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Vyskyt a vlastnosti inzer¢nych sekvencii v baktériach

MARIAN MACOR - PETER SIEKEL - JOZEF GRONES

SUHRN. Zdkladnym cielom predloZenej préce je podat uceleny pohlad na vyskyt, vlastnosti
a funkciu zdkladnych inzerénych sekvencii izolovanych z bakteridlnych buniek a poukazat
na vzdjomny vztah medzi inzerénou pohyblivou sekvenciou a moznostou vzniku spontdn-
nych mutdcif baktérii.
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Za poslednych desat rokov sa dosiahol vyrazny pokrok v poznatkoch
o inzerénych elementoch a transpozicnych systémoch. Transpozicia sa v su-
Casnosti chdpe nielen ako proces v€lenenia cudzorodej molekuly DNA
do cielového miesta, ale aj ako molekuldrno-biologicky proces na molekular-
nej drovni v in vivo podmienkach u prokaryotickych, ako aj eukaryotickych
organizmov [1-4]. Sekven¢nd analyza dala vyrazny podnet k podrobnému
Stidiu a charakterizicii roznych transpozi¢nych sekvencii. Do roku 1989 bolo
zndmych a analyzovanych asi 50 inzerénych sekvencii (IS) izolovanych
prevazne z bakteridlnych buniek [5], ¢o je asi iba desatina dnes zndmych
inzerénych sekvencii (teraz je ich zndmych viac ako 500). Rovnako sa Studu-
ju aj v eukaryotickych bunkdach ,,inzeréné sekvencie®, ako napr. mariner, ktoré
boli izolované z 240 druhov hmyzu, z hub, buniek cicavcov, ryb a rastlinnych
buniek [6], ako aj im pribuzné sekvencie typu Tcl [7,8].

Velké mnozstvo, ako aj premenlivost inzerénych sekvencii, je dost pre-
kvapujuce. Pocet inzerénych sekvencii je teraz taky velky, Ze vznikli problé-
my s ich systematickou klasifikdciou. Zatrieduju sa do urcitych ¢eladi a sku-
pin na zdklade podobnosti a rozdielov v Struktire a organizécii, v stavbe nuk-
leovych kyselin a kddovanych proteinov, ako aj na zdklade ich vzdjomnych
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vztahov. Pri obrovskom mnozstve informdcii potrebnych k systematizicii sa
pridaju aj dalSie vlastnosti, ako je porovnanie vztahu Struktiry a funkcie,
presnd charakterizdcia enzymov zabezpecujucich transpozi¢né reakcie, ako
su rekombindzy a transpozdzy.

Na zdklade takychto kritérif si definované inzercné sekvencie ako malé
(véacsie ako 2,5 kb) kryptické useky DNA s jednoduchou genetickou organi-
zaciou a schopnostou inzercie do roznych cielovych miest v molekule DNA.
Z tohoto ddovodu sa medzi inzeréné sekvencie zaraduje niekolko typov
pohyblivych genetickych elementov, ako su elementy obsahujice molekulu
RNA - retrovirusy, retrotranspozény a retropozony [9,10], molekulu DNA -
konjugativne transpozony [11], ktoré vyuzivaju mechanizmus v¢lenovania
podobne ako bakteriofdg lambda, a tiez také elementy, ako je bakteriofdg
Mu [3], bakteriofdg Tn7 [1] a transpozony typu Tn554 [12], ktoré su velké
a relativne zlozité.

Do skupiny inzerénych sekvencii sa nezaraduje velka ¢ast sekvencif trans-
pozénov typu II ¢elade Tn3 [13], hoci niektoré z nich si malé a mozu splnat
kritérid kladené na inzeréné sekvencie (napr. transpozon TnZ000 (y5), 1S101
[14] a IS1071 [15,16]. Mnohé z nich majui zlozitd Struktiru a nesu gény
pre niekolko rezistencif vo¢i antibiotikdm, ktoré si na inom type pohybli-
vych elementov nazyvanom integron [17]. Hoci tieto pohyblivé elementy
nie su detailne popisané, mnohé z nich maji funkénui podobnost s inzer-
¢nymi sekvenciami a prindSaji nové poznatky doleZité pre pochopenie
mechanizmu transpozicie. Poznatky o nich prispeju k pochopeniu spravania
sa inzer¢énych sekvencif.

Ndzvoslovie inzercnych sekvencii

Pre zaradenie inzer¢nych sekvencii do skupin sa v minulosti pouzivalo
niekolko kritérii. Prvy spdsob oznacovania, ktory navrhol v roku 1978
Lederberg [18], bol zaloZzeny na jednoduchom principe ¢islovania inzerénych
elementov v poradi ich objavenia, napr. IS/. Toto ndzvoslovie postacovalo
v Case, ked bolo znamych iba niekolko inzerénych sekvencii. Tento systém
sa vSak stdval menej prehladnym s pribudajicim poctom charakterizovanych
pohyblivych elementov.

Druhy spdsob oznacovania inzerénych sekvencii obsahuje informadcie
o ich povode, teda o bakteridlnom druhu, z ktorého boli izolované, napr.
ISRm1 pochadza z Rhizobium meliloti. V sucasnosti sa v literatire objavuju
obidva typy oznacenia. Pribuzné inzer¢né sekvencie, liSiace sa iba niektorymi
rozdielmi v sekvencii nukleovych kyselin, v po¢te obrdatenych opakovani, sa
oznacuju ako izoformy rodicovskych inzerénych sekvencii a pokladaju sa za
Specificku vetvu. Niektoré inzeréné sekvencie sa neoznacuju podla vysSie
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opisanych pravidiel, ako napr. Rsalpha-9. Tam, kde je to vSak aspon trochu
mozné, sa tieto komplikované oznacenia zjednoduSuju pouzitim ndzvoslo-
via, ktoré zahrna inicidly druhu bakteridlneho hostitela.

Zdroje bakteridlnych inzercnych sekvencii

Bakteridlne inzer¢né sekvencie boli objavené pri Studiu modelovych
genetickych systémov pri translokdcii génov a tvorbe mutdcii a mutantov.
ZvySeny zdujem o gény rezistencie na antibiotikd a rozne tazké kovy sa stal
dovodom S$tudia mnohych inzerénych sekvencii nielen v chromozéme, ale aj
v plazmidoch Sirokej palety prokaryotickych a eukaryotickych buniek. VAcSi-
na inzerénych sekvencif je vlozend do mimoplazmidového genému, pri¢om
poskytuje promator pre vlastnu integraciu a exciziu do plazmidu [19].

Experimenty ukdzali, Ze inzer¢né sekvencie maju vyrazny vplyv aj na pa-
togenitu a virulenciu baktérif. Stidium mechanizmov bakteridlnej patogeni-
ty v poslednych rokoch potvrdilo vztah medzi inzerénou sekvenciou a mno-
hymi patogénnymi a virulentnymi funkciami, ¢o je ¢asto sposobené zvySenou
frekvenciou transpozicie. Takymto spdsobom sa objavilo mnoho inzerénych
sekvencii Zivoc¢iSnych 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 tiez rastlinnych patogénov (Agrobacter
[33], Erwinia, Pseudomonas) a symbiontov (Rhizobium [34]).

Nemenej vyznamnu funkciu majui inzeréné sekvencie baktérif, ktoré
sa vyuzivaju pri biodegradaciach a bioremedidciach v prostredi. Ak sa inzer-
¢nd sekvencia spravne zacleni do gendmu baktérie, umozni spravnu funkciu
degradacnych a katabolickych drah [35], a pritom mdZe zabezpecit zvySeny
stupenl biodegraddcie ponikaného substratu. Na to, aby bolo mozné spravne
charakterizovat pozitivny alebo negativny vplyv inzer¢nej sekvencie na bun-
ku, je potrebné poznat mechanizmus transpozicie v bakteridlnej bunke.

Mnohé inzer¢né sekvencie integrované v chromozomovej [36-38] alebo
plazmidovej [39] molekule DNA su schopné vytvarat markery pre restrikéné
endonukledzy, polymorfizmus a epidemiologické ciele (napr. IS6100 v Myco-
bacterium tuberculosis [20], 1S1296 v Mycoplasma mycoides [40], 1S200
v Salmonella [40] a 1S1004 vo Vibrio cholerae [41]. Su vSak aj také bakterial-
ne druhy, ako je laboratérny kmen Bacillus subtilis [42], ktory inzeréné
sekvencie neobsahuje.

Vlastnosti bakteridlnych inzercnych sekvencii

Bakteridlne inzer¢né sekvencie, ako sme uz spomenuli, boli povodne
identifikované pri $tidiu generovania mutantov ako vysledok ich translo-
kacie. Vclenovanie inzerénej sekvencie a nasledné vnesenie rezistencii voci
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antibiotikdm na samoprenosné plazmidy ma velky vyznam pre modernu bio-
16giu. Bolo popisanych niekolko plazmidov, kde na malom tuseku je genero-
vanych niekolko génov rezistencie na rozne antibiotikd [1] s promdtorom,
ktory umoznuje ich integraciu a exciziu. Na plazmide boli objavené dve ko-
pie urcitej inzer¢nej sekvencie, ktoré zabezpecuju jeho pohyblivost. Tato
Struktiira sa oznacuje ako zakladna zlozka transpozénu [43]. Stidie mecha-
nizmu bakteridlnej patogenity v poslednych rokoch objavili priamy vztah
medzi pritomnostou inzercénej sekvencie v bunke a patogenitou baktérie.
Inou oblastou, v ktorej sa dosiahli vyrazné vysledky v poslednych rokoch,
su bioremedidcie. Aj v tejto oblasti inzeréné sekvencie su asociované s génmi
tvoriacimi degradativne alebo katabolické biodegradacné drahy [35].

Charakterizacia zakladnych vlastnosti inzerc¢nych sekvencii

Organizdcia inzercnych sekvencii

Inzeréné sekvencie su kratke useky molekuly DNA s definovanou gene-
tickou funkciou (obr. 1). Kéduju zdkladnu vlastnost, ktorou je mobilita
(pohyblivost) sekvencie. Na molekule inzercnej sekvencie sa rozpozndvaju
zakladné charakteristické znaky, ako su definované konce molekuly, gén
pre enzym transpozdzu a niektoré regulacné sekvencie. Transpozdza
je kédovand z jedného alebo niekedy z dvoch otvorenych ¢itacich rdmcov,
¢o je Ciasto¢ne zavislé od dizky inzerénej sekvencie. Jednotlivé zlozky bude-
me zbezne charakterizovat v nasledujuce;j Casti prace.

Koncové obrdtené opakovania

Okrem niekolkych vynimiek (rodiny IS97, IS10 a IS200/605 pozri tab. 1),
prevazna vacsina inzerénych sekvencii ma na koncoch kratke koncové opa-
kované sekvencie (IR) s dizkou od 10 do 40 bp. Koncové opakovania maji
dve funkéné domény (obr. 1). Prvd doména (oznacend II) je orientovana
do vnutra IR a zabezpecuje vizbu na transpozazu, zatial ¢o druhd doména
(oznacena I) obsahuje 2 alebo 3 bp dlhé konce, ktoré zabezpecuju Stiepenie
hostitelského vldkna, do ktorého sa vcleniuje transpozon [19,26,44-48].
Takuto Struktiru a organizdciu prenosu mé transpozon Tn3 [49]. Jedno-
duché viazbové miesta pre asymetrické vazbové proteiny vyuZiva bakteriofdg
Mu, transpozon Tn7 [50] a pravdepodobne aj Tn552 [51]. Iné transpozdony
maju zloZzené protein-viazbové miesta, ktoré mdzeme charakterizovat napr.
komplexom En/Spm a Ac sekvencie, napr. v kukurici [52,53]. Nahromadenie
roznych vizbovych vzorov na kazdom konci vo vhodnej vzdialenosti zabez-
pecuje aktivitu synaptickych komplexov. Promdétory vo vniitri inzer¢nej
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OBR. 1. Organizdcia typickej inzer¢nej sekvencie (IS).

IS predstavuje otvoreny obdlznik, na ktorom si koncové obritené opakovania (IR) oznaéené Ciernym
obdlznikom ako IRL (lavé obritené opakovanie) a IRR (pravé obratené opakovanie). Jednoduchy otvo-
reny &itaci ramec kédujtici transpozédzu je zndzorneny ako $rafovand oblast pozdiZ celého IS a siahajtica
az do IRR. Prométor pre transpozdzu (p), umiestneny v IRL, je zndzorneny $ipkou. Typickd doménova
Struktura IR je zndzornend dole (Cierna oblast). Doména I predstavuje koncové bazové péry, ktoré umoz-
nuju rozpozndvanie pri Stiepeni substratu transpozazou. Doména II predstavuje sekvencie potrebné pre
vézbu transpozazy na substrat.

F1G. 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.

sekvencie su Casto umiestnené mimo IR sekvencie pred transpozdzovym
génom a na zdklade konvencie ich oznacujeme ako lavé koncové opakova-
nie (IRL). Toto usporiadanie méze naznacovat mechanizmus autoreguldcie
syntézy transpozazy. Vazbové miesta pre Specifické hostitelské proteiny sa
tiezZ Casto objavuju za alebo tesne pred koncom inzer¢nej sekvencie a tieto
proteiny moZu hrat udlohu pri stanovovani transpozi¢nej aktivity alebo expre-
sie transpozazy.

Doménovd struktiira transpozdzy

Specifické poradie nukleotidov zodpovedné za viizbu proteinu na mole-
kulu DNA je vo vSeobecnosti orientované na N-koniec molekuly, naproti
tomu katalytickd doména prevazne na C-koniec proteinu (IS7 [54,55], IS30
[56], Mu [57], Tn3 [58], IS50 [59] a IS911 [60]). Jednou z interpretécii pricin
takéhoto usporiadania v prokaryotickych bunkdch je lahSia interakcia pro-
tefnov s inzerénou sekvenciou, ¢im sa zvySuje stupen expresie a aktivity pro-
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Tas. 1. Charakteristické vlastnosti niektorych inzerénych sekvencif izolovanych

z gramnegativnych, ako aj z grampozitivnych buniek.

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

. . . Dizka# IR DR
Organizmus! Rodina? | Skupina3 [bp] [bp] [nk]
Escherichia coli W3110 IS7 768 18/23 9
Escherichia coli K12 1S3 1S2 1331 16/18 5
Escherichia coli K12 1S3 1S3 1258 29/40 3,4
Escherichia vulneris ATCC 29943 IS7 786 18/23 ND
Escherichia fergusonii ATCC 35469 1S1 694 ND ND
Escherichia hermannii ATCC 33652 1S7 768 20/23 ND
Shigella sonnei 1S7 798 18/23 ND
Shigella dysenteriae IS1 766 20/23 ND
Shigella flexneri 1S7 768 20/23 ND
Synechocystis sp. PCC6803 1S4 1303 15/19 ND
Salmonella typhimurium (TN10) 1S4 1329 17/22 9
Salmonella typhimurium (pBP11) 1S6 820 14 ND
Salmonella panama 1LA46 1S6 1648 14 8
Enterococcus faecalis BM4281 1S256 1 466 28/42 8
Pseudomonas aeruginosa PAO (pFP110) ISCNY 7300 ND ND
Pseudomonas aeruginosa PAO (pR68,45) 1S21 2131 30/42 4,(5)
Pseudomonas oleovorans TF4-1L 1S21 > 316 ND ND
Agrobacterium tumefaciens LBA4060 (pLA108) | ISNCY 1200 ND ND
Yersinia pestis 106 Otten 1S21 1953 20/28 5
Yersinia pseudotuberculosis (pKYP1) 1S21 1954 20/28 ND
Streptomyces albus G J1147 IS5 ISL2 883 16/20 2
Streptococcus mutans V403 1S3 IS150 1220 31/43 3
Bacillus thuringiensis subsp. finitimus 73-E-10-2 1S4 1649 20 ND
Staphylococcus aureus (pSHO) 1S6 791 21/26 ND
Caulobacter crescentus SC298 ISNCY 800 12/16 4
Bulkholderia cepacia ATCC17616 (pTGL6) 1S3 1S427 1316 23/26 3
Helicobacter pylori NCTC 11638 1S605 1904 0 ND
Anabaema sp. strain M-131 1S605 1352 0 0
Lactobacillus lactis subsp. lactis LM0230 IS3 1S3 1250 25/36 3,4
Vibrio cholerae O1 1S605 1S200 628 ND ND
Vibrio parahaemoliticus WP1 1S5 1S903 1046 15/18 ND
Vibrio minicus 6 1S5 1S903 964 18 ND
Acetobacter xylinum ATCC 23769 IS5 1S1031 930 22/24 3
Ralstonia eutrophia AE104 1S30 1104 22/28 3
Bacillus thuringiensis 1S4 1656 20 10-12
Bacillus thuringiensis 1S4 1643 7/20 ND
Bacillus thuringiensis 1S4 1656 19/20 11
Bacillus thuringiensis 73-E-10-2 1S4 1694 20 ND
Agrobacterium tumefaciens 1S66 2716 24/27 8
Agrobacterium tumefaciens AB3 1S3 1S51 1321 25/26 ND
Agrobacterium tumefaciens (pTiAB3) IS5 1S427 849 14/16 2
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. . . Dizkat IR DR
Organizmus! Rodina? | Skupina3 [bp] [bp] [nk]
Anabaema sp. M131 1S1 1352 0 0
Anabaema sp. PCC7120 ISNCY 1675 21/24 8
Anabaema PCC7120 ISNCY 1200 ND ND
Coxiella burnetii NineMile7 IS110 1450 7 ND
Coxiella burnetii NineMile7 IS110 1458 7 ND
Ralstonia eutropha AE104 1S30 1106 22/28 3
Bulkhordria cepacia 2a (plJB1) 1S630 1113 18/25 2
Bulkhordria cepacia ATCC17616 (pTGL1) 1S21 > 2530 | 40/48 8

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.

teinu [61,62]. Toto usporiadanie uprednostiiuje aktivitu proteinu v cis-kon-
formdcii, ktord maju aj transpozazy (pozri aktivity cis). Takéto vizobné mies-
to transpozdzy bolo identifikované v IS7 a IS911.

Dalgou charakteristikou, ktora vsak neplati pre vetky transpozazy, je
schopnost vytvarat multimérne formy, ktoré podporuju zvySenie aktivity
[63]. Takéto multimérne formy tvoria transpozdzy mobilnych elementov
prokaryotickych buniek, napr. bakteriofdg Mu [64], IS50 [62] a IS911 (ale
nie IS70 [65]), tak aj eukaryotické elementy, ako su retrovirusy [66] a ele-
menty typu Mos! [67].

ZvySovanim poctu Studovanych Struktir réznych typov enzymov bude
vyrazne vzrastat moznost porovndvania ich vlastnosti a funkcii. Ukazuje sa,
Zze niektoré zndme Struktiry, ako su polynukleotidyltransferdzy typu
Holiday-resolvaza RuvC a RNdzaH [68,69], maju podobnu katalyticku fun-
kciu ako transpozdzy v retrovirusoch a v bakteriofdgu Mu.

Priame cielové opakovania

DalSou vSeobecnou vlastnostou inzerénych sekvencif je ich vélefiovanie
do cielovej molekuly DNA prostrednictvom kratkych opakovanych (repeti-
tivnych) sekvencii (directly repeated sequences - DRs), nachddzajucich sa
na konci molekuly. V cielovom mieste atakuje bud jeden alebo obidva konce
transpozénu obidve vlikna cielovej molekuly DNA. Dizka opakovani je
od 2 bp do 14 bp, ¢o sa 1i§i v jednotlivych inzerénych sekvencidch (tab. 1),
pri¢om inzerciou sa bude generovat zdvojndsobenie ich dizky v cielovom
mieste. Niektoré inzer¢né sekvencie s nizkou frekvenciou generuju opako-
vané sekvencie atypickej dlzky, ¢o sposobuje geometrické zmeny pri trans-
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pozicnej reakcii. Na druhej strane sa stdva, Ze inzer¢né sekvencie nemaju
opakované sekvencie. Nepritomnost priamych opakovani m6ze komplikovat
vysvetlenie homologickej intermolekuldrnej a intramolekuldrnej rekombina-
cie medzi dvoma inzer¢nymi sekvenciami. Pri ich vy€leneni z molekuly DNA
hostitela dochddza k nevratnym deléciam v gendme.

Kontrola expresie susednych génov

Mnohé inzeréné sekvencie po v¢leneni do cielovej molekuly DNA
dokézu aktivovat expresiu susednych génov. Do tejto skupiny patria ddvnej-
Sie zndme inzeréné sekvencie IS7, IS2, ale aj mnohé neddvno popisan€ inzer-
¢né sekvencie ako 1S406 [70], IS1186 [71], IS481 [72], ISSg! [73], IS1490 [74]
a ISVval [75].

V znédmych inzer¢nych sekvencidch, ako su ISZ, IS2 a IS5, bol pred génom
na konci IR v pozicii =35 potvrdeny funkény prométor (hexamér). Ak sa
umiestni (transpoziciou) v spravnej vzdialenosti do —-10 hexaméru
hostitelskej molekuly DNA, vytvori sa novy funkény promdétor schopny riadit
expresiu susednych génov. Do tejto skupiny inzerénych sekvencif s riadiacou
funkciou hexaméru v polohe -35 patri velka skupina sekvencii 1S27 [76],
1S30 [77], 1S257 [78], IS2 [79], 1S911 [80], a IS982 z Lactococcus lactis [81].

Reguldcia vnitorného —10 hexaméru v IRL oblasti inzer¢nej sekvencie
sa mOZe uskutocnit dvoma spOsobmi. Obidva konce inzer¢nej sekvencie
sa postavia vedla seba tak, aby vytvorili dimérnu Struktiru typu ,hlava
k pite®, alebo vytvorili kruhovi kdpiu inzer¢nej sekvencie. Pri kombindcii
—10 hexaméru s —35 hexamérom v susedstve pravého konca sa mdze vytvorit
silny promotor (IS21 [80], IS30 [77] a IS911 [80]). Toto zoskupenie modze
viest k zvySenej expresii transpozdzy, o sucasne zvysi transpozi¢nu aktivitu.

Kontrola susednych génov inzerénou sekvenciou sa moze ilustrovat
na operdne bgl v bunkdch E. coli. Aktivacia operonu moze byt zvySend inzer-
ciou IS7 alebo IS5 pred alebo za prométor [82,83]. Jednym z vysvetleni toho-
to efektu je zmena Struktiry molekuly DNA (t. j. zmena zakrivenia alebo
topoldgie molekuly DNA). Podobny aktivacny efekt maju aj mutdcie v cap,
toll a hns génoch.

Kontrola transpozicnej aktivity

Transpozi¢nd aktivita v bunkdch md vo vSeobecnosti nizku uroven. Tento
poznatok je vSak v protiklade s vysokou frekvenciou vzniku mutantov
azmien v gendme hostitelskych buniek [84]. Promdtory pre transpozdzu
patria medzi velmi slabé. Mnohokrdt si umiestnené na konci IR, ¢o sposo-
buje neschopnost autoreguldcie viazby transpozdzy.
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Aktivita a expresia transpozdzy

Zatial ¢co mnohé klasické mechanizmy zabezpecujice kontrolu expresie
génov, napr. produkciou transkripéného represora (IS7 [55,85,86] a IS2 [87])
alebo transkripéného inhibitora (antisense RNA v IS0 [2]), su dobre pre-
Studované, vizba na operatory pre expresiu transpozazy doteraz este nie je
presne preStudovand. V dalSej Casti si ukdzeme vplyv jednotlivych faktorov
na aktivitu transpozdzy a na ucinok transpozicnej reakcie.

(i) Translacno-iniciacné signdly

Ochrana inzerénych sekvencii pred aktivaciou pri vysokej expresii génov
predpoklada existenciu vlastnych operdtorov, od ktorych zdvisi droven ini-
cidcie transldcie. Regulatné miesta inzerénej sekvencie su umiestnené
na lavom konci molekuly, obsahuji miesto pre vizbu ribozému (RBS), alebo
translacny inicia¢ny kodon pre gén transpozdzy. Pri transkripcii z vlastnych
promatorov sa tvoria krdtke opakované transkripty. Ak by sa tvorili tran-
skripty zo susednych molekil DNA (po preruSeni prométorov v IS), opako-
vania by mohli generovat takud sekunddrnu Struktiru na mRNA, ktord by
mohla porusit transla¢né inicia¢né signaly [88,89]. Stiidiom mutantov v 1S10
a IS50 sa potvrdili vznik sekundarnej Struktiry, ktora zniZuje aktivitu trans-

pozazy [90].

(ii) Programovanie transla¢nych ¢itacich rdmcov

Na durovni elongdcie transldcie dochddza k programovaniu transldcie
medzi dvomi konsekutivnymi otvorenymi ¢itacimi rdmcami. Prvy zacina
v pozicii -1, ¢o je jeden nukleotid pred RBS. Tito pozicia sa nazyva ,,slippe-
ry“ (kizavy) kodén s heptanukleotidovou sekvenciou typu Y YYX XXZ
vo faze 0 pri ¢itani YYY XXX Z v pozicii —1. V redlnej inzercnej sekvencii
je poradie heptanukleotidov A AAA AAG. Posun ribozomu po takejto
Struktire stimuluje vznik sekundarnej Struktiry na molekule mRNA, ktord
zvySuje viazbu ribozému na RBS pred sekundarnou Struktirou. Kontrola
transpozicie na urovni transldcie bola pozorovana u IS/ a IS3 [85,91,92].
Je pravdepodobné, Ze takyto mechanizmus sa uplatiiuje aj pri inych inze-
rénych sekvencidch. Mechanizmus predpokladd, Ze pred ¢Eitacim rdmcom
v molekule DNA sa rozpoznavaju domény, ktoré koduju katalytické miesto.
Produkt pred ¢itacim ramcom funguje ako moduldtor aktivity, pricom sa via-
Ze na inzer¢né sekvencie. Obidve domény obsadi iba jeden protein, transpo-
zdza, ktord riadi a zabezpecuje mobilitu inzerénej sekvencie. Obsadenie
obidvoch miest je ddlezité pre transpozi¢nu aktivitu. Tento mechanizmus
je zavisly od fyziologického stavu hostitela, od ktorého zdvisi aj intenzita
transpozicnej reakcie.
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(iii) Transla¢né termindtory

Ukoncenie translécie je zavislé od translacnych termina¢nych kodonov
pre gén transpozazy, ktoré su umiestnené mimo IR. Experimenty ukdzali, ze
vézba transpozdzy na promdtorové oblasti eSte nezabezpecuje riadny prie-
beh transpozi¢nej reakcie. Gény pre transpozdzy v mnohych inzerénych
sekvencidch neobsahuji vlastné termina¢né koddny. Vynimkou su rodiny
IS240C a 1S6 [93]; dvaja Clenovia z rodin IS5, IS427 [94] a ISMk! [95]; a
niekolko ¢lenov rodiny 1S630, 1S870 a ISRfI [96]. Preto sa mnohé€ z inze-
rénych elementov vélenuju do relativne Specifickej cielovej sekvencie, ktora
vytvdra, alebo poskytuje terminacny kodon pre transpozdzu.

(iv) Dopad na transkripciu

Skorsie Studie inzerénych sekvencii ukazali, Ze na priebeh transkripcie ma
vplyv aj transpozicnd aktivita. Tieto vysledky boli Ciastocne potvrdené aj
pre IS0 a IS50, ale mechanizmus nie je doteraz jasny. Pri transkripcii lavého
konca molekuly bakteriofdga Mu sa podstatne zniZuje jeho transpozi¢nd
aktivita [97]. Je pravdepodobné, Ze pre transpoziciu je potrebnd vizba trans-
pozdzy na obidva konce molekuly, ¢o pri transkripcii na lavej strane mole-
kuly nie je zabezpecené.

(v) Stabilita transpozdzy

Ako priklad moZeme uviest IS903, kde transpozdza v bunkich E. coli
je senzitivna voci Lon protedze [98]. Tato senzitivita blokuje aktivitu obid-
voch transpozdz. Aktivita transpozdzy je najvysSia v pripade, ked je enzym v
cis-kofigurdacii. Naproti tomu mutant v transpozaze 1S903 si zachovava akti-
vitu prave v konfigurdcii trans. Enzym je viac degradovany Lon protedzou,
ked je v prirodzenom stave, teda v cis-konfiguracii. Tato protedza ma vplyv
aj na Tn5 (IS50) transpozén. Okrem toho je transpozdza IS/ citlivd
na zvySenu teplotu (pri teplote 42 °C ireverzibilne strdca aktivitu) v in vivo
ako aj v in vitro podmienkach.

(vi) Aktivita v polohe cis

Zikladné Stidie mnohych transpozicnych elementov indikuju, Ze trans-
pozi¢na aktivita sa prejavi za predpokladu, ak transpozédza a gén pre trans-
pozdzu su umiestnené v tej iste] molekule DNA. Uprednostiiuje aktivitu v cis
redukovanej polohe, kde expresia a aktivita transpozdzy prebiehaju na tej
istej molekule DNA. Takyto mechanizmus bol opisany pre viac inzerénych
sekvencii, ako su IS7 [99,100], ISZ0 [101], IS50 [102], IS903 [103,104]. Tato
vlastnost predpokladd védzbu transpozdzy na koniec transpozonu, ¢im
zabrani dalSej syntéze.
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Pre 1S903 sa zvySuje aktivita [26] a expresia [105] transpozdzy v polohe
trans. Pre IS10 mutanty, u ktorych je zvySend expresia transpozazy, dochadza
k vdzbe enzymu v polohe cis. Preferovanie polohy cis je sposobené tym, ze
vazbovd doména je umiestnend na N-konci proteinu, o umoziiuje lepSiu
védzbu prave na susedné vizbové pozicie.

Vplyv hostitelskych faktorov na transpoziciu

Transpozicna aktivita je Casto pozitivne alebo negativne ovplyviiovand
hostitelskymi faktormi. Tieto ucinky su Specifické pre kazdud inzerénu
sekvenciu. Medzi ne sa zaraduju DNA Saperdny (alebo histénom podobné
proteiny), dalej integrac¢né hostitelské faktory (IHF) HU, HNS, FIS, inicia-
¢ny replikacny faktor DnaA; proteinové Saperdny I protedazy CLpX, CLpP,
ClpA; dalej su to proteiny, ktoré hraju ulohu pri SOS (zachrannom) mecha-
nizme, ako je LexA protein, a nakoniec metyldcia molekil DNA - Dam
metyldcia. Transpoziciu moZe ovplyvnit aj subor proteinov podielajuicich sa
na superspiralizacii molekuly DNA v bunke (topoizomerazy, gyradzy).

DNA Saperény mozu hrat dlohu v zabezpecovani trojrozmernej stavby
roznych nukleoproteinovych komplexov nevyhnutnych pre i¢innu transpo-
ziciu. MOZu byt zahrnuté aj v reguldcii expresie transpozdzy. Niektoré zloz-
ky moZu mat Specifické vizbové miesta pre integra¢né hostitelské faktory.
Tieto mOZu byt vnutri, alebo pri transpozdzovom promdotore, napr. u inzer-
¢nych sekvencii IS7 [106], 1S903 [103], IS10 [19]. Integracné hostitelské
faktory HU, HNS a FIS v bakteriofdgu Mu zabezpecuju expresiu niekto-
rych Mu génov, alebo priamo riadia samotné transpozi¢né procesy. IHF
v IS10 ovplyviiuju produkt transpozicie naviazanim sa na 43. bazu od konca
inzercnej sekvencie [107]. Hoci IS7 bola prvym elementom, u ktorého THF
miesta boli identifikované, doteraz neboli objasnené podmienky, za ktorych
md IHF jednozna¢ny ucinok na transpoziciu alebo na expresiu génov.
Podobne aj protein FIS a replika¢ny protein DnaA majui vplyv na transpo-
ziciu IS50 [108]. Hoci mechanizmus ucinku je doteraz nejasny, Studuje sa
ucinok aj dalSich hostitelskych proteinov na transpozi¢nu reakciu.
Acylovany protein stimuluje Stiepenie 3'-konca transpozénu Tn3 [58]. Ten
isty protein spolu s ribozomovym proteinom L29 stimuluje naviazanie TnsD
(protein zahrnuty v cielovej sekvencii Tn7) na inzeréné miesto att transpo-
zonu Tn7 na chromozéme [67]. ACP aj L29 stimuluju Tn7 transpoziciu v in
vitro podmienkach a samotny protein L29 aj v in vivo podmienkach [67].
Medzi dalSie faktory, ktoré sa podielaju pri transpozi¢nych reakcidch su
CLpX, CLpP a Lon. CLpX je esencidlny pre fagovu replikdciu [109,110]
ako aj replikdciu bakteriofdga Mu [111]. Faktory CLpP a CLpX a 10 kon-
covych aminokyselin pA proteinu [112] hrajui ulohu pri proteolyze Mu

33



MACOR, M. - SIEKEL, P. - GRONES, J.

represora [113,114]. Ako sme uz spomenuli, Lon protedza md ucinok pri
proteolyze transpozazy v IS903 [99,115].

Tretou skupinou hostitelskych faktorov su faktory limitujice poskodenie
molekuly DNA a zachovanie integrity chromozomov. Vysoka hladina trans-
pozazy v transpozénoch IS701 [116] a IS [115] v pritomnosti vhodnych kon-
covych IR vedie k indukcii hostitelského SOS systému. Reznikoff a spolu-
pracovnici zistili, Ze transpozicia Tn5 je inhibovand indukciou SOS systému
a nevyzaduje proteolyticku aktivitu RecA proteinu [116]. Na druhej strane
Tessman a spol. [115,117,118] dokdzali, ze konstitutivne SOS podmienky
aktudlne zvySuju Tn5 transpoziciu. Ahmed [119] poukdzal na skuto¢nost, ze
transpozicia Tn5 je stimulovand v pritomnosti RecA proteinu.

Vniitrobunkové transpozicia transpozénu Tn9 (odvodeny od IS7) pre-
bieha podobnym spdésobom ako u Tn5 s rovnakym uc¢inkom rec4 génu [119].
Na druhej strane frekvencia delécii sposobenych IS/ bola v nepritomnosti
RecA proteinu zvySend. Toto podporuje domnienku, Ze delecné produkty
sa hromadia u recA hostitelov, ale nie u divého typu, kde takdto akumuldcia
zavisi od recBC proteinu. Podobne aj u transpozonu Tn5 a Tn/0 [120] tento
proces nezavisi od transpozicie. Tento vztah sa vyznamne prejavuje u zloZi-
tych transpozonov IS10 a IS50, ktoré su pritomné v priamych opakovaniach
a stimuluju transpozon umiestneny na konjugativnom plazmide. Zda sa, ze
excizie sa vyskytuju pri tvorbe replikacne;j vidlice.

Pociato¢né Studie transpozicie Tn5 poukazuji na priamy vztah DNA-
polymerdzy a DNA-gyrazy v tejto reakcii [121,122]. Zatial ¢o gyrdza ovply-
viiuje supersSpiralizaciu, DNA-polymerdza hrd ulohu v syntéze DNA a pri re-
pardcii medzier po naStiepeni, ¢o moze mat za ndsledok vznik priamych
cielovych repeticii. Pozitivna tiloha DNA-gyrdzy bola pozorovand aj pri
transpozicii bakteriofdga Mu [123].

Dam DNA-metylaza hra ulohu pri aktivite transpozdzy, ako aj pri jej
expresii. IS10, IS50 a IS903 majui metyla¢né miesta (GATC) v promdtorovej
oblasti transpozdzy. Aktivita promdtora sa zvySuje u hostitelov s dam
mutdciou [124]. Metyldcia miesta GATC vo vniitri termindlnych IR znizuje
terminacnu aktivitu tychto koncov [124]. VicSina ¢lenov skupin IS3, 1S4 a
IS5 md GATC miesta v prvych 50 bp. Vyrazna stimulécia transpozicie bola
pozorovana u dam hostitelov v IS3 [125]. V inych pripadoch je biologicky vy-
znam tychto miest nezndmy. Treba vSak poukdzat na skuto¢nost, Ze pravde-
podobnost, Ze kazda 100 bp sekvencia bude obsahovat GATC miesto, je asi
40 %.

Reakcény mechanizmus
Zakladné mechanizmy pdsobenia jednotlivych inzerénych sekvencii sa
od seba odliSuju a v tejto Casti sa pokusime ukdzat na niektoré zdkladné roz-
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diely. Proces transpozicie mdzeme rozdelit na niekolko krokov: naviazanie
rekombindzy na koniec molekuly s ndslednou upravou synaptického kom-
plexu s rekombindzou, moznost pripojenia proteinu na obidva konce - tento
krok znamenad uplné alebo Ciasto¢né oddelenie od cielovej DNA; prerusenie
vldkna a jeho prenos z konca transpozonu na cielové miesto; a uprava pre-
neseného vldkna na findlny produkt (obr. 2).

Rychlost ndjdenia cielového miesta a nasledné naviazanie, chemické
Stiepenie a prenos vlakna su v prevaznej viacsine inzercnych sekvencii velmi
podobné, pricom vSak aj tu sa ndjde niekolko vynimiek, ako je transpozicia
u retrovirusov, eukaryotickych Tc a mariner Castic, ako aj u bakteriofagov
Mu, 1S10, Tn7 a IS911. Z4dkladnym mechanizmom je katalytické Stiepenie
nukleofilnym atakom na 3'-konci vldkna DNA transpozdzou (obr. 3 vlavo).
Volna skupina 3'-OH realizuje nukleofilny atak 5'-fosfatovej skupiny cielovej
molekuly DNA v jednostupniovej transesterifikacnej reakcii (obr. 3 vpravo).
Podobny prenos sa uskuto¢ni na obidvoch koncoch transpozénu. Za tychto
podmienok je enzym schopny ,,dezintegrovat® koniec transpozonu pri kata-
lytickom ataku skupiny 3'-OH na novom mieste pre transpozén (obr. 3 vpra-
vo) [126,127]. Reakcie nevyZaduju externd energiu na vytvorenie kovalent-
nej vizby medzi enzymom a substratom v rekombinacnej reakcii.

Rozdiely v umiestnent cielovej fosfodiesterovej vizby v reakcii mozu viest
k zmendm v celkovej transpozi¢nej drahe. Pre IS3 rodiny, medzi ktoré patria
IS911 a IS2, je Castym produktom molekula, v ktorej je len jeden transpozon
v cirkularizovanom vldkne DNA (obr. 2B hore). Vysledkom je reakcia volnej
OH-skupiny na jednom vldkne transpozonu s transpozdzou s opacnym kon-
com cielovej molekuly.

DalSou moznostou je, ked skupina 3'-OH sama $tiepi komplementarne
vldkno DNA pri vzniku dvojitého Stiepenia. Vytvori sa vldsenkova Struktira
(obr. 2B dole) a vysledkom je vyclenenie segmentu z molekuly donora.
Delécia je dokoncend po zavedeni jednovldknového prerusenia na kazdej
hranici medzi kédujicou a nekddujicou oblastou molekuly DNA za vytvo-
renia volného 3'-OH konca v kédujtcej Casti. Vysledkom su dve vlasenkové
Struktury, ktoré sa mdzu navzdjom spojit do novej kddujicej oblasti. Tento
typ vldsenkovej Struktiry bol zisteny v IS70 [47].

DDE motiv

Za poslednych niekolko rokov bolo objavenych viacero enzymov, ktoré
sa zucastnuju na transpozi¢nych reakciach. Tieto enzymy patria do skupiny
pribuznych fosfotransferdz, medzi ktoré sa zaraduje napr. RNdza H, RuvC
Holiday resolvdza. Kyslé aminokyseliny pritomné vo vSetkych enzymoch
sa priamo zucastiiuju na katalyze a ich ulohou je zrejme koordindcia dvoj-
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OBR. 2. Rozne typy Stiepenia vldkna transpozdzou na koncoch transpozénu.
A - Transpozén je zndzorneny tmavsim obdlznikom a donorovd DNA ¢iernymi ¢iarami. Sipka ukazuje
Stiepenie elementu transpozdzou na 3'-konci, pricom vznikd aktivna skupina 3'-OH (prazdny krizok)
a 5'-fosfatovd skupina (+). Plny krizok predstavuje skupinu 3'-OH vytvorend v donorovej molekule
DNA.
B - Vnitromolekulovy prenos, ktory vytvara jednoduchu cirkularizaciu transpozonového vldkna (hore)
alebo ukoncenie vlasenkovou struktirou (dole).

Fi1G. 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 vldken po chemickom Stiepen.

Lavé schéma zndzornuje nukleofilny atak fosfatovej skupiny v transpozone molekulou vody. Nukleotidy
predstavuji A-3'-koniec transpozénu a B predstavuje susedné 5'-nukleotidy cielovej molekuly DNA.
Dochddza k ataku 3'-OH skupiny na konci transpozénu. Vpravo je zndzorneny prenos vldkna. Skupina
3'-OH z konca transpozénu vystupuje ako nukleofil a atakuje fosfodiesterovi vazbu medzi bazami X a'Y
v cielovej molekule DNA, spdjajiic 3'-koniec transpozonu s 5'-koncom cielovej molekuly DNA a vytvara-
juc skupinu 3'-OH na susednej bédze cielovej molekuly DNA (X). Prerusované $ipky v obrazku ukazuju
moznu spétnu reakciu, kde skupina 3'-OH cielovej molekuly DNA (X) atakuje novovytvorenu fosfodies-
terovu viazbu medzi transpozénom (A) a cielovou molekulou DNA (Y), pricom sa regeneruje pévodna
fosfodiesterovd vdzba 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 neighbouring 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.
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mocnych katiénov kovov (hlavne Mg2+), ktoré sa zucastiiuju pri viacerych
nukleofilnych reakcidch medzi volnymi skupinami. V mnohych inzerénych
sekvencidch (IS3, a IS6) a integrdzach v retrovirusoch sa vo vysoko konzer-
vativnej oblasti nachddza motiv DD(35)E [7,128,129]. V retrovirusoch tento
motiv interaguje s koncovymi bazovymi parmi castice [129]. Usporiadanie
kyslych aminokyselin u dalSich rodin IS ma podobni trojrozmernu Struktiru
ako integrdza retrovirusov, transpozaza bakteriofiga Mu, RNdza H a RuvC
[130].

Enzymy nie vSetkych inzerénych sekvencii obsahuji DDE motiv.
Napriklad jedna zo skupin elementov rodiny 1S9/ md enzymy podobné
tomu, ktory sa zicastiiuje pri replikdcii metédou valivej kruznice. Udaje
naznacuju, Zze v IS97 sa uplatiiuje transpozicia mechanizmom valivej kruz-
nice, ako to predpokladali Galas a Chandler [131].

Transpozicnd reakcia

Zatial ¢o pri inicidcii transpozi¢nej reakcie dochddza k prenosu z 3'-konca
transpozonu, vysledkom reakcie je Stiepenie 5'-konca elementu (obr. 2A).
Ak sa Stiepenie 5'-konca Castice uskutocni stuibezne so Stiepenim 3'-konca,
transpozon sa fyzicky oddeli od svojej donorovej molekuly. Dochddza k pre-
nosu inzerc¢nej sekvencie do cielovej molekuly (obr. 4A vlavo). Ak 5'-koniec
Stiepi 3'-vldkno donorovej a cielovej molekuly DNA, vznikne kovalentna
vdzba (obr. 4A vpravo). Naslednym Stiepenim 5'-vldkna sa uvolni Castica
z donora, vysledkom je riadend inzercia. Na druhej strane, prdave prenos
3'-vldkna transpozonu a cielovej molekuly DNA zanechd skupinu 3'-OH
v cielovej prekrizenej molekule. Ndsledne mozZe sliZit ako primer pre repli-
kdciu castice a moOze generovat kointegrat medzi donorovou a cielovou
molekulou (obr. 4A vpravo, B-Struktura I). Vznikne kointegrat (zdvojenie
molekuly) bez replika¢ného procesu - vytvori sa plazmidovy dimér (Struk-
tdra II) alebo tandemové usporiadanie opakujucich sa Struktur (Struktira
I1I). Stiepenim 5'-konca inzerénej sekvencie sa moze segment vystiepif z ¢as-
tice (obr. 2A). U retrovirusov sa 3'-Stiepenim vyStiepia 2 bp z konca dvoj-
vldknovej molekuly virusovej] DNA. Podobne aj v pripade bakteriofaga Mu
dochddza k 3'-Stiepeniu a vysledkom je molekula kointegratu (obr. 2A, 4A
vpravo). Pre IS70 a Tn7 je typické dvojité Stiepenie koncov IS70 zabezpe-
¢ené jednou molekulou tanspozdzy. Dvojité Stiepenie konca Tn7 zanechdva
na 5'-konci tri pre¢nievajice nukleotidy, pri¢om sa vyuzivaju dva odliSné pro-
teiny na Stiepenie 3'-konca (TnsB) a 5'-konca (TnsA) vldkna DNA. Dvojité
Stiepenie je vlastné aj pre eukaryotické Tel/3 a P Castice, pricom v pripade
Tel a Te3 ostdvaju na 3'-konci dva prec¢nievajice nukleotidy a v pripade P
castice 17 nukleotidov [50].
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Transpozicnd imunita

Transpozi¢nd imunita je jednou z doleZitych vlastnosti transpozonov,
pri ktorej cielovd molekula, ktord uz obsahuje jednu képiu inzerénej sekven-
cie, sa znizenou afinitou brani prijat dalSiu kopiu. Tato skutocnost v plnej
miere plati pri zloZitejSich transpozénoch, ako su bakteriofdg Mu, Tn7
a inzer¢né sekvencie patriace do rodiny Tn3. V sucasnosti sa zdd, Zze zndme
inzer¢né sekvencie sa neriadia transpoziénou imunitou, ale su aj inzer¢né
sekvencie napr. IS27, ktord zanechéva iba jednu svoju képiu v molekule hos-
titela [132]. V tomto pripade je dévodom pravdepodobne syntéza peptidu,
ktory obmedzuje pristup dalSieho transpozénu.

U zlozitejSich inzerénych sekvencii ma zmysel zaoberat sa problémom
transpozi¢nej imunity. Pre bakteriofdg Mu je transpozi¢nd imunita sustrede-
nd v cielovej DNA nesticej] Mu koncové sekvencie a je prendSand prostred-
nictvom proteinu MuB. Tento protein hrd klicovd ulohu pri vyhladdvani
cielového miesta a naviaZe sa na retazec DNA neSpecifickym spdsobom, pri-
¢om zabezpecuje preferencné miesto pre Mu-transpozdzu v spojent s konca-
mi fdga Mu a zvySuje aktivitu tohoto enzymu. ZvySenie tejto aktivity sa pred-
pokladd jednak u cielovej molekuly DNA, ako aj u samotného MuA pro-
tefnu [133]. Na védzbu proteinu MuB sa vyZaduje energia v podobe ATP
[134]. Interakcia proteinov MuA a MuB sa rus$i hydrolyzou ATP s ndslednym
uvolnenim proteinu MuB, ¢o zniZuje moZnost dal$ej transpozicie [133].

Podobny mechanizmus sa predpokladd aj u transpozénu Tn7, kde pravy
koniec je zodpovedny za imunitu [135]. V tomto pripade je Tn7 transpozdza
zlozena z dvoch proteinov TnsA a TnsB. Tieto ucinkuju v spojeni s pro-
teinom TnsC, ktory je, podobne ako protein MuB, neSpecificky viazbovy pro-
tein s ATP-4zovou aktivitou.

Transpozi¢nd imunita Tn3 a pribuzného TnZ000 (y5) je dobre prestudo-
vand a je zname, zZe vyzaduje pritomnost 38 bp na konci IR, aby fungovala
ako imunitny ciel [136]. Hlavny rozdiel medzi Tn3 a fagom Mu ako aj Tn7
systémami spociva v tom, Ze u Tn3 hrd ulohu iba jeden protein (transpozdza
Tn3), a to TnpA. U spominanych dvoch systémov je imunita spdsobend via-
zanim transpozazy na koniec [137], pricom IHF zvySuje viazanie transpozazy
na IR v TnZ000 [138], ¢im sa tiez zvySuje imunita [139].

Cielovd Specifita

Vyber cielového miesta sa vyrazne liSi od jednej inzerénej sekvencie
k druhe;j. Je stabilny v pripade Tn7, kde prebieha jednou alebo dvoma ces-
tami. BeZi s vysokou ucinnostou do unikdtneho chromozomového miesta
(att Tn7) [140]. 1S91 vyzaduje cielové sekvencie GAAC/CAAG. Clenovia
rodiny I1S630 a mariner/Ic vyzadujui dinukleotidy TA v cielovom mieste,
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OBR. 4. Jednoduché v¢lenenie a vznik kointegratov.

A - Prenos vlakna a replikdcia vedice k jednoduchému vcleneniu a kointegratu. DNA inzerc¢nej sekven-
cie je znazornend hrubymi Ciarami. V lavej Casti obrazku je priklad inzer¢nej sekvencie, v ktorej docha-
dza pred prenosom vldkna k Stiepeniu oboch vldken. Prava cast obrazku znazornuje element, v ktorom
dochddza k Stiepeniu jedného vldkna na jeho koncoch.

B - Replikativna a nereplikativna transpozicia ako mechanizmus vzniku kointegratu. I - replikativna
transpozicia, II - jednoduché vclenenie dimérnej formy z donorovej molekuly, III - jednoduché vclenenie
od donora nesticeho tandemové kdpie transponovatelného elementu. Transpozén je zndzorneny hrubou
¢iarou, koncové opakovania si zndzornené malymi prazdnymi krizkami.

F1G. 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.

pre ISI0 je to symetria 5'-NGC TNA GCN-3' a pre 1S231] je to sekvencia
5'-GGG(N)5CCC-3' [141]. Bakteriofdg Mu uprednostiiuje nasledovné pora-
die nukleotidov: 5'-NYGICRN-3'[142]. Pre IS10 a TC1/3 tieZ sekvencie pri-
liehajuce k tymto konsenzus sekvencidm vplyvaju na vyber ciela. U Specific-
kych mutantov, tak ako u Tnl0, transpozdza priamo vplyva na vyber ciela.
Tato skutocnost plati aj pre iné inzeréné sekvencie. Ostatné inzercné
sekvencie maju regiondlny vplyv, napr. oblasti DNA bohaté na GC a AT pary
u IS786 a IS1. Na vyber ciela vplyva dalej stupen supersSpiralizacie DNA, ako
bolo zistené u IS50, ohyb DNA, ako bolo potvrdené u retrovirusov, a repli-
kdcia DNA, ako bolo zistené u Tn7, 1S231 a 1S102. Dalej moze mat vplyv
na vyber ciela aj transkripcia, ako to bolo pozorované u IS702, Tn5 a Tnl0.
U bakteriofdga Mu a u kvasinkového Tyl bol pozorovany vplyv proteinu
meneného hladania ciela a vylic¢enia z transkripcnej kontroly. Povaha ciela,
t. j. ¢i sa jednd o chromozém alebo o plazmid, hrd tiez ddlezitd ulohu.
V tomto pripade cielovd imunita moze byt iba dodatkovym faktorom.

Populacnd dynamika a horizontdlny prenos

Distribicia mnohych inzerénych sekvencii medzi r6znymi bakteridlnymi
druhmi bola sledovand metddou Southernovej hybridizdcie. Hart so spolu-
pracovnikmi zistili distribuciu IS7, 1S2, 1S3, 1S4, 1S5, 1S30, IS103 u rdznych
kmernov E. coli. Na zaklade vysledkov pozorovania rozdelili inzer¢né sekven-
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cie do troch skupin podla vyrazného vplyvu na reguldciu: slabo regulované
(IS1, IS5), stredne silno regulované (IS2, IS4, 1S30), silno regulované (IS3).
Opierali sa o pozorovanie, Ze bakteriofdg P1 akumuloval mutdcie spojené
s inzer¢nymi sekvenciami, aj ked bol hostitelsky kmen uchovavany v agaro-
vych vpichoch. Arber a kol. [143] sledovali 8 skupin IS u 118 individudlnych
klonov izolovanych z 30-ro¢nych vpichov E. coli K12 W3110. Experimenty
potvrdili, Ze pritomnost inzerénych sekvencii v kmenioch nie je fenoménom
iba sucasného obdobia, ale Ze inzeréné sekvencie sa v bunkich 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.

KEYWORDS: insertion sequences; transposons; mutation

48



