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Abstrakt

Transpondzy jsou enzymy katalyzujici Stépeni, prfenos a opétovné vloZeni mobilniho
genetického elementu do DNA. Tyrozinové transpondzy zaujimaji mezi témito enzymy zcela
unikatni postaveni. Jejich vyjimecnost je dana strukturou a odliSnym mechanizmem
transpozi¢ni reakce, v kterém vzdy figuruje kovalentni fosfotyrozinovy intermediat. Nezbytna
pritomnost katalytického tyrozinu dala témto enzymdm jméno a zaroven je umoziuje ddle
¢lenit na skupinu nesouci pouze jeden katalyticky tyrozin — Y1 transpondzy a na skupinu se

dvéma — Y2 transponazy.

Tato prace shrnuje soucasné poznatky o skupiné tyrozinovych transpondz. Zabyva se
jejich vyskytem, strukturou, reakénim mechanizmem a biologickou funkci. Detailné je popsan
reakéni mechanizmus nejvice prostudované Y1 transpondzy asociované s IS608 elementem.
Dale se prace zaméfuje na ostatni cleny rodiny tyrozinovych transpondz nesouci
charakteristicky HUH motiv: Transponazy asociované s inzerénimi sekvencemi rodiny
IS200/1S605 (Y1), transpondzy asociované s REP elementy (tzv. RAYT proteiny), transponazy
asociované s 1S91 (Y2), transpondzy se spole¢nym regionem (ISCRs, Y1) a neobvyklé
eukaryotni transpondzy rodiny Helitron (Y2). Mezi tyrozinové transponazy patfi dva
jedinecné priklady domestikace téchto enzym( u prokaryot (RAYT, IStrony). Charakterizace
mechanizmu a vlastnosti tyrozinovych transponaz je nezbytny krok vedouci k pochopeni

jejich biologické funkce a také k mozZnému vyuziti v technikach genového inZenyrstvi.

Klicova slova: Y1, Y2 transponazy, mechanismus transpozice, 1S200/1S605, 1S91, ISCR1, RAYT,
REP, REP elementy.



Abstract

Transposases are enzymes that catalyse cleavage, transmission and re-inserting of mobile
genetic element into the DNA. Tyrosine transposase take between these enzymes
completely independend status. Their uniqueness is determined by their structure and
different mechanism of the transposition reaction, in which the covalent phosphotyrosine
intermediate plays major role. Mandatory presence of the catalytic tyrosine gives name to
these enzymes and it enables their further classification into a group that carries only a
single catalytic tyrosine — Y1 transposases and a group carrying two tyrosines — Y2

transposases.

This thesis summarizes the current knowledge about tyrosine transposases. It covers their
occurrence, structure, reaction mechanism and biological function. The reaction mechanism
of the most studied Y1 transposase, associated with IS608 element, is described in detail.
The work also focuses on other members of the tyrosin transposases family which carry the
characteristic HUH motive. These include transposases associated with the insertion
sequence of 1S200/1S605 family (Y1), transposases associated with REP elements (so called
RAYT proteins), transposases associated with 1S91 family (Y2), transposases of ISCRs family
(Y1) and unusual eukaryotic transposases of the Helitron family (Y2). Among the tyrosine
transposases there are two independent examples of domestication of these enzymes by
prokaryotes (RAYT, IStrones). Characterization of the mechanism and the properties of
tyrosin transposases is a necessary step towards understanding their biological function and

for their potential application in techniques of genetic engineering.

Key words: Y1, Y2 transposase, transposition mechanism, 1S200/15605, 1S91, ISCR1, RAYT,

REP elements.
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Seznam pouzitych zkratek

BIME Roztrousené se vyskytujici bakteridlni mozaikovité elementy, z angl.:"Bacterial

interspersed mosaic element"

bp Par( bazi, z angl.:"Base pair"

DDE Katalyticka tridda aspartat asparagova (D) asparagova (D) glutamova (E)

HUH Histidin (H) hydrofébni aminokyselina (U) histidin (H) motiv

IS Inzeréni sekvence, z angl.:"Insertion sequence"

LE Levy konec, z angl.:"Left end"

PDB Bioinformaticky server struktur proteind, z angl.:"Protein data bank"

RAYT Tyrozinové transpondzy asociované s REP elementy, z angl.:"REP associated tyrosine
transposases"

RCR Replikace mechanismem valivé kruZnice, z angl.:"Rolling circle replication"

RE Pravy konec, z angl.:"Right end"

REP Repetitivni extrageni palindromové sekvence, z angl.:"Repetitive extragenic
palindrome"

REPIN Dvojice REP sekvenci tvofici vlasenkovou strukturu, z angl.:"REP doublet forming
hairpin"

ssDNA Jednoretézcova DNA, z angl.: "Single strand DNA"



1 Uvod

Pfed vice nez 80-ti lety objevila Barbara McClintock v genomu kukufrice mobilni genetické
elementy, tedy Useky DNA schopné ménit své umisténi v genomu. Zbotila tak do té doby uznavanou
predstavu o stalém usporadani nukleotidl. Za sv(j revoluéni objev byla vroce 1983 ocenéna
Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu. Dnes je zndmo mnoho typl mobilnich genetickych
elementl rozsitenych napfi¢ vSemi doménami Zivota. Pocty jednotlivych druh( a jejich zastupct jdou
do tisicll. Zvlasté v poslednich dvou desetiletich umozZnilo sekvenovani celych genomU rozvoj této
problematiky (Craig, 2002). Jeji souhrn je nad ramec bakalarské prace a vydal by na nékolik obsahlych

svazka.

Prokaryotni genom je co do obsahu nekddujici repetitivni DNA mnohem uspornéjsi nez
eukaryotni. VétsSina bakterii obsahuje méné neZ 10% nekddujici DNA. V této nekddujici DNA
nalezneme dlouhé repetitivni sekvence, jako strukturni RNA a kratké oligonukleotidové repetitivni
sekvence, jako naptiklad GATC motivy, DUS sekvence (Frye, 2013), x motivy (Halpern, 2007) a CRISPR

sekvence (Jansen, 2002).

Mezi dlouhé repetitivni sekvence mizeme také zaradit velké mnozZstvi rlznych typl mobilnich
genetickych elementl. Jednou ze zakladnich charakteristik mobilnich elementl je mechanizmus,
kterym se v genomu pohybuji. Transponazy (z angl. "transposase") jsou enzymy zodpovédné za
Stépeni cilovych sekvenci, pfenos a opétovné vloZeni mobilniho genetického elementu. Obecné je
moZné tento proces nazvat transpozici, i kdyZ v uzsim slova smyslu je tak nazyvano pouze premisténi
transpozonu. Vzhledem k podobnosti reakéniho mechanizmu je mozné fict, zZe se jedna o specifické
rekombinazy (Barabas, 2012). Prvni modely tohoto jevu byly publikovdny v sedmdesatych letech,
jako napftiklad prace J. A. Shapira (Shapiro, 1979). Dle chemismu reakce jsou rozliSovany zvlasté
tzv. DD(35)E transpondzy a v posledni dobé objevené serinové (S) a tyrozinové (Y) transpondzy. Za
podobné reakce mohou byt zodpovédné ale i dalsi enzymy jako tzv. homing endonukledzy (E. coli td

gene) (Chandler, 2008).

Transponovatelné useky DNA jsou nesmirné atraktivni ndstroj pro genové inZenyrstvi. Schopnost
specifického vkladani je zatim omezena na velmi malo vybranych systém( a nahodné vkladani
predstavuje vysoké riziko vzniku genetickych chorob (Chen, 2005). Z tohoto dlivodu jsou zvlasté
transpondzy perspektivnim cilem mnoha vyzkum a jejich vyuziti by mohlo pfinést dosud netusené

moznosti cileni.



Cilem této bakalarské prace je shrnout soucasné poznatky o tyrozinovych transponazach.
Hlavné se zamérfuji na molekularné biologické, biochemické a biofyzikdlni aspekty

tyrozinovych transponaz a jejich biologickou funkci.

2 Tyrozinové transponazy

Tyrozinové transpondzy jsou svoji strukturou, mechanizmem reakce a specifitou rozpozndvani
DNA unikatni enzymy zasluhujici pozornost. Na rozdil od ostatnich typl transponaz byly tyto enzymy
objeveny daleko pozdéji a jejich systematicky vyzkum je zalezitosti aZz posledniho desetileti. Stejné
jako ostatni transponazy, i tyrozinové se vyskytuji v dimerni formé a k enzymové katalyze vyzaduiji
dvojmocny kation kovu. Jejich zasadni odlisnosti je absence katalytické triddy DDE. Misto ni maiji
znaky HUH endonukledzové rodiny (¢i "superrodiny"), ktera je charakteristicka zvlasté histidin-
hydrofobni aminokyselina-histidin motivem (HUH). V této rodiné se vyskytuji spolecné s Rep
proteiny, relaxdzami, Mob proteiny a dalSimi proteiny ucastnicimi se plazmidové replikace
a konjugace. Spolecnd vsem témto proteindm je aktivita na jednoretézcové DNA (ssDNA

z angl.:"single strand").

DNA se v bunice bézné vyskytuje v dvouretézcovém usporadani, pfi bunécnych procesech pak
pfechodné vznikd usporadani jednofetézcové. Je tedy ziejmé, Ze Clenové HUH endonukledzové
rodiny participuji na procesech pfi kterych tento prechodny stav vznika (Chandler, 2013). Usporadani
rozpoznavanych sekvenci se podfizuje tomuto faktu a tim se zasadné lisi od jinych transpondz. Pro
DDE transpozicni reakci vyZadované invertované repetice zde chybi a jsou nahrazeny jinou
strukturou. Pfi vysoké negativni superhelicité mlze také dochdzet k vytvoreni DNA struktur vhodnych

pro tyrozinové transpondazy, viz kapitola rozpoznavani DNA (Bikard, 2011).

Tyrozinové transpondzy jsou kromé jiz zminéného HUH motivu charakteristické jednim
konzervativnim katalytickym tyrozinem — Y1 rodina (Ronning, 2005) ¢i vice nezZ jednim — Y2 rodina
(Curcio, 2003), podle kterych dostaly své jméno. Velikostné jsou néktefi zastupci nejmensimi dosud
zndmymi enzymy s danou funkci. Jejich obvykla velikost se pohybuje pod 200 aminokyselin.
U nékterych typld mobilnich elementll je organizace Y transpondz mnohem sloZitéjsi, obsahuji dalsi

katalytické ¢i vazebné domény. Organizaci vybranych transponaz ukazuje obrazek ¢. 1.



IS608 TnpA HUH Y1157
IS91 TnpA HUH Y2 426
ISCR1 I ZE [HUH Y1I_ | 513

HeliBat1 W e e I [ SFihelicase  |i~1500

Obrazek ¢.1 | Organizace vybranych transponaz. Modré pole (Zn) znaéi zinek obsahuijici
vaznou doménu. N terminalni oligomerizacni doména je vybarvena fialové. Zelené je oznacena doména
s aktivitou analogickou helikaze patfici k SF1 rodiné. ZIuté vyznaceny &asti propojujici domény. Prevzato
z (Chandler, 2013).

2.1 Vyskyt tyrozinovych transponaz

Katalyticky tyrozin obsahujici enzymy umoznuji mobilitu znacné Skaly mobilnich genetickych
elementll a jsou vSeobecné rozsifené. Kratky prehled téchto enzymu s priklady zastupcl je ukazan

v tabulce €. 1.

Tabulka €. 1 — Vyskyt enzymt obsahujicich katalyticky Y odpovédnych za mobilitu
mobilnich genetickych elementi

Mobilni element Nazev Enzym (Stépné misto) Reference
Transpozon Tn554 Yrec* (specifické) (Murphy, 1983)
Mobilisovatelny
Transpozon (MTns) Tn4555 Yrec*(preferencni) (Smith, 1993)
Konjugativni Transpozon (CTns) Tn916 Yrec* (nespecifické) (Franke, 1981)
pSAM2 Yrec* (specifické) (Boccard, 1989)
Mobilni genovy ostrov HPlyps Yint** (specifické) (Buchrieser, 1998)
SGI1 Yin** (specifické) (Doublet, 2005)
Transponovatelny satelitni profag P4 Yint** (specifické) (Christie, 1990)
IStron Cdist1 Y1 (nespecifické) (Braun, 2000)
Inzercni sekvence - Y1/Y2 viz nize

* tyrozinova rekombindza obsahuje ve své C terminalni doméné katalyticky tyrozin
** integraza obsahujici katalyticky tyrozin
Y1 /Y2 jsou oznadeny transponazy s jednim nebo dvéma katalytickymi tyroziny

Vétsina mobilnich genetickych elementl zminénych v tabulce ¢. 1 je mobilizovana enzymy
oznacovanymi jako tyrozinové rekombindzy. Tyto enzymy jsou sloZeny ze dvou nebo vice
podjednotek, z nichZ C terminalni doména je zodpovédna za transpozi¢ni reakci a druhda je DNA vazna
doména (neobsahuijici zinek). Podobné je tomu i v pfipadé enzym( oznacovanych jako integrazy,
které taktéz obsahuji katalyticky tyrozin. Integrazy jsou proteiny charakteristické svym virovym
plvodem. PrestoZe tyrozinové rekombindzy i integrazy obsahuji katalyticky tyrozin a mohou

také katalyzovat transpozici, budou v této praci zminény pouze okrajové v kapitole 4.6. Hlavnim



dlvodem je absence standardniho HUH motivu, ktery je spolecny vSem zde diskutovanym
zastupctim.

Jak je z tabulky €. 1 patrné, tyrozinové transponazy obsahujici charakteristicky HUH motiv zajistuji
mobilitu pouze ¢asti mobilnich genetickych element(. Mezi témito elementy jsou nejvice zastoupené
inzer¢ni sekvence.

Inzercni sekvence (IS, z angl.: "Insertion Sequences") jsou bakterialni mobilni genetické elementy
s velmi jednoduchou stavbou. Jsou nejjednodussi autonomni strukturou a tedy samostatné schopné
pfesunu z mista na misto (Mabhillon, 1998). Z biologického hlediska se vlastné jedna o parazity na
urovni DNA vyuZivajici funkce burky. Ve vétsiné pfipadl jde pouze o gen transpondazy ohrani¢eny
rozpoznatelnymi sekvencemi. Vyjimku tvofi nékteré vybrané IS, které obsahuji jesté druhy gen
(IS608) nebo dokonce treti (IS66). Tyto dodatecné geny se vétSinou podileji na transpozici ¢i reakci

reguluji (Pasternak, 2013). Inzercni sekvence s tyrozinovymi transponazami shrnuje tabulka €. 2.

Tabulka ¢. 2 — IS sekvence obsahujici Y transponazu

Rodina Inzercnich : Typicka velikost Pocet ORF v ,
, Skupina transponaza
sekvenci elementu elementu
1S91 1500-2000 1 Y2
1S200/1S605 1S200 600-750 1 Y1
1S605 1300-2000 2 Y1
1S607 1200-1500 1 Y1

- data ziskana z https://www-is.biotoul.fr// (dne 29.7.2013) (Siguier, 2006)

SloZitéjsi strukturu maji transpozony. Hlavnim rozdilem je akumulace dalsich gen(i nesouvisejicich
s transpozici. Zcela specifickou tfidou eukaryotnich transpozon( obsahujicich tyrozinové transponazy
jsou tzv. Helitrony jejich vlastnosti jsou popsany v kapitole 4.5. Dal$imi typy mobilnich genetickych
element( bakterii obsahuijici tyrozinové transponazy (Y1) jsou s integrony asociované elementy ISCR.

Popisem téchto transponaz se zabyva kapitola 4.4.

2.2 Struktura tyrozinovych transponaz

Jak jiz bylo zminéno, v této praci se zaméfim pouze na podrobnéji charakterizované transpondzy
obsahujici HUH motiv. Zvlasté se pak jednd o Y2 transpondzy rodiny IS 91 a Helitronl a Y1
transponazy rodiny 15200/1S605, ISCRs a Rep-asociované transpondzy (tzv. RAYT proteiny Ci
TnpA(gee))-



V databazi struktur proteini — Protein Data Bank (PDB) je v soucasné dobé k dispozici pét
vyfeSenych struktur téchto Y1 tyrozinovych transpondz. BohuZzel v PDB neni dostupnd zadna
publikovand struktura Y2 transponazy. Dostupnost struktur je naprosto klicova pro relevantni
biofyzikalni popis enzymU a popis biochemie katalyzy. Jejich seznam je shrnut do tabulky €. 3 véetné

jednoho pfikladu Y rekombinazy a jednotlivé struktury jsou pfiloZeny jako ptilohy 1 —6.

Tabulka €. 3 — dostupné krystalové struktury Y transponaz

Nazev IS ¢i Y_transpondzy, zdroj Typ PDB kod Reference
IS608, H. pylori Y1 2A6M (Ronning, 2005)
ISDra2, D. radiodurans Y1 2XQC (Hickman, 2010)
IS1476 nekompletni, S. solfataricus Y1 2F4F (Lee, 2006)
ISSto1, S. tokodaii Y1 2EC2 (Kawai, nedatovano)
RAYT, E. coli Y1 4ERS8 (Messing, 2012)
Tn916, E. faecalis Y1* 1B69 (Wojciak, 1999)

* Protein zodpovédny za transpozici (rekombinaza) obsahuje Y1 podobnou doménu. Zde pouze z
ilustrativnich dGvod(. Dostupnych struktur proteint patfici mezi tyrozinové rekombinazy je mnoho.

Jednotlivé strukturni komponenty transpondz budou popisovédny az v nasledujicich kapitolach,
pfimo v souvislostech sreakénim mechanizmem. Pro Uplnost je uvedena na obrdzku ¢&. 2
aminokyselinova sekvence s vyznacenim sekundarnich struktur vybranych 1S200/1S605 transponaz.

Jejich popis (aA —E, B1 — 5) bude pouZivan dale v textu.

Dra2 MTYVILPLEMKKGRGYVYQLEYHLIWCVKYRHQVLVGEVADGLKDILRDIAAQNGLEVITMEVMPDHVELLLSATPQQAIPDFVKALKGASARRMFVAYPQLKEKLWG

IS608 MSNAVLYKSNHNVVYSCKYHIVWCPKYRRKVLVGAVEMRLKEIIQEVAKELRVEIIEMQTDKDHIHILADIDPSFGVMKFIKTAKGRSSRILRQEFNYLKTKLP~
p1 p2 aA p3 p4 oB
Dra2 GNLWNPSYCILTVSENTRAQIQKYIESQHDKE
IS608 ~TLWTNSCFISTVGGAPLNVVKQYIENQONSNRPKOKEKWKSYVDNLQTKAL
= 2, ¢, 2RO F——
p5 aD aE

Obrazek ¢. 2 | Sekvence a sekundarni struktura vybranych 1S200/1S605 transponaz. Tecky
oznacuji deset aminokyselin. Dra2 oznacuje transponazu ISDra2 z D. radiodurans. 1S608 oznacuje
stejnojmennou transponazu z H.pylori. Pfevzato a upraveno z (Hickman, 2010)

3 Reak¢ni mechanizmus tyrozinovych transponaz

V této kapitole bude podrobné rozebran reakéni mechanizmus tyrozinovych transponaz. Dosud
byly detailné studovany 2 zastupci Y1 tyrozinovych transponaz a to 1S608 a I1SDra2. Jako modelovy
priklad pro tuto kapitolu byla zvolena Y1 transponaza elementu 1S608, ke které je dostupné vétsi
mnozstvi poznatk( a referenci (Barabas, 2008) (Guynet, 2008) (Guynet, 2009) (He, 2011) (He, 2013).
V samostatnych kapitoldch vénovanych dalSim transpondzam pak budou probrany odliSnosti

ve struktufe a reakénim mechanizmu. Zvlastni ddraz bude kladen na Y transpondazy asociované s REP



elementy tzv. RAYTy jejichZz moziny reakéni mechanizmus je zasadné odlisSny (Nunvar, 2010) a

Y2 transpondzy s transpozici mechanizmem valivé kruznice.

3.1 Rozpoznavani DNA

Jednou z hlavnich vyzev studia transpondz je popis, nalezeni biofyzikdlni podstaty a cilena
modifikace rozpoznavani DNA. Zarovernh mUlZe byt znalost rozpoznavani DNA voditkem k exaktnimu

popisu biologické funkce a klicem pro vyuZiti v genovém inZenyrstvi.

Esencialni rozpozndvanou strukturou pro tyrozinové ssDNA transpondzy jsou takzvané neuplné
palindromové sekvence (z angl.: "imperfect palindromic sequences"), které jsou identické pro oba
konce. Jejich umisténi od mista Stépeni je ale odliSné a zdvislé na mobilnim elementu a vlastnim
proteinu transpondzy. Neuplné palindromové sekvence vytvareji v nativnich — in vivo podminkach
vldsenky, které jsou vlastni rozpoznavanou strukturou (Bikard, 2011). Rozpoznavani protein-DNA neni
sekvencné specifické, ale strukturné specifické. Nicméné bylo ukazano, Ze pro RAYT protein je
zasadni 5'-konec vldsenkové struktury a dochazi zde i k sekvencné specifickému rozpoznavani
(Messing, 2012). Rozpoznavani vlasenkové struktury tedy nelze generalizovat a podobné jako u jinych
HUH endonukledz k nému muize dochazet mnoha zpUsoby. Jako ve vétSiné pripadl protein-DNA
interakci probiha prevaziné pres deoxyribosa-fosfatovou kostru DNA (Dyda, 2012). Na obrazku ¢. 3 je
schematicky ukdzdno uspofadani a sekvence palindromu elementu I1S608 se zvyraznénim popsaného

strukturniho fenoménu.
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A T TA
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C G GC
l c G GC b
5 C G G C 3
E— / |
TTAC CaaaaCtAACGCCTTAAAG AGTATGTCAA

Obrazek ¢. 3 | Usporadani a sekvence palindromu elementu 1S608. Cervené a modfe zvyraznény
nelplné palindromové sekvence - vldsenky rozpoznavané transponazou. Zluté a svétle modre
tetranukleotidova vedouci sekvence. LE - levy konec; RE - pravy konec; IP - nelplny palindrom. Prevzato
a upraveno z (Barabas, 2012).



Clenové HUH endonukledzové rodiny maji ve své struktuie konzervativni B-strukturu sloZenou
z5(4 pro RAYT) vldken B1 — 5 lemovanou a-helixy. Zminéné beta-listy vytvati prohluben (z
angl.:"cleft") ohranicenou rezidui zodpovédnymi za vazebnou specifitu (Datta, 2003). Nejinak je tomu
i utyrozinovych transpondz patficich k této rodiné. Porovnani strukturnich motivl ¢lend HUH
endonukledzové rodiny véetné schematického zobrazeni jednotlivych beta-listll je ukdzano na

obrazku €. 4 a pro vybrané Y transponazy patfici k této rodiné na obrazku ¢. 5.

AAV-5 Rep TYLCV Rep

sl ol ik

Obrazek ¢. 4 | Strukturni motiv ¢lenit HUH endonukleazové rodiny. Sipkami dole
schematicky popsana konzervativni sekvence péti B-listl podilejici se na rozpoznavani DNA. Prevzato
a upraveno z (Datta, 2003).

L

1S608 ISDra2 RAYT

Obrazek ¢. 5 | Struktura vybranych Y transponaz. Struktury jsou ziskany z PDB (2XM3, 4ERS,
2VHG) zobrazeny a upraveny pomoci software Chimera 1.8rc.



Jak je patrné, ¢lenové 1S200/1S605 rodiny transpondz jsou dimerni proteiny a na rozpoznavani
DNA se podileji obé podjednotky. Pfedpokladem je katalyza ve dvou funkéné odlisSnych konformacich.
V konformaci trans, dostupné krystalograficky, se na vzniku aktivniho mista podili HUH motiv jedné
podjednotky (umistény v B-strukture) a aD-helix s katalytickym tyrozinem podjednotky druhé.
Konformace cis je charakteristickd vznikem podobného usporfddani za Ucasti pouze jedné

podjednotky (Chandler, 2013). Vyjimkou z této predstavy je RAYT protein aktivni jako monomer.

Rozpozndvani Stépnych mist je zajiSténo specificky tetra- ¢i pentanukleotidovou, tzv. vedouci
sekvenci (z angl.:"guide sequence") v blizkosti kazdé vlasenky. Na obrdzku ¢. 3 jsou tyto sekvence

zvyraznény Zluté a svétle modre.

Vazba cilového mista je na rozdil od DDE transpondz sekvencné specifickd a je unikatnim rysem
tyrozinovych transpondz. Sama transponaza nukleotidové motivy nevaze, misto toho vyuzivd 5'-
tetranukleotidové motivy na konci inzercni sekvence. 5’-motiv TTAC je blize paty vlasenky, 3’-motiv
TCAA je vzdalenéjsi. Prostorovy rozdil levého (LE) a pravého konce (RE) IS je esencidlni pro umoznéni
konformacnich zmén a je ilustrovan na obrazku €. 5 v ¢asti A. Dvojice tetranukleotidl, tedy vedouci
a Stépné sekvence spolu paruje kombinaci Watson-Crickovského a Hoogstenova parovani (Barabas,
2008). Nasledkem parovani bdzi vznikd sekvencné specifické rozpoznani umoznujici specifické
$tépeni. Na Urovni sekvence se pak jedna o celou sit interakci s bazemi DNA (Hickman, 2010) (He,
2011). Zmény ve vedouci sekvenci umoznuji predikovatelné Upravy inzercni specifity (Guynet, 2009).

Sekvencné specifické parovani urcuje stépna mista a je graficky naznaeno na obrazku ¢. 6.

A)
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Obrazek ¢. 6 | Rozpoznani stépnych mist. A) Struktura 1S608 - vedouci sekvence je oznadena
svétlym obdélnikem; levé Stépné misto cernym, pravé plné modrym; cernymi Sipkami jsou vyznaceny vloZzené
sekvence "spacery" mezi Stépnym mistem a vedouci sekvenci, ¢islo oznacuje délku v nukleotidech (He, 2013);
B) Stépné misto je naznadeno svislymi Sipkami. PferuSované parovani bazi. Pfevzato a upraveno z (Guynet,
2009).

3.2 Mechanizmus Stépeni DNA

Stépeni DNA probihd standardné jako transesterifikacni reakce, a vyzaduje tedy atakujici nukleofil.
Pokud je nukleofilem voda, dochdzi k hydrolyze vazby. V pfipadé Y transponaz je nukleofilem

hydroxylovd skupina tyrozinu (Barabas, 2012). Samotny hydroxyl tyrozinu ¢i serinu ani voda nejsou



dostatecné ucinnym nukleofilem vhodnym ke Stépeni vazby. Je nutna pritomnost elektropozitivniho
dvojmocného atomu kovu (alkalickych zemin, nejéastéji Mg®* & Mn?*), ktery stabilizuje disociované
formy, a to jak kyseliny fosforecné, tak tyrozinového hydroxylu a orientuje je do vhodné polohy.
Stericky je tak umoznén nukleofilni atak atomu fosforu za vzniku do¢asného 5°-fosfotyrozinového
intermediatu (Chandler, 2013). Koordinaci, nukleofilni atak a vznik kovalentniho intermediatu

prehledné ukazuje obrazek ¢. 7.
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Obrazek ¢. 7 | Vznik 5°-fosfotyrozinového intermedidtu. prevzato a upraveno z (Chandler, 2013)

Jak je z obrazku ¢. 7 patrné, ke koordinaci bivalentniho iontu kovu je kromé dvou histidind
zapotrebi tretiho ligandu. Tomuto ligandu odpovidaji svymi polarnimi vlastnostmi Glu, Asp, His nebo
GlIn. Volny 3°-OH konec molekuly DNA miZze slouzit jako vhodny nukleofil pro dalsi reakce, jako je
replikace u RCR plazmid( (viz kap. 4.3). U transpozi¢ni reakce je pouzit tento konec az v terminac¢nim
kroku na opétovné rozruseni fosfotyrozinového intermediatu. Reak¢ni sled je vlastné inverzni k vyse
popsanému. Na 5’-konci je fosfotyrozinovy komplex Stépen a transesterifikovan s uvolnénou 3'-OH
skupinou. Vysledkem je vznik jednofetézcové cirkuldrni formy inzeréni sekvence. Donorova DNA je

stejnym mechanizmem spojena a je umoznéna jeji disociace z enzymu (Guynet, 2008).

V pfipadé 1S200/1S605 transponaz dochazi ke vzniku fosfotyrozinového intermediatu na jedné
podjednotce dimeru, u druhé vznika volny 3-OH konec, a to vidy. Divodem je rozdilnd pozice
Stépného mista u LE (na 5°) a u RE (na 3°), zatimco zpUsob rozpoznavani DNA a stépného mista
podjednotkami enzymu je stejny. Vznikajici takzvany komplex sparovanych koncl (z angl.:"paired-
end complex") obsahuje obé rozpoznavané vlasenky ve stejném sméru, i kdyZ skutecné prostorové
usporadani se lisi (Dyda, 2012). Podjednotky mezi sebou sviraji tupy Uhel pouze blizky 180°. Vznik

komplexu sparovanych koncl ilustruje obrazek €. 8.
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Obrazek €. 8 | Vznik komplexu sparovanych konci. Oraniové jsou vyznaceny jednotlivé pod;.
transponazy. Prevzato a upraveno z (Dyda, 2012).

Po vzniku tohoto komplexu dochazi ke vzniku transpozonového spojeni (z angl.: "transpozon
junction"). Musi dojit ke $tépeni fosfotyrozinového intermediatu na obou podj. transponazy a fyzické
vyméné Stépenych koncl z jednoho aktivniho mista do druhého. Zaroverni také dochazi ke
konformaénim zméndm obou podjednotek. Na zacatku celého enzymatického cyklu je dimer
transponaz v trans konfiguraci (na aktivnim misté se podileji obé podjednotky). BEhem Stépeni DNA
dochazi ke konformacni zméné a aD-helix s Y residuem a navdzanou DNA rotuje do konformace cis.
Vtomto strukturnim usporadani je transpondza schopnd katalyzovat wvznik cirkuldrniho
jednoretézcového transpozonu. Po této vyméné je mozny atak 3'-OH skupinou vzniklou Stépenim na
opacném konci, kterd zlstava v misté svého vzniku. Velmi zjednodusené lze tento krok ilustrovat
obrazkem ¢.9. Opétovnou konformacéni zménou na trans-konfiguraci dojde ke wvzniku
transpozonového spojeni (transpozonu). Na donorové DNA, jak jiz bylo zminéno, probihd stejny
reakéni sled v inverznim usporadani a vysledkem je spojeni donorové DNA. Po konformacni zméné je
umoznéno jeji uvolnéni.

5.—C1—’\I‘—Ci—3.
Y Y

._‘:*_3. DNA

5
+

Transposonové
spojeni

Obrazek ¢. 9 | Vznik transpozonového spojeni. Cervené je vyznacen levy konec (5°); modie pravy
(37). Prevzato a upraveno z (Dyda, 2012).
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3.3 Zména konformace cis/ trans

Jednou z problematickych otdzek je potvrzeni funkce a objasnéni biofyzikdIni podstaty
konformacnich zmén a jejich dopad na aktivitu transponazy. Dlvod proc tyto otdzky vyvstavaji,
se skryva v trvajici nedostupnosti cis konfigurace pro rentgenostrukturni analyzu. Jak jiz bylo zminéno
mobilitu umoznuje dlouha flexibilni smycka. Konzervativni glycin na zaéatku flexibilni smycky nejspise
poskytuje nejmensi omezeni dihedralnich Ghld vzhledem k nutné pohyblivosti. Cilené mutace glycinu

zpUsobuji neschopnost konformacnich zmén a omezeni enzymového cyklu.

Zpétnou analyzou dat bylo zjiSténo, Ze neaktivni varianta transpondzy z elementu ISDra2
pravdépodobné nabyva pravé této konfigurace (PDB 2fyx) (He, 2013). Porovndani struktur

s konformacni zménou aD helixu je ukdazano na obrdzku ¢. 10.

Obrazek €. 10 | Konformacni zmény ISDra2. A) trans konfigurace PDB 2XQC; B) pfedpokladana cis
konformace PDB 2FYX; C) porovnani struktur, Zluté zvyraznény aD helixy + nejblizsi rezidua, Sedé zvyraznéna
trans konfigurace, modre predpokladana cis; struktury ziskany a upraveny pomoci software Chimera 1.8rc.

3.4 Vazba cilového mista a integrace

Vazba DNA probihd na zdkladé mechanizmu jiz popsaného v kapitole 3.1 rozpoznavani DNA.
Nasledkem specifického parovani bazi transpozonového spojeni s tetranukleotidovym motivem
v genomu — libovolnym ze 4 bp dle (Guynet, 2009), primarné vedouci sekvence s LE dle (Dyda, 2012)
vznikd struktura rozpozndvand transponazou (Guynet, 2009). Rozpoznani cilové sekvence (ad A)

a integrace (ad B) je graficky ukdzano na obrdazku €. 11. V tomto bodé je integrace zcela zavisla na
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dostupnosti vhodné ssDNA sekvence. Takto pristupna ssDNA se v burice vyskytuje napfiklad jako
opozdujici se fetézec pfi replikaci, u kterého byly integrace i vyStépeni pro 1S608 experimentdlné

prokazany (Ton-Hoang, 2010).

Po rozpoznani cilové sekvence dojde ke standardni trans reakci. Opétovnou rotaci aD-helix(l do

polohy cis umozni vyménu fetézcl. Reakce je analogii k vystépeni transpozonového spojeni.

A) B)
[ f )
( J l \‘v’
N/ i]@ v
U X s
(\:‘ ’//)

—— —‘L/'hcjl.-——-

Obrazek ¢. 11 | Integrace. A) rozpoznavani cilové sekvence pomoci vedouci sekvence, $edé genomova
DNA, bile vyplnény obdélnik cilova sekvence, svétle oranZovy a svétle modry obdélnik vedouci sekvence; B)
integrace, Cervené levy konec (5°), modre pravy (3°); A a B pfevzato a upraveno z (Dyda, 2012);

JelikoZz je transponovana pouze ssDNA, vidy vznikd na misté vyStépeni a na misté integrace
jednoretézcova smycka. Jeji prfitomnost mize vést ke dvéma zcela zasadné odliSnym proceslim.
V prvnim ptipadé je smycka rozpoznana jako nezadouci chyba v genomu a je bunéénymi reparaénimi
mechanizmy opravena. Vysledkem je ztrata inzeréni sekvence z genomu bakterie. Ke druhému zcela
opacnému procesu dojde, pokud smycka neni rozpoznana jako chyba a dojde k replikaci druhého

vldkna. Takovato inzeréni sekvence je zachovana v genomu a segreguje do dcefiné buriky.

3.5 Souhrn mechanizmu transpozice

V této kapitole bude schematicky v krocich shrnut reakéni mechanizmus 1S608 tyrozinové
transpondzy (zvolené jako model). Zde shrnuty mechanizmus tedy plati absolutné pouze pro tuto
transpondzu. Nicméné vzhledem k analogii aktivnich mist a podjednotkové struktury je moziné jej
zobecnit pro dimerni Y1 tyrozinové transpondzy. Celkovy reakéni mechanizmus je detailné popsdan
v praci (He, 2013), s dirazem na vyménu fetézcl. Jednotlivé kroky jsou ukazany graficky na obrazku

€. 12 a stru¢né popsany v textu pod obrazkem.
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Obrazek ¢. 12 | Reakéni mechanizmus 1S608. Svétle zelené a oranZové-monomery Y transponazy;
Tmaveé zelené a oranZové aD-helix s vyznacenym katalytickym tyrozinem. Svétle ¢ervené levy, svétle modre
pravy konec IS. Pferusované linkery mezi vedouci a rozpozndvanou sekvenci. Vedouci a Stépné misto je
vyznaceno stejné jako na obrazku ¢. 6. Jednotlivé reakcni kroky A aZ L jsou popsany v textu. Pfevzato
a upraveno z (He, 2013).

Na pocatku katalytického cyklu je inaktivni transponaza pfipravena k rozpoznani a vazbé DNA
(ad A). Po jejim navazani a specifickém parovani s vedouci sekvenci dojde ke konformacni zméné na
trans konfiguraci a specifickému rozstépeni cilové sekvence (B a C). Vznikd 5’-fosfotyrozinovy
intermediat LE a 3"-OH RE transpozonu. U DNA, ze které je transpozon vysStépovan, vznikd usporadani
opacné. Rotace aD-helixi do konfigurace cis je provazena také pohybem navézané DNA (D). Dochazi
k nukleofilnimu ataku LE fosfotyrozinové vazby RE 3°-OH. U donorové DNA dochdzi k ataku RE
fosfotyrozinové vazby LE 3°-OH (E). Vznik transpozonového spojeni (F). Opétovna zména konfigurace
umoznuje uvolnéni donorové DNA (G). Dochdzi k navratu katalytického mista do zakladniho stavu. Je

predpokladano, Ze nedochazi k uvolnéni transpozonového spojeni (H). Pomoci parovani bazi je
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zachycena cilova sekvence DNA (I). Navazana cilova sekvence je standardnim procesem v trans
konfiguraci Stépena. Vznika LE 5'-fosfotyrozinovy intermediat a 3’-OH RE (J). Rotace aD-helixd do cis
konformace a s nim spojeny pohyb DNA umozni opétovny nukleofilni atak a definitivni integraci
transpozonu do cilového mista (K a L). Uvolnénim navazané DNA se uzavird katalyticky cyklus

a enzym se navraci do vychozi konfigurace (A).

4 Zastupci

V nasledujicich fadcich budou diskutovany jednotlivé skupiny tyrozinovych transpondz. Jejich
vyjimeéné rysy a odlisnosti od ostatnich. Nejprve dvé skupiny Y1 tyrozinovych transpondz a to rodina
1S200/1S605 jejiz reakéni mechanizmus byl jiz detailné probran a RAYT proteiny této rodiné blizce
pribuzné. V kapitole 4.3 budou rozebrany charakteristiky transponaz spjatych s elementy 1S91, které
jsou charakteristické Y2 motivem a nasledné v kapitole 4.4 transponazy ISCRs, které s nimi mnoho
sdileji. Na zavér budou probrany eukaryotni transpondzy rodiny Helitron a okrajové také Y-
rekombindzy asociované s Tn916. Zasadni rozdily v mechanizmu transpozice prehledné a v

zjednodusené formé ukazuje obrazek ¢. 13.

Y1-transponazy RAYT-proteiny Y2-transponazy Y-rekombinazy

== =y | i i i i

A
O » O O
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+ + + +
- - . : i i i i
1S200-1S605 1S200-1S605 1891 Tn@16

ptibuzné

Obrazek ¢. 13 | Pfehled raznych typl transpozice. Donorova DNA je vyznacena svétle modre.
Transponovatelny element Zzluté s Cerné vyznacenymi koncovymi sekvencemi. OranZové cilovd DNA. Zelené
replikované vldkno. Prevzato a upraveno z (Barabas, 2012).
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4.1 Transponazy I1S200/1S605 rodiny

Inzeréni sekvence 1S200/15605 rodiny jsou rozsifeny naptic¢ vsemi liniemi eubakterii a nalezneme je
i v nékolika skupinach archea (Halobacteriales, Thermoproteales, atd.) (Siguier, 2006). Velikost
inzeréni sekvence se pohybuje mezi 600 a 2000 bazi. Jak jiz bylo zminéno, obsahuji jeden ¢i dva geny.
Inzeréni sekvence 1S200 obsahuje jeden gen (TnpA) a byla popsana jako charakteristicka pro rod
bakterii Salmonella (Lam, 1983). Nicméné pozornost vyvolalo aZ objeveni vlastni tyrozinové
transpondzy elementu I1S608 v roce 2002 u bakterie H. pylori peruanského pacienta s rakovinou
Zaludku (Kersulyte, 2002). Tato inzer¢ni sekvence obsahuje dva geny TnpA (transpondzu) a gen ThpB
zodpovédny za regulaci transpondzy (Pasternak, 2013). Druhd intenzivné studovana transpondza
z této rodiny ISDra2 je jednim z ddvodU fascinujici radiorezistence bakterie Deinococcus radiodurans

(Mennecier, 2006).

Dalsi znamy ¢len 1S200/1S605 rodiny je asociovan s inzer¢ni sekvenci 1S1476. Inzeréni sekvence
IS1476 byla poprvé nalezena u bakterie Enterococcus faecium, v genu pro karboxypeptidazu
zodpovédnou za vankomycinovou rezistenci. Tento mobilni geneticky element a jeho transpozice
u daného kmene maji pfimy vliv na rezistenci vici zminénému antibiotiku (Mackinnon, 1997). Pozdé;ji
byla ziskana krystalovd strukturu transpondzy asociované s touto inzeréni sekvenci a to véetné
vazaného iontu dvojmocného kovu a umoznila tak jeden z prvnich pohled( na reakéni mechanizmus

téchto transponaz (Lee, 2006).

4.2 RAYT proteiny

Zkratka RAYT (z angl.:"REP associated tyrosine transposases") odkazuje na plvod téchto neddvno
objevenych Y1 tyrozinovych transpondz. Jsou asociovany s bakteridlnimi REP (z angl.: "repetitive
extragenic palindrome") elementy. Jednd se o proteiny pribuzné 1S200/1S605 tyrozinovym
transpondzam a byly objeveny pfi analyze genomu S. maltophilia (Nunvar, 2010). Obé dvé skupiny
transpondz sdileji stejnou velikost, katalyticky tyrozin, HUH motiv a ukonceni transponovatelného
elementu nedplnymi palindromy. Srovnani struktury 1S200/1S605 a RAYT je ukazano na obrazku ¢. 14.
Zasadni rozdily mezi obéma proteiny jsou vcelkové struktufe transpondzy a mechanizmu

transpozice.
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Obrazek ¢. 14 | Srovnani usporadani genu transponaz 1S200/1S605 a RAYT protein(. Pro TnpA
plné obdélniky znaci levou a pravou vedouci sekvenci a prazdné obdélniky rozpoznavané sekvence. Oranzové a
modré Sipky naznacuji palindromovou sekvenci.

Spojitost mezi RAYT a REP byla predpovézena (Nunvar, 2010) a nasledné potvrzena u transponazy
z E. coli (TnpAgep) in vitro pokusy (Ton-Hoang, 2012). St&pnymi pokusy byla také dokdzana nutna
pritomnost GTAG tetranukleotidu, ktery je soucasti REP elementl, aby mohlo dojit k enzymové reakci
(Ton-Hoang, 2012). Da se fici, Ze GTAG je pro RAYT protein néco jako vedouci sekvence pro

IS200/1S605 transponazy.

Skupiné vedené Dr. M. Chandlerem se podafilo ziskat strukturu RAYT proteinu z E. coli véetné
vazané DNA a poodhalit tak odlisnosti v katalytické aktivité proti transponazam [S200/1S605.
Rozpoznavani DNA a jeji vazba podléhd stejnym pravidlim pro obé skupiny. Zasadni rozdil je ve
Stépeni DNA. Rozpoznavana sekvence GTAG umoziuje pravdépodobné parovani az poslednich dvou
nukleotid(l, z nichz G vidy paruje s C, za kterym probiha sStépeni. Tento rozdil oproti 1S200/1S605
ilustruje obrazek ¢.15. Po rozStépeni CT dinukleotidu podléhaji zlUcastnéné fretézce vyméné
(mechanizmem, ktery je znamy napfiklad pro relaxazu TrwC). Jedna se vlastné o reakci analogickou
jedné podjednotce 1S200/1S605 transpondazy. Vazba iREP (REP v obracené orientaci) zatim nebyla
experimentalné pozorovdna a tedy celd transpozicni reakce zatim zUstdva nevyresena. Ani po
navazani REP vlasenky nebyla pozorovana dimerni forma. Dalsi zcela zasadné odliSnou vlastnosti

TnpAgep proteinu je pfitomnost C termindlni auto-inhibi¢ni domény (Messing, 2012).
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TnpAissos TnpAissos TnpApraz TniADraz TniAREP

AAAG GAAT AC GAAT GTAG
TTACI TCAAl TTGA11G TTCAAi 77’79(31—
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LE RE LE RE

Obrazek €. 15 | Srovnani rozpoznavani stépnych mist u rtiznych transponaz. Modre, cervené
a zelen& naznacen protein. Horni sekvence vedouci, spodni rozpoznavana/$tépend. Stépné misto zvyraznéno
Sipkou. Parovani nukleotidi naznaceno tenkymi ¢arami. LE - levy konec; RE - pravy konec; Prevzato a upraveno
(Messing, 2012).

4.3 Transponazy I1S91 (Y2)

Prvni vlbec identifikovana tyrozinova transponaza nesouci HUH endonukledzovy motiv byla
asociovana s elementem 1S91. Tato inzeréni sekvence byla plvodné ziskana z hemolytického
plazmidu E. coli (Diaz-Aroca, 1984). Podle dvou konzervativnich tyrozinovych zbytk(
v aminokyselinové sekvenci pfitomné transpondzy jsou tyto enzymy oznacovany jako Y2. Kromé
ptritomnosti druhého tyrozinu se oproti Y1 transponazam lisi ve velké skdle dalSich aspektG.
Schematicky model Y2 transponazy 1S91 na obrazku €. 1 ukazuje zasadni rozdil ve velikosti
a pfitomnosti DNA vazebné domény obsahujici zinek a domény s predpoklddanou oligomerizaéni
funkci (na obrazku fialové). Podobné usporadani maji transponazy zodpovédné za mobilitu ISCR (viz
nize) srozdilem v pfitomnosti pouze jednoho katalytického tyrozinu. Specifickym rysem 1591
transpondz je integrace do specifické cilové sekvence CTTG nebo GTTC, a to ze strany pravého

invertovaného opakovani. Béhem inzerce nedochazi k duplikaci cilovych mist.

Usporadani IS91 je charakteristické dvéma nehomolognimi konci lemujicimi gen pro transponazu.
Na obou koncich jsou také pritomné kratké invertované repetice. Neni vSak ziejmé, jaka je jejich
Uloha ajestli jsou opravdu znakem téchto inzerénich sekvenci. Oba konce hraji jinou ulohu
v mechanizmu transpozice. Zatimco 82 bp dlouhé terminalni opakovani na pravém konci sousedici
s cilovou sekvenci (CTTG,GTTC) je nezbytné pro transpozi¢ni reakci, podobna struktura na levém

konci je neesencidlni (Mendiola, 1994), nezbytna je pouze koncova sekvence (Bernales, 1999).

Transpozi¢ni mechanizmus 1S91 transpondz probihd mechanizmem valivé kruznice, ktery je
spojovan s replikaci plazmidd mechanizmem valivé kruznice (RCR, z angl.: Rolling circle replication")

(Mabhillon, 1998). Jak bylo zjisténo, oba dva tyroziny jsou katalyticky esencidlni (Garcillan-Barcia,

17



o

DSO
-

SCDNA

2001). Transpozice zacina Stépenim pravého IR za vzniku podobnych meziproduktd jako u transpozice
IS608. Volny 3’-OH konec z donorové molekuly nicméné dale slouZi jako primer pro DNA replikaci.
Stejné jako pfi RCR plazmidu také u transpozicni reakce vznika 5°-fosfotyrozinovy intermediat
(Noirot-Gros, 1994). Vysledkem reakce je jednoretézcovy zlom, ktery umozni odvijeni jednoho vldkna
ssDNA a zaroven klasickou replikaci ve sméru 5" na druhém vlakné (donorové molekule). Odvijené
vldkno je postupné uvolfiovano (helikdzou) a vytlatovano postupujici replikaci. Druhym reakénim
krokem dojde k vystépeni kruhové ssDNA molekuly. Na rozdil od probirané transpozice elementu

IS608 nedojde u donorového vldkna k vystépeni ssDNA elementu a dochazi k replikativni transpozici.

Pravé detekci vzniku kruhového ssDNA intermedidtu byla potvrzena hypotéza o transpozici
mechanismem RCR (Garcillan-Barcia, 2001). Na obrazku ¢. 16 je pro srovnani ukazano zjednodusené

schéma RCR replikace plazmid demonstrujici vznik ssDNA intermediatu.

880
|’yr DSO
Cd Y, & RNA Pol
+ + DNA Pol |
nap Stépenl DNA Pol lll o DNA Pol lll
—
Hellcne ONA Lighzs b + gx: Ligaza
DNA Gyraza Syrhza

SCDNA Inactive Rep SS DNA

Obrazek ¢. 16 | Replikace plazmidu valivou kruZnici. SC DNA = superspiralizovand DNA; DSO -
pocatek pro dsDNA, SSO = pocatek pro jednoretézcovou DNA; Tyr - znadi katalyticky tyrozin. Pfevzato
a upraveno (Khan, 1997).

Cely mechanizmus je dobfe zmapovan pro transpondazu, kterd je soucasti elementu 1S1294. Tato
transpondza je vzhledem ke své blizké pribuznosti oznaCovana jako 1S91 podobna (z angl.: "IS91-
like"). Tento element byl nalezen na E. coli plazmidu pUB2380 nesouci geny pro rizné rezistence.
Pravé pritomnost elementu 1S1294 na plazmidu a jeho transpozice do pfipravenych cilovych plazmidd
(obsahujich cilovou sekvenci) umoznila hlubsi popsani mechanizmu transpozice. V misté zvaném orilS
koncicim sekvenci CTTG je transponazou katalyzovan (transesterifikace) jednofetézcovy zlom za
vzniku volné 3°-OH skupiny slouZici jako primer. Z tohoto konce zacind replikace donorové DNA
bunécnym aparatem. Na 5°-konci (transpozonu) vznikd kovalentni fosfotyrozinovy intermediat
analogicky reakci popsané u transponazy elementu 1S608. K odvijeni ssDNA dochazi, dokud nedojde
k termina¢nimu mistu terlS. V tomto misté se na 3’-konci naléza vldsenkova struktura a cilova
sekvence GTTC. Transpondza rozpoznava tuto strukturu a Stépi na 3’-konci zminéného
tetranukleotidu, ¢imZz umoZni vysStépeni transpozonu a zarovén obnoveni donorové DNA.
Transpondza zUstavad kovalentné vazana k 5°-konci transpozonu. Také druhy 3°-OH konec je

pravdépodobné vazan (nekovalentné). V tomto okamzZiku se tUloha 3°-OH méni a slouzi jako nukleofil
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k ataku nového inzeréniho mista. Vysledkem ataku a transesterifikace je navazani 3°-OH konce
transpozonu na cilovou DNA a umoznéni transesterifikace fosfotyrozinového intermedidtu a nové
vzniklym 3°-OH koncem na cilové DNA. Do jednoho fetézce DNA je tedy zacélenén cely element
IS1294. Vznika heteroduplexni molekula, jejiz replikace vede k vzniku jedné pulvodni sekvence
a druhé nesouci integrovany element 1S1294 (Tavakoli, 2000). Cely mechanizmus shrnuje obrazek

¢. 17.
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Obrazek ¢. 17 | Transpozice 1S1294 elementu. Sedy ovédl naznacuje transpondzu asociovanou
s elementem 151294. Cerna tec¢ka oznaduje misto orilS. Cerny obdélnik oznacuje misto terlS. Cilovy plazmid je
oznacen pR. Plazmid pR:IS;,s, obsahuje vlozenou inzeréni sekvenci. Cervenou Sipkou je zvyraznéno §tépné
misto na 3’-konci terlS. Pfevzato a upraveno z (Tavakoli, 2000).




4.4 Transponazy ISCRs (Y1)

Mobilni genetické elementy oznacované jako ISCRs jsou neobvyklou skupinou inzercnich sekvenci
obsahujicich Y1 transponazy, strukturné a funkéné spojené s elementy 1S91. Je zndmo nejméné 16
typu elementd spadajicich do skupiny ISCRs. VSechny tyto elementy a jejich struktury jsou
zaznamenané v blizkosti genli nesoucich povétSinou rezistenci na antibiotika a jsou odpovédné za
jejich mobilizaci (Toleman, 2008). Hlavni soucasti, ktera dala ISCRs jméno, je sekvence oznacovana
jako spolecny region (z angl.:"common region"). Pravé tento region se podoba atypické inzercni
sekvenci 1S91 (¢asto oznacovan jako 1S91-like) a nese transponazu zodpovédnou za presun celého
elementu. Dalsi soucasti ISCRs element( je na 3’-strané, od spoleéného regionu, konzervativni
sekvence patfici 1. tfidé integron(, tzv. gac/sul lokus. Tento lokus propljéuje mikroorganizmim
rezistenci vici kvartérnim amoniovym sloucenindm a sulfonamiddim a spole¢né s dalSimi soucastmi
integronu 1.tfidy je zodpovédny za akumulaci genl pro rezistence (Sdenza, 2010). Struktura

vybraného ISCR elementu a jeho okoli je ukazédna na obrazku ¢. 18.

1524 dira 1 Glorf¥laad A2 qacisul tnpAcp] nbeB 1526 i—'
— ] ' =1kb

Obrazek ¢. 18 | ISCR1c element - schéma. Zlutym obdéinikem je zvyraznén ISCRI element. Sedé
obdélniky gac/sul predstavuji 3" konec komplexniho integronu tfidy 1. Modfe je vyznaen gen integrazy
reprezentujici 5’konec integronu. Pfevzato a upraveno z (Toleman, 2006).

Sekvenénim porovnavanim transpondz ISCRs a 1S91 bylo zjisténo, Ze zachovavaji hlavni
konzervativni motivy aZ na druhy katalyticky tyrozin Y249, ktery je nahrazen argininem i lyzinem.
Tento tyrozin je esenciadlni pro mechanizmus valivé kruznice u 1S91 (Garcillan-Barcia, 2001) nikoli vsak
u transpondz ISCRs. U 1S91 slouZi prvni katalyticky tyrozin jako nukleofil atakujici orilS a druhy atakuje
cilové misto za vzniku fosfotyrozinovych intermediatd na obou residuich. Mutace tyrozinG zpUsobuji
inaktivaci enzymu 1S91, nicméné skutecny ddvod inaktivace je nezndmy. Je oviem zifejmé, Ze u ISCRs
musi existovat alternativni zplsob umoznujici replikaci predpokladanym mechanizmem valivé
kruznice, ¢emui nasvédcuje strukturni usporddéani ISCR elementtl. Uloha katalytickych residui Y2
transpondz tedy neni vyfeSena. Napovédou by mohly byt nékteré pribuzné Rep proteiny, které
zahrnuji ve svém katalytickém cyklu glutamat (Noirot-Gros, 1994) a dalsi zdmény zodpovédné za
alternativni zplsob katalyzy. Mechanizmus transpozice 1S91 zplUsobem valivé kruZnice je podrobné

probran v kapitole 4.3 vénujici se pravé transpondzdm spojenym s touto inzercni sekvenci.
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4.5 Transponazy rodiny Helitron

Helitrony jsou hlavni tfidou eukaryotickych transpozoni. Jako vibec prvni repetitivni DNA
sekvence byly odhaleny pomoci in silico metod v genomu Huseni¢ku — Arabidopsis thaliana
(Kapitonov, 2001). Jejich rozsiteni je obrovské a tvofi 1 — 5 % genomové DNA Drosofil a az 3 % u savcli

(Kapitonov, 2007).

Hlavni enzymovou soudasti helitront zodpovédnou za jejich mobilitu je kompozitni tyrozinova
transpondza v zakladnim usporaddni ukdzana na obrazku €. 1. Je sloZzena z DNA vazné domény (Zn)
dale katalyticky aktivni domény Y2, helikdzové domény a ddle u nékterych z domény podobné
replikacnimu proteinu A, apurinové endonukledzové domény a z cysteinové protedazové domény.
V ptipadé pfitomnosti apurinové endonukledzové domény jsou tyto transpozony nazyvany jako

helentrony (Poulter, 2003).

Zajimavé je, ze helitrony negeneruji duplikace cilovych mist béhem transpozice, jak je obvyklé
u jinych rodin transpozond. lejich uspofadani je pomérné konzervativni a odkazuje na spojitost
s prokaryotnimi Y transponazami. Na 5°-konci se nachazi vidy dinukleotid TC bez vlasenkového
motivu, nasledovany dlouhym ¢tecim rdmcem (s vice neZ deseti exony). Levy konec (3°) je ukoncen
16-20 bp dlouhou vlasenkovou strukturou zacinajici cca 10 az 12 bazi od konce. Konec vzdy obsahuje
tetranukleotidovy CTAG motiv. Pravé této strukture na 3'-konci je prisuzovana terminacni funkce
u transpozonli s mechanizmem valivé kruznice a je jednim z argumentl podporujici hypotézu

o transpozici pravé timto mechanizmem. Nicméné podrobny mechanizmus transpozice neni znam.

4.6 Rekombinaza asociovana s Tn916

Enzym asociovany s transpozonem Tn916 je oznaCovdn jako tyrozinovd rekombindza.
Rekombinazy jsou enzymy, které katalyzuji stejné jako transponazy vyStépeni, pfenos a opétovné
vloZeni sekvence mobilniho genetického elementu do DNA. Mechanizmus téchto enzym( je vsak
naprosto odliSny a jak uz z nazvu vyplyva, hlavnim reakénim krokem je mistné cilend rekombinace
(z angl.:"Site-specific". Rekombindzy se déli na dvé rozsahlé rodiny podle atakujiciho nukleofilu,
kterym moze byt serin ¢i tyrozin. Analogicky tyrozinovym transpondzam dochazi k vytvareni
kovalentniho protein-DNA intermediatu. Vlastni reakce Y a S rekombindz jsou ovsem odlisné. Enzymy
s atakujicim tyrozinem katalyzuji Stépeni a opétovné spojeni vidy jednoho fetézce za vytvoreni
charakteristické Holidayovi struktury (z angl.: Holiday junction"). Serinové rekombinazy oproti tomu

katalyzuji stépeni dvouretézcové DNA (Grindley, 2006). Rekombinazou katalyzované Stépeni, vznik
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Holidayovi struktury a vyména retézcll, které jsou podstatou katalytického cyklu rekombinazy jsou

ukazany na obrazku ¢. 19.

Stépeni / ligace I |zomerace

Obrazek ¢. 19 | Katalyticky cyklus Y rekombinazy. Zluté zvyraznény aktivni podjednotky. Hvézdicka
vyznacuje misto Stépeni. Pfevzato a upraveno z (Grindley, 2006).

Konjugativni transposon Tn916 je 18 kbp velky a byl objeven v mikroorganizmu
Enterococcus faecalis (Franke, 1981). Tento element nese geny pro rezistenci na tetracyklin
aje zodpovédny za jejich Sifeni. Vzhledem k Sirokému hostitelskému spektru se muze
vyskytovat a vyskytuje jak mezi gram-pozitivnimi tak mezi gram-negativnimi bakteriemi. Je
znama také jeho ochota vytvaret s dalSimi mobilnimi genetickymi elementy vétsi celky
zodpovédné za rezistenci na Sirokou $kalu antibiotik. Z tohoto dlvodu je jednim ze dvou

nejlépe prostudovanych konjugativnich transpozont viibec (Rice, 1998).

5 Biologicka funkce tyrozinovych transponaz

Uspéch prokaryotnich organizm0 je zaloZen na odli$nych aspektech, ne? je tomu u organizmd
eukaryotnich. Korelace mezi poc¢tem genl a velikosti prokaryotniho genomu je znadmkou jistého
omezeni pfitomnosti nekddujici DNA. Cim je tato vlastnost prokaryotnich bunék zplsobena, neni
zndmo vzhledem k nemozZnosti simulovat dlouhodobé evoluéni pochody. Je moiné pouze
hypotetizovat. Jde-li o nasledek vysoce kompetitivhiho prostfedi a omezenosti energetického
metabolismu, které znemoznuji efektivné syntetizovat velké mnozstvi DNA bez vlivu na
konkurenceschopnost takového mikroorganizmu. Castym argumentem pro tuto hypotézu je fakt, Ze

vyrazné vétSiho pokryti genomu nekddujici DNA a zvlasté genetickymi mobilnimi elementy je
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dosazeno u intraceluldarné parazitickych bakterii, jako jsou napfiklad Phytoplasma
(Acholeplasmatales), a to aZz kolem 50 %. Ve vétsSiné pripadli pak mnoZstvi nekddujici DNA
nepresahuje 10 % a je mozné vysledovat slabou korelaci mezi velikosti genomu a timto mnozstvim

(Treangen, 2009). Zminéna fakta ilustruje obrazek €. 20.

Druhym velmi specifickym rysem bakteridlnich genomt jsou jejich variace. Genom Escherichia coli
muze byt velky od 4,6 aZ po 5,7 Mb. Tyto variace poukazuji na rychlou divergenci ve velmi kratkém

Case (Rosario, 2012).
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Obrazek €. 20 | Podil nekédujici DNA v prokaryotech. Pfimkou je naznacena slabé korelace velikosti
genomu a podilu nekddujici DNA. Pfevzato a upraveno z (Treangen, 2009).

Bakteridlni mobilni elementy jsou tedy nutné pod stalym selekénim tlakem. Kdyby nepfindsely
svému hostiteli konkurenc¢ni vyhodu, tak by byly z genomu odstranény. Opak je pravdou, a tak jsou
mobilni elementy spolecné s plazmidy a bakteriofagy hlavnimi nastroji horizontdiniho transferu gena
a pravdépodobné také zcela zasadnim hybatelem bakteridlni evoluce (Frost, 2005). Neni tedy Zadnym
prekvapenim, Ze mobilni genetické elementy hraji roli v bakteriadlni adaptaci na xenobiotika (Top,
2003), virulenci (Hacker, 1997), preziti v podminkach s vysokou koncentraci kovi a antibiotik (Wright,
2008), atd. Ze stejného divodu jsou cilem mnoha studii snazicich se o vyhodnoceni jejich potencialu
napfiklad v bioaugmentaci (Top, 2002) nebo naopak jakoZto rizikovy faktor v Sifeni rezistence na

antibiotika, naptiklad znamou SCCmec kazetou (Baba, 2002).

Tyrozinové transpondzy a jimi mobilizovatelné genetické elementy maji s ohledem na biologickou
funkci zcela svébytné postaveni. Toto postaveni je nasledkem aktivity na jednoretézcové DNA a s tim
spojenou limitaci transpozi¢nich udalosti na vybrané déje. Jednim z klasickych déjli, kdy muzZe

v burice dojit prechodné k narlstu mnozstvi jednoretézcové DNA, jsou opravy zlomU (Narumi, 2003).
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5.1 Extrémni viabilita D. radiodurans

Deinococcus radiodurans je bakterie znama svoji obrovskou schopnosti radiorezistence. Tato
vlastnost je zaloZena na rekonstituci bakterialniho chromosomu z fragmentl pomoci rekombinacnich
procesl, bez toho, Ze by dochazelo k mutacim (Daly, 1996). Genom D. radiodurans je charakteristicky
velkym mnoZstvim inzerénich sekvenci rozmisténych po genomu (Makarova, 2001). Konkrétné se

jedna o pres 50 IS ve 12 rodinach.

Bylo ukazano, Ze specifickym stresem dochazi k narlstu aktivity transponaz jednotlivych IS. Jedna
se vlastné o urcity typ adaptivni mutageneze. Nicméné mezi vSemi jasné vynika ISDra2 (Clen
IS200/15605) s narGstem aktivity pfi ozafeni y zarenim az 100 x a pti ozafeni UV 50 x (Mennecier,
2006). Zahy bylo prokazano, Ze pfi reparacich dochazi pfechodné k vytvoreni velkého mnoZstvi
jednoretézcové DNA (Zahradka, 2006) a majoritni podil na transpozi¢nich udalostech ma pravé
ISDra2 (mutace sledovaného genu thyA) (Pasternak, 2010). Tento priklad ukazuje, Ze tyrozinové
transpondzy mohou byt zapojeny i do jinych déji neZ je vSeobecné znama akumulace a Sifeni gen(
pro rezistence. Pfitomnost transpondzy ISDra2 v tomto pfipadé pfimo zvysuje radiorezistenci a tim

viabilitu hostitele v daném prostredi.

5.2 Strukturovani bakterialniho genomu a domestikace transponaz

Transpondzy odpovédné za mobilitu genetickych elementld mohou nést aktivity pro bunku vysoce
pfinosné. Vétsinou je pfinosem celkové zvyseni dynamiky hostitelského genomu. V takovém pfipadé
je zajmem hostitelské bunky aktivitu transpondzy udrzet a idedlné modifikovat, tak aby jeji funkce
byla co nejvétsim prinosem. Tento evolucni fenomén se oznacuje jako domestikace transponaz a je
dobfe znam u eukaryotnich organizm( (Volff, 2006). Nejznaméjsim eukaryotickym prikladem
domestikace transponaz je tzv. V(D)) rekombinace umoZznujici dech berouci variabilitu protilatek

a antigennich receptora.

U prokaryotnich organizm je tento fenomén potlaceny vzhledem k jiz diskutovanému selekénimu
tlaku. U tyrozinovych transponaz jsou znamy dva unikatni priklady domestikace transponaz. Prvnim

z nich jsou REP sekvence a jejich mobilizujici enzymy RAYTy (Chandler, 2013).

Rep sekvence jsou znamé jako vysoce abundantni nekddujici opakovani jiz vice nez 30 let (Higgins,
1982). Jsou jednou z nejznaméjsich a nejcharakterizovanéjSich repetitivnich sekvenci v bakteriich

vibec. Jejich rozsifeni zahrnuje prevainé gammaproteobakterie s Escherichia coli jako modelovym
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organizmem (Gilson, 1990). Co do poctu se v hostitelskych organizmech pohybuji v fadu cca 600 kopif
u E. coli K12 a vice neZ 1600 kopii v genomu Stenotrophomonas maltophilia. Velmi ¢asto se organizuji
do vyssich strukturnich celkd, jako jsou BIME (z angl.: "bacterial interspersed mosaic element")
a REPINs (z angl.: "REP doublet forming hairpin"). Bylo prokdzano, Ze tyto struktury vznikly za Gcasti
RAYT protein(. Jejich rozloZeni v genomu umoziuje mnoho fyziologickych funkci zahrnujicich hlavné
organizaci a strukturovani genomu, ale také tfeba regulaci exprese vybranych genl. Jednim ze
zodpovédnych procesl je RAYT katalyzovand BIME rekombinace (Ton-Hoang, 2012). BIME se za
urcitych podminek také mizZe stat mobilizovatelny geneticky element, coz déle prohlubuje moZnost
strukturovani (Bertel, 2011). Pfesny mechanizmus zajistujici rozmach REP sekvenci a jejich udrzeni
v genomu hostitelského organizmu v tak vysokém mnozstvi neni dosud zcela objasnén. Hypotéza

o moznych zpUsobech byla publikovana J. Nunvarem (Nunvar, 2013).

Druhym prikladem domestikace tyrozinovych transponaz jsou tzv. IStrony (Chandler, 2013). Tyto
mobilni genetické elementy sestdvaji ze zbytku 1IS605 podobného inzeréniho elementu a ¢asti patfici
introndm prvni skupiny. Jeden ze dvou kdédovanych protein( je blizky TnpA ISDra2. Inserce tohoto
mobilniho elementu je specifickd a to na 3'-konec sekvence TTGAT totoiné s ISDra2. Tento
pentanukleotid je komplementarni k vedouci sekvenci intronu a je pravdépodobné nutny k jeho
vyStépeni. Pfitomnost téchto sekvenci umoznuje naprosto unikatni slouceni funkci. Transponaza dava
tomuto genetickému elementu schopnost pohybovat se v bakteridlnim genomu a intronova cast
umozni vystépeni celé sekvence na urovni RNA. Nedochazi tedy k naruseni funkce genu, do kterého
byl IStron integrovan. Tento rys je nejsilnéjSim argumentem ukazujicim na domestikaci tohoto typu

mobilnich genetickych elementd a s nimi spjatych transponaz (Braun, 2000).
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6 Zaveér

O bakteriich je zndmo, Ze ve svych genomech netoleruji velké mnozstvi nekddujici DNA. | pfes toto
omezeni si zvlasté oblast repetitivnich sekvenci DNA zaslouZi nasSi pozornost. Mezi né patftici
bakteridlni mobilni elementy jsou zcela svébytnou oblasti bakteridlni genetiky. Transponazy,
integrdzy a mistné specifické rekombindzy jsou enzymy zodpovédné za mobilitu mobilnich
genetickych elementl. VSechny tyto enzymy vyuZivaji jako nukleofil, atakujici fosfor, tyrozinovy
hydroxyl. Jejich struktura a reakéni mechanismus téchto enzym( se vyrazné lisi. Tyrozinové
transpondzy jsou charakteristické pfitomnosti HUH motivu. Pfitomnost jednoho nebo dvou
katalytickych tyrozinli a dalSich charakteristickych domén umoZriuje tyrozinové transponazy dale
délit na transponazy Y1 typu katalyzujici transpozi¢ni reakci na jednoretézcové DNA, REP asociované
transpondzy (tzv. RAYT proteiny) nebo transponazy Y2 typu transponujici mechanizmem valivé
kruznice. Kazdy z téchto typl ma charakteristicky transpozi¢ni rys. Y1 transpondazy jsou aktivni pouze
na ssDNA z které se vystépuji a specificky integruji do specifické cilové sekvence. Tyrozinové
transpondzy Y2 jsou charakteristické pouze jednim Stépenim ssDNA v jednom reakénim kroku.
O reakénim mechanismu RAYT proteind toho neni zatim mnoho znamo. Bylo nalezeno
a charakterizovano $tépné misto, které ukazuje na pfibuznost s transponazami 1S200/1S605 rodiny.
Nicméné se nepodafilo prokazat vazbu inverzniho REP elementu a pripadnou vyménu fetézcl. Druha

Cast katalytického cyklu tedy zUstava neobjasnéna.

Tyrozinové transponazy jsou zodpovédné za mobilitu riznych elementd. Nejc¢astéji se vsak jedna
oinzeréni sekvence. Dosud nejvice prostudovany zdastupce Y1 tyrozinovych transpondz je
z mikroorganizmu Helicobacter pylori asociovany s inzercéni sekvenci 1S608 patfici do rodiny
IS200/1S605. Nejprozkoumanéjsi Y2 tyrozinovou transpondza je z mikroorganizmu Escherichia coli

asociovana s elementem 1S1294.

Biologicka funkce tyrozinovych transponaz je ¢astecné analogickd ostatnim transpondzam a lze
hovofit o odpovédnosti za horizontdlni pfenos vybranych gen(. Zvlasté se jedna o geny umoziujici
rezistence nebo utilizace pestré skaly latek vedouci ke zvyseni viability hostitele v daném prostredi.
Kromé téchto rysa spole¢nych napfiklad s DDE transpondzami je u tyrozinovych transponaz popsano
nékolik unikatnich vlastnosti. Jedna z nich byla pozorovdna jako obrovsky narist transpozicnich
udalosti u bakterie D. radiodurans asociované s tyrozinovou transponazou elementu I1SDra2. Zminéna
transpondza ma pravdépodobné vliv na rekonstituci chromosomu a podili se tak na vysoké

radiorezistenci tohoto mikroorganizmu.

Samostatnou kapitolu tvofi vyuzZiti tyrozinovych transponaz hostitelskym organizmem. Ackoli bylo

u eukaryotnich transponaz popsano jiz mnoho pfipadl ukazujici na domestikaci ¢i ziskani nové funkce
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(neofunkcionalizaci) je tento jev u prokaryot vzacny a dosud se spekuluje pouze o dvou ptipadech. V
obou dvou pfipadech se jednd o tyrozinové transpondzy. Prvnim a dosud nejvyznamnéjsim prikladem
jsou RAYT proteiny a s nimi asociované REP sekvence. Argumenty o domestikaci téchto transponaz
jsou velmi silné a to i pfes dosavadni neznalost jejich reakéniho mechanizmu. Druhym ptikladem jsou
transpondzy asociované s elementy oznaCovanymi jako IStrony. Oba dva pfiklady poukazuji na
moznost, Ze tyrozinové transpondzy nam mohou do budoucna poskytnout mnoho dalsich
fascinujicich objevl v oblasti bakteridlni genetiky. Jako enzymy katalyzujici transesterifikacni reakce
za vzniku charakteristického kovalentniho fosfotyrozinového intermediatu se mohou také stat

vyznamnym nastrojem genového inzenyrstvi.
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Prilohy

1 Struktura transponazy z elementu IS608 (H. pylori)

Pozn.: VSechny v pfilohdch zobrazené struktury byly ziskany pomoci programu Chimera 1.8rc v

zakladnim nastaveni.



2 Struktura transponazy z elementu ISDra2 (D.radiodurans)

- Struktura je zobrazena véetné vazané DNA.




3 Struktura transponazy z elementu IS1476 (S. solfataricus)

N\
=)




4 Struktura transponazy z elementu ISSto1 (S. tokodaii)




5 Struktura REP asociované transponazy (E. coli)

- Struktura je zobrazena véetné vdzané DNA.




6 Struktura tyrozinové rekombinazy z elementu Tn916 (E. faecalis)

- Je zobrazena pouze struktura jedné podjednotky véetné vazané DNA.




