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Výskyt a vlastnosti inzerèných sekvencií v baktériach

MARIÁN MAÈOR − PETER SIEKEL − JOZEF GRONES

SÚHRN. Základným cie¾om predloženej práce je poda� ucelený poh¾ad na výskyt, vlastnosti
a funkciu základných inzerèných sekvencií izolovaných z bakteriálnych buniek a poukáza�
na vzájomný vz�ah medzi inzerènou pohyblivou sekvenciou a možnos�ou vzniku spontán−
nych mutácií baktérií.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: inzerèné sekvencie; transpozóny; mutácia

Za posledných desa� rokov sa dosiahol výrazný pokrok v poznatkoch
o inzerèných elementoch a transpozièných systémoch. Transpozícia sa v sú −
èasnosti chápe nielen ako proces vèlenenia cudzorodej molekuly DNA
do cie¾ového miesta, ale aj ako molekulárno−biologický proces na molekulár−
nej úrovni v in vivo podmienkach u prokaryotických, ako aj eukaryotických
organizmov [1−4]. Sekvenèná analýza dala výrazný podnet k podrobnému
štúdiu a charakterizácii rôznych transpozièných sekvencií. Do roku 1989 bolo
známych a analyzovaných asi 50 inzerèných sekvencií (IS) izolovaných
prevaž ne z bakteriálnych buniek [5], èo je asi iba desatina dnes známych
inzer èných sekvencií (teraz je ich známych viac ako 500). Rovnako sa študu−
jú aj v eukaryotických bunkách „inzerèné sekvencie“, ako napr. mariner, ktoré
boli izolované z 240 druhov hmyzu, z húb, buniek cicavcov, rýb a rastlinných
buniek [6], ako aj im príbuzné sekvencie typu TcI [7,8].

Ve¾ké množstvo, ako aj premenlivos� inzerèných sekvencií, je dos� pre−
kvapujúce. Poèet inzerèných sekvencií je teraz taký ve¾ký, že vznikli problé−
my s ich systematickou klasifikáciou. Zatrieïujú sa do urèitých èe¾adí a sku−
pín na základe podobností a rozdielov v štruktúre a organizácii, v stavbe nuk−
leových kyselín a kódovaných proteínov, ako aj na základe ich vzájomných
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vz�ahov. Pri obrovskom množstve informácií potrebných k systematizácii sa
pridajú aj ïalšie vlastnosti, ako je porovnanie vz�ahu štruktúry a funkcie,
presná charakterizácia enzýmov zabezpeèujúcich transpozièné reakcie, ako
sú rekombinázy a transpozázy.

Na základe takýchto kritérií sú definované inzerèné sekvencie ako malé
(väèšie ako 2,5 kb) kryptické úseky DNA s jednoduchou genetickou organi−
záciou a schopnos�ou inzercie do rôznych cie¾ových miest v molekule DNA.
Z tohoto dôvodu sa medzi inzerèné sekvencie zaraïuje nieko¾ko typov
pohyblivých genetických elementov, ako sú elementy obsahujúce molekulu
RNA − retrovírusy, retrotranspozóny a retropozóny [9,10], molekulu DNA −
konjugatívne transpozóny [11], ktoré využívajú mechanizmus vèleòovania
podobne ako bakteriofág lambda, a tiež také elementy, ako je bakteriofág
Mu [3],  bakteriofág Tn7 [1] a transpozóny typu Tn554 [12], ktoré sú ve¾ké
a relatívne zložité.

Do skupiny inzerèných sekvencií sa nezaraïuje ve¾ká èas� sekvencií trans−
pozónov typu II èe¾ade Tn3 [13], hoci niektoré z nich sú malé a môžu spåòa�
kritériá kladené na inzerèné sekvencie (napr. transpozón Tn1000 (γδ), IS101
[14] a IS1071 [15,16]. Mnohé z nich majú zložitú štruktúru a nesú gény
pre nieko¾ko rezistencií voèi antibiotikám, ktoré sú na inom type pohybli−
vých elementov nazývanom integrón [17]. Hoci tieto pohyblivé elementy
nie sú detailne popísané, mnohé z nich majú funkènú podobnos� s inzer −
ènými sekvenciami a prinášajú nové poznatky dôležité pre pochopenie
mechanizmu transpozície. Poznatky o nich prispejú k pochopeniu správania
sa inzerèných sekvencií.

Názvoslovie inzerèných sekvencií
Pre zaradenie inzerèných sekvencií do skupín sa v minulosti používalo

nieko¾ko kritérií. Prvý spôsob oznaèovania, ktorý navrhol v roku 1978
Lederberg [18], bol založený na jednoduchom princípe èíslovania inzerèných
elementov v poradí ich objavenia, napr. IS1. Toto názvoslovie postaèovalo
v èase, keï bolo známych iba nieko¾ko inzerèných sekvencií. Tento systém
sa však stával menej preh¾adným s pribúdajúcim poètom charakterizovaných
pohyblivých elementov.

Druhý spôsob oznaèovania inzerèných sekvencií obsahuje informácie
o ich pôvode, teda o bakteriálnom druhu, z ktorého boli izolované, napr.
ISRm1 pochádza z Rhizobium meliloti. V súèasnosti sa v literatúre objavujú
obidva typy oznaèenia. Príbuzné inzerèné sekvencie, líšiace sa iba niektorými
rozdielmi v sekvencii nukleových kyselín, v poète obrátených opakovaní, sa
oznaèujú ako izoformy rodièovských inzerèných sekvencií a pokladajú sa za
špecifickú vetvu. Niektoré inzerèné sekvencie sa neoznaèujú pod¾a vyššie
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opísaných pravidiel, ako napr. Rsalpha−9. Tam, kde je to však aspoò trochu
možné, sa tieto komplikované oznaèenia zjednodušujú použitím názvoslo−
via, ktoré zahàòa iniciály druhu bakteriálneho hostite¾a.

Zdroje bakteriálnych inzerèných sekvencií
Bakteriálne inzerèné sekvencie boli objavené pri štúdiu modelových

genetických systémov pri translokácii génov a tvorbe mutácií a mutantov.
Zvýšený záujem o gény rezistencie na antibiotiká a rôzne �ažké kovy sa stal
dôvodom štúdia mnohých inzerèných sekvencií nielen v chromozóme, ale aj
v plazmidoch širokej palety prokaryotických a eukaryotických buniek. Väèši −
na inzerèných sekvencií je vložená do mimoplazmidového genómu, prièom
poskytuje promótor pre vlastnú integráciu a excíziu do plazmidu [19].

Experimenty ukázali, že inzerèné sekvencie majú výrazný vplyv aj na pa −
togenitu a virulenciu baktérií. Štúdium mechanizmov bakteriálnej patogeni−
ty v posledných rokoch potvrdilo vz�ah medzi inzerènou sekvenciou a mno−
hými patogénnymi a virulentnými funkciami, èo je èasto spôsobené zvýšenou
frekvenciou transpozície. Takýmto spôsobom sa objavilo mnoho inzerèných
sekvencií živoèíšnych patogénov (Bacillus [20], Bordetella, Brucella, Campy −
lobacter, Clostridium [21,22], Escherichia [1,23−25], Haemophilus [26], Neisse −
ria [27], Vibrio [28], Yersinia [29−32], a tiež rastlinných patogénov (Agrobacter
[33], Erwinia, Pseudomonas) a symbiontov (Rhizobium [34]).

Nemenej významnú funkciu majú inzerèné sekvencie baktérií, ktoré
sa využívajú pri biodegradáciach a bioremediáciach v prostredí. Ak sa inzer −
èná sekvencia správne zaèlení do genómu baktérie, umožní správnu funkciu
degradaèných a katabolických dráh [35], a pritom môže zabezpeèi� zvýšený
stupeò biodegradácie ponúkaného substrátu. Na to, aby bolo možné správne
charakterizova� pozitívny alebo negatívny vplyv inzerènej sekvencie na bun −
ku, je po trebné pozna� mechanizmus transpozície v bakteriálnej bun ke.

Mnohé inzerèné sekvencie integrované v chromozómovej [36−38] alebo
plazmidovej [39] molekule DNA sú schopné vytvára� markery pre restrikèné
endonukleázy, polymorfizmus a epidemiologické ciele (napr. IS6100 v Myco −
bacterium tuberculosis [20], IS1296 v Mycoplasma mycoides [40], IS200
v Salmonella [40] a IS1004 vo Vibrio cholerae [41]. Sú však aj také bakteriál−
ne druhy, ako je laboratórny kmeò Bacillus subtilis [42], ktorý inzerèné
sekvencie neobsahuje.

Vlastnosti bakteriálnych inzerèných sekvencií
Bakteriálne inzerèné sekvencie, ako sme už spomenuli, boli pôvodne

identifikované pri štúdiu generovania mutantov ako výsledok ich translo−
kácie. Vèleòovanie inzerènej sekvencie a následné vnesenie rezistencií voèi
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antibiotikám na samoprenosné plazmidy má ve¾ký význam pre modernú bio−
lógiu. Bolo popísaných nieko¾ko plazmidov, kde na malom úseku je genero−
vaných nieko¾ko génov rezistencie na rôzne antibiotiká [1] s promótorom,
ktorý umožòuje ich integráciu a excíziu. Na plazmide boli objavené dve kó −
pie urèitej inzerènej sekvencie, ktoré zabezpeèujú jeho pohyblivos�. Táto
štruktúra sa oznaèuje ako základná zložka transpozónu [43]. Štúdie mecha−
nizmu bakteriálnej patogenity v posledných rokoch objavili priamy vz�ah
medzi prítomnos�ou inzerènej sekvencie v bunke a patogenitou baktérie.
Inou oblas�ou, v ktorej sa dosiahli výrazné výsledky v posledných rokoch,
sú bioremediácie. Aj v tejto oblasti inzerèné sekvencie sú asociované s génmi
tvoriacimi degradatívne alebo katabolické biodegradaèné dráhy [35].

Charakterizácia základných vlastností  inzerèných sekvencií

Organizácia inzerèných sekvencií
Inzerèné sekvencie sú krátke úseky molekuly DNA s definovanou gene−

tickou funkciou (obr. 1). Kódujú základnú vlastnos�, ktorou je mobilita
(pohyblivos�) sekvencie. Na molekule inzerènej sekvencie sa rozpoznávajú
základné charakteristické znaky, ako sú definované konce molekuly, gén
pre enzým transpozázu a niektoré regulaèné sekvencie. Transpozáza
je kódovaná z jedného alebo niekedy z dvoch otvorených èítacích rámcov,
èo je èiastoène závislé od dåžky inzerènej sekvencie. Jednotlivé zložky bude−
me zbežne charakterizova� v nasledujúcej èasti práce.

Koncové obrátené opakovania
Okrem nieko¾kých výnimiek (rodiny IS91, IS10 a IS200/605 pozri tab. 1),

prevažná väèšina inzerèných sekvencií má na koncoch krátke koncové opa−
kované sekvencie (IR) s dåžkou od 10 do 40 bp. Koncové opakovania majú
dve funkèné domény (obr. 1). Prvá doména (oznaèená II) je orientovaná
do vnútra IR a zabezpeèuje väzbu na transpozázu, zatia¾ èo druhá doména
(oznaèená I) obsahuje 2 alebo 3 bp dlhé konce, ktoré zabezpeèujú štiepenie
hostite¾ského vlákna, do ktorého sa vèleòuje transpozón [19,26,44−48].
Takúto štruktúru a organizáciu prenosu má transpozón Tn3 [49]. Jedno −
duché väzbové miesta pre asymetrické väzbové proteíny využíva bakteriofág
Mu, transpozón Tn7 [50] a pravdepodobne aj Tn552 [51]. Iné transpozóny
majú zložené proteín−väzbové miesta, ktoré môžeme charakterizova� napr.
komplexom En/Spm a Ac sekvencie, napr. v kukurici [52,53]. Nahro madenie
rôznych väzbových vzorov na každom konci vo vhodnej vzdialenosti zabez−
peèuje aktivitu synaptických komplexov. Promótory vo vnútri inzerènej
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sekvencie sú èasto umiestnené mimo IR sekvencie pred transpozázovým
génom a na základe konvencie ich oznaèujeme ako ¾avé koncové opakova−
nie (IRL). Toto usporiadanie môže naznaèova� mechanizmus autoregulácie
syntézy transpozázy. Väzbové miesta pre špecifické hostite¾ské proteíny sa
tiež èasto objavujú za alebo tesne pred koncom inzerènej sekvencie a tieto
proteíny môžu hra� úlohu pri stanovovaní transpoziènej aktivity alebo expre−
sie transpozázy.

Doménová štruktúra transpozázy
Špecifické poradie nukleotidov zodpovedné za väzbu proteínu na mole−

kulu DNA je vo všeobecnosti orientované na N−koniec molekuly, naproti
tomu katalytická doména prevažne na C−koniec proteínu (IS1 [54,55], IS30
[56], Mu [57], Tn3 [58], IS50 [59] a IS911 [60]). Jednou z interpretácií príèin
takéhoto usporiadania v prokaryotických bunkách je ¾ahšia interakcia pro −
teínov s inzerènou sekvenciou, èím sa zvyšuje stupeò expresie a aktivity pro−
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OBR. 1. Organizácia typickej inzerènej sekvencie (IS).
IS predstavuje otvorený obdåžnik, na ktorom sú koncové obrátené opakovania (IR) oznaèené èiernym
obdåžnikom ako IRL (¾avé obrátené opakovanie) a IRR (pravé obrátené opakovanie). Jednoduchý otvo−
rený èítací rámec kódujúci transpozázu je znázornený ako šrafovaná oblas� pozdåž celého IS a siahajúca
až do IRR. Promótor pre transpozázu (p), umiestnený v IRL, je znázornený šípkou. Typická doménová
štruktúra IR je znázornená dole (èierna oblas�). Doména I predstavuje koncové bázové páry, ktoré umož −
òujú rozpoznávanie pri štiepení substrátu transpozázou. Doména II predstavuje sekvencie potrebné pre
väzbu transpozázy na substrát.

FIG. 1. Organisation of a typical insertion sequence (IS).
The IS is represented by an open box in which the terminal IRs are shown as black boxes labelled IRL
(left inverted repeat) and IRR (right inverted repeat). The single open reading frame encoding the trans−
posase is demonstrated as a hatched box stretching along the entire length of the IS and extending  within
the IRR sequence. The promotor of the transposase (p), located in IRL, is represented by an arrow.
The typical domain structure of the IRs is indicated beneath (the black area). The domain I represents
terminal base pairs which enable recognition at transposase−mediated cleavage. The domain II repre−
sents sequences necessary for transposase binding to the substrate.
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TAB. 1. Charakteristické vlastnosti niektorých inzerèných sekvencií izolovaných
z gramnegatívnych, ako aj z grampozitívnych buniek.

TAB. 1. Characteristics of some insertion sequences isolated from gramnegative
and grampositive bacteria.

Organizmus1 Rodina2 Skupina3 Dåžka4

[bp]
IR

[bp]
DR
[nk]

Escherichia coli W3110 IS1 768 18/23 9
Escherichia coli K12 IS3 IS2 1 331 16/18 5
Escherichia coli K12 IS3 IS3 1 258 29/40 3, 4
Escherichia vulneris ATCC 29943 IS1 786 18/23 ND
Escherichia fergusonii ATCC 35469 IS1 694 ND ND
Escherichia hermannii ATCC 33652 IS1 768 20/23 ND
Shigella sonnei IS1 798 18/23 ND
Shigella dysenteriae IS1 766 20/23 ND
Shigella flexneri IS1 768 20/23 ND
Synechocystis sp. PCC6803 IS4 1 303 15/19 ND
Salmonella typhimurium (TN10) IS4 1 329 17/22 9
Salmonella typhimurium (pBP11) IS6 820 14 ND
Salmonella panama LA46 IS6 1 648 14 8
Enterococcus faecalis BM4281 IS256 1 466 28/42 8
Pseudomonas aeruginosa PAO (pFP110) ISCNY 7 300 ND ND
Pseudomonas aeruginosa PAO (pR68,45) IS21 2 131 30/42 4, (5)
Pseudomonas oleovorans TF4−1L IS21 > 316 ND ND
Agrobacterium tumefaciens LBA4060 (pLA108) ISNCY 1 200 ND ND
Yersinia pestis 106 Otten IS21 1 953 20/28 5
Yersinia pseudotuberculosis (pKYP1) IS21 1 954 20/28 ND
Streptomyces albus G J1147 IS5 ISL2 883 16/20 2
Streptococcus mutans V403 IS3 IS150 1 220 31/43 3
Bacillus thuringiensis subsp. finitimus 73−E−10−2 IS4 1 649 20 ND
Staphylococcus aureus (pSH6) IS6 791 21/26 ND
Caulobacter crescentus SC298 ISNCY 800 12/16 4
Bulkholderia cepacia ATCC17616 (pTGL6) IS3 IS427 1 316 23/26 3
Helicobacter pylori NCTC 11638 IS605 1 904 0 ND
Anabaema sp. strain M−131 IS605 1 352 0 0
Lactobacillus lactis subsp. lactis LM0230 IS3 IS3 1 250 25/36 3, 4
Vibrio cholerae O1 IS605 IS200 628 ND ND
Vibrio parahaemoliticus WP1 IS5 IS903 1 046 15/18 ND
Vibrio minicus 6 IS5 IS903 964 18 ND
Acetobacter xylinum ATCC 23769 IS5 IS1031 930 22/24 3
Ralstonia eutrophia AE104
Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis 73−E−10−2

IS30
IS4
IS4
IS4
IS4

1 104
1 656
1 643
1 656
1 694

22/28
20

7/20
19/20

20

3
10−12
ND
11

ND
Agrobacterium tumefaciens IS66 2 716 24/27 8
Agrobacterium tumefaciens AB3 IS3 IS51 1 321 25/26 ND
Agrobacterium tumefaciens (pTiAB3) IS5 IS427 849 14/16 2



teínu [61,62]. Toto usporiadanie uprednostòuje aktivitu proteínu v cis−kon −
formácii, ktorú majú aj transpozázy (pozri aktivity cis). Takéto väzobné mies−
to transpozázy bolo identifikované v IS1 a IS911.

Ïalšou charakteristikou, ktorá však neplatí pre všetky transpozázy, je
schopnos� vytvára� multimérne formy, ktoré podporujú zvýšenie aktivity
[63]. Takéto multimérne formy tvoria transpozázy mobilných elementov
prokaryotických buniek, napr. bakteriofág Mu [64], IS50 [62] a IS911 (ale
nie IS10 [65]), tak aj eukaryotické elementy, ako sú retrovírusy [66] a ele−
menty typu Mos1 [67].

Zvyšovaním poètu študovaných štruktúr rôznych typov enzýmov bude
výrazne vzrasta� možnos� porovnávania ich vlastností a funkcií. Ukazuje sa,
že niektoré známe štruktúry, ako sú polynukleotidyltransferázy typu
Holiday−resolváza RuvC a RNázaH [68,69], majú podobnú katalytickú fun −
kciu ako transpozázy v retrovírusoch a v bakteriofágu Mu.

Priame cie¾ové opakovania
Ïalšou všeobecnou vlastnos�ou inzerèných sekvencií je ich vèleòovanie

do cie¾ovej molekuly DNA prostredníctvom krátkych opakovaných (repeti−
tívnych) sekvencií (directly repeated sequences − DRs), nachádzajúcich sa
na konci molekuly. V cie¾ovom mieste atakuje buï jeden alebo obidva konce
transpozónu obidve vlákna cie¾ovej molekuly DNA. Dåžka opakovaní je
od 2 bp do 14 bp, èo sa líši v jednotlivých inzerèných sekvenciách (tab. 1),
prièom inzerciou sa bude generova� zdvojnásobenie ich dåžky v cie¾ovom
mieste. Niektoré inzerèné sekvencie s nízkou frekvenciou generujú opako−
vané sekvencie atypickej dåžky, èo spôsobuje geometrické zmeny pri trans−
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IR − invertované opakovanie, DR −  priame opakovanie, ND − neanalyzované.

IR − inverted repeat, DR − direct repeat, ND − not analysed.
1 − organism, 2 − family, 3 − group, 4 − length.

840/48> 2 530IS21Bulkhordria cepacia ATCC17616 (pTGL1)
218/251 113IS630Bulkhordria cepacia 2a (pIJB1)
322/281 106IS30Ralstonia eutropha AE104

ND71 458IS110Coxiella burnetii NineMile7
ND71 450IS110Coxiella burnetii NineMile7
NDND1 200ISNCYAnabaema PCC7120

821/241 675ISNCYAnabaema sp. PCC7120
001 352IS1Anabaema sp. M131

DR
[nk]

IR
[bp]

Dåžka4

[bp]
Skupina3Rodina2Organizmus1



poziènej reakcii. Na druhej strane sa stáva, že inzerèné sekvencie nemajú
opakované sekvencie. Neprítomnos� priamych opakovaní môže komplikova�
vysvetlenie homologickej intermolekulárnej a intramolekulárnej re kombiná −
cie medzi dvoma inzerènými sekvenciami. Pri ich vyèlenení z molekuly DNA
hostite¾a dochádza k nevratným deléciam v genóme.

Kontrola expresie susedných génov
Mnohé inzerèné sekvencie po vèlenení do cie¾ovej molekuly DNA

dokážu aktivova� expresiu susedných génov. Do tejto skupiny patria dávnej −
šie známe inzerèné sekvencie IS1, IS2, ale aj mnohé nedávno popísané inzer −
èné sekvencie ako IS406 [70], IS1186 [71], IS481 [72], ISSg1 [73], IS1490 [74]
a ISVa1 [75].

V známych inzerèných sekvenciách, ako sú IS1, IS2 a IS5, bol pred génom
na konci IR v pozícii –35 potvrdený  funkèný promótor (hexamér). Ak sa
umiestni (transpozíciou) v správnej vzdialenosti do –10 hexaméru
hostite¾skej molekuly DNA, vytvorí sa nový funkèný promótor schopný riadi�
expresiu susedných génov. Do tejto skupiny inzerèných sekvencií s riadiacou
fun kciou hexaméru v polohe –35 patrí ve¾ká skupina sekvencií IS21 [76],
IS30 [77], IS257 [78], IS2 [79], IS911 [80], a IS982 z Lactococcus lactis [81].

Regulácia vnútorného –10 hexaméru v IRL oblasti inzerènej sekvencie
sa môže uskutoèni� dvoma spôsobmi. Obidva konce inzerènej sekvencie
sa postavia ved¾a seba tak, aby vytvorili dimérnu štruktúru typu „hlava
k päte“, alebo vytvorili kruhovú kópiu inzerènej sekvencie. Pri kombinácii
–10 hexaméru s –35 hexamérom v susedstve pravého konca sa môže vytvori�
silný promótor (IS21 [80], IS30 [77] a IS911 [80]). Toto zoskupenie môže
vies� k zvýšenej expresii transpozázy, èo súèasne zvýši transpoziènú akti vitu.

Kontrola susedných génov inzerènou sekvenciou sa môže ilustrova�
na operóne bgl v bunkách E. coli. Aktivácia operónu môže by� zvýšená inzer−
ciou IS1 alebo IS5 pred alebo za promótor [82,83]. Jedným z vysvetlení toho−
to efektu je zmena štruktúry molekuly DNA (t. j. zmena zakrivenia alebo
topológie molekuly DNA). Podobný aktivaèný efekt majú aj mutácie v cap,
tolI a hns génoch.

Kontrola transpoziènej aktivity
Transpozièná aktivita v bunkách má vo všeobecnosti nízku úroveò. Tento

poznatok je však v protiklade s vysokou frekvenciou vzniku mutantov
a zmien v genóme hostite¾ských buniek [84]. Promótory pre transpozázu
 patria medzi ve¾mi slabé. Mnohokrát sú umiestnené na konci IR, èo spôso−
buje neschopnos� autoregulácie väzby transpozázy.
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Aktivita a expresia transpozázy
Zatia¾ èo mnohé klasické mechanizmy zabezpeèujúce kontrolu expresie

génov, napr. produkciou transkripèného represora (IS1 [55,85,86] a IS2 [87])
alebo transkripèného inhibítora (antisense RNA v IS10 [2]), sú dobre pre−
študované, väzba na operátory pre expresiu transpozázy doteraz ešte nie je
presne preštudovaná. V ïalšej èasti si ukážeme vplyv jednotlivých faktorov
na aktivitu transpozázy a na úèinok transpoziènej reakcie.

(i) Translaèno−iniciaèné signály
Ochrana inzerèných sekvencií pred aktiváciou pri vysokej expresii génov

predpokladá existenciu vlastných operátorov, od ktorých závisí úroveò ini −
ciácie translácie. Regulaèné miesta inzerènej sekvencie sú umiestnené
na ¾avom konci molekuly, obsahujú miesto pre väzbu ribozómu (RBS), alebo
translaèný iniciaèný kodón pre gén transpozázy. Pri transkripcii z vlastných
promótorov sa tvoria krátke opakované transkripty. Ak by sa tvorili tran−
skripty zo susedných molekúl DNA (po prerušení promótorov v IS), opako−
vania by mohli generova� takú sekundárnu štruktúru na mRNA, ktorá by
mohla poruši� translaèné iniciaèné signály [88,89]. Štúdiom mutantov v IS10
a IS50 sa potvrdili vznik sekundárnej štruktúry, ktorá znižuje aktivitu trans−
pozázy [90].

(ii) Programovanie translaèných èítacích rámcov
Na úrovni elongácie translácie dochádza k programovaniu translácie

medzi dvomi konsekutívnymi otvorenými èítacími rámcami. Prvý zaèína
v pozícii –1, èo je jeden nukleotid pred RBS. Táto pozícia sa nazýva „slippe−
ry“ (kåzavý) kodón s heptanukleotidovou sekvenciou typu Y YYX XXZ
vo fáze 0 pri èítaní YYY XXX Z v pozícii –1. V reálnej inzerènej sekvencii
je poradie heptanukleotidov A AAA AAG. Posun ribozómu po takejto
štruktúre stimuluje vznik sekundárnej štruktúry na molekule mRNA, ktorá
zvyšuje väzbu ribozómu na RBS pred sekundárnou štruktúrou. Kontrola
transpozície na úrovni translácie bola pozorovaná u IS1 a IS3 [85,91,92].
Je pravdepodobné, že takýto mechanizmus sa uplatòuje aj pri iných inze−
rèných sekvenciách. Mechanizmus predpokladá, že pred èítacím rámcom
v molekule DNA sa rozpoznávajú domény, ktoré kódujú katalytické miesto.
Produkt pred èítacím rámcom funguje ako modulátor aktivity, prièom sa via −
že na inzerèné sekvencie. Obidve domény obsadí iba jeden proteín, transpo−
záza, ktorá riadi a zabezpeèuje mobilitu inzerènej sekvencie. Obsadenie
obidvoch miest je dôležité pre transpoziènú aktivitu. Tento mechanizmus
je závislý od fyziologického stavu hostite¾a, od ktorého závisí aj intenzita
transpoziènej reakcie.
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(iii) Translaèné terminátory
Ukonèenie translácie je závislé od translaèných terminaèných kodónov

pre gén transpozázy, ktoré sú umiestnené mimo IR. Experimenty ukázali, že
väzba transpozázy na promótorové oblasti ešte nezabezpeèuje riadny prie−
beh transpoziènej reakcie. Gény pre transpozázy v mnohých inzerèných
sekvenciách neobsahujú vlastné terminaèné kodóny. Výnimkou sú rodiny
IS240C a IS6 [93]; dvaja èlenovia z rodín IS5, IS427 [94] a ISMk1 [95]; a
nieko¾ko èlenov rodiny IS630, IS870 a ISRf1 [96]. Preto sa mnohé z inze−
rèných elementov vèleòujú do relatívne špecifickej cie¾ovej sekvencie, ktorá
vytvára, alebo poskytuje terminaèný kodón pre transpozázu.

(iv) Dopad na transkripciu
Skoršie štúdie inzerèných sekvencií ukázali, že na priebeh transkripcie má

vplyv aj transpozièná aktivita. Tieto výsledky boli èiastoène potvrdené aj
pre IS10 a IS50, ale mechanizmus nie je doteraz jasný. Pri transkripcii ¾avého
konca molekuly bakteriofága Mu sa podstatne znižuje jeho transpozièná
aktivita [97]. Je pravdepodobné, že pre transpozíciu je potrebná väzba trans−
pozázy na obidva konce molekuly, èo pri transkripcii na ¾avej strane mole−
kuly nie je zabezpeèené.

(v) Stabilita transpozázy
Ako príklad môžeme uvies� IS903, kde transpozáza v bunkách E. coli

je senzitívna voèi Lon proteáze [98]. Táto senzitivita blokuje aktivitu obid−
voch transpozáz. Aktivita transpozázy je najvyššia v prípade, keï je enzým v
cis−kofigurácii. Naproti tomu mutant v transpozáze IS903 si zachováva  akti−
vitu práve v konfigurácii trans. Enzým je viac degradovaný Lon proteázou,
keï je v prirodzenom stave, teda v cis−konfigurácii. Táto proteáza má vplyv
aj na Tn5 (IS50) transpozón. Okrem toho je transpozáza IS1 citlivá
na zvýšenú teplotu (pri teplote 42 °C ireverzibilne stráca aktivitu) v in vivo
ako aj v in vitro podmienkach.

(vi) Aktivita v polohe cis
Základné štúdie mnohých transpozièných elementov indikujú, že trans−

pozièná aktivita sa prejaví za predpokladu, ak transpozáza a gén pre trans−
pozázu sú umiestnené v tej istej molekule DNA. Uprednostòuje aktivitu v cis
redukovanej polohe, kde expresia a aktivita transpozázy prebiehajú na tej
istej molekule DNA. Takýto mechanizmus bol opísaný pre viac inzerèných
sekvencií, ako sú IS1 [99,100], IS10 [101], IS50 [102], IS903 [103,104]. Táto
vlastnos� predpokladá väzbu transpozázy na koniec transpozónu, èím
zabráni ïalšej syntéze.
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Pre IS903 sa zvyšuje aktivita [26] a expresia [105] transpozázy v polohe
trans. Pre IS10 mutanty, u ktorých je zvýšená expresia transpozázy, dochá dza
k väzbe enzýmu v polohe cis. Preferovanie polohy cis je spôsobené tým, že
väzbová doména je umiestnená na N−kon ci proteínu, èo umožòuje lepšiu
väzbu práve na susedné väzbové pozície.

Vplyv hostite¾ských faktorov na transpozíciu
Transpozièná aktivita je èasto pozitívne alebo negatívne ovplyvòovaná

hostite¾skými faktormi. Tieto úèinky sú špecifické pre každú inzerènú
sekvenciu. Medzi ne sa zaraïujú DNA šaperóny (alebo histónom podobné
proteíny), ïalej integraèné hostite¾ské faktory (IHF) HU, HNS, FIS, inicia−
èný replikaèný faktor DnaA; proteínové šaperóny I proteázy CLpX, CLpP,
ClpA; ïalej sú to proteíny, ktoré hrajú úlohu pri SOS (záchrannom) mecha−
nizme, ako je LexA proteín, a nakoniec metylácia molekúl DNA − Dam
metylácia. Transpozíciu môže ovplyvni� aj súbor proteínov podie¾a júcich sa
na superšpiralizácii molekuly DNA v bunke (topoizomerázy, gyrázy).

DNA šaperóny môžu hra� úlohu v zabezpeèovaní trojrozmernej stavby
rôznych nukleoproteínových komplexov nevyhnutných pre úèinnú transpo−
zíciu. Môžu by� zahrnuté aj v regulácii expresie transpozázy. Niekto ré zlož −
ky môžu ma� špecifické väzbové miesta pre integraèné hostite¾ské faktory.
Tieto môžu by� vnútri, alebo pri transpozázovom promótore, napr. u inzer −
èných sekvencií IS1 [106], IS903 [103], IS10 [19]. Integraèné hostite¾ské
faktory HU, HNS a FIS v bakteriofágu Mu zabezpeèujú expresiu niekto−
rých Mu génov, alebo priamo riadia samotné transpozièné procesy. IHF
v IS10 ovplyvòujú produkt transpozície naviazaním sa na 43. bázu od konca
inzerènej sekvencie [107]. Hoci IS1 bola prvým elementom, u ktorého IHF
miesta boli identifikované, doteraz neboli objasnené podmienky, za ktorých
má IHF jednoznaèný úèinok na transpozíciu alebo na expresiu génov.
Podobne aj proteín FIS a replikaèný proteín DnaA majú vplyv na transpo−
zíciu IS50 [108]. Hoci mechanizmus úèinku je doteraz nejasný, študuje sa
úèinok aj ïalších hostite¾ských proteínov na transpoziènú reakciu.
Acylovaný proteín stimuluje štiepenie 3'−konca transpozónu Tn3 [58]. Ten
istý proteín spolu s ribozómovým pro teínom L29 stimuluje naviazanie TnsD
(proteín zahrnutý v cie¾ovej sekvencii Tn7) na inzerèné miesto att transpo−
zónu Tn7 na chromozóme [67]. ACP aj L29 stimulujú Tn7 transpozíciu v in
vitro podmienkach a samotný proteín L29 aj v in vivo podmienkach [67].
Medzi ïalšie faktory, ktoré sa podie¾ajú pri transpozièných reakciách sú
CLpX, CLpP a Lon. CLpX je esenciálny pre fágovú replikáciu [109,110]
ako aj replikáciu bakteriofága Mu [111]. Faktory CLpP a CLpX a 10 kon−
cových aminokyselín pA proteínu [112] hrajú úlohu pri proteolýze Mu
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represora [113,114]. Ako sme už spomenuli, Lon pro teáza má úèinok pri
proteolýze transpozázy v IS903 [99,115].

Tre�ou skupinou hostite¾ských faktorov sú faktory limitujúce poškodenie
molekuly DNA a zachovanie integrity chromozómov. Vysoká hladina trans−
pozázy v transpozónoch IS101 [116] a IS1 [115] v prítomnosti vhodných kon−
cových IR vedie k indukcii hostite¾ského SOS systému. Reznikoff a spolu−
pracovníci zistili, že transpozícia Tn5 je inhibovaná indukciou SOS systému
a nevyžaduje proteolytickú aktivitu RecA proteínu [116]. Na druhej strane
Tessman a spol. [115,117,118] dokázali, že konštitutívne SOS podmienky
aktuálne zvyšujú Tn5 transpozíciu. Ahmed [119] poukázal na skutoènos�, že
transpozícia Tn5 je stimulovaná v prítomnosti RecA proteínu.

Vnútrobunková transpozícia transpozónu Tn9 (odvodený od IS1) pre −
bieha podobným spôsobom ako u Tn5 s rovnakým úèinkom recA génu [119].
Na druhej strane frekvencia delécií spôsobených IS1 bola v neprítomnosti
RecA proteínu zvýšená. Toto podporuje domnienku, že deleèné produkty
sa hromadia u recA hostite¾ov, ale nie u divého typu, kde takáto akumulácia
závisí od recBC proteínu. Podobne aj u transpozónu Tn5 a Tn10 [120] tento
proces nezávisí od transpozície. Tento vz�ah sa významne prejavuje u zloži−
tých transpozónov IS10 a IS50, ktoré sú prítomné v priamych opakovaniach
a stimulujú transpozón umiestnený na konjugatívnom plazmide. Zdá sa, že
excízie sa vyskytujú pri tvorbe replikaènej vidlice.

Poèiatoèné štúdie transpozície Tn5 poukazujú na priamy vz�ah DNA−
polymerázy a DNA−gyrázy v tejto reakcii [121,122]. Zatia¾ èo gyráza ovply−
vòuje superšpiralizáciu, DNA−polymeráza hrá úlohu v syntéze DNA a pri re −
parácii medzier po naštiepení, èo môže ma� za následok vznik priamych
cie¾ových repetícií. Pozitívna úloha DNA−gyrázy bola pozorovaná aj pri
transpozícii bakteriofága Mu [123].

Dam DNA−metyláza hrá úlohu pri aktivite transpozázy, ako aj pri jej
expresii. IS10, IS50 a IS903 majú metylaèné miesta (GATC) v promótorovej
oblasti transpozázy. Aktivita promótora sa zvyšuje u hostite¾ov s dam
mutáciou [124]. Metylácia miesta GATC vo vnútri terminálnych IR znižuje
terminaènú aktivitu týchto koncov [124]. Väèšina èlenov skupín IS3, IS4 a
IS5 má GATC miesta v prvých 50 bp. Výrazná stimulácia transpozície bola
pozorovaná u dam hostite¾ov v IS3 [125]. V iných prípadoch je biologický vý −
znam týchto miest neznámy. Treba však poukáza� na skutoènos�, že pravde−
podobnos�, že každá 100 bp sekvencia bude obsahova� GATC miesto, je asi
40 %.

Reakèný mechanizmus
Základné mechanizmy pôsobenia jednotlivých inzerèných sekvencií sa
od seba odlišujú a v tejto èasti sa pokúsime ukáza� na niektoré základné roz−
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diely. Proces transpozície môžeme rozdeli� na nieko¾ko krokov: naviazanie
rekombinázy na koniec molekuly s následnou úpravou synaptického kom−
plexu s rekombinázou, možnos� pripojenia proteínu na obidva konce − tento
krok znamená úplné alebo èiastoèné oddelenie od cie¾ovej DNA; prerušenie
vlákna a jeho prenos z konca transpozónu na cie¾ové miesto; a úprava pre−
neseného vlákna na finálny produkt (obr. 2).

Rýchlos� nájdenia cie¾ového miesta a následné naviazanie, chemické
 štiepenie a prenos vlákna sú v prevažnej väèšine inzerèných sekvencií ve¾mi
podobné, prièom však aj tu sa nájde nieko¾ko výnimiek, ako je transpozícia
u retrovírusov, eukaryotických Tc a mariner èastíc, ako aj u bakteriofágov
Mu, IS10, Tn7 a IS911. Základným mechanizmom je katalytické štiepenie
nukleofilným atakom na 3'−konci vlákna DNA transpozázou (obr. 3 v¾avo).
Vo¾ná skupina 3'−OH realizuje nukleofilný atak 5'−fosfátovej skupiny cie¾ovej
molekuly DNA v jednostupòovej transesterifikaènej reakcii (obr. 3 vpravo).
Podobný prenos sa uskutoèní na obidvoch koncoch transpozónu. Za týchto
podmienok je enzým schopný „dezintegrova�“ koniec transpozónu pri kata−
lytickom ataku skupiny 3'−OH na novom mieste pre transpozón (obr. 3 vpra−
vo) [126,127]. Reakcie nevyžadujú externú energiu na vytvorenie kovalent−
nej väzby medzi enzýmom a substrátom v rekombinaènej reakcii.

Rozdiely v umiestnení cie¾ovej fosfodiesterovej väzby v reakcii môžu vies�
k zmenám v celkovej transpoziènej dráhe. Pre IS3 rodiny, medzi ktoré pa tria
IS911 a IS2, je èastým produktom molekula, v ktorej je len jeden transpozón
v cirkularizovanom vlákne DNA (obr. 2B hore). Výsledkom je reakcia vo¾nej
OH−skupiny na jednom vlákne transpozónu s transpozázou s opaèným kon−
com cie¾ovej molekuly.

Ïalšou možnos�ou je, keï skupina 3'−OH sama štiepi komplementárne
vlákno DNA pri vzniku dvojitého štiepenia. Vytvorí sa vlásenková štruktúra
(obr. 2B dole) a výsledkom je vyèlenenie segmentu z molekuly donora.
Delécia je do konèená po zavedení jednovláknového prerušenia na každej
hranici medzi kódujúcou a nekódujúcou oblas�ou molekuly DNA za vytvo−
renia vo¾ného 3'−OH konca v kódujúcej èasti. Výsledkom sú dve vlásenkové
štruktúry, ktoré sa môžu navzájom spoji� do novej kódujúcej oblasti. Tento
typ vlásenkovej štruktúry bol zistený v IS10 [47].

DDE motív
Za posledných nieko¾ko rokov bolo objavených viacero enzýmov, ktoré

sa zúèastòujú na transpozièných reakciách. Tieto enzýmy patria do skupiny
príbuzných fosfotransferáz, medzi ktoré sa zaraïuje napr. RNáza H, RuvC
Holiday resolváza. Kyslé aminokyseliny prítomné vo všetkých enzýmoch
sa priamo zúèastòujú na katalýze a ich úlohou je zrejme koordinácia dvoj−
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OBR. 2. Rôzne typy štiepenia vlákna transpozázou na koncoch transpozónu.
A − Transpozón je znázornený tmavším obdåžnikom a donorová DNA èiernymi èiarami. Šípka ukazuje
štie penie elementu transpozázou na 3'−konci, prièom vzniká aktívna skupina 3'−OH (prázdny krúžok)
a 5'−fosfátová skupina ( ). Plný krúžok predstavuje skupinu 3'−OH vytvorenú v donorovej molekule
DNA.
B − Vnútromolekulový prenos, ktorý vytvára jednoduchú cirkularizáciu transpozónového vlákna (hore)
alebo ukonèenie vlásenkovou štruktúrou (dole).

FIG. 2. Different types of transposase−mediated cleavage at transposon ends.
A − Transposons are represented by hatched boxes and donor DNA by black lines. Arrows demonstrate
the transposase−mediated cleavage at the 3' ends of the individual elements giving rise to active 3'−OH
groups (empty circles) and 5'−phosphate groups ( ). Full circles indicate 3'−OH groups generated in flan−
king donor DNA.
B − Intramolecular transfer generating single circularized transposon strands (top) or terminal hairs
(bottom).
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OBR. 3. Prenos vláken po chemickom štiepení.
¼avá schéma znázoròuje nukleofilný atak fosfátovej skupiny v transpozóne molekulou vody. Nukleotidy
predstavujú A−3'−koniec transpozónu a B predstavuje susedné 5'−nukleotidy cie¾ovej molekuly DNA.
Dochádza k ataku 3'−OH skupiny na konci transpozónu. Vpravo je znázornený prenos vlákna. Skupina
3'−OH z konca transpozónu vystupuje ako nukleofil a atakuje fosfodiesterovú väzbu medzi bázami X a Y
v cie¾ovej molekule DNA, spájajúc 3'−koniec transpozónu s 5'−koncom cie¾ovej molekuly DNA a vytvára−
júc skupinu 3'−OH na susednej báze cie¾ovej molekuly DNA (X). Prerušované šípky v obrázku ukazujú
možnú spätnú reakciu, kde skupina 3'−OH cie¾ovej molekuly DNA (X) atakuje novovytvorenú fosfodies−
terovú väzbu medzi transpozónom (A) a cie¾ovou molekulou DNA (Y), prièom sa regeneruje pôvodná
fosfodiesterová väzba medzi X a Y.

FIG. 3. Transfer of strands following the chemical cleavage.
The left side of the scheme shows a nucleophilic attack of the transposon phosphate group by the water
molecule. The nucleotides represent the transposon A−3' terminal and B means the neigh bouring 5' nuc−
leotides of the target DNA molecule. An attack of 3'−OH group at the transposon end takes place. The
right side of the scheme shows a transfer of the strain. The 3'−OH group at the transposon end acts as
a nucleophile in the attack of the target phosphodiester backbone (bases X and Y),  joining the 3' trans−
poson end to a 5' target end and generating a 3'−OH group on the neighbouring target base (X). Dashed
arrows show the possible reverse reaction, in which the 3'−OH of the target (X) attacks the newly−created
phosphodiester bond between the transposon (A) and the target (Y) to regenerate the original phosp−
hodiester bond between X and Y.



mocných katiónov kovov (hlavne Mg2+), ktoré sa zúèastòujú pri viacerých
nukleofilných reakciách medzi vo¾nými skupinami. V mnohých inzerèných
sekvenciách (IS3, a IS6) a integrázach v retrovírusoch sa vo vysoko konzer−
vatívnej oblasti nachádza motív DD(35)E [7,128,129]. V retrovírusoch tento
motív interaguje s koncovými bázovými pármi èastice [129]. Usporiadanie
kyslých aminokyselín u ïalších rodín IS má podobnú trojrozmernú štruktúru
ako integráza retrovírusov, transpozáza bakteriofága Mu, RNáza H a RuvC
[130].

Enzýmy nie všetkých inzerèných sekvencií obsahujú DDE motív.
Napríklad jedna zo skupín elementov rodiny IS91 má enzýmy podobné
tomu, ktorý sa zúèastòuje pri replikácii metódou valivej kružnice. Údaje
naznaèujú, že v IS91 sa uplatòuje transpozícia mechanizmom valivej kruž −
nice, ako to predpokladali Galas a Chandler [131].

Transpozièná reakcia
Zatia¾ èo pri iniciácii transpoziènej reakcie dochádza k prenosu z 3'−konca

transpozónu, výsledkom reakcie je štiepenie 5'−konca elementu (obr. 2A).
Ak sa štiepenie 5'−konca èastice uskutoèní súbežne so štiepením 3'−konca,
transpozón sa fyzicky oddelí od svojej donorovej molekuly. Dochádza k pre−
nosu inzerènej sekvencie do cie¾ovej molekuly (obr. 4A v¾avo). Ak 5'−koniec
štiepi 3'−vlákno donorovej a cie¾ovej molekuly DNA, vznikne kovalentná
väzba (obr. 4A vpravo). Následným štiepením 5'−vlákna sa uvo¾ní èastica
z donora, výsledkom je riadená inzercia. Na druhej strane, práve prenos
3'−vlákna transpozónu a cie¾ovej molekuly DNA zanechá skupinu 3'−OH
v cie¾ovej prekríženej molekule. Následne môže slúži� ako primer pre repli−
káciu èastice a môže generova� kointegrát medzi donorovou a cie¾ovou
molekulou (obr. 4A vpravo, B−štruktúra I). Vznikne kointegrát (zdvojenie
molekuly) bez replikaèného procesu − vytvorí sa plazmidový dimér (štruk−
túra II) alebo tandemové usporiadanie opakujúcich sa štruktúr (štruktúra
III). Štiepením 5'−konca inzerènej sekvencie sa môže segment vyštiepi� z èas−
tice (obr. 2A). U retrovírusov sa 3'−štiepením vyštiepia 2 bp z konca dvoj −
vláknovej molekuly vírusovej DNA. Podobne aj v prípade bakteriofága Mu
dochádza k 3'−štiepeniu a výsledkom je molekula kointegrátu (obr. 2A, 4A
vpravo). Pre IS10 a Tn7 je typické dvojité štiepenie koncov IS10 zabezpe−
èené jednou molekulou tanspozázy. Dvojité štiepenie konca Tn7 zanecháva
na 5'−konci tri preènievajúce nukleotidy, prièom sa využívajú dva odlišné pro−
teíny na štiepenie 3'−konca (TnsB) a 5'−konca (TnsA) vlákna DNA. Dvojité
štiepenie je vlastné aj pre eukaryotické Te1/3 a P èastice, prièom v prípade
Te1 a Te3 ostávajú na 3'−konci dva preènievajúce nukleotidy a v prípade P
èastice 17 nukleotidov [50].
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Transpozièná imunita
Transpozièná imunita je jednou z dôležitých vlastností transpozónov,

pri ktorej cie¾ová molekula, ktorá už obsahuje jednu kópiu inzerènej sekven−
cie, sa zníženou afinitou bráni prija� ïalšiu kópiu. Táto skutoènos� v plnej
miere platí pri zložitejších transpozónoch, ako sú bakteriofág Mu, Tn7
a inzerèné sekvencie patriace do rodiny Tn3. V súèasnosti sa zdá, že známe
inzerèné sekvencie sa neriadia transpoziènou imunitou, ale sú aj inzerèné
sekvencie napr. IS21, ktorá zanecháva iba jednu svoju kópiu v molekule hos−
tite¾a [132]. V tomto prípade je dôvodom pravdepodobne syntéza peptidu,
ktorý obmedzuje prístup ïalšieho transpozónu.

U zložitejších inzerèných sekvencií má zmysel zaobera� sa problémom
transpoziènej imunity. Pre bakteriofág Mu je transpozièná imunita sústrede−
ná v cie¾ovej DNA nesúcej Mu koncové sekvencie a je prenášaná prostred−
níctvom proteínu MuB. Tento proteín hrá k¾úèovú úlohu pri vyh¾adávaní
cie¾ového miesta a naviaže sa na re�azec DNA nešpecifickým spôsobom, pri−
èom zabez peèuje preferenèné miesto pre Mu−transpozázu v spojení s konca−
mi fága Mu a zvyšuje aktivitu tohoto enzýmu. Zvýšenie tejto aktivity sa pred−
pokladá jednak u cie¾ovej molekuly DNA, ako aj u samotného MuA pro −
teínu [133]. Na väzbu proteínu MuB sa vyžaduje energia v podobe ATP
[134]. Interakcia proteínov MuA a MuB sa ruší hydrolýzou ATP s následným
uvo¾nením proteínu MuB, èo znižuje možnos� ïalšej transpozície [133].

Podobný mechanizmus sa predpokladá aj u transpozónu Tn7, kde pravý
koniec je zodpovedný za imunitu [135]. V tomto prípade je Tn7 transpozáza
zložená z dvoch proteínov TnsA a TnsB. Tieto úèinkujú v spojení s pro −
teínom TnsC, ktorý je, podobne ako proteín MuB, nešpecifický väzbový pro−
teín s ATP−ázovou aktivitou.

Transpozièná imunita Tn3 a príbuzného Tn1000 (γδ) je dobre preštudo−
vaná a je známe, že vyžaduje prítomnos� 38 bp na konci IR, aby fungovala
ako imunitný cie¾ [136]. Hlavný rozdiel medzi Tn3 a fágom Mu ako aj Tn7
systémami spoèíva v tom, že u Tn3 hrá úlohu iba jeden proteín (transpozáza
Tn3), a to TnpA. U spomínaných dvoch systémov je imunita spôsobená via−
zaním transpozázy na koniec [137], prièom IHF zvyšuje viazanie transpozázy
na IR v Tn1000 [138], èím sa tiež zvyšuje imunita [139].

Cie¾ová špecifita
Výber cie¾ového miesta sa výrazne líši od jednej inzerènej sekvencie

k druhej. Je stabilný v prípade Tn7, kde prebieha jednou alebo dvoma ces−
tami. Beží s vysokou úèinnos�ou do unikátneho chromozómového miesta
(att Tn7) [140]. IS91 vyžaduje cie¾ové sekvencie GAAC/CAAG. Èlenovia
rodiny IS630 a mariner/Tc vyžadujú dinukleotidy TA v cie¾ovom mieste,
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pre IS10 je to symetria 5'−NGC TNA GCN−3' a pre IS231 je to sekvencia
5'−GGG(N)5CCC−3' [141]. Bakteriofág Mu uprednostòuje nasledovné pora−
die nukleotidov: 5'−NYGICRN−3' [142]. Pre IS10 a TC1/3 tiež sekvencie pri−
liehajúce k týmto konsenzus sekvenciám vplývajú na výber cie¾a. U špecific−
kých mutantov, tak ako u Tn10, transpozáza priamo vplýva na výber cie¾a.
Táto skutoènos� platí aj pre iné inzerèné sekvencie. Ostatné inzerèné
 sekvencie majú regionálny vplyv, napr. oblasti DNA bohaté na GC a AT páry
u IS186 a IS1. Na výber cie¾a vplýva ïalej stupeò superšpiralizácie DNA, ako
bolo zistené u IS50, ohyb DNA, ako bolo potvrdené u retrovírusov, a repli−
kácia DNA, ako bolo zistené u Tn7, IS231 a IS102. Ïalej môže ma� vplyv
na výber cie¾a aj transkripcia, ako to bolo pozorované u IS102, Tn5 a Tn10.
U bakteriofága Mu a u kvasinkového Ty1 bol pozorovaný vplyv proteínu
meneného h¾adania cie¾a a vylúèenia z transkripènej kontroly. Povaha cie¾a,
t. j. èi sa jedná o chromozóm alebo o plazmid, hrá tiež dôležitú úlohu.
V tomto prípade cie¾ová imunita môže by� iba dodatkovým faktorom.

Populaèná dynamika a horizontálny prenos
Distribúcia mnohých inzerèných sekvencií medzi rôznymi bakteriálnymi

druhmi bola sledovaná metódou Southernovej hybridizácie. Hart so spolu−
pracovníkmi zistili distribúciu IS1, IS2, IS3, IS4, IS5, IS30, IS103 u rôznych
kmeòov E. coli. Na základe výsledkov pozorovania rozdelili inzerèné sekven−
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OBR. 4. Jednoduché vèlenenie a vznik kointegrátov.
A − Prenos vlákna a replikácia vedúce k jednoduchému vèleneniu a kointegrátu. DNA inzerènej sekven−
cie je znázornená hrubými èiarami. V ¾avej èasti obrázku je príklad inzerènej sekvencie, v ktorej dochá −
dza pred prenosom vlákna k štiepeniu oboch vláken. Pravá èas� obrázku znázoròuje element, v ktorom
dochádza k štiepeniu jedného vlákna na jeho koncoch.
B − Replikatívna a nereplikatívna transpozícia ako mechanizmus vzniku kointegrátu. I − replikatívna
transpozícia, II − jednoduché vèlenenie dimérnej formy z donorovej molekuly, III − jednoduché vèlenenie
od donora nesúceho tandemové kópie transponovate¾ného elementu. Transpozón je znázornený hrubou
èiarou, koncové opakovania sú znázornené malými prázdnymi krúžkami.

FIG. 4. Simple insertions and cointegrate formation.
A − Strand transfer and replication leading to simple insertions and cointegrates. The IS DNA is shown
as thick lines. The left panel shows an example of an IS which undergoes double strand cleavage prior to
strand transfer. The right panel shows an element which undergoes single strand cleavage at the ends.
B − Replicative and nonreplicative transposition as mechanisms leading to cointegrates. I − replicative
transposition, II − simple insertion of a dimeric form from the donor molecule and III − simple insertion
from a donor carrying tandem copies of the transposable element. The transposon is shown as a thick
line, terminal repeats are shown as small open circles.
1 − strand transfer, 2 − second strand cleavage, 3 − simple insertion, 4 − replication, 5 − cointegrate,
6 − donor, 7 − target DNA.



cie do troch skupín pod¾a výrazného vplyvu na reguláciu: slabo regulované
(IS1, IS5), stredne silno regulované (IS2, IS4, IS30), silno regulované (IS3).
Opierali sa o pozorovanie, že bakteriofág P1 akumuloval mutácie spojené
s inzerènými sekvenciami, aj keï bol hostite¾ský kmeò uchovávaný v agaro−
vých vpichoch. Arber a kol. [143] sledovali 8 skupín IS u 118 individuálnych
klonov izolovaných z 30−roèných vpichov E. coli K12 W3110. Experimenty
potvrdili, že prítomnos� inzerèných sekvencií v kmeòoch nie je fenoménom
iba súèasného obdobia, ale že inzerèné sekvencie sa v bunkách vyskytovali
s rovnakou frekvenciou aj v minulosti.
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Characterisation of insertion sequences in bacterial cells
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SUMMARY. The presented article gives a general review of the function, properties and occur−
rence of insertion sequences isolated from bacterial cells and demonstrates a correlation bet−
ween mobile insertion sequences and the possibility of the generation of spontaneous muta−
tions of bacteria.
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