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ABSTRACT (English)

This thesis is based on three published research papers studying bacterial REP
(repetitive extragenic palindrome) elements. REP elements are one of the
best-characterized groups of bacterial DNA repeats, distributed mostly in
gammaproteobacteria, including enterobacteria. They are present in noncoding parts
of host genomes, usually occurring in hundreds of copies. REPs are typically
aggregated in higher order repeats. In the Gram-negative model Escherichia coli,
interactions of several proteins important for cell's physiology with REPs were

described, indicating significant role for these elements for host cells.

The first work (Nunvar et al. 2010) presents the discovery of a protein class,
related to 1S200/IS605 transposases. These proteins, termed RAYTs (REP-associated
tyrosine transposases), contain characteristic motifs in their amino acid sequences,
which are absent in canonical IS200/IS605 transposases. Another attribute of RAYTs
is the arrangement of their encoding genes. These are single copy genes, always
flanked at both termini by at least two REPs in inverted orientation. Based on the
similarity between the REP-rayt-REP unit and insertion sequences of the 1S200/1S605
family, between RAYTs and tyrosine transposases and between REPs and
subterminal sequences of the IS200/IS605 family, the hypothesis about RAYTs being

the mobilizers of REP elements was proposed.

The second work (Nunvar et al. 2013) explores the variability of REP copy
numbers with respect to evolution of host bacteria. The analysis covers large dataset
of genomic sequences from two bacterial lineages — fluorescent pseudomonads
(63 strains) and stenotrophomonads (10 strains). Tens of unique classes of REP
sequences and their cognate RAYTs were identified. The copy numbers of particular
REP classes varied significantly among phylogenetic clades, as well as within the

clades. High REP copy numbers were typically conditioned by the presence of



cognate RAYT genes. The results imply that long term presence of RAYTs is likely to

lead to the proliferation of cognate REP elements.

The third work (Nunvar et al. 2012) examines the usefulness of
species-specific REP sequences and their dynamics for easy genotyping of
Stenotrophomonas maltophilia isolates. The developed method, termed SmrepPCR,
employs polymerase chain reaction that uses single primer, complementary to the
most abundant REP class in S. maltophilia. The grouping of 34 isolates, based on the
similarity of their SmrepPCR profiles (banding patterns), correlated well with the
branching of phylogram constructed from sequences of an essential gene (gyrB). The
novel SmrepPCR is therefore suitable for estimation of clonal or phylogenetic

relationships of environmental and clinical strains of S. maltophilia.
Keywords

Pseudomonas fluorescens, Stenotrophomonas maltophilia, REP element, IS200/IS605,

RAYT, SmrepPCR, gyrB, molecular phylogenetics, comparative genomics



ABSTRAKT (¢esky)

Tato prace shrnuje tfi publikace, jejichZ jednoticim tématem jsou bakteridlni
REP (angl. repetitive extragenic palindrome) elementy. REP elementy jsou jednou
z nejznameéjsich a nejlépe charakterizovanych skupin repetitivnich DNA sekvenci
u bakterii. J[sou zndmé predevsim u gamaproteobakterii, véetné enterobakterii.
Vyskytuji se v nekddujicich oblastech hostitelskych genomti, zpravidla ve stovkach
kopii. REP elementy jsou typicky agregovany do repetitivnich atvart vyssich radt.
U gramnegativni modelové bakterie Escherichia coli byly popsany interakce REP
element1 s nékolika daleZitymi proteiny bunécné fyziologie, svédcici o vyznamné

roli téchto sekvenci pro hostitelskou burku.

Prvni studie (Nunvar et al. 2010) prezentuje objev tfidy proteinti pfibuznych
tyrosinovym transponazam ze skupiny IS200/IS605 inzercnich sekvenci. Tyto
proteiny, pojmenované RAYT (angl. REP-associated tyrosine transposase), jsou
charakteristické pfitomnosti specifickych motivii v jejich aminokyselinové sekvenci,
nepritomnych u kanonickych IS200/IS605 transponaz. DalSim spole¢nym znakem je
usporadani gent kodujicich RAYT proteiny. Tyto geny se v hostitelském
chromozomu vyskytuji vZdy v jedné kopii a jsou z obou stran ohraniceny alespon
dvéma REP elementy v inverzni orientaci. Na zakladé podobnosti mezi systémem
REP-rayt-REP a inzerénimi sekvencemi rodiny 1S200/I1S605, mezi RAYT proteiny
a tyrosinovymi transpondzami a mezi REP elementy a subtermindlnimi sekvencemi
inzerénich sekvenci rodiny 1S200/IS605 byla pfedloZena hypotéza o mobilizaci REP

elementt RAYT transpondzami.

Druha studie (Nunvar et al. 2013) zkouma variabilitu poctu kopii REP
elementt1 v zavislosti na evoluc¢ni prislusnosti hostitelskych bakterii. Podkladem
analyzy byly rozsahlé soubory genomovych sekvenci dvou bakteridlnich
fylogenetickych skupin — fluorescentnich pseudomondd (63 kment)

a stenotrofomonad (10 kmenti). Byly identifikovany desitky unikatnich tfid REP



sekvenci a s nimi asociovanych RAYT proteinti. Pocty kopii jednotlivych tfidy REP
elementti vykazovaly vyznamnou variabilitu mezi fylogenetickymi liniemi hostitelt
i mezi kmeny v ramci jedné linie. Vysokeé cetnosti danych REP sekvenci byly
zpravidla podminény pfitomnosti asociovaného RAYT genu. Z vysledkt 1ze
vyvodit, Ze dlouhodoba pfitomnost RAYT proteinti vede k proliferaci prislusnych

REP elementt.

Tteti studie (Nunvar et al. 2012) pojedndva o moznostech vyuziti dynamiky
druhové specifickych REP sekvenci pro jednoduchou genotypizaci izolati druhu
Stenotrophomonas maltophilia. Vyvinutd metoda, nazvana SmrepPCR, vyuziva
polymeréazovou fetézovou reakci s jedinym primerem, komplementarnim
k nejcetnéjsi tfidé REP elementti u S. maltophilia. Rozdéleni 34 zkoumanych izolatt
do skupin na zdkladé pfibuznosti jejich SmrepPCR profili (soubory
amplifikovanych prouzkt riznych molekulovych hmotnosti) velmi dobte
korelovalo s fylogenetickym stromem sekvenci esencialniho genu gyrB. Novou
metodu SmrepPCR Ize tedy pouzit pro odhad klonalni, resp. fylogenetické

pribuznosti environmentalnich a klinickych kmenti S. maltophilia.
Klicova slova

Pseudomonas fluorescens, Stenotrophomonas maltophilia, REP element, IS200/IS605,

RAYT, SmrepPCR, gyrB, molekuldrni fylogenetika, srovndvaci genomika
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1. UVOD

Typickym znakem genomt prokaryotnich bunék, ktery je zasadné odlisuje od
vyssich eukaryot, je vysoka hustota kddujicich sekvenci. Tato vlastnost patrné
souvisi s bakteridlnim Zivotnim stylem, pro néjz jsou charakteristické tispornost
a efektivita. Pfesto se i zde vyskytuji repetitivni, nekddujici sekvence DNA. Jednou
z nékolika tfid téchto repetic jsou REP (angl. repetitive extragenic palindrome)
elementy. REP elementy se vyznacuji vysokym poctem kopii, zna¢nou variabilitou
a dynamikou a predikovanymi funkcemi ve fyziologii hostitelskych buné€k. V této
praci popisuji variabilitu REP elementti, zkoumam pficiny této variability a navrhuji
jejl vyuZiti v genotypizaci gramnegativnich bakterii druhu Stenotrophomonas

maltophilia.

Dizertacni prace vznikla na Katedfe genetiky a mikrobiologie PfF UK v Praze
pod vedenim Dr. Ireny Liché a na Biotechnologickém tistavu AV CR v.v.i.
v laboratofi Dr. Bohdana Schneidera. Nékteré experimenty jsem provadel
v Laboratofi molekularni genetiky Pediatrické kliniky Fakultni nemocnice Motol

a 2. 1ékarské fakulty UK pod vedenim Doc. Pavla Drevinka.

Dil¢imi cili mého vyzkumu bylo:

1. Bioinformaticky charakterizovat novou rodinu tyrosinovych transponaz
(RAYT - angl. REP-associated tyrosine transposase) , jiz jsem objevil v ramci
analyzy sekvence DNA S. maltophilia, z hlediska asociace jejich kodujicich genti
s REP elementy, unikatnich motivi v jejich aminokyselinovych sekvencich
a taxonomického rozsifeni. Najit definujici znaky REP elementti asociovanych
s geny RAYT transpondz. Na zakladé podobnosti mezi inzerénimi sekvencemi
rodiny IS200/IS605 a RAYT geny asociovanymi s REP elementy navrhnout

hypotézu o jejich funkénim propojeni.



2. Podrobné analyzovat diverzitu REP elementti a RAYT proteint v ramci rozsahlé
skupiny genomovych sekvenci bakterii z komplexu Pseudomonas fluorescens
a S. maltophilia. Bioinformaticky prozkoumat zavislost dynamiky REP elementti
na evoluci hostitelskych bakterii a pfitomnosti RAYT proteinti. Odvodit roli
RAYT proteinti v proliferaci a dlouhodobé perzistenci REP elementti

v bakterialnich genomech.

3. Vyvinout a otestovat jednoduchou metodu (SmrepPCR) pro genotypizaci
bakteridlnich kment S. maltophilia zalozenou na dynamice REP elementt.
Porovnat informaci o identité nebo pribuznosti izolatli ziskanou pomoci
SmrepPCR s vysledky metod makrorestrikéniho Stépeni genomové DNA

a sekvenaci esencialniho genu.

Tento vyzkum byl finanéné podporovan nasledujicimi granty:
MSMT: LC06066 - Centrum environmentalni mikrobiologie
GA CR: GAP305/12/1801

Vyzkumny zamér AV CR: AV0Z50520701

Specificky vysokoskolsky vyzkum: 12/261 214, 13/267 205
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Repetitivni DNA a hustota kodujici informace

Bakterie jsou nejjednodussi bunéénou formou Zivota, ktera pretrvala do
soucasnosti. Mnoho bakterialnich vlastnosti vykazuje podstatné jednodussi
(primitivnéjsi) troven nez u eukaryotnich organismii. Jedna se zejména o velikost
a vnitini ¢lenéni buriky, rozmnoZovani, komplexitu mechanismu ti¢astnicich se

genové exprese, celkovou velikost genomu a absolutni pocet gend.

Pro bakterialni genomy je charakteristicka vysoka kodujici denzita, tj. ta ¢ast
genetické informace (podil z celkového poctu bazi), kterd je pfitomna v genech
(Koonin a Wolf 2008). Hodnoty této veli¢iny jsou v ramci prokaryotni fylogenetické

diverzity pomérné stalé (Obr. 1).
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Obrazek 1 - Vztah mezi celkovou velikosti genomu v Mbp (horizontélni osa) a celkovym poctem
gent (vertikalni osa) v genomech 623 prokaryot. Kazdy bod odpovida jednomu prokaryotnimu

druhu, vybrané druhy bakterii a archei jsou oznaceny.

Podle Podar et al. 2008
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Kdédujici denzita eukaryotnich organismii je oproti prokaryotiim nasobné
nizsi (Ahnert et al. 2008). Evolu¢nim trendem je zde zvysovani podilu nekédujici
DNA v genomech mnohobunéénych, vyvojové pokrocilych linii eukaryot (typicky

zelenych rostlin a zivocichti — Obr. 2).
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Obrazek 2 - Podil nekédujici DNA k celkovému mnoZstvi haploidni DNA (vertikalni osa) u

prokaryot (modfe), jednobunéénych eukaryot (¢erné) a mnohobunéénych eukaryot (ostatni). Hodnoty
jsou nepfimo imérné kédujici denzité.
Podle Mattick 2004
Nekoddujici DNA v eukaryotnich genomech se sklada pfevazné z repetitivnich
sekvenci. Béhem evoluce eukaryot dochazelo k expanzi repetitivnhi DNA.
V dtisledku toho nartistala celkova velikost genomii a snizovala se kodujici denzita,
nebot mnoZzstvi genti potrebnych pro funkce organismti se zvySovalo nepatrné nebo
mnohem pomaleji nez ¢etnost repetitivnich sekvenci (Lopez-Flores a Garrido-Ramos
2012). Zatimco naptiklad lidsky genom je tisicinasobné vétsi nez genom typické

bakterie, obsahuje jen asi desetinasobek genti. Jeho kodujici denzita je pak pfiblizné

3% (Obr. 2).
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Prokaryotni kodujici denzita se typicky pohybuje na tirovni 90 % (Obr. 2) —
na jeden pramérné velky gen (1 kbp, Obr. 1) pak pfipada ptiblizné 100 bp
nekddujicich oblasti, kam spadaji prevazné operatorové oblasti, promotory
a transkripcni terminatory. Je tedy zfejmé, Ze bakterie ve svych genomech netoleruji
vyssi mnozstvi nekddujici repetitivni DNA. O povaze selekéniho tlaku na zachovani
vysoké kodujici denzity neni, vzhledem k nemoznosti rekonstruovat vysledky takto
dlouhych evolucnich procesti v laboratofi, mnoho znamo. VSeobecné se soudi, Ze se
jedna o diisledek intenzivni selekce na rychlé mnoZzeni ve vysoce kompetitivnim
pfirozeném prostfedi bakterii, nebot replikace nadbyte¢né DNA pfedstavuje pro
buriku nezanedbatelnou biosyntetickou zatéz. Nizsi kddujici denzita je v rdmci
prokaryotni diverzity typicka jen pro bakterie obligadtné asociované s eukaryotnimi
hostiteli — intracelularni patogeny a endosymbionty, coz je vysvétlovano nizsi

intenzitou selekce (Gil a Latorre 2012).

2.2. Dlouhé repetitivni sekvence DNA u prokaryot

Repetitivni elementy této skupiny typicky kéduji funkéni produkt —
ribonukleovou kyselinu (tRNA, rRNA) (Kap. 2.2.1.) nebo enzym transponazu

(Kap. 2.2.2.). Byvaji méné pocetné nez kratsi, nekodujici repetice (Kap. 2.3.).

2.2.1. Strukturni RNA

Geny, jejichz konecnymi produkty exprese jsou ribozomalni a transferové
RNA, jsou nékdy nazyvany strukturnimi RNA, vzhledem ke sloZitym sekunddrnim
strukturam, jimiz se odlisuji od mRNA. Operony kodujici rRNA i tRNA se
v genomech bakterii zpravidla vyskytuji zmnozené v jednotkach az desitkach kopii,

pri¢emz multiplicita genti obou typt téchto RNA navzajem koreluje (Obr. 3).

13
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Obrazek 3 — Korelace mezi celkovym poctem genti pro 16S rRNA (horizontalni osa) a celkovym

poctem genti tRNA (vertikalni osa) v genomech 590 bakterii.

Podle Lee et al. 2009

Pocet kopii genti rRNA pozitivné koreluje se schopnosti buriky rychle rast
a efektivné vyuzivat Ziviny (Klappenbach et al. 2000). Jako diivod multiplicity genti
rRNA se obecné uvazuje absence translacni amplifikace p¥i syntéze jejich konecnych
produktti. rRNA se vyskytuje v ribozomech v ekvimoldrnim pomeéru
s ribozomalnimi proteiny. Ribozomalni proteiny jsou pfi expresi z DNA kromé
transkripce amplifikovany i translaci, ptitomnost nékolika kopii genu rRNA tak

kompenzuje nemoznost translacni amplifikace (Kobayashi 2011).

2.2.2. Inzerc¢ni sekvence, transpozony a jejich transponazy

Prokaryotni inzeréni sekvence jsou jednoduché mobilni DNA elementy,
schopné pfemistovat se v rdmci hostitelského genomu z mista na misto (Mahillon a
Chandler 1998). Lze na né nahliZet jako na sobecké elementy, které vyuzivaji funkce
hostitelské bunky (replikace, transkripce, translace) k vlastnim taceliim. Inzercni
sekvence reprezentuji nejjednodussi formu autonomnich jednotek. Gen kodujici
enzym zajiStujici mobilitu, tj. transpondzu, je ohranicen z obou stran termindInimi

sekvencemi, slouzicimi jako misto rozpoznavané transpondzou. Vzacnéji se

14
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Diky své mobilité jsou inzer¢ni sekvence dtilezitym zdrojem evolucni
variability u prokaryot. Jejich inzerce do esencialnich nebo neesencialnich genti jsou
letalni nebo méni fitness hostitele. Exprese transponaz je proto pfisné regulovana
(Nagy a Chandler 2004). Na druhou stranu, variabilita generovana transpozici
inzercnich sekvenci mtize byt zdrojem prospésnych evolu¢nich novinek.

V laboratornich experimentech simulujicich dlouhodobou evoluci (Schneider et al.
2000; Schneider a Lenski 2004) byly mezi typy evolucné prospésnych mutaci
nalezeny inzerce do promotorovych oblasti a rekombinacni udalosti
zprostfedkované inzerénimi sekvencemi (delece, inverze). Pro potencialni
vyhodnost pohybu inzerénich sekvenci svéd¢i i skutecnost, Ze mnoho stresorti
(vysoka teplota, UV zafeni, nutricni limitace a oxidativni stres) ma stimulujici vliv na
frekvenci transpozice (Eichenbaum a Livneh 1998; Ilves et al. 2001; Ohtsubo et al.
2005; Twiss et al. 2005; Drevinek et al. 2010). Tento fenomén je interpretovan jako
mechanismus adaptivni mutageneze, jejimz cilem je stresové podminky pfekonat

ziskem vyhodné mutace.

Inzeréni sekvence se ¢leni do nékolika desitek rodin na zdkladé homologie
jimi kdodovanych transpondz a termindlnich sekvenci. ProtoZe transponazy
a termindlni sekvence spolu béhem transpozicni reakce interaguji (podléhaji tedy
koevoluci), jsou jejich vlastnosti pro danou rodinu inzerénich sekvenci

charakteristické.

Nasledujici text pojednava o DDE transponazach, jez jsou u inzerénich
sekvenci zdaleka nejrozsifen€jsi, a dale o Y1 transponazach, jez jsou dtlezité ve
vztahu k tématu dizertacni prace. Zbylé dvé skupiny prokaryotnich transponaz,

tj. typ Y2 a S (Curcio a Derbyshire 2003), v tomto pfehledu nejsou zahrnuty.
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2.2.2.1. DDE transponazy

Velka vétsina rodin inzerc¢nich sekvenci koduje tzv. DDE transponazy
(Mahillon et al. 1999). Ndzev pochazi z jednopismennych zkratek trojice kyselych
katalytickych aminokyselin, z nichZ se sklada aktivni misto proteinu. Pozice téchto
zbytkl v primarni struktufe transpondz je znacné variabilni (Obr. 5). Pro strukturu

DDE transponaz je charakteristicky tzv. RNase H fold (Nesmelova a Hackett 2010).

s D e D o F smmm Tn5
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Obrazek 5: Schematické zndzornéni umisténi triady katalytickych aminokyselin (modfe) u ¢tyt

reprezentanttt DDE transponaz. Cisla odpovidaji pofadi aminokyselin v sekvenci proteinti.
Podle Nesmelova a Hackett 2010

Primdrni funkci triddy kyselych aminokyselin je vazba a koordinace dvou
dvojmocnych kovovych iontli. Tyto ionty orientuji molekuly vody a termindlni
hydroxylové skupiny DNA v praibéhu transpozi¢ni reakce a proptijcuji jim
nukleofilni vlastnosti. Transpozice je pak souborem hydrolyzy esterovych vazeb
DNA a néslednych transesterifikacnich reakci. Jednotlivé mezireakce jsou pomérné

variabilni, jak ilustruje Obr. 6.

Inzeréni sekvence vyuzivajici DDE transpondzy se vyznacuji spolecnym
usporadanim termindlnich oblasti, tj. koncovych sekvenci. Jsou lemovéany kratkymi
piimymi repeticemi, vzniklymi pfi integraci do daného mista genomu duplikaci
kratkych jednofetézcovych komplementarnich oblasti, k nimz se DNA inzer¢ni
sekvence pfipojuje (Obr. 6). Vlastni termindlni sekvence maji podobu inverznich
repetic rtizné délky a sekvence. Sekvence termindlnich inverznich repetic je

zodpovédnd za rozpozndni mobilniho elementu transponéazou (Ichikawa et al. 1987).
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Inverzni uspofaddani termindlnich sekvenci umoznuje, aby homodimer transponazy
Stépil oba konce mobilniho elementu, s nutnosti rozpoznavat pouze jednu

specifickou sekvenci DNA.

(e\roviruses, replicative trang; 0s0n,
22 S (e

transferred strand _
non-transferred strand

G ———

VRl J

N J

$tépeni DNA pfesun fetézci DNA

Obrazek 6: Alternativni pribéh reakci katalyzovanych DDE transponézami. Cerné plné — terminalni
sekvence inzer¢nich sekvenci/transpozont, ¢erné teckované — vnitini sekvence mobilniho elementu
(n€kde vynechano), modre — hostitelska DNA pfiléhajici k mobilnimu elementu, Sedé — hostitelska

DNA pfiléhajici k mistu inzerce, Cervené — nové syntetizovana DNA.

Podle Montano a Rice 2011

2.2.2.2. Y1 transpondzy

Skupinou inzer¢nich sekvenci zcela odlisnych od vétsiny ostatnich, jez jsou
mobilizovany DDE transpondzami (Kap. 2.2.2.1), jsou inzercni sekvence patfici do
rodiny IS200/IS605. Kromé zakladniho spolecného rysu, tj. schopnosti pfemistovat se
v genomu hostiteld, se odliSuji v témét vsech ostatnich aspektech. Spolecné

a rozdilné znaky jsou shrnuty v Tab. 1. Inzercni sekvence rodiny IS200/IS605 jsou
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mobilizovany tzv. Y1 transpondzami, které obsahuji jeden katalyticky tyrosin
(Ronning et al. 2005), ¢imz se odliSuji od inzercnich sekvenci rodiny 1591, jejichZ

transponazy vyuzivaji dva katalytické tyrosiny (Curcio a Derbyshire 2003).

Tfida inzercnich sekvenci podle kddované

transponazy
DDE Y1
transponazy tvoii dimer ano ano
dvojmocny iont kovu jako kofaktor ano ano
tvorba pfimych repetic pfi inzerci ano ne

g1 . . , . alindromy +
typy terminalnich sekvenci inverzni repetice P y

tetranukleotidy
forma transponované inzercni sekvence dvouretézcovd DNA | jednofetézcova DNA
tvorba kovalentniho komplexu DNA/transponaza ne ano
katalytické aminokyseliny DDE Y

Tabulka 1: Spole¢né (nahote) a rozdilné (dole) vlastnosti inzer¢nich sekvenci vyuZzivajicich DDE

transpondazy nebo Y1 transponazy.

Inzercni sekvence rodiny 1S200/IS605 se déli na dvé podskupiny. Podskupina
15200 kéduje jediny protein, Y1 transponazu (TnpA). Clenové podskupiny 15605
koéduji navic druhy protein, TnpB, jenz nema transponazovou aktivitu (Kersulyte et
al. 2002). U Deinococcus radiodurans byl nedavno prokazan negativni vliv TnpB na
frekvenci transpozice (Pasternak et al. 2013). V subtermindlnich oblastech vSech
inzerénich sekvenci této rodiny se vyskytuji palindromické sekvence (Hickman et al.
2010). V podminkach vysoké negativni superhelicity , nebo pokud se objevi ve formé

jednoretézcové DNA, davaji palindromické sekvence vzniknout vlasenkovym
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(angl. hairpin, stem-loop) strukturam (Bikard et al. 2010). Tyto subterminalni

vlasenky jsou rozpoznavany Y1 transpondzami.

Y1 transpondzy inzercnich sekvenci rodiny IS200/IS605 z rtiznych
bakterialnich a archealnich druhti jsou nejmensimi transponazami viibec. Vykazuiji
znacnou sekvencni variabilitu (Obr. 7). Mezi nejkonzervovanéjsi aminokyseliny
patii invariantni katalyticky tyrosin a dvojice histidinti, oddélenych hydrofobni
aminokyselinou, tzv. HUH motiv ("U" znaci hydrofobni zbytek). Funkci HUH

motivu je vazba hofecnatého iontu, ktery se spolupodili na katalyze.

- H

IS605 RGYISTNRSK HNLKAHLILV CKYRKKLLQG DLNNFIKSVI DEIATQSHFI IIAMESDIDH LHLMVQYIPR
IS608 VLYKNNHNIV YSCKYHIVWC PKYRRKVLVG AVEMRLKEII QEVAKELRVE IIEMQTDKDH IHILADVDPS
IS8301 LEMKKGRGYV YQLEYHLIWC VKYRHQVLVG EVADGLKDIL RDIAAQNGLE VITMEVMPDH VHLLLSATPQ
ISDra2 LEMKKGRGYV YQLEYHLIWC VKYRHQVLVG EVADGLKDIL RDIAAQNGLE VITMEVMPDH VHLLLSATPQ
I5200 GDEKSLAHTR WNCKYHIVFA PKYRRQAFYG EKRRAVGSIL RKLCEWKNVR ILEAECCAYH IHMLLEIPPK
IS1541A RDEKSLAHTR WNCKYHIVFA PKYRRQVFYR EKRRAIGSIL RKLCEWKNVN ILEAEYCVDH IHMLLEIPPK
IS1541C RDEKSLAHTR WNCKYHIVFA PKYRRKVFYG EKRKAIGSIL RKLCEWKSVN ILEAECCVDH IHMLLEIPPK
IS1469 MDTNSLAHTK WNCKYHIVFA PKHRRKEIYG EKKQEISEIL RQLCELKGVR IVEAHACVDH IHMLVEIPPK
IS200s MDTNSLAHTK WNCKYHIVFA PKHRRKEIYG EKKQEISEIL RQLCEWKGVR IVEAHACVDH IHMLVEIPPK
IS1004 GDYRSSSHVY WRCKYHIVWT PKFRFKILKG NVAKELNRSI YILCNMKDCE VLELNVQPDH VHLVAIIPPK
IS606 DDMRHGRHCV FLMHTHLVFV TKYRRKAFNK EVIDFLGSVF AKVCKDFESE LVEFDGESDH VHLLINYPPK
Is1253 MLV TKYRRKCFTS AMLDRLKEIV TDLCQKWEVE LLEFNGEADH VHLLLDMYPN
ISH1-8 YHLQTGSHTV YALQYHFVTV TKYRADILTY ERLERVAEIA HDIADDFEAD IKNVDGGTDH VHILFQTKPT
ISH12 YHLQTGSHTV YALQYHFVTV TKYRADILTY ERLERVAEIA HDIADDFEAD IKNVDGGTDH VHILFQTKPT
Consensus ....... h.. ...kyh.v.. .RK%Rrk.l.g e....l..!. ...c..... e i.e.#...DH vH1$....P.

IS605 MSI--SSIIS KIKQITTYRV WHDKRFIPLL QKHFWKEKTF WTDGFFVCSI GQANPETIKA YIENQG
IS608 FGV--MKFIK TAKGRSSRIL RQE---FNHL KTKL---PTL WTNSCFISTV GGAPLNVVKQ YIENQQNSN
IS8301 QAI--PDFVK ALKGASARRM FVA---YPQL KEKLWG-GNL WNPSYCILTV SENTRAQIQK YIESQHDKE
ISDra2 QAI--PDFVK ALKGASARRM FVA---YPQL KEKLWG-GNL WNPSYCILTV SENTRAQIQK YIESQHDKE
IS200 MSV--SSFMG YLKGKSSLML YEQ---FGDL KFKYRN-REF WCRGYYVDTV GKNT-AKIQD YIKHQLEED
IS1541A MSV--SGFMG YLKGKSSLML YEQ---FGDL KFKYRN-REF WCRGYYVDTV GKNT-ARIQE YIKHQLEED
IS1541C MSV--SGFMG YLKGKSSLML YEQ---FGDL KFKYRN-REF RCRGYYVDTV GKNT-ARIQE YIKHQLEED
IS1469 MSV--SSFVW VLKCKSSLMI FEK---FANL KYKYGN-RHF WCMGFYVDTV GKNK-KAIED YIRNQEQED
IS200S MSV--SSFVW VLKCKSSLMI FEK---FANL KYKYGN-RHF WCMGFYVDTV GKNK-KAIED YIRNQEQED
IS1004 VSI--STLMG VLKGRSAIRL FNK---FPHI RKKLWG-NHF WARGYFVDTV GVNE-EIIRR YVRHQDKKE
IS606 VSV--SKLVN SLKGVSSRLT RQH---HFKS VEASLWGKHL WSPSYFAGSC GGAPLEMIKQ YIQEQETPH
IS1253 1IMP--SKFIN NLKTVTSRLM RKE---FAEH LAEFYWKPVL WTRAYCLLTT GGATIDTIRQ YIEKQERPD
ISH1-8 TDL--TKFIN SLKGVTSRRI RSE---FPEV TQTL--EDAF WQPGYFLATT GQVSIDTLMD YVDDQ
ISH12 TDLDATKFIN SLKGVTSRRI RSE---FPEV TQTL--EDAF WQPGYFLATT GQVSIDTLMD YVDDQDA
Consensus .s. s.f.. .lKg.ssr.. ...... £f..1 ..k...... fW..gyf..tvg...... i.. ¥!I..Q....

Obrazek 7: Alignment aminokyselinovych sekvenci ¢lent tfidy Y1 transponaz 1S200/1S605 inzercnich
sekvenci. Pozice dvou histidintt HUH motivu a katalytického tyrosinu jsou znazornény svislymi

Sipkami.

Podle Ton-Hoang et al. 2005

20



Metodami rentgenové krystalografie byly dosud vyfeSeny struktury ¢étyr Y1
transponaz (Tab. 2). VSechny tyto proteiny vytvareji homodimery s podobnou

terciarni strukturou.

Organismus Nazev inzercéni Identifikflé‘ni éislo v Literarni zdroj
sekvence databazi PDB
Helicobacter pylori 1S608 2abm Ronning et al. 2005
Deinococcus radiodurans ISDra2 2xqc Hickman et al. 2010
Solfolobus solfataricus | nepojmenovana 2f4f Lee et al. 2006
Sulfolobus tokodaii ISStol 2ec2 nepublikovano

Tabulka 2: Souhrnné tdaje k vyfeSenym krystalovym strukturam Y1 transponaz.

Proteiny strukturné i funkcné nejpribuznéjsimi s Y1 transponazami se
ukazaly byt nukledzy spojené s replikaci valivou kruznici — konjugativni relaxazy
a virové Rep proteiny (Ronning et al. 2005). Ackoliv jejich vzajemna sekvencni
homologie je zanedbatelnd, obé skupiny maji podobnou konfiguraci aktivniho mista,
které obsahuje katalyticky tyrosin a HUH motiv. VSechny prostorové struktury se
vyznacuji podobnym usporadanim sekundarnich struktur kolem aktivniho mista,
coz svéddi o sdileném, byt davném, evoluénim ptivodu (Obr. 8). DalS$im spole¢nym
znakem s vyse uvedenymi nukledzami je schopnost vazat vlasenkové struktury,
které se vyskytuji v mistech replikacnich pocatkt plasmidd, resp. virti (Ronning et

al. 2005).
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Obrazek 8: Porovnani prostorovych struktur Y1 transpondzy inzercni sekvence IS608 (TnpA),
konjugativnich relaxaz Tral a TrwC a Rep proteinu adeno-asociovaného viru AAV5. Sekundarni

struktury s konzervovanym usporadanim jsou vyznaceny zluté (a-helixy) a zelené (3-listy).

Podle Ronning et al. 2005

Mechanismy transpozice prostfednictvim Y1 transpondz byly detailné
studovany pouze u inzerc¢nich sekvenci IS608 (Barabas et al. 2008; Guynet et al. 2008;
He et al. 2011; He et al. 2013) a ISDra2 (Hickman et al. 2010; Pasternak et al. 2010).
Aclkoliv tyto transpondzy vykazuji pomérné nizkou vzdjemnou sekvencni identitu
(36 % shodnych aminokyselin) a lisi se pfedevsim nukleotidovymi sekvencemi
termindlnich oblasti inzerénich sekvenci, transpozi¢ni mechanismus je velmi

podobny (Hickman et al. 2010).

Jednotlivé kroky transpozicni reakce jsou znazornény na Obr. 9. Po navazani
dimeru transponazy na DNA vlasenky dochazi ke konformacéni zméné proteinu
a presunu a-helixi s katalytickymi tyrosiny do blizkosti HUH motivu s hofecnatym
kationtem (i-ii). Timto zptisobem je zformovano aktivni misto a dochazi ke stépeni
DNA a jeji kovalentni vazbé na tyrosin (iii). Nasledné si oba helixy s navazanou
DNA vyméni pozice v ramci dimeru (iv-v) a mechanismem reverznim v porovnani

s bodem iii) spoji fragmenty DNA (vi). Spojenim 5’-konce inzeréni sekvence

22



(navazaného na tyrosin) a uvolnéné hydroxylové skupiny jejiho 3’-konce dojde

k vystépeni jednofetézcové cirkularni formy inzercni sekvence (Guynet et al. 2008).
Zaroven jsou spojeny oba konce hostitelské DNA pfiléhajici k inzeréni sekvenci.
Cirkularni forma je dale integrovana do nového mista hostitelského genomu

procesem opacnym k jejimu vystépeni (He et al. 2013).

i) i) . [11) J—
N\
. .
H b
M — » 3=~
\ vazba DNA $f&peni
N\ DNA
oD
rotace
helix@
—~g— , --—
spojeni Bﬂ"n‘:‘ . vyména
DNA pozic
helix(

Obrazek 9: Schéma transpozi¢niho mechanismu inzercni sekvence IS608. Znazornény jsou pouze
kroky vedouci k vystépeni inzercni sekvence. Jednotlivé monomery transponazy, histidiny HUH
motivu (H), katalytické tyrosiny (Y) a mobilni a-helixy (aD) jsou vyznaceny stejnou (oranzovou nebo
zelenou) barvou. Termindlni tseky DNA inzer¢ni sekvence jsou vyznacené cervené, resp. modre.
Sekvence sousedici hostitelské DNA jsou vyznaceny cerné. Parujici tetranukleotidy jsou znazornéné
jako obdélniky prislusnych barev. Volné hydroxylové skupiny 3’-koncti jsou znazornéné zlutymi

krouzky. Blizsi vysvétleni v textu vyse.

Podle He et al. 2013
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Jedine¢nym rysem transpozice inzercnich sekvenci rodiny 15200/15605 je
zpusob determinace Stépneho mista. Tuto funkcni tlohu plni dvojice
tetranukleotidovych motivi lokalizované na obou koncich inzercni sekvence
(Obr. 10). Jeden tetranukleotid z této dvojice se vZdy vyskytuje tésné u paty
vlasenky, druhy je vzdalenéjsi. Toto prostorové oddéleni je sterickou podminkou
umoznujici rotaci a-helixti p¥i transpozici (Obr. 9). Dvojice tetranukleotida spolu
paruji kombinaci Watson-Crickovského a Hoogstenova typu parovani, coz je v DNA
velmi vzacnym jevem. S tetranukleotidem u paty vlasenky je nasledkem parovani
bazi fyzicky asociovan vzdalengjsi tetranukleotid, ¢imz dochdzi k jeho
definovanému ukotveni v aktivnim misté. Je tak umoZznéno pfesné,
sekvencné-specifické Stépeni substratové DNA, prestoZe transpondza sama

tetranukleotidové motivy pfimo nevaze (Barabas et al. 2008).

Pro determinaci Stépného mista je tedy vyuzivana fyzicka blizkost paty
vlasenky a aktivniho mista enzymu a pfitomnost dvou parujicich tetranukleotidi.
Pfi inzerci IS608 do chromozomu je jako cilové misto rozpoznavan pravé jeden
z Ctvefice tetranukleotidi. Cilenou mutagenezi tetranukleotidovych motivii
pfiléhajicich k DNA vlasenky tak lze, diky parovani komplementarnich bazi
tetranukleotidii, programové ménit sekvencni specificitu inzerci tohoto elementu,
coz otevira moznosti bioinZenyrského vyuZiti téchto enzymu pro cilenou modifikaci

DNA (Guynet et al. 2009).
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Obrazek 10: Urceni stépnych mist inzercni sekvence IS608. Terminalni sekvence jsou zndzornéné
Cervené, resp. modfe. Parovani bazi je vyznceno prerusovanymi ¢arami. Mista stépeni jsou

znazornéna sipkami.
Podle Guynet et al. 2009

Regulace transpozice inzercnich sekvenci rodiny 1S200/I15605 souvisi
s dostupnosti jednofetézcové DNA, ktera je substratem pro transpozici.
Jednofetézcova DNA se v burice vyskytuje jen ve zvlastnich pripadech. Obligatné se
objevuje napf. pfi replikaci zpoZdujiciho se fetézce. Bylo prokazano, Ze
transponované vlakno IS608 se preferencné integruje do zpozdujiciho se fetézce,
resp. je z néj vystépovano. Experimentalné indukované zvysSeni mnozstvi
jednofetézcové DNA v replikacni vidli¢ce vedlo k razantnimu zvySeni frekvence
transpozice IS608 (Ton-Hoang et al. 2010). U ISDra2 z radiorezistentni bakterie
D. radiodurans byla zjisténa aZ stonasobna stimulace transpozicni frekvence po
vystaveni ué¢inkiim UV a y zafeni (Mennecier et al. 2006). Vlivem zafeni rovnéz
dochézelo ve zvySené mife k excizi cirkuldrnich jednoretézcovych forem ISDra2.
Tato pozorovani souvisi s masivnim vyskytem jednofetézcové DNA béhem opravy

radiaci fragmentovanych chromozomti (Pasternak et al. 2010).
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2.3. Kratké nekddujici repetitivni sekvence DNA u prokaryot

Repetitivni sekvence tohoto typu jsou vyrazné kratsi nez formy repetitivni
DNA popsané v Kap. 2.2., nebot nekdduji zadné proteiny ani strukturni RNA.
V hostitelskych genomech je zpravidla nalézdme v fadové vyssich poctech (typicky
stovkach) kopii. VétSinou maji vyznamnou roli pro hostitelské bunky. Nasledujici
kapitoly prehledné shrnuji informace o nejlépe prozkoumanych typech téchto

repetic.
2.3.1. Rozptylené repetitivni oligonukleotidové motivy

Nékteré sekvencni motivy, kratsi nez 10 bazi a rozmisténé po celé délce
genomu (vcetné kodujicich oblasti, tj. gentl), plni v hostitelskych burnikdch vyznamné
funkce. Mezi nejlépe studované repetice tohoto typu patii GATC sekvence, x motivy

a USS, resp. DUS sekvence.

Palindromické sekvence 5-GATC-3" jsou u nékterych gamaproteobakterii,
mezi nimi i E. coli, rozpoznavany a methylovdny na adeninu sekvencné-specifickou
metylazou Dam (Lobner-Olesen et al. 2005). JelikoZ pfi replikaci dochazi
k inkorporaci nemodifikovaného adeninu, jsou po replikaci GATC palindromy
v bunécné dvouretézcové DNA docasné hemimetylované. Hemimetylovana DNA je
dtilezitym typem signdlu. Zaprvé se na ni vaze protein SeqA, jenZ nasledné inhibuje
predcasnou reiniciaci replikace chromozomu (Molina a Skarstad 2004). Zadruhé,
hemimetylace dcefiného vlakna umoznuje opravu replikacnich chyb (mutaci), jez se
v ném vyskytuji (Li 2008). Rozhodujici roli v tomto procesu hraje endonukleaza
MutH, ktera specificky zavadi utajené pferuseni do nemetylovaného fetézce

hemimetylovaného GATC palindromu (Welsh et al. 1987).

X motivy jsou znamy z Sirokého spektra bakterii. Tyto sekvence funguji jako
tzv. horka mista (angl. hot spots) homologni rekombinace. Pfi opravé

dvojfetézcovych zlom v chromozomalni DNA dochézi k jednosmérnému
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odbouravani obou fetézcti enzymovym komplexem RecBCD. V okamZiku, kdy
komplex dorazi k x motivu, vyvoléd vazba sekvence motivu konformacni zménu
proteinti. Dlisledkem této reorganizace enzymového komplexu je pokracujici
exonukledzové odbourdvani jiz jen jednoho vlakna DNA, coz vede k obnaZzeni
rekombinogenni jednoretézcové DNA (Dillingham a Kowalczykowski 2008; Smith
2012). U E. coli je frekvence oktanukleotidovych x sekvenci mnohonasobné vyssi nez
Cetnost ostatnich moznych oktamert (Halpern et al. 2007). Vysoka abundance

x motivi je tedy patrné evoluénim mechanismem zefektivnéni rekombinacni opravy

DNA.

Repetice tridy USS (angl. uptake signal sequences), resp. DUS (angl. DNA
uptake sequences), reprezentuji extrémné pocetnou skupinu oligonukleotidovych
repetic, jejichZ pocet v genomu typicky pfesahuje tisic kopii, a dohromady zabiraji
priblizné jedno procento celkové velikosti genomové DNA (Frye et al. 2013).
Vyskytuji se v genomech bakterii z ¢eledi Pasteurellaceae (Redfield et al. 2006)

a Neisseriaceae (Frye et al. 2013). Tyto repetice se uplatniiuji pfi pfirozené transformaci,
tj. aktivnimu pfijmu nahé, linedrni DNA z vnéjsiho prosttedi skrz cytoplazmatickou
membranu dovnitf buriky, kde je posléze rekombinacné vélenéna do homolognich
usekt hostitelského chromozomu. Specificka vazba USS (DUS), zprostfedkovana
proteinem ComP (Cehovin et al. 2013), je nezbytna pro transformaci. Sekvence USS
(DUS) motivti jsou druhové specifické (Obr. 11) a zodpovidaji tak za selektivni
transformaci DNA pochazejici z ptislusnikti vlastniho druhu. Za podminek
intenzivni frekvence pfirozené transformace hostitelskych bakterii (Feil a Spratt
2001) je vysoka abundance USS (DUS) motivii v chromozomu pfedpokladem pro
efektivni rozpoznani exogenni DNA vlastniho druhu. Pfi¢iny této abundance, resp.
jejiho udrzeni, jsou komplexni (Treangen et al. 2008) a zasadni roli v nich hraje Sifeni
repetic horizontalnim (transformacnim) pfenosem, jejz nadto podminuji (prenaseji se

spolu s transformovanou DNA) (Smith et al. 1995).
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2 -1 414243 +4 45 +6 47 48 49 +10

AT-DUS
TG-wadDUS
AG-DUS
AG-mucDUS
AG-simDUS
AG-kingDUS :
AA-king3DUS :
AG-eikDUS

Eikenella corrodens ATCC 23834

Neisseria shayeganii 871 }AG'e|kDUS

Kingella denitrificans ATCC 33394 .
_l_:Kingella Kingae ATCC 23330 }AA'k' ng3DUS

Simonsiella muelleri ATCC 29453 AG-simDUS .
Kingella oralis ATCC 51147 }AG_kngUS
Neisseria wadsworthii 9715 TG-wadDUS

Neisseria weaveri ATCC 51223
Neisseria bacilliformis ATCC BAA-1200

_‘— Neisseria elongata subsp. glycolytica ATCC 29315

Neisseria sp. oral taxon 014 str. F0314
Neisseria macacae ATCC 33926

Neisseria sicca ATCC 20256 }AG— mucDUS

Neisseria mucosa ATCC 25996

| | Neisseria flavescens SK114
ENeisseria subflava NJ9703
Neisseria mucosa C102

Neisseria cinerea ATCC 14685
Neisseria polysaccharea ATCC 43768

AG-DUS

Neisseria lactamica 020-06
Neisseria lactamica Y92-1009 AT-D U S

Neisseria gonorrhoeae FA 1090
Neisseria meningitidis MC58

Chromobacterium violaceum ATCC 12472

Obrazek 11: Specificita DUS sekvenci u pfislusnikii ¢eledi Neisseriaceae. Nahote — sekvence
jednotlivych variant DUS repetic. Dole - fylogram hostitelskych druht a distribuce jednotlivych

variant repetic.

Podle Frye et al. 2013

2.3.2. CRISPR elementy

Velka a dobfe definovana tfida CRISPR (angl. clustered regularly interspaced
short palindromic repeats) elementti byla popsana relativné nedavno (Jansen et al.
2002). Tyto elementy se vyskytuji v mikroorganismech naptic prokaryotni
fylogenetickou diverzitou (Sorek et al. 2013). Soudé dle poctu souvisejicich
publikaci, jedna se o jedno z nejzajimavéjsich témat soucasné bakterialni genetiky

a evolucni mikrobiologie.

Funkci CRISPR elementt je obrana bunky pred infekci

mimochromozomalnimi mobilnimi genetickymi elementy — konjugativnimi
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plazmidy a fagy. K tomuto tcelu je vyuZzivana sada enzymt, pfevazné nukledz

(Cas proteiny) a kratké molekuly RNA. VSechny tyto komponenty jsou kodované
jednim genovym shlukem (Obr. 12). Kardinalni soucasti CRISPR elementt jsou
mnohonasobné zmnoZené kratké, pfimé, slabé palindromické repetice o délce mensi
neZ 50 bp. Mezi repeticemi jsou vmezefeny rovnéz kratké useky DNA, tzv. spacery,
které maji shodnou délku, ale unikatni sekvence. Sekvence spacerti jsou homologni
témét vyhradné se sekvencemi exogennich mobilnich genetickych elementti (Bolotin
et al. 2005; Pourcel et al. 2005). Nové spacery vznikaji integraci fragmentti
mimochromozomalni DNA vZdy na jeden konec CRISPR. Pofadi spacerti v rdmci
CRISPR tedy odpovida ¢asové posloupnosti evoluénich udalosti, pfi nichz dochazelo

k infekcim daného mikrobidlniho kmene (Barrangou et al. 2007).

CRISPR.
O e

20-534bp =60 bp-15 kbp

Repeat ‘ Spacer

[N RNV (G YYTYRRVYXG VYIS [GVXIVYS TGTTTGACAGCAAATCAAGATTCGAATTGT
[NV (VYT ARGV (G VXFVYs AATGACGAGGAGCTATTGGCACAACTTACA

[ARRE (Y ES (E (Y YIN ARV YXG VY XS (G VXIYYd AATTTTGCCCCTTCTTTGCCCCTTGACTAG
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC JACCATTAGCAATCATTTGTGCCCATTGAGT
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT

Obrazek 12: Obecné schéma typického CRISPR lokusu a asociovanych genii. Soucasti CRISPR lokusu
jsou pfimé repetice (Cerny kosoctverec) a unikatni spacery (kazdé sekvenci odpovida jina barva

a ¢islo). Geny Cas proteinti jsou znazornény bilymi Sipkami.

Podle Deveau et al. 2010
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Pritomnost homologniho spaceru vede k rezistenci (imunité) viici danému
mobilnimu elementu. Rezistence je zptisobena interferenci malych molekul RNA
komplementéarnich k sekvenci spaceru, které asistuji Cas proteintim ve Stépeni
exogennich nukleovych kyselin. Interferujici RNA vznikaji Stépenim transkriptu
CRISPR lokusu. V tomto procesu se rovnéz uplatiiuji Cas proteiny (Horvath a
Barrangou 2010). Ackoliv pritomnost rtiznych homolognich tfid cas genti se liSi mezi
jednotlivymi typy CRISPR a pouze dva z téchto proteinti jsou zcela konzervované
(Makarova et al. 2011), struktura vlastnich CRISPR lokust (pfimé repetice + unikatni

spacery) je nemeénna.

Diverzita CRISPR lokusti je podivuhodnd. Casto se vyskytuje nékolik typt
CRISPR elementti v genomech téhoz mikrobialniho druhu. Napfiklad u bakterie
Streptococcus thermophilus jsou znamy tfi typy CRISPR a kazdy byl zjistén
v nadpolovicni vétsiné testovanych kmenti. Dalsi tiroven variability je dana
promeénlivym poctem spacerti v CRISPR. CRISPR lokusy S. thermophilus praimérné
obsahuji 23 spacert, resp. pfimych repetic (Horvath et al. 2008). Pfibyvani spacerti
zavisi na setkdnich s mimochromozomalnimi mobilnimi elementy, jeZ jsou unikatni
pro danou burniku, resp. linii jejich potomkti. Snizovani poctu spacerti se realizuje
obecnou homologni rekombinaci mezi pfimymi, slabé palindromickymi repeticemi
(Deveau et al. 2010). K jejich delecim mtiZe dale dochazet pfi tzv. sklouznuti

templatu DNA polymerazy béhem replikace (Levinson a Gutman 1987).

2.3.3. Neautonomni transponibilni elementy

Repetitivni elementy, jez budou popsany v této kapitole, se vyznamné 1isi od
kratkych oligonukleotidovych motivi (Kap. 2.3.1.). Protoze jsou delsi (nékolik
desitek bp), jejich pfitomnost v hostitelskych genech by vyznamné ovliviiovala
aminokyselinové slozenti jejich proteinovych produktii. Z toho divodu se vyskytuji

témér vylucné v mezigenovych (nekddujicich) oblastech (Delihas 2011).

30



Charakteristickou vlastnosti neautonomnich transponibilnich elementti je
jejich mobilita, tj. schopnost ménit svoji polohu v hostitelském genomu
mechanismem transpozice (srv. Kap. 2.2.2.) — odtud ¢ast nazvu. Neautonomnimi
jsou nazyvany kvuli neschopnosti samostatného premistovani v genomech, nebot
nekoduji vlastni transponazu, na rozdil od autonomnich elementti — inzercnich
sekvenci (Kap. 2.2.2.). Pro svou mobilizaci vyuZzivaji transponazy kédované
autonomnimi elementy. Neautonomni elementy vznikaly v evoluci delecemi ¢asti
nebo celého genu transponazy. Vzdy vSak maji zachované terminalni sekvence,
jejichz rozpoznani prislusnou transpondzou je nutné pro transpozici (Obr. 13).
Zatimco autonomni elementy 1ze z funkéniho hlediska povaZovat za parazity,
sobecky vyuzivajici funkce hostitelské burky, neautonomni elementy jsou parazité
druhého fadu — hyperparazité (parazité parazitii), kteti sobecky vyuzivaji
transpondzy svych "parentdlnich" autonomnich elementti (Gonzalez a Petrov 2009).
Pokud jsou terminalni sekvence (inverzni repetice) lokalizovany blizko sebe,
nazyvame tyto elementy MITEs (angl. miniature inverted-repeat transposable

elements) (Fattash et al. 2013) (Obr. 13).

Autonomous
\ Transposase P

elements \ g 7
\ N\ / J/
\ \ ’ ’
\\\ \\\ // ///
N > 4
on- ; /}
autonomous NN YA
\ \ / /
\ \ ,/ /
elements NN S
\ /
MITE >

Obrazek 13: Vztah mezi neautonomnimi transponibilnimi elementy a autonomnimi parentalnimi
elementy. Cerny trojihelnik — pfimé repetice, Sedy trojihelnik — inverzni repetice, tmavsi obdélnik —

gen transponazy (typu DDE), svétlejsi obdélniky — regulacni oblasti.

Podle Wessler 2006
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Bylo popsano mnoho skupin prokaryotnich MITEs, ty nejvyznamnéjsi
(nejcetn&jsi a nejvice prostudované) jsou shrnuty v Tab. 3. Nejvétsi diverzita byla
zatim zjisténa v genomech cyanobakterii (Elhai et al. 2008; Lin et al. 2011) a archei
(Filee et al. 2007), kde se casto vyskytuje nékolik typt MITEs u jednoho druhu.

U rodu Synechococcus byla analyzou metagenomickych sekvenci prokazana mobilita
dvou forem MITEs a jejich parentalnich inzerc¢nich sekvenci v hostitelské populaci

(Nelson et al. 2012).

Zatim nebylo zcela objasnéno, jakou roli hraji MITEs pro svého hostitele
a jaké jsou evolucni diisledky jejich pfitomnosti v hostitelskych genomech. Diky
svym termindlnim inverznim repeticim se mohou v transkribované formé sbalovat
do stabilnich vlasenkovych struktur a ovliviiovat tak terminaci transkripce
sousedicich genti, coz miize pfispivat k optimalizaci regulace exprese hostitelskych
gent (Knutsen et al. 2006; Delihas 2011). Podobné mohou MITEs ve svych
sekvencich obsahovat promotory (poziistatky ptivodnich elementti regulace
transkripce transpondzy v paterndlnim autonomnim elementu, Obr. 13) (Buisine et
al. 2002) a aktivovat tak transkripci prilehlych genti (Matus-Garcia et al. 2012).
Pritomnost vyssiho poctu MITEs v genomu tak mtize predstavovat snadno

vyuzitelny "rezervodr variability".
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(vice rodin)

Nazev parentalni Pocet
Hostitelsky Nazev inzeréni sekvence Délka | kopiiv o, ]
. .. ‘. Literarni zdroj
organismus elementu (rodina inzerénich vbp | genomu
sekvenci) hostitele
RUP 1S630-Spn1 (1S630) | 107 108 Oggloni a
P Claverys 1999
Streptococcus
pneumoniae 67 Knut tal
BOX | ISSpn2/ISStsol (IS630) | - 127 fse et at
2006
637
Neisseria meningitidis CREE neidentifikovana 155 127 Liu et al. 2002
Enterobacteriaceae . o De Gregorio et al.
ERI fikova 127 20-247
(vice druhi) C neidentifikovana 0 2005
1SSoc2s-1 300 21-44
Synechococcus sp. Nelson et al. 2012
1SS0026-2 ISSoc2 (1S200/1S608) |, 910
Cuanobacteria parentalni IS
yanotacten mnoho definovany <500 | <600 Lin et al. 2011
(vice druhit) , .
(vice rodin)
parentalni IS
Archaea (vice druht) mnoho definovany <368 <69 Filee et al. 2007

Tabulka 3: Souhrnné informace o vybranych skupinach prokaryotnich MITE elementt.
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2.3.4. REP elementy
2.3.4.1. Vyskyt

Bakterialni REP (angl. repetitive extragenic palindrome) elementy byly
poprvé objeveny v genomu E. coli v roce 1982 (Higgins et al. 1982). Jak nazev
napovidd, jde o repetitivni elementy (typicky stovky kopii v hostitelském genomu)
vyskytujici se v nekodujicich oblastech DNA, které obsahuji ve své sekvenci

palindrom (vzdjemné komplementarni baze).

REP elementy byly kromé E. coli identifikovany v genomech pribuznych
enterobakterii, Salmonella typhimurium (Gilson et al. 1987) a Klebsiella pneumoniae
(Bachellier et al. 1993). Déle se vyskytuji u evolu¢né vzdalenéjsich
gamaproteobakterii, pseudomonad Pseudomonas putida (Aranda-Olmedo et al. 2002;
Weinel et al. 2002), P. syringae (Tobes a Pareja 2005), P. entomophila (Vodovar et al.
2006), P. fluorescens (Silby et al. 2009; Bertels a Rainey 2011) a P. aeruginosa (Weinel et
al. 2002), druhu Stenotrophomonas maltophilia (Roscetto et al. 2008; Rocco et al. 2010)
a dalsich (Tobes a Ramos 2005). Sekvence REP elementti jsou vZdy unikatni pro
dany druh. Mezi blizce pfibuznymi druhy se mohou lisit jen malo (Gilson et al.

1987).

REP elementy nejsou v hostitelskych genomech rozloZeny zcela rovhomérné.
U P. fluorescens (Silby et al. 2009; Loper et al. 2012) a S. maltophilia (Rocco et al. 2010)
se vyskytuji témér vyluéné v tzv. core genomu, coz jsou chromozomalni segmenty
sdilené vSemi kmeny daného bakterialniho druhu (Segerman 2012). Core genomy
jsou typicky fragmentovany inzercemi horizontalné se Sificich mobilnich elementt,
v nichz REP sekvence chybi (Obr. 14). K horizontalnimu Sifeni REP elementt tedy

ve veétsi mife nedochazi.
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Obrazek 14: RozloZeni REP element(i v genomech tfi kmenti P. fluorescens (30-84, Q8r1-96 a SS101).
Pozice REP sekvenci je znazornéna vzdy ve dvou kruzich v oblasti mezi tmavomodrymi kruznicemi
(1 ¢ara =1 REP). Rtizné barvy reprezentuji rtizné typy REP sekvenci. Core genom fylogenetické linie

kazdého kmene je barevné vyznacen v oblasti mezi ¢ervenymi kruznicemi.

Podle Loper et al. 2012
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2.3.4.2. Struktura

Kromé pfitomnosti komplementarnich (palindromickych) sekvenci se vétsina
popsanych REP elementti vyznacuje pfitomnosti terminalniho tetranukleotidu
5-GTAG-3'. Délky palindromu a jejich sekvence jsou v ramci diverzity REP
elementti znacné variabilni, nékdy mohou byt palindromy pferusené kratkymi
navzajem nekompatibilnimi iseky. REP elementy jednoho druhu mohou byt

polymorfni z hlediska délky a sekvence (Tab. 4).

Hostitelsky iociz Literarni
druh Sekvence REP elementa op droi
bakterie v zdroj
genomu
GTAGGCCGGATAAGGCGTTYACGCCGCATCCGGC 79
E. coliK-12 | GTAGGCCTGATAAGCGTAGCGCATCAGGC 45 e]f";hlegg“;r
GTAGGCCTGATAAGACGCGCMAGCGTCGCATCAGGC 21
P. aeruginosa | GTAGGGCGAATAACCGCNNNGCGGTTATCCGCC 17 Weinel et
PAO1 » al. 2002
GTAGGGCGAATAACGCCNNNGGCGTTATCCGCC
. Aranda-
P. putida
GTAGGAGCGGGTTTACCCGCGAA 205 | Olmedo et
KT2440
al. 2002
5 Roscetto
maltophilia | GTAGTGCCGGCCGCTGGCCGGCA 437
K279a et al. 2008

Tabulka 4: Sekvence a ¢etnosti vybranych publikovanych REP elementti. Palindromické ¢asti
sekvenci jsou tuéné a podtrZzené. Konzervovany tetranukleotid je zvyraznén Sedé. Zkratky
variabilnich bazi jsou v souladu s nomenklaturou IUPAC. Pocty kopii jednotlivych elementti byly

urceny v programu pPDRAW32 (www.acaclone.com).

Vétsina REP elementti se v hostitelskych genomech nevyskytuje samostatné,
nybrz jsou agregovény do shlukt. Castym typem shlukii je dimer dvou blizkych
inverzné orientovanych REP sekvenci, REPIN (angl. REP doublet forming hairpin),

ptivodné identifikovany u P. fluorescens (Bertels a Rainey 2011). Elementy typu
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REPIN dale reprezentuji predominantni formu REP sekvenci v genomech P. putida
(Aranda-Olmedo et al. 2002) a S. maltophilia (Rocco et al. 2010). REP sekvence mohou
byt nadto uspofadany do repetitivnich struktur vyssich fadd, BIME (angl. bacterial
interspersed mosaic element) (Gilson et al. 1991). BIME vykazuji unikatni
architekturu. Opakuji se v nich dimery inverznich REP sekvenci typu REPIN. Tyto
jednotky jsou spolu s mezilehlymi sekvencemi tandemové usporadany. Celkova
struktura BIME tak sestava jak z pfimych, tak z inverznich repetitivnich sekvenci
(Obr. 15). BIME jsou ¢astou formou vyskytu REP v genomu E. coli (Bachellier et al.
1999). U této bakterie se vyskytuje nékolik sekvencnich variant REP elementt

(Tab. 4). V tandemové se opakujicich dimerech v ramci BIME vzdy alternuji dvé

rtizné REP varianty.

- KN

131

hi

Obrazek 15: Schématické znazornéni struktury BIME elementu E. coli. Bilé obdélniky reprezentuiji
REP sekvence, poloha vnitinich éernych trojuhelnikt vyznacuje jejich orientaci. Zluté, resp. modré
obdélniky znaci dvé rtizné mezilehlé sekvence. Z? a Y znaci dva typy REP sekvenci. Zavorky znaci

celou jednotku, jez je v ramci BIME tandemové opakovana (7 je typicky mensi nez 10).

Prevzato z http://www.pasteur.fr/recherche/unites/pmtg/repet/intro.BIME.html

Celkovy pocet tandemoveé opakovanych jednotek se 1isi mezi jednotlivymi
kmeny stejného druhu, coz vede k délkové variabilité BIME (Bachellier et al. 1997;
Roscetto et al. 2008). Délka (pocet jednotek) BIME je podobna nebo shodna
u pribuznych kmenti. BIME tedy pravdépodobné podléhaji relativné pomalé, le¢

konstantni evoluci.
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2.3.4.3. Funkce

Bylo zjiSténo, Ze REP elementy, resp. jejich agregaty (REPIN, BIME —
Kap. 2.3.4.2.), slouzi jako vazebné sekvence nékolika bakterialnich proteint. Dimer
dvou blizkych, inverzné orientovanych REP elementt (typ REPIN) vaze u E. coli
integrac¢ni hostitelsky faktor (IHF) (Boccard a Prentki 1993; Oppenheim et al. 1993),
neesencialni protein, jenz reguluje Sirokou skalu bunéénych procesti, véetné genové
exprese (Freundlich et al. 1992). Na REP elementy E. coli se rovnéz vaze DNA
polymeraza I (Gilson et al. 1990), zasadni pro replikaci zpoZdujiciho se vlakna DNA
a opravné mechanismy DNA (Savic et al. 1990). REP elementy, které jsou soucasti
BIME, jsou rozpoznavany a stépeny DNA gyrdzou (Yang a Ames 1988; Espeli a
Boccard 1997), topoizomerazou katalyzujici tvorbu negativnich nadobratek v DNA.
BIME-dependentni modulace superhelicity tak miZe mit vliv na kompaktaci

chromozomu do topologickych domén (Yang a Ames 1988).

Je obtizné presné urcit rozsah modulace hostitelskych funkci pfitomnosti REP
elementti, vzhledem k jejich vysokému poctu kopii, ktery znesnadnuje potencidlni
mutacni studie. A¢ bylo vytvofeno nékolik kmenti E. coli s vyrazné redukovanymi
genomy, zbavenymi mobilnich a horizontalné pfenasenych elementti
(Kolisnychenko et al. 2002; Hashimoto et al. 2005), REP elementy jsou v téchto
pracich opomijeny. Mutantni kmen, zcela prosty REP elementti, zatim nebyl

sestrojen.

Nékolik studii ukazalo, Ze REP elementy hraji roli v regulaci transkripce. Pro
tuto funkci je dtilezitd pritomnost dvou inverznich REP sekvenci typu REPIN, jez
mohou v tomto uspofadani tvorit velké vlasenkové sekundarni struktury (diky své
palindromicité mohou tvofit vlasenky i samostatné REP elementy — Obr. 16).

V tomto ohledu se struktury REPIN podobaji MITEs (Kap. 2.3.3.).
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Obrazek 16: Tvorba alternativnich vlasenkovych struktur u dimeru REP elementti v inverzni
orientaci (typ REPIN). Vlevo - dvojice malych vlasenek (kazda odpovida jednomu REP elementu),
vpravo — velka vlasenka z REP dimeru. Konzervované tetranukleotidy jsou vyznaceny Sedym

rameckem.

Podle Rocco et al. 2010

U E. coli vede pfitomnost transkribovanych BIME sekvenci v mRNA
k terminaci transkripce, zavislé na transkripénim termindtoru Rho (Espeli et al.
2001). Terminacné funguji téZ inverzni REP dimery u P. putida, kde se vak nejedna
o Rho-zavisly proces, nybrz o nespecifickou terminaci zavislou na pritomnosti
obecné vlasenkové struktury (Aranda-Olmedo et al. 2002). Pfitomnost sekundarnich
vlasenkovych struktur v BIME zvySsuje stabilitu transkriptu u E. coli (Espeli et al.
2001). Obdobna stabilizace mRNA byla popsana i u REP elementt S. maltophilia
(Rocco et al. 2010).

Nékteré skupiny inzercnich sekvenci, patfici do DDE skupiny podle typu jimi
kodovanych transponaz (Kap. 2.2.2.1.), vyuZivaji REP elementy jako cilova mista pro
svou integraci. Jedna se zaprvé o rodinu inzerénich sekvenci IS110/15492. Zde byla
sekvencni specifita inzerci do REP elementti zjisténa u ISPpu10 z P. putida (Ramos-
Gonzalez et al. 2006), I1S621 z E. coli a 1S1594 z Anabaena sp. (Choi et al. 2003)

a dalsich (Tobes a Pareja 2006). Tyto inzeréni sekvence se integruji do mista v REP
elementu, které se nachazi u paty vlasenky. Dvé inzercni sekvence z rodiny IS3,
151397 z E. coli (Clement et al. 1999) a ISKpn1 z Klebsiella pneumoniae (Wilde et al.

2001), se naopak integruji do jednoretézcové sekvence na vrcholu vlasenky. Ackoliv
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hostitelské bakterie a sekvence cilovych REP elementti dvou posledné zminovanych
inzercnich sekvenci jsou si vzajemné velmi podobné, transponadzy dokazi mezi nimi

specificky rozliSovat (Wilde et al. 2003).

2.3.4.4. Vyuziti

Vyskytu REP elementti v bakterialnich genomech Ize vyuZit k ticeltim
molekuldrni taxonomie. V dnes jiz klasické publikaci (Versalovic et al. 1991) byl
vyvinut typ PCR reakce (angl. polymerase chain reaction), tzv. REP-PCR, ktera
vyuzivala sekvence REP elementti z E. coli jako primery pro amplifikaci segmentt
bakterialni genomové DNA. Vzhledem k vysoké cetnosti REP elementti dochazi
k amplifikaci fragmentti lezicich mezi dvéma blizkymi REP kopiemi. Jelikoz
sekvence REP elementti jsou druhové specifické (Kap. 2.3.4.1.), PCR vyuZivajici tyto
primery davala, aZ na vyjimky, vzniknout souboru amplifikovanych fragmentt
u E. coli a ptibuznych druhti z celedi Enterobacteriaceae, u nichzZ se vyskytuji
sekvencné podobné REP elementy (Gilson et al. 1990) (Obr. 17). Pfesto se REP-PCR
velice ¢asto vyuziva pro genotypizaci zcela nepfibuznych a evolucné vzdalenych
bakterii. U téchto druhti pfi absenci REP elementti dochazi k nespecifické
amplifikaci fragment(i ohranicenych sekvencemi se slabou ndhodnou homologii
k REP-PCR primertim (Herman a Heyndrickx 2000). Vystupy REP-PCR pak spise
pfipominaji tzv. arbitrarni PCR (McClelland a Welsh 1994).

Jiny typ genotypizace vyuziva variability poc¢tu jednotek v BIME elementech
(Kap. 2.3.4.2.). Pfi vhodné navrzenych primerech, tésné hranicicich s BIME,
vypovida velikost amplifikovanych fragmentti o délce BIME. Analyza velikosti
nékolika BIME lokusti soucasné byla vyuzita pro rychlou genotypizaci izolatt

S. maltophilia (Roscetto et al. 2008).
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3. PUBLIKACE AUTORA

Nunvaf J, Huckova T, Licha I:

Identification and characterization of repetitive extragenic palindromes (REP)-
associated tyrosine transposases: implications for REP evolution and dynamics in
bacterial genomes.

BMC Genomics 2010, 11:44

Elektronicka verze publikace: http://www.biomedcentral.com/1471-2164/11/44

Cely text publikace v tisténé podobé prace: Pfiloha ¢. 1

IF2010=4,206; 18 citacnich ohlasti (Google Scholar)

Bakterialni REP elementy jsou repetitivni sekvence DNA, charakteristické segmenty
komplementarnich bazi (palindromy), zna¢nou cetnosti v hostitelskych genomech
a druhovou specificitou. Mohou se sdruzovat do repetitivnich sekvenci vyssich radt,
tzv. BIME. BIME jsou tvofeny tandemové multiplikovanymi dimery REP elementi
v inverzni orientaci. Jsou znamy interakce REP a BIME elementti s proteiny dtilezitymi pro
fyziologii hostitelské buriky a jejich role v transkripcnich procesech. Mechanismy
multiplikace REP elementti a vzniku BIME, stejné jako pfic¢iny druhové specificity REP

sekvenci, nebyly v dobé publikace této studie znamy.

Préce prezentuje odborné vefejnosti objev nové tfidy proteint pojmenované RAYT.
RAYT proteiny jsou vzdalené piibuzné s Y1 typem tyrosinovych transponaz inzer¢nich
sekvenci rodiny IS200/IS605, v jejich aminokyselinovych sekvencich se vyskytuji specifické
motivy, nepfitomné u kanonickych IS200/IS605 transpondz. Inverzni repetice asociované
s geny RAYT proteinti jsou zna¢né abundantni v hostitelskych genomech a odpovidaji jiz
charakterizovanym REP elementtim. Na zékladé podobnosti mezi jednotkou REP-rayt-REP
a inzerénimi sekvencemi rodiny IS200/IS605 jsem vyslovil hypotézu o RAYT proteinech
jakozto nukledzach stépicich a diseminujicich REP sekvence. Mobilni ptivod a transponibilni
povaha REP elementti nabizi relativné jednoduché vysvétleni jejich typickych vlastnosti,

napft. vnitro- a mezidruhové variability, a vzniku unikatnich struktur BIME elementd.
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Nunvar J, Licha I, Schneider B:

Evolution of REP diversity: a comparative study.

BMC Genomics 2013, 14:385

Elektronicka verze publikace: http://www.biomedcentral.com/1471-2164/14/385

Cely text publikace v tisténé podobé prace: Pfiloha ¢. 2

IF2012= 4.397; bez cita¢nich ohlast

V této praci analyzuji diverzitu REP elementti s ohledem na evoluci hostitelskych
bakterii a zkoumam vliv RAYT proteinti, pravdépodobné zodpovédnych za mobilizaci REP

elementti, na evolucni distribuci a celkovou pocetnost téchto repetitivnich sekvenci.

Analyzoval jsem sadu genomovych sekvenci dvou fylogenetickych linii
environmentalnich bakterii — fluorescentnich pseudomondd a stenotrofomonad. Tyto
skupiny byly zvoleny z dtivodti dostate¢né vysokého mnozstvi pfec¢tenych kompletnich
genomovych sekvenci, vysokého poctu pfitomnych sekvencnich tfid REP elementii
a asociovanych RAYT proteinti a také kvtili jejich biotechnologickému, biokontrolnimu

a klinickému vyznamu.

Celkova diverzita REP elementti sestava z 22, resp. 13 unikatnich sekven¢nich tfid
a s nimi asociovanych genti RAYT proteinti. Casto se vyskytuje nékolik tiid REP elementt
spole¢né v jednom bakteridlnim kmeni. Distribuce jednotlivych sekvenénich tfid vykazuje
znacénou variabilitu v ramci fylogenetickych linii hostitel(i i mezi nimi a jejich cetnost
pozitivné koreluje s piitomnosti pfislusnych RAYT proteinti. Syntenni analyza detekovala
opakovana nahrazeni REP elementti asociovanych s RAYT geny jinou sekvenc¢ni tfidou, aniz
by doslo ke zméné chromozomalni lokalizace genu. REP elementy obou bakteridlnich
skupin vykazuji charakteristické sekvencni rysy (molekuldrni apomorfie) a asociované

RAYT proteiny tvori monofyletické skupiny.

Vysledky implikuji dlouhodobou pfitomnost systémtt RAYT/REP v genomech obou

fylogenetickych linii a naznacuji jejich moznou vyhodnost pro hostitelské bakterie.
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Nunvar J, Dfevinek P, Licha I:

DNA profiling of Stenotrophomonas maltophilia by PCR targeted to its
species-specific repetitive palindromic sequences.

Letters in Applied Microbiology 2012, 54(1):59-66

Elektronicka verze publikace: http://onlinelibrary.wiley.com/d0i/10.1111/].1472-765X.2011.03172.x/abstract
Cely text publikace v tisténé podobé prace: Ptiloha ¢. 3

IF2012= 1,629; bez cita¢nich ohlasti

Tato prace se zabyva vyuzitim druhoveé specifickych REP element(i v genomech
bakterii Stenotrophomonas maltophilia pro genotypizacni tcely. Genotypizace je nutna pro
urceni pribuzenskych vztaht izolatt z klinickych nebo environmentalnich vzorki,
ev. determinaci jejich klonalni spfiznénosti. Je s vyhodou, pokud je pouzitd metoda rychla
a jednoduchd na provedeni. S. maltophilia je velmi variabilni na genetické arovni a geneticka

struktura jeji metapopulace je stdle predmétem badani.

Diky vysokym cetnostem REP elementti se mohou vyskytovat dvé kopie ve
vzajemné blizkosti a inverzni orientaci, cehoz lze vyuzit pro amplifikaci mezilehlého tseku
pomoci PCR reakce, vyuZzivajici jediny primer komplementarni k REP elementtim
(SmrepPCR). Porovnani amplikont ziskanych pomoci SmrepPCR poskytlo odhad
pribuznosti izolatt, ktery velmi dobie koreloval s jejich fylogenetickou pfibuznosti
(vyvozenou z nukleotidovych sekvenci esencidlniho genu gyrB). Klonalita izolata
s identickymi SmrepPCR amplikony byla potvrzena porovnanim jejich makrorestrikénich
profilti. SmrepPCR je tak casové a finan¢né nenarocnou metodou vyuZitelnou v populacni

genetice S. maltophilia.

Veskeré analyzy a experimenty publikované v uvedenych tfech publikacich jsem navrhnul

a provedl samostatn€, rovnéz jsem sam sepisoval ptivodni rukopisy. Tereza Huckova, druha
autorka prvni publikace, poskytla inspiraci pro analyzu genomu S. maltophilia, jez vedla

k objevu RAYT proteinti. Role senior autorti spocivala v odborném vedeni

a pfipominkovani rukopist.
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4. DISKUZE

REP-asociované tyrosinové transponazy

StéZejnim tématem této prace jsou RAYT proteiny (angl. REP-associated
tyrosine transposases) (Nunvar et al. 2010). Tyto proteiny jsou vzdalené ptibuzné
Y1 transpondzam inzerénich sekvenci rodiny 1S200/1S605, s nimiz sdileji podobnou
délku a konzervované aminokyseliny v jejich primarni struktufe — katalyticky
tyrosin a HUH motiv (Kap. 2.2.2.2.). RAYT proteiny jsou charakteristické
usporadanim svych gent, které jsou z obou koncti obklopeny jednim nebo nékolika

REP elementy (Kap. 2.3.4.2.) v inverzni orientaci (Obr. 18).
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Obrazek 18: Usporadani genti koédujicich IS200/1S605 transponazy (A) a RAYT proteiny (B).
Barevnymi plnymi Sipkami jsou znazornéné palindromické sekvence. PIné a prazdné obdélniky znaci
parujici tetranukleotidy u IS200/1S605 transponaz (vzdy stejnou barvou). Obecna struktura REP

elementu je rozvedena na roven jednotlivych vlaken DNA.

U bakterii je fyzicka asociace nukleotidovych sekvenci (nejen genti) znakem
jejich funkéniho propojeni. Typickymi pfiklady jsou operony jakoZto shluky genti
stejné drahy nebo funkce, ale i napt. CRISPR lokusy (Kap. 2.3.2.). Transponazy
inzercnich sekvenci rovnéz rozpozndvaji a stépi sekvence pfitomné v blizkosti jejich
gent, ¢imzZ si tyto sobecké elementy zajiStuji svoji mobilitu. Typem rozpoznavané

DNA u inzerc¢nich sekvenci rodiny 1S200/IS605 jsou palindromy v jednofetézcovém
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stavu, kdy zaujimaji konformaci vlasenky. Pfitomnost palindromu v sekvenci je
definujici vlastnosti REP elementti (Tab. 4). Na zakladé vySe uvedenych faktt jsem
vyvodil, Ze RAYT proteiny jsou nukledzy specificky stépici REP elementy. Tento
predpoklad byl ndsledné experimentalné potvrzen tymem Dr. Michaela Chandlera
pti pokusech in vitro, jez vyuzivaly purifikovany RAYT z E. coli a jednoretézcové
sekvence sousedici s rayt genem, jejichZ soucastmi byly REP elementy. Pfitomnost
vlasenky a konzervovaného tetranukleotidu GTAG, jenz je obligatni soucasti REP
elementti sousedicich s rayt geny (Nunvar et al. 2010), se ukazaly jako nezbytné

podminky pro Stépeni (Ton-Hoang et al. 2012).

Funk¢ni a evolucni vazba mezi RAYT proteiny a REP elementy

Kromeé asociace jejich genti s REP elementy jsou RAYT proteiny definovany
pfitomnosti vysoce konzervovanych sekvenénich motivii, které chybi u IS200/IS605
transponaz (Nunvar et al. 2010). Dalo se pfedpokladat, Ze tyto motivy budou
souviset s vazbou REP elementti. Nejkonzervovanéjsim v ramci sekvenci REP
elementti je tetranukleotid GTAG (Tab. 4). Nedavno publikovana struktura RAYT
proteinu z E. coli v komplexu se substratovou REP vlasenkou (Messing et al. 2012)
ukdzala, Ze motivy specifické pro RAYT proteiny se z velké ¢asti ti¢astni praveé
vazby tetranukleotidu GTAG. Jedna se o invariantni N-koncovy threonin
a C-koncovy segment o sekvenci W,Q,x,x,F/Y,x, W/H/F,D/E,H/R,x,I/L/V,R,x,D/E
(Obr. 19).

Tyto GTAG-vazebné aminokyseliny jsem nalezl v sekvencich vSech RAYT
proteind, jez jsem dosud identifikoval (stovky proteinti, pfevazné neanotovanych),

bez vyjimky (vlastni nepublikovana data).
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Obrazek 19: Interakce aminokyselin RAYT proteinu z E. coli (vyznaceno obdélnikem) se substratovou
DNA ajejich konzervovanost. V alignmentu reprezentativniho vzorku RAYT proteind (nad ¢arou)

a kanonickych 1S200/IS605 transponaz (pod ¢arou) jsou pozice aminokyselin interagujicich

s palindromem, GTAG tetranukleotidem a dvojmocnym kationtem vyznaceny Sipkami pfislusnych
barev. Konzervované aminokyseliny jsou zvyraznéné: modre (specifické pro RAYT proteiny), zluté

(specifické pro IS200/IS605 transponazy), zelené (sdilené obéma skupinami).

Podle Nunvar et al. 2010; Messing et al. 2012

Charakteristickym znakem funkéné propojenych entit je koevoluce,
tj. obdobny pribéh evoluce obou partnerti, v niZ se odrazi jejich vzajemny vztah.
Typickym pfipadem koevoluce na organismalni tirovni jsou systémy parazit-hostitel

(Schulte et al. 2010). Na suborganismalni, molekuldrni arovni dochdzi ke koevoluci
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mezi interagujicimi proteiny (Clark et al. 2011) nebo mezi proteiny a nekédujicimi
sekvencemi DNA, coZ je napiiklad pfi¢inou skupinové-specifickych charakteristik
terminalnich repetic inzer¢nich sekvenci (Kap. 2.2.2.). Obdobny typ koevoluce
patrné probihd mezi RAYT proteiny a jim pfisluSejicimi REP elementy. REP
sekvence tf1 bakterialnich evolucnich linii (enterobakterii, stenotrofomonad

a fluorescentnich pseudomonad) vykazuji skupinové-specifické charakteristiky, jako
je celkova délka palindromu, pfitomnost pfidatnych sekvenci vedle palindromu,
preruseni palindromu nebo dimorfismus REP sekvenci (Tab. 5). RAYT proteiny,

asociované s REP elementy kazdé skupiny, tvofi vZdy monofyletické linie (Nunvar

et al. 2010; Nunvar et al. 2013). Pfibuznost REP sekvenci tak odrazi pfibuznost

asociovanych RAYT proteind a patrné vypovida o specifickych pozadavcich na

rozpoznavani ¢i stépeni substratové DNA REP elementt RAYT proteiny.

enterobakterie

stenotrofomonady

fluorescentni pseudomonady

GTAGGCCCGGTAAGCGAAGCGCCACCGGGC
GTAGGCCGGATAAGGCGCTTGCGCCGCCATCCGGC

GGTGGGTGCCGACCGTTGGTCGGCAC

GTGGGAGGGGGCTTGCCCCCGAT

GTAGGGCGGGTAAGCGGAGCGCACCCGCC
GTAGGGTGGGTAAGCGCAGCGCACCCACC

GGTGGGTGCCAACCTTGGTTGGCAC

GTGGGAGGGGGCTTGCTCCCGAT

GTAGGACGGATAAGGCGTTCACGCCGCATCCGGCA
GTAGGCATGATAAGACGCGCCAGCGTCGCATCAGGCA

GTAGWTGCCAACCTTGGTTGGCA

GTAGGAGCYGGCTTGCCRGCGAA

GTAGGCCGGATAAGGCGTAGCCGCCATCCGGC
GTAGGCCGGATAAGCAACGCGCCATCCGGC

GTRGATCCACGCCATGCGTGGAT

GTAGGAGCCGGCTTGCTGGCGAT

GTAGGCCCGGCAAGCGCAGCGCCGCCGGGC
GTAGGCCGGATAAGGCGAAGCCGCCATCCGGC

GTAGAGCCACCCCATGGGTGGCT

GTGGYGAGGGGATTTATCCCCG

GGTAGAGTCGACTGTTAGTCGACT

GTGGCGAGGGGGCTTGTCCCCCG

GTAGMGCCGGGYTCTRCCCGGCK

GTGGCGAGGGGGCTTGCCCCCG

GGTAGTGCCGGCCGCTGGCCGGCA

GTGGGAGCGAGCTTGCTCGCGAT

TGTAGAGCCGAGCCCATGCTCGGCT

GTGGGAGCGGGCTTGCTCGCGAA

GGTAGCGCCGGGCCATGCCCGGCG

GTGGGAGCGAGCYTGCTCGCGAA

TGTAGAGTCGAGCCATGCTCGACT

GTAGGAGTGAGCCTGCTCGCGAT

GTAGAGTCGAGCTTGCTCGACT

GTGGGAGCTGGCTTGCCTGCGAT

GTAGAGCCGACCGTTGGTCGGCT

GTGGGAGCGGGCTTGCCCGCGAT

GTGGGAGCTGGCTTGCCAGCGAT

GTGGGAGCCAGCCTGCTGGCGAT

GTGGGAGCTAGCCTGCTAGCGAT

GTGGCGAGGGAGCTTGCTCCCGCT

GTAGGAGCGAGCYYGCTCGCGA

GTRGGAGCAAGGCTTGCCCGCGAT

GTAGGAGCTGCCGAAGGCTGCGAT

GTAGGAGCGAGGCTTGCCCGCGA

GTRGTGAGCGGGCTTGCCCCGCGCT

Tabulka 5: Porovnani sekvenci REP elementti u riiznych fylogenetickych skupin bakterii.

Palindromické casti sekvenci jsou tucné a podtrzené. Konzervovany tetranukleotid je zvyraznén sedeé.

Zkratky variabilnich bazi jsou v souladu s nomenklaturou IUPAC.

Podle Nunvar et al. 2010; Nunvar et al. 2013

48




Cis-mobilizace REP elementu

Nékolik pozorovani, jez budou diskutovana niZe, naznacuje, Ze REP
elementy, sousedici s rayt geny, mohou byt preferen¢né multiplikovany
a diseminovany po hostitelském chromozomu. Tato tzv. cis-mobilizace je jev typicky
pro mnoho transponibilnich elementti (Adams et al. 2006) a souvisi s prostorovym
sprazenim transkripce a translace v prokaryotické burice, jez postrada oddélené
kompartmenty. Nové syntetizovana transponaza ma proto vysokou Sanci, Ze se
dostane do kontaktu s terminalnimi sekvencemi jeji vlastni inzeréni sekvence.
Vzhledem k asociaci mezi rayt geny a REP elementy (Obr. 18) tak miize podobné
dochazet k jejich cis-mobilizaci. Stejné jako u transpondz inzer¢nich sekvenci rodiny
IS200/1S605 je substratem Stépici aktivity RAYT proteinu jednofetézcovd DNA (Ton-
Hoang et al. 2012). Zvlastnosti jednofetézcové transpozice/mobilizace je pfenos
"poloviny", tj. jednoho vldkna DNA daného elementu (komplementarni fetézec neni
vysStépovan a zlistava v pavodni pozici). Tento proces tedy mtiZze byt replikativni

a vést k multiplikaci REP elementti.

Pro cis-mobilizaci svéd¢i vyrazné kolokalizovana distribuce REP elementti
v genomech nékterych bakterii. Zde se vyskytuje znacna cast z celkového poctu REP
sekvenci pravé v oblasti chromozomu, kde se nachazi rayt gen (Nunvar et al.
2010 a dalsi nepublikované pfipady). U osekvenovanych pfibuznych téchto bakterii
se RAYT proteiny nevyskytuji, z ¢ehoz I1ze soudit, Ze pfitomnost téchto rayt genti je
dtisledkem horizontalniho prenosu do hostitelskych bakterii. Pokud by se po
prenosu preferencné multiplikovaly REP elementy v blizkosti rayt genu, vedlo by to

k pozorované vyrazné kolokalizaci.

V publikaci Nunvar et al. 2013 jsem analyzoval zavislost abundance rtiznych
typtt REP sekvenci na pfitomnosti RAYT proteinti s nimi asociovanych. K tomu
ucelu jsem zvolil dvé fylogenetické skupiny gamaproteobakterii — stenotrofomonady

a fluorescentni pseudomonady, jeZ vykazuji nejvyssi diversitu REP elementti (¢asto
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se vyskytuje nékolik sekvencnich typti v genomu jednoho hostitelského kmene).
Nejcetnéjsi sekvencni tfidy byly zpravidla asociovany s pfisluSnym rayt genem, coz
pravdépodobné svéd¢i o jejich specifické cis-mobilizaci. Zajimavé bylo zjisténi, Ze
pomeérné casto dochazelo u obou bakteridlnich skupin k nahrazeni REP elementti
asociovanych s danym rayt genem jinymi REP elementy odliSnych sekvenci, nebot
ortologni a syntenni (tj. s totoZnou chromozomalni lokaci) rayt geny byly u rtiznych
kmenti asociovany s rtiznymi, byt blizce pfibuznymi, REP sekvencemi. Pro tento jev
jsem zavedl pojem orthoswitch (angl. orthologous REP switch). A¢ o presném
mechanismu, jenz by orthoswitch zptisoboval, 1ze jen spekulovat, je jisté, Ze

k tomuto fenoménu dochdzelo opakované a ze se jedna o zptisob zvySovani

variability REP sekvenci.

RAYT proteiny se rovnéz mohou uplatiiovat pfi vzniku a Sifeni BIME,
agregatli REP elementt s enigmatickou strukturou (Kap. 2.3.4.2.). Opakujici se
jednotka v BIME vZdy obsahuje dvé REP sekvence v navzajem inverznim
usporfadani (Obr. 15), coz pfipomina jejich pozici na obou koncich rayt genu, kde se
nadto casto vyskytuji pfidatné inverzni REP elementy. Katalytické ptisobeni RAYT
proteinti nabizi relativné predstavitelnou moznost vzniku BIME (jeden z moznych
scénarli je prezentovan v Nunvar et al. 2010 , dalsi v Ton-Hoang et al. 2012). Dale se
v BIME, v ramci sekvenci vimezefenych mezi REP elementy, mohou vyskytovat
3’-terminalni fragmenty rayt gent (Obr. 20). To dokazuje, Ze tytéZ procesy, cilené na
REP elementy v blizkosti rayt genti, mohou vést k formaci BIME. Vzhledem k tomu,
ze BIME elementy se vyskytuji u mnoha bakterii, u nichz byly detekovany REP

sekvence (Nunvar et al. 2010), mechanismus jejich vzniku je patrné konzervovany.
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Obrazek 20: Inkorporace 3’-konce rayt genti (Sedé Sipky, resp. jejich casti) do BIME u rtaznych

bakteridlnich druhti. REP elementy jsou znazornény vlasenkami.

Podle Ton-Hoang et al. 2012 (tam upraveno z Nunvar et al. 2010)

Pokud pfijmeme teorii cis-mobilizace REP elementi RAYT proteiny, mtZeme
relativné snadno vysvétlit dva typické rysy téchto repetitivnich sekvenci: druhovou
specificitu a vysokou cetnost v hostitelskych genomech. Za predpokladu, Ze
"stavajici" REP sekvence v priibéhu evoluce degeneruji v disledku hromadéni
mutaci, je nutné katalytické ptsobeni RAYT proteint, vedouci k diseminaci REP
variant, jez sousedi s jejich pfislusnymi geny. Diverzifikace sekvenci téchto REP
element(i (mechanismem typu orthoswitch), fixovana pfi speciaci hostitelskych

bakterii, by pak vedla k jejich druhové-specifickému vyskytu.
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RAYT proteiny jako domestikované transponazy

U eukaryotnich organismi, pro néz je typicka vysoka abundance a diversita
transponibilnich elementt, bylo popsano mnoho ptipadti, kdy doslo k pfizptisobeni
transponaz jinym bunéénym funkcim nez mobilizace prislusnych elementti. Tento
jev se nazyva domestikace nebo neofunkcionalizace (Alzohairy et al. 2013),

ev. exaptace (Feschotte a Pritham 2007) transponaz.

Na RAYT proteiny lze, diky sekvenénim homologiim (Obr. 19), nahliZet jako
na vzdalené pribuzné Y1 transpondz inzercénich sekvenci rodiny IS200/1S605. RAYT
proteiny vSak nevykazuji chovani typickych transpondz, nebot se v hostitelskych
genomech vyskytuji vyhradné v jedné kopii (Nunvar et al. 2010). Evolué¢ni predek
RAYT proteinti pravdépodobné ztratil funkci transpozice, namisto toho se u néj
vyvinula schopnost diseminovat REP elementy. Je zajimavé, Ze v evoluci
fluorescentnich pseudomonad a stenotrofomonad o¢ividné doslo nezavisle na sobé
k radiaci RAYT proteinti, spojené s rapidni diverzifikaci REP elementti a jejich
proliferaci aZ na uroven stovek nebo dokonce tisicti kopii v jednom hostitelském
kmeni (Nunvar et al. 2013). Je zfejmé, Ze vyssi pocty REP elementti jsou bakteriemi
nejen tolerované, ale patrné i dochdzi k jejich pozitivni selekci. Tato radiace REP
elementi a RAYT proteinti se mohla podilet na evolucni tispésnosti bakteridlnich
hostitelt, vzhledem k popsanym funkcim REP elementti (jejich blizkého inverzniho
dimeru typu REPIN, coz je predominantni forma u obou bakterialnich linii —

Kap. 2.3.4.2.), nejcastéji v regulaci transkripce (Kap. 2.3.4.3.). RAYT proteiny tak
pravdépodobné predstavujijeden z prvnich a zaroven nejvyznaméjsich popsanych

pripadti domestikace transpondz u prokaryot (Chandler et al. 2013).
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Vyuziti REP elementt v genotypizaci S. maltophilia

Jiz dvé dekady se v genotypizaci bakterii vyuziva PCR cilenda na REP
elementy E. coli (Kap. 2.3.4.4.). V ramci tieti prace (Nunvar et al. 2012) jsem vyvinul
protokol pro genotypizaci izolatti druhu S. maltophilia, jez je zaloZena na
polymorfismu druhové specifickych REP elementti této bakterie. Analogicky
s ptvodni REP-typizaci (Versalovic et al. 1991) vyuziva tato nova metoda,
pojmenovand SmrepPCR, primery komplementarni k REP sekvencim. Reakce vzdy
probihaly s vyuzitim jediného primeru, ¢imz dochéazelo k amplifikaci DNA mezi
inverzné orientovanymi REP elementy. Metoda byla testovdna na souboru 34 izolatt

klinického a environmentéalniho ptavodu.

PrestoZe se jednd o metodu nendro¢nou na ¢as a material, poskytovala
SmrepPCR hodnotné vysledky. Podle podobnosti profilti amplifikovanych
fragmentti bylo mozné presné urcit, do jaké evolucni linie v rdmci druhu
S. maltophilia dany izolat patfi. V tomto ohledu bylo pouZiti SmrepPCR vyhodnéjsi
nez makrorestrikéni analyza, jeZ vykazovala pfiliSny rozptyl profilii restrik¢énich
fragmentt (Obr. 21). Je moZné, Ze tato prekvapivé vysoka variabilita restrikénich
profilti souvisi s velmi variabilnim rozloZenim genomovych ostrovii u S. maltophilia
(Rocco et al. 2009). REP elementy se u této bakterie vyskytuji jen v core genomu

(Kap. 2.3.4.1.), coz mtliZze vysvétlovat vyssi konzervovanost SmrepPCR profilti.

Dale bylo mozné pomoci SmrepPCR spolehlivé urcit klonalni spfiznénost
environmentalnich kmend, izolovanych z téZe lokality. V jednom pfipadé byla
SmrepPCR dokonce citlivéjsi neZ makrorestrikce a odliSila kmen env8 od klonalni
dvojice env2 a env3, zatimco jejich makrorestrikéni profily byly stejné. Tento

vysledek patrné svéd¢i o recentnim pohybu REP elementti.
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Obrazek 21: Porovnani fragmenttit DNA ziskanych makrorestrikci genomové DNA a amplifikaci
pomoci SmrepPCR (s vyuzitim primertt DIR a REV, jez jsou vzdjemné komplementarni). Profily
fragmentti byly rozdéleny agarézovou elektroforézou a sefazeny podle podobnosti v programu
Bionumerics. Skupiny izolat(i podle pfibuznosti nukleotidovych sekvenci genu gyrB (popis vpravo)
jsou oddéleny pferusovanymi ¢arami. DNA kment envl,env4,env5,env? a env9 se v pritbéhu

elektroforézy makrorestrikénich fragmentt nespecificky degradovala, jejich makrorestrikéni profily

proto nejsou v obrazku zahrnuty.

Podle Nunvar et al. 2012
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Perpektivy studia RAYT proteinii a REP elementii

Dosud nebyla zcela experimentalné prokazana role RAYT proteinti
v mobilizaci a multiplikaci REP elementti. V tomto sméru probiha experiment
v laboratofi P. B. Raineyho, ktery porovnava genomové sekvence populaci divokého
kmene P. fluorescens a jeho delecnich mutant v rayt genech po ro¢ni simulaci evoluce
v laboratori, s cilem detekovat inzerce a delece REP elementti a dokazat
podminénost téchto udalosti pfitomnosti RAYT proteint (Bertels 2012). Dalsi
dtileZitou nevyfesenou otdzkou je vznik unikatnich struktur BIME, na tomto tématu
se pracuje v laboratofi Micka Chandlera (Ton-Hoang et al. 2012). Prostor
k zajimavym zjisténim nabizi téZ porovndni shodnych a rozdilnych ryst
v mechanismech vazby a $tépeni substratové REP DNA mezi rliznymi, evolu¢né

odlisnymi RAYT proteiny.
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