Elementi trasponibili nei batteri

» Sequenze d'inserzione
* I trasposoni
* MU ed altri batteriofagi simili a MU

Caratteristiche comuni

1.Contengono i geni per la trasposasi

2.Contengono delle sequenze inversamente ripetute
all'estremita

3.Generano duplicazioni dirette nel sito d'inserzione
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Struttura dell’elemento Trasponibile

/ Sequenza bersaglio
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Caratteristiche fondamentali degli elemento trasponibili

*Sequenze invertite ripetute definite IR ( Inverted Repeats) di
lunghezza variabile da 10 a 40 bp fiancheggiano I'elemento trasponibile

-Il sito bersaglio ( casuale) di lunghezza variabile trale 5 e 9 bp sara
duplicato in sequito all'inserzione dell'elemento trasponibile

-
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IS Sequenze d'inserzione
sono gli elementi trasponibili piu semplici

Caratteristiche strutturali :

Generalmente 1-2kb
*Fiancheggiati da IR di 10-30bp
- Contengono una ORF che codifica per la trasposasi

Caratteristiche funzionali
* Generatori di regioni di omologia tra
elementi genetici diversi ( plasmide e cromosoma)
Generatori di regioni di omologia all'interno di uno stesso genoma

- Presenti in tutti i Batteri ed Archea



Sul plasmide F e presente un‘ampia regione contenente
sequenze d'inserzione di tipo IS2, IS3 e v3( definito
anche Tn1000).Queste sequenze sono importanti per i
processi di ricombinazione omologa quali integrazione
di F nel cromosoma, excisione, fusione di plasmidi
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Replication mer Sul plasmide R100 (O Rl)
e sono presenti sequenze IS
che fiancheggiano elementi
trasponibili (frasposoni
compositi)

cat

2 IS1 fiancheggiano un‘ampia
regione contenente numerosi
geni di antibiotico resistenza

(Tn501)

tra

2 I510 fiancheggiano il gene
per la resistenza alla
tetraciclina (Tn10)



Plasmidi contengono numerosi elementi trasponibili
sia IS che trasposoni

F R100

1S3 Replication mer
functions

tra
region 1S3

tra



Plasmide di virulenza di Shigella contiene
humerose 1S
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Che cos'é la sequenza bersaglio ( target sequence).

E' una sequenza casuale riconosciuta da un elemento
trasponibile

Nella gran parte dei casi non vi e specificita di sequenza
Ogni elemento IS riconosce un humero preciso di basi (
da 6 a 8) che poi saranno duplicate

’, Target sequence
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f IR IR

Inserted Transposable
element

transposable
I\/ element
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Duplicated target sequence



o l
GGGTTTCCAAA

La trasposasi induce tagli
sfalsati nel sito bersaglio

GGGTTTCCAAA A
( : C CCCAAAGGTTT : )
Inserzione
del trasposone
GGGTTTCCAAA A
[C C = - = CCCAAAGGTTT ))

F{iem_pimentq .
delle interruzioni

s =

GGGTTTCCAAE:EGGTTTCCAAA
(:CCCAAAGGTT CCAAAGGTTT:]

La trasposasi induce un taglio
sfalsato di pochi nucleotidi in
una sequenza NON
SPECIFICA sui due filamentie
successivamente la polimerasi
PolI riempira le sequenze a
singolo filamento del sito
bersaglio generando le
duplicazioni che sempre
fiancheggiano I'elemento
trasponibile.



L'inserzione di un elemento trasponibile (IS,
trasposone ,fago MU) all'interno di un gene ne
inattiva la funzionalita

Gene A Gene 1 Gene 2 Gene 3

TramsposonwmSpositi on/ Chromosome

| = — Disrupted gene 2 = = -

|
Gene 1 : Gene A 1 Gene 3

Chromosome




Confronto tra un Tn composito (Tn5) e un Tn semplice (Th3)

...iIn Tnb la trasposasi € codificata dall’elemento IS
...iIn Tn3 non vi sono IS fiancheggianti
...iIn Tn3 oltre alla trasposasi € presente la resolvasi

(A) Hesistenza Recistenza Resistenza
' alla kanamicina alla bleomicina alla streptomicing  Trasposas
\
onaA | B
[550L |550R
E J TnS X J
Y ki

Sequenza IS fiancheggiata da IR Sequenza IS fiancheggiata da IR
B] Trasposas Resolvas p-Lattamasi
ONA I I [ § Sy

Tn3

Sequenze ripetuta e invertita

Sequenze ripetute e invertite



Struttura di Tnl0

IS difettivo IS funzionale
IS10L TC IS10R
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la transposasi agisce in cis =
- metilazione previene il legame

della trasposasi al DNA
- metilazione previene la sintesi

della trasposasi



lL Jb hase overlap
Hoplostestest

Transposase

Tnl0 é caratterizzato dalla presenza di 2 promotori localizzati
all'estremita dell'TS10R. Il promotore forte Pout promuove la
trascrizione verso |'esterno dell'elemento ovvero verso sequenze
dell'ospite. Il promotore piu debole Pin promuove la trascrizione di um
MRNA interno all' IS10R che sara tradotto nella trasposasi.

Il trascritto OUT & un mRNA di 70 nt espresso ad un livello 100 volte
superiore rispetto mMRNA IN ed e anche molto pil stabile di mMRNAIN



Transposase
acts in cis on DMA template

F
bl ettrylation prevents

transposase hinding to DM A

W ethylation prevents,
transposase synthesis

Several mechanisms restrain the frequency of Tnl0 transposition, by affecting either the synthesis or function of
transposase protein. Transposition of an individual transposon is restricted by methylation to occur only after
replication. In multicopy situations, cis -preference restricts the choice of target, and OUT/IN RNA pairing inhibits
synthesis of transposase.



Regolazione della trasposizione mediata da uno small RNA antisenso
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Regolazione della trasposizione mediata dal livello di metilazione

La capacita di TnlO di trasporre e strettamente correlata alla
metilazione effettuata dalla metilasi Dam. La metilasi Dam & in
grado di metilare I'’Adenina all'interno della sequenza GATC sull'elica
appena generata durante il processo di replicazione.

In un mutante Dam difettivo la frequenza di trasposizione e
aumentata di circa 1000 volte.

Il primo sito di Dam metilazione si trova all'interno della sequenza
invertita ripetuta (IR) all'estremita dell’TS10R proprio nel sito di
legame della trasposasi.

Il secondo sito riconosciuto dalla Dam metilasi si trova all'interno del
promotore Py dal quale parte la trascrizione per la sintesi del
mRNA deella trasposasi



Dam metilasi

Dam metilasi trasferisce un gruppo metilico dalla S-adenosyl-metionina
al gruppo aminico dell'adenina nei siti 5'-GATC-3'.

Metilazione avviene poco dopo la replicazione del DNA:il passaggio della
forca di replicazione lascia quindi i siti GATC temporaneamente
emimetilati.

La DAM metilasi metila con la stessa efficienza sia i siti emimetilati che
non metilati.

La Dam metilasi mostra omologia con metiltransferasi dei sistemi di
restrizione e modifcazione quali DpnIT e MboIA



Sistemi R-M

Metiltransferasi associate ad enzimi di restrizione che agiscono sulle stesse
sequenze e che possono distinguere il DNA self dal DNA non-self
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Ruolo della Dam metilasi

|

Phase vafiatioﬁ
Lrp, OxyR
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DNA restriction
Restriction and
medification enzymes

Chromosome
replication
DnaA, SeqA _ S}
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Fenomeni importanti quali
- il coordinamento
temporale della replicazione
del DNA,

- la ripartizione dei
cromosomi

- Il riparo del DNA

- la coniugazione

- La frasposizione

sono sensibili allo stato di
metilazione di specifiche
regioni di DNA

Tutti questi eventi utilizzano come segnale lo stato di
emimetilazione del DNA neoreplicato generatosi per replicazione
semiconservativa di una molecola di DNA interamente metilata.



Elementi IS sono elementi trasponibili che codificano solo per
funzioni correlate alla trasposizione
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I trasposoni
composti

sono costituiti da
due elementi IS
che fiancheggiano
una sequenza genica
contenenti vari tipi
di geni quali
determinanti di
antibiotico
resistenza, tossine
o altri geni di

virulenza virulenza



Struttura di Tnb

IS difettivo IS funzionale
| IS50L4- Km / IS50R |
m— ~—
— Tnp
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Tha IS50 proteins

Tnp - 476aa (P1) P32 - 450aa
Inh - 42188 (P2) P4 - 30533

L'inibitore della trasposasi (Inh) € trascritto sul medesimo
mRNA della trasposasi ma viene tradotto a partire da un sito
pit a valle e perde i primi 55 AA.

Le proteine P3 e P4 sono simili alla trasposasi ma difettive e
quindi competono con la trasposasi ma non sono funzionali.



' Transposase Binding
s Synaptic Complex
Formation
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' Target capture
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Struttura dei trasposoni di tipo Tn3 ( TnAp)

Modalita di trasposizione di tipo replicativo
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ThpR resolvasi e repressore della trasposasi




(D staggered cuts 5 bp

apart in target DNA
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Due tipi di trasposizione:
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Trasposizione conservativa o semplice

* viene effettuato un taglio sui due filamenti del DNA donatore sia al 5

che al 3’
- viene effettuato un taglio sfalsato sulla molecola del recipiente (5' e
3')

* il frasposone viene exciso dalla molecola donatore
- il frasposone si traspone nella molecola recipiente

* la DNA polimerasi I aggiunge le basi mancanti sulla molecola del
recipiente laddove é avvenuto il taglio sfalsato

* si generano quindi delle brevi sequenze ( 5-8 bp) direttamente
ripetute all'estremita del trasposone.

* la lunghezza delle sequenze direttamente ripetute corrisponde al
numero di basi a SS generate dal taglio sfalsato



La trasposizione semplice: taglio su entrambe le eliche al 5" e al 3’

TE-Alcune centinaia di diverse migliaia
di coppie di basi di lunghezza

La trasposasi riconosce le ripetizioni
invertite e taglia I'elemento trasponibile
ad entrambe le estremita, liberandolo
dal suo sito originario.

TE

La trasposasi trasferisce il TE
a un nuovo sito e separa il DNA
bersaglio in corrispondenza
dei siti sfalsati.
TE= Elemento Trasponibile

bersaglio

3 5

Y
S’WFWS'
BESES
A+ G DNA
| ||TACGA,|||
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t

L'elemento trasponibile viene
inserito nel sito bersaglio.
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Elemento trasponibile

Sintesi di DNA per
la riparazione della lacuna

IR IR

8 J

Elemento trasponibile

i
Ripetizioni dirette
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La trasposizione conservativa, si ha perdita della molecola
donatore. Se non si ha riparo. I'elemento trasponibile si frovera
quindi solo sulla nuova molecola



Trasposizione replicativa

viene effettuato un taglio sui due filamenti del DNA donatore solo al
3.
- viene effettuato un taglio sfalsato sulla molecola del recipiente (5' e
3')
* il trasposone prende contatto con le estremita della molecola
recipiente rimanendo inserito nella molecola del donatore

* la DNA polimerasi replica la sequenza corrispondente all'intero
trasposone oltre alle basi mancanti sulla molecola del recipiente laddove
e avvenuto il taglio sfalsato.

- Si genera quindi una seconda copia dell'elemento trasponibile



Trasposizione conservativa e replicativa a confronto:

si noti il taglio solo al 3'( replicativa) e
al 3' e 5'(conservativa ) nella molecola donatore

Target T I

Donor ZSE_:é—_——

3 4+ 5° 3' Only
+ 3

Donor Cleavage =

o A gl e \ H

* Strand Transfer L
!

— \
Host Replication l
— e
Pt s )1 ¢ — 7 § ) So—

Non-Replicative e G,
Simple Insertion Replicative Cointegrate




La trasposizione replicativa

o Le lacune sono colmate dalla DNA
polimerasi e sigillate dalla DNA ligasi.

Elemento trasponibile

sequenza bersaglio

DNA bersaglio
: La resolvasi catalizza il processo
di ricombinazione tra i due elementi,
OLa trasposasi opera dei tagli scomponendoli in due strutture separate,
in corrispondenza delle frecce clascuna prowvvista di una copia
e i filamenti vengono scambiati dell'elemento trasponibile.

e ricongiunti I'un I'altro, formando
un cointegrato.




Cronar
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The domot DA molecule is nicloed by
tmnspomse yielding a 3'-CH at eachend

The tecipient DA moleole is nicked by
tmnspomse yielding a 5'-POgateach end of farget
DA sequence. The distnce betmreen the
cleampe sites in the agget sequence equals the
lemgth of the tatget site duplication after

T nEposihon

Dromot and tecipient Amnds sepemte at nicks; the
310H at the end of the tansposon is ligated to the
S-Pily from the aget sequence

DA teplication fillsin the ssDMA on both
stmnds, copring the tanspoeon and adjacent
target sequences, The wealting molecule nrith the
oo plasmids joined is called a cointegr e,

Fecombinatiom betnmeen the duplics ed frnsposon
SeqUennes sepaties the tao D MA molemles,
tesuting in a domor phemid writh 2 fEnsposon
inzertion at the odginal ste, and a vecipient plasmid
rith a tanspoeon at a wew sie with a short ditect-
tepeatof fanddng DMA sequences,



Trasposizione di tipo replicativo si viene a formare un
cointegrato
che verra poi risolto ad opera dellla resolvasi

Tn
Single-strand
cuts in target
and transposon
ol to P Pairing and
duplication of Tn fecembination
Transposon- Taraet and cointegrate E-ztwv;;zgons leads
s arge formation
containing DNA | to release of
Comtegrate circles
formation
Tn

Resolution Original transposon
of cointegrate Target with

insertion of Tn



Le MOLECOLE di DONATORE e RECIPTENTE
RIMNGONO UNITE in UNA STRUTTURA definita
COINTEGRATO

Per la risoluzione del COINTEGRATO interviene una
proteina definita RESOLVASI codificata solo dai
trasposoni di tipo replicativo (es. Tn3)

RISULTATO della TRASPOSIZIONE REPLICATIVA
Una copia del Tn sulla molecola donatore e una copia
del Tn sulla molecola recipiente

Analogamente alla replicazione conservativa si
generano delle brevi sequenze ( 5-8 bp) direttamente
ripetute all'estremita del trasposone.



__Trasposone

Molecola di DNA
contenente
il trasposone

Molecola di DNA con
il trasposone originale

Bersaglio

| tagli a singola
elica nel bersaglio
e nel trasposone
portano alla
duplicazione

di trasposone

e alla formazione
di un cointegrato

Formazione
del cointegrato

Risoluzione
del cointegrato

L’appaiamento

e la ricombinazione
tra trasposoni porta
al rilascio delle
molecole circolari

Molecola di DNA bersaglio
con il trasposone inserito

Formazione e risoluzione del
cointegrato

E necessaria una proteina

la RESOLVASI

codificata dai soli Tn con
replicazione replicativa (
tipo Th3 o TnAp) che
riconosce le sequenze RES
ed effetto taglio e
riunione liberando la
molecole di donatore e
recipiente



Struttura dei trasposoni di tipo Tn3 ( TnAp)

Modalita di trasposizione di tipo replicativo
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ThpR resolvasi e repressore della trasposasi




Risoluzione del COINTEGRATO

* Resolvasi in forma di dimero si lega a brevi sequenze di DNA del trasposone
* L'interazione tra le diverse subunita riavvicina i due trasposoni
* La resolvasi induce lo scambio e la scissione del cointegrato




n3 - TnpA

Cointegrato

Fusione

Risoluzione

TnpR del cointegrato

Tn3 . i Tn3

G. Deho, E. Galli Biologia dei Microrganismi Copyright 2012 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



Il fago MU : un trasposone con funzioni virali

Positive activator
of late mRNA synthesis

L

Repressor

Integration
replication

Host
ONA | -5

@

attL LTranspos,:-::lse

Lysis

Head and
tail genes

Invertible G
segment
(host range)

Variable
—— end

lys

_J

| (host DNA)

1

attR




Il fago MU si inserisce in un sito casuale del genoma e

provoca duplicazione diretta della sequenza in cui si &
Inserito

|

AAGCAGC Host
TTCGTCG DNA

Staggered cuts made
in host DNA

MU AGCAGCGTT
TCGTC GCAA

Conversion to single
strands and insertion
of Mu

GCCGA CGTT
erepchenn GCAA
Repair of DNA leads to

formation of five-base-
pair duplication

(b)




Se la medesima sequenze d'inserzione ( IS) o
trasposone si trovano nella stessa cellula creano
regioni di omologia

- all'interno dello stesso genoma

- tra cromosoma e plasmide

- tra plasmidi diversi

Quali sono le conseguenze di eventi di
ricombinazione mediati dal sistema RecA/BCD
utilizzando come regioni di omologia le sequenze IS
o i trasposoni??



Riarrangiamenti genetici generati dagli elementi
trasponibili : INVERSIONTI E DELEZIONI

Oppositely oriented recombining sites

AR

— <

Site of
exchange ———

Segment
is inverted.

Identically oriented sites

Site of
exchange ————

Segment is

removed.



-formazione di inversioni
-formazione di delezioni

) Chianda ke sequanze
duplicate hanng Cuandd le sequenza duplicate
orientameants aDpasio... hanno k2 Shassd arnentamenta
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(A La ricomicinazicne tra due plasmicl
forma una struttura chimerica.

ricombing £on Un cromosoma,
s inteya in esso.

A

[Quando un plasmice ]

Quando le sequenze duplicate
hanno ko stesse orientamento...

lalblc]

... la ricombinaziona
produce 'inversione
del frammento.

(glolcl g | dalolct




Processi di ricombinazione omologa mediati dagli elementi IS
-formazione di plasmidi chimerici
-formazione di ceppi Hfr

(A Lh Fearmcinazicone fra due clasmid
'_.ﬂTIH LI siru 1 Lra '._l- |TIF'”._F

7O

Plasmide chimerico

S nbegra in esso,

— P

Cluando un plasmige
ricormibing cor U Srormosnma,

[




Gli elementi IS sono le regioni di omologia che
determinano l'integrazione del plasmide nel cromosoma per
RICOMBINAZIONE OMOLOGA
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