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Elementy transpozycyjne — klasyfikacja

Elementy transpozycyjne (TE)

« sekwencje insercyjne (IS)
e transpozony (Tn)
e transpozony zto zone
e transpozony nieztio zone

Elementy transpozycyjne maj g zdolno s¢
przemieszczania si € w roé zne miejsca w genomie,
w wyniku procesu zwanego transpozycj Qq




Sekwencje insercyjne

IR IR
DR1 DR?2
XYZ PIRRE :> ‘ vaz
tnp
tnp
B O ¢ O B H
P O O. y
Transpozaza O

Zidentyfikowano ponad 2500
sekwencji insercyjnych w ok.
200 gatunkach bakterii i
archeonow .

Na podstawie podobie nstw
strukturalnych wyré zniono
19 rodzin IS.




Transpozony ziazone

I R L I R R I R L I R R vanB gene cluster Bacterial

/ chromosome
A
k 1S256

& into a %
conjugative

plasmid

OriT, tra genes

Bushman, Lateral gene transfer. 2001.
Cold Spring Harbor Laboratory Press



Transpozony ziazone

I R L I R R I R L Bacterial

vanB gene cluster
IRR /chromosome
A
kISQSG

& into a %
conjugative

plasmid

W genomie
Acetobacter pasteurianus
wyst epuje ok. 100 kopii IS 1380

OriT, tra genes

Bushman, Lateral gene transfer. 2001.
Cold Spring Harbor Laboratory Press



Transpozony nieztaone — rodzina Ti83

Tn3
(4 957 pz); rodzina Tr8

IRL res IRR

[ [ =—p]

tnpA tnpR  bla

IR — 38 pz

» obecno $¢€ gendw koduj gcych du ze, pokrewne transpozazy (ok. 1000 aa);

 podobie nstwo sekwencji IR (ok. 40 pz);

» generowanie sekwencji DR o diugo sci 5 pz;

* preferencje transpozycji do plazmidéw;

» sekwencja docelowa — preferencyjnie bogata w pary AT

» obecno $¢€ systemu miejscowo-specyficznej rekombinaciji;

» Wyst epowanie zjawiska odporno sci na kolejne transpozycje.




Rodzaje zmian w DNA spowodowanych transpozyg;

Insercje

Delecje

Inwersje

N o 0 &~ 0w Db

Translokacje

Duplikacje

Aktywacja transkrypcji

Powstawanie kointegratow

Insercyjna inaktywacja genu

B

IS1301 — odwracalna inaktywacja siaA Neisseria
meningitidis — utrata otoczki powoduje silniejsze
przyleganie oraz fatwiejsze wnikanie bakterii do
komorek nabtonkowych

IS3 — integracja do genu finO plazmidu F —
ekspansywno $¢ plazmidu.

Aktywacja s gsiednich genéw

* Pseudomonas putida — insercja IS 1411
powy zej genow pheAB — aktywacja
ekspresji operonu, umo zliwiaj gca

degradacj e fenolu.

* Burkholderia cepacia AC1100 - insercja
1S1490 — aktywacja operonu, warunkuj gcego

wykorzystywanie herbicydu (kwasu 2,4,5-
trichlorofenoksyoctowego).




Rodzaje zmian w DNA spowodowanych transpozyg;

Tworzenie kointegratow

utworzenie
kointegratu .
e kointegrat
dwa rodzaje
sekwencji
insercyjnych

Rhizobium NGR234 (chromosom + plazmidy pNGR234a i pPNGR234bapbserwowano tworzenie
czterech typow kointegratow:

(1) chromosom + pNGR234a, (2) chromosom + pNGR234b,
(3) chromosom + pNGR234a + pPNGR234b, (4) pNGR234apNGR234b.




Modularna struktura ruchomych elementéw genetycznych
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Charakterystyka Paracoccus pantotrophus

e gramujemne, tlenowe bakterie zaliczane do  Alphaproteobacteria;

« fakultatywny chemolitoautotrof, zdolny do uzyskiwania energii z
utleniania tiosiarczanu, siarczku 1 wodoru:

» niezwykle zro znicowany metabolizm, m.in. zdolno  $¢ do degradac;ji wielu
zwigzkow organicznych, w tym mroéwczanu i metanolu;

» poszczegolne szczepy wyizolowano zré znych srodowisk o bogatej florze
bakteryjney:
- LMD 82.5 — ze sciekdéw przemystowych,
- DSM 65 — z gleby,
- DSM 11072 — z ryzosfery d ebu,
- DSM 11073 — z liscia d ebui;




Cel pracy

Cel pracy:

1. Identyfikacja funkcjonalnych TE wyst  epujacych w czterech szczepach
Paracoccus pantotrophus (Alphaproteobacteria) z wykorzystaniem

wektorow putapkowych.

2. Przeprowadzenie szczegotowej analizy molekularnej wyk — rytych
elementow, obejmuj agcej m.in.:

(I) poznanie ich struktury genetycznej,
(i) zbadanie ich rozpowszechnieniaw ro  znych
gatunkach bakterii.




|dentyfikacja TE - kaseta selekcyjna €l -tetA)
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|dentyfikacja TE - kaseta selekcyjna €l -tetA)
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MRNA o P,
o © kaseta selekcyjna
produkt genucl © 77
represor Struktura genetyczna plazmidu pMEC1
(2) IS
S0P RNA
"0. ,0” = L I . _————
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= * H I
cl J tetA
I:)cl
Struktura genetyczna plazmidu pMMB2




Strategie identyfikacji TE

Identyfikacja TE umo zliwiaj gcych transkrypcj e
sgsiaduj acych genéw

(1)

Terminatory pozbawiony promotora gen

transkrypcji reporterowy tetA
(919 | : |
__________ <+ L amEE i

ori ColE1
il pPCM132TC )
Km'Q "1 ko) oriT
ori RK2
P transkrypcja genu tetA
o T
I__TE ]

Terminatory '°"'-..§ranspozycja‘.--“'.‘ pozbawiony promotora gen

transkrypcji reporterowy tetA

ori ColE1

pCM132TC |
kez) & oriT

ori RK2




Strategie identyfikacji TE

Identyfikacja TE umo zliwiaj gcych transkrypcj e
sgsiaduj acych genéw

Ildentyfikacja TE wytwarzaj gcych
kointegraty podczas transpozycji
replikacyjnej

Terminatory pozbawiony promotora gen

transkrypcji reporterowy tetA
(919 | E
___________ <+ =" -

ori ColE1
rll pPCM132TC |}
Km'Q "1 ko) oriT
@ ori RK2
P transkrypcja genu tetA
o T
I__TE 1]

Terminatory ""'-..granspozycja‘.--"'.‘ pozbawiony promotora gen

transkrypcji reporterowy tetA

s,
*a,

----------- ‘_ o - -
ori ColE1
Km' ll PCM132TC | .
kez) & oriT

ori RK2

Plazmid
samobojczy

|

Chromosom

g

Chromosom
TE Kmr

TE

Wintegrowany
plazmid




ldentyfikacja TE

Plazmidy izolowane z klonow Tt

11 12

S . ----tp,.‘-—i- " P e et Y B e e N e

Y Wt gt bt e vt g DO N Wt

1, 2 - plazmid pMEC1



ldentyfikacja TE

Plazmidy izolowane z klonow Tt

1 1 12

.&—--—.F“'. _“"'r.._."-'.__4p__4' —

e L -—\HHH!-*H.—-ﬁ_.

-y

1, 2 - plazmid pMEC1

Szczep Czestose¢ Czestosc Czestos¢ powstawania
P. powstawania transpozycji* mutantdw danej klasy [%]
pantotrophus mutantow Tc' MP <2kpz —-3kpz ~—3,5kpz —5,5kpz
DSM 11072R 5.0 x 10°° 30x10° 21 13 17 51 0
DSM 65R 3.9x 107 18 x 107 80 4 16 0 0
DSM 11073R 1.1x10° 11 % 107 o 0 100 0 0
LMD 82.5R 12x10° 12 % 10° 9 0 0 0 100

* w przeliczeniu na jedng komérke w hodowli bakteryjnej; wyznaczona dla zastosowanego ukladu

badawczego
MP — mutanty punktowe
<2 kpz — mutanty z insertem o wielkosci mmniejszej niz ok. 2 kpz
~3 kpz — mutanty z insertem o wielkosci okolo 3 kpz
~3.5 kpz - mutanty z msertem o wielkosci okolo 3,5 kpz



ldentyfikacja | analiza IS — schemat eksperymentow

1. Selekcja puli potencjalnych
mutantow transpozycyjnych.

2. ldentyfikacja plazmidow
insercyjnych.

3. Potwierdzenie integracji TE w
BLS DU o TE zamplificowane kasecie selekcyjnej - analizy

w PCR

kb
ALIS CLIS ELIS
189 60 ( selective cartridge PC R -

P || pr e
| &l JJ ] ' 4. Sekwencjonowanie DNA.

ARIS CRIS ERIS zamplifikowane

fragmenty kasety

BRIS PRI 5. Poréwnawcze analizy
bioinformatyczne.

6. Annotacja sekwencji;
zdeponowanie w bazach danych
NCBI (GenBank) i ISfinder.




Analizy TE

Analizy bioinformatyczne sekwencji nukleotydowych:

 okreslenie genu kodujgcego transpozaze;

* identyfikacja terminalnych powtorzonych sekwencji IR;
 analiza sekwencji aminokwasowej transpozazy;

« identyfikacja konserwowanych motywow transpozaz;
 analiza poréwnawcza w bazach danych;

* okreslenie powielonej sekwencji docelowej DR.

Okreslenie przynale znosci TE do grupy / rodziny.
Przeprowadzenie analiz filogenetycznych.

Zdeponowanie sekwencji w bazach danych.

Wyodr ebnienie w zdeponowanych sekwencjach genomow element
pokrewnych zidentyfikowanym w tej pracy.

ow



IS P. pantotrophus — organizacja genetyczna

ISPpa8 (1050 pz)
DSM 65 i DSM 11073
(grupa IS 903 rodziny IS 5)

ISPpa9 (812 pz)
DSM 65
(rodzina IS 6)

orfl
ISPpa6 (850 pz) IRL IRR
DSM 11073 —
(grupa IS 427 rodziny IS 5) —
orfl orf2
ISPpa7 (2731 pz) IRL IRR
DSM 65 =
(rodzina IS 66) —y  —
orfl orf2 orf3
IRL IRR

ISPpa5 (2829 pz)
DSM 11072
(rodzina IS 66)

orfl orf2 orf3




Transpozony nieztaone — rodzina Ti83

Tn3434

P. pantotrophus DSM 11072
(3 700 pz); rodzina Tn 3

tnpR

IRR

Tn5393

P. pantotrophus LMD 82.5
(5 500 pz); rodzinaTn 3

IRR

tnpR strA strB




Elementy warunkujace transkrypcje sasiednich genow

Tn5393 IRL Vs IRR

P. pantotrophus LMD 82.5
(5 500 pz); rodzinaTn 3

ISPpa8 IRL IRR
DSM 65 i DSM 11073

(1050 pz) —
(grupa IS 903 rodziny IS 5) orfl




Elementy warunkujace transkrypcje sasiednich genow

Tn5393 IRL Vs IRR

P. pantotrophus LMD 82.5
(5 500 pz); rodzinaTn 3

ISPpa8 IRL IRR
DSM 65 i DSM 11073
(1050 pz) —"
(grupa IS 903 rodziny IS 5) orfl

PpKLW1

e

. ORFA ORFA

ORFB ORFB

| |

IS 1247 pCM132TC 1S1247

Naturalny plazmid pKLW1 (ok 100 kpz)
z P. pantotrophus DSM 11073



Transpozycyjna wyspa genomowa THpal

Tn3434

Tn3434;

res res
DR h ﬁ M« ) | DR
tnpA tnpR tnpA tnpR
_ TnPpal Tn Ppal (44’5 kpZ:
E%ra] Dral Dral Apal Apal BamHI BamHlI P pan'[O'[I’OphUS DSM 11072
ﬂ (~11 kpz) ||.~~=.4kpz} (~85 koz) (~7.5 kpz) ¢~1'.H:pz:i
N

I - kaseta selekeyjna c/-tetA pMME2




Transpozycyjna wyspa genomowa TRpal

* mozaikowa struktura

» obecna@¢ gendw metabolizmu
podstawowego

 system transportuzelaza typu ABC

 geny kodujace konserwowane
biatka 0 nieznanej funkgcji

A cl-Tg el-Te
: [Tn3a34 " 9
T35 TnPpaf (44 286 pz) - GC 62 % | el [rronad.
0 5 R 1
o ; il
- H B
a
~060 5
b3S I
Q ~ H
£ |
] A :
8 40 i i — ; — ‘
0 10 000 20 000 30000 40000 (bp)
0 1 Tn34%4l_ 4 5 6 7 8 9 10
B | ) | | | I | | | | | | |
ORF1 ORF2 ORF3  ORF4 ORF5 ORF6 ORF7 ORFS8
=y
11 12 13 14 15 16 17 18 19
L L L L L L L L L L L L L L L L L |
ORF9 ORF10 ORF11 ORF12 ORF13 ORF14 ORF15 ORFI16 ORF17
“
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
| | 1 1 1 | Il | 1 | 1 | I 1 I | | |
ORF18 ORF19 ORF20 ORF21 ORF22 ORF23 ORF24 ORF25
G
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
I I 1 I | | I | I | | 1 i 1 i Il i i 1
ORF26 ORF27 ORF28 ORF29  ORF30ORF31 QRF32 ORF33 ORF34 ORF35 ORF36
41 2 8 44 | [kb] Region DNA konserwowany w
chromosomie cll Rhodobacter
ORF37 ORF38 sphaeroides ATCC 17029
Tn3434R

B transpozazy/
resohvazy

B konserwowane/
nieznana funkeja

[l aminotransferaza

[ dehydrogenazy O katabolizm propionianu [] fosfomutaza

[ regulatory
transkrypcji
[ transportery

M bialka blonowe

B kinaza

] hydrataza

O hydrolaza




Transpozycyjna wyspa genomowa THpal

Ustalenie pierwotnego
- 5 . Tn3434L | | Tn3434R |
miejsca integraciji : TnPpal— i
TnPpal w pWKS5 DR1 DR2
P. pantotrophus DSM 11072 CGGAA GGGAA
i i Sphl : CATLT Sphl |
: p : : P 5
Sphl | ' = i ' Nrul
# < tmpA res mpjfe> H w NS inpA > L
DNA pWKS&E ::1 4?LCD2
| | i |
Sphl Sphl Nrul < Nrul
LTN3434




12 kpz -
8 kpz -
6 kpz -

4 kpz -

2 kpz -

| kpz -
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1 kpz- |4
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R g R R R g 55 o
=T =] Le] (== w0 o o wn o o !
- 89 T E 8o Tz 2 =T 88
2325 7235 233S zz3zs
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-
L
:
ISPpad ISPpa9 Tn3434 Tn5393

Rozpowszechnienie badanych TE W. pantotrophus

Hybrydyzacja DNA-DNA sond
specyficznych dla poszczegdlnych
TE z catkowitym DNA
(trawionym EcoRI) wyizolowanym
ze szczepOw P. pantotrophus



Elementy transpozycyjneParacoccus sp.
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N Bakteria nieznanego pochodzenia




Podsumowanie | wnioski

» Stosuj gc wektory putapkowe zidentyfikowano, nieopisane wcz esniej: (i) pi e€ IS, (ii)
dwa transpozony niezto zone oraz (iii) transpozon zto zony o mozaikowe]
strukturze (Tn Ppal).

» Na podstawie przeprowadzonych kompleksowych analiz bioinformatycznych elementy
te zaliczono do odpowiednich rodzin IS: (i) IS 6, (ii) IS66, (ii)) IS5 (grupa IS 903 i 1S427),
badz Tn — transpozony z rodziny Tn 3. Wyznaczono cz esto $¢é transpozycji dla ka zdego
z badanych elementoéw.

» Szczegotowe analizy in silico sekwencji genoméw bakterii umo  zliwity wyrd znienie
TE, ktére nie zostaly scharakteryzowane przez innyc  h badaczy podczas deponowania
sekwencji nukleotydowych w bazach danych.

» Scharakteryzowany w tej pracy Tn Ppal jest pierwsz g mobiln g wysp g genomow g, ktor g
zidentyfikowano w wyniku odpowiednio przeprowadzone j selekcji zdarzenia
transpozycyjnego.

» Ustalono liczb e kopii poszczegolnych TE w genomie gospodarza oraz poznano ich
lokalizacj e (plazmid/chromosom).

» Przeprowadzono komputerowe analizy filogenetyczne, co dato wyobra zenie o
czesto sci i kierunkach transferu horyzontalnego genéw w Paracoccus spp.
Uzyskane dane sugeruj g wyst epowanie rzadko obserwowanego zjawiska transferu
horyzontalnego mi edzy bakteriami gramdodatnimi i gramujemnymi.



Podsumowanie | wnioski

» Wykazano eksperymentalnie, ze natura systemu replikacyjnego wektora
putapkowego mo ze stanowi ¢ czynnik limituj gcy transpozycj e duzych elementow
transpozycyjnych.

« Identyfikacja Tn 5393 w izolacie P. pantotrophus jest dowodem nato, ze bakterie
glebowe mog g stanowi € istotny rezerwuar determinant oporno  sci na antybiotyki w
srodowisku.

» Wykazano po raz pierwszy, ze elementy z grupy IS 903 (rodzina IS 5), jak réwnie z
transpozon Tn 5393, koduj g promotory umo zliwiaj ace transkrypcj e sasiednich
genow.

» Wykazano, ze utworzenie kointegratow w trakcie transpozycji re plikacyjnej mo ze
prowadzi ¢ do ekspresji bezpromotorowych genéw oporno sciowych.

» Uzyskano wyniki podwa zajgce przekonanie, i z tzw. zjawisko odporno sci DNA
docelowego na kolejn g insercj @ pokrewnych TE jest powszechne w $rod rodziny Tn 3.

» Uzyskano interesuj gce dane umo zliwiaj gce wyci ggni ecie wnioskow na temat ewolucji
transpozonow z rodziny Tn 3.



Elementy transpozycyjneParacoccus spp.

L.p | TE | Gospodarz Rodzinalgrupa | Sposob identyfikacji
1 151248 F. pantrotrophus DSM 11073 1S5/15427 pCM132TC (kointegrat)
2 ISPak1  FP. alkenifer DSM 11593 1515427 pMAT1*
3 ISPam1  P. amionophilus JCM7686 IS5/15903 pEBB10 1 pCM132TC
1 ISPam2  P. amionophilus JCM7686 IS5/15903 pEBB10~
] ISPam3  F. amionophilus JCM7636 13313407 pCM132TC i
&  ISPko! P.kondratiovae NCIMB 13773' IS518903 pMEC1 | pCM132TC iSPpaz ISPt (é?::;"lgzsn
7 ISPIcT P alcaliphilus JCM 7364 IS5/15903 BMAT1 PN
B ISPIc2  P. alealiphilus JCM 7364 IS5/15903 pMAT1 N N
9 ISPmal  P. marcusii DSM 11574 IS6 pMEC1 Pt 'f\:\
10 1SPma2  P.marcusii DSM 11574 183118407 pMEC1 rodzina IS5  figpms A
11 I1SPma3  P.marcusii 0822 IS5185 pMEC1 i pcMi32Tc | (9rupa1S903) S Paato
12 ISPma4  P. marcusli 0522 151380 pMAT1 ISPpa4 I1SPpa
13 ISPmab  P. marcusii 0822 18As1 pMAT1
14 ISPmel  P. methylutens DM12 151380 pMEC1 ISPl¢2
13 ISPme2  F. methylutens DM12 13513427 pMECA1 .
16 1SPpat F. pantrotrophus DSM 11072 1S256 pPMEC1 1SPko1 rodzina 156
17 I1SPpaz  P. panirotrophus DSM 11072 IS5/15427 PMEC1 ISPpa8 .
18 ISPpa3 P. pantrotrophus DSM 11072 IS515903 pMECA1 B P e ro-dzma ISA_S1
19  1SPpa4  F. pantrotrophus DSM 65 IS5/15903 PMEC1 rodzina IS5 i 'SP’"a""'_k ‘ ;spse{ rodz_ma 157182
20 I5Ppa5  P. pantrotrophus DSM 11072 1566 pMEC1 (grupa IS5) _IS)P_SO? ~~Tn5393
21 ISPpaé F. pantrotrophus KL100 1S5/18427 pMECA1 ,*”is-i’sut B
(Pochodna DSM 11073) rodzina 1S256 . INS4347 o dzinaTn3
22 ISPpa?  P.pantrotrophus DSM 65 1566 pMECA - ISPpat
73  ISPpa8  P. pantrotrophus DSM 65iDSM 11073 1S5/15903 pCM132TC ISPpa7
24 ISPpa% P.pantrotrophus DSM 65 136 pDS132K 100 rodzina 1S3 ISFmeﬂspma 4 '\sppas
25  ISPpaf0 P. pantrotrophus LMD 82.5 IS5/18427 PMAT1 (grupa 1S407) - rodzina IS66
26 ISPse1  P.seriniphilus DSM 14827 151182 PMAT1 rodzina 1S7380
27 ISPso1 P. solventiverans DSM 11592 18256 pMEC1
28 ISPs02 F. solventiverans DSM 11592 IS515427 pMECA1
29 ISPso3 F. solventiverans DSM 11592 135185 pMECA1
30 ISPth1  P.thiocyanatus IAM 12816 IS5/15903 pMAT1
31 Tn3434 P. pantrotrophus DSM 11072 Tn3 PMEC1
32 Tn5393  P. pantrotrophus LMD 82.5 Tn3 pMECA1
33 TnPpa1l  FP. pantrotrophus DSIA 11072 Tn3 pMMB2




Podsumowanie | wnioski
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