeraz I-1l1l [27]. Krom¢ toho je pfitomnost plazmidu pGKL1 v bunce
zcela zévisla na pfitomnosti plazmidu pGKL2, pficemz jednim z hlavnich davodi této
zévislosti mohou byt proteiny ucastnici se transkripce a postranskripénich tprav pGKL-
specifickych mRNA, v¢etné pravdépodobné RNA polymerazy a jeji podjednotky ¢i capping
enzymu [64].

ORF7-pGKL2 (pravdépodobna podjednotka RNA polymerdzy; 132 aminokyselin)

Také vtomto Ctecim ramci byly pomoci pocitacové analyzy nalezeny homologie s f'
podjednotkou RNA polymerazy E. coli. Protein kddovany timto genem byl nadprodukovan v
bakterialnim expresnim systému s c-myc znackou. Nasledné byl identifikovan genovy produkt

o o¢ekavané velikosti zhruba 18,5 kDa [55].

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

Otevieny cteci ramec 10 kéduje maly bazicky protein o hmotnosti okolo 16 kDa nazvany
TRF1. Tento protein se vaze na terminalni repetice obou plazmidl, konkrétné mezi baze 107-
183 plazmidu pGKL1 a baze 126-179 plazmidu pGKL2 [80, 81]. Afinita tohoto proteinu
Kk terminalni repetici plazmidu pGKLI1 je niz§i nez afinita k terminalni repetici plazmidu
pGKL2 [80]. TRF1 se pravdépodobné ucastni iniciace replikace (napf. rozeznani pocatku

replikace) obou plazmidu [80, 81].

ORF8-pGKL2 (80 aminokyselin)
ORF9-pGKL2 (453 aminokyselin)
ORF11-pGKL2 (70 aminokyselin)

U téchto otevienych ¢tecich ramct zatim nebyla detekovana ani navrhnuta zadna funkce.

14



1.1.2. Replikace pGKL plazmidi

O mechanismu replikace pGKL plazmidi neni nic zndmo, nicméné diky jejich
cytoplazmatické lokalizaci a diky specifickému usporadani, tj. pritomnosti plazmidem
kodovanych proteini, pGKL1- a pGKL2-specifickych DNA polymeraz, ssDNA vazebného
proteinu, TRF1, a pfitomnosti invertovanych terminalnich repetic a terminalnich proteind na
5' konci plazmidové DNA, se u nich mize uplatiiovat obdobny replikacni mechanismus jako
naptiiklad u adenovirti nebo u bakteriofaga ®29 [64]. Adenoviry také koduji vlastni DNA
polymerazu (140 kDa), terminélni protein (80 kDa) a ssDNA vazebny protein a maji také
invertované repetice s kovalentné¢ navazanym terminalnim proteinem (55 kDa) na 5" konci
virové DNA. Pfi iniciaci replikace je TP kovalentné navdzany na DNA rozeznan komplexem
DNA polymeraza/TP (80 kDa). TP (80kDa) se nasledné $té€pi za vzniku proteinu o velikosti
55 kDa, ktery se vaze esterovou vazbou pies hydroxylovou skupinu serinu na prvni nukleotid
(dCMP) druhého vlakna DNA. Elongace replikace je poté zajistovana adenoviry kodovanou
DNA polymerazou [77, 78, 82]. Model pro replikaci bakteriofaga ®29 je obdobny s tim
rozdilem, Ze prvnim nukleotidem je dAMP [76, 77]. Z vySe uvedeného vyplyva, ze terminalni
protein navazany na 5' konci linearnich plazmidid kvasinky K. lactis muze hrat roli
proteinového primeru pii iniciaci replikace téchto plazmida [32]. Kromé toho byla
vV otevieném Ctecim ramci kodujicim DNA  polymerazu/TP plazmidu pGKL2 (ORF2-
pGKL2), ale 1 v otevienych ctecich ramcich kodujicich DNA polymerazy plazmidi pGKLI1,
pSKL (Lachancea kluyveri), pPE1B (Pichia etchellsii) a pDH1 (Debaryomyces hansenii),
nalezena pravdépodobna konsensus sekvence SYKN typickd pro termindlni proteiny
koédované kryptickymi N-koncovymi oblastmi DNA polymeraz linearnich plazmidi a virt
[14, 75, 83].

Linearni pGKL plazmidy se stabilné replikuji v haploidnich kmenech S. cerevisiae p°
parovaciho typu a (MATa) 1 parovaciho typu a (MATa). Jejich replikace je vSak znacné
nestabilni v diploidnich p® kmenech S. cerevisiae (MATa/MATa), coz znamena, Ze prib&h
replikace linearnich plazmidi miaze byt pod kontrolou MAT lokusu, pokud se v ném
exprimuje a2-al represor haploidné specifickych genli. Pomoci pocitacové analyzy byly
nalezeny konsensus sekvence pro a2-al represor v plazmidu pGKL2, konkrétn¢ v ORF2-
pGKL2 (DNA polymeraza, 3 mista s vice nez 80 % homologii), v ORF4-pGKL2 (helikaza, 1
misto s 86 % homologii) a v ORF3-pGKL2 (capping enzym, 2 mista s 80 % homologii) [84].
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1.1.3. Transkripce genti kédovanych pGKL plazmidy

Transkripéni aparat linearnich plazmida kvasinky K. lactis je velmi zajimavy, ale zatim ne
prilis prostudovany. Diky své cytoplazmatické lokalizaci nemaji za pfirozenych podminek
pGKL plazmidy pfistup k bunécnému transkripénimu aparatu. Transkripce plazmidy
kédovanych genti probiha i v p° buiikdch, coz vyluduje ucast mitochondrialniho
transkripéniho systému. Je proto pravdépodobné, ze transkripce plazmidem kédovanych genti
je zajistovana genovymi produkty plazmidu pGKL2 (pravdépodobnou RNA polymerazou a
jeji podjednotkou), jak je bézné u cytoplazmaticky lokalizovanych viri. pGKL plazmidy
navic velmi neochotné exprimuji jaderné geny a vice versa, geny kédované pGKL plazmidy
nejsou exprimovany v jadie [25, 38].

Promotory genti kodovanych pGKL plazmidy jesté nebyly lokalizovany, nicméné ve
vzdalenosti cca 20-40 nukleotidl pted startovacim AUG kodonem byla nalezena promotorova
regulacni oblast (UCS; Upstream Conserved Sequence) vyskytujici se pied kazdym z patnacti
gend. Tato Sestinukleotidova konsensus sekvence (ATNTGA) je nutnou soucasti promotora
linearnich plazmidi a je pravdépodobné univerzalni pro vsSechny cytoplazmaticky
lokalizované dsDNA plazmidy (viz tabulka 1) [24, 25, 49, 58, 64, 85, 86]. U nékolika
vybranych ,,promotorti“ genli kddovanych pGKL plazmidy (v tomto pfipadé se nejednd o
pfesné definovany promotor, ale o sekvenci o délce cca 170-250 nukleotidii proti proudu
transkripce obsahujici ptislusSnou UCS a startovaci AUG kodon) byla testovana aktivita jimi
pGKL2 (ORF2-pGKL2) a nejvyssi u predpokladané RNA polymerazy (ORF6-pGKL2) (viz
obrazek 2) [19, 74, 85].

OBRAZEK 2 — Uéinnost promotorovych regula¢nich oblasti pGKL plazmidéi. UCS1-pGKL1 — promotorové

regulacni oblast otevieného Cteciho ramce 1 plazmidu pGKL1; UCS6-pPE1B — promotorova regulacni oblast
otevieného ¢teciho ramce 1 plazmidu pPE1B apod. Upraveno podle [19, 85].
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10,0 1
8,0

6,0 1




Pti testovani aktivit ,,promotori* pGKL plazmida je nutné, aby markerovy gen byl ve ,,fazi*
s testovanym UCS elementem [25, 26, 51]. Pouze v ptipad¢é exprese fizené promotorovou
regulacni oblasti oteviené¢ho ¢teciho ramce 5 (UCSS5) to neni nezbytn€ nutné, nicméné exprese

markerového genu je v pfipad¢, kdy je UCSS ve ,,fazi“ s markerovym genem, cca 40x vyssi
[47, 87, 88].

TABULKA 1 — Srovnani promotorovych regulaénich oblasti (UCS) linearnich plazmidi kvasinek. Vzdy je
uvedena promotorova regulacni oblast a vzdalenost (v nukleotidech) k pfislusnému AUG startovacimu kodonu.
A — porovnani promotorovych regulacnich oblasti autonomné se replikujicich plazmidi, B - porovnani
promotorovych regulacnich oblasti neautonomné se replikujicich plazmidd; NA — neni znamo; x - ORF neni
ptitomen; pGKL1/2 — plazmidy K. lactis; pSKL — plazmid Saccharomyces kluyveri; pPE1B/1A — plazmidy
Pichia etchellsii; pPacl-1/2 — plazmidy Pichia accaciae; pWR1A — plazmid Wingea robertsiae; pPinl-3 —
plazmid Pichia inositovora; pDHL1 — plazmid Debaryomyces hanseni. Upraveno podle [18, 64, 86, 89-91]

A
pGKL2 pSKL pPE1B pPacl-1
ORF1 ATATGA-21  ATTTGA-24 x x
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  ATATGA29 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 ATNTGA ATNTGA AT/GNTGA  ATNTGA
sekvence
B
pGKL1 pPWR1A pPE1A pPacl-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/ NA
ATATGA-14
ORF4 ATCTGA-38  ATATGA20 ATGTGA-19 ATATGA-28 ATTTGA-24 NA
ORF5 x ATATGA-23  ATATGA-50 x x NA
L‘;’E\fg;‘g:s ATAICTGA  ATATGA ATAIGTGA  ATAHTGA  ATNTGA NTNTGA

Ptesné usporadani jednotlivych transkripth zatim neni dostatecné prostudované.
Pomoci metody Northern blot bylo prokazano, ze vSechny predpokladané oteviené Cteci
ramce pGKL1 plazmidu jsou aktivné transkribovany [24, 58]. Pomoci metody prodluzovani
primert (primer extension) spolené s mapovanim S1 exonukledzou byly detekovany
pravdépodobné transkripéni pocatky u vSech produktii ctecich rdmcti plazmidu pGKLI.

Ve vsech ptipadech bylo zjisténo vice potencidlnich transkripcnich startl ve vzdalenosti 2-27
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nukleotidi pfed AUG startovacim kodonem [24, 58, 64]. U plazmidu pGKL2 byla piitomnost
specifickych transkriptl potvrzena pomoci metody Northern blot pro ORF 4, 5, 6, 7 a 9 [54,
55, 73]. Produkty otevienych ¢tecich ramcti 3 a 7 byly nadprodukovany v bakterialnich
expresnich systémech [55, 79], produkty otevienych ¢tecich ramci 2 a 10 byly Caste¢né
charakterizovany pomoci metod Southern a Western blot, pfipadné izolovany ptimo z kultury
K. lactis nesouci pGKL plazmidy [75, 80, 81]. U ORF5 a ORF9 plazmidu pGKL2 bylo
pomoci metody primer extension nalezeno vice moznych transkrip¢nich startii; u ORFS jich
bylo detekovano 5 ve vzdalenosti 85-89 nukleotidii pfed AUG startovacim kodonem [53] u
ORF9 byly detekovany 4 transkripcni starty lokalizované 21-24 nukleotidii pred AUG
startovacim kodonem [54]. Mapovani 3' koncti plazmidu pGKL1 pomoci metody primer
extension nebylo pfili§ uspésné, predpoklada se, ze kazdy transkript ma jinak dlouhou 3'
nepiekladanou oblast [58, 64].

1.1.4. Translace genii kédovanych pGKL plazmidy
Mechanismus translace pGKL-specifickych gent je zatim zcela nejasny. U¢innost translace je
pravdépodobné ovlivnéna extrémné kratkymi 5' nepiekladanymi oblastmi (napf. u ORF1-

pGKL1 pouze 2 nukleotidy) a také vysokym obsahem A+T bazi [64].

1.1.5. Killer toxin (zymocin) kvasinky K. lactis

Zymocin je tvofen tfemi podjednotkami (o, B, y) o velikostech 99, 30 a 28 kDa [70]. VSechny
3 podjednotky jsou kodovany plazmidem pGKLI1; dvé vétsi podjednotky jsou produktem
proteolytického $tépeni aff proteinu kdédovaného ORF2, y-podjednotku koduje ORF4 [70].
Podjednotka a je pravdépodobné, na rozdil od obou dalSich podjednotek zymocinu, N-
glykosylovana [70, 92]. ORF2 plazmidu pGKLI je piekladan jako jeden polypeptid o délce
1146 aminokyselin. V tomto proteinu, ktery na svém N-konci obsahuje sekre¢ni a lokalizaéni
sekvence (tzv. pre-pro sekvence), s$tépi Kex2 proteaza (kddovana KEX1 genem K. lactis)
v mistech KR* a KR8* za vzniku o a B podjednotek zymocinu [64, 93, 94]. Obdobnym
zpusobem probiha maturace o a B podjednotek i u S. cerevisiae. Také y-podjednotka ma na
svém N-konci sekre¢ni signal, nicméné sekretovana je pouze v pfitomnosti ostatnich
podjednotek nebo v piipadé, ze je pivodni sekrecni signal y-podjednotky nahrazen cizi pre-
pro-sekvenci [95-97]. Terciarni struktura zymocinu je zavisla na vnitinich disulfidickych
vazbach [70, 98], zymocin se po redukci disulfidickych mistkii rozpada na jednotlivé
podjednotky a ztraci aktivitu [70]. Zymocin je aktivni pfi pH v rozmezi 6,8 az 8,0 s vyraznym
vrcholem pti pH 7,0, polodas jeho denaturace pii 50 °C je 10 minut [92, 98, 99]. U¢inek
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zymocinu je pravdépodobné pod kontrolou MAT lokusu kvasinky S. cerevisiae. Zatimco
haploidni MATa kmeny jsou na pisobeni zymocinu velmi citlivé, citlivost haploidnich MATa
¢i diploidnich kmeni S. cerevisiae vici zymocinu je znac¢né nizsi [100].

Vlastni vykonnou ¢asti zymocinu je y-podjednotka (y-toxin), jeji intracelularni exprese
vede kusmrceni citlivé buiiky, zatimco jeji extracelularni exprese nema na citlivé bunky
zadny vliv [97, 101, 102]. Jedna se tedy o vykonnou ¢ast zymocinu K. lactis, ktera ovsem
muze vstupovat do cilové bunky pouze ve formé¢ holozymocinu, tj. v pfitomnosti ostatnich
dvou podjednotek. Zymocin K. lactis je aktivni nejen viac¢i kmenum K. lactis bez pGKL
plazmidd, ale i vié¢i dal§im druhtim kvasinek [12, 33, 37, 64]:

e Kluyveromyces thermotolerans, K. vanudenii, K. africanus, K. drosophilarum, K.
marxianus, K. phaffii, K. polysporus, K. wickerhamii, K. fragilis

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

e Torulopsis glabrata

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

e Cryptococcus neoformans

e Pichia anomala

Utinek zymocinu se studuje pfevazné na kvasince S. cerevisiae. Piivodn& se
ptredpokladalo, Ze zymocin inhibuje adenylatcyklazu citlivych kvasinek [103], coz se ovSem
nepotvrdilo [104]. Citlivé haploidni kvasinky se pusobenim zymocinu hromadi jako velké,
nepucici bunky obsahujici pre-replikac¢ni (In) DNA, coZ je znamkou zastaveni bunécného
cyklu v Gy fazi [99, 105]. V piipadé zymocinu jde o zastaveni nevratné.

Do soucasné doby bylo identifikovano nékolik mutaci ovliviiyjicich citlivost kvasinky
S. cerevisiae vici zymocinu. Tyto mutace se daji rozdélit podle schopnosti ristu bunék

V ptitomnosti zymocinu na nasledujici skupiny [101, 102, 106-110]:

e skt (Sensitivity to K. lactis Toxin) mutanty
e iki (Isensitive to Killer) mutanty
e kti (K. lactis Toxin Insensitive) mutanty a

e tot (Toxin Target site) mutanty

Z hlediska citlivosti na intracelularni produkci y-toxinu z inducibilniho promotoru je
mozné vySe uvedené mutanty rozdé€lit do nasledujicich tfid (viz tabulka 2) [72, 101, 102,
111]:

e mutanty [. tfidy - majici defekt v navédzani ¢i ve vstupu zymocinu do bunky
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e mutanty II. tfidy - majici defekt v misté uc¢inku zymocinu

e mutanty III. tfidy — majici zatim neurceny defekt

TABULKA 2 — Geny kvasinky S. cerevisiae ovliviujici jeji citlivost viiéi zymocinu K. lactis.

GEN FUNKCE VZTAH K ZYMOCINU CITACE
PROTEINU
MUTANTY |. TRIDY
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]
PMAL/KTI10 H*-ATPaza po navazani zymocinu [114]
PTK2 aktivator Pmal pied TOT? [114]
KTI6/IPT1 M(IP),C? po navazani zymocinu [106, 115]
GRX3® glutaredoxin po navéazani zymocinu [112]
MUTANTY Il. TRIDY
KTI1 ? ? [106]
IKI3/ELP1/TOT1 elongdtor syntéza mem°U/ncm3U” [102, 110, 116]
ELP2/TOT2 elongdtor syntéza mem°U/ncm3U” [102, 116, 117]
ELP3/TOT3 elongdtor syntéza mem°U/ncm3U” [102, 116]

KTI112/TOT43 syntéza mem°U/ncm°U” [102, 106, 116, 118, 119]

IKIL/ELP5/TOT5/

elongdtor-AP*

HAP? elongdtor syntéza mem®U/ncm®U” [102, 110, 116]
ELP6/TOT6/HAP3 elongdtor syntéza mecm°U/ncm®U” [116, 120]
ELP4/TOT7/HAP1 elongator syntéza mem®U/ncm®U” [116, 120]

KTI11/TRM9 tRNA , syntéza mem°U/ncm3U” [116, 118, 121]
metyltransferaza

ATS1/KTI13 homolog RCC1° syntéza mem°U/ncm’U” [116, 118]
HRR25/KTI14 kasein kinazal ? [122]

SIT4 PP4za® TOT!-DP’ [123, 124]

SAP1553 Sit4-AP* ? [123, 124]

SAP185 Sit4-AP* TOT:-DP? [123, 124]

SAP190 Sit4-AP* TOT:-DP? [123, 124]
URM1 urmylace® stabilita TOT ? [125]
tF\’NAglu3 transferova-RNA ? [106]

MUTANTY Ill. TRIDY

UBA4 urmylace® stabilita TOT! ? [125]
KAP120 karyoferin TOT!? [125]
DPH2 diftamid ? [125]
YIL103w diftamid ? [125]
MATa parovaci typ ? [106]

1 TOT: potencidlni cil y-toxinu; 2M(IP).C: manosyl-diinositolfosfoceramid; 3vicekopiovy supresor zymocinu;
“AP: asociovany protein; *RCCI: regulator dekondenzace chromatinu; ®PPaza: protein fosfataza; 'DP:
defosforylace; 8urmylace: spojeni s Urm1 (Ubiquitin Related Modifier); *mcm®U/ncm3U: metoxykarbonylmetyl/
5-karbamoylmetyl skupina na uridinu v pozici 34 (wobble), ? — zatim nepotvrzena hypotéza. Upraveno podle
[72, 115, 116, 121].

Receptorem zymocinu na bunéfné stén¢ je pravdépodobné chitin [126, 127]. a-
podjednotka zymocinu obsahuje chitin-vazebnou doménu a chitindzovy motiv s esencialni

aminokyselinou Glu*® [128]. Zymocin také vaze chitin in vitro, vykazuje exochitindzovou
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aktivitu [112, 126, 129] a jeho ucinek je blokovan P-alosamidinem, kompetitivnim
inhibitorem chitinaz [126]. Navazani zymocinu na buné¢nou sténu umoznuje pravdépodobné
hydrofobni B-podjednotka [64]. Prakticky nic neni znamo o mechanismu, jakym vstupuje y-
podjednotka do bunky, zda vstupuje sama ¢i s B-podjednotkou, kdy a kde dochazi ke $tépeni
B/y disulfidickych mastka [72, 105]. Jednou z hypotéz je, Ze po navazani na plazmatickou
membranu je y-podjednotka aktivovana membranovou H'-ATPazou (PMAL/KTI10) a
vstupuje do bunééného cytozolu v zavislosti na syntéze sfingolipidi (KTI6/IPT1) [114, 115].
Vstup y-podjednotky do bunky je také ovlivnén mutaci v genu kodujicim oxidoreduktazu
(GRX3) S. cerevisisae [112].

Pfi analyze TOT mutanti (mutanti v potencialnim cilovém misté zymocinu) bylo
identifikovano nékolik gend. Pozdéji se ukazalo, ze ¢ast z nich patii ke komplexu, nazvanému
elongator, spojenému s RNA polymerazou II kvasinky S. cerevisiae. Elongdtor se sklada z
Sesti podjednotek (Elp1-Elp6; ptipadné Totl-3 a Tot5-7 podle piivodnich praci tykajicich se
zymocinu K. lactis). Podjednotky Elpl-3 (jadro elongdtoru) jsou spojeny s
hyperfosforylovanou formou RNA polymerazy 11 [130], podjednotky Elp4-Elp6 jsou
k elongatoru ptipojeny ve formée jakéhosi subkomplexu [131, 132]. Cely komplex elongdatoru
vykazuje in vitro histon H3/H4 acetyltransferazovou aktivitu [133, 134]. Elongator hraje roli
pfi iniciaci a elongaci transkripce in vivo [130], pii modifikacich tRNA [116] a pfi regulaci
exocytozy [135]. Mutace v komplexu elongdfor vyvolavaji zna¢né pleiotropni efekt:
pomalejsi adaptace na zménu podminek, pomaly rist, zvySena citlivost k teploté, vysoké
koncentraci soli, 6-azauracilu a fluorescen¢ni barvicce Calcofluor white [102, 120, 130-132].
Mutace v elongdtoru také zpusobuji rezistenci k zymocinu K. lactis [102, 120, 136]. Obdobny
pleiotropni efekt vyvolavaji i mutace v genech KTI11-KTI13 [102, 118, 120]; navic produkty
genil KTI11 a KTI13 jsou ve fyzickém kontaktu s podjednotkami elongdtoru [125, 137].
Vsechny podjednotky elongdtoru (Elpl-Elp6) a proteiny Ktill-Ktil3 jsou nezbytné pro
syntézu 5-metoxykarbonylmetylové (mcm®) a 5-karbamoylmetylové (ncm®) skupiny v
molekule tRNA na uridinu v pozici 34 (tzv. wobble nukleotid) [116]. Nedavno byly

identifikovany 3 tRNA (tRNA" tRNA” a tRNA®" ,, ), které jsou §tépeny

m°s?UUC ’ mem®s?UUU mem®s?UUG
y-toxinem na 3' konci modifikovaného wobble nukleotidu (5-metoxykarbonylmetyl-2-
thiouridin — mcm®s2Uss), pficemz pro ucinnost tohoto $tépeni je dilezitd piitomnost mem®
skupiny. To také vysvétluje, pro¢ jsou mutanty v genech TRM9, ELP1-6 a KTI11-KTI13 (viz
tabulka 2) rezistentni k u¢inkim zymocinu [138]. Z vySe uvedenych poznatkl vyplyva, ze

zymocin K. lactis (pfesnéji jeho vy-podjednotka) pravdépodobné stépi tRNA molekuly
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(tRNASY tRNA™ a tRNA®

L s2uue UL S 2L G) v antikodonovém mist¢ [121, 138].
Mechanismus tohoto S§tépeni piipomina Stépeni prekurzori tRNA  sestfihovymi
endonukleazami [139], pfipadné Stépeni molekul tRNA bakterialnimi tRNA endonukledzami

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

1.1.6. Vyuziti linearnich plazmidi
Kvasinka K. lactis patii do skupiny tzv. GRAS organismu (Generally Regarded As Safe)
[144], coz umoznuje jeji Siroké vyuziti i v potravinaiském ¢i farmaceutickém pramyslu.

Z hlediska praktického vyuziti linearnich plazmidi se da uvazovat o nésledujicich aplikacich:

e vyuziti zymocinu produkovaného K. lactis k inhibici rastu kontaminujicich kvasinek
pii vyrob¢ vina ¢i mostu [145], piipadné pii ptipravé silaze [146-148]

e moznost vytvofit jakési minichromozomy s vyuzitim invertovanych termindlnich
repetic a UCS elementd z linearnich pGKL plazmidu [149]

e moznost vytvofeni relativné U¢inného expresniho systému, s moznosti sekrece
produkovanych proteini do média; do soucasnosti byla popsana exprese nékolika
proteind (lidsky interleukin 1B, lidsky albumin, mysi a-amylaza, glykoprotein E2 viru
hepatitidy C, bakterialni f-laktamaza a glukoamylaza, xylanaza a laktaza z hub apod.)

za pouziti signalnich sekvenci zymocinového komplexu [87, 95, 150-163]

1.2. Linearni dsDNA plazmidy ostatnich kvasinek

V kvasince Pichia inositovora (NRRL Y-18709) byly nalezeny 3 linearni dsDNA plazmidy
(pPinl-1, pPinl-2 a pPinl-3) o velikostech cca 18, 10 a 9,7 kbp. VSechny plazmidy maji
pravdépodobné na 5' konci navazany terminalni protein. Podrobnéji byl analyzovan pouze
plazmid pPinl1-3, ktery je 9683 bp dlouhy, obsahuje 71 % A+T bazi a na jeho koncich jsou
pritomny invertované terminalni repetice o délce 154 bp. Na tomto plazmidu se nachézeji 4
oteviené Cteci ramce zabirajici vice nez 95 % z koédujici sekvence plazmidu pPinl-3. Pied
kazdym z téchto Ctecich ramct je patrny Sestinukleotidovy UCS element (viz tabulka 1).
Oteviené cteci ramce plazmidu pPinl-3 vykazuji sekvencni podobnosti s plazmidem pGKLI1.
ORF1 vykazuje sekvenéni podobnost s ORF3-pGKL1 (u K. lactis koduje imunitu vuci
vlastnimu zymocinu); ORF2 vykazuje sekvenéni podobnost s ORF1-pGKL1 (pGKL1-
specifickh DNA polymerdza); ORF3 vykazuje sekven¢ni podobnost s ORF2-pGKL1
(prekurzorovy protein o a [ podjednotek zymocinu); ORF4 vykazuje slabou sekvencni
podobnost s ORF4-pGKL1 (y-podjednotka zymocinu) [18].
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Plazmidy P. inositovora jsou spojeny s killer fenotypem. Killer toxin o velikosti cca
100 kDa funguje s nejvétsi pravdépodobnosti obdobnym mechanismem jako zymocin K.

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

V kvasince Pichia pastoris (NRRL Y-4290) byly objeveny 2 plazmidy o velikostech
cca 8 a 11 kbp. Oba plazmidy jsou rezistentni k RNaze A a k exonukledze A, naopak jsou
citlivé k DNaze 1. Jde tedy pravdépodobné o dsDNA linearni plazmidy s 5' chranénym
koncem. Jejich predpokladana linearita bylo potvrzena restrikénim mapovanim. Tyto

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

V kvasince Pichia accaciae (NRRL Y-18665) byly nalezeny 2 linearni dsDNA
plazmidy pPacl-1 (12646 bp) a pPacl-2 (6785 bp). Oba 2 plazmidy se vyznacéuji vysokym
obsahem A+T bazi (75 %, resp. 73 %), velmi kompaktnim genomem (oteviené Cteci ramce
zabiraji 97 %, resp. 95 % z kodujici sekvence plazmidil) a invertovanymi repeticemi na
koncich plazmidu (138 bp, resp. 203 bp) [86, 90, 167, 168]. Pied kazdym z Ctecich ramci je
patrny Sestinukleotidovy UCS element (viz tabulka 1) [86]. Plazmid pPacl-2 obsahuje 4
oteviené Cteci rdmce, Z nichz 2 (ORF1 a ORF3) vykazuji sekvenéni podobnost (47 %, resp.
34 %) s ORF2-pGKL2, ktery koduje prekurzorovy protein o a f podjednotek zymocinu.
Nicméné pouze u proteinu, ktery je kédovan ORF1-pPacl-2, se vyskytuje typicky chitin
vazebny motiv a chitindzova doména rodiny 18, umoznujici vazbu zymocinu (u K. lactis) na
chitin v bunééné sténé cilové bunky. Oproti plazmidu pGKL1 se v plazmidu pPacl-2
nevyskytuje zadny ORF s podobnosti k DNA polymeraze ani s podobnosti ke y-podjednotce
zymocinu [86, 90]. Plazmid pPacl-1 obsahuje 10 otevienych ¢tecich ramcd vykazujicich
sekvencni podobnosti s otevienymi Ctecimi ramci 2 aZz 11 plazmidu pGKL2 (sekvencni
podobnost se pohybuje v rozmezi od 39 % pro ORF10 po 57 % pro ORF4) [86].

Plazmidy kvasinky P. accaciae jsou spojeny s killer fenotypem. Killer toxin se sklada
ze tii podjednotek o velikostech piiblizné 107,7 kDa (podjednotka kdédovana ORF1-pPacl-2),
37,7 kDa (kdédovana ORF2-pPacl-2) a 38 kDa (kodovana ORF3-pPacl-2). Toxin je velmi
stabilni, jeho aktivitu vyrazné neovliviiuje dlouhodobé skladovéani ve 4 °C, zmrazovani a
rozmrazovani a dokonce ani pfitomnost 6 M mocoviny. Optimalni pH pro aktivitu toxinu lezi
v rozmezi hodnot 7,0 az 7,5 [90, 169]. Utinek toxinu na kvasinku S. cerevisiae je
pravdépodobné pod kontrolou MAT lokusu; zatimco haploidni MATa kmeny jsou na toxin
velmi citlivé, citlivost haploidnich MATa ¢i diploidnich kment S. cerevisiae je zna¢n¢ nizsi

rrrrr

v hlavni chitinaze S. cerevisiae (CHS3) vede k rezistenci pavodné citlivé bunky. V ORF1-
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pPacl-2 se vyskytuje hydrofobni oblast, o které se u zymocinu K. lactis ptedpoklada, ze
napoméhéa ke vstupu y-toxinu do buiiky. Uinek toxinu neni zavisly na elongdtoru RNA
polymerazy II. Citlivé buniky jsou inhibovany toxinem béhem S-faze rlstu; v prubéhu
pusobeni toxinu se fosforyluje proteinkinaza Rad53 [90], ktera je kontrolnim bodem
zajistujicim zastaveni bunééného cyklu na pifechodu G1/S, béhem S nebo na prechodu G2/M
faze [170-172]. Toxin kvasinky P. accaciae ptsobi pravdépodobné ve dvou krocich. Béhem
prvnich 4 hodin ptsobeni toxinu na citlivé buniky dochazi ke snizeni zivotaschopnosti téchto
bunék na cca 30 % a ke dvanactinasobnému zvysenému vyskytu mutaci v CAN1 lokusu [173].
Po vice nez 10 hodinéch piisobeni toxinu je mozné detekovat u citlivych bun€k pozitivni
reakci na TUNEL test (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) a formovani ROS
(Reactive Oxygen Species). Na vn¢jsi membrané se objevuje fosfatidylserin [173]. VSechny

popsané znaky jsou typickymi projevy zacinajici bunééné apoptozy [174, 175].

V kvasince Pichia etchellsii (CBS 2011) byly nalezeny 2 linearni dsDNA plazmidy
pPE1A (6749 bp) a pPE1B (12835 bp). Oba 2 plazmidy se vyznacuji vysokym obsahem A+T
bazi (78 %, resp. 77 %), invertovanymi repeticemi na koncich plazmida (178 bp, resp. 161
bp) a terminalnim proteinem kovalentné navazanym na 5' konci plazmidové DNA [19, 30,
91]. Plazmid pPE1B ma velmi kompaktni genom, oteviené Cteci ramce zabiraji 97 % z jeho
kédujici sekvence. Naopak uspofaddni genomu plazmidu pPE1A piiliS kompaktni neni,
oteviené Cteci ramce zabiraji pouze 73 % z jeho kodujici sekvence [19, 91]. Pred kazdym
z ¢tecich ramct je patrny Sestinukleotidovy UCS element (viz tabulka 1) [19, 91], plazmidy
jsou odlécitelné UV zafenim [30]. Plazmid pPE1A obsahuje 5 otevienych ¢tecich ramct. Pro
produkty ORF1, 3, 4, 5 zatim nebyla predikovana Z4dna funkce. U produktu ORF2 byla
detekovana sekvencni podobnost s ORF2-pGKL2 (kdéduje prekurzorovy protein a a
podjednotek zymocinu K. lactis). Tento protein je mozné izolovat pomoci chitin afinitni
chromatografie a nasledné¢ ho detekovat pomoci specifické protilatky proti a-podjednotce
zymocinu K. lactis. Nicméné pravdépodobné se nejedna o killer toxin, ale o plazmidem
kédovany a nasledné sekretovany protein neznamé funkce. Plazmid pPE1A také neobsahuje
zadny gen s podobnosti k DNA polymeraze ani s podobnosti ke y-podjednotce zymocinu [91].
Plazmid pPE1B obsahuje 10 otevienych ¢tecich ramct vykazujicich sekvenéni podobnost
S otevienymi Ctecimi ramci 2 az 11 plazmidu pGKL2. Sekvenéni podobnost se pohybuje v
rozmezi 0d 36 % pro ORF7 do 59 % pro ORF8 [19]. Obdobné plazmidy byly nalezeny i
v dalsich kmenech P. etchellsii (CBS 2012, CBS 5603, CBS 6823). Podle vysledka
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restrikéniho mapovani se zda, ze plazmidy (pPE2-pPE4) izolované z téchto kment jsou velmi

podobné plazmidim pPE1 [30].

V kvasince Lachancea kluyveri (synonymum Saccharomyces kluyveri; IFO 1685) byl
objeven pouze jeden plazmid (pSKL) o velikosti 14281 bp, ktery mé vysoky obsah A+T bazi
(72 %), velmi kompaktni genom (oteviené Cteci ramce zabiraji 95 % kodujici sekvence
plazmidu) a invertované repetice (483 bp) na koncich plazmidu. Plazmid pSKL obsahuje 11
otevienych ¢tecich ramcii vykazujicich sekvencni podobnost s otevienymi ¢tecimi ramci 1 az
11 plazmidu pGKL2. Tyto sekvencni podobnosti se pohybuji v rozmezi od 43 % pro ORF1
po 67 % pro ORF4. Pied kazdym z ¢tecich ramcu je patrny Sestinukleotidovy UCS element
(viz tabulka 1) [74, 176, 177].

Linearni dsDNA plazmidy byly nalezeny u dvou kment kvasinky Debaryomyces
hansenii. Oba typy plazmidi jsou rezistentni k exonukledze A, naopak jsou citlivé k
exonukleaze III. Jde tedy pravdépodobné o dsDNA linearni plazmidy s 5' chranénym a 3'
nechranénym koncem. Plazmidy obou kmenti jsou odlécitelné UV zafenim [21, 30].

U kmene CBS 770 jsou pfitomny 2 plazmidy (pDHIA a pDHIB) o velikostech cca
8,2 kbp, resp. 14,4 kbp [30]. Plazmidy jsou stabiln¢ udrzovany v buiice pii kultivaci v YEPD
médiu pii 30 °C, v teplotach vyssich nez 33 °C se z bunék postupné ztraceji. Této ztraté se da
zabranit pfidanim 0,3 M NaCl nebo 1 M sorbitolu do kultivaéniho média, nicméné pii zvySeni
kultivacni teploty nad 35 °C dojde k tplnému odléceni bunék od pDH1 plazmidu [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 pDHLL1 byl z¢asti osekvenovan
(Accl-Pstl fragment o velikosti 4184 bp, lokalizovany na 5' konci plazmidu). Tento fragment
obsahuje jeden uplny (ORF1 — 3003 bp) a jeden netplny (ORF2 - 745 bp) ¢teci ramec. ORF1
vykazuje zhruba 59 % sekvencni podobnost s ORF1-pGKL1 (kéduje pGKL1-specifickou
DNA polymerazu). Netplny ORF2 vykazuje ¢aste¢nou sekvencni podobnost (23 %) s N-
koncovou c¢asti ORF2-pGKL1 (koéduje o-podjednotku zymocinu). Obsah A+T bazi
sekvenovaného fragmentu je vysoky (72 %) [89]. Linearni plazmidy kmene TK jsou stabilné
udrzovéany v bunice pii kultivaci v YEPD médiu Vv teplotach niZSich nez 25 °C. Ve vysSich
teplotach (33-35 °C) dochazi k jejich postupné ztraté z bunck, cemuz se dd zabranit pfidanim
0,3 M NaCl nebo 1 M sorbitolu do kultiva¢niho média [178]. V piitomnosti NaCl (0,1-2,1 M)
také dochazi k produkci Killer toxinu ptsobiciho na nekteré citlivé kvasinkové kmeny (Pichia

anomala, Pichia subpelliculosa, Debaryomyces hansenii, Candida parapsilosis, Torulopsis

25



glabrata, Saccharomyces exiguus a S. cerevisiae). Toxin je zcela inaktivovan ptsobenim

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 rezistentni k exonukleaze A, naopak jsou citlivé
k exonukleaze III. Jde tedy pravdépodobné o dsDNA linearni plazmidy s 5' chranénym a 3'
nechranénym koncem. Plazmidy jsou odlécitelné UV zatenim [30, 180]. Plazmid pWR1A se
vyznacuje vysokym obsahem A+T bazi (72 %), velmi kompaktnim genomem (oteviené Cteci
ramce zabiraji 93 % z kodujici sekvence plazmidu) a invertovanymi repeticemi na koncich
plazmidu (233 bp). Plazmid pWRZ1A obsahuje 5 otevienych ¢tecich ramct, z nichz 2 (ORF2 a
ORF4) vykazuji sekvenéni podobnost (43 %, resp. 34 %) s ORF2-pGKL2 (prekurzorovy
protein a a B podjednotek zymocinu). Nicméne pouze u proteinu, ktery je kddovan ORF2-
PWRI1A, se vyskytuje typicky chitin vazebny motiv a chitinazova doména rodiny 18,
umoziujici vazbu zymocinu (u K. lactis) na chitin v bunééné sténé cilové bunky. Oproti
plazmidu pGKL1 se v plazmidu pWRIA nevyskytuje zadny otevieny ¢teci ramec
s podobnosti k DNA polymeraze ani s podobnosti ke y-podjednotce toxinu [90].

Plazmidy kvasinky W. robertsiae jsou spojeny s killer fenotypem. Killer toxin je
mozné izolovat pomoci chitin afinitni chromatografie a detekovat ho pomoci specifické
protilatky proti o-podjednotce zymocinu K. lactis [180]. Receptorem tohoto toxinu na
membrané citlivé buinky je pravdépodobné chitin, mutace v hlavni chitindze S. cerevisiae
(CHS3) vede k rezistenci ptivodné citlivé buniky. V ORF2 se vyskytuje hydrofobni oblast, 0
které se predpoklada (u zymocinu K. lactis), Ze napomaha ke vstupu y-podjednotky toxinu do
bunky. Uginek toxinu neni zavisly na elongdtoru RNA polymerazy II. Citlivé buiiky jsou
zastavovany toxinem béhem S-faze ridstu; v prabéhu pusobeni toxinu se fosforyluje
proteinkinaza Rad53 [90], ktera je kontrolnim bodem zajist'ujicim zastaveni buné¢ného cyklu
na piechodu G1/S, béhem S nebo na piechodu G2/M faze [170-172]. Velikost toxinu je zhruba
110 kDa [90]. Toxin je zcela inaktivovan pusobenim teploty 65 °C po dobu 10 minut [180].

V kvasince Saccharomycopsis crataegensis (NRRL Y-5902) byly nalezeny 3 linearni
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
vykazujici vysoky stupen podobnosti s plazmidy pScrl-1 a pScrl-2. V obou ptipadech se jedna
pravdépodobné o cytoplazmatické, dsDNA linearni plazmidy s 5' chranénym koncem. Tyto
plazmidy nejsou spojeny s killer fenotypem [181, 182].
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2. SYNTEZA CEPICKY NA 5' KONCI MRNA

Naprosta vétSina eukaryotickych a virovych mRNA ma na svém 5' konci specifickou
strukturu, metylovany guanozin spojeny s prvnim nukleotidem nov¢é syntetizované pre-
mRNA neobvyklou 5'-5' trifosfatovou vazbou. Tato struktura se nazyva N’-metylguanozinova
(m’GpppN) &epicka (cap) [183]. Brzy po jejim objeveni se ukazalo, ze jde o dileZitou
strukturu hrajici roli v ochrané mRNA pied degradaci, v exportu mRNA z jadra, v iniciaci
translace a v sestéihu pre-mRNA. Cepicka je ptidana na 5' konec fetézce pre-mRNA kratce po
inicializaci transkripce, kdy vznikajici transkript dosahuje délky zhruba 25-30 nukleotidu

[184, 185], odstranéna je az v okamziku, kdy je mRNA urcena k degradaci.

2.1. Jak ziskat Cepicku legalné

Mechanismus syntézy N’-metylguanozinové ¢epicky byl poprvé popsan U reovirt, u nichz
dochazi pomoci tfi nezavislych enzymatickych reakci ke vzniku ¢epicky na 5' konci pre-
MRNA [183, 186]. Obdobny mechanismus (nazvany mechanismus typu 1) syntézy Cepicky
byl nasledné popsan i u viru vakcinie, u CPV (Cytoplasmic Polyhedrosis Virus) [187, 188] a
pozdéji i u vétsiny eukaryotickych a virovych mRNA. V soucasné dob¢ je tento typ syntézy
Cepicky piijiman jako obecny. Mimo né&j byl popsan i mechanismus syntézy ¢epicky typu 2,
vyskytujici se U nesegmentovanych ,,—RNA* vird [189].

Syntéza cepicky typu 1 probihd ve tfech krocich. Nejprve je ze vznikajiciho
transkriptu trifosforylované RNA (pppRNA) odstépen koncovy 5'-y-fosfat enzymem RNA-
trifosfataza (RTaza) za vzniku difosforylovaného konce pre-mRNA (reakce 1), ktery je
nasledné¢ upraven pifiddnim GMP vzniklym po hydrolyze GTP enzymem mMRNA-
guanylyltransferaza (GTaza) (reakce Il). V prabéhu druhého kroku GTaza hydrolyzuje GTP

na GMP, které se nasledné vaze kovalentni vazbou na g-amino skupinu lysinu v sekvenci

()] pppRNA - ppRNA + Pi
(m Gppp + ppN > GpppN + PPi
(l1a) GTéaza + Gppp < GTaza-Gp+PPi
(1b) GTaza-Gp + ppN © GpppN + GTaza
(1y  AdoMet + GpppN m’GpppRNA + AdoHcy

_)
(IV)  m’GpppN + AdoMet — m’GpppN*mpN2mpN + AdoHcy

KXxDG za vzniku do¢asného komplexu GMP-GTaza (reakce lla). Poté nasleduje pfenos GMP
na difosforylovany konec mRNA za vzniku struktury GpppN (reakce 11b) [190, 191], ktera je
metylovana na pozici N’-guanozinu enzymem RNA-guanin-N’-metyltransferaza (MT4za)

(reakce 111). Tento typ Cepicky se nazyva cap 0. Nasledné¢ mtize dochazet k metylaci prvnich
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dvou nukleotidd vznikajicho mRNA fetézce (reakce 1V) pomoci enzymu 2'-O-
rib6zometyltransferaza za vzniku cap 1, resp. cap 2 struktur (viz obrazek 3). Zatimco
metylace na koncovém guanozinu a na prvnim nukleotidu nové vznikajici pre-mRNA
probihaji v jadte, pfidani metylu na druhy nukleotid pre-mRNA je realizovano v cytoplazmé.
Tomu odpovida i to, Ze 2'-O-metyltransferaza metylujici jak purinové, tak pyrimidinové
nukleotidy na prvni pozici v fetézci vznikajici pre-mRNA (Cap 1 metyltransferaza) je
lokalizovana v jadfe, zatimco Cap 2 metyltransferaza, metylujici 2'-O ribézu druhého
nukleotidu, je lokalizovana v cytoplazmatické frakci lyzata pfipravenych z HeLa bun¢k [192].
OBRAZEK 3 — Schéma vzniku ¢epicky na 5' konci mRNA. Pi — fosfat; PPi — pyrofosfat; AdoMet — S-adenozyl-L-
methionin; AdoHcy — S-adenozyl-L-homocystein; cap 0, 1, 2 — rtizné stupné metylace ¢epicky (viz text); N —
libovolny nukleotid
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Zpusob regulace této metylace zatim neni zcela jasny [193]. U nizSich eukaryot (u kvasinek a
hub) a virtl se vyskytuje pfevazné cap 0, vyssi eukaryota vétSinou maji na 5' konci mRNA
vice metylovych zbytkt (viz obrazek 3) [183, 189, 194, 195].

U trypanozom se vyskytuje tzv. cap 4, hypermetylovana forma cepicky na 5' konci
mRNA. Tato ¢epicka je syntetizovana vyhradné na SL RNA (Spliced Leader). SL RNA je
syntetizovana RNA polymerazou II a nasledné je procesem zvanym trans-splicing pienesena
na 5' konec vSech pre-mRNA vznikajicich z polycistronnich transkripti trypanozom [196,
197]. Cepicka typu 4 se sklada z klasické ¢epicky (cap 0) a naslednych 2'-O-metylovanych
prvnich ¢tyit (AACU) ribonukleotidd. Navic na prvni adenin a ¢tvrty uracil je pfidano jesté po
jednom metylovém zbytku za vzniku m’Gpppm3®*Apm*Apm*Cpm3?U struktury [198].

U viru vezikularni stomatitidy (VSV; Vesicular Stomatitis Virus, Rhabdoviridae) byl
popsan typ 2 syntézy Cepi¢ky na 5' konci mRNA [189]. Piedpoklada se, Ze tento typ syntézy
Cepicky se uplatiuje u vétSiny nesegmentovanych ,,—RNA* virh (mimo VSV napf. u viru
vztekliny (Rhabdoviridea), viru spalnicek (Paramyxoviridae), piipadn¢ u viru ebola
(Filoviridae)) [199]. Syntéza cepicky typu 2 probiha v nékolika krocich a je katalyzovana
komplexem proteini P a L kodovanych genomem viru vezikularni stomatitidy. Protein L
obsahuje vSechny aktivity nezbytné k syntéze Cepicky (RNA-GDP polyribonukleotidyl-
transferazova aktivita, guanozin-5'-trifosfatazova aktivita a metyl-transferazova aktivita)
[200-202] a katalyzuje vSechny niZe uvedené kroky syntézy N’-metylguanozinové ¢epicky. U
viru VSV zacinaji v§echny mRNA 5' konsensus sekvenci AACAGNNN [203, 204]. Na tuto
strukturu je nasledné ptipojena CepiCka, kterd je poté metylovana. Na rozdil od syntézy
cepicky typu 1 jsou na vznikajicim transkriptu pre-mRNA nejprve odStépeny 2 (y a B) 5'
fosfaty za vzniku monofosforylovaného konce pre-mRNA. Predpoklada se, Ze se pii syntéze
Cepicky tohoto typu nevaze na capping enzym (tedy protein L) GDP vzniklé po hydrolyze
GTP pomoci proteinu L (reakce 1), ale spiSe se na protein L vaze kovalentni vazbou

monofosforylovana 5' koncova (pApApCpApGNNN) struktura

n Gppp

(m PpPAPAPCPAPGN + L

(nn Gpp + L-pApApCpApGN

(V) AdoMet + GpppApApCpApGN
V) m’GpppApApPCpAPGN + AdoMet

Gpp + Pi
L-pApApCpApGN + PPi
GpppApApCpApGN + L
m’GpppApApPCpApPGN
m’GpppAmMpAPCpAPGN

4L Tl

vznikajici pre-mRNA (reakce Il). Monofosforylovany konec pre-mRNA je nasledné upraven
pfidanim GDP vzniklym po hydrolyze GTP (reakce I11) [202]. Poté dochdzi k metylaci na N’-

guanozinu (reakce 1V) a na 2'-O-adenozinu za vzniku koneéné dimetylované struktury (reakce
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V) [205]. Cepicka je ptidana na 5' konec fetézce pre-mRNA pravdépodobné kotranskripéné
[202].

Malé jaderné a jadérkové RNA (snRNA; Small Nuclear RNA, resp. snoRNA; Small
Nucleolar RNA) maji na svém 5' konci trimetylované struktury m?2’GpppN (TMG;
Trimethylguanosine cap) a metyl-pppN (Mppp cepicka) [195, 206]. Za syntézu
trimetylovanych U1-U5 snRNA je zodpovédna vétsinou RNA polymeraza Il. Pii syntéze Ul
SNRNA je na primarni transkript piiddna N’-metylgunosinova &epi¢ka podle klasického
schématu (typ 1), k pfidani metylu na prvni nukleotid snRNA (m’GpppA™pN) dochazi v jadie
[207]. Nasledné je Ul snRNA transportovana do cytoplazmy, kde jsou pifidany zbyvajici
metylové skupiny za vzniku m?*'GpppA™N™pN struktury [208, 209]. Poté se Ul snRNA
vraci zpét do jadra jako ribonukleoprotein (spole¢né s Sm proteiny) [210-212], kde se
ucastni sestiihu pre-mRNA [213, 214]. Obdobny mechanismus vzniku trimetylovanych
SNRNA existuje pravdépodobné i u U2, U4 a U5 snRNA [209]. Naproti tomu uprava 5' konce
U3 snRNA u drapatky vodni (Xenopus laevis) probiha v jadre, kde dochazi jak k ptidani
¢epicky, tak k trimetylaci [215]. U kvasinek dochazi k hypermetylaci pravdépodobné také v
jadife, Cemuz napovida i objev Vjadérku lokalizované metyltransferazy nezbytné
k hypermetylaci sn/snoRNA [216]. Zajimavou vyjimku v syntéze U2-U4 snRNA vykazuji
trypanozomy; jejich snRNA jsou pravdépodobné syntetizovany RNA polymerazou III [217],
presto obsahuji na 5' konci trimetylovanou ¢epicku [218]. Ostatni transkripty trypanozom
syntetizované RNA polymerazou III (napt. tRNA, 5S RNA, 7SL RNA) ¢epicku nemaji [219].

Cepicka typu Mppp se vyskytuje u savéich (U6, 7SK, B2) a rostlinnych (U3) SnRNA
[195, 220, 221], které jsou pravdépodobné syntetizovany RNA polymerazou IIl. Syntéza
cepicky tohoto typu se odehrava pravdépodobné posttranskripéné a je znaéné odliSna od
klasického schématu. Ptfi syntéze cepicky U6 snRNA je na koncovy 5'-y-fosfat piimo
ptipojena metylova skupina [222]. K této metylaci je nezbytna pfitomnost vlasenky na 5'
konci RNA, ktera je pravdépodobné rozeznavana pomoci zatim neidentifikované jaderné
sekvenéné specifické metyltransferazy [223]. Pti zkraceni nebo pti Uplné deleci vlasenky
dochazi u kvasinek k syntéze TMG c¢epicky na 5' konci U6 SnRNA [224].

2.2. Jak ziskat ¢epicku nelegalné

U nékterych vird, které nekoduji vlastni capping enzymy, se vyvinuly mechanismy
umoziujici ziskat Cepicku z hostitelskych mRNA. U segmentovanych ,,—RNA* virii je popsan
tzv. cap-snatching (uchvaceni ¢epicky) mechanismus. Nejpodrobnéji je tento mechanismus

prostudovan u viru chiipky (Orthomyxoviridae). Virem chiipky kédovana RNA polymeraza,
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sestavajici se ze tii podjednotek (PB1, PB2, PA), neni sama schopna ptipojit ¢epi¢ku na 5'
konce svych mRNA. Je ovSem schopna nékolika kroky odstépit ¢epicku z hostitelskych
mRNA piepsanych hostitelskou RNA polymerazou II a takto vznikly fragment vyuzit jako
primer pro syntézu vlastnich mMRNA [225]. V ptipad¢ chiipky dochazi nejprve k navazani
podjednotky PB1 virové RNA polymerdzy na vlasenky nachazejici se na 5' a 3' konci virové
RNA (VRNA). To vede k cirkularizaci VRNA a také k nasledné zméné konformace RNA
polymerazy [226], na jejiz podjednotku PB2 je poté navazana hostitelskd mRNA.
Endonukledzova aktivita PB2 podjednotky odstépi fragment o délce 9-17 nukleotida
obsahujici hostitelskou ¢epi¢ku na 5' konci [227-229], ktery je pouzit jako primer
k transkripci virovych mRNA. Cepicka hostitelskych mRNA se pravdépodobné vaze na PB2
podjednotku virové RNA polymerazy mezi dvé aromatické aminokyseliny [230]. Vlastni
odstépeni pozadovaného tseku obsahujiciho ¢epicku je realizovano podjednotkami PB1 a PA
virové polymerazy [231, 232]. Pfesny mechanismus Stépeni neni zcela jasny; bylo vsak
prokézano, ze pouze fragmenty obsahujici na svém 3' konci dvojici nukleotidd CA jsou
pouzity jako primery pro transkripci virové RNA. Je mozné, ze posledni baze odstépené¢ho
fragmentu (adenozin) vytvoii nukleotidovy par s poslednim nukleotidem na 3' konci VRNA
[233], coz umoziuje zahdjeni transkripce. Stejné tak neni zcela jasné, jakym zplsobem se
virovd RNA polymeraza dostane piimo k hostitelskym mRNA, které cepicku na svém 5'
konci obsahuji. Nedavné vysledky ukazuji moznou interakci virové RNA polymerazy s C-
koncovou doménou RNA polymerazy II hostitelského organismu v dobé syntézy cepicky na
5" konci hostitelskych mRNA [234]. Obdobny systém ziskavani ¢epicky se predpoklada i u
Thogoto viru (Orthomyxoviridae) s tim rozdilem, ze jako primer pro syntézu virové mRNA je
pouzita podstatné kratsi struktura m’GpppAm oditépena z hostitelské mRNA [235-237].
Cap-snatching mechanismus pravdépodobné vyuzivaji i viry z Celedi Bunyaviridae
[238-252] a Tenuiviridae [253-256]. U téchto ¢eledi bylo zjisténo, Ze se na jejich 5' konci
vyskytuje 10-20 nukleotidova sekvence nevykazujici homologii s virovou RNA. U Dugbe
viru (Bunyaviridae) se délka odstépené sekvence pohybuje v rozmezi 5-16 nukleotidi [257].
Zastupci celedi Arenaviridae, kteti také vyuzivaji cap-snatching mechanismus, odstépuji
sekvence kratsi (1-4 nukleotidy) [258, 259]. Pro mnoho z vyse uvedenych virt byla popsana
preference endonukleazového §tépeni, obdobné jako u viru chiipky, specificky za urcitym
nukleotidem. Je mozné, Ze pro syntézu virové mRNA je tieba, aby primer vykazoval
homologii minimalné k poslednimu nukleotidu na 3' konci vRNA [245]. U rostlinnych vira
bylo také prokazéno, Ze fragment mRNA obsahujici ¢epicku miiZze byt ziskan nejenom z

hostitelskych mRNA, ale ptfi koinfekci s jinym virem 1 z virovych mRNA opatfenych
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Cepickou, jak tomu bylo u viru bronzovitosti raj¢ete (TSW; Tomato Spotted Wilt virus,

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

2.3. Past na ¢epicku

U cytoplazmatického dsRNA L-A viru (Totiviridae) kvasinky S. cerevisiae byl popsan
neobvykly mechanismus odstépovani Cepicky z hostitelskych mRNA [260]. L-A virus je
dlouhy cca 4,6 kbp a koduje pouze 2 proteiny, hlavni kapsidovy protein (Gag) a RNA
polymerazu (Pol), ktera je ovSem translatovana jako Gag-Pol fuzni protein diky -1 posunu
Cteci faze [261]. Virova RNA je syntetizovana Gag-Pol proteinem ve virovych ¢asticich a
nema pravdépodobné ¢epicku na 5' konci ani poly(A) sekvenci na 3' konci [262]. Po syntéze
je MRNA uvolnéna do cytozolu hostitelské bunky. Jelikoz mRNA L-A viru nema ani ¢epicku
ani poly(A) konec, méla by byt idealnim cilem exonukleaz [263, 264], v piipad¢ kvasinek
hlavné exonukleazy Xrnl [265]. Nicméné L-A virus chrani své mRNA pied degradaci
zajimavym zpusobem; Gag protein je schopen odstépovat Cepicky z hostitelskych mMRNA
[260], ¢imz pravdépodobné zcela zasyti Xrnl exonukleazu [266]. Proces odstépeni Cepicky
neni pfili§ jasny, hypotéza odstépovani Cepi¢ky je zaloZena na dvou krystalografickych
studiich a &asteénych mutaénich analyzach [267, 268]. Cepicka piitomna na hostitelské
mRNA je pravdépodobné¢ stabilizovana v prohlubni Gag proteinu. Dno této prohlubné je
tvofeno smyckou | (aminokyseliny 144-163) obsahujici esencialni aminokyselinu His!®,
stény prohlubné jsou tvofeny smyckami lI-1V. Stabilizace ¢epicky je pravdépodobné zajisténa
vlozenim metylované ¢epicky mezi dvé aromatické aminokyseliny (Tyr>® a Tyr®®), obdobné
jak tomu je u elF4E proteinu (viz niZe). Na stabilizaci hostitelské mRNA se podileji také
aminokyseliny Arg®®8 570 a Lys®% které elektrostatickymi interakcemi s fosfatovymi vazbami
udrzuji molekulu mRNA ve spravné pozici. Nasledkem téchto interakci je pravdépodobné a-
fosfat trifosfatového fetézece umistén v blizkosti imidazolového kruhu His'®; predpoklada se,
7e na odstépeni Gepicky (ve form& m’GMP) se podili mimo His™* také Tyr**2. Odstépeny
m'GMP se vaze fosfoimidazolovou vazbou mezi o-fosfitem pochazejicim z &epicky a
dusikem v His®™* imidazolovém kruhu [269]. Mutace His'®* vede k zruseni schopnosti Gag

proteinu vazat ¢epicku, jeji rozeznani vsak touto mutaci ovlivnéno neni [269].
2.4. Funkce ¢epicky

O biologické funkci Cepicky se debatuje od jejiho objeveni. V soucasné dobé se zda, Ze

navzdory riznym metyla¢nim schématim je dileZitd zeiména piitomnost N’-metylu na
ry ym J 1) p
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koncovém guanozinu a dvé pyrofosfatové vazby spojujici m’G s prvnim nukleotidem mRNA.

Hlavni funkce Cepicky lze rozdélit na:

A.  OCHRANA PRE-mRNA A mRNA PRED 5' EXONUKLEAZOVYM STEPENIM

Zahy po popsani ¢epicky bylo prokazano, ze mMRNA bez metylované ¢epicky na pozici N'-
guanozinu, piipadné bez CepiCky vibec, jsou velmi nachylné k exonukleazové degradaci
[270-272]. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze mRNA je degradovana bud’ 5'—>3' nebo 3'—>5
exonukleazovym mechanismem; v obou piipadech je degradace iniciovana zkracenim
poly(A) sekvence na 3' konci mMRNA na méné nez 10 nukleotidi [273-275]. V pribéhu
degradace ve sméru 5'—>3' je po c¢asteéné deadenylaci odstranéna cepicka pomoci tzv.
decapping enzymi [276]. U kvasinek byl popsan proteinovy komplex Dcpl-Dcp2
zodpovédny za odstranéni Cepicky z 5' konce mRNA [270]. Vykonna podjednotka tohoto
komplexu, protein Dcp2, katalyzuje odstépeni m’GDP z5' konce mRNA za vzniku
monofosforylované RNA (pRNA) [277-280]. Dcp2 protein neni funkéni v ptipadé, ze mRNA
obsahujici ¢epicku je kratsi nez 25 nt [277], pokud nedojde ke zkraceni poly(A) sekvence ¢i
pokud mRNA nejsou opatieny ¢epi¢kou. K odstranéni ¢epicky pomoci komplexu Dcpl-Dcp2
proteind dochazi pravdépodobné v tzv. P téliskach [281, 282]. Obdobné proteiny (Dcpla a
Dcplb) katalyzujici pravdépodobné shodnou reakci byly objeveny i u savcu [283, 284] ¢i u
Caenorhabditis elegans [285]. Po odstépeni cepicky z konce mRNA dochazi k rychlé
degradaci mRNA ve sméru 5'—3' pomoci 5' exonukledz [263, 264].

Degradace ve sméru 3'—5' probihd v exozémech a je také iniciovana deadenylaci.
Poté dochazi u kvasinek k degradaci mRNA ve sméru 3'—5" a nasledné k ¢aste¢né hydrolyze
epicky na 5' konci mRNA pomoci enzymu DcpS. Vysledkem této reakce je vznik m’GMP a
difosforylovaného mRNA oligonukleotidu [286, 287]. Protein DcpS je také schopen,
minimalné u savcti a kvasinek, dale hydrolyzovat m’GDP vzniklé pii odstranéni &epicky
pomoci Dcpl-Dcp2 komplexu na findlni produkt m’GMP [288].

Je nutné si uvédomit, ze se Cepicka v cytoplazmé vyskytuje snavazanym elF4E
proteinem (viz nize). Odstranéni ¢epiCky z 5' konce mRNA je tedy mozné pouze tehdy, pokud
dochazi k urcité kompetici mezi Dcpl/2 a elFAE proteiny, jak bylo potvrzeno in vitro [289,
290] a in vivo [290, 291].

B.  ROLEV SESTRIHU A vV TRANSPORTU mRNA

Bylo prokazano, ze ptitomnost ¢epicky na 5' konci mRNA zvySuje U€innost a pifesnost
sestithu pre-mRNA jak v lyzatech ze savéich bunék [292, 293], tak ptimo v oocytech
drapatky vodni (Xenopus leavis) [294]. Cepicka na 5' konci mRNA interaguje se slozkami
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sestithového komplexu (spliceosom), které se ucastni sestiihové reakce na 5' rozhrani mezi
prvnim exonem a prvnim intronem [295]. Tato interakce je zprostfedkovana pomoci
jaderného na Cepicku se vaziciho komplexu (CBC, Cap Binding Complex) skladajiciho se ze
dvou vysoce konzervovanych proteini CBP20 a CBP80 (Cap Binding Protein) [296].
Cepicka se vaze mezi 2 tryptofanové zbytky na proteinu CBP20 (obdobné jako u eIF4E, viz
nize). Tato vazba probiha pouze v pritomnosti CBP80 [296, 297]. Pii sestfihu intronu,
lokalizovaného nejblize k 5" konci pre-mRNA, se metylovana ¢epicka specificky vaze na
CBC. CBC snavazanou cepickou poté interaguje s U1l SnRNP (Small Nuclear
Ribonucleoprotein), coz umozni spojeni sestiihového mista na pre-mRNA s U1l snRNP a
nasledné interakce mezi slozkami sestfihového komplexu (U1, U2, U4/6, U5 snRNA a mnoho
dalsich faktori) a 5' sestfihovym mistem pomoci CBC [298]. U kvasinek se zda, ze Cepicka
na 5' konci pre-mRNA sice zvySuje ucinnost setfihu intronu lokalizovaného nejblize k 5'
konci pre-mRNA, nicméné neni pro néj nezbytné nutna [299].

Role cepicky vexportu mRNA zjadra do cytoplazmy neni zatim pfili§ jasna.
Pritomnost Cepicky neni nutna k exportu mRNA zjadra do cytoplazmy [300], nicméné
pritomnost CBC navazaného na CepiCku ma na tento export stimula¢ni efekt [301-303].
Disrupéni analyzy CBP v kvasinkovych kmenech nemély velky vliv na export mRNA z jadra
[304], stejné tak jako mikroinjekce protilatek proti CBP20 do oocyti drapatky nijak
neovlivnila export mRNA z jadra. Protilatky proti CBP20 proteinu naopak kompletné
zablokovaly export U1l snRNA z jadra do cytoplazmy. Je tedy pravdépodobné, Ze zatimco
export MRNA z jadra do cytoplazmy neni ptimo zavisly na pfitomnosti ¢epic¢ky, pro export
U1 snRNA je nutna piitomnost CBP20/80 komplexu [305-308].

CBC ma také stimulaéni vliv na formovani 3' konce mRNA. Jeho ptitomnost stimuluje
prvni krok polyadenylace, endonukleazové Stépeni mezi polyadenylacnim signalem
AAUAAA a naslednou G/U bohatou oblasti [302, 309, 310].

CBC zlstava navazany na Cepic¢ku i v prubéhu transportu z jadra do cytoplazmy, ve
které se pravdépodobné ucastni jakéhosi prvniho kola translace mRNA, neZ je nahrazen
vaze protein elF4G, o kterém se piedpoklada, Ze zistava na mMRNA navazany i v prubéhu
transportu do cytoplazmy [313].

C. ROLE V INICIACI TRANSLACE
Zéakladnim limitujicim krokem pfi syntéze proteint je vazba 40S podjednotky ribozému na
MRNA [314]. V tomto procesu hraje velmi vyznamnou roli ¢epicka na 5' konci mRNA diky

vazbé na cytoplazmaticky proteinovy komplex elF4F [315]. Tento komplex se sklada z
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transkrip¢ni kontrole genové exprese, ve vyvojovych procesech a v fadé lidskych onemocnéni
(viz ptehledové ¢lanky [317-323]). elFAE specificky rozeznava ¢epi¢ku na 5' konci mRNA a
soucasné i dal$i komponenty komplexu elF4F [322]. Zde se budu vénovat pouze vazbé
v uvedenych piehledovych ¢lancich.

Pfesny mechanismus a konformace vazby cepicky na eIF4E byl vyfeSen pomoci
nékolika krystalografickych studii [324-329]. Vazebné misto pro ¢epicku je na proteinu eIF4E
lokalizovano v dutiné jinak sférického proteinu. Na okrajich této dutiny jsou 2 evolu¢éné

konzervované tryptofanové zbytky (Trp>®a Trp!%? u saved, Trp*®a Trp®

u kvasinek), kterymi
je pomoci n-m kooperativnich interakci mezi m’G a indolovymi kruhy tryptofant ¢epicka
stabilizovana. Stabilita této interakce vyrazné vzrusta (zhruba o 4 az 5 tadu), pokud je na
guanozinu ptitomna metylova skupina [324]. Tato stabilizace v pfitomnosti metylové skupiny
ma velky biologicky vyznam, jelikoz hladina GTP vbuiice (zhruba milimolarni
v logaritmicky rostouci kultufe [330]) je ve srovnani s hladinou mRNA ¢i elFAE zhruba o 3
az 4 tady vyssi [331]. Efektivni vazba nemetylovaného GTP by tedy vedla k jeho kompetici
s vazbou metylované ¢epicky na 5' konci mRNA o vazebné misto na eIF4E proteinu. Stabilita
komplexu Cepicka-elF4E je jesté zvysSena diky van der Waalsovym a vodikovym interakcim
mezi aminokyselinami vytvafejicimi vazebnou dutinu elF4E proteinu a tfemi fosfatovymi
skupinami a ribézovym kruhem tvoficim Cepicku na 5' konci mRNA. Tyto interakce se
podileji na stabilit¢ komplexu zhruba z poloviny, druhou polovinu obstarava vyse zminéna
interakce mezi indolovymi kruhy dvou tryptofanti a koncového guanozinu [324]. Vazba
komplexu elF4E-cepicka je dale stabilizovana vazbou proteinu elF4G na protein elF4E [332,
333]. Interakce mezi eIF4G a mRNA nebyly zaznamenany, ale nelze je vyloucit [317].

Z vyse uvedeného vyplyva, ze vSechny mRNA obsahujici ¢epicku na 5' konci mRNA
se vazi na elF4E se stejnou afinitou. Pokud by ovSem dochéazelo k interakci dalsich
aminokyselin proteinu elF4E s nukleotidy v mRNA transkriptu, mohlo by to znamenat
zvySeni stability komplexu mRNA-elF4E, a tim i mozné ovlivnéni ucinnosti translace
primarnim transkriptem [317]. Pfi testovani této moznosti pomoci nuklearni magnetické
rezonance a krystalografickych analyz komplexu elF4E s m’GpppA analogem ¢&epicky byly
prokazany interakce mezi C-koncovou ¢asti elF4E a adenozinem [329, 334, 335]. Pii pouziti
dalSich analogli cepicky bylo zjisténo, Ze jejich afinita k elF4E proteinu vzristd v tade

m’GpppC < m’GpppA < m’GpppG [324]. Studie s lidskym elF4E prokazaly, ze né&kolik
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prvnich nukleotidd MRNA s nim muze byt v kontaktu a ze rizné slozeni 5' konce mRNA
mize ovliviiovat afinitu MRNA kelF4E az ¢tyfnasobné [336, 337]. Nicméné pomoci
nuklearni magnetické rezonance tyto kontakty nebyly potvrzeny, jedna se pravdépodobné o
interakce velmi slabé [334]. Po navazani ¢epicky na elF4E dochazi k malym konformac¢nim
zménam tohoto proteinu; flexibilita smycek, tvoficich okraje dutiny pro vazbu Cepicky, se
snizuje a pravdépodobné dochazi k malym zménam v sekundarni struktuie elF4E proteinu
[329, 332, 338]. Tyto konformac¢ni zmény mohou znamenat, ze proteiny interagujici s elF4E
proteinem jsou pravdépodobné schopny rozeznavat mezi elF4E s navazanou a bez navazané
Cepicky [317]. Toto bylo prokazano v ptipadé vazby malych transla¢nich inhibitora (4E-BP;
elFAE Binding Proteins) na elF4E protein. Afinita 4E-BP proteini vuci elF4E vyrazné
vzrusta u proteinu s navazanou cepickou [339, 340]. Piedpoklada se, ze malé 4E vazebné
proteiny kompetuji s proteinem elF4G 0 navazani na komplex elFAE-mRNA, ¢imz zabranuji
pfed¢asnému vytvareni translaéné aktivniho komplexu elF4E-elF4G-mRNA [317].

Na zavér této kapitoly je tfeba zdlraznit, ze pfitomnost Cepicky na 5' konci mRNA
neni pro iniciaci translace stoprocentnim pozadavkem. Existuje skupina bunéénych a virovych
RNA nesoucich na svém 5' konci tzv. IRES (Internal Ribosome Entry Site) strukturu, ktera

.....

translace bez vazby ¢epicky na elF4E protein [341, 342].

2.5. Jak byt ve spravny ¢as na spravném misté

Jiz dfive bylo uvedeno, ze ptidani CepiCky na 5' konec pre-mRNA je kotranskripéni. Dochézi
knému vdobé, kdy je vznikajici transkript dlouhy cca 25-30 nukleotidd. Hlavni roli
Vv koordinaci kotranskripéni syntézy cepicky hraje C-koncova doména (CTD; Carboxy
Terminal Domain) nejvétsi podjednotky RNA polymerazy Il [343]. Tato doména, skladajici
se znékolika opakovani heptapeptidu Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Y!S2P3T*S5PeSY), je
vysoce konzervovana mezi eukaryoty; u jednotlivych organismi se liSi pouze pocétem
opakovani tohoto heptapeptidu. U savci se tato sekvence opakuje 52x, u
Schizosaccharomyces pombe 29x a u S. cerevisiae a Candida albicans 25x az 27x [344].
V motivu Y1S?P3T*S®P8ST je pét ze sedmi aminokyselin schopno opakované fosforylace, ktera
je hlavni modifikaci CTD domény Vv prub¢hu transkripce in vivo [345, 346]. Nefosforylovana
forma RNA polymerazy II (RNAP IIA) je fosforylovana na Ser? a Ser® za vzniku aktivni
hyperfosforylované formy (RNAP IIO) cyklin dependentnimi proteinkinazami (napt. Kin28,
podjednotka transkripéniho faktoru TFIIH) [345, 347]. Ser® je fosforylovan v priibéhu iniciace

transkripce, zatimco Ser? je fosforylovan v priibéhu elongace a terminace transkripce [348].
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RNA polymeraza je schopna =zahgjit dalS$i kolo iniciace transkripce pouze po své
defosforylaci, ktera je zajisténa FCP1 fosfatazou (TEll-stimulated CTD Phosphatase 1) [349,
350]. C-koncova doména RNA polymerazy Il je zodpovédna za vétSinu kotranskripénich
déju, jako je sestiih [351], formovani 3' konce mMRNA [352] a piidani ¢epi¢ky na 5' konec
MRNA [353]. Kazdy proces je nezavisle fizen jinou ¢asti CTD. Pro syntézu ¢epicky u savci
je dostacujici p¥itomnost prvnich patnacti opakovani Y1S?P3T4S°PS” sekvence [354].

Pro navazani proteinti, zajistujicich kotranskripéni syntézu Cepicky u kvasinek, na
CTD doménu RNA polymerazy II je diilezita fosforylace serinu na pozici 5 vV opakujici se
sekvenci heptapeptidu [355, 356]. U kvasinky S. cerevisiae se GTaza (Cegl) vaze na
fosforylovanou CTD doménu. Poté se na Cegl vaze RTaza (Cetl), kterd pravdépodobné
allostericky aktivuje Cegl a tim zvySuje jeji afinitu ke GTP, coz umoziuje vytvoreni
prechodného komplexu Cegl-GMP [357-359]. V sav¢ich bunkach, kde jsou obé vyse popsané
aktivity (RTaza a GTaza) pfitomny na jednom proteinu, se na fosforylovanou C-koncovou
doménu RNA polymerazy Il vaze GTazova doména capping enzymu [353, 355]. RTazova
doména bifunkéniho capping enzymu savci je aktivni az po navazani GTazové domény na
fosforylovany Ser® [360]. Nakonec se na komplex CTD/GT4za/RT4za savci i kvasinek vaze
MTéza [361]. Po syntéze &epicky dochdzi k defosforylaci Ser® fosfatazou Fcel, ¢imz je
komplex GTaza-RTaza rychle uvolnén z CTD domény. MTéza je na CTD domén¢ stabilné
navazana (nebo je pribézné uvolfiovana a navazovana v pribéhu elongace RNA fetézce) az
do terminace transkripce RNA [362, 363]. Piedpoklada se, ze MTaza je bifunkéni enzym,
ktery mimo piidani metylu na ¢epicku ovliviiuyje funkci RNA polymerazy II. Pfi mutac¢nich
analyzach kvasinkové MTéazy (Abdl) se prokazalo, ze ur¢it¢é mutace v Abdl maji vliv na
nasedani RNA polymerazy II na promotory uréitych gent, zatimco jiné mutace v Abdl u
jinych genti ovliviiuji pravdépodobné Casnou fazi elongace [364]. Bifunkéni ucinek byl
prokazan také pro kvasinkovou RTazu (Cetl). Zjistilo se, ze pokud je Cetl v buiice pfitomna
a soucasné je nepiitomna GTaza (Cegl), ma Cetl inhibi¢ni uCinek na funkci RNA
polymerazy II [365].

Vse vyse uvedené by mohlo vysvétlovat, pro¢ jsou pouze transkripty RNA
polymerazy II opatfeny Cepickou [191]. Nevysvétluje to ovSem fakt, ze u trypanozom je
Cepicka pridavana i na vybrané transkripty RNA polymerazy III (viz vyse). Navic se ani u
RNA polymerazy II trypanozom nevyskytuje klasickd CTD doména, kterd by umoZiiovala
koordinaci kontranskripénich d&ju [366]. Pfitom i u trypanozom dochazi k ptidani ¢epicky
kotranskripéné. Predpokldda se, ze N’-metylguanozinova &epicka je na 5' konec SL RNA

trypanozom ptidana pii délce vznikajiciho transkriptu cca 30 nukleotidii a ze k hypermetylaci
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dochazi vzapéti. SL RNA je pIné metylovana pii délce vznikajiciho transkriptu 112
nukleotidd [367]. Jednim z vysvétleni kotranskripéni koordinace syntézy cepicky by mohla
byt pritomnost opakujicich se dvojic serinti v C-koncové doméné nejvétsi podjednotky RNA
polymerazy II trypanozom [368], které mohou byt fosforylovany, a tim plnit obdobou funkci
jako fosforylované seriny klasickych CTD domén [197].

2.6. Organizace aparatu syntetizujiciho ¢epi¢ku
Aparat piidavajici ¢epicku na 5' konec pre-mRNA se 1isi u rtiznych organismu. U kvasinky S.
cerevisiae je slozen ze tfech nezavislych proteint, z nichz kazdy katalyzuje jednu
enzymatickou reakci. Obdobné uspotadani bylo popsano i u kvasinek Schizosaccharomyces
pombe, Candida albicans, prvoka 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 vV piislusnych
dele¢nich kmenech S. cerevisiae. Lze dokonce nahradit enzymy ucastnici se syntézy Cepicky
u S. cerevisiae obdobnymi enzymy z kvasinky C. albicans [369]. U mnohobuné&¢nych
organismi (Mus musculus, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans) se vyskytuje
dvoukomponentovy systém tvofeny proteinem kodujicim MTazovou aktivitu a bifunkénim
proteinem nesoucim RTazovou (v N-koncové doméné proteinu) i GTazovou aktivitu (v C-
koncové doméné proteinu). Bylo zjiSténo, Ze také lidské enzymy ucastnici se syntézy Cepicky
mohou nahradit odpovidajici enzymy S. cerevisiae [370]. Virové systémy jsou rizné, velmi
Casto je GTazova a MTazova aktivita kodovana jednim proteinem (Reoviridae), piipadné jsou
jednim proteinem koédovany vSechny aktivity (RTaza, GTaza, MTaza) (Poxviridae, alfaviry).
Ptidani ¢epicky na 5' konec mRNA probiha ve tfech krocich. V prvnim kroku dochazi
Kk odstranéni koncového vy-fosfatu ze vznikajici pre-mRNA enzymem RNA-trifosfataza
(RTaza). Tento enzym neni mezi eukaryoty a viry pfili§ konzervovany; je mozné definovat

dvé funkéné a strukturné odlisné skupiny RTaz [371, 372]:

e RTazy zavislé na aktivaci dvojmocnymi Kationty u prvoki, eukaryotickych vird a
hub
e RTazy nezavislé na aktivaci dvojmocnymi kationty u mnohobuné¢nych organisma
Skupina RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi kationty je definovana tfemi
konzervovanymi doménami (A, B, C) obsahujicimi kyselé a bazické aminokyseliny nezbytné
pro jejich aktivitu. Domény A a C jsou charakteristické vyskytem nékolika glutamovych

aminokyselin, jejichz mutace se Casto pouzivaji k ovéfeni funkénosti piipadnych RTaz
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zavislych na aktivaci dvojmocnymi ionty [373, 374]. Modelovym ptikladem RTéaz tohoto
typu je Cetl protein kvasinky S. cerevisiae [375]. Krystalograficka analyza odhalila, Zze Cetl
protein je funkéni ve formé dimeru a ze obsahuje 2 paralelni tunely, z nichz kazdy je tvofen
osmi antiparalelnimi B-fetézci. V centru téchto tunel se nachéazi nékolik postrannich fetézct
hydrofilnich aminokyselin, které jsou schopné vazat trifosforylovanou pre-mRNA a
manganaté ionty (viz obrazek 4A). Ty se pravdépodobné podileji na aktivaci y-fosfatu pro

jeho naslednou reakci s molekulou vody [371]. V soucasné dob¢ se uvazuje o vyuziti RTaz

OBRAZEK 4 — Krystalografické struktury capping enzymu. A - RTéza S. cerevisiae; manganaty a sulfatovy
kationt (sulfatovy kationt pravdépodobné obsazuje misto y-fosfatu trifosforylované pre-mRNA) jsou zobrazeny v
aktivnim tunelu. B — mys$i RTéza; aktivni cystein v hluboké proléklin€ je oznacen Sipkou. C — GTaza PBCV-1,
oteviend konformace s navazanou molekulou GTP. D - GTaza PBCV-1; uzaviena konformace s kovalentné
navazanou molekulou GMP v aktivnim misté. GTaza s GMP jsou v syn konformaci. E - GTaza C. albicans;
oteviena konformace s kovalentné navazanou molekulou GMP v aktivnim misté. GTaza s GMP jsou v tomto
ptipadé v konformaci anti. F — MTéaza E. cuniculi; vyznacena jsou vazebna mista pro AdoMet a analog Cepicky.

OB - oligonukleotid vaZzici doména, NT - nukleotidyltransferazova doména. Pievzato z [376].

A B

aktivni
cystein

aktivni
misto
C D E ‘g F
i
OB Ad’oMet
aktivni ,
misto
NT

analog
Cepicky

tohoto typu jako cilii pro zablokovéni transkripce eukraryotickych viri; nedavno bylo
prokazano, ze RTaza Paramecium bursaria Chlorella Virus 1 (PBCV-1) je inhibovana
dekavanadatem [377].
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Modelovym ptikladem RTaz nezavislych na aktivaci dvojmocnymi kationty je
RTazova doména mysiho capping enzymu (viz obrazek 4B), ktera vykazuje vyznamnou
podobnost s rodinou cysteinovych fosfataz. Tyto RTazy katalyzuji pienos fosfatové skupiny
z pre-mRNA ve dvou krocich. Nejprve je vytvoien mezi vysoce konzervovanym cysteinem
v sekvenci HCxxxxxR(S/T) a y-fosfatem trifosforylované RNA docasny komplex protein-
cysteinyl-S-fosfat za vzniku difosforylované RNA. Vznikly fosfoprotein je nasledné
hydrolyzovan bez ptitomnosti dvojmocnych kationtt [372].

Ve druhém kroku syntézy ¢epicky dochazi k pfenosu GMP na difosforylovany konec
pre-mRNA enzymem mRNA-guanylyltransferaza (GTéaza). Tyto enzymy jsou oproti RTazam
mezi eukaryoty a viry vcelku konzervované. Skladaji se ze dvou domén, N-koncové
nukleotidyltransferazové domény (NT doména, Nucleotidyl Transferase Domain) a C-
koncové oligonukleotid vazebné domény (OB doména, Oligonucleotide Binding Domain)
[378]. Eukaryotické a virové GTazy jsou V posledni dob& fazeny, spolu s ATP/NAD*
dependentnimi DNA ligdzami a s ATP dependentnimi RNA ligazami, do enzymové rodiny
kovalentnich mononukleotidyltransferaz. Vyznacuji se pritomnosti Sesti konzervovanych
doméng, motiv VI je lokalizovany v OB doméng; viz tabulka 3). V motivu | se naléza vysoce
konzervované aktivni misto (KxDG), ve kterém je aminokyselina lysin zodpovédna za
vytvofeni piechodného komplexu enzym-(lysyl-N-)-GMP. Po vytvoieni tohoto komplexu je
molekula GMP pienesena z GTéazy na difosforylovany konec pre-mRNA. Obdobnym
zpusobem funguji pravdépodobné i ligazy, kdy lysin v konzervovaném motivu Kx(D/N)G
reaguje s ATP ¢i NAD" za vzniku pfechodného komplexu enzym-(lysyl-N-)-AMP [379].

Krystalografické analyzy virové (PBCV-1) a kvasinkové (C. albicans) GTazy [356,
378, 380] ukazaly, Ze se tyto enzymy vyskytuji ve dvou konformacich, oteviené a uzaviené.
Na zéklad¢ krystalografickych studii a na zdkladé podobnosti s ostatnimi
mononukleotidyltransferazami byl navrzen pravdépodobny mechanismus funkce GTaz [379].
Nejprve dochéazi k navazani hotfecnatého iontu soucasné s GTP do oteviené formy GTazy.
Tato vazba zplisobi uzavteni struktury a vytvofeni vazeb mezi GTP a OB doménou GTéazy.
Vysledkem je vytvofeni pfechodného komplexu enzym-(lysyl-N-)-GMP, ktery nasledné
prochazi konformacni zménou ze syn do anti konformace, tak aby bylo mozné GMP pienést
na difosforylovany konec pre-mRNA. GTéaza musi poté opét piejit do uzaviené a nasledné
jesté jednou do oteviené konformace, aby byla schopna katalyzovat ptipojeni GMP na

difosforylovany konec mRNA a poté vznikly produkt uvolnit (viz obrazek 4C, D, E) [376].

40



TABULKA 3 — Srovnani konzervovanych motivi charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferaz. Jsou
uvedeny ptislu§né konzervované motivy (I-VI) a vzdalenosti (v aminokyselinach) mezi nimi. Esencialni lysin v
motivu I je vyznacen Cervené, ostatni konzervované aminokyseliny jsou ozna¢eny modie. Ve spodni ¢asti jsou
naznaceny kontakty esencialnich aminokyselin s molekulou GTP.

I 41 ITla v v VI
S. cerevisiae KTDG  -53- TLLDGELV  -14- LMFDCL -70-  DGLIF  -15- LLKWK--PEQENTVD -105-  WEMLRFRDDK
S. pombe KSP6  -50- TLLDGELV  -13- LVFDCL -71- DGLIF  -14- LLKWK--PKEMNTID -71-  WRFLRFRDDK
Candida albicans KTDG -50-  TLLDGELV -13-  VIFDAL -72- DGLIY -14-  LLKWK--PAEENTVD -84- WEMLRFRNDK
K. factis KTDG  -53- TLIDGELV  -14- LMFDCL -70- DGLIF  -15- LLKWK--PEVENTVD -105-  WKLLRFRDDK
PBCV-1 KTDG  -40- SIFDGELC -10-  VLFDAV -63- DGLII -14-  LFKLK--PGTHHTID -44- WKYIQGRSDK
Xenopus laevis KADG  -42- TLLDGEMI  -12- LIYDII -72-  DGLIF  -13- ILKWK--PPHNLNSVD -55-  WVFMRQRVDK
Homo sapiens KADG  -42- TLLDGEMI  -12- LIYDII -72-  DGLIF  -13- ILKWK--PPSLNSVD -55- WVFMRORTDK
Mus muscuius KADG  -42- TLLDGEMI  -12- LIYDII -72-  DGLIF  -13- ILKWK--PPSLNSVD -55- WVFMRQRIDK
C. elegans KADG  -39- TLVDTEVI  -l16- LIYDIM -72-  DGLIF  -14- VLKWK--PPSHNSVD -61-  WKFMRERTDK
E. cuniculi KSDG  -37- VLVDGEVL -9-  AIFDCL -88-  DGLIF  -14- ILKWK--PASLNTID -64-  WELYKIRTDK
Plasmodium faiciparum KTDG  -40- TLLDGELV  -18- LIYDGL  -222- DGIIF  -14- LLKWK--PLNLNTVD -83-  WIAQKIRFDK
Giardia lamblia KTDG -89-  AMFDGELV -22- YLFDAL -69- DGIIF -14- IQKWK--PLYQNTVD -148-  WVGQKYRLDK
Cyanidioschyzon merolae KSDE  -40- TLLDGELV -9- YLAYDV -92- DGIIF  -14. LLKYK--YPTHNTVD -65-  WRFLRPRLDK
Trypanosoma bruceii KADG  -57- FLLDTEVV -8- YIIDFI -59-  DGLIF  -13- LIKWK--PVHLCTVD -80-  WTIFRNARNDK
Crithidia fasciculata KVD6  -53- WMLDAELS  -12- HIIDYV -64- DGLVF  -13- LLKWK--PLSLCTAD -85-  WRLHRLRSDK
Arabidopsis thaliana KADG  -44- TLLDGEMI -14-  LIYDMV -72- DGLIF -14-  LLKWK--YPEMNSVD -55- WVSMRVRVDK
Drosophila melanogaster KADG  -42- TLVDGEMV  -112- LIYDIV -73- DGLIF  -14- VFKWK--PHELNSVD -57-  WDFMRERTDK
K. lactis_pGKL2 KADG  -30- RIFEGELM -5- LYFDCL -43- DGYII 8 VYKSK--—--FKNTVD -38- MNLIRERKDK
S. kiuyveri pSKL KADG  -35-  YVYEAELM -5 LYFDCL -46-  DBYII -8- VYKSK----FINTVD -33-  MNLIKERKDK
P. acaciae_pPac1-1 KADG  -30- NVYEGELM 5 LYYDCI -47-  DGFVI -8- IYKSK----FINTVD -38- LNLIKERNDK
P. etichelisii_ pPE1B KADG  -36- NIFEAELI 4 LYYDCL -47-  DGFVI -8- IYKSK----FINTVD -37-  LNVIKERPDK
A.californica NPV KLDG  -35- VAFQCEVM  -21-  TQYECG -57- DBYVV -6- IVKYKWMPTTELEYD -30- INVLKHRRDR
Bombyx mori NPV KLDG  -35- VAFQCEVM  -21-  TQYECG -57- DBYVV -6~ YVKYKWMPTTELEYD -39- INVLKHRRDR
Helicoverpa armigera NPV KLDG  -35- VAFQCELL  -21- TQYECS -57-  DGFVV -6- ¥VKYKHIKT IEVEYD -40-  LFIMKIRKDR
Hyphantria cunea NPV KLDG  -35- VAFQCEVM  -21-  TQYECG -57- DGYVV 6 YVKYKWMP T TELE YD -39- INVLKHRRDR
ASFV KADG  -32- TILDGEFM 6 YGFDVI -6i- DGIIL  -11- TFKWK--PTWDNTLD -104- WEIVKIREDR
Vaccinia virus KTDG  -34-  VVVFGEAV -5- TVYLIK -58- DGVIL -10- DFKIKK----ENTID -86- GEILKPRIDK
Moliuscum contagiosum virus  KTDG  -34-  VALFGEAV -8- TVYLIK -56- EGVVL -10-  DLKLKR----DNTVD -86- GRLLRFRLAK
Rabbit ibroma virus KTDG  -34.  VILYGEAV 6 QIYLIK -56- EGVVL -9- DYKIKL----DNTTID -86- GELIKFRIDK
Mule deer poxvirus KTD6  -34. IVLYGEAL 6 NIFLIK -56-  EGAIL  -10- DYKIKN----DNTTD -86- GEF IKFRLDK
vy
« fosfat v 02" ribdzy guanin v quanin a fosfaty P fosfat P fosfat
03' ribdzy dvojmocny kationt v fosfat

Na vytvoreni meziproduktu enzym-GMP se mimo esencialniho lysinu v motivu | podileji
dalsi aminokyseliny. Arginin v motivu I, kyselina glutamova v motivu Il a tyrosin v motivu
Illa pravdépodobné vytvareji vodikové vazby s ribozovym kruhem molekuly GTP. Dva
lysiny v motivu V pravdépodobné interaguji s a-fosfaitem GTP v uzaviené, respektive
oteviené konformaci enzymu. Kyselina asparagova v motivu | a arginin v motivu VI
interaguji s B-fosfatem. Arginin v motivu Ill, prvni lysin v motivu V, lysin a asparagin
v motivu IV interaguji s y-fosfatem GTP [356, 378] (viz tabulka 3). Mutace aminokyselin
Vv téchto velmi konzervovanych doménach se casto pouZzivaji k ovéteni funk¢nosti piipadnych
capping enzymu.

Poslednim krokem syntézy Cepicky je pfeneseni metylové skupiny z S-adenozyl-L-
methioninu  (AdoMet) na koncovy guanozin (GpppN) enzymem RNA-guanin-N’-
metyltransferaza (MT4za) za vzniku m’GpppN struktury. MTazy jsou prozatim nejméné
prostudované enzymy ucastnici se ptfidani Cepicky na 5' konec pre-mRNA. VétSina MTaz
byla predikovana diky ptitomnosti motivu (VLDLGXGXG) zodpovédného za vazbu S-
adenozyl-L-methioninu. MTéazy jsou obvykle silné inhibovany S-adenozyl-L-homocysteinem
(AdoHcy), vyslednym produktem po pfeneseni metylu na 5' koncovy guanozin [381].
Krystalografické studie MTazy parazita E. cuniculi (Ecm1l) sjejimi substraty odhalily dvé

41



nezavisla vazebna mista, jedno pro donor metylové skupiny (AdoMet) a druhé pro akceptor
téhoz (5' koncovy guanozin a trifosforylovany fetézec pre-mRNA) (viz obrazek 4F) [382,
383].

261 u kvasinek

Saccharomyces cerevisiae

RTéza (Cetl; 459 aminokyselin) je modelem pro RTazy zavislé na aktivaci dvojmocnymi
kationty. Jeji delece je pro S. cerevisiae letalni [375]. RTaza je schopna odstépovat fosfat
z trifosforylovaného  konce mRNA  za  aktivace  hofecnatymi  ionty. Fosfat
z deoxyribonukleotidti odstépuje RTaza preferen¢né za piitomnosti ionti kobaltu ¢i manganu
[373]. Obsahuje 3 domény; N-koncova ¢ast (aminokyseliny 1-230) je postradatelna pro funkci
RTazy, oblast aminokyselin 230-265 je zodpovédna za tvorbu Cetl dimerd aza vazbu na
GTazu Cegl a C-koncova oblast aminokyselin 265-539 je vlastni Kkatalytickou doménou
RTazy. Bylo prokazano, ze pro plnou funkénost RTazy in vivo a in vitro je dostacujici
fragment Cet1(241-539) [357, 384], kterého se tykaji nasledujici zjisténi. Krystalograficka
studie prokazala, ze tento protein je biologicky aktivni ve form¢& dimeru, ze je oblast
aminokyselin 230-275 lokalizovana na povrchu proteinu a tudiz maze hrat roli v dimerizaci
proteinu a v interakci s Cegl, a ze Cetl obsahuje 2 paralelni tunely, z nichZ je kazdy tvofen
osmi antiparalelnimi B-fetézci. Byly také detekovany postranni fetézce aminokyselin
orientované dovnitt tunelu a hrajici pravdépodobné roli v odstépovani y-fosfatu z pre-mRNA
(viz obrazek 4A) [371]. Naslednymi muta¢nimi analyzami® byly detekovany esencidlni

aminokyseliny [374, 385, 386], které se daji rozdélit na do nékolika skupin:

e aminokyseliny pfimo se Uc€astnici odsStépeni y-fosfatu diky nastaveni spravné orientace
fostatu (Arg3®, Lys*®, Arg*®) nebo dvojmocného iontu (Glu®®, GIu%", Glu*%)

e aminokyseliny podilejici se na zprostfedkovani kontaktu y-fosfatu (Asp®”’, Glu*®)
nebo dvojmocného iontu (Asp*’t, Glu**) s vodou

e aminokyseliny interagujici s esencidlnimi aminokyselinami, pfipadné podilejici se na
stabilizaci RTazového tunelu (GIn®%, Lys*®, Arg** Glu*®?, Arg*®®, Thré’3)

e aminokyseliny, jejichz mutace zpisobuji teplotni (Leu®®®, Arg®! Asp*®, Val*®

Leu*) ¢i chladovou (Ser*?) citlivost

1 Pti t&chto i dalsich v textu uvedenych mutaénich analyzach byla uvedena aminokyselina zaménéna za neutralni
aminokyselinu alanin, pokud neni uvedeno jinak.
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Jak jiz bylo uvedeno, Cetl se vyskytuje ve form¢ dimeru, coz potvrzuji i sedimentacni
analyzy [384]. N-koncova delecni mutanta Cet1(276-549) sedimentuje jako monomer, ptitom
in vitro vykazuje normalni katalytickou aktivitu, neni vSak sama o sob& schopna
komplementovat cet/4 mutaci v S. cerevisiae in vivo. Ke komplementaci cet/4 mutace doslo
pouze pii jeji produkci spolecné smysi GTazovou doménou Mcel(211-597) [384].
Predpoklada se tedy, ze dimerizace Cetl je dulezita in vivo zejména pro allosterickou aktivaci
Cegl [357, 358]. Cetl v monomerni formé navic vykazuje termosenzitivni fenotyp [387]. Pro
dimerizaci Cetl jsou diileZité aminokyseliny Phe?’?, Leu?”®, Cys® a Val®! [388]. Cetl se
vaze na Cegl in vitro a in vivo, pro interakci je dilezita oblast mezi aminokyselinami 239-
259, zejména 2*WAQKW?*" motiv v Cetl [389] a C-koncova oblast Cegl [390]. Funkce této
vazby je v allosterické aktivaci Cegl. Cegl je sice sama o sob& schopna navazat se na CTD
doménu RNA polymerazy II, ale bez navazaného Cetl neni schopna guanylace. Dalsi funkci
je fyzické ptiblizeni RTazy k RNA polymeraze II v prubéhu iniciace transkripce [390, 391].

Delece GTazy (Cegl; 459 aminokyselin) je pro S. cerevisiae letalni [392]. V jeji proteinové
sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovanych motivli charakteristickych pro rodinu
mononukleotidyltransferaz véetné esencialniho lysinu (Lys’®), ktery vytvaii kovalentni
spojeni s GMP [393, 394]. Muta¢ni analyzy odhalily esencialni aminokyseliny ve vSech
motivech. V motivu | jsou to aminokyseliny Lys’, Gly”, Arg’; v motivu 11l Asp*®°, Glu'*?; v
motivu Illa Phe®™?, Asp®?; v motivu IV Asp?®®, Gly??5; v motivu V Lys?*’, Lys?®, Asp?®’ av
motivu VI Trp®2, Arg®°, Asp®* a Lys®"2 [395, 396].

MTaza (Abdl; 436 aminokyselin) je nutna pro rist S. cerevisiae, jeji delece je letalni [397].
Pro funkci MTazy in vivo je dostacujici fragment Abd1(110-436) [381]. PIna funkce Abdl
zUstava zachovana i pii deleci poslednich deseti C-koncovych aminokyselin. Aminokyseliny
110-129 jsou nezbytné pro aktivitu in vivo, V piipadé jejich delece zlstava zachovana
katalyticka aktivita Abdl in vitro [398]. Pti rozsahlych muta¢nich analyzach bylo odhaleno
osm esencialnich aminokyselin (GIut™®, Gly'’*, Asp'’® Asp'®* Arg?%, Tyr?® Phe?®, Tyr3%)
nezbytnych pro funkci MTéazy in vivo a in vitro [398, 399]. Pozice téchto aminokyselin je
vysoce konzervovana ve vSech zatim popsanych MTazach [400]. MTazova aktivita Abdl je
silné inhibovana sinefunginem, pfirozenym analogem AdoMet, ktery vykazuje zhruba 900x
vys$i afinitu k AdoMet vazebnému mistu nez AdoMet nebo AdoHcy [401].
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Candida albicans

RTéza (CaCetl; 520 aminokyselin) patii do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, je funk¢ni jako dimer [356]. Na rozdil od S. cerevisiae neni delece RTazy pro C.
albicans letalni. Buiky s deleci tohoto genu rostou pomaleji, ale jsou zivotaschopné.
Piedpoklada se, ze maji nemetylovanou ¢epicku se ¢tyimi fosfaty (GppppN) [402]. RTaza
obsahuje 3 domény. N-koncova ¢ast (aminokyseliny 1-202) je postradatelna pro funkci
RTazy, oblast aminokyselin 202-250 je zodpovédna za vazbu na GTazu Cgtl a C-koncova
oblast aminokyselin 257-520 je vlastni katalytickou doménou CaCetl. Bylo prokazano, ze pro
plnou funk¢énost RTazy in vivo a in vitro je dostacujici fragment Cet1(202-539) [369, 403].
Muta¢nimi analyzami a porovnanim CaCetl s krystalografickou strukturou Cetl S. cerevisiae

byly detekovany esencialni aminokyseliny [403], které se daji rozdélit na nasledujici skupiny:

e aminokyseliny piimo se ucastnici odstépeni y-fosfatu diky nastaveni spravné orientace
fosfatu (Arg®”®, Lys*3, Arg**®) nebo dvojmocného iontu (Glu?®’, Glu?®® ,Glu*®)

e aminokyseliny podilejici se na zprostiedkovani kontaktu y-fosfatu (Asp®®®, Glu*®)
nebo dvojmocného iontu (Asp**®, Glu*’#) s vodou

e aminokyseliny interagujici s esencidlnimi aminokyselinami, pfipadné se podilejici na

stabilizaci RTazového tunelu (GIn?®’-Lys®%, Arg*-Glu*™?).

CaCetl je sama 0 sob¢ schopna komplementovat cetl4 mutaci v S. cerevisiae in vivo.
Mimo vazby na vlastni GTazu (Cgtl) je pravdépodobné schopna vazat se i na GTazu S.
cerevisiae (Cegl) [404].

V proteinové sekvenci GTazy (Cgtl; 449 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovanych
motivl charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferaz véetné esencidlniho lysinu
(Lys®), ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP. Cgtl je schopna komplementovat cegl/
mutaci v S. cerevisiae, pro jeji funkci in vivo je dostacujici fragment Cgt1(1-387) [369, 405].
Delece Cgtl je pro C. albicans letalni [402]. Diky krystalografické studii proteinu Cgt1(1-
387), navazaného na fosforylovanou C-koncovou doménu RNA polymerazy 11 [356], patii
tato GTaza k nejlépe prostudovanym. Bylo zjisténo, ze Cgtl interaguje s prvnim tyrosinem,
tietim a Sestym prolinem a fosforylovanym patym serinem (T1P3 PeSs-PO4) na CTD doméné
RNA polymerazy II. Déle byla detekovana mista v Cgtl proteinu (CDS; CTD-Docking Sites)
podilejici se na interakci Cgtl a CTD domény RNA polymerazy II:

e CDS1 — obsahuje aminokyseliny Lys!®2 Arg™" a Tyr'®, vytvatejici vodikové nebo
elektrostatické interakce s fosfatem Sers-PQOa, a aminokyseliny Phe®®, Leu®®®, Gly!®,
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Tyr', Phe!® Met!® vytvaiejici van der Waalsovy kontakty s CTD RNA polymerazy
I

e CDS2 - obsahuje aminokyselinu Asp!™, ktera vytvaii vodikové spojeni
s hydroxylovou skupinou prvniho tyrosinu, a dile aminokyseliny Arg, Lys!’8
Lys'%, které interaguji s fosfatem Sers-POs, a nakonec aminokyseliny Thri®’, Met'"?,
Phe!®® vytvafejici van der Waalsovy kontakty s prvnim tyrosinem

e CDS3 — obsahuje aminokyseliny Tyr?%® His?®™ Lys®®2 které interaguji s

fosfatem Sers-POgy

Pro vSechny vySe uvedené aminokyseliny byly provedeny mutacni analyzy. Ukazalo se, Ze
zadna z nich neni esencialni. Kvartérni struktura GTazy C. albicans se sklada ze dvou jasné
oddélenych domén, a to NT domény (aminokyseliny 1-243), ktera se podili na interakci
SCTD doménou RNA polymerazy Il, a OB domény (aminokyseliny 244-387), ktera
interaguje s TPazou CaCetl (viz obrazek 4E). Oproti krystalografické analyze PBCV-1 viru
[380] byl u NT domény Cgtl objeven usek Sesti N-koncovych aminokyselin interagujicich
S OB doménou. Mutaéni analyzy téchto aminokyselin ukazuji, Ze hraji pravdépodobn¢ ulohu

ve vazb¢é CaCetl na GTazu [356].

MTéza (Ccml; 474 aminokyselin) je schopna komplementovat abdi4 mutaci v S. cerevisiae
[369]. Jeji delece piekvapiveé neni pro C. albicans letalni, kvasinky s deleci tohoto genu rostou
pomaleji, ale jsou Zivotaschopné. Piedpoklada se, Ze maji nemetylovanou ¢epicku se tfemi
fosfaty (GpppN) [402]. Pro funkci Ccml in vivo je dostacujici fragment Ccml1(137-474),
ktery se vaze na C-koncovou doménu RNA polymerazy II. Tato vazba je zesilena pfii
soucasné fosforylaci obou serinti (Ser? a Ser®) vyskytujicich se na CTD domén& RNA

polymerazy II [369].

Schizosaccharomyces pombe

RTaza (Pctl; 303 aminokyselin) patfi do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, je funkéni jako dimer [387]. Jeji delece je pro S. pombe letalni [406]. Mutace
v esencialnich aminokyselinach (Glu’®, GIu, Glu?°) vedou ke ztraté RTazové aktivity. Pctl
neni sama o sobé schopna komplementovat cet/4 mutaci v S. cerevisiae in vivo; ke
komplementaci cet/4 mutace doslo pouze pii vytvoreni hybridniho konstruktu Pct1(276-549)
smysi GTazovou doménou Mcel(211-597) [407]. Bylo zjisténo, ze pravdépodobné
nedochazi k pfimé interakci mezi RTazou a GTazou S. pombe, oba 2 proteiny nasedaji na

fosforylovanou C-terminalni doménu RNA polymerazy I nezavisle, GTaza nevyzaduje ke
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své aktivaci kontakt s RTazou [408]. K dimerizaci Pcel je nezbytnd sekvence

*VPKIEMNFLN®, Pcel v monomerni formé vykazuje termosenzitivni fenotyp [387].

V proteinové sekvenci GTazy (Pcel; 402 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovanych
motiva charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferaz véetné esencidlniho lysinu
(Lys®"), ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP [409]. Jeji delece je pro S. pombe letalni
[406].

MTéza (Pcm1; 389 aminokyselin) je schopna komplementovat abdi4 mutaci v S. cerevisiae,

pro jeji funkci in vivo je dostacujici fragment Pcm1(94-389) [370].

Linearni plazmidy K. lactis
U linearniho plazmidu pGKL2 kvasinky K. lactis byla u proteinu kddovaného ORF3 popsana

RTéazova a GTazova aktivita.

RTézova aktivita je kddovana N-koncovou ¢asti ORF3p; je zavisla na aktivaci dvojmocnymi
kationty. Tato RTazova doména vykazuje sekvenéni podobnost s konzervovanymi doménami
cytoplazmatickych virt [52, 79].

GTazova aktivita je kodovéana stiedni ¢asti ORF3p, obsahuje 6 konzervovanych motivii
charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferdz véetné esencialniho lysinu (Lys?'?),
ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP. Mutace tohoto lysinu zcela inhibuje schopnost vazby
GMP na ORF3p [79]. Potencialni AdoMet vazebné misto se nachazi v C-koncové oblasti

ORF3p, nicméné MTazova aktivita dosud detekovana nebyla (viz obrazek 5) [79].

OBRAZEK 5 — Organizace capping enzymu linearnich pGKL plazmidi. Konzervované domény RTézové oblasti
jsou popsany arabskymi ¢islicemi; konzervované domény GTazové oblasti jsou popsany fimskymi ¢islicemi;
potencialni vazebné misto pro S-adenozyl-L-methionin (SAM) je vyznaéeno ovalem.

RTéaza GTaza MTaza
N ' C

1 23 4 | " fa v v VI SAM

=== —
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2.6.2. i u prvoki

Encephalitozoon cuniculi

RTéza (EcCetl; 221 aminokyselin) patii do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, funkéni je pravdépodobné jako monomer. Mutace v esencialnich aminokyselinach
(Glu®, GIu®, GIu'® a GIu'®) vedou ke ztraté RTazové aktivity [410].

V proteinové sekvenci GTazy (EcCegl; 364 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovanych
motiva charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferaz véetné esencidlniho lysinu
(Lys®®), ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP. Tato GTéza je schopna komplementovat
ceglA mutaci v S. cerevisiae; po mutagenezi esencialniho lysinu dojde ke ztraté¢ schopnosti

této komplementace [410].

MTéza (Ecml; 298 aminokyselin) je nejmensi a Vv soucasnosti nejlépe charakterizovanou
MTazou. Je schopna komplementovat abdl4 mutaci Vv S. cerevisiae [410].
Krystalografickymi studiemi byla odhalena vazebna mista pro AdoMet i pro nemetylovanou
Cepicku (viz vyse). Dale byly popsany mutace vyrazné ovliviiujici G¢innost MTazy in vivo a
in vitro. Jedna se o mutace ve vazebném misté pro AdoMet (Lys>*, Asp’®, Asp’® Asp™),
v misté vazby trisfosfatového fetézce (Arg'%) a v misté vazby guanozinu (Phel*!, His!#,
Tyr%) [382, 383, 401]. Byla také provedena krystalograficka studie se sinefunginem,
pfirozenym analogem AdoMet, schopnym inhibovat MTazovou aktivitu. Z této studie
vyplynulo, ze se sinefungin vaze do obdobného mista jako AdoMet, ovSem s piiblizné tiikrat

vyssi afinitou [401].

Plasmodium falciparum

RTéza (Prtl; 596 aminokyselin) patii do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, je funkéni pravdépodobné jako monomer [411]. Mutace V esencialnich
aminokyselinach (Glu*®, Glu®®, Arg'®, GIu®™?, Arg3®, GIu®?, GIu*? a GIu**) vedou ke ztraté
RTazové aktivity, mutace v Arg®®® vede naopak k vice nez Sestisetnasobnému zvyseni aktivity

ve srovnani s pivodnim enzymem [412].

V proteinové sekvenci GTazy (Pgtl; 520 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovanych
motivi charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferdz vcetné esencialniho lysinu

(Lys®?), ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP [411].

MTéza u Plazmodium falciparum zatim detekovana nebyla.
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Giardia lamblia
RTaza (GICetl; 344 aminokyselin) patii do skupiny RTéz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, je funk¢ni pravdépodobné jako monomer [413].

V proteinové sekvenci GTazy (GICegl; 511 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovanych
motivi charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferdz vcetné esencialniho lysinu

(Lys®®), ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP [413].

MTézova aktivita zatim popsana nebyla. Nicméné byly popsany metyltransferazové aktivity
vedouci k syntéze trimetylované cCepicky. Funkce téchto metyltransferaz je zavisla na
piitomnosti N’-metylované &epicky [414-416]. D4 se tedy predpokladat, ze MT4za bude v G.

lamblia pfitomna.

Trypanosoma brucei gambiense

RTéza (ThCetl; 252 aminokyselin) patii do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, je funkéni pravdépodobné jako monomer. V TbCetl byly popsany mutace v
aminokyselinach Glu®?, Arg*?’, Glu®® Arg® Glu?, Glu?®, které vyrazn€ ovliviuji
RTazovou aktivitu. Katalyticka doména TbCetl je velmi termostabilni, RTaza je aktivni i po
inkubaci v 70 °C po dobu dvou hodin [417, 418]. Caste¢né byla charakterizovana i RTéaza
z Trypanosoma cruzi (TcCetl, 251 aminokyselin), ktera vykazuje 30 % sekvenc¢ni podobnost
s ThCetl. Aktivni mista jsou v obou RTazach velmi konzervovana, piedpoklada se, ze
kinetika jejich reakci je obdobna. TcCetl je ovSem oproti TbCetl mnohem méné

termostabilni [419].

V proteinové sekvenci GTazy (TbCel; 586 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovanych
motivi charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferdz vcetné esencialniho lysinu
(Lys?®), ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP. Zvlastnosti je piitomnost N-koncovych 250
aminokyselin se zatim neznamou funkci [420]. Protein (697 aminokyselin; esencialni Lys®®")
vykazujici obdobné charakteristiky byl popsan i u prvoka Crithia fasciculata [420]. U
Trypanosoma brucei byl popsan také dal§i enzym zodpovédny za pfipojeni Cepicky na 5'
konec SL RNA. Jedna se o bifunkcni protein TbCgml1 (1050 aminokyselin), ktery obsahuje
GTazovou i MTazovou aktivitu. N-koncova ¢ast tohoto proteinu (aminokyseliny 1-567)
obsahuje 6 motivd, charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferaz, nutnych pro
vazbu GMP a jeho nasledny pfenos na difosforylovany konec pre-mRNA. Esencidlni lysin se
vyskytuje v motivu I. Aminokyseliny, které jsou esencialni v GTaze S. cerevisiae (Cegl), jsou

konzervovany 1 v TbCgml, stejné tak jako aminokyseliny zodpovédné za piimy kontakt
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s molekulou GTP. C-koncova ¢ast (aminokyseliny 717-1050) TbCgml obsahuje vazebny
motiv pro AdoMet (VADLCSGRGG) [421]. Rekombinantni protein ptenasi GMP na 5' konec
SL RNA a metyluje RNA zakonc¢enou GpppN strukturou. Tento protein je nezbytny pro rust
Trypamosoma bruceii. Pokud dojde kjeho umlceni pomoci interference RNA, vzrusta
mnozstvi necepickované SL RNA. Naopak RNA interference TbCel a TbCMtl nema vliv na
rast Trypamosoma bruceii ani na syntézu Cepicky na SL RNA. Z toho lze usuzovat, ze
TbCgml se pravdépodobné velmi vyznamné podili na syntéze cap 0 ¢i cap 1 struktury, kterd

je nezbytna pro naslednou hypermetylaci [422].

Mimo vySe uvedené MTazové domény TbCgml proteinu byly v Trypanosoma bruceii
popsany nezavisle nékolika skupinami je$t¢ dvé dalsi metyltransferazy, TbCMtl
(TbCOM1/TbMT48/TbMT417; 417 aminokyselin) a TbCMt2 (TbMT57/TbMT511; 511
aminokyselin). V obou piipadech se jedna o 2'-O-metyltransferazy metylujici prvni 4
nukleotidy na SL RNA, a to pravdépodobné po syntéze metylované cepicky (cap 0 ptipadné
cap 1 struktury) proteinem ThCgm1 [422]. TbCMt1 metyluje specificky druhy nukleotid (A>2),
a to pouze za predpokladu, Ze je na 5' SL RNA konci ptitomna metylovana epicka. Pro
metylaci A, neni nutna metylace Ai. Vybrané mutace tohoto proteinu (Tyr'®, His’, Asp'#?,
Arg** Tyr'® Glu®®) vyrazné snizuji aktivitu MTazy [423-425]. ThCMtl metyluje
specificky tieti nukleotid (C3), ptipadné nukleotid ¢tvrty (Us). Piedbézné vysledky ukazuji, ze
metylace na Cs a Us miize hrat roli v navazani ¢epicky na CBC [426]. RNA interference obou
genl kodujicich MTazy nijak vyrazné neovlivnila Zivotaschopnost Trypanosoma bruceii
[425].

2.6.3. U mnohobunéénych

Mus musculus

Mcel (597 aminokyselin) je bifunkéni protein zajistujici RTazovou i GTazovou aktivitu
[427]. Mcel je schopen komplementovat cet/AcegiA mutace v S. cerevisiae [370]. RTazova
doména tohoto enzymu, Mcel(1-210), patii do skupiny RTaz nezavislych na aktivaci
dvojmocnymi kationty, které jsou charakteristické vysoce konzervovanou sekvenci
HCxxxXXR(S/T). V ptipadé mysi RT4zy se jedna o esencialni aminokyseliny Cys'? a Arg®32,
Aktivita RTazy je inhibovana vanadatem a jodacetatem, u nichz se piedpoklada, ze modifikuji
aktivni cystein [428]. Mutacnimi analyzami byla potvrzena nezbytnOst esencialnich
aminokyselin Cys'?® a Arg'® a navic byla objevena dalsi esencialni aminokyselina, Asn*®.

Dalsi studované aminokyseliny (Tyr’*, His'?8, Arg*®®) vykazuji termosenzitivni fenotyp [372,
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428]. Protein Mcel(1-210) byl analyzovan pomoci krystalografie, ktera odhalila hluboké,
pozitivn¢ nabité vazebné misto pro trifosforylovany konec pre-mRNA (viz obrazek 4B) [372].
Nezkraceny Mcel protein je schopen komplementovat cet/4 mutaci v S. cerevisiae in Vvivo;

pii mutaci Cys'?

je schopnost komplementace zruSena. Mcel(1-210), ktery koduje pouze
RTazovou aktivitu capping mySiho enzymu, neni schopen komplementovat cet/A4 mutaci v S.
cerevisiae in vivo. Stejné tak je schopnost komplementace zrusena pii mutaci esencialniho

LySZQ4

v GTazové doméné mysiho capping enzymu, ackoliv v tomto piipad¢ je katalyticka
funkce RTazy zachovana. Je tedy ziejmé, ze u mysiho capping enzymu musi byt RTazova
aktivita spojena s aktivitou GTazovou [391, 427]. Souvisi to pravdépodobné s tim, Ze

RTazova doména neni schopna nasedat na C-terminalni doménu RNA polymerazy II [360].

GTazova aktivita Mcel je kodovana jeho C-koncovou casti, tj. Mcel(211-597). V jeji
proteinové sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovanych motivl charakteristickych pro rodinu
mononukleotidyltransferdz véetné esencidlniho lysinu (Lys®®*), ktery vytvafi kovalentni
spojeni s GMP. Mcel je schopen komplementovat ceg/4 mutaci v S. cerevisiae; pro jeho
funkci in vivo je dostacujici fragment Mcel(211-567) [427, 429]. Rozsahlé mutaéni analyzy
odhalily esencialni aminokyseliny ve vSech motivech. V motivu | jsou to aminokyseliny
Arg?®®, Arg®®; v motivu 111 Asp®*, GIu**®; v motivu Illa Tyr%2 Asp®®3, Arg®?; v motivu IV
Asp*®, Gly*; v motivu V Lys*®8, Lys*® Asp?®8 a v motivu VI Arg®, Asp®32, Lys>®, Asn>¥’
[428, 430]. Je zajimavé, Zze je mozné zaménit pozice RTazové a GTazové domény (tj. vytvorit
protein s uspofadanim H>N-Mcel(211-597)-(1-210)-COOH), aniz by se zménila schopnost

komplementovat cet/4ceglA mutace v S. cerevisiae [431].

MTéza u Mus musculus zatim detekovana nebyla.

Homo sapiens

Hcel/hCapla (597 aminokyselin) bifunk¢éni protein zajistujici RTazovou i GTazovou
aktivitu. Hcel je schopen komplementovat cetiAcegliA mutace v S. cerevisiae [432].
RTazova doména tohoto enzymu, Hcel(1-213), patii do skupiny RTéaz nezavislych na
aktivaci dvojmocnymi kationty. Sama o sob¢& neni schopna komplementovat cet/4 mutaci v S.
cerevisiae in vivo [432, 433].

GTazova doména Hcel(211-597) obsahuje 6 konzervovanych motivii charakteristickych pro

rodinu mononukleotidyltransferaz véetné esencidlniho lysinu (Lys?%%),

ktery vytvaii
kovalentni spojeni s GMP [432, 433]. Mutac¢ni analyzy odhalily esencialni aminokyseliny na

pozicich Lys?®, Arg?®, GIu®, Lys*8 Lys* [432]. Byly také popsany 3 dalsi proteiny
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(Hcela, Hcelb; hCaplb) [432, 433] lisici se od Hcel proteinu zkracenou C-koncovou ¢asti.

Vsechny 3 proteiny vykazuji RTazovou aktivitu, nikoliv vSak aktivitu GTazovou.

MTaza (Hcm1; 476 aminokyselin) je schopna komplementovat abdi4 mutaci v S. cerevisiae.
Pro jeji funkci in vivo je dostacujici fragment Hem1(121-476) [361, 370, 434]. Mutacni
analyzy odhalily esencialni aminokyseliny na pozicich Asp?®, Gly?"", Asp?!, Asp??’, Arg®°,
Tyr?®, Phe?®!, Phe®* [370]. Bylo prokazano, ze jak schopnost vazby Hcm1 na 5' koncovou
strukturu GpppN pre-mRNA, tak i ucinnost MTazové reakce je stimulovana navazanim
importinu o na MTazu [435, 436]. Piitomnost Hcel MTazy je esencialni, pii uml¢eni HCE1
genu pomoci malych interferujicich RNA (siRNA; Small Interfering RNA) doslo v bunécné
kultufe k indukci apoptozy [436]. Mimo Hcml MTazy byly nalezeny dal$i 2 proteiny
(hCmtlb, hCmtlc), které vykazuji vysoky stupein homologie s Heml proteinem, avsak
nevykazuji MTézovou aktivitu. Jde pravdépodobné o produkty alternativniho sestfihu HCE1

genu [434].

Xenopus leavis
xCapla (598 aminokyselin) je bifunk¢ni protein zajistujici RTazovou i GTazovou aktivitu.
RTazova doména tohoto enzymu, xCapla(1-220), patfi do skupiny RTaz nezavislych na

aktivaci dvojmocnymi kationty.

GTazova doména, xCapla(221-598), obsahuje 6 konzervovanych motivi charakteristickych
pro rodinu mononukleotidyltransferdz véetné esencialniho lysinu (Lys?®), ktery vytvaii

kovalentni spojeni s GMP [437].

U MTazy (xCmtl; 402 aminokyselin) byla zatim prokazana pouze funkce in vitro [437].

Caenorhabditis elegans

Cel-1 (623 aminokyselin) je bifunk¢ni protein zajistujici RTazovou i GTazovou aktivitu; je
schopen komplementovat cet/AcegiA mutace v S. cerevisiae [438, 439]. Cel-1 je pro vyvoj
C. elegans esencialni, pfi jeho inaktivaci pomoci interference RNA dochazi k hynuti embryi
v ¢asné fazi vyvoje [438, 439]. RTazova doména tohoto enzymu, Cel-1(13-248), patii do
skupiny RTaz nezavislych na aktivaci dvojmocnymi kationty. Mutaéni analyzy této RTazy
odhalily esencidlni aminokyseliny na pozicich Asp’®, Glu'!, Cys'?* Arg'#? [438, 440]. RT4za
Cel-1(13-248) neni sama o sob& schopna komplementovat cet/4 mutaci v S. cerevisiae in

vivo. Ke komplementaci cetl4 mutace doslo pouze pii produkci Cel-1(13-248) jako fazniho
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proteinu spoleéné s GTazami Mcel(211-597) (M. musculus), Pcel (S. pombe) piipadné Cgtl
(C. albicans), nikoliv vsak pti souc¢asné produkci s A103R (PBCV-1) [438].

GTazova doména Cel-1(221-623) je schopna komplementovat ceg/A4 mutaci v S. cerevisiae.
V jeji proteinové sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovanych motiva charakteristickych pro
rodinu mononukleotidyltransferaz véetné esencidlniho lysinu (Lys®Y),

kovalentni spojeni s GMP [438, 439].

ktery vytvafi

MTéaza u C. elegans zatim detekovana nebyla, byl pouze pomoci pocitatové analyzy

predpovézen otevieny ¢teci ramec, ktery by ji mohl kodovat [398].

264. ... u viru

PBCV-1 (Paramecium Bursaria Chlorella Virus 1; Phycodnaviridae)

RTaza (cvRTP; 193 aminokyselin) patii do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, je nejmensi znamou trifosfatazou z této rodiny. Tato RTaza neni sama o sobé
schopna komplementovat cet/4 mutaci v S. cerevisiae in vivo; ke komplementaci cetiA
mutace doslo pouze pii vytvoreni hybridniho konstruktu cvRTP(1-193) s mysi GTéazovou
doménou Mcel(211-597). Mutace v esencialni aminokyseliné Glu?® vede ke ztraté RTazové

aktivity in vitro [441]. Aktivita RTazy je vyrazné inhibovana dekavanadatem [377].

GTaza (A103R; 330 aminokyselin) je nejmensi ze znamych GTaz. V jeji proteinové sekvenci
bylo nalezeno 6  konzervovanych  motivli  charakteristickych ~ pro  rodinu
mononukleotidyltransferaz véetné esencialniho lysinu (Lys®?), ktery vytvaii kovalentni
spojeni s GMP [442]. Pomoci krystalografickych analyz aktivniho fragmentu GTazy
(aminokyseliny 11-327) [378, 380, 443] byla popsana jeji kvartérni struktura, ktera se sklada
ze dvou jasné€ oddélenych domén, a to NT domény (aminokyseliny 11-236 a 319-327) a OB
domény (aminokyseliny 238-317). Motivy |, 11, Il1a, IV jsou umistény v NT doméné, motiv
VI je umistén v OB doméné a motiv V je umistén na rozhrani obou domén. Byly popsany dvé
konformace enzymu, oteviend (s Sirokou mezerou mezi obéma doménami) a uzaviena
struktura (s mezerou uzkou). Molekula GTP se pravdépodobné vaze do oteviené formy
enzymu a je situovana ¢asteéné do mezery mezi obémi doménami. g-amino skupina aktivniho
Lys® je umisténa v blizkosti o-fosfitu GTP, ke kontaktim enzymu s a y fosfitem
pravdépodobné nedochazi. Po konformacni zméné z oteviené do uzaviené formy se motiv VI
dostava do blizkosti B a y fosfati GTP a orientuje je tak, aby mohlo dojit k vazbé¢ GMP na

Lys®2. Pokud je krystal v této fazi nasycen roztokem obsahujicim manganaté ionty, probéhne
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guanylyltransferazova reakce za vytvofeni kovalentniho intermedidtu enzym-GMP (viz

obrazek 4C, D).

MTéza u Paramecium bursaria Chlorella Virus 1 zatim detekovana nebyla.

Virus vakcinie (Poxviridae)

Virus vakcinie patii mezi DNA viry replikujici se v cytoplazmé. Pii enkapsidaci jeji DNA
jsou do partikuli zavzaty i vSechny proteiny ¢astnici se transkripce ¢asnych mRNA, véetné
RNA polymerazy, poly(A) polymerazy a capping enzymu s RTazovou, GTazovou a
MTéazovou aktivitou [444].

Capping enzym viru vakcinie je heterodimer skladajici se z proteinu vD1 o velikosti 844
aminokyselin (kodovan genem D1) a proteinu vD12 o velikosti 287 aminokyselin (kodovan
genem D12). Aminokyseliny 1-545 vD1 vykazuji RTazovou a GTazovou aktivitu [445],
aminokyseliny 546-844 vD1 vykazuji velmi slabou MTazovou aktivitu, ktera je silné
stimulovana Vv pritomnosti vD12 proteinu [446]. Aktivni mista RTazy a GTazy jsou
lokalizovana v riznych ¢astech C-koncové domény vD1 proteinu [447]. RTazova doména
tohoto enzymu, vD1(1-221), sice patii do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, ma vSak malou sekven¢ni podobnost s ostatnimi proteiny této skupiny. RTéaza viru
vakcinie obsahuje motivy A a C, podilejici se patrné na vazbé dvojmocného iontu, coz je
charakteristické pro RTazy tohoto typu. RTazova doména viru vakcinie pravdépodobné
neobsahuje 2 paralelni tunely, jeji aktivni misto je zcela odli$né od ostatnich RTaz zavislych
na aktivaci dvojmocnymi kationty. Mutacni analyzy odhalily esencidlni aminokyseliny na
pozicich GIU¥, GIu®, Arg”’, Lys'%, Glu!?®, Asp™°, Lys!®! Glu'®?, Glul® [448-451]. Tyto
aminokyseliny jsou konzervované u vSech zatim popsanych RTazovych domén poxviri a jsou
moznym cilem 1é¢iv zaméfenych proti nim [448].

GTazova doména viru vakcinie, vD1(222-545), obsahuje 6 konzervovanych motivi
charakteristickych pro rodinu mononukleotidyltransferaz véetné esencialniho lysinu (Lys?®),
ktery vytvaii kovalentni spojeni s GMP [452]. Muta¢ni analyzy odhalily esencialni
aminokyseliny GIy?®3, GIu®, GIu®™, GIy®®, Lys®%?, Asp*® nezbytné pro spravnou funkci
GTazy [452, 453]. RTazova a GTazova doména viru vakcinie vD1(1-545) je schopna
komplementovat cetlAceglA mutace v S. cerevisiae. Ovsem diky cytoplazmatické lokalizaci
viru vakcinie pouze tehdy, je-li capping enzym v kvasinkach produkovan jako fuzni protein S

GTéazovou doménou mysiho capping enzymu Mcel(211-597), ktery ma mutovany esencialni
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Lys?%*. Tento nefunkéni mysi enzym slouZi pro zacileni capping enzymu viru vakcinie na C-

koncovou doménu RNA polymerazy 11 [450].

K pln¢ funkéni MTéazové aktivité viru vakcinie je tfeba soucasné piitomnosti C-koncové
oblasti vD1 proteinu, vD1(498-844), a s ni interagujiciho proteinu vD12 [454]. MTaza je
schopna komplementovat abdiA mutaci v S. cerevisiae [455]; pro jeji funkci in vivo je
dostacujici fragment vD1(540-844) produkovany v piitomnosti vD12 [456]. MTazova
doména proteinu D1, vD1(498-844), vykazuje velmi slabou MTazovou aktivitu, coz
znamena, ze je to vlastni katalyticka podjednotka MTazy. Jeji MTazova aktivita je vyrazné
zesilena (zhruba 50x) v pfitomnosti VD12, ktery je sam o sob¢ katalyticky neaktivni [456,
457]. Muta¢ni analyzy odhalily esencidlni aminokyseliny Gly®®, Asp®* Asp®? Arg®3®
Phe’™, Tyr% Phe®® Asp®7® Trpb7, His®®, Tyrb Glu’®®, Tyr’® nezbytné pro spravnou
funkci MTazy [455, 458]. Pii mutacich aminokyselin, které jsou lokalizované ve vazebném
misté pro guanozin (mutace Tyr"? na Ser, Cys nebo His a mutace Asn’? na lle), byla mutace
abdlA v S. cerevisiae plné komplementovana [459]. Muta¢ni analyzy vD12 proteinu odhalily
mutace v aminokyselindch Asn*?, Tyr*3, Lys'®® Leu®’, Phe!’, Lys!”’ Asp'®? Serl®® které
ovliviiuji MTazovou aktivitu [455, 460, 461]. Zkraceni vD12 proteinu 0 60 aminokyselin z N-
konce ¢i o 48 aminokyselin z C-konce vede k inhibici jeho schopnosti vazat se na vD1(498-
844) [460]; zkracena forma zaroven vD12 proteinu nestimuluje MTazovou aktivitu proteinu
vD1[462]. Pravdépodobnou funkci vD12 proteinu je allostericka aktivace vD1 proteinu; v
ptitomnosti VD12 podjednotky dochazi ke zvySeni vazebné schopnosti vD1 proteinu pro
AdoMet a pro N-koncovy guanozin 7x, resp. 14x [459].

ASFV (African Swine Fever Virus; Asfarviridae)

ASFV patii mezi DNA viry replikujici se v cytoplazmé. Pti enkapsidaci jeji DNA jsou do
partikuli zavzaty i vSechny proteiny UcCastnici se transkripce Casnych mRNA [463],
pravdépodobné vcetné capping enzymu. V sekvenci tohoto proteinu (kédovan genem
NP868R; 868 aminokyselin) bylo nalezeno 6 konzervovanych motivi charakteristickych pro

282)

rodinu mononukleotidyltransferaz vcetné esencidlniho lysinu (Lys ktery vytvaii

kovalentni spojeni s GMP [464].
Alfaviry a viry jim podobné (alphavirus-like skupina virt)

Do této skupiny vird, které obsahuji ,,#RNA“ genom a replikuji se v cytoplazmé, patii
naptiklad Semliki Forest Virus (SFV), virus zloutenky E (HEV; Hepatitis E Virus), virus
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mozaiky tabaku (TMV; Tobacco Mosaic Virus), virus mozaiky svefepu (BMV; Brome
Mosaic Virus), virus mozaiky bambusu (BaMV; Bamboo Mosaic Virus), virus mozaiky
vojtésky (AMV; Alfalfa Mosaic Virus) a Sindbis Virus (SV). Tato skupina virt je definovana
specifickym mechanismem piidavani ¢epicky na 5' konec mMRNA, ktery je odlisny od vSech
vySe popsanych schémat. Viry této skupiny koduji AdoMet-zavislou GTazu; na capping
enzym se sice vaze kovalentni vazbou GMP, ale u téchto virGi pouze za pfitomnosti AdoMet.
Jde tedy o spojeni MTazové a GTazové aktivity, obé funguji ve vzajemné souvislosti a
vzajemné se ovliviiuji. Pravdépodobny mechanismus této reakce byl popsan u BaMV, jehoz

otevieny ¢teci ramec 1 (ORF1; 1365 aminokyselin) obsahuje 3 domény:

e aminokyseliny 1-442 na N-konci proteinu nesou GTazovou a MTazovou aktivitu
[465]

e aminokyseliny 514-892 vykazuji RNA helikazovou a RTazovou aktivitu [466]

e aminokyseliny 893-1365 vykazuji RNA polymerazovou aktivitu [467]

N-koncova doména ORF1(1-442) je schopna vytvofit piechodny komplex enzym-
m’GMP, tato vazba ovem neni zprostfedkovand lysinem. Stejné tak se v sekvenci capping
enzymu  nevyskytuji konzervované motivy  charakteristické pro rodinu
mononukleotidyltransferaz. Pti srovnavani sekvenci mezi capping enzymy alfavirt a vira jim
podobnych byly nalezeny pouhé 4 aminokyseliny konzervované ve vSech sekvencich [468].
Mutaéni analyzy téchto konzervovanych aminokyselin (u BaMV jde o aminokyseliny His®®,
Asp?2 Arg!?® Tyr?3) prokazaly jejich naprostou nepostradatelnost pro syntézu &epicky;
mutované proteiny nejsou schopny metylovat GTP ani metylované GTP na sebe vazat.
Testovanim mutaci v dalSich aminokyselinach capping enzymu BaMV bylo vytipovano
pravdépodobné aktivni misto GTazové/MTazové domény, na jehoZz vytvofeni se mohou
podilet sekvence aminokyselin ®®HPH®8, 31DVWAKLR36, 12KDLA* a 3*KLDS3*.
Navrhovany model pfidani ¢epicky na 5' konec mMRNA vypada takto:

e SoucCasné navazani GTP a AdoMet do aktivniho mista ORF1(1-442). Navazani
AdoMet do aktivniho mista je pravdépodobné spojeno s konformaéni zménou capping
enzymu, ¢imz se zvysi jeho afinita k GTP.

e Metylace GTP za vzniku m’GTP a AdoHcy.

e Vytvofeni kovalentniho meziproduktu (enzym-His®®-m’GMP). Pro pienos m’GMP z
molekuly m’GTP na enzym je dilezita piitomnost AdoHcy v aktivnim misté capping

enzymu; AdoHcy se pravdépodobné podili na udrzeni spravné konformace proteinu.
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Pienos m’GMP na difosforylovany konec mRNA. Ten je pravdépodobné vytvoien
odstépenim koncového y-fosfatu MRNA RTéazovou aktivitou lokalizovanou ve stfedni
¢asti ORF1p. Pro Gi¢inny pfenos m’GMP na 5' konec mRNA je dillezita piitomnost
guanozinu piipadné¢ adenozinu jakozto prvniho nukleotidu ve vznikajicim fetézci

MRNA [469, 470].

U ostatnich zastupcu této skupiny se predpoklada obdobny mechanismus piidavani

Cepicky na 5' konec mRNA, o ¢emz sveéd¢i 1 vysledky ziskané u jednotlivych zastupcii

alfavirti a virti jim podobnych:

Nestrukturni protein nsP1 Sindbis viru je schopen guanylylace v pfitomnosti AdoMet
[471]. Mutace konzervovanych aminokyselin v N-koncové ¢asti (aminokyseliny 1-
540) nsP1 proteinu vedou k inhibici MTazové aktivity [472]. RTazova aktivita tohoto
viru je kédovana nsP2 proteinem [473].

Nestrukturni protein nsP1 TMV je schopen guanylylace v pifitomnosti AdoMet [474,
475] stejné tak jako nestrukturni protein nsP1 HEV [476].

N-koncova ¢ast (aminokyseliny 1-516) nestrukturniho proteinu nsP1 BMV je schopna
guanylylace v pfitomnosti AdoMet [477, 478]. Mutace tii ze ¢tyf konzervovanych
aminokyselin v této N-koncové ¢asti vedou k inhibici jak MTéazové, tak i GTazové
aktivity [478]. RTazova aktivita tohoto viru je pravdépodobné kodovana C-koncovou
¢asti nsP1 proteinu [479].

Nestrukturni protein nsP1 Semliki Forest viru je schopen guanylylace v pfitomnosti
AdoMet [471, 480]. Mutace konzervovanych aminokyselin vedou k inhibici jak
MTazové, tak i GTazové aktivity [481]. Pro spravnou funkci capping enzymu tohoto
Viru je nezbytna jeho vazba na membranové fosfolipidy [482, 483]. RTazova aktivita
je kédovana nsP2 proteinem [473].

Mutace konzervovanych aminokyselin AMV viru vedou k poruchdm v jeho syntéze

[484].

Reoviridae

Tato skupina virti se segmentovanym dsRNA genomem replikujici se v cytoplazmé patii mezi

vyznamné patogeny cloveéka. Vsechny viry této Celedi vyuzivaji capping enzymy kodované

vlastnimi geny. U savc¢iho reoviru typu 3 je capping enzym kodovan proteinem A2. GTazova

aktivita je kodovana jeho N-koncovou casti [485], k plné aktivit¢ je dostacujici fragment

A2(1-387) [486-488], ktery je schopen vytvorit kovalentni intermediat s molekulou GMP
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[489]. Nicmén¢ se v sekvenci tohoto proteinu, stejné tak jako v sekvenci capping enzymu
ostatnich zastupct Celedi Reoviridae, nevyskytuji konzervované motivy charakteristické pro
rodinu mononukleotidyltransferaz. Ptredpokldda se, ze se molekula GMP véaze na lysin
v sekvenci °KDSL®. Mutaci tohoto lysinu je GTazova aktivita naprosto inhibovana. Na
vazbé GMP se také podili Lys*’* a Asp*®! [486, 490]. Maximalni aktivita reovirovych GTaz
byla namétena vV rozmezi hodnot pH 4,0-5,0, zatimco maximalni aktivita GTazy viru vakcinie
byla namétena v rozmezi hodnot pH 6,5-7,0. Jednim z moznych vysvétleni pozadavku nizsiho
pH pro optimalni funkci GTazy muze byt pfitomnost dvojice vysoce konzervovanych
histidina (His??® a His?*?), jejichz mutaci je zcela inhibovan vznik docasného komplexu
enzym-GMP. Tato dvojice histidini je vysoce konzervovana u vSech zatim znamych

reovirovych GTaz [491].

MTazova doména reovira je lokalizovana ve stfedni Casti A2 proteinu. V této oblasti byla
lokalizovana dv€é nezavisla vazebna mista pro AdoMet (metyltransferazova doména |,
aminokyseliny 434-691 a metyltransferazova doména Il, aminokyseliny 804-1022).
Predpoklada se, Ze tyto oblasti katalyzuji jak N’, tak i 2-O'-metyltransferazové reakce; oblast |
pravdépodobné katalyzuje 2-O'-metylace, zatimco oblast Il pravdépodobné katalyzuje N'-
metylace [487, 492, 493]. Protein A1 reoviru typu 3 obsahuje mimo helikazové aktivity i
aktivitu RTazovou a pravdépodobné se ucastni syntézy Cepicky na 5' konci mRNA. Aktivita
této RTazy je zavisla na pfitomnosti dvojmocnych kationti, hofecnatych ¢i manganatych
[494, 495].

U ostatnich virt této Celedi se pfedpoklada obdobny mechanismus syntézy cepicky,
c¢emuz nasvedcéuji i vysledky ziskané u dalsich zastupci:

e U ptaciho reoviru je GTazova aktivita kodovana proteinem A3, ktery je schopen
vytvofit kovalentni intermediat s molekulou GMP [496]. K pIné aktivit¢ GTazy je
dostacujici fragment A3(1-374) [497].

e U Grass carp reoviru je GTazova aktivita kodovana proteinem A1, ktery je schopen
vytvofit kovalentni intermediat s molekulou GMP. Kplné aktivit¢ GTazy je
dostacujici fragment A1(1-391) [491].

e U Banna viru je GTazova aktivita kddovana proteinem VP3, ktery je schopen vytvofit
kovalentni intermediat s molekulou GMP [498].

e U viru zpiasobujiciho kataralni horecku ovci (BTV; Blue Tongue Virus) jsou

pravdépodobné vSechny nezbytné aktivity (RTazova, GTazova, MTazova) kodovany
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proteinem VP4. Zda se, ze MTéazova aktivita je zodpovédna jak za N’, tak i 2-O'-
metyltransferazové reakce [499-501].

e U rotavirti je GTéazova aktivita kodovana proteinem VP3, ktery je schopen vytvofit
kovalentni intermediat s molekulou GMP [502-504], MTazova aktivita je
pravdépodobné kodovana stejnym proteinem [505]. RTazova aktivita je kodovana

pravdépodobné proteinem VP2 [506, 507].

Birnaviridae
U IBDV (Infectious Bursal Disease Virus) byl identifikovan protein p90 schopny vytvofit

kovalentni intermediat s molekulou GMP [508].

Flaviviridae

Do této Celedi virl, které se vyznacuji nesegmentovanym ssRNA genomem a replikuji se
v cytoplazmé, patii vyznamné patogeny cloveka. Iniciace translace u téchto virt je
zahajovana jak na cepiCce nezavislym zpisobem, napf. u viru zloutenky typu C (HCV,
Hepatitis C Virus), tak na ¢epicce zavislym zptisobem, napiiklad u viru horecky dengue, viru
zapadniho Nilu (WNV; West Nile Virus) ¢i viru japonské encefalitidy. O enzymech
syntetizujicicich ¢epicku na 5' konci mRNA, pokud je pifitomna, zatim neni mnoho znamo.
Konkrétné protein obsahujici GTazovou aktivitu zatim nebyl u zadného viru této celedi
popsan. RTazova aktivita byla popsana u viru horecky dengue a u WNV. V obou ptipadech je
lokalizovana do C-koncové oblasti nestrukturniho proteinu 3 (nsP3) [509, 510]. V ptipadé
viru horecky dengue jde o fragment aminokyselin 169-619, jehoz aktivita je zavisla na
ptitomnosti hofeénatych kationtii [511] a je stimulovana pfitomnosti nsP5 proteinu, ktery je
v savéich bunkach infikovanych virem horecky dengue v komplexu s nsP3 proteinem [511,
512].

MTézova aktivita viru horecky dengue zatim detekovana nebyla, nicméné je znama 2'-O-
metyltransferazova aktivita kodovana 296 N-koncovymi aminokyselinami proteinu nsP5
[513]. MTazova i 2'-O-metyltransferazova aktivita WNV je kodovana N-koncovymi
aminokyselinami 1-300 proteinu nsP5. Ackoliv bylo v tomto proteinu detekovano pouze
jedno vazebné misto pro AdoMet, kazda z metylacnich reakci vyzaduje jiné reakéni
podminky a ucastni se ji jiné aminokyseliny. Pro 2'-O-metyltransferazou aktivitu je dilezita
piitomnost MTazového konzervovaného motivu aminokyselin Lys®!, Asp®, Lys!® Glu?8,

zatimco pro MTazovou aktivitu je dostadujici pfitomnost nemutované aminokyseliny Asp#®.
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Metylace na N’ koncového guanozinu také predchazi 2'-O-metylaci a je nezbytna pro Zivotni
cyklus WNV [514, 515].

ACMNPV (Autographa Californica Multiple NucleoPolyhedroVirus, Baculoviridae)
Bakuloviry jsou DNA viry vyuzivajici k transkripci svych ¢asnych gent hostitelského
aparatu, jmenovit¢ RNA polymerazy II. Pozdni a velmi pozdni geny jsou transkribovany
bakulovirovou RNA polymerazou, ktera se sklada ze ¢tyt podjednotek: Lef-8, Lef-9, Lef-4 a
p47 [516, 517]. Podjednotka Lef-4 (Late Expression Factor 4; 464 aminokyselin) obsahuje
RTazovou a GTazovou aktivitu a je pravdépodobné zodpovédna za syntézu Cepicky na 5'
konci virovych mRNA [518, 519]. Gen Lef-4 je esencialni pro ACMNPV. Pii jeho inaktivaci
pomoci interference RNA dochazi k zastaveni transkripce pozdnich a velmi pozdnich
virovych gent; transkripce genli ¢asnych ovlivnéna neni [520]. RTazova doména tohoto
enzymu, Lef-4(1-236), sice patii do skupiny RTaz zavislych na aktivaci dvojmocnymi
kationty, ale neobsahuje 2 paralelni tunely. Pfedpoklada se, Ze patii do obdobné skupiny jako
RTaza viru vakcinie [521]. Mutaéni analyzy odhalily esencialni aminokyseliny na pozicich
GIu®, Glu't, Arg®t, Arg®, GIu®¥’, Lys'?, Arg'’®, Glu'®, Glu'® [521, 522].

GTazova doména Lef-4(237-464) proteinu je lokalizovana v jeho C-koncové oblasti. V jeji
proteinové sekvenci bylo nalezeno 6 konzervovanych motiva charakteristickych pro rodinu
mononukleotidyltransferaz véetné esencidlniho lysinu (Lys®®), ktery vytvaii kovalentni

spojeni s GMP [519, 523].

MTazova aktivita zatim popsana nebyla. Nicméné byla popsana metyltransferazova aktivita
vedouci k syntéze Cepicky typu 1, ktera se vyskytuje u vétSiny bakulovirovych pozdnich
MRNA. Aktivita této metyltransferazy je zavisla na piitomnosti metylované ¢epicky typu 0

[524]. Da se tedy predpokladat, ze MTazova aktivita bude u bakulovirti pfitomna.

Virus vezikularni stomatitidy (Rhabdoviridae)

Virus vezikularni stomatitidy (VSV), u néhoz byl popsan mechanismus syntézy cepicky typu
2, patfi mezi nesegmentované ,,—RNA® viry s genomem o délce 11161 bp. VSV koduje 5
gend [189, 525]. Hlavnim proteinem zodpovédnym za syntézu virovych mRNA je protein L
(2109 aminokyselin), ktery obsahuje RNA dependentni RNA polymerazovou aktivitu [526],
3' polyadenylac¢ni aktivitu [527] a vSechny aktivity nezbytné k syntéze cepicky na 5' konci, tj.

RNA:GDP polyribonukleotidyltransferazovou aktivitu, guanozin-5'-trifosfataizovou aktivitu a
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metyltransferazovou aktivitu [202, 205]. Protein L se vyskytuje v komplexu s proteinem P (30
kDa), ktery je pravdépodobné zodpoveédny za spravné slozeni proteinu L [525].

V proteinu L zatim nebyly experimentdlné ovéfeny oblasti zodpovédné za syntézu
Cepicky. Vyjimku tvoii identifikovani oblasti zodpovédnych za metylaci c&epicky.
Aminokyseliny 1643-1843 proteinu L (doména VI) vykazuji sekvenéni podobnost
s bakterialni FtsJ/RrmJ 2'-O- rib6ézometyltransferazou. Tato doména obsahuje pravdépodobné
vazebné misto pro AdoMet. Mutace esencialnich aminokyselin Asp®’'Val a Gly'®*"?Ala vede
k naprosté inhibici metylace N’-guanozinu i metylace na 2'-O-adenozinu [205, 528, 529].
Mutace v blizkém okoli AdoMet vazebného mista ovliviiuji riznym zplsobem uc¢innost
metylace N’-guanozinu, resp. 2'-O-adenozinu [205, 529]. Mutace aminokyselin v oblasti
1450-1481 vedou k tiplnému potlageni metylace na N’-guanozinu, zatimco metylace na 2'-O-
adenozinu je potlacena z necelych 90 %. To vSe muze vést k zavéru, ze kazda metylace na 5'
cepiCce je katalyzovana jinou oblasti proteinu L, nicméné na L proteinu se vyskytuje pouze
jedno S-adenozyl-L-methionin vazebné misto [205, 529, 530]. Tomu odpovida i zji$téni
pocitacové analyzy, Ze doména VI je spojena s metylaci 2'-O-adenozinu, ale nikoliv
smetylaci N’-guanozinu [201, 531]. Pocitacové analyze naproti tomu odporuje
experimentalné zjistény fakt, Ze u jiného nesegmentovaného viru (Sendai virus,
Paramyxoviridae) vykazuje C-koncova &ast L proteinu, obsahujici pouze doménu VI, N’-
guanozinmetyltransferazovou ale nikoliv 2'-O-adenozinmetyltransferazovou aktivitu [532].
Dalsim otaznikem je potadi, v jakém dochazi k ptidani metyld na ¢epi¢ku. V soucasné dobé
jsou k dispozici data podporujici ob& moznosti. Bud’ se nejdiive metyluje N”-guanozin [533,
534], nebo se nejdiive metyluje 2'-O-adenozin [530, 535]. Nedavno bylo zjisténo, ze
sinefungin, pfirozeny analog S-adenozyl-L-methioninu, je schopen inhibovat
metyltransferdzové aktivity L proteinu, pficemz k jeho G¢inku je citlivéjsi metylace na N’-
guanozinu nez na 2'-O-adenozinu [536].

Capping enzym VSV rozeznava a opatifuje ¢epickou pouze sekvenci pppApApCpApG
(5" konsensus sekvence vSsech VSV mMRNA), nikoliv vsak sekvenci ppApApCpApG
(difosforylovana forma téhoz), ani pppApCpGpApA sekvenci (RNA startovaci sekvence
VSV). Podrobné&jsi analyzy prokéazaly, Ze L protein velmi ochotné piidavé ¢epi¢ku na mRNA
obsahujici na svém 5' konci sekvence APUCNG [202], coz je sekvence vyskytujici se na 5'
konci mRNA sekvenci u vétSiny rhabdovirt [537-539]. U ostatnich nesegmentovanych ,,—
RNA* virt (napt. Paramyxoviridae, Filoviridae, Bornaviridae) je konsensus sekvence na 5'

konci mRNA odlisna [540], nicméné i u téchto viri se predpoklada, ze jejich L protein
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specificky rozeznava trifosforylovany 5' konec vlastni mRNA, na ktery nasledné piida

metylovanou ¢epicku [202].
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V. SHRNUTI VYSLEDKU

IRESITE: THE DATABASE OF EXPERIMENTALLY VERIFIED IRES STRUCTURES

(WWW.IRESITE.ORG)

e |RESite je kuratorovana rela¢ni databaze typu MySQL-4.1 vyuzivajici InnoDB
tabulky.
e Do databaze je mozné vlozit polozky dvojiho typu:

o natural polozky obsahuji veskera experimentalni data tykajici se urcité IRES
struktury (kompletni sekvence mRNA s vymezenim pozic IRES sekvence a
kodovaného proteinu, veskeré proteiny interagujici S IRES, pftipadna
sekundarni struktura)

o engineered polozky popisuji uméle vytvorené plazmidy. Vétsinou se jedna o
bicistronni plazmidy slouzici k testovani funkénosti sekvence, o niz se
predpokladé, ze obsahuje IRES element, a pfipadné mutantni derivaty této
sekvence. Do IRESite se v tomto ptipad¢ vkladaji udaje o sekvenci mMRNA s
vymezenim IRES oblasti, informace o reportérovych proteinech, informace o
translacnich experimentech vcetné pouzitého promotoru a informace o
pozitivnich a negativnich kontrolach.

e V databazi je nyni ulozeno 288 polozek; 67 natural (20 virovych a 47 buné¢nych) a
221 engineered.

e IRESite slouzi nejen k ukladani experimentalnich dat, ale umoznuje také jejich
prohledavani podle klicovych slov, ptipadné¢ nasledné porovnavani vybranych

experimentl.

A BIOINFORMATICAL APPROACH TO THE ANALYSIS OF VIRAL AND CELLULAR INTERNAL

RIBOSOME ENTRY

e Publikace obsahuje aktualni seznam znamych IRES sekvenci virovych, bunéénych i
umeéle vytvotenych.

e Vpublikaci je popsana nelehkd kuratorska cinnost vcetné ptikladd piipravy
databazovych poloZek.

e V praci je uvedeno srovnani IRESite s dalsimi databazemi zamétenymi na ukladani
dat o IRES sekvencich.

73


http://www.iresite.org/

Rovnéz je ukazana prvni analyza IRES sekvenci ulozenych v IRESite. Predbézné
vysledky ukazuji, ze zatimco virové IRES tvoii vcelku kompaktni skupinu, IRES
bunécné jsou ve vSech analyzovanych ptipadech velmi riiznorodé. To mize souviset
napfiklad stim, Ze iniciace translace muze byt u nékterych bunécnych IRES
realizovana dvojim mechanismem, jak zavislym na cCepiCce, tak nezavislym na

cepicce.

HEPATITIS C VIRUS INTERNAL RIBOSOME ENTRY SITE INITIATES PROTEIN SYNTHESIS AT

THE AUTHENTIC INITIATION CODON IN YEAST

V publikaci je popsan novy bicistronni systém umoznujici testovat IRES sekvence
v kvasinkovych burikach in vivo. Tento systém se sklada zvektoru pFGAL4 a
vhodného kvasinkového kmene.

Pomoci tohoto systému byla ovéfena funkénost HCV IRES sekvence v kvasince in
Vivo.

Muta¢nimi analyzami HCV IRES sekvence bylo potvrzeno, Ze translace u kvasinek
Srovnanim mutovanych HCV IRES sekvenci v kvasinkach a v lidskych tkanovych
kulturach bylo prokazano, ze HCV IRES sekvence je v kvasinkach plné funkéni a ze

mechanismus iniciace translace je v obou ptipadech velmi podobny.

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

HEPATITIS C VIRUS IRES PROMOTER

Gen kodujici luciferazu z Photinus pyralis (firefly luciferaza) obsahuje krypticky
promotor funkéni v kvasinkéch a v lidskych tkanovych kulturach. Jelikoz je tento typ
luciferazy pouzivan jako jeden znejb&znéjSich signalnich genii v mnoha
experimentech z riznych oblasti molekularné biologického vyzkumu, mohlo by
nalezeni tohoto promotoru vést k pirehodnoceni tfady vysledkli publikovanych v
odborné literatuie.

Byla korigovana v literatuie udavana u¢innost kryptického promotoru lokalizovaného

v cDNA odpovidajici HCV IRES sekvenci.
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FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE PUTATIVE CAPPING ENZYME ENCODED BY LINEAR

CYTOPLASMIC PLASMIDS OF THE YEAST KLUYVEROMYCES LACTIS

e Podafilo se nam produkovat capping enzym kédovany pGKL2 plazmidem kvasinky
K. lactis v bakterialnim a bakulovirovém expresnim systému s riznymi typy kotev.

e Potvrdili jsme pfedpokladanou guanylyltransferazovou aktivitu capping enzymu.

e Potvrdit pfedpokladanou metyltransferazovou aktivitu capping enzymu se nepodafilo.

e Dosavadni vysledky naznacuji, Ze otazka ptfitomnosti ¢i nepfitomnosti ¢epicky na 5'
koncich pGKL-specifickych mRNA je stale nejasné; Cepicka bud’ na 5' koncich
plazmidovych mRNA neni pfitomna vibec, pfipadné se vyskytuje v neklasické,

napiiklad v nemetylované formé.

DENATURING RNA ELECTROPHORESIS IN TAE AGAROSE GELS

e V publikaci je ukdzana moznost zjednoduseni elektroforetické analyzy molekul RNA
spoCivajici v nahrazeni bézné pouzivaného pufraéniho systému (MOPS s
formamidem) pufrem TAE (Tris/acetat/EDTA) v kombinaci s minimalné¢ 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

e Bylo identifikovano a charakterizovano Sest novych endopeptidaz motolice T. regenti.
Dvé znich byly produkovany v kvasinkovém expresnim systému a dale

charakterizovany biochemickymi a molekularné biologickymi metodami.
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