Mobilis genetikal elemek



Transzpozicio

DNS athelyez6des
— Traszpozaz
— Reverz transzkriptaz

Mutaciok, kromoszdéma atrendezbdések

Genom: eltérd aranyban pl.: ember, kukorica sok >50%,
Drosophila, élesztd keves



Csoportositas
 DNS: IS elemek, transzpozonok

a DNA transposons
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Transzpozicio ketféle intermedierrel

DNA transposon Retrotransposon
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Donor DNA \ / Donor DNA
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Former DNA RNA
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J/ NN
4'/ RMA intermediate
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|
|
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Bakterialis transzpozonok:
Inszercios szekvenciak (IS elemek)
Osszetett transzpozonon

Tn3 transzpozonok
Transzpozabilis fagok (Mu fag)

(a)

(b)

Insertion sequence

A
s
ATCCGGT... ...ACCGGAT
TAGGCCA... ...TGGCCTA
Inverted Transposase gene Inverted
repeat repeat
Transposon
A\
A \

Insertion Antibiotic Insertion

sequence resistance gene sequence

— | —
N

Inverted repeats Transposase gene

\

o



|S:insertional sequences

IS elemek

IR: rekombinaz felismerdhelye

Transzpozicié: 10°—107 sejt/generacio

IS |
1
Tl 3

L J
T I T

IR . . IR
Insertion of IS element into
chromosomal DNA
Target site
I_Lﬁ
;Cut
Chromosomal 5 TCGAT 3
DNA 3 AGCTA 5
Cut'! l
Inserted IS element -
3 5
| IR
Gaps filled by DNA
polymerase, DNA ligase New DNA
5’ 3’
3, 5’

IR Host DNA
L_T_J

' Duplicated target site sequence




e

Insertion
sequence

IS1

[S2

[S4

IS5

y-0
(TN1000)

pSCI101

segment

A prokariotak inszercios elemel

Normal
occurrence
In E. coli

58 copies on
chromosome

5 copies on chromo-
some; I on F

5 copies on chromo-
some: 2 on F

| or 2 copies on
chromosome

Unknown

| or more copies on
chromosome: | on F

On plasmid
pSC101

Length
(bp)

768
1327
1400
1400

1250
5700

200

Inverted
repeat*
(bp)

18/23
32/41
32/38
16/18

Short
35

30/36

tobb példanyban fordulnak eld
a genomban

*nagysaguk 1000 bp koruli

svegukon 10-40 bp forditott
ismétlédés (inverted repeat)
talalhato, mely szukséges az
athelyezddéshez.

*normal esetben legalabb egy
gént (transzpozaz) hordozniuk
kell, mely terméke a
transzpoziciot (kivagodast és
beépulést) meghatarozza -
transzpozaz enzim



Transzpozonok

« Egyszeri (Classll) S R

*IR szekvenciak hataroljak (pl. Tn3, phage Mu).
Mechanizmus: replikativ transzpozicio

« (QOsszetett (Clasl )

2 1S elem hatarolja (pl. Tn5, Tnl10).
Mechanizmus: ,cut and paste”



element in old DNA location
flanking host

terminal inverted repeats
DNA| 2 a\
TN

T

Py =)

binding to multimer
of transposase

synaptic
complex

H-JH

DNA cleavage of
both strands

excised transposon

DNA strand
transfer
Qs v
R \
(P, - ‘fb
) o
/ P
% DNA-repair synthesis

to fill gaps

element in new DNA location oo sz <
ligation of nicks

new DNA
\ \

Se———w®» b o S |
kY e—— b P ——
L1 L1
target-site target-site
duplication duplication
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Kivag - bellleszt
mechanizmus

Cut-and-paste

1., ElsG lépéskeént a transzpozaz
eltolva két bemetszést ejt a target
DNS-en (mint egy restrikcidés enzim).

2., Kivagja a transzpozont eredeti
helyérdl és a transzpozon beékelodik
a tulnyulod végek koze.

3., Az egyszalu tulnyuld végek
templatul szolgalnak a DNS repair
szamara, és a polimeraz feltolti a
hianyzo szakaszt.

Ez target hely duplikaciot
eredményez az elem két oldalan.
Minden elemre jellemz6 az
athelyez6deés soran keletkez6
duplikacidé mérete.






Replikativ mechanizmus

transposon l
—— —=

strand transfer

donor DNA

Resolutlon
donor DNA cleavage @
of transferred strand
— Replicative transposltion
=i 3'-OH replication fork
'-OH assembly (at left gap)

\\,//

l replication through

lagging stra\nd the transposon

== I ——
leading strand’ continued replication
ligation
target DNA
strand transfer

cointegrate with 2 copies of transposon
Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.



Donor DNA Recipient DNA

Target sequence
(I Donor and recipient DNA
Transposable nicked at arrows by transposase.
element Donor and recipient DNA's fuse.

Single-stranded regions filled in by DNA
replication, resulting in copying of the
transposon and target sequence.

The molecule produced is a cointegrate.

Cointegrate _A

Resolution: recombination between
duplicated transposable elements
generates two DNA’s, each

with a transposable element.

il




Tnl0

Transposon, Tni0

9,300 bp
1,400

6,500 bp

—

Inverted
repeats
of IS
element
\_l_l
I

Osszetett transzpozon
Transzpozazt és tetraciklin rezisztenciat kodol

Antisense RNS-sel szabalyozza a transzpoziciok szamat

Altalaban a DNS replikacidhoz kétve ugrik: amikor a Tn10 hemimetilalt a
DNS szintézis soran, metilacidos hely a prométerben és a transzpozaz

kotéhelyben is

Inverted IS elements

\—-I_V_ _

Tetracycllne k

resistance
gene (TCR) Inverted
repeats
of IS
element
;|—l




Tn3 transzpozon

Transposon, Th3

1
I |

[ 4,957 bp >

| tnpA tnpB bla ,

! | l | .

5/ | [ o <

1 Transposase ( B-lactamase
Left inverted Resolvase Right inverted
repeat (38 bp) repeat (38 bp)
mRNAs

Egyszerl/ nem Osszetett transzpozon
Nincs IS elem, csak IR
3 gént kodol:
Transzpozaz
Antibiotikum rezisztencia
Rezolvaz — rekombinacio — replikativ



A plazmidok inszercids elemei

Resstance-rranster segment

Az F’ plazmid is inszercios szekvencia. Egy R-plazmid szerkezete: antibiotikum
szigeteket hordoz.



Mu fag

* Transzpzabilis fag (Lizogen bakteriofag és
transzpozon)

* Kb. 35 gent kddol MuA-transzpzaz, MuB-ATP-
az, segiti a MuA-t

« Target specifitasa kicsi, de nem transzportalodik
sajat magaba



A mu (,mutator”) fag

aro aro
/ gal )
(a)
lac \ lac
§
gal \

(b)

A 36 kb hosszu mu fag olyan temperalt virus, mely sok hasonldésagot mutat az IS
elemekkel. Barhova inszertalodni képes a bakterialis vagy plazmid genomba mialtal
gyakran okoz mutaciokat. Az inszercio replikativ transzpoziciéval megkett6zodhet.

Két mu fag kozé eso bakterialis DNS darab transzpozonként képes athelyezédni a
genomban, akar kromoszoma és plazmid kozaott is. A fag a mozgasa soran

kromoszoma atrendez6déseket (deléciot inverziot) keépes okozni a baktérium
kromoszoman.



Eukariota transzpozonok

* C. elegans: Tcl(mariner)
* Drosphila: P elem, Mariner (Tcl)
« Kukorica Ac, Ds - McClintock



Autondm < nem autondm elemek
— PI.: kukorica Ac, Ds elemek
— Helper transzpozon

SN -

S

: \LDelete :
o [ I
\LDelele
s ] I 1

l Replace DNA between inverted terminal repeats




Pigmented

Cgene |

Coloﬂess
om(Ds) [ — 2
(noAc) |
c-m(Ds)
Spotted

/V Ds kernels
¥

c-m(Ds) _’"d_Lh EU T — ’.::‘

(+Ac)

Spotted
/y kernels
om(Ac) -l T o v
Ac

c-m(Ac)



Retroelemek

Retronok: prokariotakban

Retropozonok: nincs LTR (long terminal repeat)(=nem LTR
retrotranszpozon, nem virus szerd, polyA )

Retrotranszpozonok: van LTR (LTR retrotranszpozon, virus
szer()

Retrovirusok



a DNA transposons

flanking
host DNA element
\ [ |
I P )
transposase

target site  terminal inverted
duplication repeats

b viral-like retrotransposons/retroviruses
element

.

LTR integrase and RT LTR

C poly-A retrotransposons

I—P
5UTR ORF1 ORF2 3'UTR

3 T I o I )

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings




A retrovirosok életciklusa

Capsid enters
host cell and
leaves envelope
on the membrane.

Host cell
Q : & Host

RNA | W chromosome

Retrovirus

® & Reverse g
& g ~  transcriptase
Capsid breaks down;
Synthesis of reverse transcriptase
: . synthesizes a DNA
Viral miNA MENIMRE copy of the viral RNA.
— DNA ———
y<& Q ) RNA— % %
Viral mRNA is Reverse transcriptase
transcribed from synthesizes a second
the integrated strand from the DNA
viral DNA. copy.
Q. Double-stranded viral = %‘—Q .
b :9 DNA is integrated into p
the DNA of the host

Viral DNAW”““E'/ DNA




LTR gag

env '__——*—-—-___,__*

surface Glycoprotein SU
gp120

. env
env. Transmembrane ‘
Glycoprotein TM o
gpd|

‘.

gag :
Membrane Associoted
Matrix) Protein M
gag * e

pl?

gag
Capsid CA
(Core Shell)

p24

p0| (2 mg{;gules]
(pro) Protecse PR p9

Polymersase RT &
RNAse H RNH péé
Integrase IN p32

Lipid
Bilayer



Retrovirus genjel

Gén Funkcio

gag = group specific antigen (internal structural proteins)
matrix (MA), binds envelope, organization
capsid (CA), protects genome and enzymes
nucleocapsid (NC) chaperones RNA, buds

pol = polymerase enzymes

reverse transcriptase + RNA to DNA Lipid 0)
RNAase H (RT) degrades template RNA Bilayer -

protease (PR) maturation of precursors
integrase (IN) provirus integration s

. PR
env = envelope proteins

surface glycoprotein (SU) receptor binding
transmembrane protein (TM) virus-cell fusion



Retrovirus genomok

B Simple retrovirus (ALV)

LTR gag pol env LTR
U J M ’
Core Y Envelope
Enzymes

Complex retrovirus (HIV-1)

Viral-coat proteins
. . mediating CD4 binding
Promaotes Infectivity Required for efficient  and membrane fusion

Nucleocapsid-core
proteins

of cell-free virus virion budding
Uncertain
f ”
HEF
U3 R U5
50T LT
/_ Weak trans- ReV response
Reverse transcriptase, criptional activator I Itm
protease, integrase and elemen
Binding sites for host ribonuclease
transcriptional factors Potent transcriptional  Regulator of structural
activator gene experession

TAR element




Retrovirus genomi RNS keletkezése

LTR Coding region LTR  Host-cell DNA

—_— A — P — A
Integrated
retroviral :Iu3 R|U5 .u3 R U5I=
DNA 1 T
Start site Poly(A) site
RNA polymerase Il
Primary , NANANNNN 3
transcript >
RNA-processing enzymes
Poly(A) polymerase
Retroviral
RNA INNANNNN (A),,
genome

Start hely az LTR-en belll helyezkedik el — az RNS nem tartalmazza ezt a részt!



3" U3 R VE) PBS U3 R Us |5
HEEEEEEEEEEEEEEEEE HEREEEEEEEE
5" U3 R uUs PBS 3
\ J \
tRNA 2
3 Coding region
Retroviral /
genomic 5[ R [ U5 PBS | / L U3 [ R (A,
RNA
DNA
f"—)—‘\
tRNA extended 3 |R I l|J5| I | | | v
to form DNA copy , '
of 5" end of 5" PBS | [U3 [ R }(A),3
genomic RNA
E RNA of DNA-RNA 3[R _T U5
hybrid digested HEN v
5[ PBS | [ U3 [ R }(A),3
5’
[ First jump: DNA hybridized 3R us |
with remaining RNA R sequence Y | |
5[ PBS | | U3 R |(A),3
A4 5’
] DNA strand extended 3 PBS u3 R us |
from 3’ end HEEEEEEEEE HEEEEEE
5’ PBS U3 R -@A),3
l 5’
3[_PBS | U3 | R [ U5 |

Most hybrid RNA digested

3!



| Most hybrid RNA digested 3 PBS | o U3 T R T U5 ]
5 3
v 5’
[ 3’ end of second DNA strand 3 PBS | u3 R U5
synthesized N | | | | | | L ]|
5’ U3 R 95) PBS |3’
¥
[ tRNA in DNA-RNA hybrid 3_PBS | [ U3 | R [ U5 |5
digested
5/ U3 | R | U5 | PBS |3
v
B Second jump 3’ |PB|SI | u3 | R | uUs |5
5L U3 | R | U5 PBS |3
v
Both strands 3" | U3 R us PBS VK R Us |5
completed by HEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN
synthesis from 5’1 u3 R us | PBS \ ,3
3’ ends M v
LTR LTR

Retroviral DNA



LTR retrotranszpozon

Retrovirushoz hasonléan: LTR, genek (kivéve
envelope)

LTR retrotransposon (=6-11 kb)

5 ' 3
3 5
\ iy J

LTR Protein-coding Target-site
(250-600 bp) region direct repeat
(5-10-bp)




Transzpozicio:
virus szerd, LTR retrotranszpozonok

element
DNA p[* '
(-~ ——— =43 >
L | | J
LTRI LTRI
ltranscription
element
RNA
reverse transcription
5' o — 3'
CDNA 3 e —g

integrase-catalyzed

integrase-catalyzed
3’ end cleavage

DNA strand transfer 3'

3'-0H 5:
3 5' e -3 %3.
vV I

m\» 5’

5

released

dinucleotide \4—

gap repair
target DNA 3, and ligation

new integrated copy \{

[ — s 3
e -_— '
Copyright © 2008 Pearson Education, Inc.,
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Nem LTR retrotranszpozon - retropozonok

* LINE(long interspersed elements) ~6kb,
« SINE (short..) ~300bp

Long interspersed element (LINE)

A
i )

5 3
3 5'
N y J

AlT-rich Protein-coding Target-site
region region direct repeat




Poly-A retrotranszpozon

a P
LINE DNA " ORF1 ORF2
0 BT ) d

target site cleavage,
RNA-DNA hybrid formation

5'UTR 3'UTR .
transcription
b ! '
5'UTR 3'UTR _
LINE mRNA & o
translation
I e synthesis of first cDNA strand
5
ORF1 and
: binding to
ORF2 proteins m B LINE mRNA
) 4

second-strand synthesis

1RNA degradation and
lDNA joining and repair

Wy -»

LINE DNA l

C R R e
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Poly-A
oen— F@trotranszpozon
: reg]ikéciéja

Chromosomal DNA

5!
3!

LINE RNA

LINE RNA
5 e— AN A AAA q:ﬁ'

Nicking . . ) . 7 I TTTATGA w5’
Nick site  Nick site

E DNA

5 Copying of chromosomal
. DNA by ORF2

AALA ﬁ 3

TTTATGA w5’

E Priming of reverse transcription
by chromosomal DNA

E Insertion completed by
celluar enzymes

3!
5 s AAATAC TN SNNAAL sy 3
3 s AT T TATGANGASNS NN T T TATGAmmm— 5

Reverse transcription
of LINE RNA by ORF2
LINE DNA
ANANANANASNAMTACT 3
ANANNANNTTTATGA 5
LINE DNA

Direct repeats



Elesztd Ty
Drosi copia
Line

Sine

Péeldak

(a) Aretrovirus, MoMLV

1 kb
(I
— —_
D ——— _— —
LTR gag pol env LTR
(b) Ty1in yeast
s, —|
LTR gag pol LTR
(¢) Copiain Drosophila
LTR gag pol LTR
(d) L1, a human LINE
ORF1 ORF2
| AAA

pol



o &
0.3 5.6 kb 0.3

Ty1 (5.6 kb)

_>

Az élesztd Tyl-nek nevezett elemei 5,6 kb hosszuak és korulbelul 35 képiaban
fordulnak elé a genomban, a végén 38 bp hosszu un. 6 (delta) szekvenciaval,
melyekbdl koralbelal 100 van a genomban. Az elemben a 6 szekvenciak direkt
ismetlodeésiek, és 5 bp ismétlddést okoznak a beépulés helyén.



Ty elements in yeast:

. Similar to bacterial transposons; terminal repeated sequences,
integrate at non-homologous sites, with target site duplication.

. Ty elements share properties with retroviruses, retrotransposons:

. Synthesize RNA copy and make DNA using reverse transcriptase.

. cDNA integrates at a new chromosomal site.

Yeast Ty element

Fig. 7.26 l :

- 5,900 bp
Long terminal
repeat (delta)

DNA —>

>

Long terminal
repeat (delta)

==

|

Encodes two proteins

RNA



copia-like elements

A Drosophila copia-like elemeinek legalabb 7 csaladja van, méretuk 5-8,5 kb.
Hosszu, direkt terminalis ismétlédésukben egy rovid tokeéletlen forditott ismétlédést
hordoznak és beépuléskor jellemz6 szamu bazisparnyi gazda DNS duplikacioét
hoznak létre. Mindegyik csalad 10-100-szoros ismétlédéssel fordul el6 a genomban.
A Drosophila white-apricot (w?) szemszin mutansa jellemz6 példaja a kdpia-szeri
elem beépulés okozta mutacioknak.



Human retrotransposons:

Alul SINEs (short-interspersed sequences)
. ~300 bp long, repeated 300,000-500,000X.

e Flanked by 7-20 bp direct repeats.
e Some are transcribed, thought to move by RNA intermediate.

e Alul SINEs detected in neurofibromatosis (OMIM1622200) intron;
results in loss of an exon and non-functional protein.

L-1 LINEs (long-interspersed sequences)

e 6.5 kb element, repeated 50,000-100,000X (~5% of genome).

e Contain ORFs with homology to reverse transcriptases; lacks LTRs.

e Some cases of hemophilia (OMIM-306700) known to resuilt newly
transposed L1 insertions.



Genes make up only a small portion of the eukaryotic
chromosomal DNA

percentage
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
I I I I I I I I I I I
I | -
LINEs SINEs introns
retroviral-like elements protein-coding regions
o, I i
, DNA-only transposon fossils ; GENES
TRANSPOSONS
. — non-repetitive DNA that is
simple sequence repeats — neither in introns nor codons
segmental duplications —

) IL i
REPEATED SEQUENCES UNIQUE SEQUENCES

Figure 4-17 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Representation of the nucleotide sequence content of the human genome.

LINES, SINES, retroviral-like elements, and DNA-only transposons are all mobile genetic elements that
have multiplied in our genome by replicating themselves and inserting the new copies in different positions.
Simple sequence repeats are short nucleotide sequences (less than 14 nucleotide pairs) that are repeated again
and again for long stretches. Segmental duplications are large blocks of the genome (1000-200,000
nucleotide pairs) that are present at two or more locations in the genome. Over half of the unigue sequence
consists of genes and the remainder is probably regulatory DNA. Most of the DNA present in
heterochromatin, a specialized type of chromatin that contains relatively few genes, has not yet been
sequenced



Rokon fajok eltéréo genom mérete a transzpozonoknak
koszonheto.

kozos oS ~70 million years
i |

kukorica

narancs = kodolo gének, zold = transzpozonok
egysegnyi kromoszoéma szakaszon.



Dinamikus genom: tobb mozgékony elem, mint hittuk volna

Az eukariota genomok tele vannak transzpozon szer( szekvenciakkal.

A genom szekvenalasok feltartak, hogy ha kozel rokon fajok genom mérete
nagyban kulonbozik, a kulonbség szinte teljes mértékben transzpozon szekvenciak
mennyiségebdl adodik. Az arpa pl. 10-szer nagyobb genom mérettel rendelkezik
mint a rokon rizs, a szalamandra 20-szor nagyobbal mint az ember.

Az emberi genomnak csaknem felét retrotranszpozon szeril szekvenciak alkotjak.
Ezek két f6 csoportja a LINE (Long Interspersed Nuclear Element) és a SINE
(Short INE) elemek. A SINE a LINE deletalt valtozatanak tlnik.

Types of transposable elemeants in the human genome

- Fraction
Elemeant Transposition Structure Langth Copy numbsr of genome
R ORF2 (pal)
LINE= Autonamous AL 1-5 kb 20,000-40, 000 21%
SINEs Monautonomous f— VY 100-300 bp 1,600,000 13%

*— transposase —>

DA Autonomous 2-3kb
transposons 00, D a9,

,T
¥

MNonautonomou s B0-3000 bp




Az ember genomban leggyakoribb SINE az Alu elem. Ezek a genom 10 %-at
teszik ki. Alu-nak azért nevezik, mert tartalmazza az Alu restrikcids enzim target
helyét.
Egy tipikus human gén a homogentizinsav-oxidaz (HGO) ismétlédd elemei:
| 10 kb |
1 e 3 > 8 7810 g 12 13 1

i Ei i Exons } f iiff f % % f

A n | N | [ =] [ | '] '] R B | | [ ¢} -AIIUS
L ] L] | [ ] [ ] [ | AR s SINES

LINEs

Feltind, hogy minden ismétlddo elem intronban van. Az exonba ékel6do
inszerciok negativ szeleciod aldozatai lesznek. Ezeért transzpozonokat sokkal
ritkabban talalunk mikodd géenben, mint intronokban, egyéb transzpozonokban,
vagy a centromer kornyéki heterokromatinban.

A gazdaszervezet rendelkezik inaktivald mechanizmussal, ami megakadalyozza a
transzpozonok mozgasat. Ez f6ként epigenetikus mechanizmusokbdl all, ami a
kromatin szerkezet csomagolasa utjan inaktivalja a transzpozonokat.

A spontan emberi mutacidknak csak mintegy 0,2 %-at okozzak transzpozonok, de
egérben ez az érték 10%.



