Evoluce bakterialnich genomu

Charakteristickeé rysy:

Rychlé a rozsahlé zmény ve strukture a informacnim
obsahu genomu (plasticita, dynamické zmény)

- Vnitrni prestavby

- Ziskavani a ztraty genu a genetickych elementu

Vyvoj kmenu v ramci druhu

Adaptace na nové podminky



Podstata zmén v obsahu genomu prokaryot v priubéhu evoluce

Bodové mutace uvnitf Duplikace genu (expanze
jednotlivych genii genu a sekvenci ve
vyvojovych vétvich)

Chromozomové prestavby
intragenomové presuny
segmentii a genomovych
sekvenci

Ziskavani genu
horizontalnim
prenosem

Irreverzibilni ztraty genu,
Redukce velikosti genomu

ZvétSeni genomu
Adaptace na nova prostiedi

(intracelularni parazité)

Dusledek: Poradi genu je zachovano jen u velmi blizce pfibuznych druhu




Mechanismy evoluce bakterialnich genomu
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Struktura genomu odrazi zivotni styl bakterie

Common bacterial ancestor

Pii¢iny zmén ve
velikosti a obsahu
genomu

GEl Plasmid

Intracellular bacterium, Extracellular bacterium, Al lifestyles
obligate intraceliular pathogen, facultative pathogen,
endosymbiont symbiont



Mechanismy odpovédné za plasticitu genomu

Geneticky element nebo mechanismus

Dusledky

A. Zisk vlastnosti

Bodové mutace

Zména genové exprese

Homologii rekombinace

Preskupeni DNA, inverze, duplikace, dalece DNA
Integrace DNA prenesené HGT

Transformace

Ziskani pridatné genetické informace

IS elementy, transpozony

Inzerce, delece, inverze DNA, zmény genové exprese

Integrony

Pienos geniti, preskupeni DNA

Konjugativni transpozony, plazmidy

Konjugace, HGT, mobilizace jinych elementi (plazmidu,
chromozomu)

Bakteriofagy

HGT, transdukce, fagova konverze

GTA, VTA

HGT

Genomové ostrovy a ostrivky

HGT, integrace a delece velkych tsekiit DNA

B. Ztrata vlastnosti

Bodové mutace

Zmény v genové expresi, ztrata funkce genti

Homologii rekombinace

Pieskupeni DNA, delece DNA, integrace genii ziskanych
HGT

Transpozice

Zmény genové exprese, ztrata funkce genii




Spektrum faktoru podilejicich se na zménach genomu

Spontaneous mutation rate Spontaneous mutation

e (determined by sequence analysis) (gi_:j;i't_;&:mincd by phenotype)

Frekvence zmén
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Vnitrni prestavby replikonu navozené pritomnosti repetici

Typy repetici Typ prestavby
 geny rRNA a tRNA
* Inzercni sekvence 'D“Pl.ikace
* transpozony . E?)Tﬂlégkace)
* kratkeé repetice .-
 rhs a Chi-sekvence Mechanismus

Homologni rekombinace
Transpozice

Mistné-specificka rekombinace
Nerovnomérny crossing-over
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Genomova pireskupeni navozena rrn operony u kmenii Salmonella typhi
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Rozdily ve strukture genomu pribuznych druhu

delece uvnitr
segmentu
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Pohyby inzercnich sekvenci v populacich bunék E. coli
sledované v prabéhu 10 000 generaci.
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Evolucni historie chromozomu E. coli
(srovnani E. coli KI12-MG1655 a kmenii se znamou genealogii)
67 udalosti: 37 inzerci a 30 deleci
* 90% OREF je pro vSechny geny spolecné
@ kb az Mb jedine¢né DNA:
* geny prenesené horizontalné
»> plazmidy
> bakteriofagy
> transpozony

> genové kazety
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Vytvareni paralognich genu duplikaci a divergenci

Ancestral gene

X

Am__

l Gene duplication

(homolog formation)

X X
No divergence Evolutionary divergence
(due to functional constraints) (due to mutations and selection for novel function)

X Y

e\ NN\

Original gene New gene (paralog)



Evolucni vztahy mezi ortolognimi a paralognimi geny
— GENY PARALOGN{
DUPLIKACE /
b 4
—lll{ |

SFECIACE GENY ORTOLOGNI

— m z*//7
e

Jako homologni jsou oznacovany geny odvozené z jednoho spoleéného (ancestralniho) genu. Jiz v roce 1970 bylo
navrZeno déleni homologiich genii na dva typy: geny paralogni a geny ortologni. Paralogni geny jsou vysledkem
duplikace ancestralniho genu, zatimco ortologni geny jsou vysledkem speciace.

xA
Species A

Gene

Species

X duplication X
C:Q and @ diversification
evolutionary
divergence
Common
ancestor X

X and¥Y

X, andY
X, and Xg Orthologous genes X, andY, ¢ Paralogous genes
Yaand Yg X, and Y

Xg and Yy,



Pocty paralognich genu v genomech bakterialnich druhi

Organizmus Velikost genomu (Mbp) Pocéet ORF Podet paralogua
T. pallidum 1.14 1 040 129 (12%)
B. burgdorferi 1.44 1751 707 (40%)
H. pylori 1.66 1657 266 (16%)
A. fulgidus 2.18 2 437 719 (30%)
B. subtilis 4.20 4100 1947 (47%)
M. tuberculosis 4.41 3924 2 000 (51%)
E. coli 460 4 288 2 272 (53%)

zvySeny adaptivni potencial



Vznik plazmidu béhem evoluce bakterialnich replikonu
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Pivodni genom tvoreny nékolika
menSimi replikony

Vytvareni hybridi téchto
replikonii vzajemnou integraci

’

Rozklad hybridi za vzniku
vétSich nizkokopiovych stabilnich
replikonii (chromozomii)
nesoucich vétSinu gen,

a malych vysokokopiovych
replikonii (plazmidii)

Opakovani procesu integrace a
rozkladu, optimalizace
informac¢niho obsahu replikont

Vyhoda vyssiho poctu kopii:
1. vyssi davka genii,

2. vySSi Sance mutaci

3. prenos mezi bunkami







Pocet horizontalné prenesenych genu
u vybranych druht bakterii a archeii
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Geneticky element

Oznaceni

Faktory virulence nebo jiné funkce

Ostrovy patogenity

Enteropatogenni E. coli

PAI

Adhesiny, hemolyziny, cytotoxiny

Enterohemorhagické E. coli

LEE (esp-LEE)

Adhesiny, enterotoxiny

Vibrio cholera O1, 0139

VPI (vibrio path. island)

Pilusy, regulace

Staphylococcus aureus

TSST-1-PAI (SaPI1 aj)

Exotoxinovy PAI
Enterotoxinovy PAI

Toxin toxického Soku
Exotoxin
Enterotoxin

Ostrivky patogenity

E. coli, Shigella dysenteriae

Lokus chuA a shuA

Piijem hemu

Salmonella enterica sv. Typhimurium

Lokus msgA/pagC

Protein vnéjsi membrany, preZivani v makrofagach

Streptococcus pyogenes

Oblast vir

proteazy

Plazmidy

E. coli (mimo stievo)

pHly, Vir plazmidy

Hemolyzin, cytotoxicky nektrotizujici faktor

intestinalni E. coli pO157,Vir plazmidy Adheziny, enterotoxiny, katalaza, hemolyzin
Shigella flexneri pWR100, pWR501 Invasiny, enterotoxin

Clostridium tetani pCL1 Tetanovy toxin

Bakteriofagy

Clostridium botulinum cl Botulotoxin A, B

Corynebacterium diphtheriae B Diftericky toxin A, B

E. coli (enterohemorhagické) H19, 933 Shiga toxin A, B

S. aureus 042 Enterotoxin A, B

V. cholerae CTX¢ Cholerovy toxin A, B




Odhadované stari genu horizontalné prenesenych do chromozomu

Kb ziskané DNA
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Obecné rysy genomickych ostrovu (GEIs)
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Obecna struktura ostrovii patogenity

Inzercni sekvence
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Distribuce ostrovii patogenity u S. enteritica serovar Typhi

SPI-10; 33 Kb {4683690-4716539)
Phage 4, chaperone-usher fimbrial operon

SPI-7; 134 Kb (4409511-4543072)
polysaccharide biosynthesis,
prophage, Type IV pili

SPI-4; 25 Kb (4321943-4346614)
invasion and intracellular survival

SPI-3; 17 Kb (3883111-3900458)
invasion & intracellular survival

SPI-8; 7 Kb (3132606-3139414)
bacteriocin biosynthesis & immunity,
degenerate integrase

S. enterica

SPI-6; 59 Kb (302172-361067)
chaperone-usher fimbrial operons

SPI-5; 7 Kb (1085156-1092735)
enteropathogenesis

serovar
Typhi

SPI-2; 40 Kb (1625084-1664823)
TTS & intracellular survival

4.809 Mb

SPI-9; 16 Kb (2742876-2759156)
Type | secretion, RTX-like protein

SPI-1; 40 Kb (2859262-2899034)
“adhesion, cell entry, TTS




Vznik genomickych ostrovi u patogennich a environmentalnich mikrobt
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Integration, development and excision of GEIs. The schematic life-style of mobile
GEI consists of the following steps: (1) acquisition by horizontal gene transfer; (2)
integration into the host's chromosome by site-specific recombination; (3)
development of the GEI by genetic rearrangements, gene loss (a) or gene
acquisition (b); (4) excision from the chromosome; (5) transfer to another
recipient


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=2704930_fmr0033-0376-f3.jpg

Model vzniku ostrovii patogenity u patogennich E. coli

_ Kmeny E. coli adaptované
LEE (Locus of enterocyte na ruzna prostf’edi

effacement

Enterohemolytické k.

Enteropatogenni k.

Q Uropatogenni k.




Horizontalné ziskané virulencni faktory zodpovédné za
patogenitu enterohemorhagického kmene E. coli O157:H7

Plazmid O157
ziskany patrné
konjugaci

“
< intracellular 3
> catalase-peroxidase :
& ‘0

Large %
@ clostridial :
g0 toxins ¢

DEIREHEG Sy
hemolysm H

<><>Shigatoxln2‘ . .

Host cell surface

LEE = locus for enterocyte effacement (uchyceni na strevni sliznici a jeji léze)



Sukcese genetickych udalosti vedoucich k virulenci druhu Shigella

_— Virulence

SHI-1 SHI-2 ™

é ;; plasmid

E. coli ancestor ompT cadA »LDC

SHI 1

Shfgella

Kmeny Shigella jsou odvozeny z E. coli po ziskani virulen¢niho
plazmidu a dvou chromozomovych genu (SHI-1, SHI-2) a po
ztraté nékolika malo genu z genomu E. coli (lyzindekarboxylaza —

inhibice toxiniu)

r. Shigella x Escherichia coli K-12

/'

—_—

T~

90% homologie DNA (!)
Kolinearita genu

Rekombinace po HGT




Vliv ztraty genu ztraty genu na patogenitu enterobakteri

Genomové delece (,,¢erné diry* ) zvySujici virulenci u Shigella spp. a u
enteroinvazivnich kmenu E. coli (EIEC)

E. coli K-12

4254428 bp 4406306 bp

R N R R G L T P s o T T
NI
led  wrA  acs ghP  yjcV  phal proP melA  |cadA|cwtA  ampC  psd mul vacB
3. flexneri 2a + + + o+ - -+ : e | = . B o e
3. dysenteriae 2 + + + o+ -+ o+ & 5| = ’ B
S. boydii 14 + + + o+ - -+ 2 . | " R S
3. sonnei + + + o+ - -+ : % | % + 5 % 4
EIEC 0124:NM + + -+ - .+ y g | = + + O+ o+
MC4100 K12 + + + o+ + o+ o+ 4 + |+ + + o+ o+

Vysledek hybridizace sond z 14 riiznych gent E. coli K12 z oblasti genomu
4254428-4406306 bp k genomové DNA reprezentativnich kmenu Shigella a
EIEC (+ = pozitivni hybridizace, - = negativni hybridizace)



Shigella spp., puvodce bacilarni dysentérie, se liSi od pribuznych komensalnich
kmenu Escherichia coli pritomnosti plazmidu, ktery koduje virulen¢ni funkce.
Patogenni baktérie vSak vedle toho mohou postradat vlastnosti, které jsou
charakteristické pro nepatogenni druhy.

Enzym lysindekarboxylaza (LDC) je pritomna u 90% kmeni E. coli strains, av§ak
vZdy chybi u kmenu Shigella. Pokud je gen cadA kodujici LDC zaveden do Shigella
flexneri 2a, jeji virulence se snizi a je silné inhibovana aktivita enterotoxinu.
Inhibitorem enterotoxinu je kadaverin, cozZ je produkt reakce katalyzované LCD.
Srovnani genomu S. flexneri 2a a laboratorniho kmene E. coli K-12 ukazalo, Ze v
oblasti, kde se nachazi cadA je u shigely rozsahla delece. Vybrané kmeny Shigella
spp. a enteroinvazivnich kmenu E. coli maji podobné delece genu cadA.

Tyto vysledky naznacuji, Ze patogenni kmeny Shigella spp. se vyvinuly z E. coli
nejen po ziskani virulen¢nich genii nesenycvh na plazmidu, ale soucasnou ztratou
genu v dusledku delece. Vytvoreni téchto “cernych dér” , tj. delece genu, které jsou
Skodlivé pro patogenni zpusob Zivota, predstavuji evolu¢ni proces, ktery umoznuje
patogenu zvySit jeho virulenci. To, Ze kadaverin snizuje aktivitu enterotoxinu, miize
predstavovat obecny navod a model pro “antitoxinovou terapii” — novy zpusob léCby
infek¢nich onemocnéni.



ZACHYTAVANI GENU INTEGRONY

i i intl I-I;

Integrase

.f\

Promoter

att

9-base element

) Gene 1

Gen (nebo
genova kazeta)

— intl

Integrase

./\

e | intl

N c-> 1

Integron obsahuje:

1. att misto,
umoznujici opakove
zachyceni genu nebo
genovych kazet

2. Gen intl kodujici
integrazu,
rozpoznavajici rizna
59 bp rekombinacni
mista

3. Promotor
umoznujici expresi
vlozeneho genu

Genova kazeta v CTn (v plazmidu)

Vibrio cholerae — obsahuje superintegrony s mnoha genovymi kazetami




irtl1 atti gacEA sull 59-be
' ; ) gene cassette
Integrase 3'-consarved segment
orf 1
aftC

o Resistance Integration / excision
gene cassette
™~
R gena)
. (Rg )
Pc

orf 1 E‘D
<J attl

59-be " 59-be

int1 att! Rogene aftC  gacEA sull

— » - > — P

integron

The integron includes a site-specific recombination system capable of integrating
and expressing genes contained in structures called mobile gene cassettes. Integrons
were originally identified on mobile elements from pathogenic bacteria and were
found to be a major reservoir of antibiotic-resistance genes. Integrons are now
known to be ancient structures that are phylogenetically diverse and, to date, have
been found in approximately 9% of sequenced bacterial genomes. Overall, gene
diversity in cassettes is extraordinarily high, suggesting that the integron/gene
cassette system has a broad role in adaptation rather than being confined to simply
conferring resistance to antibiotics.



Integrons are genetic structures capable of capturing and excising
gene cassettes, which usually encode antimicrobial drug resistance
determinants. Although integrons are not self-mobilizable, they are
usually found in association with transposons and are often located
on plasmids, facilitating their mobility. Integrons are thus 1deally
suited for the dissemination and recombination of antimicrobial
drug—resistance genes.

Integrons may usually be part of largest transposons, in turn often
present on conjugative plasmid and integrative conjugative elements.
That's the reason for being considered mobile genetic elements
themselves.




Typy stafylokokovych chromozomovych kazet (SCCmec) zodpovédnych
za rezistenci kmenu S. aureus k meticilinu

SCCmec type Class B mec

aeti. AmecRl B e

1-34 kb

iIT53 kb
atil. mect 15431 anek
67 kb
attl mecl I?—,ﬁ-: 15431 atth
el
Jregion Class B mec
Wa-24 kb

V-28 kb




Interakce patogen-hostitel u bakterialnich infek¢nich onemocnéni

EVOLUCNI PROCES VYZADUJICI
ZISKANI VIRULENCNICH NEBO
o e ZTRATU NEVIRULENCNICH ZNAKU Primarni patogen

{ énit M VyVOIﬁVajiCi onemocnéni jako
schopny vyvolat onemocnéni

. , oG soucast svého zivotniho stylu
u vnimavych pacienti

HOSTITEL
ORGANISMUS, KTERY JE
KOLONIZOVAN NEBO

INFIKOVAN
ADAPTIVNI PROCES E\COLU(“:M PROCES
VYVOLANY HOSTITELEM VYZADUJICI ZISKANI
VIRULENCNICH NEBO

ZTRATU NEVIRULENCNICH
Komensal ZNAKU

nevyvolava bud’ Zadné poSkozeni
nebo jen inaparentni onemocnéni;
miiZe vyvolat imunitni odpovéd’



Minimalni genom

Definice: Zakladni sada esencialnich geni, kterou dany
organismus potrebuje k udrzeni Zivota.

Predstavuje silné redukovanou sestavu gentu jeho genomu, ktera
se lisi v zavislosti na zivotnim stylu a podminkach prostredi
(rustové pozadavky, dostupné zdroje zivin atp).

Z.avisi na podminkach experimentu, pri nichz jsou esencialni
geny urcovany.



Cile studia minimalniho genomu

Poznani zivotné nezbytnych enzymovych funkci — pochopeni
prebiotické existence — predchudcu prvnich bakterii

Pochopeni vyvoje bakterialnich druhu

Predpoklad pro pripravu bakterii s umélym genomem
(Mycoplasma laboratorium)

- produkce latek pro prumyslove vyuziti (paliva, plasty,
farmaka)



Pristupy ke stanoveni minimalniho genomu

A. Teoretické pristupy

1. Bioinformaticky pristup — srovnani genomi ruznych
organismiu a vyhledani téch genu (genovych funkci),
které jsou konzervovany u vétSiny druhii — tyto geny

jsou esencialni, udrzuji se v podobnych formach u
vSech

2. Modelovani buné¢nych procesii, zejména
metabolickych drah. Vyhledani biochemickych
moduli a jeho konfrontace s genetickym zakladem.
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Pristupy ke stanoveni minimalniho genomu
B. Experimentalni pristupy — navozeni delece genu

Gen, ktery je esencialni,

1. Vyuziti sebevrazednych plazmidii. Plazmid obsahuje sekvence
homologni se sekvencemi ohranicCujici usek genomu urceny k
deletovani. Po zaclenéni plazmidu do genomu dojde k
intramolekularni rekombinaci, ktera vede bud’ k odstranéni
plazmidu nebo zadaného useku genomu (chromozomu). Lze
vyuzit téz linearni DNA — princip je stejny jako u plazmidu).

2. Transpozonova mutageneze. Nahodné zaclenéni transpozonu
vede Kk inzercni inaktivaci genu a ztraté jejich funkci

3. Antisense RNA. Inaktivace transkripti strukturnich genii.



Pocty geni Mycoplasma genitalium podle jejich funkce
a inaktivace transpozonovou mutagenezi
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[ Pocet genu v jednotlivich funkénich kategoriich u M. genitalium
B Pocet genu, které nebyly preruseny pri transpozonové mutagenezi

8. Transport

9. Replikace, rekombinace, reparace
10. Metabolizmus lipidu

11. Translace

12. Bunécné procesy

13. Energie




Navozeni delece useku chromozomu pomoci plazmidu
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Zhruba tietina (~100) esencialnich genti nema zadnou ze znamych
funkci



ZAVERY VYVOZENE Z ANALYZY
MINIMALNICH GENOMU

Kazdy genom obsahuje dva typy genii

— Esencialni geny zajistujici zakladni biologické
procesy
— Geny pro dosazeni selektivni vyhody v daném

prostredi (metabolismus — nové substraty, noveé
faktory virulence)

Minimalni sada genti je spoleCna pro vSechny druhy
(soucasny odhad ~ 206 kodujicich genu)

Prostredi urcuje, ktery gen je pro dany druh esencialni a
ktery je postradatelny



Science 2 July 2010: vol. 329 no. 5987 pp. 52-56
Creation of a Bacterial Cell Controlled by a Chemically Synthesized Genome

The assembly of a synthetic M. mycoides genome in yeast. A synthetic M. mycoides genome was
assembled from 1078 overlapping DNA cassettes in three steps. In the first step, 1080-bp
cassettes (orange arrows), produced from overlapping synthetic oligonucleotides, were
recombined in sets of 10 to produce 109 ~10-kb assemblies (blue arrows). These were then
recombined in sets of 10 to produce 11 ~100-kb assemblies (green arrows). In the final stage of
assembly, these 11 fragments were recombined into the complete genome (red circle). With the
exception of two constructs that were enzymatically pieced together in vitro (white arrows),
assemblies were carried out by in vivo homologous recombination in yeast. Major variations
from the natural genome are shown as yellow circles. These include four watermarked regions
(WM1 to WM4), a 4-kb region that was intentionally deleted (94D), and elements for growth in
yeast and genome transplantation. In addition, there are 20 locations with nucleotide
polymorphisms (asterisks). Coordinates of the genome are relative to the first nucleotide of the
natural M. mycoides sequence. The designed sequence is 1,077,947 bp. The locations of the Asc I
and BssH II restriction sites are shown. Cassettes 1 and 800-810 were unnecessary and removed

from the assembly strategy. Cassette 2 overlaps cassette 1104, and cassette 799 overlaps cassette
811.




BssH I

1

i Oligonucleotide
: Synthesizer

7 : Oligonucleotides
éﬂ:ﬁﬁct;\h'ﬂg E '1091

E 1,080 bp cassettes (1,078)
' (Assemble109X)

_ ' 10,080 bp assemblies (109)
==800,000 : (Assemble 11X)

} 100,000 bp assemblies (11)
(Assemble 1X)

¥ 1,077,947 bp

BssH I

Science 2 July 2010: vol. 329 no. 5987 pp. 52-56
Creation of a Bacterial Cell Controlled by a Chemically Synthesized Genome

Mycoplasma
mycoides

Mycoplasma
capricolum






