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Transposons

Sequéncias de DNA com a habilidade unica de se mover como
uma unidade discreta de uma posicao a outra do genoma —
SEQUENCIAS SALTADORAS

Esta habilidade em se realocar € chamada de transposicao, e
os elementos sao chamados de elementos de transposicao
ou elementos transponiveis.

Influéncia na evolucao e composicao de
genomas de plantas e animais. A
possibilidade de se inserirem dentro de
genes do proprio organismo pode causar
diversas doencas, bem como ser fonte de
nova informacao genética




Descoberta dos Transposons

Década de 40: Barbara McClintock

Descoberta dos Elementos BARBARA McGLINTOCK

BENETIEIST

Genéticos Moveis em Milho
“Flementos Controladores”

‘1983: Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina




Métodos de transposicao

1. Cut-and-paste mechanism

- interrupted
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\\ . target site
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Transposase

Donor DNA Tn5 Transposon DNA Donor DNA
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v Transposase Binding

Transposases: enzimas que se ligam a extremidade
dos transposons e catalisam o movimento de transposicao para
outra regiao do genoma.



Mecanismo de Transposicao

Inverted Repeals J
Host DHA TAC ATGEA‘(’Z AG
target site ATG‘TAEGTGTE
‘ Fill in t*h'e Japs
::I?E‘”i“&\% ansposon i acaTaTC..

Fill in the gaps

AT GCACAG..
1sposon racateTc..

* Pirect Hepeals +

™ —
—~
=y I
—~
o —
[ =y
=y I
—
V




Mecanismo de Transposicao

Donor DNA Tn5 Transposon DNA Donor DNA
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v Transposase Binding

Synaptic Complex
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Aplicacao biotecnolégica

[E Therapeutic Gene 2]

Transient
xpression

Sustained
Expression

Sleeping Beauty System - é um transposon
DNA sintético — introduz sequéncias de DNA
nos cromossomos dos animais vertebrados
para efeitos da introducao de novas
caracteristicas e descobrir novos genes e suas
funcoes.



Aplicacao biotecnolégica

Excision and
Mobilization
H.)
PB Recognition L~ P -
’ dme N e, 4 .
¢ : © ' \
s (rs)
‘ H PB H f H#— TTAA—
ITR ITR I
’
r
Integration o,

-

r— Tiaa P8P rran-7

@

PiggyBac - € um elemento genético movel que transpoe
de forma eficiente entre os vetores e cromossomos por
meio de um mecanismo de "cortar e colar". Tém sido
desenvolvidos para a descoberta do gene do cancer e
aplicacoes transgénicas em vertebrados .

Ao combinar varias mutacdes pontuais, as taxas de transposicao do piggyBac e Sleeping
Beauty foram aumentados em 17 e 100 vezes, respectivamente



Tranposons

Atualmente, a ferramenta Ef‘T"E'”“ Tm“spﬂsi?
transposon mais utilizado é o B >
Tn5 hiperativo. E um eficaz a; L
mutagéneo in vivo e tem

numerosas aplicacoes pos-

en 6 m | Cas 5 CZTGTCTCTTNLTLC!LC!L':CTI /L v aGthfrc-'m:'mGnGAc;;d

. g 3 GAC AGAGAATATGTGTAGA_%‘ ANY DNA t‘j, TCTACACATATTCTCTETC

(delivery of sequence bar codes and - -
. . B _\_r;'_—"' "‘—_'*.‘f'_—‘

d ee p-S € q uencin g P rme rs) 19-bp Mosaic End Sequence 19-bp Mosaic End Sequence

Hiperatividade depende de trés mutacoes
pontuais, que desativam os mecanismos auto-
reguladores naturais do transposon.



Transposon mariner

1986 - J.W Jacobson, isolou
o Mariner, retirado de um mutante
de Drosophila mauritiana de olhos
brancos.

Recebeu esse nome pelo poema “The
Rime of the Ancient Mariner” (Samuel
Taylor Coleridge), que fala sobre um velho
marinheiro que se perde em suas
navegacOes e qgue passa por eventos
sobrenaturais.




Transposon mariner

Esse elemento transponivel € o mais difundido entre os seres
vivos, sendo encontrado na maioria dos insetos, crustaceos,
aracnideos e até mesmo no genoma humano, relacao com
doencas humanas como a Charcot-Marie-Tooth.

Esses elementos também foram
encontrados em planarias, nas hydras e em
morcegos, o que torna o Mariner um dos
melhores navegadores do  “oceano
genético” que circunda a todos nos.




Tranposons mariner

Realizam transposicao por um mecanismo de corte e colagem;

Tamanho: 1.300 a 2.400 pb de extensao, e contém o gene da
transposase;

Quando ativos, podem se deslocar pelas genomas celulares de quase
qualquer espécie, porém poucos deles sao ativos (capazes de transposicao),
devido a mutacdes nos genes da transposase. - -

/ Transposase \

Saltam em sitios de DNA aleatoriamente — alto potencial de inativacao de
genes essenciais do hospedeiro, por meio de disrupcao.

A engenharia genética vem sendo usada
para reativar transposons dessa familia, os
guais sao usados em pesquisas genéticas.



Transposicao

Transposon [« GEEI-»]

Transposase () cuT

r
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* Atuacao da sele¢ao estabilizadora, que vai

| pasTE equilibrar a sua propria amplificacao
Chromosomal DNA EH,\_,WV\_A contra os efeitos prejudiciais

* Sugere-se que transposons exigem uma
regulacao ativa para a sobrevivéncia do
organismo.



Transposons

. . taxa de
Ne de copias -
transposicao

$ 1

Desejavel para proteger o elemento de deriva genética

taxa de
transposicao

4

N¢ de copias

1

Desejavel para proteger o organismo




Transposon mariner Hsmarl

Subfamilia de transposons mariner em
seres humanos, € um elemento antigo
gue entrou na linhagem do genoma de
‘ primatas - 50 milhoes de anos atras.

Os elementos Hsmarl sao inativos devido a danos causados
por mutacao, uma copia particular do gene de transposase




Transposon mariner Hsmarl

Wild type slow
synapsis pathway
= Em Hsmarl, a auto-regulacao ocorre por
Binding & - - interacoes alostéricas entre as subunidades
inding . . .
conformational transposase: os dominios ocleollgagao de DNA
apresentam a mesma afinidade para as

change
extremidades do transposon.

(Fast) S
- @ fe /

 No entanto, a ligacao da primeira extremidade do transposon reduz
a afinidade do local nao ocupado. Alosterismo - estado de uma

molécula dita as propriedades da outra.




Transposon mariner Hsmarl

l afinidade para a segunda extremidade do transposon

l a taxa de sinapse

t aumenta a competicao por locais de ligacao

Impoe a auto-regulacao a uma
concentracao de transposase baixa.
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Estrutura de uma transposase mariner

WVPHEL

i [
|
[ [ ;

DMNA binding Linker  Gatalysis

Dominio N- Dominio Linker — Dominio
terminal de regiao ligante, catalitico (125-
ligacao ao DNA contém o motivo 343aa) - triade
(1-115aa) conservado de residuos
WVPHEL conservados de
aspartato (DDD)




Estrutura da Hsmarl transposase

HclEl JJJW‘I—:-:ELJII

Famarl e s WHVEHEL. ..
Mboumard ...WVPHEL...

Hemarl e s WVEHEL. . «

DEFN. . .HDHA. . « T5PDL. o « ¥ a u

DEFW. . .HDHA. . . TSPDL. . . DY¥. ..
DEFN. . .HDHA. . « T5PDL. o « ¥ a u

DEFRW. . .HDHA. . . T5PDL. o « Y. u
D1 D2 D3

Alinhado com as
sequéncias de trés
elementos mariner
naturalmente ativas

Além da triade catalitica, ha dois
motivos de sequéncias altamente
conservadas: WVPHEL e YSPDL.




Estrutura da Mos1 transposase

Linker
(WVPHEL)

O clamp-loop estende-se desde o nucleo
catalitico de um monbémero e interage
com o motivo WVPHEL da outra.




Hiperatividade do Transposon

 Mutacdes em um motivo conservado sugere que a sua
funcao é ativa, por consequéncia da alosteria.

 Mutag¢oes no motivo WVPHEL de Hsmarl produziu
transposases hiperativas em quatro das seis posigoes.

W - triptofano
V - valina

P - prolina

H - histidina

E - glutamato
L - leucina



Objetivo

Mutacoes simples no motivo WVPHEL
resultaria em transposases hiperativas?

2

N- HTH - HTH
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MA binding Linker  Catalysis
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Materiais e Métodos

lylinker

Hsmarl transposase

mB
termunator

* Plasmideos de expressao de tac
transposase para purificacao e !’,’m“,}'g )
ensaio de papillation foram et
criados por clonagem dos

respectivos genes de
transposase: pPMAL-c2, -p2 polylinker:

r-Sac I -3
malE TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC AAT AAC AAC AAC CTC GGG

——Xmnl—— rEGORI 1 rBamHIr-Xbal 1 (—SBII—] rPsti— rHindll 1
ATC GAG GGA AGGATT TCAGAATTC GGA TCC TCT AGAGTC GACCTGCAGGCAAGC TTG  lacZa

Plasmideo Transposase

PRC880 WT
PRC1230-1235  W118V, W118R, V119T, E122R, L123S, L123N
PRC1248-1249  W118R+E122R, W118R+L123N

pRC1251-1259 R166A, K182A, R166A/K182A, W118D/R166A,
W118D/K182A, W118D/R166/A/K182A,
Y275A, P267A, L278A




Materiais e Métodos

Células de Hella

Transient

Sustained
Xxpression

Sleeping Beauty System - sequéncias transposase Hsmarl

Plasmideo Transposase

pRC1241-1249 WT, W118V, W118R, V119T, E122R, L1235,
L123N, W118R / E122R e W118R / L123N




Papillation Assay

~1 Pgag-mariner ORF | "
Mariner transposase Transposase
plasmid
4sposition into
Gene X product chromosomal gene X
>
Gene X
Phenotypic
conversion of E. coli
X'-8 gal product from Lac(-) to Lac(+)
>
(g Promoteriess lecz L FIY ==




E. coli RC5096

Oy Px

\ lacZ KAN+

\ *

No T'ase

Papillation Assay

pn

(" lacZ KAN+

N

| WT T'ase

Ele codifica um transposon

com um lacZ sem promotor

+ um gene de resisténcia a
canamicina

-~ W118

Foi usado para fornecer uma avaliacao visual da taxa de transposicao de Hsmarl



Mating out assay

PR
cf Iﬁ_, tetA

S —

Tet sensitive

Target
\. J \ J
Transposition
+ —
a2 N T )
Transposon
Donor
\. J Y,

el '_I? tetA
A N

Tet resistant

E usado para quantificar o nivel de transposicdo das transposases mariner




RESULTADOS




Mutacoes WVEL produziram transposases hiperativas

H121—X

Quase todas as possiveis substituicoes de W, V,Ee L
produziram um aumento na taxa de transposicao.



Mutac¢oes PH produziram transposases hipoativas

No T'ase WT T'ase

P120—X  Hi21—X

P e H — clones hipoativos



WT Ri166A Ki182A R166A/ R166A/ K182A/ R166A/
K182A W118D Wi118D K182A/

W118D

Cc 2
.'i-n-...
-
-

Y274A P276A L278A

Linker
(WVPHEL)



Resultados

Table 1. Transposition frequencies of individual mutants

Mutation W Y P H E L
Mutant/W.T. Mutant/W.T. Mutant/W.T. Mutant/W.T. Mutant/W.T. Mutant/W.T.
, (3 1 003 nd 04 20
small A 8 3 0.5 nd 3 5
3 20 7 nd &
Nucleophilic T B T i 0.3 8 20
E" b 2 04 nd 1 0.7
W 10 1 0.6 nd 10 f
L 6 0.1 04 nd 4 1
Hydrophobic l 4 3 nd nd . 3
| 10 nd nd nd nd 0.8
I 4 .02 1 nd .2 LR
| ! 02 nd 0.4 2 .09
Aromatic Y nd .06 nd 0.5 3 nd
W 1 nd nd 1 2 nd
. 1 0.3 md nd nd (.08 20
| N nd 0.8 nd nd 0.6 @
Amide Q 8 2 0.01 nd b 3
H 1 0.3 nd 1 2 0.1
Basic K 10 04 0.04 0.2 7 nd
B 30 .02 nd nd 30 0.9

A frequéncia de transposicao é obtida dividindo-se o
numero total de transconjugantes contendo o
transposao pelo numero total de transconjugantes.



Células Hela - eucarioticas

pSV40 pCMV
neo fransposase
pDonor + pHelper
J’transfectimn

Select for G-418 resistant colonies

Sleeping Beauty System



A No T'ase

11
Number of G-418 resistant colonies

30a7X
Mating-out bacterias

4 X
Células HelLa




Resultados

352 Colonies

16 103

- - o Substituicoes V,Ee G =
N e/ hiperactividade em células

No T'ase WT T'ase

11 (Prok JEuk ) e Hela > ensaio bacteriano
369 131 61 95
\0'1‘1 gf ET22R 7235 ian
8/4 1 22/11.3 37/0.5 44/09

111 33

mutantes duplos = menos
ativos que mutantes individuais

WA1BRTET 22R W118R+L123N de onde foram derivados
ND ND




Number of colonies

500
400
300
200
100

Resultados

T F ¥ 7 WT
——V119T

Helper plasmid (ng)

OPI: inibicao de superproduc¢ao

Feeback negativo =
guando ha muita
transposase, o nivel de
transposicao diminui.



Sensibilidade dos mutantes ao excesso de transposase

Wild type wi18v W118R V19T Transposase

il 668000 I

= =65 NP o RP RSP o P PP o PP S nM Transposase
5'-nick(s)l V. Fast 10_ e - - —=m- R v — Nicked
8_
6- :
4= e - —-— - — .- - — Supercoiled
e o slower than
3‘n|Ck(S) l 5'-n|Ck~ svna S|S - = - — - - s S— Backbone
maynap (= End product)
*
Linear substrate (1X) -
: - 7
3'-nick i Slow Tn— | e
+ 1.5 1 ] Intra-molecular
_ i 1
Barkbona THransposon integration
(BB) 24 h reaction two-ended substrate

O mutante V119T é resistente ao OPI

A resisténcia ao OPI pode ser devida a sinapse
mais rapida com as proteinas mutantes



A sinapse é o passo mais lento da transposicao

C & & D
AT A
S LR WT Wi118V V119T
QRS OS time (min.) 0 2 hours
- s  w—|nter-mol.
: (3X) - SEC2 Dimero
: - - & & o - Nick '(S_Egéc'\/'onomero
«-1x Linear Free
-
- DNA
“....._ SC'd Cold competitor @ t =
Single-end substrate Short-linear substrate

Os mutantes produzem
o transposossomos mais
rapidamente

Inter-mol. é o produto de transposicao
SC'd indica substrato supercoiled.



Mutantes V119T OPI + transposicao inibida

E V119T
15 nM 30 nM 60 nM T'ase

0 2D S RPN @ 2P0 " time

Inter-mol.
-integration

(3x Linear)

e W "W W W-Nick

—— s g - Lin.

O e 1 L SC'd

Single-end substrate



Wild type slow
synapsis pathway

Discussao

Mutant fast
synapsis pathway

Binding &
conformational

change
(Fast)

Conformational
change (Slow)

Synapsis

=

l/ 3mp|

Unconstrained
nicking (Fast)

l

1/077

Fast

Unconstrained
cleavage (Slow)

l

Excision &
integration

Unconstrained cleavage
& self-inflected wounds



Conclusoes

Mutacoes WVPHEL produziram transposases
hiperativas em cepas bacterianas

Mutacoes WVPHEL produziram transposases
hiperativas em células HelLa > que em bacs

As transposases selvagens sao sensiveis ao
excesso de transposase - OPI

Mutantes hiperativas sao menos sensiveis a OPI
porque montar o transposossomo mais
rapidamente






