Transpozony - mobilni genetické elementy

*Tvori pravidelnou soucast genomu prokaryot i eukaryot (az
50% genomu)

*Navozuji mutace genu (inzercni inaktivace, polarni mutace,
zmény exprese genti)

=Jsou zodpovédné za prestavby chromozomii nebo plazmidu
(tvori "prenosné' useky homologie, podminujici homologni
rekombinace, interakce mezi sloZkami genomu)

"Prenaseji nové znaky (napr. AntR, onkogeny) mezi organismy
(horizontalni prenos genu)



Specifické rysy transpozice:

cilova mista nejsou homologicka s misty donorovymi
obvykle dochazi k duplikaci prenasené sekvence, tj.
transpozon ziustava i v puvodnim donorovém misté

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

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

P T




Z.akladni typy transpozonu a jejich klasifikace
DNA-transpozony

*  Transpozony ,,cut and paste*“ (prokaryota a eukaryota) — vycleni se z
puvodniho mista a zacleniuji se do nového

« Replikativni transpozony (prokaryota) — béhem transpozice se replikuji
(jedna kopie zliistava v plivodnim misté, druha se objevi v novém miste)

- Konjugativni transpozony (bakterie) — horizontalni prenos

Retrotranspozony (eukaryota) — béhem transpozice se transkripci sekvence
transpozonu vytvari RNA, ktera se prevadi reverzni transkripci na
DNA, ktera se pak zac¢lenuje do nového mista

- retroviry,
- retrovirum podobné elementy, retropozony

- retrony (bakterie)



Struktura mobilnich elementu bakterii

Inzercni sekvence (IS) transponaza

Transposase (402 amino acids)
A

'd
17 bp

22 bp

/ IR IR /
J
Bacterial X -
chromosonme IS10 Bacteria
1329 bp chromosome
SloZené transpozony (Tn)
Transposase Functional 1S10
not functional TetR transposase
A
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IS10 left IS10 right




Priklady slozenych transpozonu bakterii

Tn9
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koncové repetice

Rezistence k
antibiotikim:

Kanamycin
Gentamycin
Ampicilin
Tetracyklin
Chloramfenikol

Streptomycin



prokaryotické transpozony

pfima
repetice

Vedle mista
zaclenéni

repetice

obracené repetice

Tn3-element

slozeny Tn-element

IS-element

bakteriofag Mu

IS-element
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Mobilni elementy u kukurice (Ac/Ds) (Elementy B. McClintockové)

Ac element
aktivator 4.6 kb Autonomni elementy schopné
zajistit vlastni transpozici

CAGGGATGAAA tricarcccia «+— IR o délce 11 bp

Introns

%\

Primary mRNA | e I I
Processed mRNA

Ds elementy disociator Neautonomni elementy
W//- e T S ”//E schopné transpozice za
D59 .? ?b:':""{."‘: i f.::»“:;i A',:Z:.., 5 ,::. o A A4 ] o)
- e e : pritomnosti Ac elementu
/
Deletions




Transpozice Ds elementu u kukurice

Funkéni gen pro purpurovou barvu obilek

Gen pro purpurovou barvu obilek pferuSeny
transpozonem

Vyc€lenéni Ds elementu z genu
zprosttedkované transpondzou Ac elementu

Znovunabyti funkce genu pro purpurovou
barvu obilek v bunikach, v nichz doslo k
vyc€lenéni transpozonu.

Nahodnost procesu vyc¢lénéni ma za
nasledek vznik skvrnitych obilek




Transpozony u kukufice

Transpozony u Antirrhinum

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 A"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 zpiisobena
pohyby transpozoni, které jsou
zaClenény do obou alel genu pro
anthokyanin. Vyc¢lenéni transpozont
vede k vytvareni Cervenych sektorii.



Mobilni elementy Drosophila melanogaster - P elementy

P element

2907 bp Transpozony navozujici
A

? dysgenezi hybrid
. IR Exon'O Exén ].
Primary
RNA s B R R ) N e e o
transcript

l K transpozici dochazi jen v
mRNA zarodecnych bunkach, kde se
(germ Encodes active tvori aktivni transponaza —
cells) transposase v somatickych bunkach

nedochazi k sestirihu
Translational

mRNA stop codon
(somatic * Encodes inactive

cells) >,J transposase mar | ner — ruzné

ol druhy drosofil a
not removed h myZ u, HGT.




Dysgeneze hybridl navozena transpozici P-elementu

Kmen P Kmen M
Cytotyp P Cytotyp M
P element 2,9 kb
dereprese transponazy \ /"
31 bp
transpozice
elementd P
inzerce elementd P Vysoké frekvence mutaCi,

zpusobl mutace

chromozomoveé aberace,
neschopnost tvorby gamet

sterilnl potomstvo




Dysgeneze hybridi navozena P-elementy

reciproka kfizeni kmenu P a M

krizeni 1 kfizeni 2
P samicka X M samecek M samicka X P samecek
vajicko vajitko

spermie spermie
@W @
gamety nesou chromozomy
s P-elementy nebo bez nich

\/ NS
@ zygoty z reciprokych kfizeni
- maji stejné chromozomy,
ale liSi se svou cytoplazmou
P-cytotyp k dysgenezi hybrid dochézi M-cytotyp
reprimuje u potomstva kfizeni 2 P-elementy
P-elementy aktivuje
normalni zarodec¢na linie dysgenicka zarodec¢na linie

— chromozomové zlomy
— Casté mutace
— sterilita



Bunky zarode¢né¢ linie drozofily maji zpiisob, jak minimalizovat
poskozeni, ktera mohou P-elementy vyvolat. Nejucinng;si
mechanismus vyuziva malé molekuly RNA, kter¢ jsou odvozeny
od samotnych P-elementl. Tyto RNA (délka 26-31 nts) vytvareji
komplexy se specifickou skupinou proteinti nazyvanou ,,piwi
proteiny* (P-element Induced Wimpy testis); proto jsou
oznacovany jako piwi-interagujici neboli pIRNA. Samicky P-
kmenu vytvareji piIRNA a predavaji je do svého potomstva
prostfednictvim cytoplazmy vajicek. Jakmile je potomstvo obdrzi,
p1IRNA reprimuji v zdrodecné linu1 aktivitu P-elementu a zabranuji
tak navozeni dysgeneze hybridii. Maternalni prenos reprimujicich
p1IRNA proto vysvétluje, pro¢ potomstvo kiizeni P-samicek a M-
sameCku stejné jako potomstvo kiiZzeni P-samicek a P-samecku
neni dysgenicke.



Mechanismy transpozice

cilovy replikon
_cilové rpisto

transpozice

- transpozon . -

Obr. 403
Konzervativni transpozice

donorovy replikon _ cilovy replikon
T cilbvEmisto’

replikace

donorovy replikon |

v

replika (kopie) transpozonu

Obr. 404
Replikativni transpozice

,,cut and paste

Typy transpozice
- intramolekularni

- intermolekularni




Vznik primych repetici v cilovém misté po zaclenéni transpozonu

123456769 S 987654321
123456769 S 957654321

ATGCA|
o N I
Host DNA Target site HostDNA

> >

|
(. ATGCA123456789 S 987654321 ATGCA I

IS TACGT 123456789 [ S 987654321 TACGT I
Target Inverted Transposon
repeat  repeat

Inverted Target
repeat  repeot

1)

£07
@ Oovaetezce cilovs DNA

jsou Stépeny v riznych mistech (Sipky). =

ACCGTCGGCATCA
TGGCAGCCGTAGT

A
RO,

s
o 1S-element je zaglenén do mezery
vytvorené posunutymi zlomy cilové DNA.

]

5 3
ACCGTCGGCATHH””H”I CA
6 GCAGCCGTAGT
3 LLU..... 5
R0z

e Mezery na obou stranach S-elementu
Jsou zaplnény syntézou DNA, ¢imz se
v cilovém misté vytvoFi duplikované
primé sekvence.

5

ACC

I
Y

g | [ [T




transpozon

donorovy plazmid recipientni plazmid

Tn3 §

S0
@ Transponaza kodovana Tn3

katalyzuje vytvoreni kointegratu
mezi donorovym a recipientnim
plazmidem. Béhem tohoto procesu
se Tn3 replikuje, ¢imz v mistech
spojeni kointegratu vznika
kopie tohoto elementu.

kointegrat

Lo
o Resolvaza kédovana genem tnpR

3 rozlozi kointegrat rekombinaci
mezi dvéma Tn3-elementy.

Lo
/ \ o Donorovy a recipientni
plazmid se oddéli.
Oba plazmidy nyni
» obsahuii kopii Tn3.

Replikativni transpozice Tn3

Cointegrate

Vznik kointegratu

Rozklad kointegratu
homologni rekombinaci

Nova kopie transpozonu



Struktura transpozonu Tn3

Repressor and
resolution protein

(TnpR) s
Inverted Transposase (TnpA) \ B-Lactamase o oo
repeat \ ) :
il .
- P E
resolution res

region

38 bp



Mechanismus replikativni transpozice

Plasmid

Transposase

\> cleaves target and

transposon DNA

f—

l Strand invasion

Bacterial i
chromosome / /ﬁ / /

/

~ Target site sequence

L | J /
N
Target sequence Transposon integrated

Cointegrate




Dusledky zaclenéni transpozonu do genomu
hostitele

Transpozon _—

Chromozom n. plazmid

1. Inzercni inaktivace genu, do néhoZ se transpozon zaclenil

(negativni mutace) — zméng fenotypu

Nabyti rezistence k antibiotiku (pozitivni mutace) — w
Polarni mutace ovliviiujici expresi sousednich genti — zména fenotypu
Oznaceni mista, do néhoZ se transpozon zac¢lenil

el



Chromozomova preskupeni navozena transpozony

(ektopické intrachromozomové vymeény)

= transpozon

chromozom se dvéma stejné
orientovanymi transpozony

A B & D E F G
£

° Chromozom vytvafi smycku,
takze transpozony

se mohou vzajemné parovat.

D
G
A B
C
deletovana oblast
chromozomu g
D : 0 Rekombinace mezi
P sparovanymi transpozony
- vede k deleci oblasti
E C nachazejici se mezi nimi.
A B E G

chromozom s deletovanou oblasti CD E

(a)

chromozom se dvéma opacné
orientovanymi transpozony

A B C D E F G
i
{_\’\ O,f

° Chromozom se ohyba nazpét,
takze transpozony
se mohou vzajemné parovat.

$0r
0 Rekombinace mezi sparovanymi
transpozony vede k inverzi oblasti
nachazejici se mezi nimi.

A B E D C E G
-

chromozom s invertovanou oblasti C D E

(b)



Vznik deleci a inverzi

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

prima opakovani

bracena opakovanl \_,
PRSI S 3,»»— :

G

M a—"

Pairing of direct repeats

Inverted repeats P°"’

rekombinace
i rekomblnace

Delece useku mezi
transpozony

L e R ST m _

Inverze tseku mezi transpozony

- )



Delece pozorované v misté zaclenéni IS1 v lokusu gal E. coli

Deletions

gal 1S1

Deletions



Uloha transpozont pfi evoluci R-plazmidi

- kazdy transpozon miize byt prenaSen nezavisle

Resistance-transfer segment



Retropozice

donorovy replikon cilovy replikon
transpozon: : DVE n{ié’t()

l transkripce

l zpétna transkripc

L4
*snmnn

retrovirus

N transpozice

Infekce v
dalSich
buné¢k




Premist’ovani retrotranspozonu

New copy of
Retrotransposon ,  retrotransposon
— S
T 71/1
]
/ RNA J
/\ . Insertion
Reverse ——
transcriptase ‘

(b) Retrotransposon movement



RETROELEMENTY

m—)p 1, NEVIROVE RETROELEMENTY
(LTR, reverzni transkriptaza, integraza)

A. Retrotranspozony (obsahuji LTR)

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

B. Retropozony (bez LTR)

* kratke sekvence SINE (short interspersed element) - <500 bp, 10° kopii -
odvozeny z genii pro malé RNA, véetn& tRNA (pseudogeny)

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

r n T rzni tr i
. I r r J
reverzni transkripty strukturnich geni - upravené piepisy bez introni, s
poly(A)

* Retrogeny - funk¢ni retrosekvence kodujici identicky protein jako
puvodni gen

* Retropseudogeny - nefunkéni formy genii
- Alu- sekvence (z 7SL RNA, 300 bp, u ¢lovéka 500 000 X)

—) VIROVE RETROELEMENTY
virus HIV



Srovnani struktury ¢tyr typu retroelementi

(A) Retrovirus gag = proteiny virové ¢astice; pol = reverzni transkriptiza/integraza
env = proteiny lipidového obalu

LTR gag __pol  env LR

~7 kb

(B) Tyl/copia retrotransposon

endogenni retroviry TR  gag bol LTR

~7 kb

Dlouhé rozptylené
jaderné elementy

(C) LINE Long interspersed nuclear elements

nemaji LTR poly(A)
0

~6 kb

(D) SINE Short interspersed nuclear elements Kratke rozptylené
jaderné elementy
poly(A)

neautonomni

~0.3kb




Mobilni elementy kvasinek - Ty elementy

Retrovirim pOdObné EICmenty - Virus like partiCIeS (VLP) Virum podobné &astice odvozené z Ty elementu

Tyl
6 kb

A

0 < LTR >

Major -
Ty transcript A//L._

Transcription
of neighboring

gene
Opzr_\ Enzymy zajiStujici
;e" 'Ng » zpétnou transkripci a
rames

integraci DNA do
novych mist v genomu

Protease Integrase  Reverse RNase H
transcriptase



Transpozice kvasinkoveho Ty1-elementu

enzym
strukturni reverzni
protein transkriptaza

A A

| | N\

I I \\

gen TyA gen TyB -
Ol < T e 10 \\

ROz /’
° Ty7-element /

je pfepsan do RNA. /
/

/
7

[ E— — - /
Ty1 RNA .

%RO{_
Q RNA je pfepsana do DNA
reverzni transkriptazou
kédovanou genem TyB.

Ty7DNA [T |
{_?\O
DNA se zacleriuje
do chromozomu za vzniku
nové kopie Ty7-elementu.



Zivotni cyklus retroelementu Tyl

Ty1 life cycle

Nuclear Export

Nuclear import
and Integration

Translation
OO
) .
GaglP‘
of'e> O
. mRNA @ QO

Gag foci Q

VLP Assembly

o /

VLP Maturation and
Reverse Transcription

PIC = preintegracni komplex: cDNA + integraza



Retroelementy u drozofily

podobné Ty-
elementum

Gypsy elementy  (element podobny retrovirtiim)

Copia clementy  (element podobny retrovirtim) }

F G al-elementy (retropozony —nemaji LTR)

HeT-A, TART (telomere associated retrotransposons) — transpozice
v telomerach, regenerace koncu chromozomu ztracenych pii
replikaci



Struktura retrotranspozonu TART u drozofily

D. melanogaster

TART-A E

Gag Pol
TART-B
Gag Pol
TART-C E
» Gag Pol
D. virilis
TART
Gag Pol

>
Fl(A)n
8543 nt

#’1

-#zwn
10

(A
3424 nt

654 nt

(A)y
11124 nt



Mechanismus prodluzovani telomer u drozofily pomoci
retrotranspozoni HeT-A nebo TART

Chromosome

—
"e\ome‘e/? (N Chn

/l’

&
s A3
7k SF B
<4 &
a) Sense-strand
3) RNA template for transcript
reverse transcription
RNA for

2 :
(2) translation

E%% (A)y
Gags associated \/
with RNA

Gag (HeT-A or TART)



4 tridy rozptylenych repetici v genomu ¢lovéka

LINEs

siINEs Alu

Retrovirus-like
elements

Endogenni
retroviry
DNA

transposon
fossils

Autonomous

Non-autonomous

Autonomous

Non-autonomous

Autonomous

Non-autonomous

Length Copy Fraction of
= . number genome
REV ORECQO: ik 6-8 kb 850,000 21%

AB
4H—AAA 100-300 bp 1,500,000 13%
pol (env) = 6-11kb
} 450,000 8%
m— P 1.5-3 kb
transposase < 2_3 kb
} 300,000 3%
J
[ — = 80-3,000 bp ~

45% lidského genomu

Inaktivni nejméné 50 miliont let

Repetitivni DNA — genetické haraburdi, junk DNA, selfish DNA



Mechanismus transpozice L1

v lidském genomu

ORF1: polypeptid
zodpovédny za

% RAMAY
transport L1 RNA \Lo‘>*
do jadra? ( J
\ polypeptid ORF1
ORF2: endonukleaza,—» polypeptid ORF2
AAAAZ'

reverzni transkriptaza

cytoplazma

ribozom

i-“°+

8207

R0z
o Uplny L1-element zaclenény v chromozomu
Je prepisovan do L1 RNA.

Q L1RNA je v jadre polyadenylovana.

0 Polyadenylovana L1 RNA prechazi do cytoplazmy.
4—

° L1RNA je prielozena do dvou polypeptidi odpovidajicich piislusnym ORF. Polypeptidy ziistévaji spojeny s L1 RNA.

RO,

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

R0~

o Polypeptid ORF2 vytvaii v chromozomové molekule DNA zlom v jednom fetézci a 3'-konec Useku poly(A) L1 RNA se pfilozi k 5'-konci $tépené DNA.

B0
0 Polypeptid ORF2 svou reverzné transkriptazovou funkci syntetizuje podle L1 RNA jako templatu jednofetézcovou DNA.
Pro syntézu této DNA slouzi jako primer 3'-konec nastépené chromozomové DNA.

° Nové nasyntetizovany jednofetézec DNA se vsune mezi dva vnitfni konce tépené chromozomové DNA. Soucasné je odstranéna L1 RNA
a je $tépen druhy fetézec chromozomové DNA, coz umozni nasyntetizovat ve sméru oznaéeném tenkou Sipkou druhy fetezec DNA (teckovana ¢ara)
komplementarni k sekvenci L1. V8echny zlomy jsou opraveny, a nové zaclenény L1-element se tak spoji s chromozomovou DNA.



L1 element in Transpozice neretrovirovych retrotranspozonu

chromosome

g — A e (sekvence LINE 1) mistné specifickou rekombinaci

L7 RNA
SYNTHESIS

L7 RNA
5

AAA

SYNTHESIS OF REVERSE
TRANSCRIPTASE/
ENDONUCLEASE

binds to
L7TRNA

5’ oeessssss—— A\ A\ A

S

CLEAVAGE OF Iniciacni faze, pi1 niz endonukledza
OF TARGET DN ’
A a4 v e o o
. (soucast RT) pripojena na L1 RNA
Jerosiona G4 4T Stépi cilovou sekvenci - uvolnéna
1 gm.gggﬂso 3"'0OH skupina funguje jako primer pro
e TPSHIEIEY reverzni transkripci - vytvari se ssDNA
SIS e— — napojend na cilovou DNA.
- / V dalSim kroku se vytvoii dsDNA,
SECOND DA STRAND ktera se zacleni do cilového mista
;
g:. s T T = -t

L7 DNA copy at new
position in genome



Transpozice retrovirti nebo retrotranspozonii mistné-specifickou
rekombinaci

RNA

Atak cilovych sekvenci

na chromozomu

target

RT

_Vviral DNA

chromosome 3’

5/
short direct repeats of target
DNA sequence

Stépeni koncu
transpozonu integrazou

A ' mtegrase
integrase cuts
l viral DNA 3,\0 /f" B
/ " H
CE)) P «OH i //< ?
3’ 5' / r \I ’
5 Y 3 attack of viral 5'3 35
’ DNA on target
A ? DNA =
B 3|
gap filling by -
DNA repair // \\
5’3’ 3’5
5’ integrated viral DNA 3’
3[

3-12 nt



HIV - Human immunodeficiency virus
AIDS = acquired immune deficiency syndrom

Zivotni cyklus retroviru ) ; . .
(syndrom ziskaného selhalni imunity)

RNA
obal
retrovirus noveé Vil_’IO\,/é éésticg potomstva
s jednofetézcovou RNA HIV-1 se vaze na gl;iil;:g?é;ﬁverzm

kapsida specificky receptor

CENI
Th-lymfocytu, CD4 PU —
reverzni \
transkrlptaza
plasmatickd membréana :’?@Qa

hostitelské buriky CYTOSOL
VSTUP MONTAZ
DO BUNKY @
A ZTRATA OBALU \
p”
5‘11"’.\ i N o
ZTRATA 200 \ -=7 o'
VIROVE obalovy protein kapsidovy protein reverzni transkriptaza
KAPSIDY t ) )
*
s s s
feee s e e |
T TRANSLACE —— TRANSLACE
\ TRANSKRIPCE HOSTITELSKOU
A RNA-POLYMERAZOU VYTVARI
B S MNOHO KOPI RNA
DNA \ INTEGRACE KOPIE DNA integrovana Th- Iymfocyt
SYNTEZA DVOJSROUBOVICE DO HOSTITELSKEHO virova DNA
DNA/RNA A POTOM DNA/DNA DNA  CHROMOZOMU
REVERZNI TRANSKRIPTAZOU =~ S D) (+ dalsi typy bunék -
DNA /@ %
gést virus je polytrofni)

hostitelského »
chromosomu



Zivotni cyklus viru HIV

virové jadro

reverzni virova RNA
transkriptaza

virova membrana

gp120 / receptor CD4

bunétna membrana

TEM X27,630
B0z
a HIV se zachyti na cilovou buriku interakei virového proteinu gp120 s bunéénym receptorovym proteinem CD4.
B0r

Q Virové a bunééna membrana fizuji, coz umozni vstup virového jadra do buriky.

B0

o Z virového jadra se uvolni RNA a k ni pfidruzené proteiny.

207

o Reverzni transkriptaza katalyzuje v cytoplazmé syntézu dvouretézcové virové DNA z jednoretézcové virové RNA.
207

o Integraza katalyzuje v jadre zaclenéni virové DNA do bunécné DNA.

80,

o Bunécéna RNA-polymeraza prepisuje virovou DNA do virové RNA.
807

@ Nékteré virové RNA slouzi jako mRNA pro syntézu virovych proteind.

B0

@ Neékteré virové RNA tvori genomy virového potomstva.

207

o V blizkosti bunééné membrany se tvofi potomstvo virovych ¢astic.
RO

o Potomstvo virovych ¢astic se z bunék uvoliiuje pucenim.

R0r

@ Potomstvo virovych ¢astic mize infikovat dalsi buriky.
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Zaclenéni dsDNA viru HIV do chromozomu hostitelské bunky

dvouretézcova DNA viru HIV
://;

misto tépeni

Cirkularni forma dsDNA

RO, misto Stépeni

1 @ integréza stepi DNAHIV
v blizkosti 3'-koncu obou fetézcl.

misto Stépeni

1234

1234 guouretézcova DNA hostitelské buriky

nukleotidy misto $tépeni
cilové sekvence DNA

RO
© Integraza itepi cilovou DNA
a spoji jeji 5'-konce s 3'-konci DNA HIV.

B0z

o Enzymy buriky dokonci zaclenéni
DNAHIV do cilové DNA
za tvorby duplikace cilového mista.

duplikace cilového mista



Upravené pseudogeny vytvorené reverzni transkripci
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Vznik upravenych pseudogenti
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Vytvareni upravenych pseudogenu
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Srovnani vzniku klasickych pseudogent a upravenych pseudogent

(retro-pseudogentl)

Formation of Classical Pseudogene
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Retrotranspozice ,,homing retro-intronti* skupiny II

kopie genu
neobsahujici intron

Intron zaclenény v
jedné z kopii genu

Vytvoreni enzymu s
dvoji aktivitou

2272

Stépeni

dsDNA kopie intronu -
s,




Vznik ,,odpadni“ DNA jako diusledek transpozice a nasledné inaktivace
mobilnich elementu

mobilni elementy
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Vznik retroviru prenasejicich onkogeny

- retrovirus -
~ -~
Reverse transcription and integration of viral DNA into host genome =5 HOST CELL GENOME
== - N 2y, - 7
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—————CELLULAR src GENE——]

L. — — 3 Transcription N e

Transcription from LTR (promoter) produces fusion viral/cellular RNA % 2
RNA splicing removes introns from src RNA

TR - o TR LTR
Capture of the Cellular src Oncogene by a Progenitor Rous Sarcoma Virus



Akutné a pomalu transformujici retroviry

ACUTE TRANSFORMATION: ROUS SARCOMA VIRUS (RSV)

LTR LTR

RNA Splicing

Transdukce onkogenu
akutné transformujicimi
retroviry

.  hador

CHRONIC TRANSFORMATION: AVIAN LEUKOSIS VIRUS (ALV)
LTR LTR

Inzercni aktivace
protoonkogenu pomalu
transformujicimi retroviry

E EXON (3)y ™~ — ~ INTRON (@) =
|

T

A

-Transcription-

S 2

RNA Splicing :

-~ s ———— nhador

Acute vs. Chronic Transformation by Retroviruses




Vyznam transpozonu v evoluci genomti

- vytvareni mutaci (inzercni inaktivace, posunové mutace)
- prestavby chromozomu (delece, inverze, duplikace)
- interakce slozek genomu (chromozomu, plazmidu...)

- horizontalni prenosy genu (onkogenni retroviry)

Vyuziti transpozonu: vektory pro prenos genu



Sleeping beauty — uméle rekonstruovany transpozon

Transposon

Mechanism of Transposition

vektor (plazmid) pro
prenos transpozonu

Genetic Cargo

5B Transposase O l

Prenaseny gen zajmu

—
CO==100—

Other DMNA Sequence

CC=

TA
AT

}

Transponaza vazana
na IR/DR

Genetic Cargo [ %‘

}

|

OOSBE00C”

Vystépeny transpozon

PASTE

Genetic Cargo T

Figure 1. Mechanism of SB-mediated transposition. Top line: A transposon, defined by the inverted sets of red, double
arrows (IR/DRs), is shown as contained in another DMA molecule (e.g., a plasmid shown by the blue lines). The transposan in
this example harbors an expression cassette comprised of a promoter (blue oval) that can direct transcription of the gene or
other OMA sequence labeled "genetic cargo”. Middle lines: Sleeping Beauty (SB) transposase binds to the IR/DRs as shown and
cuts the transposon out of the plasmid (the cut sites are indicated by the two black slashed lines in the remaining plasmid).
Eottom two lines: Another DNA molecule (green) with a TA seqguence can become the recipient of a transposed transposon. In
the process, the TA seguence at the insertion site is duplicated.

gen zajmu zacleneny
do cilového mista
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Putative Structure of a Tcl-like Transposon in Fish

DDE-box
IR-DR NLS  — | ™~ IR-DR

FAI RED

231 bp DNA-Recognition Catalytic Domain
< <

360 amino acids

Figure 2. Structural features of 5B transposase. The 360-amino acid polypeptide has three major subdomains - the
amina-terminal DNA-recognition domain that is responsible for binding to the DR seguences in the inverted IR/DR
sequences of the transposon, a nuclear localization sequence (MLS), and DDE domain that catalyzes the cut-and-paste
set of reactions that comprise transposition. The DNA-recognition domain has two palred box sequences that can bind 1o
DMA and are related to various motifs found in some transcription factors; the two paired boxes are labeled PAI and
RED. The catalytic domain has the hallmark DDE (sometimes DDD) amino acids that are found in many transposase
and recombinase enzymes. In addition. there is region that is highly enriched in glycine () amino acids.
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