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Lista abrevierilor

bp Perechi de baze

cDNA ADN complementar

CMV Citomegalovirus

Ci Ciclu prag in gPCR

CT Regiune bogatd in citozina si timina

EN Endonucleaza

env Gena anvelopei retrovirale

G418 Geniticina sulfat

HERV Retrovirus endogen uman

Kbp Kilo perechi de baza

LeS Himera LAVA E-SVA cu domenii schimbate reciproc
LeS Himera LAVA F-SVA cu domenii schimbate reciproc
mneol Caseta raportoare de retrotranspozitie

MRNA ARN mesager

ORF Cadru deschis de citire

PGK Fosfogricerat kinaza

piwi- RNAs | Supresor al mobilizarii transpozonilor

Pol 1l /pol 1l | Polimeraza II si I11

PTBP Proteina de legare a tractului polipirimidinic

RNP Ribonucleoproteina

RT Transcriptaza inversa

SINE-R SINE de origine retrovirala (HERV-K)

SLe Himera SVA-LAVA _E cu domenii schimbate reciproc
SL¢ Himera SVA-LAVA _F cu domenii schimbate reciproc
SVA2 Element din genomul primatei Macaca mulatta

TPRT Transcrierea inversa inceputd la situsul tintd

TSD Duplicatii ale situsului tintd

UTR Regiune netradusa

VNTR Numar variabil de repetitii in tandem

ACMV Fard promotor CMV

Cuvinte cheie

Nomascus leucogenys, gibon, SVA, LAVA, VNTR, retrotranspozitie, repetitii CT-hexamerice.




1. INTRODUCERE

1.1. Introducere generala

Elementele mobile au fost descoperite pentru prima datd de Barbara McClintock n
genomul porumbului (McClintock 1950). La inceput au fost numite “junk DNA” (Ohno 1972),
“gene egoiste” (Dawkins 1976) si “paraziti genomici” (Yoder, Walsh si Bestor 1997), sugerand
ca nu au o functie utila pentru genomul gazda. Cu toate acestea, studii mai recente au aratat ca
elementele genetice mobile au un efect benefic pentru genomul gazda prin crearea de diversitate
genetica (Nekrutenko si Li 2001) si influentand fenotipurile (Beck si colab. 2011; Hancks si
Kazazian 2012).

Transpozonii ADN si transpozonii ARN sunt principalele tipuri de elemente mobile
(Finnegan 1989). Aceasta teza se concentreaza asupra transpozonilor ARN, denumiti si
retrotranspozoni, care prin mobilizare se acumuleaza in genom si influenteaza compozitia
genomica.

SVA (SINE-R-VNTR-AIlu, Shen si colab. 1994) si LAVA (LINE1-Alu-VNTR-Alu,
Carbone si colab. 2012), impreuna cu PVA (PTGR2-VNTR-Alu, Hara si colab. 2012) si FVA
(FRAM-VNTR-AIlu, Ianc si colab. 2014), fac parte din categoria retrotranspozonilor VNTR-
compusi, specifici primatelor hominoide (Wang si colab. 2005; Carbone si colab. 2012; Hara si
colab. 2012; Ianc si colab. 2014; Carbone si colab. 2014). Mobilizarea acestor elemente implica
proteinele codificate de elementele L1 (Ostertag si colab. 2003; Hancks si colab. 2011; Raiz si
colab. 2012; Carbone si colab. 2014; Ianc si colab. 2014), dar detaliile mecanismului mobilizarii
lor nu sunt elucidate pana in prezent.

In aceasta teza de doctorat au fost investigate necesitatile structurale pentru mobilizare a
elementelor VNTR-compuse, existand un interes deosebit pentru acele caracteristici structurale

si de secventa ale elementelor SVA si LAVA, care le permit sa fie mobilizate in mod eficient.

1.2. Clasificarea si structura generala a elementelor mobile

Pe baza procesului lor de mobilizare, elementele mobile pot fi clasificate in: transpozoni
ARN (clasa I) si transpozoni ADN (clasa II) (Finnegan 1989).

Transpozonii ADN sunt mobilizati printr-un intermediar ADN prin mecanismul "cut-and-
paste", numit si transpozitie. Transposonii sunt flancati de repetitii inversate si codifica o
transpozaza care ajutd elementul la auto-excizie (Smit si Riggs 1996) si la insertia intr-o alta

locatie genomica, dupa scindarea situsului tinta de insertie.



Transpozonii ARN (sau retrotransposoni) sunt mobilizati prin mecanismul ,,copy-and-
paste®, printr-un ARN intermediar (Cordaux si Batzer 2009). Mecanismul lor de mobilizare
implicd mai multe etape: transcrierea elementului (si traducerea in cazul retrotransposonilor
autonomi), transcrierea inversa in ADNC si integrarea ulterioara a copiei ADNC intr-o noua
locatie genomica dupa scindarea situsului genomic tinta. Astfel, la sfarsitul acestui proces un
transpozon ARN activ este multiplicat in genom. Ca 0 marca a mobilizarii lor, ei sunt flancati de
TSD-uri si se termind cu o coada poli-A, de asemenea retrotranspozonii pot fi truncati sau
inversati si pot transduce secvente genomice in timpul procesului de retrotranspozitie (Ostertag
si colab. 2003). Retrotranspozonii pot fi clasificati in continuare in: autonomi, care codifica
factorii necesari pentru propria mobilizare, si ne-autonomi, care utilizeaza Tn mobilizare

proteinele elementelor autonome (Ostertag si Kazazian Jr 2001).

1.2.1. Elementul autonom LINE

Elementele LINE (“Long INterspersed Elements” sau elemente lungi dispersate) sunt
singurele elemente autonoame active din genomul uman, cuprinzand ~ 21% din genom (Lander
si colab. 2001).

Un element de lungime completa (de aproximativ 6 kb Tn lungime) are o regiune 5’UTR
care contine un promotor endogen pentru ARN polimeraza Il (Swergold 1990), doua cadre
deschise de citire (ORF) separate de o secventa ,,spacer” si o regiune 3’ UTR care contine
semnalul de poliadenilare (Dombroski si colab. 1991). ORF1 codifica o proteina de legare a
acidului nucleic (Hohjoh si Singer 1996) care are si activitate chaperonica (Martin si Bushman
2001). ORF2 codifica proteina ORF2p cu activitate de endonucleaza si de transcriptaza inversa
(Feng si colab. 1996; Mathias si colab. 1991).

1.2.2. Retrotranspozonii ne-autonomi

Retratranspozonii ne-autonomi nu codifica proteine si mobilizarea lor este posibila numai
cu proteinele codificate de elementele autonome. Elementele SINE, elementele VNTR-compuse,
dar si pseudogenele procesate intra in aceasta categorie.

Elementele SINE (Short INterspersed Elements) sunt cea mai raspandita clasd de
retrotranspozoni din genomul uman. Elementul Alu, principalul reprezentant din aceasta
categorie, este specific primatelor (Shen, Batzer si Deininger 1991). Din punct de vedere
structural, elemntele Alu sunt compuse din doua monomere, unul stang si unul drept, care isi au
originea in ARN-ul 7SL (Ullu si Tschudi 1984), component al particulei de recunoastere a

semnalului (SRP), iar monomerul stang contine un promotor intern pentru pol-I11 (Singer 1982).



Elementele VNTR-compuse, dupa cum le sugereaza si numele, sunt alcatuite din diferite
domenii asamblate in jurul regiunii centrale VNTR. Din aceasta categorie fac parte elementele:
SVA (Shen si colab. 1994), PVA (Hara si colab. 2012), FVA (lanc si colab. 2014) si LAVA

(Carbone si colab. 2012). Acestea au aceeasi structura la capatul 5', dar difera prin capatul 3'.

Elementul SVA

Elementul SVA are ~ 2 kb si este format la capatul sau 5’ dintr-o regiune cu repetitii CT-
hexametrice (CCCTCT) si o regiune asemanatoare Alu (Alu-like) - care contine doua fragmente
Alu n orientare antisens si 0 secventa cu origine necunoscutd; urmeaza 0 regiune cu numar
variabil de 30-50 bp de repetitii in tandem (VNTR) (Zhu si colab. 1992) si o regiune SINE-R
(490 pb) la capatul 3, care isi are originea in capatul 3' al genei env si in partea 3' a regiunii LTR
din HERV-K10 (Ono, Kawakami si Takezawa 1987). Elementul se termind printr-un semnal
canonic de poliadenilare (AATAAA) si 0 coada poli-A (Wang si colab. 2005).

Elementele SVA sunt transcrise de ARN-polimeraza Il (Wang si colab. 2005), precum
elementele L1 (Swergold 1990), dar promotorul endogen pentru polimeraza Il nu a fost
identificat pana in prezent.

SVA sunt elemente hominoid-specifice, nu au fost identificate elemente SVA la
cercopitecide (primatele ,,Lumii Vechi”). Urmarind originea SVA in genomul maimutei rhesus, a
fost identificat un precursor al regiunii VNTR care este prezent si In elementele SVA. Acest
precursor a fost identificat si in genomul uman (Han si colab. 2007) si a fost numit SVA2 (este
format dintr-o regiune VNTR, urmata de o regiune unica la capatul 3' si o coada poli-A). Deci,
din punct de vedere evolutiv, se poate spune ca elementele SVA 1isi au originea nainte de
divergenta hominoidelor, dar dupa divergenta cercopitecidelor (Wang si colab. 2005).

Totusi, ele s-au amplificat cu succes numai in hominide (Maimutele Mari), fiind foarte
abundent in genomul uman (~2700) (Wang et al. 2005), al cimpanzeului (~2600), gorilei
(~2300) (Levy et al. 2017) si urangutanului (~1800) (Locke et al. 2011), in comparatie cu
genomul gibonului care contine doar 29 de copii SVA (lanc si colab. 2014).

Elementele SVA sunt impartite in sase mari subfamilii, pe baza mutatiilor de diagnostic
fata de secventa HERV-K10, numite de la SVA_A la SVA _F, de la cele mai vechi din punct de
vedere evolutiv la cele mai tinere.

Fiind un element activ, SVA provoacd variatii inter-individuale prin polimorfismul
prezentd/absenta (Wang si colab. 2005; Bennett si colab. 2004; Feusier si colab. 2018). De
asemenea, se stie ca insertiile SVA influenteaza contextul genomic, fiind o sursa de diversitate
genetica (Damert si colab. 2009; Hancks si colab. 2009; Quinn si Bubb 2014), dar poate produce
si boli la om (Kobayashi si colab. 1998; Ostertag si colab. 2003; Callinan si Batzer 2006).
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Elementul LAVA
Elementul LAVA (3’ L1/Alu/VNTR/Alu-like 5”) a fost descoperit in genomul gibonului

(Carbone si colab. 2012). Precum celelalte elemente VNTR-compuse, LAVA contine 0 regiune
CT-hexamerica, urmata de o secventa Alu-like, un domeniu central VNTR si se termind cu o
regiune 3’ care provine din intronul 2 al genei codificatoare de HSD17B3 — aceasta portiune a
intronului 2 contine secvente care provin din AluSz si LIMES. Iar fragmentul AluSz este flancat
de doua secvente unice numite U1 s1 U2.

Un total de 1797 de copii LAVA au fost identificate Tn genomul gibbonului, si au fost
clasificate in sase familii mari, numite de la LAVA_A la LAVA_F (Carbone si colab. 2014). Cea
mai veche familie, considerata fosila, si care detine cea mai lunga regiune Alu-like, LAVA_A,
prezinta o mare asemanare de secventd cu regiunea Alu-like a familiei SVA_A (Carbone si
colab. 2014; lanc si colab. 2014). Celelalte familii LAVA se aseamana mai mult intre ele din
punct de vedere al secventei si contin in regiunea Alu-like deletii specifice (precum LAVA _F)
sau insertii (precum LAVA_D) (Carbone si colab. 2014; lanc si colab. 2014).

Din punct de vedere evolutiv, elementele LAVA s-au format Tnainte de scindarea
gibonilor si a maimutelor mari. Aceastd presupunere se bazeaza pe faptul cd elemente LAVA
truncate la capatul 5' — contindnd numai partea VNTR si LA - au fost identificate in genomul
gorilei, cimpanzeului si Th genomul uman (Damert 2018). Nici un astfel de intermediar nu a fost
identificat Tn genomul urangutanului si nici la maimutele ,,Lumii Vechi”, iar expansiunea
subfamiliilor LAVA ar trebui sa fi avut loc dupa desprinderea gibonilor si & maimutelor mari.
Numai familia mai tandra, LAVA _F, pare sa fie amplificatd dupd divergenta celor patru genuri

de gibboni si este specifica doar pentru specia Nomascus leucogenys (Carbone si colab. 2014).
1.3. Mobilizarea retrotranspozonilor

1.3.1. Mobilizarea elementului L1 (mobilizare cis)

Ciclul de retrotranspozitie a elementului L1 presupune ca elementul genomic L1 este
transcris de promotorul sau intern si transferat in citoplasma unde este tradus (McMillan si
Singer 1993; Dmitriev si colab. 2007). Dupa traducere, mai multe molecule ORF1p si unele
ORF2p impreuna cu un ARN-ul L1 si alti factori gazda, precum PABPC1/4, MOV10, UPF1 si
ZCCHC3 (Taylor si colab. 2018), sunt asamblate intr-o RNP, in proximitatea ribozomilor. Tn
etapa urmatoare, complexul de proteine-ARN L1 intrd in nucleu in timpul mitozei, cand
anvelopa nucleara se rupe si ramane blocat acolo cand se formeaza o noua anvelopa nucleara
(Mita si colab. 2018). In nucleu ARN-ul L1 este transcris invers si integrat intr-o noua locatie
genomica prin mecanismul TPRT (Luan si colab. 1993), in faza S a ciclului celular.
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Mecanismul TPRT incepe odatd ce catena antisens a situsul genomic de insertie (0
secventa bogatd in timine) a fost scindatd de endonucleaza ORF2p, lasand libera o grupare
3'hidroxil. Apoi, coada poli-A a ARN-ului L1 hibridizeaza la secventa TTTT din locusul
genomic tinta, iar domeniul RT al ORF2p foloseste capatul 3 'OH expus al TTTT-urilor pentru a
initia transcrierea inversa a elementului in ADNc (Luan si colab. 1993). Urmeaza ca cea de-a
doua catena a situsului tinta sa fie scindatd pentru a crea un primer pentru sinteza catenei sens.
Pozitia celei de-a doua scindari fata de cea initiald (in aval, in amonte sau in aceeasi linie cu
prima) va genera duplicarea site-ului tinta (TSD) — si aceasta secventa va flanca elementul
inserat.

Celulele au dezvoltat mecanisme pentru a inhiba retrotranspozitia, precum metilarea
ADN-ului, modificarea histonelor si ,piwi-interacting RNAs”, cu scopul de a mentine
integritatea gemonica (Di'Giacomo si colab. 2013; Yang si Wang 2016). In celulele somatice,
mobilizarea L1 este inhibata prin mecanisme epigenetice sau post-transcriptionale de catre ARN-

ul mic de interferentd (Garcia-Perez si colab. 2010; Yang si Kazazian 2006).

1.3.2. Trans-mobilizarea retrotranspozonilor ne-autonomi

Retratranspozonii ne-autonomi, precum Alu si elementele VNTR-compuse, nu codifica
proteinele necesare pentru mobilizare si, prin urmare, sunt mobilizati cu ajutorul proteinelor
codificate de elementele L1.

Prevalenta elementelor Alu in genomul uman, este considerata a fi cauzata de deturnarea
masinariei L1 - prin mimarea structurii secundare a ARN-urilor asociate cu ribozomii. Astfel,
ARN-ul Alu s-ar putea asocia cu usurinta cu ribozomii si va ajunge in proximitatea proteinelor
nascente L1 (Dewannieux, Esnault si Heidmann 2003). Alu poate, in acest mod, sd recruteze
ORF2p in timp ce acesta este tradus. Aceasta interactiune pare sd fie determinantd pentru
retrotranspozitia elementelor Alu (Dewannieux, Esnault si Heidmann 2003).

Pana in prezent, s-a demonstrat ca elemente VNTR-compuse pot fi mobilizate Tn linii
celulare umane, n trans cu ajutorul L1 (lanc si colab. 2014), si ca sunt dependente de L1 ORF1p
(Hancks si colab. 2011; Raiz si colab. 2012; lanc si colab. 2014), dar intregul lor mecanism de
mobilizare si factorii gazda care sunt implicati asteapta inca sa fie descoperiti. Toale studiile au
vizat exclusiv elementul SVA. Rolul critic al capatului 5 SVA in mobilizarea eficienta a
elementului fost evidentiat prin eliminarea completa a capatului 5' al elementului (si anume
repetitiile CT-hexamerice si regiunea Alu-like), ceea ce a condus la o reducere semnificativa a
ratei de retrotranspozitie (Raiz si colab. 2012). Acest rezultat a fost confirmat de Hancks si colab
(2012), care a concluzionat ca partea 5 a elementului SVA D reprezintd "un retrotransposon

minim SVA activ".



1.4. Obiectivele tezei

Elementele VNTR-compuse au o structura similara, dar diferda in ceea ce priveste
potentialul de mobilizare, asa cum se poate observa din numarul de copii prezente in genomul
gibonului. Dintre elementele VNTR-compuse, elementul SVA a avut o mare expansiune in
genomul uman, dar nu si in genomul gibbonului, unde exista doar 29 de copii (lanc si colab.
2014). Pe de alta parte, genomul gibbonului contine multe elementele LAVA, ~ 1700 copii (lanc
si colab. 2014). In ciuda distributiei ample a elementelor SVA si LAVA in genomul uman si,
respectiv, al gibonului, mecanismele moleculare ale propagirii lor sunt putin cunoscute. 1n plus,
diferentele structurale dintre elementele VNTR-compuse nu au fost explorate pana in prezent.

Scopul principal al acestei teze a fost de a explora rolurile functionale ale domeniilor

SVA si LAVA in procesul de mobilizare a acestora, avand urmatoarele obiective experimentale:

1. Investigarea domeniilor si a caracteristicilor lor structurale care mediazd mobilizarea
eficienta a SVA si LAVA. Acest obiectiv s-a realizat prin construirea de himere SVA-
LAVA, prin schimbul reciproc de domenii intre elementul activ SVA_E uman si doua
elemente LAVA (unul activ si unul inactiv, LAVA F1 si LAVA E), si testarea
potentialului lor de retrotranspozitie.

2. Evaluarea rolului regiunii CT-hexamerice Tn mobilizarea retrotransposonilor VNTR-
compusi, SVA si LAVA, prin generarea de elemente mutante cu deletii progresive ale
regiunii CT-hexamerice si testarea potentialului lor de mobilizare.

3. Elucidarea rolului capatului 3' al elementului LAVA in retrotranspozitie stiind ca ~5% din
elementele LAVA din genomul gibonului (Nomascus leucogenys) sunt truncate la capatul
3', in aval de regiunea U2. Acest lucru s-a realizat, prin truncarea progresiva a regiunii 3’
sl testarea acestor constructe truncate in testul de retrotranspozitie.

4. Evaluarea influentei repetitiilor-CT in traficul nucleo-citoplasmatic al elementului SVA,
prin cuantificarea nivelelor SVA si SVAdeltaCT (SVA fara regiunea CT-hexamericd) in

nucleu si citoplasma.



2. MATERIALE SI METODE

2.1. Obtinerea elementelor SVA si LAVA

Elementul SVA_E fara situsul lui de poliadenilare a fost obtinut de la Annette Damert,
clonat pGEM Teasy si pPCEPNeo.

Elementele LAVA din genomul gibonului (Nomascus leucogenys) au fost alese din
subfamiliile tinere, LAVA_E si LAVA_F1. Ele au fost amplificate de catre Annette Damert
(ADN-ul genomic ne-a fost furnizat de Christian Roos), din locatia chr3:108773434 - 108775518
(Nleu3.0) in cazul LAVA F si chr2:155391066 - 155392835 (Nleu3.0) in cazul LAVA _E.
Elementele LAVA mi-au fost furnizate clonate fara situsul de poliadenilare in pJET1.2 si
pCEPNeo.

2.2. Testarea eficientei retrotranspozitiei

2.2.1. Generarea himerelor SVA-LAVA cu domenii schimbate reciproc

Prin schimbul reciproc al regiunilor 5> (CT/Alu-like) si 3> (VNTR/SINE-R; VNTR/LA),
cu ajutorul enzimelor de restrictive intre elementele SVA E si LAVA E/F, s-au generat
elemente himere.

Himerele SLg si LeS contin domenii de la elemnetele SVA_E si LAVA_E. Situsurile
AlwNI/BstAPI ale elementelor SVA_E si LAVA_E au fost facute compatibile prin amplificarea
capatului 5’ (CT/Alu-like) folosind o amorsa mutagenetica. Capetele 5’ obtinute de la LAVA_E
si SVA_E au fost mai apoi combinate cu partea VNTR/SINE-R a SVA_E si VNTR/LA a
elementului LAVA_E folosind enzimele BstAPI si AIwN], si inserate in pCEPNeo.

Himerele SLr si LeS contin domenii de la elementele SVA_E si LAVA_F. Pentru
generarea constructului SLg schimbul de domenii a fost facut la capatul 3'. Astfel, regiunea
CT/Alu-like/VNTR a elementului SVA_E a fost amplificatd cu o amorsa complementara regiunii
3" VNTR SVA, si care contine si un situs de restrictie Ncol (de asemenea present in amonte de
domeniul LA al elementului LAVA F). Fragmentul SVA amplificat e apoi combinat cu
domeniul LA al elementului LAVA _F, Tn vectorul pCEPNeo via Kpnl/Ncol/Nhel. Tn cazul
generarii constructului LgS, a fost amplificat capatul 5’ al elementului LAVA_F cu o amorsa
mutageneticd pentru a introduce situsul de restrictie Smal. Fragmentul obtinut a fost combinat cu
regiunea VNTR/SINE-R a elementului SVA si clonat in pCEPNeo folosind Kpnl/(capat
bont)/Nhel.
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2.2.2. Generarea elementelor SVA si LAVA truncate

Regiunea CT-hexamerica a elementelor SVA si LAVA F, dar si domeniul 3’-al
elementului LAVA _F au fost truncate. Scurtarea progresiva a fragmentelor ADN s-a realizat cu
nucleaza Bal-31 prin cresterea progresiva a timpului de incubare a reactiei. Fragmentele truncate
obtinute au fost reparate la capete cu ADN polimeraza T4 si apoi ligate in vectorul de destinatie
dorit: pCEPNeo sau pcDNA3deltaCMV.

2.2.3. Testarea potentialului de mobilizare a elementelor wilde-type, constructelor cu

domenii schimbate si elementelor cu capete truncate

2.2.3.1. Transfectii

4 x 10° celule HeLa HA au fost puse in flacoane T25 cu 24 ore Tnainte de transfectie.
Celulele au fost co-transfectate cu 2 pg plasmid de testare si 2 pg pJM101L1IRP_ANeo (plasmid
donor de protein L1, obtinut de la John Moran), folosind reactivul de transfectie X-tremeGENE
9 DNA, conform instructiunilor producatorului.

Si vectorul farda insert pPCEPNeo a fost testat, ca si control pentru rata de formare a

pseudogenelor. lar elementele wild-type au fost folosite pentru comparatie.

2.2.3.2. Testul de retrotranspozitie (trans-mobilizare)

Potentialul de mobilizare al himerelor SVA/LAVA cu domenii schimbate, dar si al
elementelor SVA si LAVA truncate a fost mobilizate in celule HeLa HA prin testul de
retrotranspozitie.

Testul de trans-mobilizare a fost efectuat asa cum a fost descris de Moran si colb. 1996 si
de Raiz si colab. 2012, cu unele modificari prezentate in teza. Ratele de retrotranspozitie au fost
exprimate ca medie a coloniilor rezistente la G418 si raportate la media coloniilor rezistente

obtinute pentru SVA_E sau LAVA, care au fost considerate 100%.
2.3. Influenta repetitiilor CT-hexamerice n traficul nucleo-citoplasmatic.

2.3.1. Clonarea elementelor SVA si SVAdeltaCT in pcDNA3ACMYV

Pentru a investiga dacd regiunea CT-hexamerica are o influentd in transportul nucleo-
citoplasmatic, elementul SVA E cu sau fara regiunea CT-hexamerica (SVAdeltaCT) a fost
clonat in plasmidul pcDNA3ACMYV (de la care promotorul CMV a fost inlaturat). Astfel,

elementul SVA va fi exprimat de promotorul sau intern.
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2.3.2. Transfectii tranzitorii

Transfectiile au fost realizate pe 1 X 10° celule HeLa HA, intr-o placa Petri de 10 cm, si
folosind 5 pg plasmid test si reactivul de transfectie X-tremeGENE 9 DNA, conform

instructiunilor producétorului.

2.3.3. Izolarea ARN-ului si transcrierea inversa

La 24 de ore dupa transfectie o placa Petri de 10 cm confluenta a fost impartita 1:2. Dupa
incd 24 de ore, ARN-ul nuclear si cel citoplasmatic a fost izolat. ARN-ul nuclear a fost izolat
conform protocolului lui Nevins (Nevins 1987), iar izolarea ARN-ul citoplasmatic s-a bazat pe
solubilizarea membrane citoplasmatice cu un tampon de liza hipoton cu NP-40 (Farrell 2005 -
protocol). ARN-ul astfel obtinut a fost stocat la -80°C.

Transcrierea inversa s-a realizat cu kit-ul Verso cDNA Synthesis, conform indicatiilor

producatorului.

2.3.4. PCR cantitativ (QPCR) si analiza datelor

Amorse specifice si proba de hibridizare au fost create astfel incat sa amplifice si sa
detecteze doar transcriptul SVA exprimat de pe plasmidul de transfectie, si sa se evite astfel
amplificarea elementului SVA endogen. Exprimarea elementului SVA a fost cuantificata
folosind kit-ul commercial Maxima Probe qPCR Master Mix, iar exprimare genei de referinta
PGK a fost cuantificata cu kit-ul Maxima SYBR Green qPCR Master Mix. Secventele amorselor
si detaliile pentru reproducerea reactiilor se pot gasi in teza.

Pentru analiza datelor s-a folosit ca gend interna de referinta PGK. Ct-ul a fost calculat
automat folosind Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7. Metoda Livak (Livak si Schmittgen
2001) a fost utilizatd pentru cuantificarea relativa a SVA, iar media coeficientului Livak (222"

obtinut a fost reprezentata graphic.
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3. REZULTATE

3.1. Domeniile elementelor SVA si LAVA sunt incompatibile

Himerele SVA-LAVA (SLg, LgS, SLg si LgS) obtinute prin schimbul reciproc de
domenii, elementele wild-type SVA_E, LAVA_E, LAVA_F, dar si pCEPNeo (vectorul fara
insert) au fost testate pentru abilitatea lor de mobilizare in celule HeLa HA, in experimental de
retrotranspozitie.

Dupa cum era de asteptat, elementul wild-type LAVA_E a avut o ratd de mobilizare
scizuti, comparativ cu SVA si cu elementul activ LAVA F. In comparatic cu LAVA E
(considerat si dovedit inactiv), himera SLg a avut o mica crestere a ratei de mobilizare; sugerand
ca regiunea 5’ a elementului SVA element nu a putut amplifica mobilizarea elementului inactiv
LAVA E. lar in cazul himerei LgS era de asteptat acest rezultat, nu s-a mobilizat peste rata de
formare a pseudogenelor, explicatia fiind ca are capatul 5’CT-Alu-like de la elementul inactiv
LAVA E.

In ceea ce priveste himera LgS, care are regiunea 5°CT-Alu-like de la elemental activ
LAVA _F, mobilizarea nu a fost eficienta, nici in cazul SLg - amandoua himerele fiind o
combinatie de doud elemente active ar fi fost de asteptat sa rezulte elemente himere active. Acest
rezultat poate indica cd SVA si LAVA au céi de mobilizare care diferd semnificativ.

In ansamblu, aceste rezultate sugereaza ci domeniile elementelor SVA si LAVA sunt
incompatibile si cd aceste doua familii de retrotranspozoni pot avea cai distincte de mobilizare cu
diferite necesitati structurale sau de secventd. Aceste date au fost publicate Tn lanc si colab.
(2014).

3.2. Domeniul CT-hexameric — esential pentru o mobilizare eficienta

Pentru a testa daca lungimea regiunii CT-hexamerice poate influenta eficienta de
mobilizare a elementelor, au fost generate deletii progressive in regiunea CT-hexamericd a
elementelor SVA_E si LAVA_F si au fost testate pentru capacitatea lor de mobilizare. Au fost
obtinute 5 elemente SVA truncate si 3 LAVA F, care acopera intreaga regiune CT-hexamerica.

Cum era de asteptat, rezultatele retrotranspozitiei au aratat ca toate constructele cu deletii
au fost mai slab mobilizate decat elementele de lungime completa. Tn cazul SVA, doar elementul
de lungime completa a avut o mobilizare eficientd. Acest rezultat sustine existenta diferitelor

necesitdti de mobilizare pentru elementele SVA si LAVA.
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3.3. Capatul 3’ al elementului LAVA - un impact inhibitor asupra mobilizirii

Pentru a evalua rolul regiunii 3' a elementului LAVA in retrotransppozitie, S-au obtinut
deletii progresive Tn regiunea 3. Au fost selectate patru elemente reprezentative LAVA_F cu
deletie 3'. Clonele selectate sunt truncate in fiecare regiune a partii 3 'LA.

Clonele LAVA truncate au fost testate pentru potentialul lor de mobilizare intr-un test de
retrotranspozitie. Rezultatele retrotranspozitiei aratd ca ca toate constructele cu deletii la capatul
3" au fost mai activi decat elementul LAVA_F de lungime intreaga. Acest lucru sugereaza ca
regiunile Ul, AluSz si U2 nu sunt esentiale in procesul de mobilizare. Surprinzator, regiunea
L1MES, absenta in toti mutantii cu deletie 3' si prezenta doar in elementul de lungime intreaga,
s-a dovedit ca are un efect inhibitor asupra retrotranspozitiei. Datele au fost publicate in lanc si

colab. (2014).

3.4. Regiunea CT-hexamerica SVA — nu are o influenta intransportul nucleo-cytoplasmatic

Se stie putin despre ruta intracelulara a elementului SVA. Doar un studiu a aratat
distributia subcelulara a ARN-ului SVA, difuz localizat in citoplasma si in agregate mari in
nucleu (Goodier si colab. 2010). Dar mecanismul de export in citoplasma si reimportul in nucleu
a ARN-ului SVA raméne necunoscut. Studiile anterioare (Hancks si colab. 2012; Raiz si colab.
2012), dar si rezultatele acestei lucrari, au aratat ca repetarile CT-hexamerice au un rol important
in mobilizarea SVA si, respectiv, LAVA. Deci, in continuare am dorit sa urmarim domeniul CT-
hexameric n transportul nucleo-citoplasmatic. Pentru aceasta, un element SVA de lungime
completa si un element SVA 5'-truncat (cu regiunea CT-hexamerica complet indepartatd) au fost
transfectate tranzitoriu in celule HeLa HA, iar nivelul ARN-ului SVA din citoplasma si nucleu a
fost cuantificat pentru a vedea daca regiunea CT-hexamerica are un rol in exportul si reimportul
nuclear.

Rezultatele obtinute arata ca, in nucleu, atdt SVA cat si SVAdeltaCT, se gasesc la
niveluri mai ridicate decat in citoplasmd. Abundenta nucleard detectata pentru SVA si
SVAdeltaCT confirma rezultatele unui studiu anterior al Iui Goodier si colab. (2010). De
asemenea, distributia celulard a ARN-ului SVA pare sa nu fie influentata de lipsa repetarilor CT.

Sunt necesare studii suplimentare pentru a identifica cauza exacta a acestor rezultate. Si,
de asemenea, identificarea factorilor celulari care interactioneaza cu elementele este obligatorie

pentru elucidarea cdii de mobilizare a SVA.
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4. DISCUTII

Pe baza rezultatelor obtinute in aceasta teza am putea spune ca mobilizarea elementelor
LAVA si SVA difera semnificativ. In aceasta teza s-a aratat ci elementul cel mai tinar din punct
de vedere evolutiv, LAVA_F, este mai bine mobilizat decat LAVA_E si decat elementul uman
SVA_E. Aceasta diferenta in rata de mobilizare a elementelor LAVA _E si LAVA F se poate
datora structurii diferite a regiunii Alu-like, elementul foarte activ LAVA_F1 avéand o regiune
Alu-like mai scurtd, cel mai probabil datorita unui eveniment de splicing, pentru ca un Situs
donor a fost detectat la situsul de truncare (lanc si colab. 2014). Diferente intre secventele Alu-
like sunt observabile si la subfamiliile SVA. Elementele SVA mai tinere din punct de vedere
evolutiv contin de asemenea deletii in regiunea Alu-like. Tn plus, elementele PVA si FVA nu
sunt caracterizate de deletii in domeniul Alu-like si au dovedit o ratd de retrotranspunere mai
mica (Ianc si colab. 2014).

Structura modulara a elementelor SVA si LAVA a permis testarea diferitelor combinatii
de domenii sau a elementelor de lungime diferita intr-un test de mobilizare “in trans” pentru a
identifica domeniul care le face sa fie preferate de proteinele L1. Am demonstrat ca regiunea 5'
este foarte importanta pentru mobilizarea eficienta a elementelor SVA, dar elementele LAVA au
cerinte diferite de mobilizare. Pe baza acestor rezultate, sugeram existenta a douda cai de
mobilizare pentru elementele VNTR-compuse. "Calea SVA™ - in care regiunea 5' este esentiala
pentru o mobilizare eficientd, pare sa fie folositd si de elementele PVA si FVA (Ianc si colab.
2014). Pentru LAVA cheia mobilizarii pare s nu fie in capatul 5' ca si in cazul elementelor
SVA, PVA si FVA si nici in regiunea 3'. Lupan si colab. (2015) au aratat cd regiunea VNTR are
un rol cheie in mobilizarea LAVA, iar regiunea CT pare sa aiba doar un rol modulator in "calea
LAVA" de mobilizare. Existenta "cdii LAVA" trebuie confirmata si pentru elementele LAVA,
din alte subfamilii, si mobilizarea ar trebui testata intr-o linie celulara de gibon, Tn co-transfectie
cu un element L1 din genomul gibonului.

Regiunea CT-hexamerica seamana cu motivul TOP - o secventa terminald
oligopirimidinicd la capatul 5', prezent in ARN-urile mesagere TOP, unde se initiaza
transcrierierea prin ARN pol Il. Se poate specula ca rolul observat al tractului CT ar putea fi dat
de proteinele cu care acesta ar putea interactiona, cum ar fi proteinele La sau PTBP. Proteina La
se lega la tractul 5' oligopirimidinic al ARN-urilor TOP (Cardinali si colab. 2003) si astfel se
poate presupune ca proteina La ar putea fi implicata si n retrotranspozitie. De asemenea, si
proteina PTBP e implicata in splicing (Keppetipola si colab. 2012) si interactioneaza cu unele
ARN-uri care contin o secventa de 15-25 pirimidine (Reid si colab. 2009). Aceasta proteina este

implicata in exportul de ARNm si s-a dovedit ca este un co-factor in exportul nuclear al ARN-
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ului virusului hepatititei B (Zang si colab. 2001). Ar fi interesant sa Se investigheze daca
proteinele La si PTBP interactioneaza cu ARN-urile elementelor VNTR-compuse.

Desi caile de mobilizare ale LAVA si SVA par sa difere in mod semnificativ, aceste
elemente impartasesc unele asemanari in ceea ce priveste insertiile genomice. Daca se analizeaza
insertiile LAVA si SVA preexistente In genom, se observa cd aproximativ 63,4% din SVA si
48% din elementele LAVA sunt insertii de lungime intreagd (Wang si colab. 2005; Carbone si
colab. 2014). O alta similaritate intre insertiile SVA si LAVA este data de situsul de insertie Tn
genom; nu s-a observat nici o preferintd pentru insertia in gene sau in apropierea genelor
(Hancks si colab. Hancks si colab. 2012, Raiz si colab. 2012, Ianc si colab. 2014) . In ceea ce
priveste insertia intragenicad a elementelor LAVA, majoritatea insertiilor preexistente si de novo
au aparut in introni (Ianc si colab. 2014, Carbone si colab. 2014). Frecventa scazuta a insertiilor

n exoni s-a observat si in cazul copiilor SVA din genomul uman (Hancks si colab. 2009).
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5. CONCLUZII

Aceasta teza se focuseaza pe mobilizarea elementelor VNTR-compuse SVA si LAVA, si
aduce noi informatii despre contributia domeniilor elementelor in potentialul lor de mobilizare,
oferind astefl o mai buna intelegere a biologiei retrotranspozonilor VNTR-compusi.

Prin schimbul reciproc de domenii intre elementele SVA si LAVA s-au generat elemente
himere, carora le-a fost testat potentialul de mobilizare cu scopul a obtine o prima idee despre
necesitatile structurale pentru retrotranspozitia elementelor. Astfel, am aflat ca himerele derivate
din doua elemente foarte active (SVA si elementul mai tanar LAVA_F) sunt inactive. Am
concluzionat ca domeniile SVA si LAVA sunt incompatibile si, cel mai probabil, caile lor de
mobilizare difera semnificativ, acesta fiind primul studiu care sugereaza existenta a doud cai de
mobilizare diferite pentru elementele VNTR-compuse.

Acesta este primul studiu care arata importanta repetitiilor CT-hexamerice in mobilizarea
elementului LAVA. Am aratat ca toate constructele SVA si LAVA cu deletie in regiunea CT au
fost mai slab mobilizate decat elementele de lungime intreagd; acest lucru sugereaza ca domeniul
CT-hexameric este esential pentru mobilizarea eficienta a elementelor VNTR-compuse.

In plus, aceastd teza a demonstrat pentru prima datd care este impactul regiunii 3' al
elementelor LAVA asupra retrotranspozitiei; toate constructele LAVA cu deletie in regiunea 3'
au fost mai bine mobilizate decat elementul LAVA de lungime completa si am ajuns la concluzia
ca regiunea LIMES este responsabila pentru efectul inhibitor asupra retrotranspozitiei.

In cele din urma, am incercat si caracterizim regiunea CT-hexamerica prin investigarea
influentei acestei regiuni in traficul nucleo-citoplasmic al elementului SVA. Rezultatele au aratat
cad domeniul CT-hexamer s-ar putea sa nu aiba o influentd semnificativa asupra transportului
nuclear al SVA. Dar, atat SVA ciat si SVAdeltaCT, au fost gasite intr-0 cantitate mare in nucleu,
confirménd studiile anterioare care au aratat ca SVA formeaza agregate in nucleu (Goodier si
colab. 2010).

Identificarea domenilor structurale care influenteaza mobilizarea elementelor VNTR-
compuse este de un interes deosebit, deoarece poate deschide noi directii de cercetare, cum ar fi
investigarea factorilor gazda care interactioneaza cu domeniile 5 'si 3' ale elementelor si
elucidarea cailor de mobilizare a elementelor SVA si LAVA. Rezultatele obtinute in aceasta teza
au oferit un punct de pornire pentru studiile ulterioare efectuate de colegii de laborator. Un prim
pas pentru elucidarea caii de mobilizare LAVA a fost facut de colegii mei, Lupan si colab.
(2015), pe baza rezultatelor obtinute in aceasta teza, investigand rolul regiunii centrale VNTR in
mobilizarea elementelor LAVA. De asemenea, colega mea Bianca lanc, in teza ei de doctorat, a

continuat activitatea mea si a identificat factorii celulari care interactioneaza cu elementele SVA.
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