Лекція 5
МОБІЛЬНІ ГЕНЕТИЧНІ ЕЛЕМЕНТИ ПРОКАРОТІВ

Мобільні генетичні елементи (мігруючі, стрибаючі гени) - ділянки ДНК, здатні до транспозиції, або випадкового переміщення, з одного місця в інше: в межах однієї молекули ДНК, з однієї ДНК в іншу. Не здатні до самостійної реплікації. Розмножуються у складі бактерійної хромосоми або плазмид.
 До рухливих генетичних елементів відносяться: IS-елементи, транспозоны, інтегрони. Транспозиція забезпечується ферментом - транспозазой. Ген, кодуючий цей фермент, входить до складу усіх мобільних генетичних елементів. Транспозаза володіє ендонуклеазною і лігазною функцією : вона розрізає ДНК по краях мобільного генетичного елементу (ендонуклеазна функція) і зшиває його з розривом ДНК в новому місці (лігазна функція). В деяких випадках транспозиція супроводжується подвоєнням мобільних генетичних елементів і переміщенням копії в інше місце. 
Інсерціонні послідовності, або IS- елементи (insertion sequences - послідовності-вставки) - це сегменти ДНК, які здатні цілими переміщатися з однієї ділянки локалізації в іншу.
. Це різновид мобільних генетичних елементів, які не несуть у своєму складі структурні гени, а тільки гени, що відповідають за переміщення- транспозицію. Різноманіття IS- елементів означають цифровими індексами - IS1, IS 6010. Їх розмір менший, ніж транспозонів, і складає від 700 до 1800 п.н., але описані  й IS - елементи більших і дрібніших розмірів - 5700 п.н. і 200 п.н.
 Центральну частину IS-елементу займає ген, кодуючий траспозазу; деякі IS-елементи несуть промотори або репресори генів, або їх частини. На обох кінцях IS- елементу знаходяться послідовності, що повторюються, або паліндромы, розміром 10-40 п.н., по яких транспозаза розпізнає його і вирізає. 
[image: ] У геномі бактерій є присутньою, як правило, невелика кількість їх до копій: у геномі E. coli IS1 зустрічається у 6–10 копіях, а IS2 – у 5 копіях. 
Характеристика типових IS-елементів Е.coli представлена в табл.:
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Транспозиція відбувається двома шляхами: 1) консервативним: залишаючи одну ділянку IS-елемент вбудовується в іншу; 2) реплікативним: синтезується копія, яка вбудовується в іншу ділянку геному. Вбудовування, зазвичай, здійснюється у ділянках багатих А/Т. При вбудовуванні в нову послідовність ДНК IS-елементи викликають невелику дуплікацію: подвоєна ділянка з двох сторін фланкірує IS-елемент, який вбудувався.
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Значення IS-елементів:
1. Беруть участь у мутаційній мінливості мікроорганізмів – інсерціях та делеціях. Інсерція IS-елементів у бактеріальну ДНК призводить до синтезу неповноцінного білка. При вбудовуванні деяких IS-елементів по обох їхніх кінцях відбувається подвоєння невеликої ділянки хромосоми розміром 5-9 п.н. З меншою частотою (10-3-10-4) IS-елементи призводять до делецій в прилеглих генах: залишаючи ДНК, IS4 вирізує ділянки хромосомальної ДНК з обох своїх кінців. 
 2. Є генетичними маркерами виду чи роду бактерій.
Деякі IS послідовності специфічні для певних видів мікроорганізмів, що дозволяє їх використовувати для видової ідентифікації бактерій
 3. Є місцем розпізнавання та вбудовування плазмід та генно-інженерних векторів. Плазміди та генно-інженерні вектори вбудовуються в бактеріальну хромосому в області IS послідовностей.
4. Беруть участь у регуляції функцій генів – активації чи репресії, тому що несуть у своєму складі промотори або репресори генів або їх компоненти. Наприклад, формування резистентності до метронідазолу у анаеробних мікроорганізмів пов'язано з активацією тих, що мовчать генів A, B, C, D, E в результаті вбудовування IS-елементів, що несуть промотори цих генів.


Транспозони (Tn-елементи) - сегменти ДНК, які мають такі ж властивості, що і IS елементи та ще один- декілька структурних генів. Ці гени не мають безпосереднього відношення до транспозиції (гени стійкості до антибіотиків, гени токсинів або гени додаткових ферментів клітинного метаболізму). 
Транспозони позначають Tn з числовим індексом, наприклад Tn 4556. Їх розмір більший за IS-елементи і становить 2,500–7,000 п.н. На обох кінцях Tn знаходяться прямі або інвертовані повтори,  за якими транспозаза розпізнає їх та вирізає. Частоту транспозицій Tn можна порівняти з частотою мутацій.
Залежно від структури виділяють два класи транспозонів:
1. Збірні (Tn 5, 9, 10, 903 та 1681). Складаються з фенотипового модуля (гени резистентності) і двох елементів, що розташовуються по краях IS, орієнтованих в одному або протилежних напрямках. IS-елементи забезпечують переміщення транспозонів, але можуть залишати його та переміщатися самостійно. 
[image: ]Tn10, що має по краях дві копії IS10, піддається перенесення з частотою 10–7. Цей транспозон вбудовується переважно у ділянках з послідовністю GCTNAGC (при вбудовуванні ця ділянка подвоюється), як правило, повністю безпомилково вирізується, але в деяких випадках у процесі ексцизії може захоплювати з бактеріальної хромосоми додатково 50 п.н. 
2.  Комплексні (Tn 1, 3, 4, 7, 501 та 551). Складаються з фенотипового модуля (декілька генів резистентності) і по краях  мають непрямі повтори розміром 30-40 п.н. Функціонують як єдине і неподільне ціле. Частота транспозицій комплексних транспозонів становить 10-4 -10-6. Більшість із них при вбудовуванні виявляють сайт-специфічність: Tn7, наприклад, має лише одну ділянку вбудовування у хромосому E. coli. Деякі транспозони (Tn3) забезпечують «імунітет» клітини до вбудовування ідентичних транспозонів.
Бактеріофаг µ, або мутатор, також відноситься до комплексних транспозонів. Цей найскладніше організований транспозон містить 38000 п.н. і на його кінцях знаходяться інвертовані повтори розміром 11 п.н. Він не має певного сайту вбудовування у бактеріальну ДНК, у процесі вирізування з неї зазвичай захоплює ділянку розміром 10% свого розміру. 
[bookmark: _GoBack]Механізми переміщення мобільних елементів бактерій. Існує два типи транспозицій з одного генома в іншій. В ході транспозиції першого типу коінтеграційного, донорний геном, який несе IS-елемент або транспозон, зливається з реципієнтною молекулою ДНК. Реплікація за рахунок клітинного реплікативного апарату призводить до подвоєння мобільного елементу. Утворюється проміжний коінтеграт з дуплікацією мобільного елементу. Щоб стався розподіл коінтеграту на початкові реплікони (один з яких придбав би нову копію мобільного елементу), потрібна дія продукту гена tnpR – резолвази (resolution - дозвіл), яка розрізає коінтеграт на початкові реплікатори.

Транспозиція другого типу називається простим вбудовуванням. Мобільний елемент переміщається в новий локус генома, при цьому ніяких інших перебудов, окрім дуплікації сайту мішені, не відбувається,  але при цьому ділянка ДНК, звідки вирізається транспозон, втрачає свої функції. Цей вид транспозиції іноді називають консервативним (нереплікативним). Для завершення процесу буде потрібно лише обмежений репаративний синтез ДНК. 
Функції. Транспозони беруть участь у регуляції активності генів, інактивуючи їх чи активуючи. Здійснюють горизонтальне перенесення  генів, наприклад, вірулентності чи резистентності, зумовлюючи розповсюдження стійкості до антибіотиків серед мікроорганізмів. У складі транспозонів між різними геномами можуть мігрувати також гени стійкості до певних лікарських препаратів за схемою: плазміда → геном бактеріофага → геном бактерій → плазміда. 
 Загалом, до транспонозів відносять ті гени, які є в плазмідах. Нерідко присутність у складі плазміди того або іншого гена обумовлена наявністю в послідовності плазмідної ДНК відповідного транспозона. Він може бути побудований так само, як IS-елемент, але з додатковим геном. Проте важливо відмітити, що часто два IS-елемента, що виявилися поблизу один від одного, здатні переміщатися разом, одночасно переносячи розташований між ними сегмент ДНК. Таким чином, транспозон можуть утворювати два розміщених поруч IS -елемента. Транспозони і IS-елементи відповідальні за цілий ряд генетических явищ у бактерій. 
Вбудовування мобільного елементу в будь-який ген може привести до його інактивації. Крім того, деякі IS-елементи і транспозони викликають генетичну нестабільність поблизу від місця своєї локалізації: в околицях елементу помітно підвищується частота делецій і інверсій, причому одна з меж перебудови завжди співпадає з одним із кінців IS-елемента, автономного або у складі транспозона. Мобільні елементи також викликають транслокації.
 
Генетична мінливість бактерій. Мобільні елементи викликають генетичну нестабільність поблизу від ділянки своєї локалізації, особливо в процесі реплікативного механізму транспозиції. Залежно від того, як внесені розриви в ДНК-мішень, вийде або делеція, або інверсія генетичного матеріалу між місцем розташування транспозона і мішенню його переміщення. У зв'язку з цим цікаво відмітити, що хромосоми споріднених видів бактерій відрізняються одна від одної багаточисельними перебудовами такого типу. 
Мобільні елементи відіграли істотну роль у дивергенції і видоутворенні бактерій. Вбудовування IS-елементів поблизу гена, що «мовчить», може призводити до його активації за рахунок транскрипції з промотора IS-елемента, що змінює регуляцію бактеріального гена. Дуже важливо, що мобільні елементи служать рухливими ділянками гомології, рекомбінація між якими може призводити до дуплікації генів. Вважається, що дуплікація – один з основних шляхів еволюційного виникнення нових функцій. "Зайва" копія гена виходить з під тиску природного добору і має можливість накопичувати зміни. Найчастіше це приводить до втрати певної функції, але іноді може з’явитися ген з новими функціями.
Не можна забувати і той факт, що клітина може отримати селективну перевагу за рахунок придбання у складі транспозона гена, який сам по собі здатний виявитися вигідним для бактерії в певних умовах. Дійсно, на транспозонах "мандрують" гени стійкості до різних бактеріальних отрут, у тому числі до важких металів і антибіотиків, гени додаткових метаболічних шляхів, що дозволяють використовувати незвичайне джерело вуглецю, нарешті, гени деяких токсинів, бактерій, що робить їх патогенними і дозволяє тим самим істотно змінити спосіб життя. Сказане в рівній мірі відноситься і до плазмід, оскільки більшість корисних для клітини-хазяїна плазмідних генів знаходиться у складі транспозонів
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Інтегрони. Відповідають за сайт-специфичну рекомбінацію. 
Інтегрони - дрібні генетичні елементи, що містять промотор і ген тирозинової  рекомбінази - int, який розпізнає і забезпечує вбудовування в сайт att I бактерійної хромосоми. Не містять гени, що відповідають за транспозицію. Здатні з'єднуватися з касетами генів, що кодують резистентність і інші ознаки, при цьому генетичні касети повинні містити гени, що забезпечують рухливість, і елемент розміром 59 п.н.
Найпростіше побудований інтегрон має такі основні компоненти, які забезпечують основну функцію інтеграції/видалення генів та спрямування їхньої експресії: 
1) ген intl, що кодує сайт-специфічну рекомбіназу — інтегразу (IntI); 
2) att l ділянку для інсерції генетичної касети (ГК);
 3) промотор Рс , під який забудовується безпромоторна відкрита рамка зчитування (ВРЗ) ГК – генетичної касети. Такий модуль локалізований на 5'-кінці інтегрону. 
Відомі на сьогодні ГК складаються з однієї або багатьох ВРЗ та асоційованих з ними рекомбінаційних ділянок, які мають центральну послідовність розміром 59 п. н., та звуться 59 п. н. або attC елементами. Кільцева касета вбудовується в attl ділянку інтегрона або в рекомбінаційний attC сайт захопленої раніше касети через сайт-специфічну рекомбінацію, опосередковану інтегразою IntI . 
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Побудова attl І сайта у різних інтегронів є різною, за винятком однієї спільної ознаки: ці ділянки мають таку ж консенсусну послідовність ДНК, як і attC сайт ГК.
 Такі численні події можуть призвести до багатьох забудов і утворення структури, яка може вбирати в себе велику кількість касет. В інтегронах кожен ген межує з attC елементом і, таким чином, у будь який час може бути видаленим з його контексту. Отже, ГК формують варіабельну частину інтегрона, стабільність якої залежить від умов існування організму.
 Білки, які кодуються ГК, практично не представлені ферментами основних біохімічних схем, отже, вони не є життєво необхідними. Проте ці гени можуть кодувати додаткові функції, які надаватимуть бактеріям переваги у пристосуванні до нових умов довкілля.
інтегрони, за рідкісним винятком, не можуть самостійно мігрувати між бактеріями. Проте перебуваючи у складі МГЕ, вони знаходять все більше нових хазяїв. Деякі з них є частиною складних транспозонів і локалізуються на трансмісивних плазмідах, що дає їм змогу швидко розповсюджувати ГК та адаптувати бактерійні популяції до умов довкілля. Гени, які переміщуються серед прокаріотів разом з некодуючими послідовностями ДНК, формують метагеном популяції або пластичний додаток до основного геному. У деяких бактерій він складає до 1/5 геному
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BinoK, AKUIT HEOBXIAHWI ANA NEpPEMILLEHHA Puc. 6.11. IS-enemenm E.coli.
———
IS-enemeHTM MICTATb /MWe Ti reHu, sKi
‘@m KiHLeBI iHBEpTOBAHI HOBTW NOTPiBHi AnA iX BAACHOTO NepemilleHHs, -
TpaHcno3umuii.  Kpim TOro, IS-enemeHTn
DNynnikauis [HK-MiLLeHi, Wo BUHUKae MatoTb 0C06/MBY MOCAIAOBHICTL HA KiHLAX,
npu BOyAoBi IS-enemenTa AK NpaBuNo, iHBEpPTOBaHi NOBTOpMW. [pu

BOYA0BYBAHHI B HOBY MOCAiIAOBHICTb [JHK IS-eNemMeHTU BUKAMKAOTb HEBEMKY AynAiKauiko:
NoABOEHA [AiNAHKA 3 ABOX CTOPiH ¢naHKipye IS-enemeHT, Akuit BOyAyBaBCA. XapaKTepucTuKa
Tunoswux IS-enemeHTis E.coli npeacraeneHa B Tabn. 6.6.
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LiMMK NepemilaT1ca 3 oaHiel AiNAHKM oKaniawji B iHwy (puc. 6.11.). -
I'eH (abo renu), W10 KOAQYHOTHL TpaHCNo3asy- .
GinoK, AW HEOBXIAHMI ANA NEpeMILLIEHH: Puc. 6.11. IS-enemerm E.coli. »
e e,
—ﬁ-:mﬁ— IS-enemeHT! MiCTATb Nnwe Ti reHwn, Aki 9
'@m KiHLeBi iHBEpTOBaHI HOBTW noTpibHi A4na iX BNACHOrO NepemilleHHs, - a
TpaHcnosuuii. Kpim TOro, IS-enemeHTn
[ynnikawia [JHK-MiLLEH, O BUHUKae MaloTb 0CO6/MBY NOCNIAOBHICTb HA KiHUSAX, +
npu BOYAOBI 1S-enemenTa AK NpaBuno, iHBepTOBaHi nosTopu. Mpu

B6Y0BYBaHHI B HOBY MOCNifOBHICTb [AHK 1S-eNeMeHTU BUKAMKaOTb HEBEAWKY AyniiKauito:
NOABOEHA AiNAHKA 3 ABOX CTOPiH GnaHKipye IS-enemeHT, Akuii BOYyAyBaBCA. XapaKTepuCTUKa
TMnosmx IS-enemeHTis E.coli npeacraeneHa B Taba. 6.6.

Tabauuga 6.6. Tunosi IS-enemexTy E.coli.

CymapHa J0BXMHa KiHLeBUx JoBxunHa
IS iHBEpTOBaHMX AynnikoBaHoi 3BUYAIHE MiCLLE 3HAXOAKEHHSA
[LOBXKMHA, H.M. K . N
NOBTOPIB, H. M. MilLeHi, H. n.

1S1 768 23 9 Xpomocoma E. coli, 19 koniii; nnasmiga R6,
Agi konii; Shigella dysenteria, > 40 Koniit

1S2 1327 41 5 Xpomocoma E. coli, 0-12 koniit; R6, oaHa
Konis; F -nnasmiga, ogHa Konis

1S4 1426 18 11 Xpomocoma E. coli, 1-2 konii

1S10 1329 23 9 R -nnasmian GD
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PART ONE  Fundamentals of Microbiology

1s1

ACTTACTGAT ATCAGTAAGT
-~ Transposasegene
TGAATGACTA TAGTCATTCA

Inverted repeat Inverted repeat

(a) An insertion sequence (IS), the simplest transposon, contains a gene for
transposase, the enzyme that catalyzes transposition. The tranposase gene
is bounded at each end by inverted repeat sequences that function as
recognition sites for the transposon. IS1 is one example of an insertion
sequence, shown here with simplified IR sequences.

AT ATCAGTAAGT
-~ Transposasegene —

TGAATGACTA TA
%
@ Transposase cuts DNA, leaving sticky ends.
s
r - \
T ——
— —
1S1 1S1

(b) Complex transposons carry other genetic material in addition to
transposase genes. The example shown here, Tn5, carries the gene for
Kkanamycin resistance and has complete copies of the insertion sequence
181 at each end.

AN TMpouects scnyx

Transposons with antibiotic resistance genes are of practi-
cal interest, but there is no limitation on the kinds of genes
that transposons can have. Thus, transposons provide a natu-
ral mechanism for the movement of genes from one chromo-
some to another. Furthermore, because they may be carried
between cells on plasmids or viruses, they can also spread from
one organism—or even species—to another. For example, van-
comycin resistance was transferred from Enterococcus faecalis to
Staphylococcus aureus via a transposon called Tn1546. Trans-
posons are thus a
potentially powerful
mediator of evolu-
tion in organisms.

Play Transposons: Overview, Insertion
Sequences, Complex Transposons
MasteringMicrobiology

CHECK YOUR UNDERSTANDING
1~ 814 What types of genes do plasmids carry?

Transformation in Bacteria
During the process of transformation, genes are transferred
from one bacterium to another as “naked” DNA in solution.
This process was first demonstrated over 70 years ago, although
it was not understood at the time. Not only did transforma-
tion show that genetic material could be transferred from one
bacterial cell to another, but study of this phenomenon
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MOBiNIbHOrO enemeHTy), NOTpibHa Aia NPOAYKTy reHa tnpR — pesonsasm (resolution - f038in), AKa a
po3pi3ae KoiHTerpaT Ha No4YaTKoBI peniikaTopu (puc. 6.13.).
&
‘CT""K'C“’ A0 xnopaMdeHIikony  pyc. 6.12. [leski 6akmepiliHi MPaHCHO30HU.
151 e 151 i
Tn$ Cm TpaHCnosuuis ApYroro TUMY HA3MBAETbCA
770 1100 770 npoctum BOYAOBYBaHHAM. MoGinbHUIA enemeHT
—— - NepemilLAETbCA B HOBUI JIOKYC FEHOMA, NPU LIbOM
CTiliKicTb A0 KaHaMiLyHy 'p Lu' ¥ K X p_,_ u o v
150 / 1550 HIAIKMX iHWKX NepebyaoB, OKpiM AynnikaLii calTy-
e K I —— MmiweHi, He BiabyBaeTbca. Lielt BuA TpaHcnoswwuji
iHoAi Ha31BaTb KOHCepBaTUBHUM
1500 2800 1500 .
—_ = (HepennikaTMBHUM). [na 3aBepLIEHHA npoLuecy
6yne noTpibHO snuMwe O06MexeHWi penapaTUBHUI
foHop PeuunieHt cuHTes JHK.
FTeHeTMUHa MiHAMBICTb 6akTepiil. MobinbHI
€NeMEHTU BUK/IMUKAKOTb TEHETUYHY HecTabiNbHICTb
no6au3y Bif AiNAHKM CBOEI NI0Kani3auyii, 0co6anso B
Bsyr;g:;:ea"m PennikatneHa npoueci pe'anaTuBHoro Mexar.uamy TpaHcnosuui.
/ TpaHcno3nuis 3anexHo Bif TOro, AK BHeceHi pos3pusu B [HK- -
miweHb, Buige abo pgeneuis, abo iHBepcia
reHeTMYHOro marepiasy MiX Micuem po3TallyBaHHA e
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S CHECK YOUR UNDERSTANDING
ATTca
i 2
©) Tansposase cuts DNA, leaving sticky ends. 1~ 814 What types of genes do plasmids carry?
Tns P .
P ~ \ Transformation in Bacteria
ana L CT N — During the process of transformation, genes are transferred
ISV1 IS\’1 from one bacterium to another as “naked” DNA in solution.
(b) Complex transposons carry other genetic material in addition to ’_l‘hls process was first demonsm_ned over 70 years ago, although
transposase genes. The example shown here, Tn5, carries the gene for it was not understood at the time. Not only did transforma-
:‘Sﬂm:'hf::ﬁ'mce and has complete copies of the insertion sequence tion show that genetic material could be transferred from one

bacterial cell to another, but study of this phenomenon even-
tually led to the conclusion that DNA is the genetic material.
The initial experiment on transformation was performed by
Frederick Griffith in England in 1928 while he was working
M_\ with two strains of Streptococcus pneumoniae. One, a virulent
- strain, has a polysaccharide capsule that prevents phagocy-
}\‘ tosis. The bacteria grow and cause pneumonia. The other, an
avirulent strain, lacks the capsule and does not cause disease.
Griffith was interested in determining whether injections of
heat-killed bacteria of the encapsulated strain could be used to
vaccinate mice against pneumonia. As he expected, injections
of living encapsulated bacteria killed the mouse (Figure 8.27a);
injections of live nonencapsulated bacteria (Figure 8.27b) or
dead encapsulated bacteria (Figure 8.27c) did not kill the mouse.
However, when the dead encapsulated bacteria were mixed with
/ live nonencapsulated bacteria and injected into the mice, many
ISt of the mice died. In the blood of the dead mice, Griffith found
@ sticky ends of transposon and target DNA anneal. living, encapsulated bacteria. Hereditary material (genes) from
the dead bacteria had entered the live cells and changed them
genetically so that their progeny were encapsulated and there-

() Insertion of the transposon Tns into R100 plasmid

Figure 8.26 Transposons and insel
x
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