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Cuvinte cheie: retrotranspozoni, compusi VNTR, SVA, potential de mobilizare, trafic celular,

proteom.

1. INTRODUCERE
1.1 Elemente genetice mobile
1.1.1 Clasificare

Elementele genetice mobile sunt secvente repetitive de ADN care se pot deplasa in genom
sau uneori intre genomuri (Cordaux si Batzer, 2009). Aceste elemente sunt impartite n doud
mari categorii in functie de strategia pe care o folosesc in mobilizare si anume: ADN
transpozoni si retrotranspozoni (Craig, 2015). ADN transpozonii sunt mobilizati printr-un
mecanism numit "cut-and-paste", ei avand capacitatea de a se exciza din genom si de a se insera
intra Intr-o alta locatie In genom (Craig, 2015; Parhad si Theurkauf, 2019). Mecanismul de
mobilizare folosit de retrotranspozoni este cunoscut sub numele de "copy-and-paste", deoarece
aceste elemente sunt mai Intai transcrise, iar apoi ARN-ul lor este procesat, transcris invers si
inserat intr-o noua locatie in genom (Craig, 2015; Parhad si Theurkauf, 2019).

Retrotranspozonii pot fi la randul lor Tmpartiti in doud categorii, in functie de prezenta
sau absenta repetitiilor terminale lungi (LTR), in retrotranspozoni LTR si non-LTR. Aceasta
ultima clasa cuprinde elementele nucleare intercalate lungi (LINE) si elemente cu un numar
variabil de repetitii in tandem (VNTR) (SINE-R-VNTR-Alu [SVAs]) (Savage si colab., 2019).

Retrotranspozonii care codificd proteinele necesare pentru mobilizare sunt numiti
autonomi (grupul LINE1 [L1]), iar retrotranspozonii care depind pentru mobilizare de
proteinele codificate de alte elemente sunt cunoscuti ca ne-autonomi (SINE si SVA depind de
L1).

Elementele L1 sunt transcrise de ARN polimeraza II care isi recunoaste promotorul din
regiunea 5S'UTR. Aceste elemente contin doua cadre de citire (ORF1 si ORF2). ORF1 codifica
o proteina de legare a ARN-ului, n timp ce ORF2 codifica o proteind de 150 kDa care are atat
activitate de transcriptaza inversa cat si activitate endonucleazica, necesare pentru mobilizarea
elementelor L1 (Lavasanifar si colab., 2019; Moran si Gilbert, 2002).

Elementele SVA sunt retrotranspozoni compusi, flancati de duplicatii la situsul tintd
(TSD). Acestia contin o regiune repetitiva simpld hexamerica CCCTCT [(CT)n] la capatul 5',
urmata de regiunea asemandtoare elementelor Alu (Alu-like), domeniul VNTR si un element
SINE-R (element nuclear intercalat scurt [SINE] de origine retrovirald) (Wang si colab., 2005).
1.1.2 Mobilizarea elementelor SVA



Elementele SVA sunt mobilizate in trans de cétre proteinele codificate de L1 (Raiz si
colab., 2012) si sunt transcrise de ciatre ARN polimeraza II (Wang si colab., 2005). Eficienta
de mobilizare a elementelor SVA s-a dovedit a fi semnificativ atenuatd atunci cand repetitiile
simple (CT)n si regiunea A/u-like au fost eliminate, sugerand un rol important al acestor regiuni
in retrotranspozitie (Raiz si colab., 2012; Hancks si colab., 2012).

1.1.3 Interactiunea elementelor L1 cu factori celulari

Factorii celulari care interactioneaza cu ARN-ul elementelor L1 1n celula sunt din diferite
categorii functionale cum ar fi complexul RNP, splicing, transcrierea si reglarea post-transcriere
a ARN-ului, conjugarea ubl sau stabilitatea ARNm (Goodier si colab., 2013).

Retrotranspozitia elementelor L1 poate fi inhibatd de mai multi factori celulari cum ar fi
proteinele APOBEC3 (Wissing si colab., 2011; Liang si colab., 2016), helicase MOV10 (Li si
colab., 2013), enzima SAMHD1 (Hu si colab., 2015), proteina antivirald zinc-finger (Moldovan
si Moran, 2015), PABPNI1 si PABPCI (Dai et al., si colab., 2012). Proteina SAMHDI a fost
de asemenea identificatd ca avaand un efect inhibitor asupra retrotranspozitiei elementelor
SVA (Zhao si colab., 2013).

1.2 Proteinele PCBP1 si PCBP2

Proteinele de legare a secventelor bogate in citozina (poly(C)-binding proteins) (PCBP)
sunt proteine care recunosc secvente bogate in citozind din ADN sau ARN, fiind implicate in
multe procese biologice cum ar fi stabilitatea ARNm, inhibarea sau intensificarea traducerii
(Choti si colab. 2009; Geuens, Bouhy si Timmerman, 2016; Makeyev si Liebhaber, 2002).
Proteinele PCBP1 si PCBP2 contin trei domenii (hnRNP K-homology [KH]) responsabile de
legarea acidului nucleic, doud dintre acestea fiind localizate la capdtul N al proteinei, urmate
de o secventa de lungime variabild si de al treilea domeniu KH la capétul C al proteinei (Du si
colab., 2005).

PCBP2 a fost raportata anterior ca facand parte din complexele proteice L1 ORF1 si a
fost identificat atdt in extracte nucleare cat si in extracte citoplasmatice (Goodier si colab.,
2013). De asemenea, s-a demonstrat cd aceastd proteina se gaseste localizatd impreund cu
proteina ORF1 si LARPI in granulele citoplasmatice in celule 2102Ep.

1.3 Complexul TREX

Proteinele din complexul TREX, au fost identificate prima data in drojdie, fiind implicate
in reglarea transcrierii ARNm, In procesarea si exportul nuclear al acestuia (Katahira, 2012).
Acest complex multiplu de proteine (denumit THO) este compus din proteinele Thoc (Thocl,
Thoc2, Thoc3, Thoc5, Thoc6 si Thoc7) si UAP56, ALY/REF si CIP29 (Delaleau si Borden,

2015). In ceea ce priveste rolul complexului TREX in traficul celular al elementelor mobile,



intr-o linie germinativa de Drosophila, s-a demonstrat ca Thoc$ si alte componente TREX sunt
importante In procesarea ARN-urilor de dimensiuni mici, care controleazd exprimarea
elementelor mobile (Hur si colab., 2016). Complexul TREX nu este necesar pentru
retrotranspozitia elementelor Tyl de la drojdie, in plus, prezenta acestuia putdnd inhiba
inserarea acestor elemente in genom (Manbhas si colab., 2018).

OBIECTIVELE TEZEI

Scopurile acestui studiu au fost: 1) investigarea potentialului de mobilizare a doud familii
noi de retrotranspozoni ne-autonomi (elementele compuse PVA si FVA) identificate in
genomul gibbonului si ii) explorarea proteomului asociat ARN-ului elementelor SVA si
posibilele sale roluri in mobilizarea acestor elemente genetice mobile.

2. MATERIALE SI METODE
2.1 Culturi bacteriane, transformare si izolarea plasmidelor
2.1.1 Tulpini bacteriene

Tulpina bacteriand folosita pentru in clonare in acest studiu a fost tulpina de Escherichia
coli DH5a (Grant si colab., 1990).

2.1.2 Conditiile de cultura pentru E. coli

Bacteriile au fost cultivate peste noapte in mediu Luria-Bertani (LB) la 37°C si 200 RPM
sau pe placi de agar LB la aceeasi temperatura. LB-agar a fost amestecat cu ampicilina care a
fost antibioticul utilizat pentru selectia bacteriilor transformate, la o concentratie finala de 50
mg/l.

2.1.3 Pregatirea bacteriilor competente, transformarea si selectia

Celulele competente au fost pregatite folosind protocolul publicat de Chung si Miller
(Chung & Miller, 1993).

Bacteriile au fost transformate printr-o metoda chimica. Toti vectorii utilizati contin gena
care le confera rezistentd la ampicilind, aceasta fiind utilizata ca marker de selectie in bacterii.
2.2 Izolarea ADN-ului plasmidic
2.2.1 Minipreps

Pentru scopuri analitice care nu necesita cantitati mari de ADN (de exemplu, digestiile de
control sau secventializari), purificarea ADN-ului plasmidic a fost efectuatd pe baza denaturarii
alcaline selective a ADN-ului cromozomial, in timp ce ADN-ul circular cu greutate moleculara
micd a ramas dublu catenar (Birnboim si Doly, 1979). Aceasta metoda foloseste dodecil sulfat
de sodiu (SDS) si hidroxid de sodiu pentru liza si denaturare, urmate de neutralizarea cu acetat
de potasiu care rentureazd ADN-ul, determina formarea de agregate din ADN, proteine si ARN

si ne permite sd purificam ADN-ul plasmidic care ramane in supernatant.



2.2.2 Midipreps

Pentru transfectia celulelor umane, transcrierea in vitro si clonarea pentru care a fost
necesara o cantitate mai mare de ADN plasmidic, s-a realizat izolarea acestuia folosind kitul
PeqGOLD XChange Plasmid Midi (Peqlab, Erlangen, Germania). Acest kit pentru midiprep
utilizeazd coloane cu schimb de anioni de pe care ADN-ul este eluat si apoi purificat prin
precipitare cu izopropanol, urmata de spalare cu etanol.
2.3 Culturi celulare eucariote si analiza retrotranpozitiei
2.3.1 Linia celulara si conditiile de cultura

Pentru experimentele in vivo, au fost utilizate celule HeLa HA care au fost furnizate cu
amabilitate de catre J. Moran (Universitatea de Medicina din Michigan, Michigan, SUA).

Celulele HeLa au fost crescute in mediu Eagle Dulbecco modificat (DMEM) (Lonza,
Basel, Elvetia) 4,5 g/l glucoza suplimentat cu 10% FCS (Lonza, Basel, Elvetia si Biowest,
Nuaille, Franta), 2 mM glutamind (Lonza, Basel, Elvetia) si 100 U/ml Pen-Strep (Lonza, Basel,
Elvetia).
2.3.2. Analiza pentru testarea retrotranspozitiei in celule

Potentialul de mobilizare al rocadelor realizate prin schimbul de domenii intre SVA si
PVA/FVA a fost masurat cu ajutorul unui test de retrotranspozitie in celule, si se bazeaza pe
utilizarea unei casete reporter mneol (Freeman si colab., 1994; Moran si colab., 1996).
Potentialul de retrotranspozitie a fost testat in celule HeLa HA, utilizdnd L1RP uman pentru a
furniza proteinele necesare mobilizarii (Kimberland si colab., 1999). Folosirea acestei casete
reporter asigurd ca celulele transfectate vor fi rezistente la neomicind numai dupd ce rocadele
vor fi transcrise, procesate si reintegrate in genom.
2.4 Analiza acizilor nucleici
2.4.1 Transcrierea inversa

Sinteza de ADNc a fost realizata din ARN total izolat din celule HeLa, folosind
transcriptaza inversa SuperScript Il (cataloger 18064, Invitrogen, Carlsbad, SUA) sau kitul
Verso cDNA (catalogul AB1453A, Thermo Scientific, Waltham, USA) .
2.4.2 Transcrierea in vitro

Pentru a obtine ARN-ul dorit necesar pentru analiza de purificare a proteinelor cu ajutorul
unui ARN, am efectuat transcriere in vitro. Mai intai, vectorii care contin secventa doritd au
fost liniarizati cu o enzima de restrictie (care taie Intr-un singur loc) si apoi a fost pregatita
reactia de transcriere in vitro. Riboprobele marcate cu biotina si folosite in Northern blotting au
fost generate prin transcriere in vitro, adaugand biotind-16-UTP impreund cu ATP, CTP si GTP.

2.4.3 Imunoprecipitarea ARN-ului (RIP)



RIP se bazeaza pe precipitarea unei proteine si a ARN-ului de care aceasta se leagd
specific. Tehnica a fost utilizatd Tn acest studiu pentru a confirma legarea proteinelor PCBP1 si
PCBP2 de ARN-ul elementelor SVA.

In primul rand, celulele HeLa HA au fost insamantate pe plici Petri de 150 mm. Celulele
au fost apoi transfectate 24 de ore mai tarziu fie cu vectorul de exprimare care contine elementul
SVA (pcDNA3SVA), fie cu vectorul farda SVA (pcDNA3) pentru control. A doua zi, RIP a fost
efectuatd urmand pasii urmatori: prepararea bilelor magnetice pentru imunoprecipitare,
prepararea lizatului celular si analiza RIP.

2.5 Northern blotting

Northern blotting a fost efectuatda utilizand kitul NorthernMax-Gly de la Life
Technologies (cat. Nr. AM1946, Carlsbad, USA) urmand pasii principali descrisi de
producdtori. Principalul avantaj al acestui kit este acela ca utilizeaza glicoxal dimetilsulfoxid
(DMSO) pentru a denatura ARN; prin urmare, utilizarea formaldehidei a fost evitata.

2.6 Evaluarea timpului de injumaétatire al ARN-ului SVA

Timpul de injumatitire al ARN-ului elementelor SVA a fost evaluat utilizand
actinomicina D. Mai intai celulele au fost transfectate cu ARNi PCBP2 sau cu ARNI de control,
iar dupd 24 de ore, celulele au fost transfectate cu pCEP4 SVApA. Dupa alte 24 de ore de la
cea de a doua transfectie, celulele au fost impartite in sase placi de 3,5 cm in care a doua zi s-a
adaugat actinomicind D la o concentratie finald de 1 ug/ml si s-a izolat ARN-ul total la
urmatoarele intervale de timp: Oh, 2h, 4h, 6h, 8h si 10h.

2.7 1zolarea proteinelor

Pentru obtinerea lizatelor celulare s-au folosit diferite protocoale in functie de
experimentele in care au fost folosite. Pentru analiza de purificare a proteinelor care se leaga
de ARN, acestea au fost extrase folosindu-se un protocol publicat (Leppek & Stoecklin, 2014)
care presupune in principal izolarea proteinelor din celule HeLa crescute In 20 de vase Petri de
150 mm folosind azot lichid si bile de otel de 5 mm.

2.8 Clonarea moleculara
2.8.1 Constructe plasmidice

Pentru a determina partea structurald a elementelor VNTR compuse care este
responsabilda de mobilizare, am construit rocade de domenii intre SVA (pADSVA_E [Raiz si
colab. 2012]), PVA si FVA. Pentru crearea rocadelor, repetitiile hexametrice (CT)n si domeniul
Alu-like dintr-un element au fost legate de regiunea VNTR si partea 3' a altui element.

2.9 Transfectii

2.9.1 Transfectia cu ARN de interferenta (ARNI)



Pentru a determina importanta proteinelor identificate in procesul de mobilizare, rata de
retrotranspozitie a fost evaluatd dupa ce expresia acestor proteine a fost inhibata de ARNi. Acest
ARN dublu catenar este de aproximativ 20-25 bp in lungime si interfereaza cu ARNm , astfel
incat acesta nu va mai putea fi tradus in proteine. Inhibarea proteinelor a fost masurata la 48 si
72 de ore dupa transfectie.

2.9.2 Transfectia cu ADN plasmidic

Pentru testarea ratei de retrotranspozitie in celule umane, am folosit un protocol descris
anterior (Raiz si colab., 2012).

Dupa transfectie, celulele au fost incubate timp de 24 de ore si apoi mediul a fost schimbat
in mediu cu higromicina. Selectia cu higromicina a continuat timp de 12 zile, iar apoi celulele
au fost tripsinizate si transferate in mediu cu G418, urmata de colorarea cu Giemsa dupd 12
zile.

210 Analiza interactiunilor ARN-proteina
2.10.1 Purificarea de afinitate a proteinelor cu ajutorul ARN-ului

Pentru a identifica proteinele care interactioneaza cu ARN-ul elementelor SVA, am ales
un sistem care utilizeaza patru copii ale unui aptamer de streptavidind modificat (S1m), care
trebuie clonat la capatul 3' al secventei tintd. Metoda care foloseste acest sistem a fost utilizata
pe baza unui protocol publicat de Leppek (Leppek si Stoecklin 2014). Purificarea proteinelor
cu ajutorul ARN-ului presupune legarea acestuia de bile de sefaroza, urmata de legarea
proteinelor la ARN-ul deja legat si, in final, eluarea proteinelor legate cu RNaza.

Proteinele pe care le-am purificat folosind aceastd metoda, au fost vizualizate mai Intai
pe geluri de poliacrilamida (SDS-PAGE) iar apoi pregatite pentru a fi identificate prin
spectrometrie de masa.

3. REZULTATE
3.1 Structura regiunii CT/Alu-like determina potentialul de mobilizare

Pentru a testa daca secventa si structura specifica a domeniului de la capatul 5' (repetitiile
CT si Alu-like) al elementelor VNTR compuse sunt responsabile pentru mobilizare, am creat
rocade intre aceste elemente prin fuzionarea domeniului CT/A/u-like din elementele SVA cu
regiunea VNTR si partea 3' a elementelor PVA si FVA (SP si SF) si domeniul CT/A4/u-like din
elementele PVA si FVA a fost fuzionat cu domeniul VNTR si partea 3' al elementelor SVA (PS
si FS). Rata de retrotranspozitie a elementelor SP si SF a fost mai mare comparativ cu cea a
elementelor PVA si FVA (Ianc si colab., 2014), iar elementele PS si FS au avut o ratd de
mobilizare redusa comparativ cu elementele SVA.

3.2 Elementele PVA si FVA au fost asamblate prin splicing
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Deoarece splicing-ul a fost identificat ca mecanismul responsabil pentru formarea
elementelor PVA si FVA (Ianc si colab., 2014), am vrut sa vedem daca existd splicing-uri
suplimentare care ar putea avea un impact asupra cantitatii totale de ARN-mneol procesat care
ar putea explica potentialul scazut de mobilizare pentru cele doua elemente. Analiza Northern
blotting ne-a ajutat sa identificim un al doilea situs donor de splicing in domeniul VNTR si un
situs acceptor de splicing la capatul 3' al cadrului de citire al neomicin fosfotransferazei (neo)
(Ianc si colab., 2014), sustinand predictiile conform carora elementele PVA si FVA au fost
asamblate prin splicing (Ianc si colab., 2014). A fost observata o cantitatea mare de ARN-mneol
procesat disponibil pentru retrotranspozitie pentru elementele PVA si FVA, astfel incat rata lor
elementul FS s-a observat o cantitate mai micd de ARN-mneol procesat disponibild, astfel ca
in acest caz poate exista o legatura intre disponibilitatea ARN-ului si potentialul de mobilizare.
4. DISCUTII
4.1 Elementele PVA si FVA

In genomul gibonului, patru familii de elemente VNTR compuse flancate de duplicatii la
situsul tintd (TSD) au fost identificate (Carbone si colab., 2012, Carbone si colab., 2014, Ianc
si colab., 2014). Toate cele patru familii de compusi VNTR au aceeasi structurd reprezentata
de repetitiile hexamerice CCCTCT, urmate de domeniu Alu-like, regiunea VNTR si o parte 3'
variabild intre familii (Ianc si colab., 2014). Elementele PVA contin, la capatul 3' o secventa
unica caracteristica elementelor SVA2, urmatd de un fragment din gena prostaglandin
reductazei 2 (PTGR2) (exonul 4 si partea 5' a intronului 4) (Ianc si colab., 2014). Elementele
FVA sunt caracterizate printr-un capdt 3' care contine o parte dintr-un element FRAM (Free
Right Alu Monomer), flancat de secvente nerepetitive (Ianc si colab., 2014).

4.2 Mobilizarea elementelor FVA si PVA

Elementele PVA si FVA identificate in genomul gibonului au fost observate ca avand un
numar mic de copii, de 143 si respectiv 11 (Ianc si colab., 2014), sugerand ca ar putea exista o
regiune specifica in aceste elemente care sd le inhibe mobilizarea sau e posibil sa interactioneze
cu anumiti factori inhibitori. Repetitiile hexamerice CCCTCT si regiunea Alu-like a
elementelor SVA au fost observate anterior ca fiind esentiale in retrotranspozitie (Raiz si colab.,
2012; Hancks si colab., 2012).

4.3. Determinanti structurali ai retrotranspozitiei elementelor PVA si FVA

Rocadele intre domeniile elementelor SVA si PVA/FVA au fost create prin schimbarea
repetitiilor (CCCTCT)n si a regiunii A/u-like. Rocadele care contin repetitiile (CCCTCT)n si
regiunea Alu-like de la elementele SVA si regiunea VNTR si partea 3' din elementele PVA si

11



FVA sunt mobilizate mai eficient, rata lor de mobilizare fiind similara cu cea a elementelor
SVA. Prin comparatie, rocadele care au partea 5' de la elementele PVA si FVA si regiunea
VNTR si capatul 3' din elementele SVA au o ratd de mobilizare similara cu elementele PVA si
FVA. Pe baza acestor rezultate putem concluziona ca nu prezenta repetitiilor (CCCTCT)n si a
regiunii A/u-like este importanta pentru mobilizarea eficienta a elementelor VNTR compuse, ci
structura lor specifica.

CONCLUZII, NOVELITATE DE CERCETARE SI PERSPECTIVE

Acest studiu confirma importanta regiunii 5' (regiunea CT/A/u-like) in retrotranspozitia
compusilor VNTR.

Aici, oferim un prim studiu In care sunt descrise proteinele care interactioneaza cu ARN-
ul elementelor SVA. Acest studiu poate fi considerat un punct de plecare pentru confirmarea
viitoare a altor proteine identificate aici si a impactului acestora asupra retrotranspozitiei.

Pentru a strange mai multe informatii despre traficul elementelor VNTR compuse in
celula, ar fi necesar sa se identifice si proteinele care interactioneaza cu ARN-ul elementelor

PVA si FVA.
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