Y a S transpozony

O Transpozony obsahujici transponazy podobné serin a tyrosin
rekombinazam (Fagové integrazy)

NizSi specifitu nez fagoveé integrazy

Cirkularni intermediat — heteroduplexni sekvence (6 bp)
Netvofi primé repetice

RecA nezavislé

Kovalentni vazba pfes tyrosin/serin v aktivhim centru rekombinazy
Tyrosin na jednom viakné
Serin na obou vlaknech

Tyrosin - Tn916
Serin — 1S607

Nigel D.F. Grindley , Katrine L. Whiteson , Phoebe A. Rice

Annual Review of Biochemistry. Volume 75, Page 567-605, Jul 2006


http://arjournals.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.biochem.73.011303.073908
http://arjournals.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.biochem.73.011303.073908
http://arjournals.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.biochem.73.011303.073908

Y2 (RC) transpozony — ISCR elementy

o Transponazy premistuji DNA mechanismem
valivé kruznice (rolling-circle)
= 2 tyrosiny v aktivnim centru transponazy
= Podobné relaxazam konjugativnich plazmidu
= Odlisna sturktura od DDE Tn

Nemaji inversni repetice na koncich elementu
Duplikuji se béhem transpozice

= Mechanismus transpozice neni zcela objasnén
Jednoretézcovy stép na konci Tn - blizko ori mista
Kovalentni vazba na jeden tyrosin
Volna 3-OH skupina slouzi jako primer pro polymerazu
Odstranéné vlakno je transponovano

= IS91, 1S200/1S605




s Transposon DNA

m Newly replicated transposon DNA

Prehled mechanismt

O Exposed 3’ OH nucleophile

V4 sites of target cleavage

°
tr an S O z ;1( ( | Excision site from donor DNA
® Phosphotyrosine covalent linkage of tyrosine recombinase

@ Phosphoserine covalent linkage of serine recombinase

o Srovnani mechanismu transpozice DDE, RC, Y, S

DDE transposons Rolling-circle Y transposons S transposons
(Y2) transposons
D DNA R , ez I o s
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Konjugativni transposony

Transposony G+ bakterii

O

O
O
O

jsou schopny intercelularni transpozice
vyskytuji se hlavné u rodu Enterococcus a Streptococcus, Bacteroides
fenotypovy projev je resistence k antibiotikim (Trc)

hlavni zastupce: Tn916 -18 kb, Trc(TetM) Enterococus faecalis
CTnDOT - Trc, Bacteroides)
Tn1545 - 25 kb, Trc, Ery, Kan)

lokalizovany na chromosomu, pfi pfemistovani vznika prechodné kruhova
forma, ktera nema schopnost replikace

kédovany funkce, které jsou schopny jej pfenést do druhé bunky konjugaci
podobnému procesu

specifické misto oriT, slouzi jako zaCatek konjugativniho pfenosu
coupling sequences, ohranicuji transposon, nejsou identické, podili se na
vystfizeni

v novém hostiteli opét dochazi k transpozicni inzerci do chromosomu

frekvence prenosu je od 109 do 10 (zvySuje se pfi nizkych koncentracich
kodovaného antibiotika)



Konjugativni
transposice

A Tn976

orf8
int  xis orfé
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Konjugativni
transposice




O Objeveni

= PFi sekvenacnich projektech podrobnou analyzou multiresistencnich plazmidu a
transposond.

= Vv evoluci pravdépodobné slouzily k rozSifovani determinant resistence k
antibiotikim pfipadné i dalSich genu
O Vlastnosti

= Mohou mistné specifickou rekombinaci integrovat dalSi geny pro resistence,
pokud se tyto nachazeji v cirkularni formé a obsahuji sekvenci nezbytnou pro
reakci mistné specifické rekombinace ,attC site”

= Mohou také gen pro resistenci vyrekombinovat a ten se maze Sifit dale

O Struktura
= Integrony se skladaji ze dvou konservovanych segmentl, mezi nimiz mohou byt
integrovany variabilni segmenty- genové kasety - nejCastéji kodujici resistence k
antibiotiktm.
= Konservované segmenty byly s ohledem na orientaci transkripce genu pro
resistenci oznaCeny jako 5°- a 3°- koncovy segment.




int 0#4’ sull orfs

-

o < /1 H>
IR P(P2) IR
s
int dhir orf4 sull orfs
i3 < VA =// H>
IR P(P2) IR
L
Typ transposonu
int aadA orf4 sull orfs
obsahuiji fagove integrazy In2 <H VA = (157326 [ 151353 ] H>
! ey e IR P(P2
P misto — mistné specificka Tn2i *D R
rekombinace
Tn27 int  Phage-like integrase

sull  Sulfonamide resistance
dhfr  Trimethoprim resistance

aadA  Streptomycin and spectinomycin resistance
7] GTT

E 59-bp element

. Sy P(P2) Strong promoter
Puvod — chromosomalni

superintegrony — Vibrio cholerae

VCR (V. cholerae repeats): >85% identical (121-123 nucleotide RYYYAAC — GTTRRRY
- - - s> e
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fa—— — 130 kb, 3 f the genome, 179 cassettes -




5°-koncovy segment koduje mistné specifickou rekombinazu (Int),

= je pfibuzna fagovym integrasam.
Tento segment také obsahuje promotorovou oblast pro integrované genové
kasety, které vétSinou vlastni promotor nemaji

integrasy jsou rozdélovany do tfi tfid podle charakteru rekombinas.
Rekombinazy jsou identické asi z 50%.)

3’-koncovy segment obvykle obsahuje gen pro resistenci k sulfonamidim
(sull) a dalSi otevreny C&teci ramec (tfida 1) nebo s neznamou funkci.

Integrované kasety gena koduji resistence k aminoglykosidovym
antibiotikiim, beta-laktamovym antibiotikim, trimethoprimu, chloramfenikolu
atd.

«int dhfr . orf4 sull orfs
n3 < V/ = H>
IR P(P2) IR
Ly
int aadA orf4 sull - orfS;
n2 <G I/ E=// | 157326 [ 157353 ] H>

m_, R P(Pa’

Tn21 IR



Mechanizmus integrace

O Primarni integron obsahuje pouze integrazu a att misto

O Muze integrovat rezistentni kazetu s attC mistem

| | Resistance gene
| |cassette 1

attC

Resistance gene
cassette 2
| >
Pe

ant2’




Integrony - integrace

2
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O OO o0

velké DNA elementy integrované do chromosomu
nesou klastry genu umozniujici bakteriim osidlovat specificka prostfedi
mohou byt velké nékolik stovek kb a obsahovat stovky genu
nemusi byt vzdy v celé populaci jednoho kmene (pathogenni kmeny)
Koduji tyrosinové a serinové transponazy
= nékdy nefunkcni
= insertuji se do hostitelské DNA, preferenéné do tRNA genu
Jsou ohraniCeny kratkymi repeticemi — primé i inverzni
= podileji se integraci a excisi
mohou se premistovat intercelularné —
= vyuziti satelitnich virl (excise, replikace, maturace do fagovych partikuli)
= konjugativnimi plazmidy, nékteré maji vlastni konjugativni schopnost
,Codon usage” a G+C zastoupeni je odlisné od hostitele
pfrednostni inserce pobliz t-RNA genu, ¢ast t-RNA duplikovana



,—{ Pathogenicity Island ]| // I

tRNA  int vird  virB mohA AmobB
—El T[T/ / 0 T pathogenic
DR DR
tRNA
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Pathogenni ostrovy

0 Genomové ostrovy nesouci geny zpusobujici virulenci
= Geny pro adhezi, toxiny, transport zeleza, sekreCni systémy
O Zatim nejsou zmapovany vsechny
= Geny pro iron scavenging u Yersenie ve zvirecich hostitelich
HPI . — Yersinia pestis - patogenni geny
= Geny kodujici sekre€ni systém typu IV, (cag) sekretujici toxin u
Helicobacter pylori

m SaP11 patogenni ostrov Sfaphylococcus aureus — gen pro toxin.
Pouze ty organismy, které maji toxin mohou vyvolat nemoc

Jediny u kterého byl dokazan zpusob pohybu — parazit faga 80a — obdoba P4 a
P2

Sap11 je zcela zavisly na fagovi i v tvorbé fagovych partikuli
m SSCmec - Staphylococus aureus - rezistence

o Literatura: 1. Hacker a J. B. Kaper. PATHOGENICITY ISLANDS AND THE EVOLUTION OF MICROBES
Annu. Rev. Microbiol. 2000. 54:641-79




Patogenni ostrovy - evoluce

Various
A i crobes
g EPEC, LEE,
S @ S. typhim., SPI1 —
=4h / Former PAI
S 2 fth
& 5 as part of the
P ” UPEC, PAL COTE genome
Y. enterocolitica, HP1 Cod
E. coli, HPI * f./' odon
D. nodosus, vap adaptation
L. tvanowii, LTP1 2 %
H. pylori, Ca g
V. cholerae, VP e Large deletions
5. aureus, SaPl * // of inactivated genes
Y. pestis, HPI
Y. prendotuberculosis, HPL
) . /v Inactivation/Deletion
brkibeel i of mobility genes
moh
IRNM Point mutation
in integrase genes
core
genome Integration of
phages, plasmids time
>

Prevzato: J. Hacker a J. B. Kaper. PATHOGENICITY ISLANDS AND THE EVOLUTION
OFMICROBES Annu. Rev. Microbiol. 2000. 54:641-79




Enviromentalni ostrovy -

O genetické ostrovy nesouci geny pro degradaci xenobiotik
= vytvareni novych katabolickych drah skladanim horizontalne
prenasenych genu (patchworking)
m katabolické geny degradace xenibiotik jsou vdzy na MGE

nejvice studovany plazmidy, pak transposony, posledni dobou genové
ostrovy

mobilni vlastnosti jsou dedukovany ze sekvenci
m clc element - mineralizace chlorokatecholu -
Pseudomonas sp. degradujici 3-chlorobenzoate

schopnost self konjugativniho prenosu v ramci - a y- proteobakterii v
riznych enviromentech

insertuji se do tRNA gent
m Tn4371 -55 bp element - degradace CBR - Ralstonia oxalatica A5

mosaikova struktura nékolika strukturmich bloku, pravdépodobné z riiznych
zdroju

maji tyrosinovou rekombinazu - podobna fagovym integrazam
identifikovan v ostatnich CBP degradujicich organismech
prenos pouze je-li insertovan do plazmidu s Sirokym hostitelskym rozhranim




Degradacni drahy aromatickych uhlovodiki
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O Degradativni drahy pro pfirodni i syntetické molekuly:
A) tfd regulon a pJP4, B) degradace 2,4 D pod regulaci tfd, C) xyl regulon pWWD,
D) Degradace toluenu pod regukaci xyl operonu




Polarni efekt Tnh

o Vneseni P, — ovlivnéni regulace sousednich genu
up stream od Tn inzerce

o Inzerce do klastru genu - ovlivnéni vytvoreni
polycistronni mRNA
= Ovlivnéni i genl downstream od inzerce

= Je-li terminace transkripce - neni mRNA i pro dalsi
down-stream geny
= Neni-li terminace transkripce - nemusi byt RBS

= Vytvareni neprepisované mRNA - nové interakce

A
DNA B c
RNA
Protein S S
A Tn B2 C
DNA ]

RNA

Protein




Regulace gent pro flageliny u Salmonelly

Transpﬂsan Repression
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preskupeni DNA pfi transpozici z
vnitfnich IR u kompositnich transposnu
cast transposonu bez IR je rozlozena
aparatem bunky

zda inverze Ci delece zalezi na spojeni
koncu DNA

m delece - konce na ,stejné” strane,
dojde k rozdeleni fetézce DNA

= inverze - dojde k ,prekfizeni” -
vilakno DNA zustane spojené,
dojde k otoCeni poradi genu

mozno pouzit na pripravu deleci

(D Double-strand breaks at inside
ends (i and ii) of transposon Tn70

() staggered break (I and 11 in target DNA

5

(3 Tet" gene is destroyed

Deletion

@ Ends | and i and ends
Il and ii are joined

E S D (®Ends | and ii and ends
[ a1 Il'and i are joined
li C
A B
Inversion

A D CB E




Inverzni transposice

O a) transpozice z vnéjSich

IR
= dojde k transpozici

Tet resistence
O b) transpozice z vnitfnich

IR
= dojde k transpozici

plazmidu s ori |
ampicilinovou

resistenci
O vytvareni novych
transposonu

2L

< (®)

/4 0LS]

(@)



Inverzni transposice — vytvafeni plazmidua
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Prilehlé delece a inverze - replikativni

O Prilehlé delece a inverze vznikajici pfi replikativni transpozici

o A)-delece
= B)- inverze

@Staggered cuts 5 bp

apart in target DNA

©) (@ Single-strand cuts at

N r's outside ends of Tn3

ot

(@ Ligation of Tn3 ends
to target ends

@3 en dSP m replication
through T

@f@

'

Cointegrate
res

@Re omh t at res (=)
ihbsgrate

% 5-bp duplicated sequence
© flanking Tn3 insertion
into target DNA




O Presné Ci nepresné
excise TE —

m pfireplikaci, kdy TE
vytvori palindrom (zcela
nebo CastecCné).
ve frekvencich 10 az 101

= pri pfesné dojde k reversi
mutace

m pfi nepresné inserce Casti
transposonu
tandemové duplikace
primych repetici

\A\ B Tn C
29
—_—

Direction of replication

/ \ A
A A
B B
-~ C T = C
A B C 1} B C
A B = C A B C




Direct repeats \\ Inverted repeats \

Al

Pairing of direct repeats

'* I

Hecombination releases
material between repeats
as circular molecule

Inverted repeats pair

N

Inverted region /




Direct repeats
— e

mechanismus delece

Inverted repeats
> > -

mechanismus inverze




Duplikace a delece genu
O Vznikaji rekombinaci mezi primymi

. . e ’ A B C
repeticemi na jiném vilaknu DNA GCTA GCTA
P _ _ J _ [ |
= vznik duplikace genu mezi CGAT CGAT
. : . T "> Direct repeats A
repeticemi na jednom vlakné
= soudasné dojde k deleci genu N A o %
mezi repeticemi na druhém viakné | — x
. . I I 2
= fenotypové se nerozezna, pouze C
projevuje-li se duplikace genu l"Mlstaken pairing
_ _ o o and recombination
m duplikace jsou nestalé a dochazi k e
rekombinaci a obnoveni " C A C
pdvodniho stavu ' B [P »

Deletion

| l B I




Zaména genu

o Rekombinace mezi
(o] 7 . v 7 .
ruznymi castmi R S A
chromosomu

Ectopic recombination
between nonhomaologous

chromosomes
A B 5 T
- W""
+
Q R D




O Presné Ci nepresné excise TE - vznikaji
= pfi replikaci, kdy TE vytvofi palindrom (zcela nebo Caste€né).
ve frekvencich 109 az 10!
= pfi presné dojde k reversi mutace
= pfi neprfesné inserce Casti transposonu

O Prilehlé delece a inverse - vznikaji

= pfiinverzni transpozici kompozitnich TE, pokud je transpozice iniciovana na
vnitfnich koncich IS elementa.

= pri intramolekularni transpozici, ktera nasleduje po vytvoreni kointegratu
= pfi aberantni transpozici jen na jednom konci TE
O Inversni transpozice - vznikaji

= pokud transposony . tfidy jsou soucCasti malého plazmidu,
pak mohou transponovat plazmid, misto své vilastni sekvence.

O Delece, inverse i duplikace - vznikaji

= pfi homologni rekombinaci mezi dvéma kopiemi TE, pfitomny jak v pfimé Ci
inverzni orientaci a to na jedné molekule Ci jiné molekule DNA




Insercni sekvence archaea

O

IS - prvni 1987 Pfeifer -
Nyni 50 IS rodin - genom i plazmidy, mnoho kopii
Struktura stejna jako u bakterii

= Inverzni repetice, pfimé repetice, transponaza
= VétSinou DDE

Klasifikace podle Tn a repetic -

Halobakterium halobium-inverzni repetice 15 bp a ORF 334 bp
= 10% genomu

Haloferax — ISH51 - pHV2

Methanobacterium - na plazmidech - pFV1- ne v chromosomu

Stejné tridy jako bakterie - IS1, 1S3, 1S4

= Rozsahla distribuce, pres rozdily archaea a bakterie - replikace (DNAG primasa), RNA
polymeraza - cirkularni intermediat

= Probihd HGT bakterie - archaea - asistence proteind archaea pFi expresi Tn

Unikatni pro archaea - ISA1214, 1SC1217, ISH6 - DDE Tn - halofilni
bakterie

RCR a S - téz se zacinaji nachazet - bioinformatické studie
m IS91 a IS200/605 - vzdy téz MITES v genomu - M. burtonii, Sulfolabes, Halobacterium

Zatim pouze sekvence 28 archaea - (2007) - moznost dalsich



Thermococcales

o
< Methanomicrobiales >
anococcales >

N
< Nanoarchaeata > < Crenarchaeota >

< Thermoproteales

< Desulfurococcales >

WIS, ®IS4 mISH;WISE;  1S27; IS30,1S97, MIS110;
WIS256,@15487, MIS630, @1S982MISL3; m IS 200/605/607,

*ISA1214; % |ISMT; 151595, - 1SBst12; %1S1182, + |SHS;
*1S5C1217,

Prevzato: Filée, J. et al. Insertion sequence diversity in archea. Microbiol. Mol. Rev. 2007, 71: 121-157




Insercni sekvence archaea

o ZpUsobuji dynamiku genomu - rekombinaci - pfeskupovani gend,
delece
m Mechanismus udrzovani ,,Uunosného" poctu kopii
= Neaktivni fragmenty IS

o Regulace exprese Tn — malo prozkoumana

= Stejna jako u bakteridlnich Tn (transkrip¢ni iniciace, translacni iniciace a
elongace, frameshifting, ncRNA, mRNA stabilita, interakce s proteiny hostitele)

o MITES - miniature inverted-repeat transposable elements
= poprvé u eukaryot -
50 az 300 bp repetitivni sekvence
Absence Tn ani dalSiho ORFs
= pohyb - neautonomni IS element — malo prozkoumano -
pravdépodobné in trans Tn z jiné ¢asti genomu - Y2 nebo Y,S

o Literatura:

= Brigger, K. et al. Mobile elements in archaeal genomes. FEMS Microbiology Letters 2002,
206:131-141.

= Filée, J. et al. Insertion sequence diversity in archea. Microbiol. Mol. Rev. 2007, 71: 121-157.



Transposony archaea

O Transposony — nebyly zatim objeveny
= Neovéreny kompositni transposon - dva ISMba2 (I1S1)
Ohranicuji 6,912-bp DNA segment
Fe-S oxidoreductasa, a tRNA nucleotidyltransferasa
a 3 necharakterizované geny

mutace v L vnitfni repetici - netransponovatelny jako IS

o Rekombinantni transposony - pro genetické manipulace -

= Odvozené od eukaryotnich - Methanothermobacter
= odvozené od ISH

m ISH2, ISH26, ISH28 - Halobacterium -
Jsou sekvenované
Jsou velmi mobilni

Jsou nespecifické

Gen pro mevinolinovou rezistenci
Klonované do E.coli plazmidu
Problémy -




Unikatni repetitivni elementy

LS Qurmas

I I l | I Lgxieafarr u u ﬂ u

Repeat-spacar
array

o CRISPR - regularly interspaced short palindromic repeats
= nalezeny ve vSech studovanych archaea i jejich plazmidech
m posléze i v nékterych bakteriich
= primé repetice - 4 az 100 kopii oddélené nerepetitivhimi nekodujicimi
useky DNA o stejné sekvenci - 25 az 40 bp (spacery)
= opakovani vytvari klastr

o 7 . O . o]
= sekvence spaceru odvozena od viru a plazmidu -
urcita forma ,paméti® po predchozi expozici fagem
= nékdy asociované z proteiny - vytvareji imunitni ochranu proti virim
mechanizmus neznamy - informace elsnet 2008- mechanizmus znam 2011
= podobné v rGznych druzich - pfenesené HGT
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Introny a inteiny

o Introny I II typu
= Podobné bakterialnim

o Nalezeny v nékterych genech kodujici stabilni
RNA - 16S a 23S rRNA, tRNAs

= Podobné eukaryotickym tRNA - podobné mechanismy
sestrihu

o Nékolik v genech pro proteiny — DNA polymerase
- Methanocaldococcus




Introny a inteiny - bakterialn{

o nekodujici DNA - uprostred kodujici
= vysStépuje se z RNA - introny
= VysStépuje se z proteinu - intein
o Introny I a introny II - podle mechanismu vystépovani
= InI - iniciace stépeni - volny guanosin -
iniciace Stépeni na 5 konci intronu
bakteriofagové geny (T4) a tRNA

pohybuji se - pomoci kodované endonukleasy do stejného mista, jiného
retézce DNA - homing

okoli dllezité pro vystépeni z RNA

= InII - specificky adenin - ,lariat stucture®
Analogicky eukaryotnimu mechanismu
Konjugativni plazmidy a transposony

maturase protein- reverzni transkriptaza - endonucleasa - navodi strukturu

vhodnou pro self-splicing - prepis do DNA a znova zastépeni do
chromosomu

o Inteiny - bakterie az Clovék - iniciacni serin, cystein
Flze &asti proteinu v ramci jednoho genu i riizné ¢&asti jinych gend (i vzdalenych)
Naruseni diesterové vazby OH skupinou z postraniho retézce aa




Introny a inteiny - bakterialni
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