Transpozony - mobilni genetické elementy

=Tvori pravidelnou souwtast genomu prokaryot i eukaryot (az
50% genomu)

*Navozuji mutace gefti (inzeréni inaktivace, polarni mutace,
zmeény exprese gefi)

=Jsou zodpo¥dné za prestavby chromozoni nebo plazmidi
(tvori "p renosneé" useky homologie, podniujici homologni
rekombinace, interakce mezi slozkami genomu)

*Prenaseji nove znaky (nap. AntR, onkogeny) mezi organismy
(horizontalni prenos geli)



Specifické rysy transpozice:

cilova mista nejsou homologicka s misty donorovymi
obvykle dochazi Kk duplikaci prenasSené sekvence, tj.
transpozon zistava i v puvodnim donorovém misté

v misté inzerce se zdvojuji ve stejném sméru sekvence
DNA - transpozon je na obou koncich ohranicCen
primymi repeticemi, coZ je diisledek mechanismu
transpozice

po inzerci transpozonu do cilového mista dochazi k
inaktivaci genu, po excizi transpozonu se funkce obnovuje.

L B
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Zakladni typy transpozona a jejich klasifikace
DNA-transpozony

 Transpozony ,cut and paste”(prokaryota a eukaryota) — &#gni se z
puvodniho mista a Z&enuji se do noveho

* Replikativni transpozony (prokaryota) — Bhem transpozice se replikuji
(jedna kopie @stava v fivodnim mist, druha se objevi v novém mipt

- Konjugativni transpozony (bakterie)- horizontalni prenos

3. Retrotranspozony(eukaryota) béhem transpozice se transkripci
sekvence transpozonu vytvéi RNA, ktera se fevadireverzni
transkripci na DNA, ktera se pak Zkemuje do nového mista

- retroviry,

- retrovir um podobné elementy, retropozony

- retrony (bakterie)



Struktura mobilnich elementu bakterii

Inzeréni sekvence (1S) transponaza

Transposase (402 amino acids)
A

s
17 bp

22 bp

/R
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Bacterial Y ,

chromosome IS10 Bacterial
1329 bp chromosome

Slozené transpozony (Tn)
Transposase Functional 1S10
not functional TetR transposase
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Priklady slozenych transpozo# bakterii
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Rezistence k
antibiotik um:

Kanamycin
Gentamycin
Ampicilin
Tetracyklin
Chloramfenikol

streptomycin



prokaryotické transpozony

Vedle mista
zaclereéni

pFima
repetice

pfima
repetice

obracené repetice

Tn3-element

B tnpR
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Mobilni elementy u kukurice (Ac/Ds)(Elementy B. McClintockové)

Ac element
4.6 kb Autonomni elementy schopné
zajistit vlastni transpozici

CAGGGATGAAA TrTcarcccta «+—— IR o délce 11 bp

Introns

/\

Primary mRNA [ I I I |

Processed mMRNA I

Ds elementy Neautonomni elementy

y/_ schopné transpozice za

>3 . E pritomnosti Ac elementi
Deletions

Ds2d] 1/ """" ... B




Transpozice Ds elementu u kukigice

Funkini gen pro purpurovou barvu obilek

Gen pro purpurovou barvu obilekgouseny
transpozonem

Vyc¢lenéni Ds elementu z genu
zprostedkované transponazou Ac elementu

Znovunabyti funkce genu pro purpurovou
barvu obilek v biikkach, v nichz doslo k
vyclenéni transpozonu.

Nahodnost procesu ¥éneni ma za
nasledek vznik skvrnitych obilek




Transpozony u kukice

Transpozony WAntirrhinum

Figure 21-42 Mosaicism through transposon mutagenesis in corn.
These seeds represent genotypes in which a transposon has inserted
into a gene that produces anthocyanin. Therefore, the cells of these
seeds are predominantly lacking anthocyanin and are yellow; let us
call the genotype AT A". However, during development, the transpo-
son can occasionally exit from the gene, forming a revertant cell of
genotype AA". Cell division will result in a clone of revertant cells and
hence a patch of pigmented cells. The three different rows represent
corn lines in which the transposon exits early (large spots), late (small
spots), or in between (intermediate spots).

Mozaikovitost kvétu je zpausobena
pohyby transpozoni, které jsou
zaclenény do obou alel genu pro
anthokyanin. Vy¢lenéni transpozoni
vede k vytvaeni ¢ervenych sekto#.



Mobilni elementy Drosophila melanogaster - P elementy

P element

2907 bp
A

(

Primary
RNA
transcript

mRNA
(germ
cells)

mRNA
(somatic
cells)

R ExonO Exonl

Exon 2

J

Translational

stop codon
Encodes inactive
>’) transposase

This intron
not removed

Encodes active
transposase

Transpozony navozujici
dysgenezi hybridl

K transpozici dochazi jen v
zarodetnych bunkach, kde se

tvori aktivni transponaza

mariner — rizné
druhy drosofil, aj.




Dysgeneze hybrid G navozena transpozici P-element

Kmen P

Drosophila P'(d' Drosophila P'(Q)

72& A

T Ry

embryo

ln 1’3 v :.

transpozice
elementd P

dereprese transponazy

inzerce elementl P
zpusobl mutace

\
& sterilnl potomstvo
7

Kmen M

P element 2,9 kb

N e

31 bp

Vysoka frekvence mutaci,
chromozomové aberace,
neschopnost tvorby gamet




Mechanismy transpozice

cilovy replikon

cilbvé mist

Y repiiko

- transpozon

transpozice

,cut and paste*

~ transpozon . .
Obr. 403
Konzervativni transpozice Typy transpozice
- intramolekularni
- intermolekularni
donorovy replikon’ _ cilovy replikon

cilpvé rhisto’

anspozice

transpozon -
donorovy replikon

o transpozon
replika (kopie) transpozonu

Obr. 404
Replikativni transpozice



Vznik primych repetici v cilovem mist po zaflenéni transpozonu

123456767 TS 967654321
123456789 E— 067654321

ATGCA
TACGT

Host DNA Torget site

> -

Host DNA

|
(] £TGCA] 23456709 S 967654321 ATGCA NN

I TACGT 123456709 [ 537654321 TACGT I

Target Inverted Transposon Inverted  Target
repeat  repeat repeat  repeat

1) .

’ ~ Cilové misto

Y o ,
Vytvoieni posunutych zlona transponazou ° :zz*:;:zzimi’;“mmm .
4R0:
- :;*fm:‘.,i:iﬁzﬁr;:m
‘|| jmmmsw”[”” |”H”GC.&GCCGTA;:“ihi o
Zadlenéni transpozonu do CIlOVENO MIStA & e st s sieners
P ehorim i vt Blborans
pnmésekvence 18
. (s T,

DoplInéni komplementarnich tuseki
Duplikovana cilova sekvence
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transpozon

donorovy plazmid recipientni plazmid

Tnd §

KO0z
o Transpondza kodovana Tn3

katalyzuje vytvoreni kointegratu
mezi donorovym a recipientnim
plazmidem. Béhem tohoto procesu
se Tnd replikuje, ¢imz v mistech
spojeni kointegratu vznika
kopie tohoto elementu.

kointegrat

Resolvaza kodovana genem tnpR
rozloZi keintegrat rekombinaci
mezi dvéma Tn3-elementy.

@ 20¢

/ \ o Donorovy a recipientni

plazmid se oddéli.
Oba plazmidy nyni
» obsahuji kopii Tn3.

Replikativni transpozicén3

Cointegrate

Vznik kointegratu

Rozklad kointegratu
homologni rekombinaci

— Nova kopie transpozonu



Struktura transpozonu Tn3

Repressor and
resolution protein

(TnpR) Inverted
Inverted Transposase (TnpA) \ p-Lactamase | ooy
repeat, - _ - =
- Internal -
. nterna
resolution res

region

38 bp



Mechanismus replikativni transpozice

Plasmid

Transposase
cleaves target and

/ \\;i> transposon DNA
—== =/

$ Strand invasion

Bacterial L 7/
chromosome /%.7 /

'S

™~ Target site sequence

DNA rep|icution

— ) =

Resolution

F — —//
= /

7/

Cointegrate

e )

v

Target sequence  Transposon integrated



Chromozomova pgreskupeni navozena transpozony
(ektopické intrachromozomové vynény)

= transpozon

chromozom se dvéma stejné
orientovanymi transpozony

A B G D F F G

R0,
o Chromozom vytvafi smycku,
takze transpozony

se mohou vzajemné parovat.

D
G
A B A
deletovana oblast
chromozomu o2
5 | @ Rekombinace mezi
Vi sparovanymi transpozony
e vede k deleci oblasti
£ C nachazejici se mezi nimi.
A B F G

() chromozom s deletovanou oblasti CD E

chromozom se dvéma opacné
orientovanymi transpozony

A B c D E F G
|
RO,
o Chromozom se ohyba nazpét,
takZe transpozony

se mohou vzajemné parovat.

G F E
D
A B
\E‘RO{_
Rekombinace mezi sparovanymi
transpozony vede k inverzi oblasti
nachazejici se mezi nimi.
A B E D c E G
et

chromozom s invertovanou oblasti C D E

(b)



Vznik deleci a inverzi

Dva stejné nebo podobné transpozony ve stejné (a) nebbracené (b) orientaci

a) piima opakovani
obracenao ako é |'
4—

Pairing of direct repeats
; : il

'!n_vé rted repeafé pal r

rekombinace

Delece Useku mezi:

|/ transpozony




Delece pozorované v migtzaclenéni IS1 v lokusu galE. cali

Deletions

gal 151

G

Deletions



Uloha transpozapii evoluci R-plazmid

- kazdy transpozon tize byt fenasen nezavisle

Resistance-determinant segment

Resistance-transfer segment




Retropozice

donorovy replikon ci[qvﬁ repliko

...... e

ilové mist

transpozon:

transkripce

RT — zpétna
transkriptaza

- DR transpozice

zpétna transkripc

v




RETROELEMENTY

———— ], NEVIROVE RETROELEMENTY
(LTR, reverzni transkriptiza, integraza)

A. Retrotranspozony (Obsahuji LTR)

* Ty-elementy u kvasinek (6,3 kb)
* Copia-elementy u drozofily (5 kb)

ropoz TR

* kratké sekvence SINE (short interspersed element) - <500 bp, 10° kopii -
odvozeny z genu pro malé RNA, véetné tRNA (pseudogeny)

* dlouhé sekvence LINE (long interspersed element)- 6,5 kb, 20 000 - 50
000 Kkopii u savci

rosek n T ni tr i
integrazy)
reverzni transkripty strukturnich geni - upravené piepisy bez intronu, s
poly(A)

* Retrogeny - funkéni retrosekvence kédujici identicky protein jako
puvodni gen

* Retropseudogeny - nefunké&ni formy gent
- Alu- sekvence (z 7SL RNA, 300 bp, u ¢lovéka 500 000 X)

m—> ) VIROVE RETROELEMENTY
virus HIV



Srovnani struktury ¢tyr typu retroelementu

(A) Retrovirus

LTR gag

~7 kb

(B) Tyl /copia retrotransposon

TR gag l LTR

~7 kb

(C)LINE  nemaji LTR

long interspersed
nuclear elements

(D) SINE

short interspersed
nuclear elements

03, NEautonomni




Mobilni elementy kvasinek - Ty elementy

RetrOVi r ﬁm pOdO b né e | eme nty Virum podobné éastice odvozené z Ty elementi

Tyl
6 kb
A
.
0 < LTR
Major
Ty transcript
Transcription
of neighboring
gene
OP? Enzymy zajistujici
;eq . » zpétnou transkripci a
rames

integraci DNA do
novych mist v genomu

Protecse Integrase  Reverse RNase H
transcriptase



Retroelementy u drozofily

Copiaelementy  (element podobny retrdwim)
Gypsy elementy  (element podobny retrdwnm)
F, Gal-elementy (retropozony)

HeT-A, TART (telomere associated retrotransposons) — transpozice
v telomerach, regenerace kdrahromozoni ztracenych p
replikaci



4 tridy rozptylenych repetici v genomu ¢lovéka

LINEs

siNEs Alu

Retrovirus-like
elements

DNA
transposon
fossils

Length

Autonomous - GREY  OREZ/pal AAA 6-8 kb
AB

Non-autonomous HHE—AAA 100-300 bp
Autonomous - 929 et e > 6-11kb
Non-autonomous -_(ga_q}_- 1.5-3 kb
Autonomaous > L - 2-3 kb
Non-autonomous i 14 80-3,000 bp

Inaktivni nejmé 50 milioni let

Copy
number

850,000

1,500,000

} 450,000
} 300,000

Fraction of
genome

21%

13%

8%

3%
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Mechanismus transpozice L1 o
. 7 Y \
v lidském genomu St
Ji T 5
[ g e REOREZL fana 3} COMOZIMOVBRA =
;"I ‘*f'oof- \\\
.-‘fl o l vloZzeni nové L1
/ 5—t—tH—t—3 5 e AARAI 2\
." R0z 3 | ———TTTT) 5
@ o,
cytoplazma e 1 AAAAT o
ribozom 5 3 II‘".
¢ A = |
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A3 AT @
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0 . hd i |
¥ 5 }mmmnzorrmé DNA

+ROp

RO <
° Uplny L1-element zaclenény v chromozomu -
je pfepisovan do L1 RNA. ~ = =
o‘f_H RNA je v jadfe polyadenylovana. -
R0,
o Polyadenylovana L1 RNA piechazi do cytoplazmy.
R0z
o L1 RNA je prelozena do dvou polypeptidi odpovidajicich pfislusnym ORF. Polypeptidy zGstavaji spojeny s L1 RNA.

R0z
° L1 RNA se spolu s navazanymi polypeptidy vraci do jadra.

RO,
o Polypeptid ORF2 wytvafi v chromozomové molekule DNA ziom v jednom Fetézci a 3-konec Useku poly(A) L1 RNA se pfiloZi k 5'-konc! St&pené DNA.

0r
o Polypeptid ORFZ svou reverzné franskriptazovou funkei syntetizuje podle L1 RNA jako templatu jednofetézcovou DNA.
Pro syntézu této DNA slouZi jake primer 3-konec nastépené chromozomové DNA.
N
o Nové nasyntetizovany jednofetézec DNA se vsune mezi dva vnitfni konce Stépené chromozomové DNA. Sougasné je odstranéna L1 RNA
a je Stépen druhy fetézec chromozomove DNA, coz umozni nasyntetizovat ve sméru oznaceném tenkou Sipkou druhy fetezec DNA (teckovana cara)
komplementarni k sekvenci L1. Véechny zlomy jsou opraveny, a nové zaclenény L 1-element se tak spoji s chromozomovou DNA.



Transpozice neretrovirovych retrotranspozoni

L1 elementin

chromosome - . g . -
g e m— A A e (sekvence LINE 1) mist@ specifickou rekombinaci
L7RNA
1 SYNTHESIS
_L1RNA

5’ eessesssessss———" A\ A A
SYNTHESIS OF REVERSE

TRANSCRIPTASE/
| ENDONUCLEASE
5_;'5.;'-:__ . : binds to
_—ILTRNA
5’_AAA
IE'LEE???EE?%FBA Inicia¢ni faze, @i niz endonukleaza
souwast RT) pipojena na L1 RNA
5—“ / S L, . z
oot oNA . St Stpi cilovou sekvenci - uvolima
: 'lm;&m N 3" OH skupina funguje jako primer pro
3 TRAECRIKN reverzni transkripci - vyt se ssSDNA
el D napojena na cilovou DNA.

A / V dalSim kroku se vyt dsDNA,
sl o o8 ktera se z&eni do cilového mista
|
: :::::i;::;;; e

L7 DNA copy at new
position in genome

3
51 —



RNA
obal

retrovirus

s jednofetézcovou RNA

kapsida

reverzni \
transkriptaza ? 8.9 ;

Th-lymfocytu, CD4 AUl R

HIV - Human immunodeficiency virus
. . AIDS = acquired immune deficiency syndrom
Zivotni cyklus retroviru . , L. .
(syndrom ziskaného selhalni imunity)

nové virové castice potomstva

HIV-1 se vaZe na skt
specificky receptor

VSTUP
DO BUNKY
A ZTRATA OBALU

VIROVE

ZTRATA
KAPSIDY

N

DNA

A

plasmatickd membrana " !’;@&ﬂ
hostitelské buriky ' '

SYNTEZA DVOJSROUBOVICE \

DNA/RNA A POTOM DNA/DNA
REVERZNI TRANSKRIPTAZOU

CYTOSOL
-
‘s ‘ \ ERY e e
obalovy protein e kapsidovy protein reverzni transkriptaza
{ — J J
TRANSLACE —— TRANSLACE
TRANSKRIPCE HOSTITELSKOU
RNA-POLYMERAZOU VYTVARI
MNOHO KOPIl RNA
INTEGRACE KOPIE DNA  integrovana Th-l mf
DO HOSTITELSKEHO virova DNA y OCyt
DNA  CHROMOZOMU
=
DNA

) (+ dal3i typy busk -
gast /@ virus je polytrofni)
S




Za€lenéni dsDNA viru HIV do chromozomu hostitelské bu  nky

dvoufetézcova DNA viru HIV

misto &tépeni

RO, misto Stépeni

A @ integraza sizpi DNAHIV
di v blizkosti 3'-koncl obou fetézcl.

misto tépeni

1234
1234 gyouretdzoova DNA hositelské bufky

nukleotidy misto Stépeni
cilové sekvence DNA

RO,
@ Integréza §tpi cilovou DNA
a spoji jeji 5'-konce s 3'-konci DNA HIV.

< 5

B0
@ o Enzymy bufiky dokongi zaélenénl
SR DNAHIV do cilové DNA

za tvorby duplikace cilového mista.

duplikace cilového mista



Upravené pseudogeny vytvorené reverzni transkripci

Promoter

%

Transcription

Functional
gene

& (e 1

No intron

No promoter }

\ Integration

DNA

J Reverse transcription

Processed
pseudogene

il
P

hnRNA

-------

MRNA

\‘\,___./Splicing



Vznik upravenych pseudoge#

Pavodni funkeni gen

Primary
transcript e s e

Sestih a @ipojeni polyA

Poly A tail

Exon 1 Exon 2 Exon 3

mRNA T A AAAAAAA

Reverzni transkriptazatktere transkripty

REVERSE T .
konvertuje na cDNA

SCRIPTION

cDNA

Vytvorena cDNA je z&len¢na do jinych
AT rich mist genomu - vznika pseudogen, ktery
7 neni funkni v disledku chybni
promotoru




Retrotranspozice ,homing retro-intréhskupiny |

Intron z&lenény v

kopie genu
jedné z kopii genu ~

neobsahujici intron

=
’%xg;/] S O &

A~ (
Stepeni

i,

S

L
e,

S

dsDNA kopie intronu




Vznik ,odpadni“ DNA jako d usledek transpozice a nasledné inaktivace
mobilnich element

mobilni elementy

Rare intact . _
element Deletion Mutation Mutation




Vznik retrovir @ prenasejicich onkogeny

- retrovirus =
e —~
Reverse transcription and integration of viral DNA into host genome o £ HOST CELL GENOME
“'--..
2 a 4} ;EXON (7) INTHON (6)
——————CELLULAR sre GENE————]

L — — —» Transcription " #

Transcription from LTR (promoter) produces fusion viral/cellular RNA % vy
RNA splicing removes introns from src RNA \
/

\
VIRUS WITH CAPTURED src GENE

LTR " LTR

Capture of the Cellular src Oncogene by a Progenitor Rous Sarcoma Virus



Akutn € a pomalu transformuijici retroviry

ACUTE TRANSFORMATION: ROUS SARCOMA VIRUS (RSV) i T ran S d u kCe O n ko g e n u

LTR

akutre transformujicimi
retroviry

RNA Splicing | , d
e D - hador

CHRONIC TRANSFORMATION: AVIAN LEUKOSIS VIRUS (ALV) I n Z e ré n I’ aktlv ace
protoonkogenu pomalu
transformujicimi retroviry

RNA Splicing g

Acute vs. Chronic Transformation by Retroviruses

nador






Transpozice retrovirnebo retrotranspozémistre-specifickou

rekombinaci
RNA - Stpeni kond
transpozonu integrazou
. viralDNA T/ .
.i.. —— S ——— - integrasel,., .
integrase cuts \ il
Atak cilovych sekvenci viral DNA i
na chromozomu 5 3 1l
e e o e R A O H
/ oF 5’ /
target o \i 3 attack of viral
chromosome 3 )\ 5 DNA on target
DNA =
5 5 3
e satfillingby —\‘
DNA repair

5 integrated viral DN 3’

short direct repeats of target
DNA sequence 3-12 nt

w



