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Abstrakt

Inseréni sekvence jsou nejmensim typem mobilnich genetickych element(. Jsou tvoreny
specifickymi terminalnimi sekvencemi, mezi kterymi je umistén gen pro transpozazu, enzym, s jehoz

pomoci jsou schopny se propagovat genomem.

REP elementy jsou kratké repetitivni sekvence hojné zastoupené v fadé bakterii. Vyskytuji se
v nekddujicich oblastech genomu. Maji strukturu palindromu, diky tomu ve formé ssRNA ¢i ssDNA
vytvari vldsenku. V hostitelském genomu Ize nalézt stovky téchto elementd. Ty jsou ¢asto ve shlucich
vytvarejicich vyssi strukturni jednotky: REPIN, majici strukturu REP-mezera-REP, nebo BIME se
strukturou iREP-mezera-iREP. Tyto struktury jsou asociované s RAYT, tyrozinovou nukledzou
pribuznou rodiné 1S200/1S605 transpozaz. Jedna se o domestikovany enzym propagujici REP
elementy skrze genom. Sama pfitomnost REP elementl ma vliv na jak na translaci, tak transkripci

pfilehlych gen(l. Krom toho REP interaguiji s proteiny dulezitymi pro fyziologii burky.

Prace se zabyva rozsifenim REP elementd, jejich vlastnostmi, funkci v burice a jejich asociaci
s RAYT nukledzou. Dale prace shrnuje poznatky o RAYT a jejich podobnostech a rozdilech v porovnani

s ostatnimi rodinami transpozaz.
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Abstract

Insertion sequences are the smallest type of mobile genetic element. They are formed from
specific repetitive elements, between which gene for transposition is placed. That is an enzyme used

for their genome propagation.

REP elements are short repetitive sequences abundantly represented in many bacterial
classes. They are placed in noncoding regions of genome. They have a palindromic structure, thanks
to that their sides are complementary. ssRNA and ssDNA forms of REP can form a stem-loop
structure. In the host genome, there are hundreds of these elements. REPs are usually grouped in
higher structural units: REPIN, which has structure REP-spacer-REP, or BIME with iREP-spacer-iREP
structure. These structures are associated with RAYT, tyrosine nuclease related to 1S200/15605
transposase family. The RAYT is a domesticated enzyme propagating REP elements through the
genome. The presence of REP elements has an influence on transcription and translation of

neighbouring genes. In addition, REPs interact with proteins important for cell physiology.

This thesis is focused on the dissemination of REP elements, their characteristics, function in
cells, and cooperation with RAYT nucleases. This thesis also summarizes the findings of RAYT and

their similarities and differences from other families of transposases.
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1. Uvod

Bakterie jsou nejstarsi a také nejvétsi skupinou organismQ, které najdeme takrka v jakémkoliv
prostredi. Nas svét je svétem bakterii, po¢tem druhi zdaleka prevysuji vsechny ostatni skupiny.
Obyvaji vsechna prostifedi vhodna pro Zivot, v€etné téch nejextrémnéjsich. Museji neustale bojovat
s limitaci prosttedi a konkurenci ostatnich organismu. S tim souvisi vysoky selekéni tlak, kdy o kazdou
volnou niku probihad intenzivni boj. Bakterie jsou tak nuceny byt vysoce efektivni. To je jednim z
dlivodu, proc¢ kédujici denzita bakterialniho genomu (tj. frakce genomu, ktera koduje proteiny)
dosahuje typicky hodnot okolo 90% (Silby et al., 2009; McCutcheon and Moran, 2012). DNA
nekddujici pfimo proteiny ma predevsim funkci regulacni, je tvofena promotory, represory,

terminatory transkripce a dale také geny pro rRNA a tRNA (Rogozin et al., 2002).

Nekddujici DNA déle zahrnuje fadu sobeckych genetickych elementd, véetné transpozibilnich
elementl (TE). Zakladnim mechanismem, ktery pro svou Zivotni strategii vyuZivaji, je transpozice, tj.
schopnost pfemistovat se skrze genom. Sekvence sobecké DNA se vystépi, pfenese a vloZi na nové
misto. To je zprostfedkovdno pomoci enzymu transpozazy, kterou si element kdduje. TE jsou
povazovany za soucdst nekddujici DNA, prestoze kdduji proteiny, ty jsou vSak pro fyziologii buriky
redundantni a slouzi jen potfebam TE. Nejjednodussi TE (inzeréni sekvence, IS elementy) jsou tvofeny
pouze genem pro transpozazu a specifickou sekvenci okraju, kterou je transpozaza schopna
rozpoznat, navazat se na ni a provést transpozici. Diky vyskytu ve vice identickych kopiich jsou cilem
rekombinacnich proces(, které pak mohou vést k amplifikaci, deleci ¢i pfeskupeni genetického
materialu (Doolittle and Sapienza, 1980). Slozitéjsi mobilni elementy krom genu pro transpozici
mohou nést geny vyhodné pro hostitele. Tim si mohou zajistit pozitivni selekci v ramci hostitelského
druhu. Vztah mezi mobilnim genetickém elementem a hostitelem je velice dynamicky, plynné
prechdzi od parazitismu po mutualismus. Z pohledu Cisté praktického, predstavuiji IS a pfibuzné
elementy nastroj pro genetické inZzenyrstvi. Mechanismus transpozice je mozné upravit a vyuZzit pro
nespecifické ¢i specifické vkladani ¢i delece gent. Kazdy bakterialni kmen ma jinak rozmistény
mobilni genetické elementy, jejich analyza je dobrym ndstrojem pro evolucni a diagnostické ucely (De

Bruijn, 1992; Woodford, Johnson and Ridley, 2003; Treangen et al., 2009).

Prace si klade za cil uvést do kontextu bakterialnich TE elementd REP sekvence a shrnout
soucasné znalosti o téchto repetitivnich sekvencich: popsat jejich strukturu, vyskyt v bakteriich a
funkci. Prace je dadle zaméfrena na vyssi struktury, které tyto elementy tvofi (BIME a REPIN).

V posledni kapitole bude feSena spojitost REPIN se skupinou RAYT nukledz, které zpUsobuji jejich

diseminaci, pfibuznost RAYT s rodinou 1S200/1S605 transpozaz a jejich podobnosti a rozdily.



2. Inzer¢ni sekvence a transpozazy

Prokaryotni inzer¢ni sekvence (IS) jsou kratké sekvence DNA schopné samostatného pohybu
po genomu, pfipadné i (zprostfedkovaného) pohybu mezi genomy. Pro mobilizaci vyuZivaji vlastni
specializované rekombinacni systémy. IS jsou nejjednodussi typ transpozi¢nich elementd, kodujici
pouze vlastni transpozazu ohrani¢enou specifickymi konci. Transpozaza je schopna rozeznat konce IS,
navazat se na né, element vystépit a pfesunout jinam v genomu. Je zndmo vice mechanism, které IS
pro svlj pfenos vyuzivaji. Jelikoz IS kdduji pouze transpozazu, nemaji pfimy vliv na fenotyp (kddovany
produkt nemd v burice roli, krom vlastni transpozice). Nicméné mohou fenotyp ovlivnit nepfimo svou
polohou. VloZeni do genu zpUsobi vznik nefunkéniho produktu. DNA bude navic ovlivnéna i po
vystfiZzeni IS, nebot po ni typicky zlstavaji zbytky DNA (kratké pfimé repetice). V souasnosti jsou
znamy tisice typl inzerénich sekvenci, daji se rozdélit do skupin podle fady kritérii (mechanismu
transpozice, délky sekvence, typu kédované transpozazy a dalSich). V rdmci prace bude nastinéno

rozdéleni IS podle transpozazy, kterou vyuzivaji.
2.1. DDE transpozazy

DDE transpozazy jsou vyuzivany nejvétsim poctem inzercnich sekvenci (Mahillon, Léonard
and Chandler, 1999). Nazev je odvozen od konzervované triddy aminokyselin, kterymi jsou dvé
molekuly kyseliny asparagové (D) a kyselina glutamova (E). Vzdalenost téchto AK se mezi DDE
transpozazami lisi. Tyto aminokyseliny koordinuji dva dvojmocné ionty kov, které se podileji na
transesterifikacni reakci (orientuji b€hem ni molekuly vody). Dochazi k stépeni jednoho vldkna DNA,
¢imz se generuje 3’ OH konec. Ten bude nasledné poutzit jako nukleofil v dalSich krocich, které mezi
jednotlivymi rodinami lisi mezikroky (Hickman, Chandler and Dyda, 2010), jak je znazornéno na
obrazku 1. Pfi transpozici se prenasi DNA ve formé dvouretézce. Pro inzeréni sekvence vyuZivajici tyto
transpozazy jsou typické inverzni repetice, které sekvenci ohranicuji. Jejich ucelem je pomoci
transpozaze rozeznat inzercni sekvenci (Ichikawa et al., 1987). Transpozaza se navaze na inverzni
repetice na obou koncich inzeréni sekvence a vystépi ji. Z toho dlvodu DDE transpozazy pracuji jako

homodimery, aby byly schopny vdzat oba konce sekvence zarover.
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Obrdzek 1: Mechanismy transpozice nékolika rodin DDE transpozdz. Zndzornéna je rada meziproduktd, které mohou mit
napriklad kruhovou ¢i vidsenkovou formu. Prevzato z (Curcio and Derbyshire, 2003).

2.2. Tyrozinové transpozazy s HUH motivem

Jak jiz nazev napovida, katalytickou skupinou téchto transpozaz je aminokyselina tyrozin.
Oproti DDE transpozazam jde o podstatné mensi skupinu. HUH motiv je tvofen konzervovanym
parem histidind oddélenych hydrofobni aminokyselinou. Tento motiv vaZze hofecnaté ionty, které se
podili na katalyze. Inzer¢ni sekvence je pfenesena ve formé jednovldknové DNA, ¢imzZ se tyrozinové
transpozazy odlisuji od DDE. Také na rozdil od DDE nevznikaji pfi inzerci inverzni repetice. Konce IS
obsahuji palindromy a konzervované oligonukleotidové motivy. HUH motiv se krom transpozaz
vyskytuje u dalsich nukledz sobeckych genetickych element( (vird a plazmidd), které jako substrat
také vyuzivaji jednovlaknovou DNA. Proteiny s timto motivem iniciuji replikaci metodou valivého
kruhu, ktera hraje roli napf. pfi konjugaci plazmidt (Garcillan-Barcia and De La Cruz, 2002; Hickman
et al., 2002). Tyto transpozazy se rozliSuji podle toho, zda maji jednu ¢i dvé molekuly tyrozinu

podilejicich se na transpozici.

Y2 transpozdazy jsou skupinou obsahujici prvni identifikovanou tyrozinovou transpozazu
s HUH motivem. Jsou asociovany s rodinou 1S91 (Diaz-Aroca et al., 1984; Garcillan-Barcia and De La
Cruz, 2002; Curcio and Derbyshire, 2003). Transpozazy 1S91 jsou schopny integrace do

konzervovaného tetranukleotidu CTTG ¢i GTTC. Pfi inzerci nedojde k duplikaci cilové sekvence.

Y1 transpozdazy jsou unikatni skupinou transpozdaz vyuzivajici pouze jeden katalyticky tyrozin
(Ronning et al., 2005). Y1 transpozazy jsou vyuzivany rodinou 1S200/1S605 (Lam and Roth, 1983).
Terminadlni oblasti sekvenci této rodiny jsou tvofené nedokonalymi palindromickymi sekvencemi,

které jsou schopny ve formé jednovlaknové DNA ¢i RNA vytvaret vlasenky. Tyto vlasenky jsou

processing
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rozeznany transpozazou a IS nasledné vystépeny (obrazek 2). Vysledkem stépeni je 5‘ fosfo-tyrosin
kovalentné navdzany na jednovldknovy DNA meziprodukt na jedné strané. Strana druha je zakoncena
volnym 3‘ OH zbytkem (He et al., 2015). Krom vldsenky je nezbytna také pfitomnost vedouci (anglicky
guide) sekvence. Jde o konzervovany oligonukleotid umistény blizko vlasenky. Diky tomu lze Stépit
velice specificky vZdy konkrétni nukleotidy, bez nutnosti dodate¢né DNA vazebné domény v TnpA
(Ton-Hoang et al., 2012). Inzerce vystépeného elementu probiha na replikacni vidlicce preferencné
do lagging vlakna. Také se zd3, Ze tyto transpozazy cili na replikacéni vidlicku pfi zastaveni replikace

(He et al., 2013).

Rodina 1S200/15605 se déli na podskupiny odlisné poétem kddovanych protein(. 1S200 kéduji
pouze jeden protein, TnpA, coZ je samotna transpozaza. 1IS605 kéduji krom transpozazy jesté protein
TnpB, ten pro transpozici nutny neni (Kersulyte et al., 2002). Jesté existuje tfeti podskupina, IS1341.
Ta kdduje pouze TnpB, z toho dlvodu neni jasné, zda jde o skupinu schopnou samostatné
transpozice (Murai et al., 1995). TnpB ma patrné regulacni funkci a sniZuje transpozi¢ni aktivitu IS
(Pasternak et al., 2013). Homology TnpB byly krom prokaryotnich 1S200/1S605 transpozaz také

nalezeny u transpozon( eukaryot (Bao and Jurka, 2013).
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Obrdzek 2: Model transpozice 1S608 z rodiny 1S200/1S605. V pravé poloviné je zndzornéno vystépeni IS z genomu hostitele,
v levé poloviné inzerce do nového mista (proces je funkcné reverzni ve vztahu k vystépeni). Transpozdza (elipsa) pracuje jako
homodimer a diky tomu mdzZe nardz vdzat oba konce IS elementu (oranZovd, resp. modrd ¢dra). DNA hostitelské buriky je
zndzornéna Cerné (excize), resp. sedé (integrace). Prevzato z (He et al., 2013).

3. REP elementy

REP elementy byly objeveny u Escherichia coli a Salmonela typhimurium, jiz v roce 1982
(Higgins et al., 1982). V roce 1984 autofi plivodni prace element definovali a odhadli, Ze v genomu E.
coli je vice jak 500 takovych sekvenci (Gilson et al., 1984; Stern et al., 1984). Element pojmenovali
jako REP (repetitive extragenic palindromic sequence, Cesky repetitivni mimogenova palindromicka
sekvence) (Stern et al., 1984). Nazev shrnuje klicové vlastnosti REP. Vyskytuji se v hojném poctu,

mimo ¢teci rdmce genu a jejich sekvence vytvari palindromy. To znamena, Ze sekvenci Ize rozdélit na



dvé (témér) identické, antiparalelni poloviny (viz kapitola 3.1.). VétSina REP sekvenci je

transkribovana (Qian et al., 2015).

Do konce tisicileti byly REP nalezeny u nékolika druhd enterobakterii. Poté byly nalezeny i
mimo enterobakterie, prvni u Pseudomonas putida a P. aeruginosa (Weinel et al., 2002). Dnes se

ukazuje, Ze REP elementy jsou rozsifeny napftic¢ bakteridlni diverzitou.
3.1. Struktura REP sekvence

Pro REP je charakteristické, Ze maji v bezprostfedni blizkosti samotného palindromu
konzervovany 5-GT(A/G)G-3‘ tetranukleotid (Nunvar, Huckova and Licha, 2010; Messing et al., 2012).
Podle pozice GTAG miZeme orientovat REP element, ktery se da rozdélit na 4 ¢asti, jak je znazornéno
na obrazku 3. Kromé samotného GTAG rozliSujeme hlavu (anglicky head) (prvni ¢ast palindromu),
variabilni smycku a ocas (anglicky tail), ktery je druhou casti palindromu. REP maji délku mezi 20 az

65 nukleotidy.

Escherichia Pseudomonas
coli Variabilni fluorescens
smycka
20 tvofi
ocko
g M
A
C.
G Variabilni
G.c smycka
c. tvofi
3 R otko
Pg c
G
A G.¢ Neparujici G.c
nukleotidy Neparujici o
L g / nukleotidy > 6. c
T.4-€
10 Alao G.c
A, .
T Konzervovany G.c
G.c tetranukleotid G6.c

- A L3 20 Neparujici
C.q oy G / nukleotidy

C.q G G >

(<}
aOg _ <
A Konzervovany

5 _4— tetranukleotid
G

2 o

REP REP

N N

r N r N
GTAG| GCCTGAT [AA] GACGC|GCMA| GCGTC|GC| ATCAGGC GTGG|GA| GGGGG | CTTG| CCCCC | GAT
Hiava / Ocas / Hiava \ Ocas
Konzervovany Variabilni Konzervovany Variabilni

tetranukleotid smycka tetranukleatid smycka

Obrdzek 3: Schéma typického REP elementu s pfedpokiddanou sekunddrni strukturou RNA. Zlutd barva vyznacuje nepdrujici
nukleotidy. REP sekvence je z genomu E. coli (tato konkrétni se vyskytuje v genomu ve 45 kopiich) a P. fluorescens SBW25 (ta
je v genomu ve stovkdch kopii). Data prevzata z (Bertels and Rainey, 2011b; Bertels, Gokhale and Traulsen, 2017). Schéma
vytvoreno v biorender.com. RNA model vytvoren ve forna.



Palindrom v ramci REP elementu nemusi byt dokonaly, u nékterych element( se vyskytuji
Useky dlouhé 1-2 nukleotidy, které nejsou komplementarni. Také nukleotidy variabilni smycky nejsou
komplementarni, diky tomu jsou schopny vytvéret ve vlasence ocko (anglicky loop). Komplementarita
hlavy a ocasu umoziuje vytvaret vlasenkové struktury (anglicky stem-loop). V ptipadé mutace jedné
strany palindromu pozorujeme selekci na obnoveni komplementarity (viz kapitola 5.3.). Také se casto
vyskytuje kratkd mezera mezi konzervovanym tetranukleotidem a zacatkem palindromu (obrazek 3,

REP element P. fluorescens).
3.2. Porovnani REP mezi druhy

REP elementy se mezi druhy vyznamné lisi (pfiloha 1). Konsensus sekvence mlze byt zcela
odlisna, zachovava se pouze schopnost vytvaret palindrom a pfitomnost GT(A/G)G tetranukleotidu.
Celkova délka se pohybuje v rozmezi 20 az 65 nukleotidd. Pocet kopii v genomu, i v ramci pfibuznych
druh(, nebo dokonce v ramci rlznych linii jednoho druhu, se vyznamné lisi (Nunvar, Licha and
Schneider, 2013). Nékteré bakterialni druhy maji méné nez sto REP elementd, jiné jich mQZou mit
pres tisic. Zatim nebyla nalezena spojitost mezi poétem REP element( a charakteristikou daného

druhu.

Je moiné, ze REP krom obecnych mechanism, které funguji univerzalné napftic diverzitou
hostitelskych bakterii, mohou ziskat v rdmci druhu unikatni vyuZiti. Proto je vhodné povaZzovat REP
elementy kazdého druhu za unikatni skupinu. Mnoho mechanism( bude pravdépodobné spolecnych,
napfiklad funkcéni asociace s RAYT transpozazou (kapitola 5). Nicméné nékteré vlastnosti mohou byt
unikatni pro konkrétni bakteriadlni druh. Kazdy druh mda REP elementy ve specifickych pozicich,
dokonce i jednotlivé kmeny daného druhu maji zna¢né rozdilné umisténi REP. Analyza REP se proto
da vyuzit jako efektivni metoda pro identifikaci bakteridlniho druhu i kmene (Dimri et al., 1992;

Versalovic et al., 1994; Sheehan et al., 1995).

3.2.1. Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens je druh, u néjz jsou REP extrémné rozsifeny. Jednotlivé kmeny maji jeden az
dva tisice REP na genom (obrazek 5) (Loper et al., 2012). Rada kmend obsahuje nékolik skupin REP
elementl (viz kapitola 5.3.), které maji kazda specifickou sekvenci. Obecna struktura REP elementu je
v ramci druhu stejnd (obrazek 4). GT(A/G)G je oddélen mezerou od palindromu (dva az tfi
nukleotidy). Variabilni smycka je velmi kratkd a po konci palindromu nasleduje konzervovany konec
(dva az tfi nukleotidy). Nejcastéjsi sekvence REP elementl je v pfiloze 1. MnoZstvi element je
seskupeno ve vyssich strukturach, nejc¢astéji REPIN (Di Nocera, De Gregorio and Rocco, 2013). Vysoka

konzervovanost REP a fakt, Ze nevykazuji zndmky degradace, vedou k hypotéze, Ze se tyto elementy



rozsitily v P. fluorescens relativné nedavno (Nunvar, Licha and Schneider, 2013). S. maltophilia a P.

fluorescens jsou druhy, u nichz je evoluce REP/RAYT systém( nejvice zkoumana.

3.2.2. Pseudomonas putida

Genom obsahuje 751 kopii REP. Vétsina z nich tvofi pary, kde jsou REP v inverzni orientaci a
Ize je tak oznadit za REPIN (viz kapitola 5.). Obecné strukturni rysy REP P. putida jsou identické s P.
fluorescens (obrazek 4). GT(A/G) je oddélen od palindromu mezerou (GA). Hlava, variabilni smycka i
ocas maji u obou druhi stejnou délku, lisi se jejich sekvence (Di Nocera, De Gregorio and Rocco,
2013). Po konci palindromu také nasleduji tfi konzervované neparujici nukleotidy (GAA). Samotna
symetrické struktura je tvorena 14 nukleotidy, praveé jejich symetrie je evidentné pod vysokym
selekénim tlakem a pfi mutaci je ¢asto udrZzena komplementarni mutaci (Aranda-Olmedo et al.,

2002).

Velky rozdil od napfiklad E. coli je v zastoupeni BIME. V rdmci genomu E. coli existuje 582 REP
elementl rozloZzenych do 264 BIME (Espéli, Moulin and Boccard, 2001). P. putida ma témér 800 kopii
REP, ale pfitom bylo nalezeno pouze 8 BIME. REPIN v ramci P. putida nejsou schopny atenuovat
transkripci (Espéli, Moulin and Boccard, 2001). Nejcastéji jsou umistény mezi dvéma konvergentnimi

geny, ve vzdalenosti do 30 bazi od STOP kodonu pfiléhajiciho genu (Aranda-Olmedo et al., 2002).

3.2.3. Stenotrophomonas maltophilia

Jde o druh s velkou populaci REP elementl. Kmen S. maltophilia K279a ma 1650 elementd,
kmeny SKA14 a R551-3 pak obdobné (Di Nocera, De Gregorio and Rocco, 2013). GT(A/G)G jeu S.
maltophilia striktné konzervovan. Z toho dlivodu se REP elementy S. maltophilia také oznacuji jako
SMAG (Stenotrophomonas maltophilia GTAG). GTAG je nejCastéjsi tetranukleotid, dale se vyskytuji
GTGG a (vzacné) GTCG tetranukleotidy. Na rozdil od predchozich druhl chybi konzervované
nekomplementarni nukleotidy, GTAG je tedy umistén hned vedle palindromu (obrazek 4). Velka
populace GTAG-obsahujicich REP elementl naznacuje, Ze bakterie maji funkéni RAYT (viz kapitola 5.).
Podle sekvence tvofici palindrom a variabilni smyc¢ku jsou SMAG rozdéleny do péti rodin. Jednotlivé
kmeny S. maltophilia se lisi zastoupenim rodin SMAG elementd. SMAG tvofici dvojice orientované TT
(angl. tail to tail) a dvojice orientované HH (angl. head to head), koresponduji k BIME-1, respektive

BIME-2 elementim (Rocco, De Gregorio and Di Nocera, 2010).

SMAG elementy jsou velice konzervované, hlava a ocas jsou témér vzdy plné
komplementarni, coZ naznacuje, Ze zachovani jejich komplementarity je pod vysokym selekénim

tlakem.



3.2.4. Escherichia coli

E. coli je druh, u kterého byly REP elementy objeveny. Jejich pocet se odhadoval mezi 500 azZ
1000, dnes genomy E. coli (podle pouzitého algoritmu a analyzovaného kmene) obsahuji mezi 500 az
600 REP. Velka ¢ast elementd, kolem tfi stovek, vytvari organizované shluky zvané BIME (viz kapitola
2.). BIME jsou specifické elementy, velice hojné zastoupeny pravé u E. coli. Vétsina ostatnich druht
tyto vyssi REP struktury neobsahuje. REP elementy E. coli maji v porovnanim s ostatnimi druhy delsi

palindrom (obrazek 4). Ten je navic prerusen pary nekomplementarnich nukleotidtd (jak hlava, tak

ocas).
GT(A/G)G|GA|GGGGG|CTTG|CCCCC|GAT Pseudomonas fluorescens
GT(A/G)G|GA| GCSGV | YTYR| BCSGC |GAW Pseudomonas putida
GT(A/G)G| GTGCCGACC |GTT| GGTCGGCAC Stenotrophomonas maltophilia
GTAG| GCCTGAT [AA| GACGC|GCMA| GCGTC|GC| ATCAGGC Escherichia coli

Obradzek 4: Srovndni struktury vybranych REP elementt u jednotlivych druhd. Konzervovany tetranukleotid (Cervend),
nepdrujici nukleotidy (Zlutd), palindrom (zelenda), variabilni smycka (modrd). Data prevzata z (Di Nocera, De Gregorio and
Rocco, 2013; Nunvar, Licha and Schneider, 2013). Vytvoreno v biorender.com.

3.3. Funkce REP elementt

Ohledné REP elementl zUstavda mnoho otazek nezodpovézenych. Dosud bylo do vétsi ¢i
mensi hloubky charakterizovano nékolik funkci, jaké v burice mohou zastavat. VloZeni REP sekvence
do 3’ neprepisovanych oblasti mlze efektivné zvysit expresi daného genu o desitky procent.
Transkribovand mRNA je diky REP elementu Iépe chranéna proti 3°-5‘ exonukleazam (Becerril et al.,
1985; Mclaren et al., 1991; Khemici and Carpousis, 2004), v disledku toho je stabilnéjsi a mize byt
déle translatovana (Merino et al., 1987). Ochrana pred degradaci je patrné disledkem pfitomnosti
vlasenek v mRNA, které jsou pro REP elementy tak typické. Tyto vlasenky zamezi nasednuti vétsiny
3‘-5‘ exonukledz. Tato mRNA mize byt rozstépena pouze specialnimi exonukledzami schopnymi
Stépit mRNA tvofici vyrazné sekundarni struktury, napf. RNasa R a polynukleotid fosforyldza (PNPasa)
(Newbury et al., 1987). V pfipadé jejich absence dochazi ke kumulaci mRNA fragmentU obsahujicich
REP (Newbury et al., 1987; Cheng and Deutscher, 2005). VloZeni REP do 3‘ neprepisované oblasti
genu muZe také zpUsobit atenuaci transkripce (viz kapitola 4.2.). K tomu nicméné dochazi pti inzerci

jen u nékterych gen( a REP sniZi expresy maximalné na polovinu (Espéli, Moulin and Boccard, 2001).



Velky vliv ma vzdalenost, ve které je REP od terminaéniho kodonu umistén. Ve vzdalenosti do
15 nukleotidll dochazi, i pres zvyseni stability mRNA, k sniZeni exprese genu (Deng et al., 2019).
Dlavodem je nejspiSe opét vlasenkova struktura. Umisténi REP pfilis blizko STOP kodonu
pravdépodobné zplisobi zastaveni pohybu ribozomu a ukonceni translace této mRNA (Liang, Rudd
and Deutscher, 2015). Vlasenka na mRNA fyzicky znemozni ribozomu dokoncit translaci. Vysledkem
je nefunkéni protein, ktery je poté degradovan. Takovy gen vykazuje az 3x nizsi expresi, neni tedy
vypnut zcela. Na vlasenku mRNA jsou schopny se vazat RNA helikazy (lggo et al., 1990; Liang, Rudd
and Deutscher, 2015). Jejich interakce zpUsobi docasné rozvolnéni vlasenky, diky cemuz je ribozom
schopen dokoncit translaci. Rozvolfiovani vlasenky je periodicky déj, ktery zavisi na mnozstvi RNA
helikazy v burice. Pfi poklesu hladiny RNA helikazy dojde k dalSimu poklesu mnoZstvi funkéniho
proteinu. Zvyseni hladiny RNA helikazy naopak zpUsobi zvyseni. Ke zvyseni hladiny RNA helikazy
dochazi pfi vystaveni bunky stresu, napfiklad UV zareni. Lze tak predpokladat, Ze u nékterych druht
maji REP elementy funkci jako velice rychlé reguldtory odpovédi na stres (Liang and Deutscher, 2016).
U kmen( R551-3 a K279a druhu S. maltophilia bylo pozorovano, Zze REP elementy jsou Casto
vzhledem k ORF posunuty o 10 aZ 15 nukleotid’ (Rocco, De Gregorio and Di Nocera, 2010), coZz muzZe
byt dlsledkem selekénich procest - buniky mohou timto umisténim REP element( upravit, které geny

budou mit pfi stresu zvySenou expresi.

Vliv na REP-zdavislou modulaci genové exprese ma mnoho faktor(, napt. délka REP vlasenky.
Jak bylo vySe zminéno, roli hraje téz vzddlenost REP od STOP kodonu, a ddle samotna sekvence mezi
REP a STOP kodonem. Vyhodou pfitomnosti REP jako nastroje pro regulaci hladiny exprese gend jsou
malé ucinky na ostatni geny a jimi kddované funkce (Deng et al., 2019). Jedna se tak o potencialni

nastroj pro genetické inzenyrstvi bakterii.

Mobilni genetické elementy jsou schopny reorganizace genomu (Nevers and Saedler, 1977).
REP jsou Casté inzercni cile pro nékteré rodiny téchto elementi. Konkrétné 1IS1397 u E. coli (Bachellier
et al., 1997; Clément et al., 1999), ISKpn1 u Klebsiella pneumoniae (Wilde et al., 2001, 2003) ¢i IS621
u E. coli (Choi, Ohta and Ohtsubo, 2003). Diky pozici REP mimo sekvence kddujici proteiny, jejich
charakteristické stavbé a vysokému mnozstvi kopii jsou idedlnimi cili pro inzerci (Tobes and Pareja,
2006). Diky transpozici do REP jsou tyto elementy misty hrajicimi vyznamnou roli pti reorganizaci

bakteridlniho genomu (Shyamala, Schneider and Ames, 1990; Lee et al., 2016).

3.4. Lokalizace REP element

Nejcastéjsi umisténi REP elementl je mezi konvergentnimi operony (tabulka 1), tedy vyluéné

po proudu transkripce obou okolnich gen(. Pfi transkripci konvergentnich genli dochazi ke vzniku
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pozitivnich nadobratek v genomu (tvofi se pfi pohybu RNA polymerazy). Je mozné, Ze toto rozmisténi
REP element( tak slouZi ke snizovani nadobratek DNA pfi transkripci pomoci cileni aktivity DNA
gyrazy (viz kapitola 4.3.2.). REP se témér nikdy nevyskytuji uvnitf sekvence, ktera kdduje proteiny.
Vzddlenost od pfiléhajiciho genu se pohybuje do 100 bazi od terminacniho kodonu (Aranda-Olmedo
et al., 2002). Prvni nukleotidy REP sekvence mohou byt soucasti terminacniho kodonu (¢asto posledni

tfi baze tetranukleotidu GTAG slouZi jako STOP kodon).

bruh RF/EF | RF/EF | RF/EF | RF/EF

> ->< &> &<
Escherichia coli K12 0,64 2,93 0,05 0,78
Pseudomonas aeruginosa 0,58 3,35 0,14 0,59
Pseudomonas putida KT2440 0,82 2,06 0,39 0,88
Salmonella enterica typhimurium 0,77 2,25 0,14 0,95

Tabulka 1: Porovndni vyskytu REP v extragenovych prostorech genomu. Uvedeny jsou poméry mezi redlnym poctem REP
elementt (real frequency, RF) v oblasti a poctem ocekdvanym pfi ndhodném rozloZeni REP (expected frequency, EF). Symboly
u sloupct znaci umisténi REP mezi stejnosmérnymi geny na pozitivnim vidknu (-->), konvergentnimi geny (<),
divergentnimi geny (¢&->) a stejnosmérnymi geny na negativnim vidknu (¢ < ). Data prevzata z (Tobes and Ramos, 2005).
Predpoklada se, Ze vétSina REP sekvenci je transkribovana a ma poté vliv na strukturu mRNA
a prUbéh translace. Nebyla nalezena Zadna spojitost mezi funkcni kategorii gen a pritomnosti REP
element( v jejich downstream oblastech. Jak ukazuje obrazek 5, REP se vyskytuji naptic genomem
hostitelské bakterie. Nicméné jejich vyskyt je soustfedén predevsim v core genomu (Loper et al.,
2012). Core genom je soubor homolognich gend, které jsou spole¢né pro vsechny kmeny daného
druhu. Typicky tvofi na chromozomu mozaikovou strukturu, kdy jsou stabilni oblasti s core geny
prerusovany oblastmi, které jsou mezi kmeny variabilni. Dale REP chybi v oblastech vzniklych Sitenim
mobilnich element(l. To koresponduje s jejich malou tendenci 3ifit se horizontalnim prenosem a

nizkou tendenci kolonizovat DNA ziskanou (vice ¢i méné) recentnim horizontdlnim prenosem.
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Obradzek 5: Lokalizace REP u tfi genomd P. fluorescens. Druhy vnéjsi kruh vyznacuje core genom. REP elementy jsou
vyznaceny v pdtém a Sestém kruhu od okraje. U 30-84 purpurovou, Q8r1-96 oranZovou a u S5101 zelenou barvou. Prevzato
Z (Loper et al., 2012).

4. BIME

V roce 1982 byla popsana prvni REP sekvence u E. coli (Higgins et al., 1982). V roce 1991 bylo
zjisténo, Ze REP jsou velice ¢asto soucasti vyssich repetitivnich elementd, takzvanych BIME (anglicky

bacterial interspersed mosaic element) (Gilson et al., 1991b, 1991a). BIME jsou sekvence DNA dlouhé

40 az 500 nukleotidd. V genomu E. coli je ptiblizné 300 BIME elementd, které jsou relativné
rovnomeérné rozesety po genomu, s vyjimkou oblasti ori, kde jsou REP zastoupeny vice, a oblasti

terminace replikace, kde elementy témér zcela chybi (obrazek 6) (Espéli, Moulin and Boccard, 2001).
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Obrdzek 6: Mapa REP a BIME elementi v genomu E. coli. Pfevzato a upraveno z (Bachellier, Clément and Hofnung, 1999;
Nolivos et al., 2016).

BIME jsou mozaiky z 8 typl mensich elementi (10, pokud rozliSujeme i jednotlivé typy REP)
(viz kapitola 4.2.). Tyto mensi elementy jsou poskladany v riznych kombinacich. Nékolik elementu
muze byt poskladano do Siroké $kaly mozaik (Gilson et al., 1991b). BIME mohou obsahovat pouze
jeden, tak i vice nez 10 REP. Jednotlivé REP jsou od sebe vZdy oddéleny jinym motivem, nikdy tak dvé

REP nejsou bezprostfedné vedle sebe. Také se pravidelné stfida orientace REP elementd.

4.1. Vznik BIME variability

Zda se, ze odliSné BIME mozaiky vznikly z elementu typu REPIN (Nunvar, Huckova and Licha,
2010). Plvodni element podobny REPIN (rozdilem je, Ze REPIN ma strukturu REP-mezera-REP,
zatimco BIME-1 je iREP-mezera-iREP) se rozsitil genomem v mnoha kopiich. Poté u nékterych kopii
doslo k amplifikaci a tandemovému zmnoZeni ptivodniho elementu. Nékteré ¢asti byly casem
smazany, €i u nich doslo ke konverzi. Timto mechanismem se dd vysvétlit jednak variabilita BIME
sekvenci, ddle skute¢nost, Ze jsou vlastné jednim zakladnim vzorem, ktery je tandemové opakovdn
(obrazek 7). Jednotliva opakovani se poté lisi tfeba jen jednim elementem. JiZ prvni prace
predpokladaji, Ze BIME variabilita vznikala timto mechanismem. Plvodni dvojce REP elementl

nazyvaji jako ,,generating dublet” (Gilson et al., 1991b)
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Obrdzek 7: Hypoteticky model BIME amplifikace. Pdvodni BIME (typ BIME-1) je amplifikovdn a nékolikrdt za sebou se
opakuje. Plivodné vnéjsi motivy A a B jsou mistem prekryvu. Priblizné polovina délky motivi je ztracena, dochdzi
k rekombinaci a vytvdreji spolecné motiv levého vnitiniho segmentu. Tento motiv se poté oznacuje jako r. iREP elementy
(REP na komplementdrnim vidknu, tj. 5’-stem-loop-stem-CTAC-3°) jsou zndzorneny cernymi Sipkami. Vypracovdno podle
(Gilson et al., 1991b). Vytvoreno v biorender.com.

4.2. Struktura BIME a jednotlivé motivy

Jednotlivé elementy tvoftici BIME lIze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou samotné
REP, ty lze rozdélit podle paru nukleotid(i na 7. a 32. pozici sekvence na REP typu Y a typu Z.
Nukleotidy na 7. a 32. pozici jsou komplementdrni, podili se tak na vzniku vlasenek v sekundarni
strukture. REP typu Y maji GC par nukleotidl na 7. a 32. pozici, REP typu Z pak AT par. Typ Z se dale
jestéd da rozlisit podle délky na Z' a Z2. Typ Z! mé délku 33 nukleotidd, Z% 40 nukleotidd (tabulka 2).

Rovnéz variabilni smycka uprostied REP palindromu je specificka pro jednotlivé skupiny.

REP typu Y jsou schopny atenuace transkripce DNA. Pfesny mechanismus neni znam,
nicméné se zd3, Ze tento REP element je schopen zastavit pohyb RNA polymerdzy. Poté je nutna
pritomnost Rho faktoru, jenz uvolni RNA polymerazu a dochazi k terminaci transkripce. Nejde o pfilis
ucinny zpUsob atenuace, transkripce upstream DNA je snizena o maximalné 50%, obvykle méné

(Gilson et al., 1986; Espéli, Moulin and Boccard, 2001).

Typ REP Nukleotidy Délka Homogenita Variabilni Rodina B,lME’
na7a32 N ve které se
elementu . sekvence sekvence smycka . .
pozici motiv vyskytuje
Typ Y GC 38 nt 92% GCGT(G/A)AA BIME-1i-2
Typ Z1 AT 33 nt 94% CTA BIME-1
Typ 22 AT 40 nt 93% ACGCT(G/T)GCG BIME-2

Tabulka 2: Rozdéleni REP element( v ramci genomu E. coli. Vypracovdno podle (Gilson et al., 1991b).

Druhou skupinou elementd tvoricich BIME jsou takzvané extra-REP (extra-PU) motivy
(tabulka 3). Jde o 7 sekvenci, které na rozdil od REP nemaji v sekvenci palindrom. Krom L elementu
jsou podstatné méné homogenni (jejich sekvence je méné konzervovand) v porovnani s REP. Motivy
A a B jsou na vnéjSich okrajich BIME, mohou se vyskytovat i mezi REP uvnitf BIME, k tomu dochazi,

pokud je pivodni element typu REPIN amplifikovan.
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Vnitfni motivy jsou mezi jednotlivymi dvojicemi REP. Jsou rozliSeny na pravé a levé podle
toho, jak jsou REP vzhledem k nim orientované. Motiv je pravy, pokud jsou okolni REP elementy
orientované smérem k nému. Levy motiv je obklopen REP, které jsou orientovany smérem od néj,

znazornéno na obrazku 7.

Pravé vnitfni motivy jsou L a S motiv. L motiv je nejdelsi (32 aZ 34 nukleotidd) a nejvice
konzervovany extra-REP motiv. Levé vnitfni motivy jsou |, s, r motiv. s motiv se vymyka od ostatnich,
nebot je dlouhy pouze 1 nukleotid, pficemz v 60% pripadd jde o molekulu guanosinu. R motiv, na

rozdil od ostatnich je spiSe skupinou 5 segmentl délky od 18 po 31 nukleotid(.

. , Rodina BIME, ve
. Homogenita Délka , .
Extra-PU motiv které se motiv
sekvence sekvence .
vyskytuje
A 55% BIME-1
Vneéjsi
B 60% BIME-1
) L 80% 22-34 nt BIME-1
Pravé
S 50% 11-14 nt BIME-2
Vnitini | 68% 8-9 nt BIME-2
Levé S --- 1nt BIME-2
r --- 18-31 nt BIME-2

Tabulka 3: Prehled extra-REP motivu tvoricich BIME mozaiky v ramci genomu E. coli. Vypracovano podle (Bachellier et al.,
1994).

4.3. BIME rodiny

BIME se svou strukturou daji rozdélit do dvou rodin. Ty se lisi tim, zda obsahuji REP typu Z* &i
Z?, celkovym poctem REP motiv(, zastoupenim ostatnich motivil a posloupnosti motivd. V genomu E.
coli byly klasifikovany dvé velké rodiny, BIME-1 a BIME-2. Nicméné, ne vSechny BIME se daji takto

rozdélit. Sekvence, které nevyhovuji kritériim ani jedné rodiny, se oznacuji jako atypické BIME.

4.3.1. BIME-1

BIME-1 rodina obsahuje vétdinu REP typu Z'. BIME-1 nevytvafi tandemové kopie, na rozdil od
BIME-2. BIME-1 se sklada ze dvou konvergentné orientovanych iREP, jeden typu Z%, druhy Y (obrazek
8). L motiv tyto dva REP oddéluje. V rdmci BIME-1 rodiny je L motiv vysoce konzervovan. Sekvence L
motivu je schopna vazat IHF protein (Friedman, 1988; Tsui and Freundlich, 1988). Tyto BIME se
oznacuji jako RIB (anglicky reiterative IHF BIME) ¢i RIP (anglicky repetitive IHF binding palindromic
element) elementy. Jejich schématickou strukturu znazornuje obrazek 9. RIB jsou pfitomné pouze

v genomu E. coli, nebyly nalezeny ani v blizce pfibuznych druzich jako je S. typhimurium.
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A,B Z' L Y A,B

> <

ihf

BIME-1
Obrdzek 8: Schéma motivu BIME-1 rodiny. Bilé obdélniky oznacuji REP element, trojuhelnik uvnitr pak naznacuje orientaci

elementu. Vnéjsi motiv je bud'A ¢i B. Vypracovdno podle (Bachellier, Clément and Hofnung, 1999). Vytvoreno
v biorender.com.

V genomu E. coli se nachazi kolem 100 BIME-1, z nich asi 70 lze oznacit za RIB elementy. IHF
vazebna oblast RIB motivu, v porovnani s IHF vazebnymi oblastmi obecné, je extrémné dobfe
konzervovana (Boccard and Prentki, 1993). Je tak mozZné, Ze k rozsifeni RIB elementl v genomu E. coli

doslo diky selekci na jejich schopnost vazat IHF. BIME-1 jsou typicky umistény na 3‘ koncich operon.

IHF vazebna oblast
|

> CTAC Konzervovana sekvence GTAG 4

REP REP
Konzervovany Konzervovany
tetranukleotid tetranukleotid

Obrdzek 9:. Z 28 RIB element E. coli, které v prdci zkoumali, 25 odpovidd svou strukturou tomuto schéma. Za zminku stoji
vysokd konzervovanost centrdlini oblasti pro vazbu IHF proteinu. Ddle pritomnost konzervovanych tetranukleotidi na obou
konich IHF-vazebné sekvence. Vypracovdno podle dat (Bachellier et al., 1993). Vytvoreno v biorender.com.

IHF je DNA-vazebny protein vyskytujici se u E. coli, S. enterica a pfibuznych bakterii
(Oppenheim et al., 1993; Dorman and Deighan, 2003). Byl objeven pti rekombinaci faga A, krom
rekombinace ho bakteriofag vyuziva i ke sbaleni své DNA (Kikuchi and Nash, 1978).IHF je schopen se
v DNA vazat na specifickou sekvenci a ohnout poté dvousroubovici DNA o pfiblizné 180 stupni (Rice
et al., 1996; Rice, 1997). Tento ohyb pomahd DNA kompaktné se sloZit v bunce, také DNA dovoluje
vytvéaret nadobratky. IHF ma vliv na fadu dalSich procest probihajicich na chromozomu. Dokaze
ovlivnit replikaci (Ryan et al., 2002), upravit genovou expresi (Charlier et al., 1995) a zajistit interakci

vzdalenych oblasti genomu (Goosen and van de Putte, 1995).

4.3.2. BIME-2

Tyto elementy mohou obsahovat az 12 REP sekvenci. BIME-2 se skladaji ze zakladni struktury
podle obrazku 10, tato struktura je poté tandemoveé opakovana az dvanactkrat. V genomu E. coli je
priblizné 200 BIME-2 elementl. BIME-2 se predominantné vyskytuji v oblastech mezi dvéma
operony. Toto rozmisténi mize souviset s jejich schopnosti vazat DNA gyrazu (Gellert et al., 1976;
Yang and Ferro-Luzzi Ames, 1988; Reece, Maxwell and Wang, 1991). DNA gyrazu vazi predevsim

konzervované sekvence Y motivu specificky neparujici nukleotidy uvnitf Y REP vlasenky a ocko
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(Sutormin et al., 2019). Pfesny reakéni mechanismus neni znam (Espéli and Boccard, 1997). Jednim
z dUsledkt plsobeni DNA gyrazy je snizovani torzniho stresu na viaknu DNA. Tento stres mlze vznikat
pri transkripci DNA a zpUsobit jeji zpomaleni. Diky své pozici na 3" koncich operond mohou BIME-2
cilenim aktivity DNA gyrdzy zabranit zvySovani nadobratek DNA vznikajicim pfi transkripci okolnich

genu (Yang and Ferro-Luzzi Ames, 1988).

l,s,r Z? S Y

[ <]

BIME-2

1-12

Obrdzek 10: Schéma BIME-2, pivodni element je tandemové opakovdn 1-12x za sebou. Obcas se vyskytnou vyjimky, kdy
v jednom opakovdni chybi motiv, i je zménény. Vypracovdno podle (Bachellier, Clément and Hofnung, 1999). Vytvoreno
v biorender.com.

IHF protein se nevaze na BIME-2 rodinu. DNA gyraza neinteraguje s BIME-1 rodinou. Obé
rodiny se lisi svym lokalnim rozmisténim. MzZeme hypotetizovat, Ze obé rodiny maji rozdilnou funkci

uvnitf buriky a plsobi na né odlisné selekéni tlaky.

5. RAYT a REPIN

RAYT (angl. REP-associated tyrosine transposase) jsou relativné neddvno objevenou tfidou
nukledz. RAYT, jak plyne z nazvu, byly plivodné pojmenovany jako transpozazy, vzhledem k jejich
sekvencni pribuznosti k 1IS200/1S605 transpozazam (viz dale). RAYT vsak nejsou schopny vlastni
mobilizace, oznacovat je za transpozazy neni tedy presné, nicméné jde o zavedeny pojem, ktery bude

v praci respektovan.

RAYT jsou pfibuzné rodiny 1S200/1S605 transpozaz (Nunvar, Huckova and Licha, 2010),
v sekvenci aminokyselin maji konzervovan katalyticky tyrosin a HUH motiv. (llyina and Koonin, 1992;
Koonin and llyina, 1993). Krom téchto dvou konzervovanych oblasti je zbytek sekvence variabilni. Zda
se, Ze na rayt geny plsobi diverzifikujici selekce (Bertels and Rainey, 2011a). Tyto geny nejsou pro
buriku nezbytné, pfi jejich odstranéni se fyziologie buriky neméni. (Bertels and Rainey, 2011a).
Dodnes neni znamo, jakou roli RAYT v genomu muzZe hrat, presto se rayt geny nalézaji v asi 24 a7z 26%
vsech bakterialnich druh, u kterych je sekvenovan alespori jeden cely genom (Bertels, Gallie and
Rainey, 2017; Quentin et al., 2018). Jak jiZz bylo zminéno, pro geny kodujici RAYT je typické, Ze jsou
z obou stran ohraniceny REP elementy. Oblast rayt genu a okolnich REP/REPIN se nazyva REPtron.
Castym ohrani¢enim rayt jsou samotné REP v inverzni orientaci. Dal$i moznosti je ohrani¢eni BIME
mozaikami ¢i REPIN elementy. To je dlivodem, proc jiz pti objeveni byly RAYT povaZovany za proteiny

interagujici s REP elementy (Nunvar, Huckova and Licha, 2010). REPIN je tvofen ze dvou REP
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element( oddélenych spacer sekvenci (obrazek 11). Spacer sekvence ma v ramci jedné tfidy REPIN

(REPIN asociované se spolecnym RAYT) podobnou délku.

REP

>

"|GTAG| TGCCGGCC [GCT| GGCCGGCA ACCCCAGGAAACTTCAGGCCGCGAGCTC TGCCGGCC |AGC| GGCCGGCA |CTAC
CATC | ACGGCCGG [CGA| CCGGCCGT TGGGGTCCTTTGAAGTCCGGCGCTCGAG ACGGCCGG [TCG| CCGGCCGT |GATG

\ J
v
Konzervovany Variabilni Spacer sekvence

tetranukleotid smycka IREP

a
«@

«
<

Obradzek 11: Priklad sekvence REPIN elementu z genomu Stenotrophomonas maltophilia K279a. Data z (Rocco, De Gregorio
and Di Nocera, 2010). Sekvence z databdze biocyc.org. Vytvoreno v biorender.com.

Prozatim nebyl nalezen pfimy (experimentalni) dikaz kauzalniho spojeni RAYT transpozaz se
Sifenim REP/REPIN element(. Existuje vSak rada nepfimych dlkaz(, diky kterym se lze domnivat, Ze
REPIN jsou genomem Sifeny pravé pomoci RAYT transpozaz (Bertels and Rainey, 2011b). Bylo
dokazano, Ze RAYT jsou schopny se vazat na REP sekvenci (Messing et al., 2012) a také Stépit DNA
v blizkosti REP. Dale, REP v rdmci REPIN vykazuji vys$si konzervovanost nez REP vyskytujici se samotné,
coz implikuje REPIN jakoZto jednotku podléhajici specifické propagaci genomem. Je tak mozné, ze
vsechny REP nalezené samostatné jsou degenerovanymi pozlstatky REPIN. Dlvod, proc se jeden
samostatny REP mohl zachovat, mizZe byt naptiklad jeho uZite¢nhost v daném misté genomu pro
hostitelskou buriku (Bertels and Rainey, 2011a). Vyznamnym nepfimym dikazem je analyza genoml
nékolika stovek kmen E. coli, které maji ¢i nemaiji rayt geny (Park, Gokhale and Bertels, 2021).
Obrazek 12 zachycuje zfetelnou korelaci, kdy genomy s funkénim rayt genem maji vice REPIN, oproti
genomUm bez rayt genu. JakoZto kvantitativni analyza toto pozorovani nenabizi odpovéd, jak spolu
RAYT a REPIN interaguji. Z dat se da nicméné vyvodit, Ze REPIN jsou bud pomoci RAYT propagovany

nebo alespon udrzovany v genomu.
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1S5
REPINs found in genomes containing a RAYT gene

REPINs found in genomes lacking a RAYT gene

200

Number of genomes

0 100 200
Number of REPINs(blue) and IS5 copies(red)

Obrdzek 12: Distribuce IS5 a REPIN element( v ramci 300 de-replikovanych E. coli genomu. Svétle modrou barvou jsou
zvyraznény genomy bez rayt genu, tmavé modrou genomy s rayt genem. Cervend oznacuje IS5. Prevzato z (Park, Gokhale
and Bertels, 2021).

5.1. Porovnani RAYT a I1S200/1S605 transpozaz

5.1.1. Mechanismus Stépeni ssDNA

RAYT jsou pfibuznymi transpozaz rodiny 1S200/1S605. Obé rodiny patfi do HUH transpozaz,
v jejich rdmci pak do Y1 podskupiny (Kapitola 2.2). 1IS200/1S605 transpozazy typicky tvori dimery.
Dimerizaci vyuZzivaji pfi excizi ssDNA vlakna, kdy se vdzou na oba konce vldkna. RAYT dimery
nevytvafi, funkéni jednotkou je monomer (Messing et al., 2012). Schopnost vystfihnout a prenést
vlakno je jednim z hypotetickych krokl potfebnych k tomu, aby byl RAYT schopen vytvaret BIME
elementy (viz kapitola 3.). Alternativné by vznik BIME elementl mohl byt fizen zcela jinou
transpozazou. VSechny Y1 transpozazy vyuzivaji dvojmocny iont kovu jako kofaktor v aktivni oblasti.
1S200/1S605 transpozdazy vyuzivaji Mg?* zatimco RAYT transpozéza preferuje Mn?*, nicméné pfi
snizené efektivité pracuje in vitro i s Mg?* (Ton-Hoang et al., 2012). Ddvodem niz3i afinity k Mg?*
mUzZe byt zamérna selekce, kdy RAYT protein hife vaze Mg?*, ktery je v burice vyrazné ¢ast&jsi nez
Mn?%, a tim je sniZzena jeho aktivita. Pro nalezeni mista $t&peni vyuZivaji 1S200/1S605 dva specifické
oligonukleotidové motivy, které jsou umistény na koncich inzeréni sekvence. RAYT transpozaza pro
determinaci mista Stépeni také vyuziva oligonukleotid, konkrétné motiv GTAG (obrazek 13). GTAG
motiv je umistén typicky do vzdalenosti 2 nukleotidd od zac¢atku palindromu REP. Na 3 konci, na
rozdil od 1S200/15605, vyuziva RAYT transpozaza pouze konzervovany dinukleotid 5‘-CT-3/, ten mlze
byt od REP elementu umistén i ve vétsi vzdalenosti. GTAG je kriticky pro rozpoznani REP elementu
RAYT transpozazou, mezi nukleotidy CT pak dochazi ke stépeni vidkna DNA. V pfipadé posunuti CT

motivu bude transpozaza stale fungovat a Stépné misto se pfesune s motivem. 1S200/1S605
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transpozazy vyuzivaji specifi¢téjsi sekvence pro nalezeni stépného mista (obrazek 13). Stejné jako u
IS200/1S605 transpozazy dochazi pfi determinaci stépného mista k interakci baze-baze. Z GTAG

tetranukleotidu A3 komplementarné interaguje s T2, G4 interaguje s C1.

(a)""iﬁm b
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RE Cleavage site
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T'IXGA\%IG TTCA‘Pl
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????ClT

CT Cleavage site

Obrdzek 13: Porovndni stépnych mist Y1 transpozdz. Pro 1S200/1S605 transpozdzy 1S608 a Dra2 jsou zndmy vZdy dva
oligonukleotidy, které transpozdza specificky stépi. RAYT stépi pouze CT dinukleotid, ten se musi nachdzet v blizkosti REP
sekvence. Prevzato z (Messing et al., 2012).

5.1.2. Funkéné-specifické motivy RAYT transpozaz

RAYT interaguje s REP predevsim prostfednictvim bdazi GTAG tetranukleotidu. U E. coli jsou
vazebnymi aminokyselinami 17T, 19N, 21R, 95Q, 99W, 100E, 101H a 104R. Dale se interakce ucastni
jesté 160G a 161E (obrdzek 14B), které jsou ovsem soucasti auto-inhibicni C-terminalni domény, jez
neni konzervovana v ramci diverzity RAYT (obrdzek 14A). Vazba AK na REP vldsenku v drtivé vétsiné
probiha prostfednictvim cukr-fosfatové kostry. S vyjimkou C-terminalnich AK jsou vSechny AK

interagujici s GTAG konzervované u RAYT asociovanych s REP elementy (Kapitola 5.4).
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Obrdzek 14: A) Schéma sekvence REP elementu s GTAG tetranukleotidem. Konzervované aminokyseliny RAYT jsou prirazeny
k nukleotidim, na které se vdZou. Prevzato z (Messing et al., 2012). B) Porovndni AK sekvence RAYT (PDB 4ER8) a 1S608 (PBD
2VJV) transpozdzy. Vnéjsi ¢dry znaci sekunddrni struktury proteinu, o helix (Cervend) a 8 list (zelend). Konzervované
aminokyseliny jsou zvyraznény cervenou (HUH motiv, katalyticky tyrosin), modrou (AK nezbytné pro transpozici), Zlutou (AK
interagujici s GTAG), purpurovou (AK interagujici s REP vidsenkou). V modrém ctverci je vyznaceno konzervované jadro
proteinu. Prevzato z (Quentin et al., 2018).

Cast C-terminalni domény RAYT z E. coli slouZi jako reguldtor §tépné aktivity. Jde o prvni
znamy mechanismus autoregulace DNA transpozazy, kdy sama ¢dst transpozazy pracuje jako
kompetitivni auto-inhibitor (Messing et al., 2012). C-terminalni doména kompetuje s ssDNA o vazbu
do aktivni oblasti. Jednd se pravdépodobné o mechanismus pro sniZeni aktivity transpozazy. Tato
hypoteticka schopnost regulace RAYT nebyla zatim do hloubky prozkoumana. Navic neni znamo,
nakolik je inhibice aktivity RAYT C-terminalni doménou rozsitena v ramci diverzity RAYT proteind, z

nichZ vyznamna ¢ast C-terminalni doménu postrada (viz kapitola 5.4.).

5.1.3. Genomova distribuce gen( transpozaz a s nimi asociovanych repetitivnich

sekvenci

Pocet (témér) identickych kopii je jeden z hlavnich rozdild mezi RAYT a transpozazami
inzerénich sekvenci (napf. 1IS200 a IS110). Pro 1S200 a 1S110 je typicky vyssi pocet kopii. Geny pro rayt
se v genomu témér nevyskytuji ve vice kopiich (obrazek 15B). Dalsi rozdil mezi transpozazami je
v poctu genu stejné skupiny pritomnych v genomu, kdy rayt je dvakrat méné pocetny oproti 1S200
(obrazek 15A). Horizontalni pfenos genl probiha pomoci plazmidd, jde tak o ukazatel frekvence,

s jakou se dana rodina transpozaz mezi genomy Sifi (Bichsel, Barbour and Wagner, 2013). Minimalni
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mnozstvi rayt genl na plazmidech také ukazuje na nizkou frekvenci horizontalniho pfenosu (obrazek
15C). RAYT, 1S200 a 1S110 maji geny obklopeny konzervovanymi sekvencemi. V pripadé RAYT jsou
témito konzervovanymi sekvencemi REP elementy (nejcastéji REPIN), které jsou Cetnéjsi nez
terminalni sekvence IS element(, coz ukazuje na jejich Sifeni bez nutnosti mobilizace samotného rayt

genu (obrazek 15D).
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Obradzek 15: Porovndni vlastnosti gent transpozdz IS elementa (Cervené), RAYT (zelené) a housekeeping genii (modre). A)
Pocet genu dané rodiny na jeden replikon. B) Frekvence intragenomovych dupli/multiplikétd (vice kopii). C) Frekvence
vyskytu na plazmidech. D) Frekvence nejcastéjsich 16 bazi dlouhych sekvenci v okoli genu v hostitelskych genomech.
Prevzato z (Bertels, Gallie and Rainey, 2017).

V genomu hostitelské bakterie mlze byt pfitomno vice rayt gen(, nejvyse byly nalezeny Ctyfi.
V takovém pripadé se typicky daji REP elementy pfitomné na okrajich rayt gen(i porovnat s REP
elementy rozsifenymi po genomu. Lze tak ke kazdému rayt genu pfiradit jednu tfidu REP elementd,
kterou pravdépodobné rozsitil genomem. Vyskytuji se pfipady, kdy se tfidu REP element( prifadit
k rayt genu nepodafi. Tyto pfipady se vétSinou daji vysvétlit ztratou rayt genu (obrazek 16A), kdy u
pribuznych druh rayt gen zachovan je. Existuji ovSem pripady, kdy v genomu je pfitomen jeden rayt
gen a vice tfid REP elementd, pficemz z analyzy pribuznych druh(ll se nezda, Ze by doslo ke ztraté rayt
genu. V této situaci pravdépodobné doslo k takzvanému orthoswitchi (anglicky ,, Orthologous REP
switch”) (Nunvar, Licha and Schneider, 2013). Jde o mechanismus, kdy dojde k mutaci REP v okoli
rayt genu, ¢imz vznikne nova tfida REP elementl, kterou tento RAYT zaéne propagovat genomem

(obrazek 16C). Jde o jeden z mechanismd, ktery zvysuje variabilitu REP elementd, dalSim je duplikace
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a presun rayt genu do nové genomické lokace, ndsledované diverzifikaci a proliferaci s nim

asociovanych REP element(l (obrazek 16B).

evolutionary time

oL oLV
OO0000

Obrdzek 16: Model dlouhodobé evoluce REP elementii u pseudomondd a stenotrophomondd. Cerny kruh zndzorriuje genom,
barevné Sipky predstavuji rayt gen, REP elementy asociované s danym rayt genem jsou zndzornény teckami stejné barvy.
Levd cadst kaZdého sloupce (A, B, C) je model, kdy k evolucni uddlosti doslo neddvno. Pravd ¢dast modeluje, kdyZ ke zmené

doslo ddvno v evoluci. A) Ztrdta RAYT ndsledovdna postupnou ztrdtou REP elementt vlivem mutaci a/nebo absenci
proliferace REP. B) Duplikace RAYT a vznik dvou rozdilnych RAYT. Casem dojde k rozsifeni nové skupiny REP elementd, které

propaguje nové vznikly RAYT. Dojde k zvyseni celkové populace REP elementi v genomu. C) REP orthoswitch ndsledovany
propagaci nové skupiny REP a degradaci té ptvodni. Pfevzato z (Nunvar, Licha and Schneider, 2013)

5.2. Evoluce RAYT z IS200/1S 605 transponaz

<

Nabizi se otazka, jak v evoluci vznikl vztah mezi REPIN a RAYT. Jednim z nejjednodussich
vysvétleni je, Ze v evolucné davné historii na plivodnim elementu podobnému IS200 zacaly
parazitovat jeho terminalni sekvence (REP/REPIN), jako elementy neschopné vlastni transpozice
zacaly vyuzivat IS200 transpozazu. Tim také zpUsobily selekéni tlak, ktery nakonec vedl v evoluci k
divergenci pQvodni transpozazy od ostatnich 1S200, a naslednému vzniku RAYT (Bertels and Rainey,

2011b) a jeho charakteristickych vlastnosti (viz kapitola 5.1.3.)
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Geny kodujici RAYT se vyskytuji témér vylucné v jedné kopii na genom (v pfipadé, ze jich je
v genomu vice, je kazdy zfetelné odlisny a je asociovan s jinou tfidou REP/REPIN). Tim se RAYT
odlisuji od transpozaz klasickych IS element(l. Nepfitomnost vétsiho poctu kopii znamen3, Ze pokud
dojde k poskozeni rayt genu, RAYT proteiny se jiZz v burice nebudou moci vyrabét. Takova , krehkost”
je pro transpozazu velice nezvykla. Nicméné, pfitomnost RAYT v genomu hostitelské bakterie je
v evoluénim c¢ase pozoruhodné stabilni (Nunvar, Licha and Schneider, 2013; Park, Gokhale and
Bertels, 2021). Nezda se, Ze by takova transpozdza sama o sobé méla velkou $anci dlouhodobé
v genomu prosperovat, pokud by jeji pfitomnost nebyla pro hostitelskou buriku prospésna.
Propagace REPIN genomem je pravdépodobnym selekénim faktorem zodpovédny za evolucni
perzistenci RAYT. Vznikd vztah dlouhodobé koexistence, kdy se burikdm vyplati do jisté miry tolerovat
propagaci téchto element( skrze svoje genomy. Aktivita RAYT by pak mohla byt evolu¢né
harmonizovana na optimalni Groven (viz kapitola 5.1.1. a 5.1.2.). Burika by se tak chrénila pred pfilis

masivni propagaci REPIN elementq, ale zaroven vyuZivala benefity, které jejich pfitomnost prinasi.
5.3. Populace REPIN elementu

REP elementy jsou Sifeny genomem jako soucdst REPIN. Ty jsou pravdépodobné propagovany
pomoci interakce s RAYT. rayt gen je v genomu obklopen z obou stran REPIN elementy, praveé ty pak
pravdépodobné sifi. Analyzy distribuce REP element( v genomech bakterii tuto teorii podporuji. REP,
které jsou soucasti REPIN, byvaji svou sekvenci podstatné vice konzervovany nez REP nachazejici se
samostatné. Navic, parové REP elementy typu REPIN jsou predominantni formou vyskytu REP
v genomu, zatimco podle ndhodného modelu by se REP elementy mély vyskytovat prevaziné
samostatné (Bertels and Rainey, 2011b). Tento jev mliZze mit dvé pFiciny. Pravdépodobnou moznosti
je, Ze se genomem $ifi REPIN, ty se obcas rozpadnou a zlstanou jako samotné REP elementy. Druhou
moznosti je, Ze se REP a REPIN lisi svou schopnosti udrzet se v genomu, tedy Ze samotny REP element
rychleji podléha mutacnim procestiim. Zda se, Ze dochazi ke kombinaci obou pricin. REPIN se

vyznacuji schopnosti odolat mutacnimu tahu, jsou pod purifikujici selekci (z genomovych analyz se da

vysledovat tendence REPIN, udrZet si konsensus sekvenci, jak znazorfiuje obrazek 17).

V sekvenci REP elementu mUzZe dojit vlivem mutace ke zméné jednoho nukleotidu, tim dojde
ke ztraté komplementarity &asti sekvence ve vldsenkové struktute. Casem by tak mélo dochazet
k postupné degradaci REP, nicméné se zd3, Ze k tomu pfilis nedochdzi. Mutace v jedné poloviné
palindromu je ¢asto nasledovana mutaci na druhé strané palindromu, aby baze ve vldsence opét
parovaly. Bylo zjisténo, Ze frekvence kompenzacnich mutaci u REP element( je fadové vyssi, nez by
mélo vznikat bez selekéniho tlaku. Je tak zfejmy selekcni tlak na udrzeni vnitini symetrie elementd

(Aranda-Olmedo et al., 2002). Tlak na sekvenci REPIN elementd, udrZovat své REP v rozmezi jisté
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odchylky od konsensus sekvence se da graficky znazornit (obrazek 17). V tomto pfipadé se jednda o
popula¢ni mapu REPIN v genomech tfi kmen( Pseudomonas fluorescens (SBW25, BG33R a A50).
Carou jsou spojeny pouze ty populace REPIN, které se od sebe li&i pravé jednou pozici. SBW25 ma

v genomu velkou populaci REP elementq, ktera Cita asi tisic elementl. SBW25 ma také tti rayt geny (a
tedy tfi tfidy REP element(l), da se tak predpokladat, Ze v genomu by se mély Sifit tfi populace
rozdilnych REPIN. Struktura REP populace ukazuje, Ze minimalné jedna skupina elementl je
udrzovana kolem ,master sekvence”. Vzhledem k ptitomnosti tfi aktivnich RAYT transpozaz Ize
spekulovat, Ze ¢ast transpozaz md vyrazné snizenou aktivitu. Zbyvajici dva kmeny P. fluorescens maji
kazdy jeden rayt gen, to odpovida jedné skupiné REPIN elementl udrzZujicich se kolem master
sekvence. A506 ma jednu a BG33R dvé skupiny REPIN. Mensi skupina u BG33R (obrazek 17, cervené)
neni asociovana s rayt, je tedy nejasné, jakym mechanismem se udrzuje v genomu. Z moznych
evoluénich scénarll se jako nejpravdépodobnéjsi jevi recentni ztrata prislusného rayt genu (obrazek

16A). Znalost evoluénich vztah( bakteridlnich hostiteld a evoluéni ,pattern” pfitomnosti/absence

jednotlivych RAYT je nezbytna pro interpretaci dat z analyzy vnitrobunécnych populaci REPIN.
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Obrdzek 17: Struktura populace REPIN elementu v genomu Pseudomonas fluorescens, kmenech SBW25, A506 a BG33R.
Kazda tecka znadi jednu sekvenci REPIN elementu. Primér tecky znaci pocet kopii této sekvence v genomu. Mapy se lisi
méritkem velikosti skupiny stejnych REPIN. PIné tecky jsou REP elementy tvorici REPIN, prdzdné tecky jsou REP vyskytujici se
samostatné. Carou jsou spojeny populace elementti lisici se jednou pozici v sekvenci. Modrou jsou zvyraznény REP, které
svou sekvenci udrzuji kolem master sekvence, s maximdiné tfemi mutovanymi pozicemi. Cervenou jsou zvyraznény REP vice
rozdilné od master sekvence. Prevzato z (Bertels, Gokhale and Traulsen, 2017).
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5.4. Rozdéleni RAYT protein(

RAYT proteiny jsou velmi diverzifikované a vyskytuji se v fadé rozdilnych bakterii, z nichz
kazdy druh ma charakteristické RAYT. Sekvence pridruzenych REP se lisi, stejné jako jejich pocty.
Samotny rayt gen byva obklopen vice REP, které tvori REPIN ¢i BIME mozaiky. Nékteré genomy jako
P. fluorescens SBW25 obsahuiji pfes tisic REP elementl a stovky REPIN (Bertels and Rainey, 2011b). E.
coli MG1655 ma oproti tomu nékolik stovek REP elementl a fadu z nich ve velice konzervovanych
BIME elementech. Snaha rozdélit RAYT do skupin a ty pouzit jako detailnéjsi optiku pro dalsi vyzkumu

muzZe pomoci odhalit dosud neznamé vlastnosti téchto protein(. ~

RAYT proteiny, jak ukazuje obrazek 18, byly rozdéleny do charakteristickych skupin (podtfid)
na zdkladé podobnosti aminokyselinové sekvence, nejprve do Sesti (G1 — G6) (Bertels, Gallie and

Rainey, 2017), posléze do osmi skupin, respektive podtfid (anglicky subclass) (Quentin et al., 2018).
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Obradzek 18: A) Fylogeneticky strom RAYT (zelend svisld ¢dra) a 1S200/1S605 transpozdz. B) Klastrovaci analyza pribuznosti
zdstupctl jednotlivych skupin analyzovanych RAYT a 1S200/1S605 transpozdz. Prevzato z (Bertels, Gallie and Rainey, 2017).

Skupiny jsou Cislovany podle velikosti. Skupina G1 (podtfida 2.1) ma pres 400 ¢len(, nejmensi
skupina G6 pak méné jak 30 (Bertels, Gallie and Rainey, 2017). Jak ukazuje obrazek 19, skupina G6
ma krom malého poctu ¢lenli znacény pocet genovych duplikatl a nizkou asociaci s REP. V kontextu
drivéjsich vyzkum, do skupiny G2 (podttida 2.2) patfi RAYT z E. coli, ktery byl pouZzit pro
experimentalni dlilkaz REP-RAYT interakce (pfiloha 2) (Messing et al., 2012; Ton-Hoang et al., 2012).
Vétsina skupin je rozsifenych skrze vice bakteridlni tfid, to plati zvlast pro podtfidu G1, ktera byla
nalezena v 21 rGznych bakterialnich tfidach a ve 150 druzich, coZ vzhledem k jeji velikosti neni tak
prekvapivé. V kontrastu, skupina G3 byla nalezena jen v 61 druzich, tyto druhy ale pokryvaji 18

bakterialnich trid.
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Obrdzek 19: Podobnd data, jako byla na obrdzku 15. Zde se hodnoti rozdily mezi jednotlivymi skupinami RAYT. A) MinoZstvi
RAYT gend, které jsou replikované (vice identickych kopii) v hostitelskych genomech B) Tento graf zobrazuje, jak velkd cdst
skupiny byla nalezena na plazmidech. C) Frekvence nejcastéjsich 16 nukleotidi-dlouhych sekvenci z okoli RAYT genu
v hostitelském genomu. Prevzato z (Bertels, Gallie and Rainey, 2017).

5.4.1. Podtfida 2.1 (G1)

Jde o nejvétsi skupinu RAYT, plvodné s 292 ¢leny (Bertels, Gokhale and Traulsen, 2017).
Pozdéji byla rozsifena a nyni je do ni fazeno 493 RAYT (Quentin et al., 2018), coz tvori 61% vsech
identifikovanych rayt gend. Podtfida 2.1 ma v primeéru delsi sekvenci neZ vétsina ostatnich podtfid.
Dlavodem je C-termindlni doména. Podlé té se také podtfida 2.1 da dale rozdélit na dvé skupiny, 2.1.1
a 2.1.2. Podtfida 2.1.1 ma C-termindlni doménu kratsi, ale vice homogenni v porovnanis 2.1.2. Zda
se, Ze u obou skupin tato doména vytvari sekundarni strukturu helix-turn-helix. Neni jasné, jakou ma
funkci. Jako jediné se RAYT podtfidy 2.1 vyskytuji na plazmidech, jde o asi 1% nalezenych ¢lent
(Bertels, Gallie and Rainey, 2017). Lze se domnivat, Ze i v soucasnosti mGze dochazet k horizontalnimi
prenosu této skupiny a jejimu siteni do dalSich druh(. Také jsou do této podtfidy zahrnuty TIRYT
transpozazy (Di Nocera, De Gregorio and Rocco, 2013). rayt geny nejsou ohrani¢eny REP elementy a

jimi kddované proteiny postradaji konzervované AK zbytky, které vazou GTAG (Obrazek 20).
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Obrdzek 20: A) interakce RAYT s GTAG tetranukleotidem u E. coli (viz kapitola 5.1.2.). B) AK na pozicich klicovych pro
interakci s GTAG u jednotlivych podtrid RAYT. Je patrnd riznd konzervovanost triddy 99/100/101
(aromatickd/kyseld/zdsaditd AK) a R104. Prevzato z (Quentin et al., 2018).
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5.4.2. Podtfida 2.2 (G2)

Tato podtfida se vyskytuje v E. coli a fadé dalSich proteobakteriich. rayt geny jsou ohrani¢eny
REP elementy a GTAG-vazebné AK jsou pfitomny. Obsahuje prvni objevené REP (Higgins et al., 1982)
a zaroven i prvni identifikovany rayt gen (Nunvar, Huckova and Licha, 2010). Struktura REP elementli
této skupiny je ukazkou typického elementu, vyobrazeno v kapitole 3 (obrazek 3). Pro tuto podtfidu
REP je typicka pfitomnost neparujich nukleotid(l uvnitf vlasenky. V souvislosti s tim ma RAYT této

podtridy dvé kratké inzerce vedle oblasti, kterd rozeznava REP vlasenku (Quentin et al., 2018).

5.4.3. Podtfida 2.5 (G3)

Do této podtridy jsou fazeny RAYT nalezené v prvnich studiich na pseudomonadach (Feil et
al., 2005; Tobes and Pareja, 2005; Rocco, De Gregorio and Di Nocera, 2010; Bertels and Rainey,
2011b). Kromé pseudomonad jsou tyto RAYT rozsifené i v xanthomondadach a stenotrofomonadach.
Jeden genom muiZe obsahovat vice genu této podtfidy. rayt geny jsou ohraniceny REP elementy a
GTAG-vazebné AK jsou pfitomny. V soucasnosti pravdépodobné stale dochazi k amplifikaci a
diverzifikaci téchto elementd, coZ se projevuje vysokym poc¢tem REPIN elementl v genomu. Samotné
REP jsou kratsi v porovnani s podtfidou 2.2 (ukazuje kapitola 3, obrazek 3). Ramena palindromu

paruji v celé své délce.
5.4.4. Podtiida G6

Nejmensi skupina RAYT je G6. Od ostatnich se lisi (obrazek 19) velmi vyrazné. Jde o skupinu
se zdaleka nejvyssim intragenovych replikat (30%), G6 ma také 35% clen( na plazmidech. Pro
srovnani, jedina dalsi skupina vyskytujici se na plazmidech je G1, a to pouze 1,2% ¢lenl. Skupina G6
neni obklopena REP ¢i REPIN elementy. V téchto statistikach se G6 zna¢né odliSuje od ostatnich RAYT
a je vice podobna transpozazam 1S110 a IS200 nez housekeeping genlim. K témto tvrzenim pfispiva i
proteinova sekvencni sit (obrazek 18), ktera jasné zarazuje G6 RAYT k 1S200 transpozazam. Vzhledem
k pfredpokladané evoluci RAYT z IS200/1S605 rodiny transpozaz je mozné, ze RAYT skupiny G6 jsou
v porovnani s ostatnimi RAYT mladsi skupina, které jesté neni burikami plné domestikovéna. Funkéné
se tak nemusi jednat o RAYT a pfi analyzach RAYT mUzZe byt prospésné tuto skupinu vyrazovat a

zkoumat samostatné.
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6. Zaver

Bakterie jsou lidskym okem neviditelné organismy, a pfesto jedna z nejvétsich biologickych sil
formuijicich svét. Prakticky vSechny vys$si organismy, véetné ¢lovéka, sdileji sva téla s témito
mikroorganismy. Znalost principl fungovani bakterialni buriky, kromé porozumeénti jejich Zivotnimu

stylu, ma velky potencial pro cilené modifikace bakterialnich procesu.

Jednou ze slozek bakterialniho genomu jsou repetitivni sekvence DNA, k nimz se fadi mobilni
genetické elementy. Slozka genomu do jisté miry samostatna, schopna vlastniho prenosu a pfipadné
mnozZeni. Jednou ze tfid téchto element( jsou REP. Jde o konzervované palindromické sekvence
pfitomné v fadé bakterialnich tfid. Diky vlastnostem palindromu mohou vytvaret sekundarni
vldsenkové struktury (jako ssDNA ¢&i ssRNA). V genomu mohou byt stovky i tisice REP elementd. Casto
jsou umisténé spolecné a vytvari vyssi strukturni elementy, jako REPIN ¢i BIME. Pravé ty jsou skrze
genom pravdépodobné rozsifovany. Klicovym enzymem je RAYT. Jedna se o enzym pfibuzny
IS200/1S605 transpozazam, obsahujici HUH motiv a jeden katalyticky tyrosin. rayt je v genomu
obklopen shlukem REP elementl (vytvarejici BIME ¢i REPIN struktury). Tato oblast, véetné rayt genu,
se oznacuje souhrnné jako REPtron. Pravé REP elementy, které jsou soucasti REPtron, jsou
pravdépodobné cilem RAYT. Pfesny mechanismus zatim neni znam, nicméné tyto REPIN/BIME jsou
rozeznany RAYT, pomoci konzervovaného tetranukleotidu (podobné jako u 1S200/1S605). Nasledné
jsou rozsiteny skrze genom. Na rozdil od vétSiny transpozaz, se RAYT jevi jako burikou zcela
domestikované. Nejsou schopny se samy genomem propagovat a jen minimalné vyuzivaji
horizontalniho pfenosu mezi genomy. RAYT a s nimi asociované REP jsou zna¢né variabilni. Daji se

rozdélit do skupin v zavislosti na struktufe RAYT proteinu, délce REP a vlastnostech vlasenky.

RAYT-REP interakce je systém prospésny pro buriku. REP elementy umisténé na 3‘ koncich
operonll mohou efektivné snizit genovou expresi blokaci translace. REP elementy jsou také Casto
vyuZzity jako cile pro specifickou transpozici jinych inserénich sekvenci. Diky vysokému poctu kopii a
umisténi mimo ¢teci ramce jsou idedlnimi oblastmi pro inzerci. Pfi takové transpozici mize dojit
k reorganizaci genomu. Krom mechanism, pro které jsou REP vyuZivané ve vSech hostitelskych
genomech, se vyvinuly mechanismy vyuZivané jen u nékterych druhi. Pfikladem je vazba IHF
proteinu na RIB elementy (BIME se specifickou sekvenci uprostied) u E. coli nebo interakce s DNA
gyrazou, pozorovana u BIME-2 elementt E. coli. Nevime, nakolik se RAYT a REP podileji na dalSich
procesech hostitelskych bunék — v tomto sméru lze ocekavat nové objevy. REP elementy lze vyuzit
k rychlé identifikaci bakteridlnich kmenu a jako nastroj genetického inzenyrstvi, napftiklad pro Gpravy
genové exprese. | vzhledem k jejich hojnému rozsireni vérim, Ze jejich studium je perspektivni oblasti

dalsiho vyzkumu.
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Prilohy

1. Srovnani sekvenci REP elementi u vybranych druht

Hostitelsky druh SEKVENCE Zastoupeni
P. putida GTRG GA GCGGGY KY RCCCGC GAA
P. putida KT2440 | GTAG GAGCGGGT TT ACCCGCGAA 205 kopii |
2002 GTAG GGCGAATAACCGCNNNGCGGTTATCCGCC 17 kopii | v
P. aeruginosa PAO1 | 2002 GTAG GGCGAATAACGCCNNNGGCGTTATCCGCC 26 kopii
2006 GGTAG GGCGGATAACCGCTCGCGGTTATCCGCCG
salmonela GTAG GCCBGRT AA GGC N3-4 CGCC GCC AYCSMGGS
typhimurium
Klebsiell
ebsiella GTAG SCCSGRT AA GGCG N3-4 CGCC GCC AYCSGGS
pneumoniae
E. coli GTAG GYCKGAT AA GRCGY N2-6 CGCC GCC AYCSGGS
£ ol k1o GTAG GCCGGATAAGGCGT TY ACGCCGCATCCGGC 79 kopii
’ GTAG GCCTGATAAGCGTAGCGCATCAGGC 45 kopif
GTAG GCCTGATAAGACGCGCMAGCGTCGCATCAGGC 21 kopii
Neisseria GTAG GTCGGATWC TY GWATCCGAC
meningitidis
Obecny (2008) | GTAG TGCCGGCC GCT GGCCGGCA 437 kopil
Obecny (2013) | GTAG MGYCGASY N2-4 RSTCGRCK
SMAG-1 GTAG HGCCGGSC GCN GSCCGGCD 56%
SMAG-2 GTAG MGYCGAGC (TT/CRY/CYRY) GCTCGRCK 14%
Stenotrophomonas SMAG-3 GTAG AGYCGACY GYY RGTCGRCT 11%
maltophilia K279 SMAG-4 GTAG AKCCACGC CAY GCGTGGMT 19%
SMAG-5 GTAG GTGYSRACC (TT/GTT) GGTYSRCAC 21%
Asociované
< RAYT (om1) | GGTGG GTGCCGACCGTTGGTCGGCAC
Asociované
o RAYT (smg) | GGTAG TGCCGGCCACTEGCCGGCA
P
seudomonas | r) & GGCGAATAACSSC (TY/ANN) GSSGTTATCCGCC
aeruginosa
Nejcastéjéi REP | ATGTGG GAGGGGGCTTGCCCCCGAT 265 kopii
Asodiovane | i A GGGGGCTTGCCCCCGAT
s RAYT (PF1)
P. fluorescens Acociovand
SBW25 (3 rayt) S RAYT (pF17) | 666 CGAGGGAGCTTGCTCCCGCT
Asociované
S RAYT (pra3) | GTRG TGAGCGGGCTTGCCCCRLGLT
p.fl B1
fluorescens GBL | +61pGGAGCGGCCTTGTGTCGCGAT 109 kopii | "
(3 rayt)
Nejcastéjsi REP | T AGCTGGCTTGCCTGCGATA 14 kopii | =i
P. fluorescens A506 i{zz:sgné GTGG GAGCTGGCTTGECTGEG 3 opdt
(1 rayt) S RAVT (PF12) | GGG GAGCTGGCTTGCCTGCGAT
7 |
fluorescens | \rGT6G GAGCTGGCTTGCCTGCGAT 160 kopif | *

BG33R (1 rayt) E—




2. Srovnani RAYT jednotlivych podtrid

Vyznamni
Odpovidajici bakterialni PFitomnost/absence
kupi hostitelé ilné REP el y
3 skupina strukturni | Pozet Taxonomické ostitelé s det’al .ne e emenfu u ,
Podtrida z (Bertels, odchvlk &lend roziitent analyzovanymi RAYT gend, Poznamka
Gallie and vy REP charakteristika REP
Rainey, 2017) elementy/RAYT elementu
proteiny
PFidatna C- -
terminalni Chybi, asociuji Patri sem
doména - 493 s dlc;uh ymi transposazy TIRYT
2.1 G1 . Proteobakterie . y . (Di Nocera, De
vykazuje (292) inverznimi .
helix-turn- repeticemi (TIR) Gregorio and
; P Rocco, 2013)
helix
Nejdelsi Escherichia coli
RAYT Pritomny, dlouhé, Obsahuje prvni
2.2 G2 proteiny — 270 Proteobakterie ¢asto s mismatch, objevené REP,
primér vysoce repetitivni pUvodni clade Il
325 AK
2.3 Zadna 224 Chromatiales Chybi
Alteromonadales
Cvanobakterie Pfitomny, stfedné Inzerce REP do
2.4 G4 124 ¥ . dlouhé, minimalné samotného rayt
Bacteroidetes T
repetitivni genu
xanthomonédy Pseudomonas 5 o A% 5 typu
) fluorescens Pritomny, kratké, v jednom
2.5 G3 87 pseoudomonady e o ,
X Stenotrophomonas vysoce repetitivni genomu, plvodni
stenotrofomonady
sp. clade |
Chybi, atypické
2.6 G5 63 Bacteroidetes sekundarni
struktury
2.7 Zadna 36 Cyanobakterie Pritomny, dlouhé
2.8 Zadna 8 Cyanobakterie Pritomny, dlouhé
Planctomycetes Chybi, atypické
3 Z4dna 14 Acidobacteria sekundarni
Proteobakterie struktury
Zadna G6 30 Chybi Charakteristiky

transposaz IS
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