UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA

Natasa LINDIC

PROTIVIRUSNI PROTEINI APOBEC3 IN NJIHOVA VLOGA PRI
INHIBICIJI RETROTRANSPOZICIJE
RETROTRANSPOZONA LINE2

DOKTORSKA DISERTACNA

ANTIVIRAL APOBEC3 PROTEINS AND THEIR ROLE IN
RETROTRANSPOSITION INHIBITION
OF RETROTRANSPOSON LINE2

DOCTORAL DISSERTATION

Ljubljana, 2014



Lindi¢ N. Protivirusni proteini APOBECS3 in njihova vloga pri inhibiciji retrotranspozicije retrotranspozona LINE2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Doktorsko delo je bilo opravljeno na Katedri za biokemijo Fakultete za kemijo in kemijsko
tehnologijo Univerze v Ljubljani.

Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani ter po sklepu Senata Biotehniske fakultete in
sklepa Senata Univerze z dne 7.12.2011 kandidatka izpolnjuje pogoje za neposredni
prehod na doktorski Podiplomski studij bioloskih in biotehniskih znanosti ter opravljanje
doktorata znanosti s podrocja genetike. Za mentorja je bil imenovan izr. prof. dr. Marko
Dolinar.

Mentor: izr. prof. dr. Marko DOLINAR

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednik:  prof. dr. Simon HORVAT
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za zootehniko

Clan: prof. dr. Radovan KOMEL
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, InStitut za biokemijo

Clan: izr. prof. dr. Marko DOLINAR
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Katedra
za biokemijo

Datum zagovora: 14.3.2014

Naloga je rezultat lastnega raziskovalnega dela. Podpisana se strinjam z objavo svoje
naloge v polnem besedilu na spletni strani Digitalne knjiznice Biotehniske fakultete
Univerze v Ljubljani. Izjavljam, da je naloga, ki sem jo oddala v elektronski obliki,
identi¢na tiskani verziji.

Doktorandka:
Natasa Lindi¢



Lindi¢ N. Protivirusni proteini APOBECS3 in njihova vloga pri inhibiciji retrotranspozicije retrotranspozona LINE2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

.

SD
DK
KG

AV
SA
Kz
ZA

LI

TD

OP

JI
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Dd

577.21:577.112(043.3)=163.6

genetika/proteini/ APOBEC3/genom/inhibicija/encimska
aktivnost/retrovirusi/retrotranspozoni/citidin deaminaze/hipermutacije/DNA/
retrotranspozicija

LINDIC, Natasa, univ. dipl. mikrobiologinja

DOLINAR, Marko (mentor)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Podiplomski Studij bioloskih in
biotehniskih znanosti, znanstveno podrocje Genetika

2014

PROTIVIRUSNI PROTEINI APOBEC3 IN NJIHOVA VLOGA PRI
INHIBICIJI RETROTRANSPOZICIJE RETROTRANSPOZONA LINEZ2
Doktorska disertacija

XI, 98 str., 8 pregl., 32 sl., 292 vir.

sl

sl/en

Proteini AID/APOBEC so citidin deaminaze, ki v okviru prirojene imunosti $¢itijo
celico pred skodljivimi uéinki retrovirusov in retrotranspozonov. Encimsko delovanje
proteinov APOBEC3 (A3), ki so prisotni le pri sesalcih, se odraza v hipermutacijah v
nukleotidnih zaporedjih sesalskih retroelementov. Proteini AID/APOBEC so sicer
prisotni pri vseh vretencarjih, njihov vpliv na evolucijo genomov in mehanizmi
njihovega delovanja pa so slabo raziskani. V nasi raziskavi Smo s pomoc¢jo genomske
analize odkrili odtise citidin deaminazne aktivnosti ze v vretenCarskih genomih
prednikov sesalcev, in sicer v elementih LINE v genomu zelenega kus¢arja anoli, pri
katerem je bil odkrit trenutno najstarejs$i znani protein APOBECL (Al). Kusarjev
protein Al je pokazal visoko deaminazno aktivnost in ucinkovito delovanje proti
retroelementom. Primerjava delovanja kuScarjevega in ¢loveSkega proteina Al je
razkrila, da je mehanizem inhibicije razli¢nih elementov LINE evolucijsko ohranjen
in odvisen od prisotnosti retrotranspozonskega proteina ORF1, ter da ne vkljucuje
vpliva na stabilnost ali sintezo novih kopij retrotranspozonske DNA. Nasprotno pa so
humani proteini A3 zmanjsali relativno stevilo novih kopij retrotranspozona, njihovo
delovanje proti elementom LINE pa je bilo neodvisno od prisotnosti proteina ORF1,
nukleotidnega zaporedja retrotranspozona in njihove encimske aktivnosti. Razlike, ki
smo jih opazili v mehanizmu delovanja vretencarskih proteinov AID/APOBEC proti
elementom LINE, sovpadajo z razlikami v pogostosti hipermutacij pri elementih
LINE v vretencarskih genomih in nakazujejo pomembno vlogo proteinov
AID/APOBEC v evoluciji vretencarskih genomov.
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AID/APOBEC proteins are cytidine deaminases, which act within the innate immune
response to protect the genome against the harmful effects of retroviruses and
retrotransposons. The protective cytidine deaminase activity of mammalian
APOBEC3 (A3) proteins is evident from clusters of hypermutations present in
retroelements of mammalian genomes. AID/APOBEC proteins are present throughout
the vertebrate lineage and their impact on genome evolution and the mechanisms of
their activity are not clear. In our study, we found the first evidence of cytidine
deaminase activity in non-mammalian vertebrates. Mutations were found in LINE
elements in the green anole lizard genome, where the oldest known APOBEC1 (A1)
protein was discovered. We confirmed that the lizard Al protein is a potent cytidine
deaminase and an inhibitor of retrotransposition. A comparative analysis of the anti-
retroelement activity of lizard and human Al proteins showed that the mechanism of
Al-induced LINE inhibition is evolutionary conserved, is dependent on the
retrotransposon-encoded ORF1 protein, and does not affect the stability or synthesis
of novel retrotransposon DNA. In contrast, the human A3 proteins acted in a
sequence-, enzymatic activity- and ORF1 protein-independent manner to inhibit LINE
retrotransposition by decreasing the relative number of novel copies of
retrotransposon DNA. Our data strongly suggest that the inhibitory mechanisms of Al
and A3 proteins against LINE elements differ, which coincides with the differential
editing of LINE retrotransposons detected in vertebrate genomes, showing a clear
impact of AID/APOBEC proteins on the evolution of vertebrate genomes.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

°C stopinje Celzija

A adenin

Al protein APOBEC1

A2 protein APOBEC2

A3 protein APOBEC3

A4 protein APOBEC4

A5 protein APOBEC5

ADAR adenozin deaminaze, ki delujejo na RNA

AGE agarozna gelska elektroforeza

AID aktivacijsko inducirana citidin deaminaza (angl. activation-induced cytidine

deaminase); uradni simbol AICDA
APOBEC kataliti¢nemu polipeptidu podoben encim, ki preureja mRNA
apolipoproteina B

bp bazni par

C citidin

CDA citidin deaminazna aktivnost

cDNA komplementarna DNA

CLIP metoda precnega povezovanja in imunoprecipitacije
Da Dalton, enota za molekulsko maso, ki ustreza 1/12 mase Cistega izotopa 2c
DMEM 0snovno gojisce za celi¢ne kulture
DMSO dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kislina

DNaza | deoksiribonukleaza |

EN endonukleaza

FBS serum govejega zarodka

G gvanin

GFP zeleni fluorescencni protein

HBB gen za hemoglobin beta

HIV virus humane imunske pomanjkljivosti
HRP hrenova peroksidaza

kb 1000 baznih parov

kDa 1000 Daltonov

L1 retrotranspozon LINE1

L2 retrotranspozon LINE2

LB Luria-Bertanijevo gojisce

LDL lipoprotein nizke gostote

LINE dolg razprsen jedrni element

LTR dolga kon¢na ponovitev
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M molarnost, mol/Il

MRNA informacijska RNA

NaCl natrijev Klorid

NaDS PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata

neo gen za odpornost proti neomicinu

NP-40 vrsta neionskega detergenta

ORF odprt bralni okvir

ORF1p retrotranspozonski protein ORF1

ORF2p retrotranspozonski protein ORF2

PABP proteini, ki vezejo poli-A-rep mRNA

PBS fosfatni pufer z NaCl

PCR verizna reakcija s polimerazo

PGK gen za fosfoglicerat kinazo (angl. protein kinase, cGMP-dependent, type 1);
uradni simbol PRKG1

gPCR kvantitativni PCR v realnem Casu

RNA ribonukleinska kislina

RNaza ribonukleaza

RNP ribonukleoproteinski delec

RT reverzna transkriptaza

RT-PCR reverzna transkripcija in veriZna reakcija s polimerazo

SINE kratki razprSeni jedrni elementi

SOD2 gen za superoksid-dismutazo 2

T timin

TPRT reverzna transkripcija na mestu integracije

Tris tris-(hidroksimetil)-aminometan

Triton X-100 vrsta neionskega detergenta

tRNA transportna RNA

Tween vrsta anionskega detergenta

U uridin

UTR neprevajajoca se regija

Vif pomozni protein virusa HIV

VLDL lipoproteini zelo nizke gostote

X-gal 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid

Xl
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1 UvOoD

Retroelementi so mobilna zaporedja DNA, ki se lahko prenasajo po ali med genomi in so
pomembno vplivala na evolucijo evkariontskih genomov (Kazazian, 2004; Cordaux in
Batzer, 2009). Predstavljajo skoraj polovico ¢loveskega genoma (Lander in sod., 2001) in
vkljucujejo retroviruse, retrotranspozone z dolgimi kon¢nimi ponovitvami (angl. long
terminal repeat (LTR)) in retrotranspozone brez dolgih kon¢nih ponovitev (ne-LTR-
retrotranspozone) (Kazazian, 2004). Retroelementi se po genomu premikajo s procesom
Imenovanim retrotranspozicija, ki vkljucuje citoplazemske intermediate RNA, reverzno
transkripcijo iz RNA v DNA in integracijo nove kopije DNA v genom (Cost in sod., 2002).
Ker je proces retrotranspozicije za gostitelja lahko skodljiv, so se tekom evolucije razvili
ucéinkoviti zas¢itni mehanizmi za vzdrzevanje stabilnosti genoma. V ve¢ini somatskih celic
so retrotranspozoni uti$ani z metilacijo (Yoder in sod., 1997), v spolnih celicah in med
embriogenezo pa z RNA-interferenco (RNAI) (Kanellopoulou in sod., 2005), mehanizmi
piRNA (Malone in Hannon, 2009) ter preurejanjem DNA/RNA s proteini AID/APOBEC
(Chiu in Greene, 2008). Proteini AID/APOBEC so se v evoluciji pojavili z razvojem
pridobljenega imunskega sistema pri ribah in se nato razsirili po celotni liniji vretencarjev
(Conticello in sod., 2005). So citidin deaminaze, ki lahko s pomoc¢jo ohranjene cinkove
domene deaminirajo citozin v uracil v zaporedjih RNA in/ali DNA (Harris in Liddament,
2004). Odtisi njihovega delovanja so prisotni v sesalskih genomih v obliki skupkov
hipermutacij gvanina v adenin v nukleotidnih zaporedjih DNA razli¢nih retrotranspozonov
in retrovirusov (Esnault in sod., 2008; Carmi in sod., 2011). Proteini APOBEC3 (A3), ki so
prisotni samo pri sesalcih, inhibirajo $tevilne retro- in druge viruse, zavirajo pa tudi
retrotranspozicijo endogenih  LTR- in  ne-LTR-retrotranspozonov, vkljutno z
retrotranspozonom LINE1 (L1) (Chiu in Greene, 2008), ki predstavlja kar 17 odstotkov
Cloveskega genoma (Lander in sod., 2001). Natan¢en mehanizem delovanja proteinov
AID/APOBEC $e ni znan, velja pa, da njihova encimska aktivnost ni potrebna za inhibicijo
retrotranspozicije elementa L1 (Bogerd in sod., 2006b; Stenglein in Harris, 2006).
Dosedanje raziskave proteinov AID/APOBEC temeljijo predvsem na testu
retrotranspozicije humanega elementa L1 (hL1) v celi¢nih kulturah (Moran in sod., 1996).
Test so razvili tudi za retrotranspozon LINE2 (L2) (Sugano in sod., 2006), ki je mo¢no
razSirjen v genomih organizmov pred placentalnimi sesalci, kasneje pa vertikalno
inaktiviran (Lander in sod., 2001; Lovsin in sod., 2001; Kordis, 2009; Novick in sod.,
2009). Ali in na kakSen nacin proteini AID/APOBEC inhibirajo elemente L2, Se ni bilo
dologeno. Ceprav je toéno mesto delovanja proteinov AID/APOBEC $e neznano, pa
njihova inhibitorna aktivnost ni odvisna od lokacije v celici, saj na element L1 inhibitorno
delujejo tako citoplazemski kot tudi jedrni proteini AID/APOBEC, kar nakazuje, da lahko
vplivajo tako na retrotranspozonske ribonukleoproteinske delce, ki nastajajo v citoplazmi,
kot tudi na reverzno transkripcijo in integracijo retrotranspozona, ki poteka v jedru
(Bogerd in sod., 2006b; Muckenfuss in sod., 2006). Ker se proteini AID/APOBEC vezejo
tako na razli¢ne retrotranspozonske RNA (Niewiadomska in sod., 2007; Horn in sod.,
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2013), kot tudi na majhne nekodirajo¢e RNA, vpletene v metabolizem RNA (Gallois-
Montbrun in sod., 2008), je za njihovo inhibitorno delovanje proti retroelementom verjetno
potrebna interakcija z RNA.

1.1 NAMEN IN HIPOTEZE

Z boljsim razumevanjem mehanizma delovanja razli¢nih vretencarskih proteinov
AID/APOBEC smo zeleli v nasi raziskavi dobiti jasnejsi vpogled v njihovo fiziolosko in
evolucijsko vlogo. Zapisi za proteine AID/APOBEC so prisotni ze v nesesalskih genomih.
V slednjih njihova fizioloska vloga sicer ve¢inoma $e ni znana, predvidevali pa smo, da se
je aktivnost proteinov AID/APOBEC proti retroelementom razvila ze pred pojavom
sesalcev, kar smo preverili z analizo nesesalskih vretencarskih genomov, ter spremljanjem
ucinka nesesalskih proteinov AID/APOBEC na retrotranspozicijo elementov LINE s
testom retrotranspozicije in analizo nukleotidnih zaporedij novih kopij DNA
retrotranspozonov. S podobnim pristopom smo preverili tudi, ali je delovanje proteinov A3
proti razli¢nim retrotranspozonom evolucijsko ohranjeno, oziroma, ali inhibirajo tudi nas
modelni retrotranspozon L2. Glede na to, da natan¢en mehanizem njihovega delovanja Se
ni znan, je bil na§ namen pojasniti vlogo encimske aktivnosti proteinov A3 pri inhibiciji
retrotranspozicije in identificirati molekule RNA, ki so njihovi vezavni partnerji v celici. V
skladu z glavnim namenom smo v okviru doktorske disertacije preverjali naslednje
delovne hipoteze:

1. Proteini APOBECS3 inhibirajo retrotranspozicijo modelnega retrotranspozona L2 iz ribe
cebrice.
Predvidevali smo, da so se proteini A3 razvili za obrambo proti endogenim
mobilnim genetskim retroelementom. Ce to drZi, bi morali inhibirati razliéne
retrotranspozone, vkljuéno z naSim modelnim ne-LTR-retrotranspozonom L2. To
hipotezo smo preverili s pomocjo in Vitro retrotranspozicijskega testa v celi¢nih
kulturah in analizo na novo integriranih kopij retrotranspozona v genomul.

2. Inhibitorno delovanje proteinov APOBECS3 na retrotranspozicijo retrotranspozona L2 je
lahko neodvisno od njihove encimske aktivnosti.
To hipotezo smo preverili s pomocjo in vitro testa retrotranspozicije na encimsko
neaktivnih mutantah in z zaznavanjem deaminiranih citozinov v nukleotidnem
zaporedju na novo integriranih kopij retrotranspozona v genomu.

3. Med procesom inhibicije retrotranspozicije L2 pride do vezave med proteini
APOBEC3 in RNA.
Vezavo in njeno mesto v celici smo zeleli potrditi z identifikacijo molekul RNA,
vezanih na proteine A3, izoliranih iz jedrnih ali citoplazemskih frakcij.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 TRANSPOZICHSKI ELEMENTI

Transpozicijski elementi so mobilna nukleotidna zaporedja DNA, ki se lahko premikajo po
ali celo med genomi (Goodier in Kazazian, 2008), in predstavljajo eno glavnih gonil
evolucije evkariontskih genomov (Kazazian, 2004). Z insercijami, delecijami in preurejanji
DNA namrec¢ lahko vplivajo na uravnavanje transkripcije in translacije kodirajoc¢ih delov
gostiteljevega genoma in predstavljajo vir nukleotidnih zaporedij za razvoj novih proteinov,
njihovi proteini pa lahko mobilizirajo gostitelju lastne molekule mMRNA (Feschotte, 2008).
Najdemo jih pri vseh organizmih, tako pri prokariontih kot pri evkariontih, pogosto v zelo
velikem obsegu v genomu. Pri ¢loveku tako predstavljajo skoraj polovico genoma (Lander
in sod., 2001). Transpozicijski elementi se po ali med genomi premikajo s procesom,
imenovanim transpozicija, in se glede na mehanizem transpozicije delijo na DNA- in
RNA-transpozone.

2.1.1 DNA-transpozoni

DNA-transpozoni se po genomu obicajno premikajo z mehanizmom izrezovanja in
ponovnega vstavljanja v genom (angl. cut and paste). Encim transpozaza, ki ga kodirajo
DNA-transpozoni, prepozna in na mestu konénih obrnjenih ponovitev (angl. terminal
inverted repeat (TIR)) izreZze nukleotidno zaporedje transpozona in ga vgradi na novo
mesto v genomu (Kapitonov in Jurka, 2001; Pritham in sod., 2007). Zaradi svojega
nereplikativnega mehanizma DNA-transpozoni predstavljajo samo 2,8 odstotkov
Cloveskega genoma (Lander in sod., 2001). Za svojo mobilnost ne potrebujejo dejavnikov
gostiteljske celice, zato jih pogosto uporabljajo v transgenezi in insercijski mutagenezi
(Feschotte in sod., 2002; Feschotte, 2008; Munoz-Lopez in Garcia-Perez, 2010).

2.1.2 RNA-transpozoni (retrotranspozoni)

RNA-transpozoni, ali tudi retrotranspozoni, se po genomu premikajo preko intermediata
RNA (Xiong in Eickbush, 1990). Med retrotranspozone zaradi mehanizma transpozicije
(retrotranspozicije) spadajo infektivni eksogeni retrovirusi in neinfektivni endogeni
retrovirusi, retrotranspozoni, pa tudi retropsevdogeni, Ki nastanejo z retrotranspozicijo
gostiteljeve mRNA (Deininger in sod., 2003; Kazazian, 2004). Njihova zgradba je
prikazana na sliki 1 in opisana v nadaljevanju. Retrotranspozone glede na prisotnost dolgih
kon¢nih ponovitev (angl. long terminal repeat (LTR)) delimo v dva glavna razreda: LTR-
retrotranspozone in ne-LTR-retrotranspozone (Goodier in Kazazian, 2008; Kapitonov in
sod., 2009).
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Slika 1: Shematski prikaz zgradbe glavnih skupin retroelementov (Deininger in sod., 2003)

LTR, dolge kon¢ne ponovitve; gag, gen za skupinsko specifi¢ni antigen; pol, gen za reverzno transkriptazo;
env, gen za protein ovojnice; pol Il, promotor RNA-polimeraze Il; ORF1, zapis za RNA-vezavni protein;
ORF2, zapis za protein z aktivnostjo endonukleaze in reverzne transkriptaze; pol 11, promotor RNA-
polimeraze 11I; AAAAAA,, poli-A-rep.

Figure 1: Schematic representation of major retroelement groups (Deininger et al., 2003)

LTR, long terminal repeat; gag, gene encoding group-specific antigen; pol, gene encoding reverse
transcriptase; env, gene encoding envelope protein; pol I, RNA polymerase Il promoter; ORF1, RNA
binding protein encoding sequence; ORF2, endonuclease and reverse transcriptase encoding sequence; pol 111,
RNA polymerase 111 promoter; AAAAAA,, poly-A tail.

retrovirusi

LTR-retrotranspozoni

2.1.2.1 LTR-retrotranspozoni

LTR-retrotranspozoni so retroelementi, katerih reverzna transkripcija poteka v citoplazmi.
Tam se kot zacetni oligonukelotidi uporabijo celicne tRNA, ki so komplementarne regijam
LTR. Za uspesno retrotranspozicijo LTR-retrotranspozoni torej potrebujejo regulatorne
konce LTR s promotorskimi in terminatorskimi zaporedji, ter proteine, kodirane v genih
pol in gag (slika 1). Po prepisu retrotranspozonske RNA z RNA-polimerazo Il se po
izvozu v citoplazmo in poliadenilaciji iz nje prevedeta dva poliproteina, Pol in Gag. Iz
poliproteina Pol s posredovanjem njemu lastne proteaze nastanejo poleg same proteaze Se
ribonukleaza H (RNaza H), reverzna transkriptaza in integraza. Vsi ti proteini ob
posredovanju proteina Gag, ki je sposoben vezave nukleinskih Kkislin, skupaj z
retrotranspozonsko RNA tvorijo retrovirusom podobne delce. V njih na retrotranspozonski
RNA potece sinteza ¢cDNA s posredovanjem reverzne transkriptaze. Nato RNaza H
razgradi RNA, cDNA pa se zaokrozi in sintetizira se druga veriga DNA. Novonastala
kopija DNA retrotranspozona se prenese v jedro, Kjer jo integraza vstavi v genom
(Havecker in sod., 2004). LTR-elementi so Se posebno pogosti pri rastlinah (Feschotte in
sod., 2002; Vitte in Panaud, 2005), medtem ko pri misih predstavljajo 10 odstotkov
(Waterston in sod., 2002; McCarthy in McDonald, 2004), pri ¢loveku pa neaktivnih 8
odstotkov genoma (Lander in sod., 2001). S pridobitvijo gena env (angl. envelope), ki
kodira proteine virusne ovojnice, naj bi se iz LTR-elementov razvili infektivni eksogeni
retrovirusi (Xiong in Eickbush, 1990).
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2.1.2.2 Ne-LTR-retrotranspozoni

Ne-LTR-retrotranspozoni so evolucijsko starejsi in Stevil¢nejsi od LTR-retrotranspozonov
in ne vsebujejo dolgih kon¢nih ponovitev, njihova reverzna transkripcija pa poteka v jedru
po mehanizmu TPRT (angl. target-primed reverse transcription (TPRT)) (Luan in sod.,
1993). Ne-LTR-retrotranspozoni se razlikujejo po preferenci do tar¢, po
podvojitvah/insercijah, ki jih povzroCijo na mestu integracije, pa tudi po hitrosti in
natancnosti reverzne transkripcije. Razdelimo jih na neavtonomne kratke razprSene jedrne
elemente SINE (angl. short interspersed nuclear elements) in avtonomne dolge razprSene
jedrne elemente LINE (angl. long interspersed nuclear element) (Bohne in sod., 2008;
Kapitonov in sod., 2009).

2.1.2.2.1 Retrotranspozoni SINE

Elementi SINE so nekodirajo¢a nukleotidna zaporedja, dolga od 50 do 300 baznih parov
(bp). Izvirajo iz majhnih nekodirajocih, v translacijo vpletenih celiénih RNA kot so tRNA,
ribosomska RNA 7 S in RNA 5 S, véasih pa so v nukleotidna zaporedja elementov SINE
vklju€eni tudi deli retrovirusnega izvora (Deininger in sod., 2003). Elemente SINE
prepisuje RNA-polimeraza III. V ¢loveskem genomu najstevilénejsi element SINE je 300
bp dolg element Alu, ki izvira iz RNA 7 S (Malik in Eickbush, 1998) in vsebuje Se
promotor za RNA-polimerazo Il in poli-A-rep, ki je nujen za uspesno retrotranspozicijo
(slika 1) (Dewannieux in sod., 2003; Dewannieux in Heidmann, 2005). Enako velja za
element SVA, ki je nastal v genomih hominidov z zdruzevanjem dveh nukleotidnih
zaporedij Alu, variabilnim S$tevilom tandemskih ponovitev (angl. variable number of
tandem repeats (VNTR)), nukleotidnega zaporedja za protein ovojnice (env) in 3'-konca
LTR humanega endogenega retrovirusa HERV-K10 (Raiz in sod., 2012).
Retrotranspozicija neavtonomnih elementov SINE je v celoti odvisna od proteinov, ki jih
kodirajo avtonomni elementi LINE (Bennett in sod., 2008a; Raiz in sod., 2012).

2.1.2.2.2 Retrotranspozoni LINE

Elementi LINE so sestavljeni iz notranjega promotorja za RNA-polimerazo Il na
neprevajajo¢em se 5’-koncu (angl. untranslated region (UTR)) (Swergold, 1990; Moran in
sod., 1996; Okada in sod., 1997; Alexandrova in sod., 2012) ter enega ali dveh bralnih
okvirjev (angl. open reading frame (ORF)) z zapisoma za RNA-vezavni protein ORF1
(Holmes in sod., 1992; Feng in sod., 1996; Kolosha in Martin, 2003; Nakamura in sod.,
2012) in za evolucijsko zelo ohranjen protein z aktivnostjo reverzne transkriptaze in
endonukleaze, protein ORF2p (Xiong in Eickbush, 1990; Mathias in sod., 1991; Moran in
sod., 1996; Malik in sod., 1999; Kajikawa in Okada, 2002; Sugano in sod., 2006). Za
mehanizem retrotranspozicije elementov LINE je znacilna reverzna transkripcija na mestu
integracije (TPRT) (Luan in sod., 1993). Proces se za¢ne s prepisom retrotranspozonske
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RNA, ki se prenese v citoplazmo, kjer se sintetizirata proteina ORF1p in ORF2p (slika 2).
Oba proteina sta vecinoma Cis-preferenéna in vezeta svojo lastno RNA, da nastanejo
ribonukleoproteinski delci (angl. ribonucleoprotein particle (RNP)) (Doucet in sod., 2010),
Ki se prenesejo nazaj v jedro. Na mestu integracije v kromosomsko DNA endonukleaza
ORF2p naredi zarezo, pri ¢emer nastane prosta 3’-hidroksilna skupina, ki jo reverzna
transkriptaza uporabi kot zacetni oligonukleotid za sintezo ¢cDNA (Luan in sod., 1993;
Cost in sod., 2002). Procesa sinteze druge verige DNA retrotranspozona in njegova
integracija $e nista natan¢no raziskana, verjetno pa pri obeh procesih sodelujejo gostiteljevi
proteini (Suzuki in sod., 2009; Dai in sod., 2012).

/ LINE =i |

|ntegracua\

reverzna
transkripcija

| LINE RNA

izvoz

%/\/

&mslacija
c —_—

sestavljanje

S delcev RNP

~—

Slika 2: Model mehanizma retrotranspozicije elementov LINE (Chiu in Greene, 2008)
Figure 2: Proposed model of LINE retrotransposition mechanism (Chiu and Greene, 2008)

Zaradi zdrsa reverzne transkriptaze in prepisovanja procesirane mRNA z Ze dodanim poli-
A-repom imajo elementi LINE v genomu pogosto skrajsane 5’-konce in dodatna poli-A-
zaporedja (Ostertag in Kazazian, 2001; Ovchinnikov in sod., 2001; Martin in sod., 2005b).
Glede na podobnosti in razlike v nukleotidnem zaporedju, ki kodira reverzno transkriptazo,
se elementi LINE delijo v ve¢ kladov, v ¢loveSkem genomu pa najdemo tri sorodne
druzine elementov LINE: LINE1, LINE2 in LINE3 (Lander in sod., 2001), od katerih je
najbolj raziskan humani element LINE1 (hL1).

2.1.2.2.2.1 Element LINE1 (L1)
Element L1 predstavlja najvecji delez genomov sesalcev (Bohne in sod., 2008) in je edini

Se aktivni avtonomni element v ¢loveSkem genomu. Dolg je 6 kb (slika 3) in za uspe$no
transpozicijo potrebuje 2 proteina, ORF1p in ORF2p, regijo 5’-UTR s promotorjem za
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RNA-polimerazo II in regijo 3’-UTR s poli-A-signalom in poli-A-repom (AAAAAA)
(Doucet in sod., 2010).

5°UTR ORF1 ORF2 3‘UTR
[ I I T I

P

Slika 3: Shematski prikaz humanega elementa L1 (Chiu in Greene, 2008)

P, promotor; EN, endonukleazna domena; RT, domena z aktivnostjo reverzne transkriptaze; C, domena,
bogata s cisteini; AAAAAA,, poli-A-rep.

Figure 3: Schematic representation of human L1 element (Chiu and Greene, 2008)

P, promoter; EN, endonuclease domain; RT, reverse transcriptase domain; C, cysteine-rich domain;
AAAAAA,, poly-A tail.

Regija 5’-UTR je dolga okoli 910 bp in poleg notranjega promotorja RNA-polimeraze 11
(Swergold, 1990; Alexandrova in sod., 2012) vsebuje Se funkcionalna vezavna mesta za
razli¢ne transkripcijske faktorje (Becker in sod., 1993; Tchenio in sod., 2000; Yang in sod.,
2003; Harris in sod., 2009), protismerni promotor (Speek, 2001) ter Stevilne alternativne
promotorje (Alexandrova in sod., 2012). Protein ORF1p je 40 kDa velik protein z RNA-
vezavno in Saperonsko aktivnostjo (Holmes in sod., 1992; Hohjoh in Singer, 1996; Moran
in sod., 1996; Kulpa in Moran, 2005; Martin in sod., 2005a; Goodier in sod., 2007),
njegova homotrimerna struktura pa nakazuje specificnost za enoverizne substrate RNA
(Khazina in sod., 2011). Humani protein ORF1p veze molekulo RNA hL1 na delu, ki
zapisuje za protein ORF2p, medtem ko je misji ORF1p nespecificen (Hohjoh in Singer,
1996; Martin in sod., 2003; Basame in sod., 2006). Protein ORF2p elementa hL1 je 150
kDa velik protein s C-kon¢no aktivnostjo reverzne transkriptaze, na N-koncu pa ima
apurinskim/apirimidinskim endonukleazam homologno endonukleazo (EN) (Dombroski in
sod., 1991; Mathias in sod., 1991; Feng in sod., 1996; Moran in sod., 1996; Cost in Boeke,
1998), ki in vitro specificno veze enojno verigo DNA z zaporedjem 5'-TTTT/A (Feng in
sod., 1996; Cost in Boeke, 1998). Za vezavo RNA in akumulacijo proteina ORF2p v delcih
RNP je kljuc¢en C-konec proteina ORF2p, ki vsebuje s cisteini bogat motiv (Fanning in
Singer, 1987; Doucet in sod., 2010), medtem ko N-konec proteina ORF2p nosi signal za
prenos Vv jedro (Goodier in sod., 2004), zaporedje na 3’-koncu zapisa za ORF2, ki vkljucuje
Se del regije 3’-UTR, pa deluje kot jedrni signal za eksport RNA (Lindtner in sod., 2002).
Ker ima protein ORF2p razmeroma nizko procesivnost in pogosto ne doseze 5'-konca med
sintezo prve verige (cDNA(-)), lahko nastanejo nefunkcionalni elementi L1 s krajsim 5°-
koncem, ki so pogosti v genomu (Szak in sod., 2002; Han in Boeke, 2004). Konec 3°-UTR
sesalskega elementa L1 ima tudi poli-A-rep (Moran in sod., 1996), ki je v doloceni dolzini
sicer nujen za retrotranspozicijo, saj se nanj specificno vezejo proteini PABP (angl. poly
(A) binding proteins (PABP)), ki sodelujejo pri poliadenilaciji RNA, iniciaciji translacije,
sestavljanju delcev RNP in stabilnosti mRNA, morda pa tudi pri translokaciji delcev L1-
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RNP v gostiteljski celici (Dai in sod., 2012). Kljub temu pa regija 3’-UTR elementa L1 ni
potrebna za retrotranspozicijo v celicah HeLa (Moran in sod., 1996), zato lahko proteini
retrotranspozona hLL1 veZejo in mobilizirajo tudi druge RNA in tako povzro¢ajo nastanek

psevdogenov (Moran in sod., 1999; Esnault in sod., 2000; Wei in sod., 2001).
2.1.2.2.2.2 Elementi LINE2 (L2)

Elementi L2 so bliznji sorodniki elementov L1, ki pa za razliko od elementov L1 v
genomih placentalnih sesalcev niso ve¢ aktivni. Vecina raziskav je bila tako narejenih na
retrotranspozonih L2 iz ribe cebrice in jegulje, za katere obstaja tudi razvit sistem za
spremljanje retrotranspozicije v celi¢nih kulturah (Sugano in sod., 2006; Kajikawa in sod.,
2012). Elementi L2 se od elementov L1 razlikujejo tudi v ve¢ strukturnih in funkcijskih
lastnostih (slika 4). Za svojo retrotranspozicijo v celi¢nih kulturah elementi L2 ne
potrebujejo vedno obeh proteinov ORF. Nekateri namre¢ zapisujejo za in se lahko
retrotransponirajo samo s pomocjo reverzne transkriptaze in endonukleaze ORF2p
(Kajikawa in Okada, 2002; Sugano in sod., 2006; Kajikawa in sod., 2012). Obstajajo pa
tudi taki, ki nosijo zapis za oba proteina. Protein ORF1p, ki ga kodira element ZfL2-1 ribe
cebrice, se sicer razlikuje od proteina ORF1p elementa hL1, ima namre¢ motiv obvite
vijacnice (angl. coiled-coil (CC)) in esterazno (ES) domeno, vendar pa naj bi opravljal
podobne funkcije kot protein ORF1p elementa hL1 (Kajikawa in sod., 2012). Poleg tega je
za razliko od nespecificnega proteina ORF2p L1 reverzna transkriptaza elementov L2
specifi¢na za konec 3’-UTR svoje lastne RNA (Okada in sod., 1997; Kajikawa in Okada,
2002).

5°UTR  ORF1 ORF2 3'UTR
(I I I I

5°UTR ORF2 3‘UTR
[ i I |

Slika 4: Shematski prikaz elementov L2 iz ribe cebrice (Sugano in sod., 2006)

CC, motiv obvite vija¢nice; ES, esterazna domena; EN, endonukleazna domena; RT, domena z aktivnostjo
reverzne transkriptaze.

Figure 4: Schematic representation of zebrafish L2 elements (Sugano et al., 2006)

CC, coiled-coil motif; ES, esterase domain; EN, endonuclease domain; RT, reverse transcriptase domain.

2.1.3 IzraZzanje retroelementov in uéinki retrotranspozicije na gostitelja

Retrotranspozicija je najpogostej$a v zgodnji embriogenezi (Kano in sod., 2009; Vitullo in
sod., 2012), po vsej verjetnosti pa tudi nujna za razvoj zarodka (Pittoggi in sod., 2003;
Beraldi in sod., 2006), kjer ustvarja somatski mozaicizem (Kano in sod., 2009).
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Retrotranspozicija je povisana tudi v spolnih celicah (Georgiou in sod., 2009), v
nevronskih predniskih celicah (Coufal in sod., 2009), somatsko pa v nevronskih celicah
(Baillie in sod., 2011) ter celicah raka dojke (Morse in sod., 1988), ¢revesja (Miki in sod.,
1992), plju¢ (Iskow in sod., 2010) in razli¢nih epitelijskih rakov (Ting in sod., 2011).
Naraste tudi ob povecanem stresu (Kalendar in sod., 2000), ob izpostavljenosti y-sevanjem
(Farkash in sod., 2006), tezkim kovinam (Kale in sod., 2005) in genotoksi¢nim in
negenotoksi¢nim onesnazevalcem iz okolja in hrane (Stribinskis in Ramos, 2006; Okudaira
in sod., 2011; Okudaira in sod., 2012). Posledice procesa retrotranspozicije so v odvisnosti
od celice in mesta insercije lahko pozitivne ali negativne. Retrotranspozoni genomsko
nestabilnost povzrocajo z integracijami v kodirajoce gene (Hancks in Kazazian, 2012),
povzroCanjem kromosomskih lomov, nepravilnih rekombinacij in izgub DNA ob
rekombinaciji med dvema kopijama transpozona (Gilbert in sod., 2002; Symer in sod.,
2002), ali pa z mobilizacijo in integracijo gostiteljeve RNA, ki vodi v nastajanje
psevdogenov (Esnault in sod., 2000). Kljub temu pa retrotranspozoni v celici povzrocajo
tudi nastanek novih regulatornih mrez (Feschotte, 2008; Dunham in sod., 2012), saj
vplivajo na izrazanje RNA s spreminjanjem alternativnega spajanja in vzorcev
poliadenilacije (Cordaux in Batzer, 2009), delujejo pa tudi kot ojacevalci ali promotorji
(Slotkin in Martienssen, 2007) in omogocajo tkivno specifi¢no izrazanje genov gostitelja
(Matlik in sod., 2006), s premes¢anjem eksonov pa tudi nastanek novih genov (Moran in
sod., 1999).

2.1.4 Evolucija elementov LINE

Med evolucijo delez retroelementov v genomih naras¢a, vendar pa se raznolikost
zmanjsuje. V genomu rib z 10-odstotnim delezem transpozicijskih elementov obstaja tudi
do 20 razliénih skupin retroelementov (Volff in sod., 2003). Velika raznovrstnost
retroelementov z nizko stopnjo fiksacije in znaki nedavne aktivnosti je znacilna tudi za
genom zelenega kuscarja anoli (Novick in sod., 2009), medtem ko so v genomih sesalcev
prisotni le elementi L1, L2 in L3/CR1 (Lander in sod., 2001; Bohne in sod., 2008). V
misjem genomu, kjer je delez transpozicijskih elementov 40-odstoten, je na primer
aktivnih 3000 kopij elementa L1 (Goodier in sod., 2001), v ¢loveskem, kjer je delez
transpozonov 50-odstoten, pa je zaradi skrajSanja 5'-koncev ter notranjih preureditev in
mutacij aktivnih in za veéino retrotranspozicije odgovornih le Se 80 do 100 kopij, in to
Kljub temu, da elementi L1 predstavljajo kar 17 odstotkov ¢loveskega genoma (Lander in
sod., 2001; Brouha in sod., 2003; Hancks in Kazazian, 2012). Med evolucijo tetrapodov se
je raznolikost retrotranspozonov torej mo¢no zmanjsevala (Bohne in sod., 2008), kar lahko
nakazuje na u¢inkovite zas¢itne mehanizme gostitelja.
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2.1.5 Gostiteljevi zas¢itni mehanizmi proti delovanju retroelementov

Zaradi moznega destabilizacijskega delovanja retroelementov na gostiteljev genom je
gostitelj razvil Stevilne za$¢itne mehanizme (Goodier in Kazazian, 2008). Izrazanje
retrotranspozonov je tako v gostiteljski celici na ravni transkripcije uravnano z vezavo
transkripcijskih faktorjev (Tchenio in sod., 2000; Yang in sod., 2003) in epigenetsko z
metilacijo histonskih repov (Martens in sod., 2005) ali citozinov v promotorskem
zaporedju transpozicijskih elementov (Barlow, 1993; Athanikar in sod., 2004; Bourc'his in
Bestor, 2004). Posttranskripcijsko je izrazanje retroelementov uravnano z RNA-
interferenco (RNAI) (Engels, 1996; Soifer in sod., 2005; Girard in sod., 2006; Vagin in
sod., 2006; Watanabe in sod., 2006; Yang in Kazazian, 2006; Obbard in sod., 2009; Arjan-
Odedra in sod., 2012; Goodier in sod., 2012), razgradnjo z eksonukleazo Trexl, Ki
razgrajuje cDNA retroelementov (Stetson in sod., 2008; Lindahl in sod., 2009), s
preurejanjem retrotranspozonske RNA z encimi ADAR (Kim in sod., 2004) ter s celi¢nimi
citidin deaminazami, proteini iz druzin AID/APOBEC (Arias in sod., 2012; Koito in Ikeda,
2013).

2.2 DRUZINA PROTEINOV AID/APOBEC

Proteini AID/APOBEC so citidin deaminaze, ki pretvarjajo citozin v uracil v nukleotidnih
zaporedjih molekul RNA in/ali DNA. Pojavili so se z razvojem vretencarjev in imunskega
sistema (Conticello, 2008), vkljucujejo pa aktivacijsko inducirano citidin deaminazo AID
(angl. activation induced cytidine deaminase; uradni simbol AICDA) in razli¢ne skupine
proteinov. APOBEC (katalititnemu polipeptidu podoben encim, ki preureja mRNA
apolipoproteina B; angl. apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-
like). Z deaminacijo svojih polinukleotidnih tar¢ protein AID skrbi za preklapljanje med
razredi protiteles, medtem ko so proteini APOBEC vpleteni v metabolizem lipidov preko
preurejanja mMRNA apolipoproteina B, v inhibicijo razli¢nih virusov in retrotranspozonov
ter v epigenetsko uravnavanje izrazanja genov, morda pa tudi v metabolizem RNA. Zaradi
njihove citidin deaminazne aktivnosti (CDA) mora biti njihovo izraZanje skrbno uravnano,
sicer lahko vodi/prispeva k razvoju bolezni ali celo raka (Zheng in sod., 2012). Ne glede na
Stevilne raziskave proteinov AID/APOBEC ostaja na podrocju njihove vloge, uravnavanja
izrazanja, mehanizma delovanja in tudi njthovega vpliva na evolucijo vretencarskih
genomov $e mnogo neznank.

2.2.1 lzvor in evolucija proteinov AID/APOBEC
Proteini AID/APOBEC so se pojavili z razvojem vretencarjev, izvirajo pa iz skupnega
prednika: deaminaze, vpletene v preurejanje tRNA s povzroCanjem mutacij A v I

(Conticello, 2008). Nastali so med stevilnimi kompleksnimi genskimi podvojitvami in pod
delovanjem pozitivne selekcije (Jarmuz in sod., 2002; Sawyer in sod., 2004). Ze pri ribah
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najdemo proteina AID in APOBEC2 (A2) (Conticello, 2008). Pri dvozivkah se razvijeta Se
proteina APOBEC4 (A4) in APOBECS5 (A5) (Rogozin in sod., 2005; Severi in sod., 2011),
z razvojem plazilcev pa se pojavi Se protein APOBEC1 (A1), ki naj bi nastal s
podvojitvami gena AID (Conticello in sod., 2005; Severi in sod., 2011). Protein A5 nato
izgine z razvojem placentalnih sesalcev (Severi in sod., 2011), kjer pa se pojavijo in mo¢no
razsirijo proteini APOBEC3 (A3), od enega samega proteina pri misih do kar 7 ¢loveskih
proteinov A3: A3A, A3B, A3C, A3D, A3F, A3G in A3H (Jarmuz in sod., 2002; Conticello
in sod., 2005).

2.2.2 Znacilnosti strukture proteinov AID/APOBEC

Glavna skupna znacilnost vseh od cinka odvisnih citidin deaminaz, ki katalizirajo reakcije
pretvorbe 2-deoksicitidina (C) v 2-deoksiuridin (U), je ohranjena cink-vezavna regija
proteina (sliki 5 in 6). Vsi ¢lani druzine AID/APOBEC imajo eno ali dve kopiji
aminokislinskega motiva His-X-Glu-X33 36-Pro-Cys-X,-Cys, kjer X predstavlja katerokoli
aminokislino (Conticello, 2008). Dva cisteinska (Cys) in en histidinski (His) ostanek sta
potrebna za koordinacijo iona cinka (Zn®*), glutamatni (Glu) ostanek pa za prenos protona
(H"). Ob posredovanju iona Zn®* molekula vode reagira z ostankom Glu, pri ¢emer nastane
hidroksidni anion (OH"). Nato ostanek Glu odda proton dusikovemu atomu na mestu 3 v
pirimidinskem obroc¢u citozina, zaradi Cesar pride do destabilizacije dvojne vezi med
atomoma N3 in C4. Zaradi tega postane ogljikov atom dovzeten za nukleofilni napad z
anionom HO". Nastane tetraedri¢ni intermediat, proton H" pa se veze na ostanek Glu in
tvori kovalentno vez z aminsko skupino (-NH,), kar povzroci prekinitev vezi med skupino
-NH; in pirimidinskim obroc¢em. Nastane nova vez med atomom C4 in kisikovim atomom,
ki je na zacetku pripadal vodi, uracil in amonijak (NHs) pa se sprostita iz aktivhega mesta
(Harris in Liddament, 2004).

H His Gltf_o Zn2+ Gl Gy~ ) o N
i 5 | 2+ u b
S H_ H X 3R jo_/a Zn 3 ol Zne+ =0

X 7 . N ‘
\ : Gl - 0 Ho - B -
Glu/ O L. NH ~C o O 0
. 0 - NH, NH, O
"'&=_O Ny [o- H  H ok ek H&NB‘%‘;‘) Hn A
I\,O,-" Zn? e | NG — O’LN' —_— OJ,LNJ —_— O‘”‘N’l —_— O’LN]
Cys Cys\.__ i : z
P Bro S = DNA PaVaVaVaN /\)\/\/\
X o

Slika 5: Predlagan mehanizem deaminacije citozina s citidin deaminazami (Harris in Liddament, 2004)
V reakciji deaminacije iz citidina z odstranitvijo aminske skupine v prisotnosti vode nastane uridin.

Figure 5: Proposed mechanism of cytosine deamination by cytidine deaminases (Harris and
Liddament, 2004)

Conversion of cytidine to uridine is a result of an amine group removal in the presence of water.

Humani proteini AID, Al, A2, A3A in A3C imajo po eno samo domeno s CDA, preostali

Stirje proteini A3 (B, DE, F in G) in misji A3 (mA3) pa po dve (slika 6). Pri proteinih A3 z
dvema domenama je obic¢ajno encimsko aktivna le ena, medtem ko druga verjetno sodeluje

11



Lindi¢ N. Protivirusni proteini APOBECS3 in njihova vloga pri inhibiciji retrotranspozicije retrotranspozona LINE2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

pri vezavi polinukleotidnega substrata. Dolzine proteinov so si med sabo sicer razli¢ne,
domene s citidin deaminazno aktivnostjo pa so si po velikosti zelo podobne (Chiu in
Greene, 2008; Arias in sod., 2012; Koito in Ikeda, 2013).

\ | AD |
\ | Al |

\ | A2 |

\ | A3A |

I ] | A3B__|
L] | A3C_|

- | | A3DE_|
L | | A3F_|

L1 | | A3G__|
\ | A3H |

| ] A4 |
| His-X-Glu-(X),.,55-Pro-Cys-(X),-Cys | 100 ak

Slika 6: Shema organizacije domen humanih proteinov AID/APOBEC z ohranjenim skupnim
zaporedjem (Chiu in Greene, 2008; Conticello, 2008)

Figure 6: Schematic representation of human AID/APOBEC domains organisation with conserved
consensus site (Chiu and Greene, 2008; Conticello, 2008)

Primerjava struktur citidin deaminaz iz razli¢nih organizmov kaze, da je mehanizem
prepoznavanja in deaminiranja polinukleotidnih substratov evolucijsko ohranjen
(Conticello, 2008). Do sedaj so resili strukture petih ¢lanov druzine AID/APOBEC:
proteina A2 (Prochnow in sod., 2007), A3A (Byeon in sod., 2013), A3C (Kitamura in sod.,
2012) in C-kon¢nih katalitiénih domen proteinov A3G in A3F (Chen in sod., 2008; Bohn
in sod., 2013). Razkrile so lastnosti, pomembne za specificnost in afiniteto vezave
enoveriznega polinukleotidnega substrata (slika 7). Ogrodje molekule sestavlja 5 ploskev
beta, 5 do 6 vijacnic alfa pa z usmeritvijo ostankov Cys in His oblikuje kataliti¢éno mesto in
pozitivno nabit kanal, kamor naj bi se prilegal in se vezal polinukeotidni substrat
(Conticello in sod., 2007; Chen in sod., 2008; Stauch in sod., 2009). Od razlik v strukturi
tega kanala med posameznimi AID/APOBEC je verjetno odvisna njihova razlicna
preferenca do specificnih zaporedij navzgor od tarénega citozina (Beale in sod., 2004;
Liddament in sod., 2004; Langlois in sod., 2005). Analiza modelov in struktur nakazuje, da
bi enodomenski proteini AID/APOBEC lahko delovali kot tetrameri (Prochnow in sod.,
2007; Huthoff in sod., 2009; Stauch in sod., 2009), dvodomenski pa kot dimeri (Chelico in
sod., 2006; Huthoff in sod., 2009; Chelico in sod., 2010; Shandilya in sod., 2010). Vendar
pa glede na to, da je v raztopini protein AID encimsko aktiven kot monomer (Brar in sod.,
2008) in da je protein A2 v raztopini monomer (Krzysiak in sod., 2012), je za resitev
problema oligomerizacije proteinov AID/APOBEC potrebna celotna struktura
dvodomenskega proteina APOBEC skupaj s substratom, ki bo razkrila, kako se domene in
molekule usmerjajo za izvedbo deaminacije citidina.
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Slika 7: Struktura C-kon¢ne kataliti¢ne domene proteina A3G (Chen in sod., 2008)

(A) Prostorska razporeditev vijacnic alfa (rdece) in trakov beta (rumeno) s koordiniranim ionom Zn®*
(vijoli¢no). (B) Razporeditev naboja na povrsini domene. Mesta s pozitivnim nabojem so prikazana modro,
mesta z negativnim rdeCe, in mesta z nevtralnim nabojem belo-sivo. Oznaceni so tudi arginini (R), ki
obdajajo aktivno mesto. Predviden polozaj in polarnost enoverizne DNA sta nakazana z zeleno barvo.

Figure 7: Structure of the catalytically active C-terminal domain of A3G protein (Chen et al., 2008)

(A) Ribbon diagram with a-helices (red), B-strands (yellow), and coordinated Zn®* ion (purple). (B) Proteins
surface with positive (blue), negative (red) or neutral (gray-white) charge. Arginines (R) surrounding the
active site are depicted, and the hypothesized position and polarity of single-stranded DNA are indicated

(green).

2.2.3 Funkcija proteinov AID/APOBEC

Proteini AID/APOBEC v organizmih opravljajo precej raznolike funkcije. Sodelujejo pri
diverzifikaciji protiteles, uravnavanju prepisovanja genov, lipidnem metabolizmu in pri
vzdrZevanju stabilnosti genomov z inhibiranjem retroelementov (Conticello, 2012). Glede
na to in z upostevanjem, da je izrazanje proteinov AID/APOBEC povecano v celicah,
izpostavljenih retrovirusom in ostalim antigenom, t.j. imunskih celicah in tkivih, kamor
lahko imunske celice prehajajo (Koning in sod., 2009; Refsland in sod., 2010), pa tudi v
celicah s povecano aktivnostjo retroelementov, t.j. v testisih, ovarijih, in zarodnih mati¢nih
celicah (Jarmuz in sod., 2002; Kano in sod., 2009), ter da so retroelementi v genomih
sesalcev moc¢no hipermutirani (Carmi in sod., 2011), je primarna funkcija proteinov
AID/APOBEC po vsej verjetnosti obramba pred retroelementi.

2.2.3.1 Protein AID/APOBEC in inhibicija retrovirusov
Razmnozevanje retrovirusov inhibirajo Stevilni proteini A3 (Arias in sod., 2012), pa tudi

proteina Al in AID (lkeda in sod., 2008; Gee in sod., 2011; Liang in sod., 2013). Prvi¢ so
protivirusno delovanje proteinov AID/APOBEC odkrili pri proteinu A3G, ki inhibira virus
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humane imunske pomanjkljivosti HIV-1 (angl. human immunodeficiency virus type 1)
(Sheehy in sod., 2002). Virus HIV-1 je retrovirus, tj. RNA-virus z dvema enakima
molekulama RNA. Slednji se po vstopu virusa v celico prepiSeta z virusno reverzno
transkriptazo v DNA in se vgradita v genom gostitelja (Leblanc in sod., 2013). Ko se virus
aktivira, se protein A3G veze na virusno RNA in se preko interakcije z virusnim proteinom
Gag (Cen in sod., 2004; Burnett in Spearman, 2007; Wang in sod., 2007; Huthoff in sod.,
2009) zapakira v virion ter se prenese v novo celico (slika 8). Tam v negativni (-) verigi
cDNA, ki nastane s pomocjo reverzne transkripcije iz virusne RNA, pretvori C v U, kar se
v kodirajo¢i (+) verigi virusne DNA bere kot mutacija G v A (Yu in sod., 2004b).
Hipermutacije G v A virusne DNA lahko zmanjsajo fitnes virusa neposredno, zaradi
neuspesne integracije, ali pa zaradi nastanka prezgodnjih stop kodonov, nefunkcionalnih
proteinov in posledi¢no neviabilnih virionov, lahko pa delujejo tudi kot signal za unicenje
virusne DNA (Mbisa in sod., 2007; Bishop in sod., 2008), vse skupaj pa naj bi pri bolnikih
omogocilo pocasnejSe napredovanje bolezni (Eyzaguirre in sod., 2013).

& razgradnja ~ defekt
f integracije

J A< \
M~
/i od CDA odvisna inhibicija Hipermutacije
7 =
\4 ~ \-od CDA neodvisna inhibicija
NN/
OKUZENA CELICA \ I\ TARCNA CELICA

Slika 8: Model mehanizma inhibicije virusa HIV-1 s proteini A3 (Malim, 2009)
(), negativna veriga virusne cDNA.

Figure 8: Model of HIV-1 inhibition by A3 proteins (Malim, 2009)

(-), negative viral cDNA strand.

Protein A3G pa lahko deluje proti retrovirusom tudi neodvisno od svoje encimske
aktivnosti (Newman in sod., 2005; Iwatani in sod., 2007), z inhibicijo sinteze reverznih
transkriptov, za kar je potrebna vezava virusne RNA (Belanger in sod., 2013). Od
encimske aktivnosti neodvisni mehanizmi inhibicije proteina A3G vkljuCujejo oviranje
vezave zacetnega oligonukleotida (celicne tRNA) ali samega procesa reverzne
transkripcije, preprecevanje integracije nove kopije virusne DNA v genom, lahko pa pride
tudi do razgradnje intermediatov (Li in sod., 2007; Luo in sod., 2007; Mbisa in sod., 2007,
Bishop in sod., 2008). Na zalost je za obrambo virus HIV-1 razvil protein Vif (angl. viral
infectivity factor (Vif)), ki lahko veze proteine A3 in jih tako oznaci za ubikvitinacijo in
proteazno razgradnjo (Zheng in sod., 2012).
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2.2.3.2 Proteini AID/APOBEC in inhibicija retrotranspozonov

Retrovirusom podoben mehanizem retrotranspozicije preko intermediata cDNA imajo tudi
retrotranspozoni. Razmnozevanje Stevilnih LTR- in ne-LTR-retrotranspozonov, ki izvirajo
iz razliénih organizmov, tako inhibirajo vsi ¢lani skupine humanih proteinov A3 ter
proteina AID in Al (Koito in Ikeda, 2013). Odetisi encimske aktivnosti proteinov A3 se
odrazajo v genomu ¢loveka in misi, kjer so v nukleotidnih zaporedjih LTR- in ne-LTR-
retrotranspozonov prisotne Stevilne, za proteine A3 znacilne hipermutacije G v A (Carmi
in sod., 2011). Kljub temu pa proteini AID/APOBEC lahko inhibirajo ne-LTR-
retrotranspozone tudi neodvisno od svoje encimske aktivnosti (Chen in sod., 2006;
Muckenfuss in sod., 2006; Stenglein in Harris, 2006; Hulme in sod., 2007; Kinomoto in
sod., 2007; Niewiadomska in sod., 2007; Tan in sod., 2009; lkeda in sod., 2011; Horn in
sod., 2013), ali lokacije v celici (Bogerd in sod., 2006b). Kot je prikazano na sliki 9, bi
sode¢ po dosedanjih raziskavah lahko proteini AID/APOBEC inhibirali retrotranspozicijo
na vec tar¢nih mestih in z ve¢ razlicnimi mehanizmi.

LINE |—=

integracija \

reverzna

LINE RNA o
transkripcija

izvoz

kﬂslacua .

sestavl]anje

ORF2p delcev RNP

\\\\\

Slika 9: Model mehanizma inhibicije retrotranspozicije elementov LINE s proteini A3 (Han, 2010)
Figure 9: Model of LINE retrotransposition inhibition by A3 proteins (Han, 2010)

Delovanje proteinov A3 na stopnji citoplazemskih retrotranspozonskih delcev RNP
nakazujejo rezultati imunoprecipitacijskih raziskav. V njih so potrdili vezavo med
nekaterimi proteini APOBEC in retrotranspozonsko RNA (Niewiadomska in sod., 2007,
Gallois-Montbrun in sod., 2008; lkeda in sod., 2011) ter od RNA odvisno vezavo med
proteinom A3 in proteinom ORFlp (LovSin in Peterlin, 2009). Interakcije proteinov
AID/APOBEC z delci RNP bi lahko spremenile mobilnost delcev RNP ali vplivale na
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jedrni vnos. Citoplazemski proteini AID/APOBEC bi lahko vstopali v jedro skupaj z
retrotranspozonskimi delci RNP, saj protein ORF2p vsebuje signal NLS, ¢eprav dejanska
interakcija med proteinom AID/APOBEC in ORF2p Se ni bila dokazana. Glede na to, da
proteini APOBEC inhibirajo akumulacijo novih kopij retrotranspozonske DNA elementa
hL1 (Kinomoto in sod., 2007; lkeda in sod., 2011), bi lahko inhibirali reverzno
transkripcijo in/ali integracijo v genom. Sode¢ po mehanizmu inhibicije retrovirusov in
LTR-retrotranspozonov (Dutko in sod., 2005; Mbisa in sod., 2010) bi lahko tudi na ne-
LTR-retrotranspozone delovali preko blokade rezanja ali dostopa do tarcne genomske
DNA. Vsekakor pa proteini AID/APOBEC inhibirajo retrotranspozicijo z ve¢ razli¢nimi
mehanizmi, ki $§e niso natan¢no raziskani.

2.2.3.3 Proteini AID/APOBEC in metabolizem RNA

Proteini AID/APOBEC so RNA/DNA-vezavni proteini, ki se v celicah zdruzujejo v
ribonukleoproteinske delce z visoko molekulsko maso (angl. high-molecular mass complex
(HMM)), kjer so interakcije odvisne od RNA. Ti delci se nahajajo na mestih v celici, kjer
poteka metabolizem RNA, kot so npr. stresne granule in telesca P (Chiu in Greene, 2008).
Ta mesta so bogata s proteini, vpletenimi v uravnavanje translacije, posttranskripcijsko
utiSanje z RNAI, ter v procesiranje mRNA (Wichroski in sod., 2006; Gallois-Montbrun in
sod., 2007; Gallois-Montbrun in sod., 2008). Proteini A3 in ORF1p imajo nekatere od teh
tar¢ skupne (Goodier in sod., 2007; Goodier in sod., 2013). Protein A3G vezZe tudi Stevilne
druge majhne nekodirajoce RNA (Wang in sod., 2007; Gallois-Montbrun in sod., 2008;
Belanger in sod., 2013), vpletene v mehanizem RNAI, in preprecuje razgradnjo z
molekulami miRNA ozna¢enih mMRNA v telescih P, s tem pa tudi inhibicijo proteinske
sinteze (Huang in sod., 2007; Liu in sod., 2012), vse skupaj pa nakazuje vpletenost
proteinov A3 v mehanizem utiSanja z miRNA.

2.2.4 Protein AID

Protein AID je 24 kDa velika citozin deaminaza (Muramatsu in sod., 1999), ki je del
pridobljenega in prirojenega imunskega odziva. Sodeluje namre¢ pri procesu dozorevanju
protiteles po stiku z antigenom v celicah B, kjer z deaminacijo imunoglobulinskih genov
sprozi proces nastajanja somatskih hipermutacij in genskih preureditev, s ¢imer iz razreda
protiteles IgM nastanejo razredi 1gG, IgA ali IgE (Delker in sod., 2009). Tako evolucijsko
vse od pojava rib dalje daje fleksibilnost humoralnemu imunskemu odzivu. Pri ¢loveku se
najmocneje izraza v aktiviranih celicah B v kliénih centrih (Faili in sod., 2002) ter v tkivih,
ki se odzivajo na estrogen (Pauklin in sod., 2009). Celi¢na lokalizacija proteina AID je
nadzorovana, saj mora biti koli¢ina encima v jedru, kjer deluje, omejena. Protein AID je
citoplazemski protein, ki pa se premika med jedrom in citoplazmo s pomocjo jedrnega
signala za izvoz in vnos (Ito in sod., 2004). Ko ga celica ne potrebuje ve¢, ga razgradi v
proteasomu (Aoufouchi in sod., 2008). Ali je njegov substrat DNA ali RNA, Se vedno ni
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znano, saj lahko poleg enoverizne DNA (Petersen-Mahrt in sod., 2002) preureja tudi
virusno RNA (Liang in sod., 2013). Vlogo proteina AID v prirojeni imunosti pa nakazuje
tudi sposobnost nekaterih sesalskih in nesesalskih proteinov AID za inhibicijo misjih LTR-
in humanega retrotranspozona L1 (Esnault in sod., 2006; MacDuff in sod., 2009). Protein
AID lahko deaminira metilirane citozine v bakterijskem testu, njegovo izrazanje pa je
povecéano v ¢loveskih zarodnih embrionalnih in spolnih celicah (Morgan in sod., 2004), kar
nakazuje njegovo vpletenost v epigenetsko uravnavanje izrazanja genov, ki je bila ze
dokazana in vivo na embrijih ribe cebrice (Rai in sod., 2008). V primerjavi s proteinom
AID iz ribe cebrice pa ima humani AID in vitro zanemarljivo afiniteto do metiliranih
citozinskih substratov, zaradi ¢esar naj bi bila ta funkcija pri ¢loveku nemogoc¢a (Nabel in
sod., 2012; Abdouni in sod., 2013).

2.2.5 Protein Al

Protein Al je 27 kDa velik protein, ki se izraza v gastrointestinalnih tkivih sesalcev, kjer
kot katalititna podenota kompleksa za urejanje RNA z deaminacijo citidina preureja
MRNA proteina ApoB (Navaratnam in sod., 1993; Teng in sod., 1993). Na mestu 6666
pretvori kodon, ki kodira glutamin, v stop kodon, zaradi Cesar iz daljSe oblike proteina
ApoB100 nastane krajsa ApoB48. Protein ApoB48 je glavna komponenta hidrofilne
ovojnice hilomikronov, lipoproteinov z nizko gostoto (angl. very low density lipoproteins
(VLDL)), ki transportirajo trigliceride iz ¢revesa v tkiva, medtem ko je protein ApoB100
potreben za proizvodnjo LDL (angl. low-density lipoproteins) v jetrih (Harris in
Liddament, 2004). RNA proteina ApoB pa ni edina tar¢a proteina Al (Harris in sod., 2002;
Gee in sod., 2011) in vpletenost v metabolizem lipidov verjetno ne njegova glavna
funkcija. Vpleten naj bi namre¢ bil v proces uravnavanja prepisovanja preko demetilacije
metiliranih citozinov v nevronih (Guo in sod., 2011), v prenos dednih epigenetskih vzorcev
(Nelson in sod., 2012) in v uravnavanje izrazanja proteinov s preurejanjem koncev 3’-UTR
Stevilnih tarénih RNA, identificiranih v ¢loveskem transkriptomu (Rosenberg in sod.,
2011). Pri glodavcih je nujno potreben za razvoj embrija (Farese in sod., 1995), njegovo
izrazanje pa je povecano v vranici in jetrih, pa tudi v testisih in ovarijih, kjer ima
retrotranspozicija najvecji uc¢inek in vivo (Ikeda in sod., 2011). Mnogi sesalski proteini Al
tako preko deaminiranja virusne cDNA inhibirajo Stevilne viruse in misje LTR-
retrotranspozone (Bishop in sod., 2004a; Bishop in sod., 2004b; Ikeda in sod., 2008; Petit
in sod., 2009), poleg tega pa verjetno preko interakcije z RNA zavirajo tudi
retrotranspozicijo humanega retrotranspozona L1 neodvisno od njihove encimske
aktivnosti (Ikeda in sod., 2011). Zascitna vloga proteinov Al proti retroclementom se je
verjetno razvila ze pred pojavom sesalcev, saj tudi pred kratkim odkrit protein Al pri
kuscarju, ki nima opazne vloge pri editiranju mRNA apoB (Severi in sod., 2011), inhibira
retrotranspozicijo elementov LINE (Lindi¢ in sod., 2013).
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2.2.6 Protein A2

Protein A2 je 26 kDa velika citidin deaminaza (Liao in sod., 1999). Za razliko od svojih
paralogov ima in vitro zelo nizko aktivnost CDA (Lada in sod., 2011), kljub temu pa
raziskave in vivo na transgenskih misih razkrivajo, da ob povefanem izrazanju lahko
aktivno deaminira specifi¢ne transkripte RNA, kar lahko vodi preko vnetja do razvoja raka
(Okuyama in sod., 2012). Izrazanje proteina A2 uravnava transkripcijski faktor NF-«xB,
najmocneje pa se izraza v sréni in skeletnih miSicah, zato je morda vpleten v pravilen
razvoj misSic (Matsumoto in sod., 2006), kar potrjujejo raziskave na ribi cebrici (Etard in
sod., 2010), misih (Sato in sod., 2010) in mioblastnih celi¢nih linijah (Vonica in sod.,
2011). Protein A2 vpliva tudi na regeneracijo retine in razvoj opti¢nega zivca (Powell in
sod., 2012), in na razvoj levo-desne osi pri embrijih ribe cebrice in Zabe krempljicarke
(Vonica in sod., 2011), vse skupaj pa nakazuje, da uravnava izraZzanje genov na epigenetski
ravni, morda z demetilacijo DNA (Okuyama in sod., 2012; Powell in sod., 2012).

2.2.7 Proteini A3

Proteini A3 so prisotni samo pri placentalnih sesalcih (Conticello, 2008). Iz enega samega
pri miSih (mA3) so se z genskimi duplikacijami razsirili na kar 7 pri primatih: A3A do
A3H, nato pa je pri proteinth A3B, A3D, A3F in A3G priSlo Se¢ do znotrajgenske
podvojitve domen. Pri ¢loveku so vsi geni za proteine A3 na kromosomu 22 (Jarmuz in
sod., 2002). Njihova najpomembnejSa vloga je obramba genoma pred virusi (predvsem
retrovirusi) in retrotranspozoni.

2.2.7.1 Protein A3A

Protein A3A je enodomenski 23 kDa velik protein, ki deluje specificno na enoverizno
DNA, in je dovolj majhen, da lahko prehaja jedrno ovojnico (Chiu in Greene, 2008),
vendar je lokaliziran tako v jedru kot v citoplazmi. Zato je spekter njegovih tar¢ precej
sirok, predvsem pa so te endogenega izvora, saj pri in vitro eksperimentih od vseh humanih
proteinov A3 najbolj ucinkovito inhibira transpozicijo misjih LTR-elementov IAP in
MusD (Bogerd in sod., 2006a; Chen in sod., 2006; Ikeda in sod., 2011) in ne-LTR-
retrotranspozonov hL1 in Alu (Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006; Muckenfuss in
sod., 2006), pri ¢emer uporabi od deaminacije neodvisen mehanizem (Bogerd in sod.,
2006a; Chen in sod., 2006), ki pa je najbrz odvisen od vezave RNA (Niewiadomska in
sod., 2007). Inhibira tudi replikacijo virusa HBV (Abe in sod., 2009) in z adenovirusom
povezanega virusa (AAV), ki sicer ni retrovirus, a se podvaja v jedru kot enoverizna DNA
(Chen in sod., 2006), za kar pa encimska aktivnost proteina A3A ni potrebna (Narvaiza in
sod., 2009). Zanimivo je, da protein A3A kljub temu v celicah 293T ne zavira replikacije
virusa HIV-1 (Bogerd in sod., 2006a; Kinomoto in sod., 2007; Hultquist in sod., 2011) in
se ne vkljuci v virione (Goila-Gaur in sod., 2007; Aguiar in Peterlin, 2008), medtem ko pa
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v tarénih monocitnih celicah inhibira zgodnjo fazo okuzbe z virusom HIV-1/AVpx (Berger
in sod., 2010; Koning in sod., 2011). Izrazanje proteina A3A se poveca tudi kot odziv na
prisotnost tuje DNA v citoplazmi makrofagov in vodi v deaminacijo in razgradnjo tuje
DNA (Stenglein in sod., 2010). Zato mu pripisujejo pomembno vlogo v prirojeni imunosti
pri vnetnih odzivih in pri zgodnjem odgovoru na virusno okuzbo, saj se njegovo izraZanje
moc¢no poveca ob prisotnosti citokina IFN-o v nezrelih monocitih (Koning in sod., 2009).
Kopije mRNA proteina A3A so v poviSanih koncentracijah prisotne tudi v pljucih,
keratinocitih, vranici, celicah tankega crevesa in placenti (Refsland in sod., 2010) ter pri
kolorektalnem adenokarcinomu, kroni¢ni mieloi¢ni levkemiji in Burkittovem limfomu
(Chiu in Greene, 2008). Protein A3A je sposoben deaminacije metiliranih citozinov
(Wijesinghe in Bhagwat, 2012; Suspene in sod., 2013), zato njegovo neuravnano izrazanje
verjetno vodi v genotoksi¢nost, posledi¢no pa zaustavitev celiénega cikla ali razvoj raka
(Landry in sod., 2011; Suspene in sod., 2011a; Shinohara in sod., 2012), vendar pa naj bi
bil endogeni A3A lociran samo v citoplazmi in je zato negenotoksi¢en (Land in sod.,
2013).

2.2.7.2 Protein A3B

Protein A3B je dvodomenski protein, katerega gen se izraza v celicah T, nepermisivnih za
virus HIV-1, pa tudi v pljucih, vranici, keratinocitih, celicah debelega in tankega ¢revesa
(Refsland in sod., 2010), e posebno veliko pa ga je v raznolikih tipih rakavih celic (Chiu
in Greene, 2008), kjer njegovo delovanje povezujejo s povecano genomsko nestabilnostjo
in razvojem raka (Shinohara in sod., 2012; Burns in sod., 2013; Taylor in sod., 2013). Ker
je njegovo izrazanje povecano tudi v testisih, ovarijih in izvornih celicah, se predvideva, da
je njegova najpomembnejsa funkcija preprecevanje dednih insercij elementov L1 in Alu v
zarodnih celicah (Wissing in sod., 2011). Ker se torej ne izraza v tistih celicah T in
makrofagih (Bishop in sod., 2004b), ki so tare virusa HIV-1, virusni protein Vif ni mogel
razviti aktivnosti proti proteinu A3B. Tako se protein Vif ne veze na A3B, zato lahko
protein A3B delno inhibira ne samo replikacijo virusa HIV-1/AVif, temve¢ tudi divji tip
virusa HIV-1 (Bishop in sod., 2004b; Hultquist in sod., 2011). Ceprav je protein A3B
veliko vecji kot protein A3A, je zaradi posedovanja signala NLS prav tako sposoben preiti
v jedro (Pak in sod., 2011). Protein A3B inhibira tudi Stevilne druge retroviruse (Arias in
sod., 2012), za kar potrebuje svojo encimsko aktivnost, kar potrjujejo mutacije, odkrite v
genomu testiranih virusov (Bishop in sod., 2004a; Suspene in sod., 2005). Protein A3B
podoben mehanizem uporablja tudi za zaviranje mi§jih LTR-elementov IAP in MusD
(Bogerd in sod., 2006a; Chen in sod., 2006), kar so potrdili in vitro v celi¢nih kulturah,
medtem ko za inhibicijo ne-LTR-elementov hL1 in Alu njegova encimska aktivnost ni
potrebna (Bogerd in sod., 2006b; Muckenfuss in sod., 2006; Stenglein in Harris, 2006).
Inhibitorno delovanje endogenega proteina A3B proti elementu L1 so potrdili v
transformiranih in ¢loveskih mati¢nih celicah (Wissing in sod., 2011).
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2.2.7.3 Protein A3C

Protein A3C je v celici prisoten tako v jedru kot v citoplazmi in ima eno domeno CDA
(Jarmuz in sod., 2002). Velik je 22 kDa in je potencialni mutator celitne DNA v
bakterijskem testu (Langlois in sod., 2005). Pove¢ano izrazanje proteina A3C so do sedaj
opazili v vranici, plju¢ih, limfocitih periferne krvi, ovarijih in testisih, mehurju in
mozganih (Jarmuz in sod., 2002; Refsland in sod., 2010) in je neodvisno od citokina IFN-a
(Koning in sod., 2009), poveca pa se ob pove¢anem delovanju proteina p53 (Liao in sod.,
2012). Protein A3C sicer ucinkovito inhibira replikacijo retrovirusov SIVmac/AVif in
SIVagm/4Vif (Yu in sod., 2004a), za kar naj bi bila potrebna dimerizacija (Stauch in sod.,
2009; Horn in sod., 2013), in $tevilnih drugih virusov (Kinomoto in sod., 2007; Vartanian
in sod., 2008; Suspene in sod., 2011b). Zelo sibko deluje proti virusu HIV-1 (Bishop in
sod., 2004b; Bogerd in sod., 2006a; Hultquist in sod., 2011), saj se nanj veze Virusni
protein Vif, kot nakazuje tudi kristalna struktura proteina A3C (Kitamura in sod., 2012).
Za inhibicijo virusov uporablja mehanizem deaminacije virusne cDNA (Yu in sod.,
2004a), preko do sedaj Se neodkritega mehanizma pa inhibira tudi misje LTR-elemente
IAP in MusD (Chen in sod., 2006) ter element Tyl iz kvasovke (Dutko in sod., 2005).
Protein A3C deloma zavira tudi retrotranspozicijo elementov L1 (Bogerd in sod., 2006b;
Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod., 2006; Kinomoto in sod., 2007; Niewiadomska in
sod., 2007), pri Cemer ne potrebuje encimske aktivnosti, saj inhibira reverzno transkripcijo
retrotranspozonske RNA (Horn in sod., 2013).

2.2.7.4 Protein A3D

Funkcionalen protein A3D je sestavljen iz dveh domen, A3D in A3E, ki sta kodirani v
samostojnih genih na bliznjih lokusih (Jarmuz in sod., 2002). V celici je prisoten predvsem
Vv citoplazmi, izraza pa se v celicah B in T, pljucih, vranici in timusu (Refsland in sod.,
2010) in se ne odziva na citokin IFN-a (Koning in sod., 2009). Njegova natan¢nejsa vloga
Se ni bila dolo¢ena, je pa bilo dokazano, da deluje proti virusu HIV-1/4Vif (Dang in sod.,
2006; Hultquist in sod., 2011) in retrotranspozonom hL1 in Alu (Stenglein in Harris, 2006;
Kinomoto in sod., 2007; Niewiadomska in sod., 2007; Tan in sod., 2009). Obstajajo tri
polimorfne oblike gena za proteina A3D, od katerih dve povzrocata zniZano protivirusno
delovanje proteina A3D proti virusu HIV-1, ena pa aktivnost proti retrotranspozonu Alu. V
mlajsi ¢loveski zgodovini se A3D razvija pod negativno selekcijo, kar kaze, da se njegova
aktivnost vzdrzuje v ¢loveski populaciji za obrambo gostitelja pred retroelementi (Duggal
in sod., 2013).

2.2.7.5 Proteina A3F in A3G

Proteina A3F in A3G sta si precej podobna, tako po lastnostih kot po delovanju. Oba sta
sestavljena iz dveh domen CDA, velika sta 46 kDa in sta lokalizirana v citoplazmi. Njuno
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izrazanje je povecano v imunskih celicah B in T (Koning in sod., 2009). V skladu s tem
inhibirata Stevilne retroviruse, vklju¢no z virusom HIV-1/AVif (Arias in sod., 2012). Sicer
je protein A3G v primerjavi s proteinom A3F moc¢nejsi inhibitor virusa HIV-1 (Chaipan in
sod., 2013), kar je verjetno posledica tega, da je raven mRNA za protein A3G v celicah,
dojemljivih za infekcijo, tudi do 10-krat visja (Refsland in sod., 2010). Oba proteina
delujeta preko hipermutiranja virusne cDNA (Bishop in sod., 2004b), pa tudi preko
mehanizma, neodvisnega od encimske aktivnosti (Holmes in sod., 2007), ki vkljucuje
inhibicijo reverzne transkripcije in/ali integracije novih kopij virusne cDNA (Newman in
sod., 2005; Holmes in sod., 2007; Iwatani in sod., 2007; Imahashi in sod., 2012). Protein
A3F sicer moc¢neje zavira integracijo nove virusne DNA, kar je verjetno posledica
razli¢nih afinitet do substrata. Protein A3F namre¢ zmanjSa procesiranje 3’-konca virusne
DNA, medtem ko A3G povzroca podaljSanje virusne DNA za 6 bp na 3'-koncu LTR,
zaradi Cesar se virusna DNA ne more vgraditi (Mbisa in sod., 2010). Proteina A3F in A3G
se razlikujeta tudi v afiniteti do tar¢nega nukleotidnega zaporedja za deaminacijo. Protein
A3G prednostno deaminira dinukleotid 5'-CC, protein A3F pa dinukleotid 5-TC (Bishop
in sod., 2004b; Liddament in sod., 2004). Tudi vzorec tkivno specifi¢nega izrazanja genov
za A3F in A3G je podoben. Izrazanje obeh je povecano v pljucih, vranici in testisih,
MRNA proteina A3F pa je v ovarijih v primerjavi z mRNA za ostale proteine A3 najvisje
izrazena (Refsland in sod., 2010), kar nakazuje, da ima morda pomembno vlogo pri
vzdrzevanju stabilnost genoma spolnih celic. V prid tej teoriji kaze njegova sposobnost
inhibicije retrotranspozicije elementa L1, ki je neodvisna od encimske aktivnosti
(Muckenfuss in sod., 2006; Stenglein in Harris, 2006), in v primerjavi s proteinom A3G
mocnejSa (Muckenfuss in sod., 2006; Niewiadomska in sod., 2007). Oba proteina pa
inhibirata retrotranspozicijo LTR-retrotranspozonov, in sicer misjih elementov IAP in
MusD (Chen in sod., 2006) ter elementa Tyl iz kvasovk (Dutko in sod., 2005).

2.2.7.6 Protein A3H

Protein A3H je evolucijsko najbolj oddaljen od ostalih proteinov A3 (OhAinle in sod.,
2006) in je znan po svojem funkcionalnem polimorfizmu. Pri ¢loveku so identificirali 4
haplotipe (I do 1V). Haplotipi I, Il in IV niso aktivni proti retrovirusom in
retrotranspozonom, Kkar pripisujejo njihovi nestabilnosti v celici (OhAinle in sod., 2008).
Citoplazemski haplotip Il proteina A3H (Li in Emerman, 2011), ki se najpogosteje pojavlja
v afriSki populaciji, pa je v celici stabilen in inhibira retrotranspozicijo elementa hLL1 in
Alu in vitro (OhAinle in sod., 2008; Tan in sod., 2009), ima pa tudi protivirusno aktivnost
(OhAinle in sod., 2008; Ooms in sod., 2012). Glede na to, da je njegovo izraZanje
povecano v nepermisivnih in neaktiviranih celicah T, to pa se Se dodatno poveca v
prisotnosti dejavnikov aktivacije celic T, je njegova predlagana vloga in vivo inhibicija
virusov (Koning in sod., 2009; Refsland in sod., 2010).
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2.2.8 Protein A4

Protein A4 je predzadnji odkriti predstavnik proteinske druzine APOBEC (Rogozin in
sod., 2005). Kljub trenutno $e neznani funkciji ga na podlagi evolucijskih analiz, ki kazejo
vecjo oddaljenost od ostalih proteinov AID/APOBEC, povezujejo z encimi, ki preurejajo
tRNA (Conticello in sod., 2007; Conticello, 2008), na osnovi poveCanega izraZanja v
testisih sesalcev pa s preurejanjem mRNA med spermatogenezo (Rogozin in sod., 2005).

2.2.9 Protein A5

Zapis za protein A5 so odkrili Sele pred nedavnim v genomih vrecarja, zelenega kuscarja
anoli in zabe krempljicarke (Severi in sod., 2011). Kljub temu, da njegova deaminazna
aktivnost Se ni bila preucena, se iz njegove prisotnosti v genomih neplacentalnih
vretenCarjev in podobnosti s proteini AID in A3 predpostavlja, da so proteini A5
funkcionalni homologi proteinov A3 (Severi in sod., 2011).
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3 MATERIAL IN METODE

Delo je bilo sestavljeno iz molekulskega kloniranja zapisov za proteine AID/APOBEC ter
njihovega izrazanja in spremljanja vpliva na retrotranspozicijo ne-LTR-retrotranspozonov
v sesalskih celicah. Ce v nadaljevanju ni napisano drugace, smo pri delu upostevali Ze
opisane protokole (Sambrook in Russell, 2001). Uporabljene kemikalije smo narocili pri
podjetjih Sigma-Aldrich (ZDA) ali Merck (ZDA), uporabljene zacetne oligonukleotide pa
pri podjetju Eurofins MWG Operon iz Nemcije.

3.1 PLAZMIDNA DNA
3.1.1 Plazmidi z zapisi za retrotranspozone

Zapisi za retrotranspozone, ki smo jih testirali v nasi raziskavi, so bili vstavljeni v sesalski
ekspresijski plazmid pCEP4 (Life Technologies, ZDA), velik 10,2 kb (slika 10). Plazmid
pCEP4 nosi citomegalovirusni promotor (CMV), ki omogoCi poveCano izrazanje
vstavljenega gena za retrotranspozon (Boshart in sod., 1985). Terminacijo transkripcije in
poliadenilacijo nastale mRNA omogo¢i poliadenilacijski signal SVpA (angl. simian virus
40 polyadenylation). Zapisa za mesto zacetka podvojevanja iz virusa Epstein-Barr (oriP) in
jedrni antigen EBNA-1 omogocata podvajanje izven kromosoma v humanih, opi¢jih in
pasjih celicah (Reisman in Sugden, 1986). Plazmid pCEP4 nosi zapis za odpornost proti
ampicilinu, ki omogoca selekcijo transformiranih bakterijskih celic, ter gen za odpornost
proti higromicinu B, ki omogoca selekcijo transficiranih sesalskih celic.

kaseta mneol
pCMV SVpA

pPA

plazmid pCEP4 z
retrotranspozonom

Slika 10: Shematski prikaz sesalskega ekspresijskega plazmida pCEP4 z zapisom za retrotranspozon
(Moran in sod., 1996)

pCMV, citomegalovirusni promotor; SVpA, pA, signala za poliadenilacijo.

Figure 10: Schematic representation of retrotransposon encoding mammalian expression vector
pCEP4 (Moran et al., 1996)

pCMV, cytomegalovirus promoter; SVpA, pA, polyadenylation signals.
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retrotranspozone, in sicer za humani retrotranspozon L1 (plazmid pJM101) (Moran in sod.,
1996), za retrotranspozona ZfL2-2 (pBZ2-5) in ZfL2-1 (p77.52) iz ribe cebrice (Sugano in
sod., 2006) ter za retrotranspozon UnalL2 (pl-29) iz jegulje (Kajikawa in Okada, 2002).
Nukleotidno zaporedje vseh testiranih retrotranspozonov je bilo prekinjeno z genom za
neomicin fosfotransferazo v protismerni orientaciji, le-ta pa je bil prekinjen z intronom 2 iz
gena za vy-globin v smiselni orientaciji. Le ob uspes$ni transkripciji celotnega
retrotranspozonskega zaporedja, izrezu introna iz nastale mRNA, reverzni transkripciji v
cDNA ter integraciji retrotranspozona v genom celice, se lahko pod kontrolo promotorja
CMV izrazi gen za odpornost proti neomicinu, ki nam sluzi kot marker pri testu
retrotranspozicije (slika 12 spodaj). Kot negativno kontrolo smo pri testu retrotranspozicije
uporabljali tudi plazmide z zapisi za retrotranspozicijsko neaktivne mutante zgoraj
omenjenih retrotranspozonov. Testirali smo delecijska mutanta koncev 3’-UTR
retrotranspozonov ZfL2-2 in ZfL2-1 (pBB4 in p74.18) (Sugano in sod., 2006), pa tudi
mutanta proteinov ORF1p (pJM111) in ORF2p (pJM105) retrotranspozona hL1 (Moran in
sod., 1996).

3.1.2 Plazmidi z zapisi za proteine AID/APOBEC
3.1.2.1 Priprava plazmidov z zapisi za proteine AID/APOBEC

Za izrazanje zapisov za proteine AID/APOBEC v sesalskih celi¢nih linijah smo pripravili
sesalske ekspresijske vektorje z zapisi za proteine AID/APOBEC, oznacene z razli¢nimi
epitopi, ter njihove encimsko neaktivne in delecijske mutante. Zelene zapise za proteine
AID/APOBEC smo iz izvornih plazmidov pomnozevali z verizno reakcijo s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction (PCR)), ob uporabi DNA-polimeraze Platinum Pfx (Life
Technologies, ZDA) in po navodilih proizvajalca. Velikost pomnozenih fragmentov smo
preverjali z agarozno gelsko elektroforezo v 1-odstotnem agaroznem gelu, DNA pa smo za
potrebe kloniranja izolirali iz agaroznega gela z uporabo kompleta QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Nemcija). Encimske in druge mutante smo pripravili z usmerjeno
mutagenezo, plazmid hA3AGFPpcs2 pa s tehnologijo Kloniranja Gateway. Ustreznost v
plazmide vstavljenih zapisov za proteine AID/APOBEC smo potrdili z dolocanjem
njihovega nukleotidnega zaporedja po Sangerjevi metodi pri podjetju Eurofins MWG
Operon (Nemcija), z uporabo univerzalnih zacetnih oligonukleotidov. Bakterijske celice, ki
smo jih uporabljali pri kloniranju in namnozevanju plazmidne DNA, so opisane pod tocko
3.1.3.1.

3.1.2.1.1 Restrikcijsko kloniranje

Vecino zapisov za proteine AID/APOBEC smo z restrikcijskim kloniranjem vstavili v
sesalski ekspresijski vektor pcDNAG6.2 (Life Technologies, ZDA), velik 5,1 kb. Plazmid
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pcDNAG6.2 smo izbrali zato, ker ne nosi zapisa za odpornost proti neomicinu, ki smo jo
uporabljali kot marker uspeSne retrotranspozicije. V plazmidu pcDNAG6.2 je izrazanje
vstavljenega zapisa za protein pod kontrolo promotorja CMV (slika 11) (Boshart in sod.,
1985), ustrezen bralni okvir pa nam omogoca izrazanje proteina s C-kon¢no 0znako myc in
polihistidinsko oznako (Evan in sod., 1985; Lindner in sod., 1997). Gen za 3-laktamazo, Ki
daje odpornost proti ampicilinu, sluzi kot selekcijski marker za rast transformiranih
bakterijskih celic v gojis¢u z dodanim ampicilinom, gen za odpornost proti blasticidinu pa
omogoca selekcijo sesalskih celic (Kimura in sod., 1994).

e eoton ] oxie L)

Pmel

Slika 11: Karta ekspresijskega vektorja pcDNAG6.2 s poliklonskim mestom (pcDNAG6.2/myc-His, 2010)
myc in 6xHis, zapisa za C-kon¢no 0znako myc in polihistidinsko oznako; Term, terminacijsko zaporedje; T7,
pCMV, EM7, promotorji; BGH pA, signal za poliadenilacijo; f1 ori, SV40 ori, pUC, zapisi, ki omogocajo
replikacijo plazmida, t.j. fagmida; bsd, zapis za odpornost proti blasticidinu.

Figure 11: pcDNAG.2 expression vector map with multiple cloning site (pcDNAG.2/myc-His, 2010)

myc, 6xHis, C-terminal protein tags; Term, terminator sequence; T7, pCMV, EM7, promoters; BGH pA,
polyadenylation signal; f1 ori, SV40 ori, pUC, origins of replication; bsd, blasticidine resistance gene.

Nukleotidna zaporedja za protein AID iz ribe cebrice (zfAID), njegovega encimsko
neaktivnega mutanta zfAIDC102A ter zapisa za proteina A2a (zfA2a) in A2b (zfA2a) smo
pomnozili iz ze opisanih vektorjev pcDNA3.1V5-DEST AID WT, pcDNA3.1V5-DEST
AID CM, DEST40-zfApobec2a WT, pCMV3X HA zfApobec2b WT (Rai in sod., 2008) s
pari zacetnih oligonukleotidov zAIDKpnlf/zAIDNotlr, zA2aKpnlf/zA2aNotlr in
zA2bKpnlf/zA2bNotlr  (preglednica 1). Dobljene produkte smo po rezanju z
restrikcijskima encimoma Kpnl in Notl vstavili v vektor pcDNA6.2 in tako dobili
plazmide pcDNAG6.2zfAID.myc, pcDNAG6.2zfAIDC102A.myc, pcDNAzfA2a.myc in
pcDNAG6.2zfA2b.myc.
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Bakterijska ekspresijska plazmida pTrc99a z zapisoma za dve naravni varianti
kuscéarjevega proteina Ala (lizAla) (Severi in sod., 2011), lizAlaF3 (R73K, Y116C) in
lizA1aF8 (N52D), sta bila darilo prof. Conticella. S pomoc¢jo zacetnih oligonukleotidov
lizA1Hindllls in lizA1Xholas smo omenjena zapisa pomnozili in ju vstavili v plazmid
pcDNAG.2 ter tako dobili plazmida pcDNAG6.2.lizAlaF3.myc in pcDNAG.2.lizAlaF8.myc.

Plazmide za izrazanje miSjega proteina A3 (mA3) in humanih proteinov Al (hAl), A2
(hA2), AID (hAID), A3C (hA3C), A3F (hA3F), A3G (hA3G), A3D (hA3D), A3H (hA3H),
A3H-L (hA3H-L), A3A (hA3A) in A3B (hA3B) smo pripravili z restrikcijskim
kloniranjem iz ze opisanih plazmidov pcDNA3.1mA3.V5 (Okeoma in sod., 2007),
pcDNA3.1hA1.V5,  pcDNA3.1hA2.V5,  pcDNA3.1hAID.V5, pcDNAS3.1A3C.V5,
pcDNA3.1A3F.V5, pcDNA3.1A3G.V5 (Zheng in sod., 2004), pcDNA3.1A3DE.V5 (Dang
in sod., 2006), pcDNA3.1A3H.V5, pcDNA3.1A3H-L.V5 (Dang in sod., 2008), ter pKA3A
in pKA3B (Bogerd in sod., 2006a). Zapise za proteina mA3 in hA3G smo iz zgoraj
omenjenih izhodis¢nih plazmidov vstavili v plazmid pcDNAG6.2 preko restrikcijskih mest
Xhol in Kpnl, in dobili plazmida pcDNAG6.2mA3.myc in pcDNA6.2hA3G.myc. Plazmida
za izrazanje zapisov za proteina hA3A in hA3B, pcDNAG6.2hA3A.HA in
pcDNAG6.2hA3B.HA, smo pripravili z vstavljanje preko mest Hindlll in Xhol, plazmide
pcDNAG6.2hAID.V5, pcDNA6.2hA2.V5, pcDNA6.2hA3D.V5, pcDNA6.2hA3H.V5 in
pcDNAG6.2hA3H-L.V5 za izrazanje zapisov za proteine hAID, hA3D, hA3H in hA3H-L pa
preko mest Kpnl in Agel. Fragmente z zapisi za protein hA3C, hA3F in hAl smo iz
izhodi$¢nih plazmidov v plazmid pcDNA6.2 prestavili s pomocjo restriktaz Hindlll in Notl
in tako dobili  plazmide  pcDNA6.2hA3C.myc, pcDNA6.2hA3F.myc in
pcDNAG6.2hAl.myc.

Deleciji posameznih domen proteina hA3B smo pripravili s pomnozevanjem N- in C-
kon¢nega dela nukleotidnega zaporedja za protein hA3B iz izvornega plazmida pKA3B
(Bogerd in sod., 2006a) s pari zacetnih oligonukleotidov NA3B.Hindlll1s/NA3B.Xholas in
CA3B.Hindllls/CA3B.Xholas ter vstavljanjem zaporedij v plazmid pcDNAG6.2. Dobili smo
plazmida pcDNAG6.2NA3B.myc in pcDNA6.2CA3B.myc.

Pri restrikcijskem kloniranju smo uporabljali restrikcijske encime in DNA ligazo T4

proizvajalca New England BioLabs (ZDA) ter zacetne oligonukleotide, ki so navedeni v
preglednici 1.
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Preglednica 1: Seznam zacetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri restrikcijskem Kloniranju
Table 1: List of restriction cloning primers

Ime Nukleotidno zaporedje (5’ proti 3°)

zZA2bKpnlf ACGTGGTACCATGGCAGACAAAAAGGACAGC
zZA2bNotlr ACGTGCGGCCGCCCTTTAAAATATCCTGCAATC
zZAIDKpnlf ACGTGGTACCATGATCTGCAAGCTGGACAGTGTGCTC
zZAIDNotlr GCGGCCGCCTAACCCAAGAAGAGCAAAAACATCCCT
zA2aKpnlf ACGTGGTACCATGGCCGATAGAAAGGGCAGC
zA2aNotlr GCGGCCGCCCTGCAGGATGTCGGCCAG

lizAlHindllls | GAATAAGCTTATGGAATTCGCTGCAATTC
lizA1Xholas GATTCTCGAGGTCCTGAAGAATTGAGTCA
NA3B.Hindllls | GAAAGCTTATGAATCCACAGATCAGAAAT
NA3B.Xholas | TCGAGCCAGGTATCTGAGAATCTC
CA3B.Hindllls | GAAAGCTTATGGATCCAGACACATTCACTTTC
CA3B.Xholas | TCGAGCGTTTCCCTGATTCTGGAGAATA

3.1.2.1.2 Usmerjena mutageneza

Ob preverjanju nukleotidnega zaporedja plazmidov za izrazanje zapisov za proteine mA3,
hA3C, hA3G, hA3F in hA1l smo opazili premik bralnega okvirja, ki bi nam onemogocal
izrazanje proteinske 0znake myc. Zato smo z uporabo zacetnih oligonukleotidov mutAs in
mutAas na mutiranih mestih v plazmidu s pomo¢jo kompleta QuickChange II Site Directed
Mutagenesis kit (Stratagene) izvedli usmerjeno mutagenezo, ki nam je omogocila izrazanje
oznake myc. S pomocjo usmerjene mutageneze smo izdelali tudi encimske mutante
proteinov hA3A in hA3B, testirane v na$i raziskavi. Za mutagenezo ustreznih
aminokislinskih ostankov proteina hA3A smo uporabili naslednje pare zacetnih
oligonukleotidov: A3A.E72Af/A3A.E72Ar, ASA.CC101.106AAf/A3A.CC101.106AAr in
7e prej opisane A3AF75Ls/A3AF75Las ter A3A F95Ls/A3AF95Las (Narvaiza in sod.,
2009). Tako smo iz plazmida pcDNA6.2hA3A.HA  dobili  plazmide
pcDNAG.2hA3A.E7T2A HA, pcDNAG6.2hA3A.CC101.106AA . HA,
pcDNA6.2hA3A.ECC72,101,106 AAA.HA, pcDNAG6.2hA3A.F75L.HA in
pcDNAG.2hA3A.FO5L.HA. Zapise za protein hA3B in njegovo delecijsko mutanto
hNA3B smo z usmerjeno mutagenezo mutirali s paroma zacetnih oligonukleotidov
A3B.E68Qs/A3B.E68Qas in A3B.E255Qs/A3B.E255Qas, da smo dobili plazmide
pcDNAG6.2NA3B.E68Q.myc, pcDNAG6.2A3B.E68Q.HA in pcDNAG6.2A3B.E255Q.HA.
Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni za usmerjeno mutagenezo, SO navedeni v preglednici
2.
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Preglednica 2: Seznam zadetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri usmerjeni mutagenezi
Table 2: List of site-directed mutagenesis primers

Ime Nukleotidno zaporedje (5’ proti 3°)

mutAs ATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGGGTCACCCATTCGAAC
mutAas GTTCGAATGGGTGACCCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGAT
A3A.E72Af GGCCGCCATGCGGCGCTGCGCTTCTTG

A3A.E72Ar CAAGAAGCGCAGCGCCGCATGGCGGCC

A3A.CC101.106 AAf | CCTGGAGCCCCGCCTTCTCCTGGGGCGCTGCCGGGGAAGTG
A3A.CC101.106AAr | ACTTCCCCGGCAGCGCCCCAGGAGAAGGCGGGGCTCCAGGA

A3A F75Ls GGAACCAGGTCCAATAAGCGCAGCTCCGCATGG
A3A F75Las CCATGCGGAGCTGCGCTTATTGGACCTGGTTCC

A3A FI95Ls GGCTCCAGGAGATTAACCAAGTGACCCTGTAG

A3A F95Las CTACAGGGTCACTTGGTTAATCTCCTGGAGCC
A3B.E68Qs AAGCCTCAGTACCACGCACAAATGTGCTTCCTC
A3B.E68Qas GAGGAAGCACATTTGTGCGTGGTACTGAGGCTT
A3B.E255Qs GGCTTTTACGGCCGCCATGCGCAGCTGCGCTTCTTG
A3B.E255Qas CAAGAAGCGCAGCTGCGCATGGCGGCCGTAAAAGCC

3.1.2.1.3 Tehnologija kloniranja Gateway

Metoda precnega povezovanja in imunoprecipitacije (CLIP), ki smo jo v sodelovanju z
laboratorijem dr. Jerneja Uleta (Cambridge, Velika Britanija) uporabili pri preucevanju
vezave med proteini A3 in RNA, je bila optimizirana za protitelesa proti zelenemu
fluorescentnemu proteinu GFP. Predvsem zato in pa zaradi enostavne fluorescencne
detekcije izrazenega proteina sSmo s tehnologijo kloniranja Gateway pripravili plazmid z
zapisom za protein hA3A, ki je preko petih povezovalnih glicinov oznacen s proteinom
GFP. Najprej smo pomnozili zapis za protein hA3A iz plazmida pcDNA6.2hA3A.HA z
zacetnima oligonukleotidoma A3AattBls in A3AGlyGFPrev, zapis za protein GFP pa iz
izhodis¢énega plazmida pEGFP-N2 (Takara Bio, Japonska) z zacetnima oligonukleotidoma
GFPGIyf in GFPrev. Tako smo dobili fragmenta s komplementarnimi konci, ki so drug
drugemu predstavljali zacetni oligonukleotid. Zdruzili smo ju v reakciji PCR s
podaljSevanjem prekritja brez dodanih zacetnih oligonukleotidov. Rekombinacijska mesta
za vstavljanje v donorski plazmid pDONR 221 (Life Technologies, ZDA) smo fragmentu
hA3AGFP dodali s pomnozevanjem z zacetnima oligonukleotidoma A3AattBls in
GFPattB2as, nato pa rekombinacijo fragmenta v plazmid izvedli s pomocjo rekombinaze
BP iz kompleta Gateway BP Clonase Il Enzyme mix (Life Technologies, ZDA) in dobili
plazmid hASAGFPpDONR221. Fragment hA3AGFP smo v sesalski ekspresijski plazmid
221 pCS 3MT DEST z identifikacijsko Stevilko 13070 (Addgene, ZDA) prestavili s
pomocjo rekombinaze LR iz kompleta Gateway LR Clonase Il Enzyme mix (Life
Technologies, ZDA) in tako dobili plazmid hA3AGFPpcs2, v katerem je izrazanje zapisa
za protein podobno kot v plazmidu pcDNA6.2 pod kontrolo promotorja CMV. Plazmid
pCS2 brez zapisa za citotoksi¢ni protein CcdB, ki smo ga v testu retrotranspozicije
uporabili kot kontrolo, je bil darilo prof. Levkowitza (Weizmann Institute of Science,
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Izrael). Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri kloniranju s pomocjo tehnologije Gateway,
so navedeni v preglednici 3.

Preglednica 3: Seznam zacetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri kloniranju s tehnologijo Gateway
Table 3: List of Gateway cloning primers

Ime Nukleotidno zaporedje (5’ proti 3’)

GFPGIyf GGCGGAGGTGGTATGGTGAGCAAGGGCGAG

GFPrev CTTGTACAGCTCGTCCATGCC

A3AGIyGFPrev | CTCGCCCTTGCTCACCATTCCACCACCTCCGCCGTTTCCCTGATTCTGGAG
A3AattB1s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAAGCCAGCCCAGCA
GFPattB2as GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTCACTTGTACAGCTCGTCCA

3.1.3 NamnoZevanje in izolacija plazmidne DNA
3.1.3.1 Bakterijski sevi E. coli

Za kloniranje in namnoZevanje plazmidov smo vefinoma uporabljali kemijsko
kompetentne celice Escherichia coli (E. coli) seva DH50 (Subcloning Efficiency DH5a
(Life Technologies, ZDA)), ki je zaradi zmanjSane nukleazne aktivnosti primeren za
vzdrzevanje in izolacijo transformirane tuje DNA. Njegov genotip je F—980lacZAM15
A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rc, mk*) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl
A-. Pri kloniranju s tehnologijo Gateway smo za namnozevanje plazmidov pDONR 221 in
221 pCS 3MT DEST, ki kodirata citotoksi¢ni selekcijski protein CcdB, uporabili celice E.
coli seva Library Efficiency DB3.1 Competent Cells (Life Technologies, ZDA), ki so na
protein CcdB zaradi mutacije v genu za girazo (gyrA462) neobcutljive. Njihov genotip je
F—gyrA462 endAl A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rg’, mg’) SupE44 aral4d galK2 lacYl
proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1. Pri transformaciji in gojenju uporabljenih celic smo
upostevali navodila proizvajalcev ter splo$na navodila za sterilno delo.

3.1.3.2 Bakterijska gojisca

Bakterije smo gojili v avtoklaviranem tekocem gojis¢u LB (angl. lysogeny broth),
sestavljenem iz 1-odstotnega proteinskega hidrolizata, 0,5-odstotnega kvasnega ekstrakta
in 1-odstotnega NacCl, ali na trdnem gojisc¢u LB enake sestave, ki smo mu dodali $e agar do
konéne 2-odstotne koncentracije. Ob izvajanju selekcije je bil gojis¢u dodan Se antibiotik
ampicilin v kon¢ni koncentraciji 100 pg/ml ali kanamicin (50 pg/ml). Bakterije so rasle
preko noci pri temperaturi 37 °C.

3.1.3.3 Izolacija plazmidne DNA iz prekono¢nih kultur E. coli
Za izolacijo plazmidov iz prekono¢nih kultur smo uporabljali komplete proizvajalca

Qiagen iz Nemcije. Po njegovih navodilih smo za izolacijo manjsih koli¢in plazmidne
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DNA (do 20 pg) uporabljali komplet QIAprep Spin Miniprep Kit, vecje koli¢ine plazmida
(do 100 pg) pa smo izolirali s kompletom QIAprep Spin Midiprep Kit.

3.1.3.4 Trajne kulture bakterijskih celic

Za pripravo trajnih kultur transformiranih bakterijskih celic smo kolonije z agarnih plos¢
veepili v tekoce gojis€e LB z ustreznim antibiotikom in jih gojili preko no¢i pri 37 °C.
Naslednji dan smo v zamrzovalni steklenicki kulturi dodali avtoklaviran 70-odstotni
glicerol do kon¢ne 21-odstotne koncentracije, in celice shranili pri -80 °C.

3.2 INVITRO EKSPERIMENTI NA SESALSKEM MODELU
3.2.1 Uporabljene sesalske celice

V nasih in vitro eksperimentih z sesalskimi ekspresijskimi plazmidi smo kot model
Cloveske oz. sesalske celice uporabljali dve za gojenje enostavni, hitro rastoCi, za
transfekcijo dovzetni in najpogosteje uporabljani nesmrtni humani celi¢ni liniji, HeLa in
HEK293T. Celice HeLa prvotno izvirajo iz tumorskega vzorca celic agresivnega raka
materni¢nega vratu, odvzetega pacientki Henrietti Lacks leta 1951 (Scherer in sod., 1953).
Celi¢na linija HeLa, ki smo jo uporabili pri ve€ini nasih eksperimentov, je bila darilo dr.
Morana (Moran in sod., 1996). Za potrjevanje prehodnega izrazanja zapisov za proteine
AID/APOBEC iz sesalskih ekspresijskih plazmidov smo uporabljali celicno linijo
HEK293T. Celice HEK293T izvirajo iz nesmrtne linije humanih embrionalnih ledvi¢nih
celic HEK293 (angl. human embrionic kidney cells (HEK)) (Graham in sod., 1977), in
stabilno izrazajo veliki T-antigen virusa SV40, ki ekspresijskim vektorjem z ojacevalnim
zaporedjem SV40 omogoca podvojevanje Vv transficiranih celicah, s tem pa tudi povecano
in daljso biosintezo proteinov.

3.2.1.1 Gojenje, presajanje in vzdrzevanje ¢loveskih celi¢nih kultur HeLa in HEK 293T

Celice HeLa in HEK293T smo po odmrzovanju gojili na 10-cm plos¢ah pri 37 °C v
atmosferi s 5-odstotno vsebnostjo CO, v gojiscu DMEM (angl. Dulbecco’s Modified
Eagle's Medium) z dodanim glutamatom in indikatorjem pH fenol rdece (Life
Technologies, ZDA). Gojis¢u smo dodali $e antibiotika penicilin in streptomicin (Life
Technologies, ZDA) v kon¢ni koncentraciji 100 pg/ml, vire proteinov, lipidov in rastnih
dejavnikov pa smo zagotovili z dodatkom seruma teleéjega zarodka juznoameriskega
izvora (angl. fetal bovine serum (FBS)) (Life Technologies, ZDA) do 10-odstotne kon¢ne
koncentracije. Ob izvajanju testa retrotranspozicije smo FBS juznoameriskega izvora v
gojis¢u zamenjali za FBS iz ameriSkega izvora (Life Technologies, ZDA), ker je
retrotranspozicija v prisotnosti tega seruma pogostejsa (osebna komunikacija z dr.
Moranom). Celice smo precepljali vsake 3 do 4 dni, ob dosezeni konfluentnosti, z uporabo
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raztopine rekombinantnega tripsina Tryple Select (Life Technologies, ZDA). Najprej smo
celicam odstranili staro gojis¢e in jih sprali s fosfatnim pufrom z NaCl (PBS) brez
dodanega kalcija in magnezija (Life Technologies, ZDA), nato pa celi¢ne povezave ter
povezave med celicami in podlago prekinili z dodatkom tripsina. Delovanje tripsina smo
zaustavili z dodatkom gojisca, v katerem smo celice resuspendirali, in jih v razmerju 1:10
prenesli v sveze gojisce na novi plos¢i. Da bi celice ohranili ¢im bolj podobne, smo jih ob
dosezeni 80-odstotni konfluentnosti redno zamrzovali v meSanici kompletnega gojisca z
10-odstotnim DMSO (Thermo Fisher Scientific, ZDA), ter zamrzovalne stekleni¢ke s
celicami hranili v teko¢em dusiku.

3.2.1.2 Prehodna transfekcija ¢loveskih celi¢nih kultur HeLa in HEK293T

Plazmidno DNA smo v celice vnesli s pomocjo transfekcije. Dan pred izvedbo transfekcije
smo v vsako jamico ploée s 6 jamicami nacepili po 2x10° celic. Ce smo transfekcijo
izvajali na 10-centimetrskih plog&ah, smo nacepljali po 1,6x10° celic. Po 24-urni inkubaciji
smo ustrezno koli¢ino plazmidne DNA v celice vnesli z uporabo transfekcijskega reagenta
Fugene 6 ali X-tremeGENE 9 (Roche, Svica) po navodilih proizvajalca. Celice smo nato
gojili in tretirali v odvisnosti od eksperimenta, kot je opisano spodaj in na sliki 12.

3.2.2 Imunolosko potrjevanje izraZanja zapisov za proteine po prenosu western

Po uspesni pripravi plazmidov z zapisi za proteine AID/APOBEC smo njihovo izraZanje v
sesalskih celicah potrdili z metodo prenosa western. In sicer smo z 1 pg plazmida z
zapisom za protein AID/APOBEC transficirali celice HEK293T, kjer se je protein z
oznako HA, myc, V5 ali GFP prehodno sintetiziral. Po dveh dneh inkubacije smo celice
pozeli in jih inkubirali v pufru za lizo celic (1 % NP-40, 0,1 % SDS, 150 mM NaCl, 50
mM Tris-HCI, pH 7,6) z dodano mesanico inhibitorjev proteinaz (Roche, Svica) v konéni
koncentraciji 1ul/ml 40 min pri 4 °C ob obCasnem stresanju. Proteine smo po lo¢evanju po
velikosti pod denaturirajoCimi in reducirajo¢imi pogoji v 12-odstotnem poliakrilamidnem
gelu (Thermo Fisher Scientific, ZDA) prenesli na nitrocelulozno membrano (Millipore,
ZDA) z metodo prenosa western. Membrano z vezanimi proteini smo 1 uro blokirali v 5-
odstotni raztopini posnetega mleka v pufru PBS z NaCl, nato pa jo preko noci inkubirali v
raztopini primarnih protiteles (preglednica 4) v 5-odstotnem posnetem mleku v pufru PBS
z NaCl. Po prekono¢ni inkubaciji smo nespecificno vezana protitelesa odstranili s
trikratnim 15-minutnim spiranjem membrane v 0,05-odstotni raztopini detergenta Tween
20 v pufru PBS z NaCl. Nato smo membrano inkubirali v raztopini 5-odstotnega posnetega
mleka v pufru PBS z NaCl z dodanimi sekundarnimi protitelesi s konjugirano hrenovo
peroksidazo (HRP) 1 uro pri sobni temperaturi. Nespecificno vezana sekundarna
protitelesa smo odstranili s dvakratnim 15-minutnim spiranjem membrane v 0,05-odstotni
raztopini detergenta Tween 20 v pufru PBS z NaCl. Na koncu smo membrano sprali $e z
pufrom PBS z NaCl brez detergenta, prisotnost proteinov pa zaznali z dodatkom reagenta
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ECL po navodilih proizvajalca Thermo Fisher Scientific (ZDA). Za kontrolo koli¢ine
nanesenega vzorca na gel smo uporabljali protitelesa proti hisnemu proteinu GAPDH.

Preglednica 4: Seznam protiteles, uporabljenih v nasi raziskavi

Tabel 4: List of antibodies, used in this study

Protitelo Redc¢itev | Proizvajalec

Prim. mi$ja monoklonska IgM proti HA 1:5000 Life Technologies, ZDA

Prim. misja monoklonska IgM proti myc 1:5000 Life Technologies, ZDA

Prim. misja monoklonska IgM proti V5 1:5000 Life Technologies, ZDA

Prim. mi$ja monoklonska IgM proti GAPDH 1:5000 Life technologies, ZDA

Prim. kuncja poliklonska protitelesa proti GFP 1:5000 SantaCruz, ZDA

Sek. kozja protimisja IgG, konjugirana s HRP 1:10000 Jackson ImmunoResearch, ZDA
Sek. kozja protikunéja IgG, konjugirana s HRP 1:10000 Jackson ImmunoResearch, ZDA

3.2.3 Testiranje ucinkov proteinov AID/APOBEC na retrotranspozone

Kot je opisano na sliki 12, smo ucinke proteinov AID/APOBEC na retrotranspozone

preucili iz razli¢nih vidikov.
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(A) Shema testa retrotranspozicije in vitro z retrotranspozonom, ozna¢enim z markerjem neo (Sugano in sod.,
2006). Plazmid z retrotranspozonom je opisan na sliki 10. (B) Casovna shema eksperimentov.

Figure 12: Experiments representation

Schematic representation of in vitro retrotransposition test with neo-marked retrotransposon (Sugano et al.,
2006). Retrotransposon plasmid is depicted in figure 10. (B) Experimental time scale.
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Delovanje proteinov AID/APOBEC in vlogo encimske aktivnosti pri inhibiciji
retrotranspozicije  razlicnih  retrotranspozonov smo dolocili s pomocjo testa
retrotranspozicije. Z analizami izolirane celicne DNA in RNA smo preucili, ali proteini
AID/APOBEC inhibirajo retrotranspozicijo preko zmanjSevanja relativnega Stevila
retrotranspozonske DNA ali RNA, oziroma preko povzroc¢anja hipermutacij G v A v novi
retrotranspozonski DNA. Natan¢neje so omenjene metode opisane v nadaljevanju.

3.2.3.1 Test retrotranspozicije in vitro

Test retrotranspozicije nam je omogocil spremljanje vpliva proteinov AID/APOBEC in
njihovih encimskih mutant na wudinkovitost retrotranspozicije nasega modelnega
retrotranspozona ZfL2-2 in ostalih preu¢evanih retrotranspozonov, navedenih v to¢ki 3.1.1.
Test je razvil dr. Moran (Moran in sod., 1996), potek testa pa je povzet na sliki 12.
Testiranim retrotranspozonom je bila na konec 3’-UTR dodana kaseta za odpornost proti
neomicinu, vstavljena v obratni usmeritvi glede na retrotranspozon. Nukleotidno zaporedje,
ki kodira neomicinsko fosfotransferazo, je prekinjeno z intronom 2 iz ¢loveskega gena za
y-globin. Sele po transkripciji in izrezovanju introna, Eemur sledi reverzna transkripcija in
integracija retrotranspozona na novo mesto v genomu, se lahko izrazi odpornost proti
neomicinu pod kontrolo promotorja CMV, ki uravnava tudi retrotranspozon. Test
retrotranspozicije smo izvajali v celicah HeLa. Nacepili smo jih 1 dan pred transfekcijo,
kot je opisano v tocki 3.2.1.2. Po 24-urni inkubaciji smo jih transficirali z 1 pg plazmida s
humanim retrotranspozonom L1 (Moran in sod., 1996), retrotranspozonom ZfL2-2 ribe
cebrice (Sugano in sod., 2006), ali retrotranspozonom UnalL2 (pl-29) iz jegulje (Kajikawa
in Okada, 2002) ter 1 pg plazmida z zapisom za protein AID/APOBEC, ali s praznim
vektorjem (pcDNAG6.2). Test retrotranspozicije z retrotranspozonom ZfL2-1 (Sugano in
sod., 2006) smo zaradi njegove manjSe retrotranspozicijske ucinkovitosti izvajali na 10-
centimetrskih plos¢ah in z 2,5-kratno koli¢ino transficiranih plazmidov. Kadar smo izvajali
od doze proteina AID/APOBEC odvisen test retrotranspozicije, smo uporabili od 0,01 do 2
pg plazmida z zapisom za protein AID/APOBEC. Kot ponazarja slika 12, smo dva dni po
transfekciji celice razdelili na 3 dele. 1z prve tretjine smo izolirali celicno RNA (toc¢ka
3.2.3.6), drugi dve tretjini pa smo za nadaljnje gojenje nacepili na nove 10-cm plosce za
izolacijo celicne DNA (tocka 3.2.3.2) in nadaljevanje testa retrotranspozicije. Te celice
smo za 12 dni izpostavili selekciji z antibiotikom G418 (500 pg/ml) (Life Technologies,
ZDA), ki je omogocila rast in prezivetje samo celicam, pri katerih je prislo do uspesne in
pravilne integracije retrotranspozona v genom. Rezultat testa retrotranspozicije so torej
proti neomicinu odporne kolonije, ki smo jih fiksirali z metanolom in pobarvali z barvilom
TrypanBlue. Kolonije smo nato presteli in izraCunali ucinkovitost retrotranspozicije
testiranih retrotranspozonov v prisotnosti razli¢nih proteinov AID/APOBEC. Pri izra¢unu
ucinkovitosti retrotranspozicije smo upostevali, da je retrotranspozicija v prisotnosti
praznega plazmida pcDNAG6.2 100-odstotna. Vsak eksperiment smo izvedli v vsaj treh
ponovitvah, statisticno pa smo rezultate obdelali s pomocjo t-testa. Kot negativno kontrolo
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smo pri testu retrotranspozicije izvedli transfekcijo celic HeLa samo s plazmidom z
zapisom za protein AID/APOBEC, ali pa s transpozicijsko neaktivnimi
retrotranspozonskimi plazmidi, opisanimi v tocki 3.1.1, in ustreznim plazmidom z zapisom
za protein AID/APOBEC. Po selekciji z neomicinom v skladu s pri¢akovanji nismo dobili
kolonij.

3.2.3.2 Izolacija celicne DNA in analiza novih kopij DNA retrotranspozonov L2 in L1

Vpliv proteinov AID/APOBEC na relativno Stevilo in nukleotidna zaporedja novih kopij
retrotranspozonske DNA smo dolocali z analizo izolirane celicne DNA. Tri dni po
transfekciji smo celice HeLa izpostavili selekciji s higromicinom (Life Technologies, ZDA)
v konéni koncentraciji 200 pg/ml, ki je trajala 4 dni. Nato smo iz transficiranih celic
izolirali celotno celicno DNA s kompletom DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Nemcija)
po navodilih proizvajalca. Prisotho RNA smo razgradili z dodatkom RNaze A iz govejega
pankreasa (Roche, Svica) v konéni koncentraciji 2 pg/ul. Vpliv proteinov AID/APOBEC
na relativno Stevilo kopij plazmidne DNA smo dolocali v celi¢éni DNA, ki smo jo izolirali 2
dni po transfekciji.

3.2.3.3 Dolocanje relativnega Stevila novih kopij DNA retrotranspozonov L2 in L1

Vpliv proteinov AID/APOBEC na relativno Stevilo novih kopij DNA retrotranspozonov
hL1 in ZfL2-2 v izolirani celicni DNA smo dolocali s pomocjo reakcije PCR v realnem
casu (QPCR) s kemizmom SYBR Green. PomnoZevali smo fragment neo z izrezanim vy-
intronom, dolg 117 bp. Za pomnoZevanje smo uporabili notranji zacetni oligonukleotid
Neo0210s in drugi protismerni Neol228as, ki se je prilegal na konec prvega in zacetek
drugega eksona gena neo. Tako smo pomnozili samo fragmente neo brez introna, ki so
prisotni le v novih kopijah v genom integriranih retrotranspozonov ter v njihovi cDNA. Za
normalizacijo frekvence retrotranspozicije v vsakem posameznem vzorcu smo uporabili
frekvenco dveh referen¢nih genov, ki sta v genomu v eni sami Kkopiji, in sicer gen za
superoksid dismutazo (SOD2) in gen za globin beta (HBB) (Kersting in sod., 2004). Vse
reakcijske meSanice so v konc¢nem volumnu 10 pl vsebovale Ze pripravljeno meSanico za
PCR z zelenim barvilom SYBR Green iz kompleta FastStart Essential DNA Green Master
(Roche, Svica), oba zaGetna oligonukleotida v konéni koncentraciji 500 nM, in 2,5 ng
izolirane celicne DNA. Eksperiment qPCR smo izvedli z napravo LightCycler Nano
(Roche, Svica) pri temperaturnih pogojih, prikazanih v preglednici 5.
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Preglednica 5: Pogoji reakcije qPCR
Table 5: gPCR conditions

T (°C) | Cas (s) | Hitrost segrevanja (°C/s) | St. ciklov
95 600 5 1
95 15 5
60 12 4 45
72 15 5
72 120 5 1

Talilno krivuljo smo nato pridobili s segrevanjem vzorca s 50 na 95 °C pri hitrosti 0,1 °C/s,
s ¢imer smo po koncu vsake izvedene reakcije qPCR preverili specificnost pomnoZevanja
vsakega para zacetnih oligonukleotidov. Dodatno smo odsotnost nespecificnih pomnozkov
potrdili z analizo reakcijskih meSanic z agarozno gelsko elektroforezo. Za dolocevanje
ucinkovitosti in  specifiCnosti pomnozevanja s posameznim parom zacetnih
oligonukleotidov in za korekcijo variabilnosti med posameznimi reakcijami gPCR smo
uporabili kalibratorsko genomsko DNA, izolirano iz celic HeLa, ki so bile transficirane s
plazmidom z retrotranspozonom in praznim plazmidom pcDNAG6.2. Za relativno
kvantifikacijo novih kopij retrotranspozonske DNA s pomocjo obeh referen¢nih genov
(HBB in SOD2) smo uporabili metodo, ki uposteva korekcijo uc¢inkovitosti podvojevanja,
stopnjevanje napake in normalizacijo (Vandesompele in sod., 2002). Rezultate smo
predstavili relativno na frekvenco novih kopij retrotranspozonske DNA, dolo¢eno v vzorcu
DNA iz celic, transficiranih s praznim vektorjem in vektorjem z retrotranspozonom.
Nukleotidna zaporedja uporabljenih zacetnih oligonukleotidov so v preglednici 6.

Preglednica 6: Seznam zacetnih oligonukleotidov za dolo¢anje relativnega $tevila novih kopij
retrotranspozonske DNA s gPCR
Table 6: List of primers used for q°PCR quantification of relative number of novel retrotransposon

DNA copies
Ime Nukleotidno zaporedje (5’ proti 3°)
Ne0210s CCCAATAGCAGCCAGTCCCTT
Neol1228as TGAATGAGCTCTTCAGGACGAGG

SOD2 F (Kersting in sod., 2004) | GGAGAAGCTGACGGCTGC

SOD2 R (Kersting in sod., 2004) | CCTTATTGAAACCAAGCCAACC
HBB F (Kersting in sod., 2004) | GTGAAGGCTCATGGCAAGAAAG
HBB R (Kersting in sod., 2004) | CAGCTCACTCAGTGTGGCAAAG

3.2.3.4 Dolocanje vpliva proteinov AID/APOBEC na relativno stevilo kopij
plazmidne DNA

Ucinek proteinov na relativno $tevilo kopij plazmidne DNA smo preverili z izvedbo
metode qPCR. Celice smo transficirali s plazmidoma z zapisom za retrotranspozon in
protein APOBEC, kot je opisano pri tocki 3.2.3.1. Po 48 urah smo izolirali celicno DNA in
ucinek proteinov APOBEC na transficirano plazmidno DNA dolo¢ili s pomnoZevanjem
fragmentov na posameznih plazmidih. Relativno $tevilo kopij plazmida z zapisom za
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retrotranspozon smo dolocili s pomnozevanjem 109 bp dolgega fragmenta z zacetnima
oligonukleotidoma Neo673F in Int738R, ki sta se prilegala na zapis za retrotranspozon z
intronom, prisotnim samo na plazmidni DNA. Relativno Stevilo kopij plazmida pcDNAG6.2,
ki nosi zapis za protein APOBEC, pa smo dolocili s paroma zacetnih oligonukleotidov
Blas149F/Blas248R, ki pomnozujeta 100 bp dolg del zapisa za odpornosti proti
blasticidinu. V posamezni reakciji smo uporabili 0,025 ng celotne celicne DNA, reakcijo,
normalizacijo in analizo rezultatov pa smo izvedli kot je opisano pri tocki 3.2.3.3.
Nukleotidna zaporedja uporabljenih zacetnih oligonukleotidov so v preglednicah 6 in 7.

Preglednica 7: Seznam zacetnih oligonukleotidov za dolocanje relativnega Stevila kopij plazmidne

DNA s qPCR
Table 7: List of primers used for qPCR quantification of relative number of plasmid DNA copies
Ime Nukleotidno zaporedje (5’ proti 3°)

Neo673F | CTTCAGTGACAACGTCGAGCAC
Int782R | CAGTGCTGAAACATCTCCTGGAC
Blas149F | GGGACCTTGTGCAGAACTCGT
Blas248R | GATGCCCCTGTTCTCATTTCCG

3.2.3.5 Analiza nukleotidnih zaporedij novih kopij DNA retrotranspozonov L2 in L1

Proteini APOBEC so citidin deaminaze. Ali retrotranspozicijo preprecujejo z deaminacijo
v nukleotidnem zaporedju retrotranspozona, smo preucevali s sekvenciranjem novih kopij
retrotranspozonske DNA v izolirani celi¢ni DNA. Integriteto izolirane DNA smo preverili
s pomnozevanjem gena za fosfoglicerat kinazo PGK ((angl. protein kinase, cGMP-
dependent, type 1); uradni simbol PRKG1) z zac¢etnima oligonukleotidoma PGKf in PGKr.
S parom zacetnih oligonukleotidov neo437s/1808as smo iz izolirane DNA z DNA-
polimerazo z visoko natan¢nostjo pomnozevanja iz kompleta Platinum Tagq DNA
Polymerase High Fidelity (Life Technologies, ZDA) po navodilih proizvajalca pomnozili
487 baznih parov dolge fragmente neo brez introna, ki smo jih od 1395 bp dolgih
fragmentov s $e neizrezanim intronom loc¢ili na 1-odstotnem agaroznem gelu. Fragmente
ustrezne velikosti (487 bp) smo izrezali, jih ocistili in jih vstavili v vektor pCR2.1 iz
kompleta TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Life Technologies, ZDA) preko 3'-A-
koncev, ki jih je dodala uporabljena DNA-polimeraza. Pri kloniranju fragmentov s
tehnologijo komplementarnih koncev TA smo uporabili kompetentne celice seva DH5a
(Life Technologies, ZDA), opisane v tocki 3.1.3.1. Klone z uspesno vstavljenim insertom
neo smo identificirali na osnovi bele barve s pomo¢jo modro-belega testa, kjer smo na
plosce LB z ampicilinom razmazali Se indikator X-gal do kon¢ne koncentracije 40 pg/ml,
dodatno pa prisotnost inserta neo potrdili z metodo PCR na osnovi ene same kolonije in z
uporabo para zacetnih oligonukleotidov neo437s/1808as. 1z vsaj petih posameznih klonov
smo nato izolirali plazmid pCR2.1 z insertom neo in inserte sekvencirali z uporabo
univerzalnih zacetnih oligonukleotidov pri podjetju Eurofins MWG Operon (Nemcija).
Dobljena nukleotidna zaporedja smo poravnali in analizirali s programom Hypermut (Rose
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in Korber, 2000), ki je bil posebej zasnovan za dolo¢anje mutacij G v A, znaéilnih za
delovanje proteinov A3.

3.2.3.6 lzolacija in analiza RNA retrotranspozonov L2 in L1

Ucinek proteinov AID/APOBEC na RNA retrotranspozonov ZfL2-2 in hL1 smo preverili z
metodo gPCR. Oseminstirideset ur po transfekciji celic HeLa s plazmidoma z zapisom za
retrotranspozon in protein APOBEC ali pa s praznim vektorjem kot kontrolo smo izolirali
celotno celitno RNA s pomocjo kompleta RNeasy Plus Minikit in po navodilih
proizvajalca Qiagen (Nemcdija). Vzorce izolirane RNA smo nato obdelali z DNazo 1 iz
kompleta DNA-free Kit (Life Technologies, ZDA) in s tem odstranili morebitne sledove
genomske DNA. Komplementarno DNA smo iz 1,25 pg posameznega vzorca RNA
sintetizirali z reverzno transkriptazo iz kompleta Superscript Vilo cDNA Synthesis Kit
(Life Technologies, ZDA). Vzorce cDNA smo 4000-krat red¢ili in jih nato analizirali s
gPCR. Kontaminacijo z DNA smo preverili v reakcijah z vzorci, ki smo jim dodali vse
sestavine, potrebne za reverzno transkripcijo, razen reverzne transkriptaze, kontaminacijo
izhodis¢nih raztopin pa z izvedbo reakcij brez vzorca. Vzorce cDNA smo 4000-krat red¢ili
in jih nato analizirali s gPCR. Relativno Stevilo kopij CDNA gena neo smo dolocali s
pomnozevanjem s parom zacetnih oligonukleotidov Neo673F/Int738R (preglednica 7).
Dobljene vrednosti smo normalizirali na vrednost cDNA proteina GAPDH, pomnoZene s
parom zacetnih oligonukleotidov GAPDHf/GAPDHr (preglednica 8). Reakcijski pogoji so
navedeni pod tocko 3.2.3.3.

Preglednica 8: Seznam zacetnih oligonukleotidov za dolocanje relativnega $tevila kopij
retrotranspozonske RNA s gPCR
Table 8: List of primers used for gPCR quantification of relative number of retrotransposon RNA
copies
Ime Nukleotidno zaporedje (5’ proti 3°)
GAPDHf | CAACGGATTTGGTCGTATTGG
GAPDHr | GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTA

3.2.4 Epifluorescen¢na mikroskopija

Celice HeLa smo nacepili na plosco z 6 vdolbinicami, kot je opisano pod tocko 3.2.1.2. Po
24 h smo jih transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za protein hA3AGFP in jih pustili rasti
pri standardnih pogojih 48 h. Izrazanje in funkcionalnost proteina hA3AGFP smo preverili
z opazovanjem celic pod invertnim epifluorescenénim mikroskopom Zeiss Axio Observer
Z1 (Carl Zeiss, Nemcija). Mikroskopske posnetke smo zajemali pod 200-kratno povecavo
in z uporabo ekscitacijskega filtra 470/40 in emisijskega filtra 525/50, ter s programom
AxioVision (Carl Zeiss, Nemcija).
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3.2.5 Priprava celic HelLa za analizo interakcij med proteini hA3 in RNA z metodo
pre¢nega povezovanja in koimunoprecipitacije (CLIP)

Interakcije med proteinom hA3A in RNA smo preucevali z metodo CLIP (angl. cross-
linking and immunoprecipitation). V ta namen smo na 10-cm ploi&e nacepili po 1,6x10°
celic HeLa, kot je opisano pri tocki 3.2.1.2, in jih po 24-urni inkubaciji transficirali z 10 ug
plazmida z zapisom za protein hA3AGFP ali GFP, za kontrolo pa brez plazmida. Celice
smo gojili pri standardnih pogojih 48 h, nato pa jih tripsinizirali, sprali z pufrom PBS in jih
v zamrzovalnih stekleni¢kah hitro zamrznili v teko¢em dusiku. Nato smo jih na suhem ledu
poslali na analizo v laboratorij dr. Uleta v Cambridge (Velika Britanija). Tam so metodo
CLIP izvedli, kot je opisano (Ule in sod., 2005). Na kratko, celice so najprej izpostavili
UV-svetlobi, zaradi ¢esar med proteini in njihovimi vezavnimi RNA-partnerji v celici
nastanejo kovalentne vezi. Celice so nato lizirali in lizate obdelali z DNazo |, ki razgradi
DNA. Molekule RNA, ki niso bile pre¢no povezana na proteinske vezavne partnerje, so
razgradili z dodatkom RNaze I v dveh razli¢nih koncentracijah, visoki in nizki. Proteine so
izolirali iz celi¢nih lizatov s koimunoprecipitacijo, med katero so RNA radioaktivno
oznacili. Uc¢inkovitost metode CLIP in specifi¢nost uporabljenih protiteles proti oznaki
GFP so preverjali v kontrolnih vzorcih celic, iz katerih so izolirali RNA-vezavni, s
proteinom GFP oznacen protein Cugbp?2 (angl. CUG triplet repeat, RNA binding protein 2)
(Hwang in sod., 1994), razgradnjo RNA v nasih poslanih vzorcih pa izlocili s
koimunoprecipitacijo in dokazovanjem vezave RNA na RNA-vezavni protein hnRNPc
(Konig in sod., 2010). Z vsemi izoliranimi kompleksi so na koncu izvedli SDS-PAGE in
prenos western, nitrocelulozno membrano pa izpostavili rentgenskim Zarkom in prisotnost
radioaktivno oznacene RNA zaznavali na filmu. Razli¢na velikost obmocij s pozitivnim
signalom ob uporabi razlicnih koncentracij RNaze | nakazuje, da je signal res posledica
prisotnosti kompleksa protein-RNA, ter omogoca dolocitev velikosti imunoprecipitiranega
kompleksa. V vzorcih, obdelanih z vi§jo koncentracijo RNaze I, so namre¢ na
imunoprecipitirane proteine vezane krajSe RNA, zaradi cesar kompleksi skozi
elektroforezni gel potujejo manj difuzno.
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4 REZULTATI
4.1 GENOMSKA ANALIZA NESESALSKIH VRETENCARSKIH GENOMOV

Dolgi skupki hipermutacij G v A, ki so prisotni v nukleotidnem zaporedjih $tevilnih
retroelementov v ¢loveskem in miS§jem genomu, kazejo na mutageno delovanje proteinov
A3 na retroelemente v teh genomih (Carmi in sod., 2011). Ker so proteini AID/APOBEC
prisotni tudi v nesesalskih organizmih, nas je zanimalo, ali lahko odtise delovanja
proteinov APOBEC najdemo tudi v genomih vretencarjev, Ki so se razvili pred sesalci. V
sodelovanju z nasimi sodelavci z Univerze Ban-llan iz Izraela smo zato izvedli analizo
sesalskih in nesesalskih genomov (Lindi¢ in sod. 2013). Po metodi, ki so jo razvili Carmi
in sod. (2011), smo poravnali pare nukleotidnih zaporedij ve¢ine LTR-retrotranspozonov
in ne-LTR-retrotranspozonov LINE v genomih ribe cebrice (DR) in zelenega kuscarja
anoli (AC) in rezultate primerjali s tistimi, ki smo jih dobili pri analizi LTR-
retrotranspozonov iz misjega genoma. Iskali smo skupke zaporednih hipermutacij G v A v
kodirajo¢i verigi retrotranspozonske DNA, ki nakazujejo preurejanje teh zaporedij s
protein AID/APOBEC. Proteini AID/APOBEC namre¢ specifi¢no preurejajo nekodirajoco
verigo DNA retrotranspozona, ki nastane po reverzni transkripciji (slika 8). Mutacije C v
U, ki ji proteini AID/APOBEC povzrocijo, se nato v kodirajoci verigi retrotranspozona
berejo kot G v A. Da bi izlo¢ili moZnost, da so skupki hipermutacij G v A posledica
nakljuéne mutageneze, smo kot kontrolo doloc¢ali tudi Stevilo hipermutacij C v T, katerih
frekvenca bi bila v primeru nakljuéne mutageneze podobna frekvenci mutacij G v A.

Nasa analiza je razkrila skupke zaporednih hipermutacij G v A v retrotranspozonih
analiziranih nesesalskih genomov (slika 13). Pogostost odkritih mutacij je bila primerljiva
s hipermutacijami v ne-LTR-retrotranspozonih ¢loveskih in misjih genomov (Carmi in
sod., 2011; Lindic in sod., 2013). Frekvenca hipermutacij je bila najvisja v
retrotranspozonih iz poddruzine elementov LINE, in sicer v kuscarjevih elementih LI.
Nasprotno je bila pogostost hipermutacij elementov L2 v nesesalskih genomih
zanemarljiva. Rezultati nase genomske analize so prvi dokaz mutacij G v A v DNA
retrotranspozonov nesesalskih genomov in odrazajo encimsko delovanje citidin deaminaz.
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Slika 13: In silico genomska analiza retroelementov v genomih zelenega kus¢arja anoli (AC), ribe
cebrice (DR) in misi

(A) Odstotek retroelementov v posamezni retrotranspozonski druzini z identificiranimi hipermutacijami G v
A. (B) Odstotek hipermutiranih mest pri posamezni druzini. P-vrednost=1e-8, prag=8.

Figure 13: In silico genome analysis of retroelements present in green anole lizard (AC), zebrafish

(DR) and mouse genome
(A) Percentage of edited elements with G-to-A clusters identified in each retrotransposon family. (B)
Percentage of edited sites in each family. P-value=1e-8, Threshold=8.
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4.2 TEST MUTAGENOSTI S PROTEINI AID/APOBEC

Citidin deaminazno aktivnost trenutno dostopnih proteinov AID/APOBEC, prisotnih v
organizmih iz analiziranih nesesalskih genomov, smo v sodelovanju z dr. Marusko Budi¢
preverili s testom mutagenosti v bakterijah E. coli (slika 14), kot je opisano v Lindi¢ in
sod. (2013). V bakterijah smo izrazili naslednje proteine: AID (zfAID), A2a (zfA2a) in
A2b (zfA2b) iz ribe cebrice ter dve naravni varianti proteina Ala iz zelenega kuscarja anoli
(lizAlaF3 in lizA1aF8). Za pozitivno kontrolo smo uporabili humani protein AID, za
negativno pa prazen plazmid. Mutacije v genu za RNA-polimerazo B smo po izrazanju
proteinov AID/APOBEC v E. coli dolocili s Stetjem proti rifampicinu odpornih kolonij
(Severi in sod., 2011; Wang in sod., 2011) in dolo¢itvijo frekvence mutacij.
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Slika 14: Testiranje mutagenosti razli¢nih proteinov AID/APOBEC v bakteriji E. coli

(A, C) Frekvenca proti rifampicinu odpornih mutantov v kulturah seva E. coli KL16 (ung™) transformiranega
s plazmidi z zapisi za proteine AID/APOBEC, ali s praznim vektorjem. Vsaka tocka predstavlja frekvenco
mutacij v posamezni prekono¢ni kulturi, z nakazano mediano. (B, D) Frekvence mutant v kulturah seva E.
coli BW310 (ung-1) v prisotnosti AID/APOBEC ali praznega vektorja. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05,
enosmerna ANOVA z Bonferronijevo prilagoditvijo.

Figure 14: Results of E. coli mutator assay performed with various AID/APOBEC proteins

(A, C) Frequencies of Rif® mutants in cultures of E. coli KL16 (ung") carrying AID/APOBEC expression
plasmids or the vector control. Each point represents the mutation frequency of an independent overnight
culture. The median mutation frequencies are indicated. (B, D) Mutation frequencies E. coli BW310 (ung-1)
cultures expressing AID/APOBEC or a vector control. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, one-way ANOVA
with Bonferroni adjustment.
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Pri bakterijah z izrazenim proteinom A2b iz ribe cebrice Smo zaznali 12-krat, pri proteinu
AID iz ribe cebrice 5,6-krat in pri humanem proteinu AID 4-krat povecano frekvenco
mutacij. Podobno mutageno aktivnost proteina AID iz ribe cebrice so opazili ze MacDuff
in sod. (2009). Najvi§jo frekvenco mutacij sta povzrocili dve naravni varianti kuscarjevega
proteina Ala: 77-kratno povecanje smo zaznali v prisotnosti variante Ala F3 (R73K,
Y116C), 156-kratno pa v prisotnosti variante Ala F8 (N53D). Frekvenca mutacij se je v
odsotnosti uracil DNA-glikozilaze (UDG), encima, ki sodeluje pri popravljanju mutacij v
genomski DNA, Se povecala (slika 14, B in D). Nasi rezultati potrjujejo, da so proteini A2b
in AID iz ribe cebrice ter kuScarjeva proteina Ala F3 in Ala F8 moc¢ni mutatorji DNA in
tako tudi potencialni preurejevalci analiziranih nesesalskih genomov.

4.3 VPLIV PROTEINOV AID/APOBEC NA UCINKOVITOST
RETROTRANSPOZICIJE

4.3.1 Ucinkovitost retrotranspozicije elementov ZfL2-2, hL1, ZfL2-1 in UnaL2 v
celicah HelLa

Vse retrotranspozone, ki smo jih uporabili v nasi raziskavi in so opisani pod toc¢ko 3.1.1,
smo najprej preizkusili v ucinkovitosti retrotranspozicije v celi¢ni kulturi v odsotnosti
proteinov AID/APOBEC. Kljub temu, da so bili vsi retrotranspozicijsko aktivni v celicah
HelLa, smo v primerjavi z udinkovito retrotranspozicijo humanega elementa L1 (hL1)
opazili nizjo osnovno raven retrotranspozicije elementa L2 iz ribe cebrice (ZfL2-2) in
jegulje (Unal2) (slika 15). Ucinkovitost retrotranspozicije elementa Unal2 je bila
priblizno 20-krat nizja kot ucéinkovitost elementa ZfL2-2, najnizjo pa smo opazili pri
elementu ZfL2-1, kar se sklada z Ze opazenim (Sugano in sod., 2006).

ZfL2-2 ZfL2-1 Unal2

Slika 15: Prikaz rezultatov testiranja ucinkovitosti retrotranspozicije z gemom neo oznacenih
retrotranspozonov v celicah HeLa

Stevilo proti neomicinu odpornih kolonij odraza osnovno raven retrotranspozicije stirih razliénih
retrotranspozonov, testiranih v nasi raziskavi.

Figure 15: Results of retrotransposition efficiency testing of neo-marked retrotransposons used in this
study, in HelLa cells

The number of neomycin resistant colonies represents the basal retrotransposition rate of four different
retrotransposons, tested in our study.
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4.3.2 Ucinek proteinov AID/APOBEC iz ribe cebrice na retrotranspozicijo elementov
ZfL2-2, hL1 in ZfL2-1

Da bi ugotovili, ali lahko proteini AID/APOBEC, kodirani v genomu ribe cebrice,
inhibirajo retrotranspozicijo, smo z njimi izvedli test retrotranspozicije, kot je prikazano na
sliki 12. Na kratko, celice HelLa smo transficirali s plazmidi z zapisi za proteine zfA2a,
zfA2b, zfAID ali z encimskim mutantom proteina zfAID (zfAID C102A) ter s predstavniki
retrotranspozonskih kladov L1 in L2, in sicer z retrotranspozonoma ribe cebrice ZfL2-2 in
ZfL2-1 ter s c¢loveskim retrotranspozonom hL1. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili
humani protein A3A (hA3A), ki je ucinkovito znizal retrotranspozicijo testiranih
elementov L1 in L2, medtem ko je bil u¢inek proteinov AID/APOBEC iz ribe cebrice
zanemarljiv (slika 16A). Izrazanje zapisov za proteine iz transficiranih plazmidov smo
potrdili v sesalskem celiénem modelu HEK293T (slika 16B).
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Slika 16: U¢inek proteinov AID/APOBEC iz ribe cebrice na retrotranspozicijo retrotranspozonov
ZfL2-2, hL1 in ZfL2-1 v celicah HeLa

(A) Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon in z 1 pg plazmida z
zapisom za proteine AID/APOBEC. Po selekciji z neomicinom smo proti neomicinu odporne kolonije
fiksirali, pobarvali in presteli, relativno u¢inkovitost retrotranspozicije pa izraunali glede na $tevilo kolonij,
ki so zrastle v prisotnosti praznega plazmida (100-odstotna ué¢inkovitost retrotranspozicije). Slika prikazuje
povpre¢ne vrednosti + standardne deviacije (SD) za vsaj 3 neodvisne eksperimente. ***P<0,001, **P<0,01,
*P<0,05, t-test. (B) Izrazanje s proteinsko 0znako myc oznacenih proteinov iz ribe cebrice smo potrdili v
celicah HEK293T, za kontrolo nanosa pa smo uporabili protitelesa proti proteinu GAPDH.

Figure 16: The effect of the zebrafish APOBEC proteins on the retrotransposition of ZfL2-2, hL1 and
ZfL.2-1 retrotransposons in HelL a cells

(A) Hela cells were co-transfected with 1 pg of target retrotransposon plasmid and 1 pg of effector plasmids
encoding AID/APOBEC protein. After G418 selection, neo-resistant colonies were fixed, stained and
counted, and relative retrotransposition was calculated by setting the value for retrotransposon plasmid, co-
transfected with an empty pcDNAG6.2 vector, as 100 %. Data are the means + standard deviations (SD) for at
least three independent experiments. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, t-test. (B) Successful expression of
myc epitope-tagged zebrafish proteins in mammalian cells was confirmed in the HEK293T model. GAPDH
was used as a loading control.
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Zanemarljivo majhen ucinek na stopnjo retrotranspozicije retrotranspozona hL1 smo sicer
opazili pri proteinu zfA2a. Prav tako nizek uc¢inek na element hLL1 smo zaznali pri proteinu
zfAID, kar je Ze bilo opazeno, in sicer pri izvedbi testa retrotranspozicije s porocevalnim
proteinom GFP v celicah HEK293T (MacDuff in sod., 2009). Encimski mutant proteina
zfAID ni imel ucinka na nobenega od testiranih retrotranspozonov. Nasi rezultati
nakazujejo, da imajo proteini AID/APOBEC iz ribe cebrice zanemarljiv ucinek na
retrotranspozicijo elementov ZfL2-2, hL1 in ZfL2-1 v celicah HeLa. V skladu s tem so
predlagali druge fizioloske funkcije ribjih proteinov AID/APOBEC, kot je na primer

v w

sod., 2010; Vonica in sod., 2011).
4.3.3 Ucinek kuScarjevega proteina Al na retrotranspozicijo elementa hL1 in ZfL.2-2

Glede na hipermutacije DNA, ki smo jih odkrili v kuscarjevem genomu, in visoko
encimsko aktivnost njegovih proteinov Al (Severi in sod., 2011; Lindi¢ in sod., 2013),
smo predvidevali, da kus¢arjevi proteini Al zavirajo retrotranspozicijo. Da bi preverili to
hipotezo, smo dve v naravi prisotni izoobliki kus¢arjevega proteina Ala (F3 in F8) testirali
v prisotnosti ne-LTR-retrotranspozonov hL1 in ZfL2-2 (slika 17). Za pozitivho kontrolo
smo uporabili humana proteina Al in A3A, za katera je bilo ze dokazano, da inhibirata
element hL1 (Bogerd in sod., 2006a; Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006; Ikeda in
sod., 2011). Opazili smo, da ucinkovitost retrotranspozicije elementa hL1 v prisotnosti
proteina lizAlaF3 pade na 80 odstotkov, v prisotnosti proteina lizAlaF8 pa celo na 60
odstotkov, in da je njun ucinek na retrotranspozicijo elementa hL1 primerljiv z u¢inkom
humanega proteina Al. V nasprotju z u¢inkom na element hL1 pa inhibitornega ucinka
testiranih proteinov Al na ribji ZfL2-2 nismo zaznali. Nasi rezultati nakazujejo, da proteini
A1, tako kuscarjevi kot humani, na razli¢ne retrotranspozone LINE delujejo razli¢no in da
kuscarjev protein Ala zavira retrotranspozicijo elementa hLL1 v celicah Hela, kar nakazuje
njegovo zasc€itno vlogo proti retroelementom.
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Slika 17: U¢inek kuscarjevih in humanega proteina A1 na retrotranspozicijo retrotranspozonov
ZfL2-2 inhL1

(A) Celice HelLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon in z 1 pg plazmida z
zapisom za proteine APOBEC. Test retrotranspozicije smo izvedli in rezultate obdelali kot je opisano pri sliki
16. Slika prikazuje povpre¢ne vrednosti = SD za vsaj 3 neodvisne eksperimente. ***P<0,001, **P<0,01,
*P<0,05, t-test. (B) Izrazanje s proteinsko 0znako myc oznacenih kuséarjevih proteinov smo potrdili v
celicah HEK293T, za kontrolo nanosa pa smo uporabili protitelesa proti proteinu GAPDH.

Figure 17: The effect of lizard and human Al proteins on the retrotransposition of ZfL2-2 in hL1
retrotransposons

(A) Hela cells were co-transfected with 1 ug of indicator retrotransposon plasmid and 1 ug of effector
plasmids encoding APOBEC proteins. Retrotransposition assay was performed and results processed as
described in Figure 16. Data are the means £ SD for at least three independent experiments. ***P<0.001,
**P<0.01, *P<0.05, t-test. (B) Successful expression of myc epitope-tagged lizard proteins in mammalian
cells was confirmed in the HEK293T model. GAPDH was used as a loading control.

4.3.4 Ucinek humanega in kus¢arjevega proteina Al na retrotranspozon ZfL2-1, Ki
zapisuje za ORF1p

Glavna razlika med retrotranspozonoma hL1 in ZfL2-2 je v prisotnosti zapisa za protein
ORFlp pri elementu hL1. 1z tega smo sklepali, da proteini Al za inhibicijo
retrotranspozicije elementov LINE potrebujejo protein ORF1p. Da bi sklep preverili, smo
nabor proteinov  APOBEC iz tocke 4.3.3 testirali v testu retrotranspozicije z
retrotranspozonom ZfL2-1 (Sugano in sod., 2006). Retrotranspozon ZfL2-1 iz ribe cebrice
kodira protein ORF1p z esterazno domeno, ki je ohranjena pri elementih CR1 in L2
(Sugano in sod., 2006). V tem se razlikuje od elementov L1, katerih proteini ORF1p imajo
namesto esterazne domene RNA-prepoznavni motiv (Khazina in Weichenrieder, 2009).
Kljub temu pa naj bi protein ORF1p elementa ZfL2-1 opravljal iste funkcije in imel enake
lastnosti kot protein OFR1p elementa hL1 (Nakamura in sod., 2012). Kot ze pri testu
retrotranspozicije z elementom hL1, ki zapisuje za ORF1lp (slika 17), smo tudi z
elementom ZfL2-1 zaznali 30-odstotni padec uéinkovitosti retrotranspozicije v prisotnosti
humanega in kus¢arjevih proteinov Al (slika 18), kar nakazuje, da je prisotnost proteina
ORFIp kriticnega pomena za inhibicijo retrotranspozicije s proteini Al.
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Slika 18: Uc¢inek kuscarjevih in humanega proteina Al na retrotranspozicijo retrotranspozona Zf1.2-1
(vsebuje ORF1p) v celicah HeLa

Celice HelLa smo transficirali z 2,5 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon in 2,5 pg plazmida z zapisom
za proteine APOBEC. Test retrotranspozicije smo izvedli in rezultate obdelali kot je opisano pri sliki 16.
Slika prikazuje povpre¢ne vrednosti £ SD za vsaj 3 neodvisne eksperimente. ***P<0,001, **P<0,01, t-test.
Figure 18. The effect of lizard and human Al proteins on the retrotransposition of ORF1p-encoding
ZfL2-1 retrotransposon in Hel a cells

HelLa cells were co-transfected with 2.5 pg of indicator retrotransposon plasmid and 2.5 pg of effector
plasmids ecoding APOBEC proteins. Retrotransposition assay was performed and results processed as
described in Figure 16. Data are the means + SD for three independent experiments. ***P<0.001, **P<0.01,
t-test.

4.3.5 Uc¢inek humanih proteinov A3 na retrotranspozicijo elementa ZfL.2-2

Ceprav je bila inhibitorna aktivnost proteinov A3 Ze dokazana za §tevilne retroelemente
razli¢nega izvora (Dutko in sod., 2005; Esnault in sod., 2005; Schumacher in sod., 2005;
Bogerd in sod., 2006b), njihovo delovanje na retrotranspozone L2 $e ni znano. Glede na
ucinek humanega proteina A3A (hA3A), ki smo ga opazili pri testu retrotranspozicije z
elementi ZfL2-2 in ZfL2-1 (slike 16-18), smo predvidevali, da so tudi preostali proteini A3
potencialni inhibitorji elementov L2 in da razlike med elementi L1 in L2 ne vplivajo na
njihovo inhibitorno delovanje. Da bi preverili naso hipotezo, smo testirali u¢inek vseh
humanih proteinov A3 (hA3) na dva ribja elementa L2, in sicer element Zf2-2 iz ribe
cebrice in L2 iz jegulje (UnaL2) (Kajikawa in Okada, 2002), oba pa primerjali z u¢inkom
na element hL1 (Moran in sod., 1996). Najvecji inhibitorni u¢inek na retrotranspozicijo
elementov L2 sta imela proteina hA3A in hA3B (slika 19). Protein hA3A je namre¢ znizal
ucinkovitost retrotranspozicije elementa ZfL.2-2 na 5, elementa UnaL2 pa na 10 odstotkov,
protein hA3B pa na 35 oz. 25 odstotkov. Tudi proteina hA3C in hA3F sta inhibirala
retrotranspozone L2, vendar sta imela v primerjavi s proteinoma hA3A in hA3B man;jsi
ucinek.
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Slika 19: U¢inek proteinov A3 na retrotranspozicijo ribjih retrotranspozonov ZfL2-2 in UnalL2

(A) Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za protein APOBEC in z 1 pg plazmida z
zapisom za retrotranspozon ZfL2-2, UnaL2 ali hL1. Test retrotranspozicije smo izvedli in rezultate obdelali
kot je opisano pri sliki 16. Slika prikazuje povprecne vrednosti + SD za vsaj 3 neodvisne eksperimente.
***pP<(,001, **P<0,01, *P<0,05, t-test. (B) Izrazanje s proteinsko oznako HA, myc ali V5 oznacenih
proteinov iz (A) smo potrdili v celicah HEK293T, za kontrolo nanosa pa smo uporabili protitelesa proti
proteinu GAPDH. (C) ponazarja fiksirane in pobarvane proti neomicinu odporne kolonije, ki predstavljajo
rezultate iz (A).

Figure 19: The effect of A3 proteins on ZfL2-2 and UnaL2 retrotransposition

(A) HelLa cells were co-transfected with 1 pg of APOBEC protein encoding plasmid and 1 pg of ZfL2-2,
UnalL2 and hL1 retrotransposon plasmid. Retrotransposition assay was performed and results processed as
described in Figure 16. Data are the means + SD for at least three independent experiments. ***P<0.001,
**P<0.01, *P<0.05, t-test. (B) Successful expression of HA, myc or V5 epitope-tagged proteins from (A)
was confirmed in the HEK293T model. GAPDH was used as a loading control. (C) shows fixed and stained
neomycin resistant colonies representing results compiled in (A).

Nasprotno pa misji protein A3 (mA3) in humani proteini hA 1, hA3G (slika 19), ter hA3D,
hA3H, hA3H-L, hAID in hA2 (slika 20) niso inhibirali retrotranspozonov L2. Za protein
A3H smo test izvedli z divjim tipom proteina (haplotip I) in njegovim mutantom hA3H-L,
ki se zaradi odsotnosti prezgodnjega stop kodona izrazi v protein polne dolzine (210 ak)
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(Dang in sod., 2008). V celicah HEK293T smo lahko zaznali samo izraZzanje mutanta
hA3H-L, divjega tipa proteina hA3H pa ne (slika 20), tako kot poroc¢ajo Dang in sod.
(2008). Inhibitorno aktivnost proteina hA3H proti retrotranspozonu hL1 so zaznali le za
protein hA3H-Var haplotipa Il (Muckenfuss in sod., 2006; Kinomoto in sod., 2007; Tan in
sod., 2009), ki pa nam na zalost ni bil dostopen. Tudi rezultati raziskav inhibicije elementa
hL1 s proteinom hA3D si nasprotujejo, saj nekatere skupine porocajo o mocni inhibiciji
(Niewiadomska in sod., 2007), nekatere o delni (Kinomoto in sod., 2007), spet druge pa
ucinka proteina hA3D na retrotranspozicijo elementa hL1 niso zaznale (Stenglein in
Harris, 2006). Mi smo opazili zanemarljivo majhen ucinek proteina hA3D na element hL1,
ucinka na element L2 pa ne.
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Slika 20: U¢inek humanih proteinov hA2, hAID, hA3D in hA3H-L na retrotranspozicijo elementa
ZfL2-2

(A) Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za humani protein AID/APOBEC in z 1 pg
plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL2-2 ali hL1. Test retrotranspozicije smo izvedli in rezultate
obdelali kot je opisano pri sliki 16. Slika prikazuje povpreéne vrednosti £ SD za vsaj 3 neodvisne
eksperimente. *P<0,05, t-test. (B) Izrazanje s proteinsko 0znako V5 oznaéenih proteinov iz (A) smo potrdili
v celicah HEK293T, za kontrolo nanosa pa smo uporabili protitelesa proti proteinu GAPDH.

Figure 20: The effect of human hA2, hAID, hA3D and hA3H-L proteins on ZfL2-2 retrotransposition
(A) HelLa cells were co-transfected with 1 pg of retrotransposon plasmid and 1 pg of plasmid encoding
human AID/APOBEC protein. Retrotransposition assay was performed and results processed as described in
Figure 16. Data are the means = SD for at least three independent experiments. *P<0.05, t-test. (B)
Successful expression of V5 epitope-tagged proteins from (A) was confirmed in the HEK293T model.
GAPDH was used as a loading control.

Dokazali smo torej, da proteini hA3 inhibirajo elemente L2 (slikel6-19) v podobnem
obsegu kot element hL1 (Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod.,
2006; Stenglein in Harris, 2006; Niewiadomska in sod., 2007) in da so najmocnejsi
inhibitorji retrotranspozona ZfL2-2 v celicah HeLa humani proteini A3A, A3B, A3C in
A3F. Proteini A3 torej za razliko od proteinov Al inhibirajo tako element hL1 kot tudi
element ZfL2-2, in sicer s podobno ucinkovitostjo.
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4.3.6 Pomen ohranjenega aktivnega mesta proteina hA3A za inhibicijo
retrotranspozona ZfL2-2

Ker so humani proteini A3 inhibirali tako retrotranspozone L1 kot tudi L2, smo
predvidevali, da so za inhibicijo retrotranspozicije obeh elementov LINE potrebne
podobne strukturne lastnosti proteinov A3. Iz literature je znano, da protein hA3A za
inhibicijo elementa hL1 potrebuje integriteto aktivnega mesta (Bogerd in sod., 2006b;
Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod., 2006). Ali enako velja tudi za inhibicijo
retrotranspozona ZfL2-2, smo preverili s testiranjem dveh mutant v aktivnem mestu
proteina hA3A, in sicer mutant hA3A E72A in hA3A CC101, 106AA, ki sta encimsko
neaktivni (Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006). Mutacije v aktivnem mestu so
povzrocile popolno izgubo inhibitorne aktivnosti proteina hA3A proti elementu ZfL2-2
(slika 21), kar smo dodatno potrdili z od doze odvisnim testom retrotranspozicije (slika
21B). Ali je za zaviranje retrotranspozicije elementa ZfL2-2 potrebna encimska aktivnost
proteina hA3A, smo preudili s testiranjem dveh mutant v ohranjenem citidin deaminaznem
zaporedju, in sicer encimsko aktivne mutante FO5L in encimsko neaktivne mutante F75L,
ki obe inhibirata replikacijo z adenovirusom povezanega virusa (Narvaiza in sod., 2009).
Opazili smo, da sta obe mutanti u¢inkovitost retrotranspozicije elementa Zfl.2-1 zmanjsali
kar za 60 odstotkov (slika 21, A in C). Nasi rezultati torej nakazujejo, da je ohranjeno
aktivno mesto proteina A3A nujno za uspeSno inhibicijo retrotranspozona Zf1.2-2,
encimska aktivnost pa za to ni potrebna.
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Slika 21: U¢inek mutacij v skupnem zaporedju enodomenskega proteina hA3A na njegovo sposobnost
inhibicije retrotranspozona ZfL2-2

(A) Celice HelLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL.2-2 in z 1 pg plazmida z
zapisom za protein hA3A ali njegove mutante. Prehodno izrazanje s proteinsko oznako HA oznalenega
proteina hA3A in njegovih mutantov smo potrdili v celicah HEK293T, za kontrolo nanosa pa smo uporabili
protitelesa proti proteinu GAPDH. (B, C) Od doze proteina hA3A odvisen test retrotranspozicije, izveden z 1
pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL2-2 in razli¢nimi koli¢inami plazmida z zapisom za protein
hA3A in njegovih encimsko neaktivnih mutantov (B), ali njegovih mutantov v skupnem zaporedju (C). Test
retrotranspozicije smo izvedli in rezultate obdelali kot je opisano pri sliki 16. Slika prikazuje povprecne
vrednosti = SD za vsaj 3 neodvisne eksperimente. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05, t-test. Prikazana je tudi
encimska aktivnost posameznega proteina, in sicer: +, CDA; -, nima CDA; 1 (Chen in sod., 2006); 2
(Narvaiza in sod., 2009).

Figure 21: Consensus site mutations effect on single domain hA3A protein inhibitory activity against
ZfL.2-2 retrotransposition

(A) HelLa cells were co-transfected with 1 pg of retrotransposon ZfL.2-2 plasmid and 1 pg of plasmid
encoding the hA3A effector or its mutants. Transient expression of HA epitope-tagged A3A protein and its
mutants was confirmed in the HEK293T model. GAPDH was used as a loading control. (B, C) Dose-
dependent inhibition experiments using 1 pg of retrotransposon ZfL2-2 encoding plasmid and different
amounts of hA3A encoding plasmid and its catalytic mutants (B) or its consensus site mutants (C).
Retrotransposition assay was performed and results processed as described in Figure 16. Data are the means
+ SD for at least three independent experiments. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, t-test. Enzymatic activity
of each protein is designated. +, CDA,; -, no CDA,; 1 (Chen in sod., 2006); 2 (Narvaiza in sod., 2009).
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4.3.7 Pomen encimske aktivnosti humanega proteina hA3B za inhibicijo
retrotranspozona ZfL2-2

Da bi ugotovili, ali je encimska aktivnost humanega proteina A3B (hA3B) potrebna za
inhibicijo retrotranspozona ZfL2-2, kot je bilo opaZzeno pri inhibiciji elementa hL1 (Bogerd
in sod., 2006b; Stenglein in Harris, 2006), smo testirali razli¢ne mutante proteina hA3B v
testu retrotranspozicije. Protein hA3B ima dve domeni CDA. Prva, N-kon¢na domena
(hNA3B) naj bi opravljala funkcijo vezave nukleinskih kislin, druga, C-kon¢na domena
(hCA3B) pa naj bi bila odgovorna za encimsko aktivnost (Bogerd in sod., 2006b; Bogerd
in sod., 2007). V nasi raziskavi smo opazili, da obe delecijski mutanti zavirata
retrotranspozicijo elementa ZfL2-2 tako uc¢inkovito kot divji tip proteina hA3B (slika 22).
Ker izrazanja mutante hNA3B nismo uspeli zaznati v sesalskih celicah, smo njen u¢inek
potrdili z izvedbo od doze odvisnega testa retrotranspozicije (slika 22B). Encimska
mutanta hNA3B v ohranjenem zaporedju (hNA3B E68Q) je popolnoma izgubila svoj
zaviralni uéinek proti retrotranspozonu ZfL.2-2 (slika 22A). Nasprotno sta mutanti hA3B
E68Q in hA3B E255Q (Bogerd in sod., 2006b) vsaj deloma ohranili svojo inhibitorno
aktivnost proti elementu ZfL2-2, medtem ko je dvojna encimsko neaktivna mutanta A3B
EE68, 255QQ popolnoma izgubila svojo aktivnost. Iz rezultatov lahko zaklju¢imo, da je za
inhibicijo retrotranspozicije elementa ZfL2-2 s proteinom hA3B potrebna encimska
aktivnost vsaj ene domene, skratka, da je inhibitorno delovanje proteina hA3B proti
elementu ZfL2-2 odvisno od encimske aktivnosti.
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Slika 22: Ucinek mutacij v skupnih zaporedjih dvodomenskega proteina hA3B na njegovo sposobnost
inhibicije retrotranspozona ZfL2-2

(A) zgoraj: Celice HelLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL.2-2 in 1 pg
plazmida z zapisom za protein hA3B ali njegove mutante. (A) spodaj: Prehodno izrazanje s proteinsko
oznako HA ali myc oznaenih proteinov smo potrdili v celicah HEK293T, za kontrolo nanosa pa smo
uporabili protitelesa proti proteinu GAPDH. Prikazana je tudi encimska aktivnost posameznega proteina, in
sicer: +, CDA; -, nima CDA; 1 (Bogerd in sod., 2006b). (B) Od doze proteina hA3B odvisen test
retrotranspozicije izveden z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL.2-2 in razli¢nimi koli¢inami
plazmida z zapisom za protein hA3B in njegovega mutanta hNA3B. Test retrotranspozicije smo izvedli in
rezultate obdelali kot je opisano pri sliki 16. Slika prikazuje povpre¢ne vrednosti + SD za vsaj 3 neodvisne
eksperimente. ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05, t-test.

Figure 22: The effect of consensus region mutations on the inhibitory activity of double domain hA3B
protein on ZfL2-2 retrotransposition

(A) Hela cells were co-transfected with 1 pg of retrotransposon ZfL.2-2 plasmid and 1 pg of effector plasmid
coding the hA3B effector or its mutants. Transient expression of HA or myc epitope-tagged proteins was
confirmed in the HEK293T model. GAPDH was used as a loading control. Enzymatic activity of each
protein is designated. +, CDA; -, no CDA; 1 (Bogerd in sod., 2006b). (B) Dose-dependent inhibition
experiments using 1 pg of retrotransposon ZfL.2-2 encoding plasmid, and different amounts of plasmids
encoding hA3B and its hNA3B mutant. Retrotransposition assay was performed and results processed as
described in Figure 16. Data are the means + SD for at least three independent experiments. ***P<0.001,
**P<0.01, *P<0.05, t-test.

4.4 VPLIV PROTEINOV AID/APOBEC NA RELATIVNO STEVILO NOVIH KOPIJ
RETROTRANSPOZONSKE DNA IN RNA

4.4.1 Vpliv proteinov hA3 na relativno $tevilo novih kopij DNA retrotranspozona
ZfL2-2

Humana proteina A3A in A3B inhibirata retrotranspozicijo elementa hL1 preko zniZevanja
Stevila novih kopij DNA retrotranspozona hL1 (Stenglein in Harris, 2006; Kinomoto in
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sod., 2007; Niewiadomska in sod., 2007; Bulliard in sod., 2011). Da bi ugotovili, ali
uporabljata podoben mehanizem tudi za inhibicijo elementa ZfL2-2, smo ucinek obeh
proteinov in njunih mutantov na koli¢ino novih kopij DNA elementa ZfL.2-2 dolo¢ili z
metodo qPCR (slika 9). Celice, uspesno transficirane z retrotranspozonskim plazmidom,
smo namnozili ob selekciji s higromicinom. Iz njih smo izolirali celotno celiéno DNA,
nato pa pomnozevali nove kopije retrotranspozonske DNA po reverzni transkripciji in
izrezovanju introna. To smo izvedli z uporabo zacetnih oligonukleotidov, ki so se prilegali
na ekson neomicinskega gena. Tako smo lahko pomnozili kopije retrotranspozona ZfL.2-2,
na novo integrirane v genomu, prav tako pa tudi iz njih prepisane cDNA, ki se $e niso
vgradile v genom. Nasi rezultati nakazujejo, da proteina hA3A in hA3B znizata relativno
stevilo novih kopij DNA elementa ZfL2-2 (slika 23).
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Slika 23: Ulinek proteinov A3 na relativno $tevilo novih kopij DNA retrotranspozona ZfL2-2 v celicah
HelLa

(A) Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL.2-2 ali hL1 in z 1 pg
plazmida z zapisom za protein A3. Po 4-dnevni selekciji s higromicinom smo izolirali celotno celi¢no DNA
in jo analizirali s qPCR. Specifi¢no smo pomnoZzevali fragment neo brez introna, njegovo relativno §tevilo pa
normalizirali na vrednost v istem vzorcu prisotnih referen¢nih genov HBB in SOD2. Dobljene vrednosti za
posamezne vzorce smo normalizirali na vrednosti negativnih kontrol, pridobljenih s celicami, transficiranimi
s praznim vektorjem. Slika prikazuje povpreéne vrednosti £ SD dveh neodvisnih eksperimentov. (B)
prikazuje analizo pomnoZenih fragmentov z AGE. **P<0,01, t-test. NT, netransficirane celice; kalibrator,
DNA izolirana iz celic transficiranih s plazmidom z zapisom za retrotranspozon in s praznim plazmidom, ki
nam je sluzila za odpravljanje razlik med posameznimi reakcijami.

Figure 23: The effect of hA3 proteins on the relative number of novel ZfL2-2 DNA copies in HeLa cells
(A) HelLa cells were transfected with plasmids encoding ZfL2-2 or hL1 retrotransposon and A3 effector
plasmids (1 pg of each). After 4 days of hygromicin selection, total cellular DNA was extracted and
subjected to gPCR. An amplicon from the spliced neo cassette was specifically amplified, and its relative
number normalized to the value of two reference genes, SOD2 and HBB. Negative control values obtained
with cells transfected with an empty vector were set as 1. Histogram bars represent the means + SD from two
independent experiments. (B) represents AGE analysis of the amplified fragments. **P<0.01, t-test. NT,
untransfected cells. Kalibrator, DNA isolated from cells transfected with plasmid encoding retrotransposon
and an empty plasmid used to prevent variability between runs.
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Encimsko neaktivna mutanta proteina hA3A, ki nista inhibirala retrotranspozicije elementa
ZfL2-2 (slika 21), nista vplivala niti na relativno Stevilo novih kopij DNA elementa ZfL2-2
(slika 23). Nasprotno je encimsko neaktiven mutant hNA3B, ki je moc¢no inhibiral
retrotranspozicijo elementa ZfL2-2 (slika 22), znizal relativno Stevilo novih kopij DNA
retrotranspozona ZfL2-2 v enaki meri kot divji tip proteina hA3B (slika 23). Na$a analiza
gPCR se torej ujema z rezultati testa retrotranspozicije (slike 19-22) in nakazuje, da
humana proteina hA3A in hA3B inhibirata retrotranspozicijo elementa ZfL2-2 z
znizevanjem relativnega Stevila novih kopij DNA retrotranspozona ZfL2-2.

4.4.1.1 Vpliv proteinov hA3 na relativno stevilo kopij plazmidne DNA

Humani proteini A3 naj bi v celici razgrajevali tujo DNA (Stenglein in sod., 2010). Da bi
preucili, ali je opazen ucinek proteinov A3 na retrotranspozicijo posledica razgradnje
transficirane plazmidne DNA, smo izvedli analizo s qPCR (slika 24). V vzorcih celi¢ne
DNA smo vpliv proteinov A3 na relativno Stevilo kopij plazmida ZfL2-2 ali plazmida
pcDNAG6.2 dolocali, kot je opisano pod tocko 3.2.3.4. 1z rezultatov zaklju¢ujemo, da pri
nasih eksperimentalnih pogojih proteina hA3A in hA3B nimata signifikantnega u¢inka na
relativno Stevilo kopij plazmidne DNA. V skladu s tem so Bulliard in sod. (2011) opazili,
da je ucinek proteina hA3A na raven plazmidne DNA v primerjavi z u¢inkom na inhibicijo
elementa hL1 signifikantno $ibkejsi (Bulliard in sod., 2011).
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Slika 24: Vpliv proteinov hA3 na relativno $tevilo kopij plazmidne DNA

Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL2-2, ali praznim vektorjem
pPcDNAG.2, in z 1 pg plazmida z zapisom za protein hA3. Dva dni po transfekciji smo izolirali celotno
celiéno DNA in uéinek proteinov hA3 na relativno Stevilo kopij plazmidne DNA ocenili s gqPCR. Specifi¢no
smo pomnozevali del fragmenta neo z intronom, ki je prisoten na plazmidu ZfL2-2, ali fragment, ki je del
zapisa za odpornost proti blasticidinu na plazmidu pcDNAG6.2. Relativno Stevilo kopij plazmida smo
normalizirali na vrednost v istem vzorcu prisotnih referenénih genov HBB in SOD2. Dobljene vrednosti za
posamezne vzorce smo normalizirali na vrednosti negativnih kontrol, pridobljenih s celicami, transficiranimi
s praznim vektorjem. Slika prikazuje povpreéne vrednosti =+ SD dveh neodvisnih eksperimentov. ***P <
0,001, t-test. NT, netransficirane celice.

54



Lindi¢ N. Protivirusni proteini APOBECS3 in njihova vloga pri inhibiciji retrotranspozicije retrotranspozona LINE2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Figure 24: The effect of hA3 proteins on the relative number of plasmid DNA

HelLa cells were co-transfected with 1 pg of the target plasmids encoding ZfL.2-2 retrotransposon, or an
empty vector pcDNAG6.2, and 1 pg of the hA3-encoding plasmid. Two days after transfection, total cellular
DNA was extracted and the effect of hA3 proteins on plasmid DNA was estimated by gqPCR. Neo-intron
spanning fragment present in ZfL2-2 plasmid, or a part of the blasticidin encoding gene present in the
pcDNAG.2 vector, were specifically amplified. Their relative numbers were normalized to the values of two
reference genes, SOD2 and HBB. Negative control values obtained with cells transfected with an empty
vector were set as 1. Histogram bars represent the means + SD from two independent experiments. ***P <
0.001, t-test. NT, untransfected cells.

4.4.1.2 Vpliv proteinov hA3 na relativno stevilo kopij retrotranspozonske RNA

Nadalje smo preucili, ali proteini A3 vplivajo na izrazanje retrotranspozonske RNA, Ki se
sintetizira s plazmida, vstavljenega v celice. V ta namen smo 2 dni po transfekciji izolirali
RNA iz celic, transficiranih s plazmidoma z retrotranspozonom ZfL2-2 in proteinom hA3
ali njihovimi mutanti, kot je opisano pod toc¢ko 3.2.3.6. Izolirano RNA smo obratno
prepisali v cDNA in s gPCR dolog¢ili relativno Stevilo fragmentov neo z intronom, ki se
izrazajo S plazmida ZfL2-2 (slika 25).
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Slika 25: Vpliv proteinov hA3 na relativno Stevilo kopij retrotranspozonske RNA

Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL2-2 in z 1 pg plazmida z
zapisom za proteina hA3A in hA3B ter njune mutante. 2 dni po transfekciji smo iz celic izolirali RNA in
udinek proteinov hA3 na retrotranspozonsko RNA ocenili s qPCR in specifi¢énim pomnozevanjem fragmenta
neo z intronom, ki se izraza s plazmida. Relativno $tevilo kopij ZfL2-2 cDNA smo normalizirali na vrednost
v istem vzorcu prisotne referenéne cDNA gena GAPDH. Dobljene vrednosti za posamezne vzorce smo
normalizirali na vrednosti negativnih kontrol, pridobljenih s celicami, transficiranimi s praznim vektorjem.
Slika prikazuje povpreéne vrednosti + SD dveh neodvisnih eksperimentov. **P < 0,01, t-test. NT,
netransficirane celice.

Figure 25: The effect of hA3 proteins on the relative number of ZfL2-2 RNA copies

Hela cells were co-transfected with 1 pg of the target plasmids encoding ZfL.2-2, and with 1 pg of plasmid
encoding hA3A and hA3B proteins and their mutants. 2 days after transfection, RNA was isolated, cDNA
was synthesised, and the effect of hA3 proteins on retrotransposon expression from the transfected plasmid
was measured by specific amplification of the neo-intron spanning fragment with gPCR. The relative
numbers of ZfL2-2 cDNA were normalized to those obtained after amplification of GAPDH cDNA. Values
obtained with RNA from cells transfected with an empty vector were set as 1. Histogram bars represent the
means + SD of two independent experiments. **P < 0.01, t-test. NT, untransfected cells.
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Kot je Ze bilo opazeno v primeru elementa hL1 (Bulliard in sod., 2011), proteina hA3A in
hA3B ali njune mutante niso imele opaznega vpliva na relativno stevilo ZfL2-2 RNA,
zaradi Cesar lahko izklju¢imo moznost, da bi bila opaZena inhibicija retrotranspozicije
posledica vpliva proteinov A3 na izrazanje retrotranspozonske RNA s plazmidov.

4.4.2 Vpliv kus¢arjevih in ribjih proteinov APOBEC na relativno $tevilo novih kopij
DNA retrotranspozonov ZfL2-2 in hL1

Da bi dolo¢ili u¢inek kuséarjevih in humanega proteina A1 na relativno Stevilo novih kopij
DNA retrotranspozonov LINE, smo izvedli gPCR na podoben nacin, kot je Ze opisano
zgoraj za proteine hA3 (4.4.1). Nobena izmed naravnih variant ku$carjevega proteina Ala
(F3 in F8) ni imela signifikantnega ucinka na relativno $tevilo novih kopij DNA hL1 in
ZfL2-2 (slika 26).
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Slika 26: Uc¢inek ribjih in ku$¢arjevih proteinov APOBEC na relativno Stevilo novih kopij DNA
retrotranspozona ZfL2-2 ali hL1 v celicah HelLa

(A) Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL2-2 ali hL1 in z 1 pg
plazmida z zapisom za protein APOBEC. Po 4-dnevni selekciji s higromicinom smo izolirali celotno celi¢no
DNA in jo analizirali s qPCR. Reakcijo smo izvedli in rezultate obdelali kot je opisano pri sliki 23. Slika
prikazuje povpreéne vrednosti £ SD dveh neodvisnih eksperimentov. ***P < 0,001, t-test. NT,
netransficirane celice. (B) prikazuje analizo pomnoZzenih fragmentov z AGE. NT, netransficirane celice;
kalibrator, DNA izolirana iz celic transficiranih z plazmidom z zapisom za retrotranspozon in s praznim
plazmidom, ki nam je sluzila za odpravljanje razlik med posameznimi reakcijami.

Figure 26: The effect of zebrafish and lizard APOBEC proteins on the relative copy number of novel
ZfL2-2 and hL1 DNA in HelLa cells

(A) HeLa cells were transfected with plasmids encoding ZfL2-2 or hL1 retrotransposon and APOBEC
effector plasmids (1 pg of each). After 4 days of hygromicin selection, total cellular DNA was extracted and
subjected to qPCR. Reaction was performed and results processed as described in Figure 23. Histogram bars
represent the means + SD from two independent experiments. (B) represents AGE analysis of the amplified
fragments. ***P < 0.001, t-test. NT, untransfected cells. Kalibrator, DNA isolated from cells transfected with
plasmid encoding retrotransposon and an empty plasmid used to prevent variability between runs.

Opazili smo tudi, da v skladu z rezultati testa retrotranspozicije (slika 16) proteina A2a in
A2b iz ribe cebrice nimata u¢inka na relativno $tevilo novih kopij DNA hL1 in ZfL2-2.
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Nasi rezultati nakazujejo, da proteini Al ne inhibirajo retrotranspozicije elementa hL1
preko zmanjsanja relativnega Stevila novih kopij DNA retrotranspozona hL1.

4.4.2.1 Vpliv proteinov Al na relativno stevilo kopij plazmidne DNA

Da bi preucili, ali je opazeni ucinek proteinov Al na retrotranspozicijo elementa hL1
posledica razgradnje plazmidne DNA, ki smo jo s transfekcijo vstavili v celice, smo izvedli
analizo s gPCR (slika 27) kot je opisano pod tocko 3.2.3.4. Nasi rezultati nakazujejo, da
testirani proteini Al ne razgrajujejo plazmidne DNA.
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Slika 27: Vpliv proteinov Al na relativno $tevilo kopij plazmidne DNA

Celice HelLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon hL1 in z 1 pg plazmida z
zapisom za protein APOBEC. Dva dni po transfekciji smo izolirali celotno celicno DNA in uéinek proteinov
APOBEC na koli¢ino plazmidne DNA ocenili s gPCR. Specificno smo pomnozevali del fragmenta neo z
intronom, Ki je prisoten na plazmidu hL1. Relativno $tevilo kopij plazmida smo normalizirali na vrednost v
istem vzorcu prisotnih referen¢nih genov HBB in SOD2. Dobljene vrednosti za posamezne vzorce smo
normalizirali na vrednosti negativnih kontrol, pridobljenih s celicami, transficiranimi s praznim vektorjem.
Slika prikazuje povpreéne vrednosti + SD dveh neodvisnih eksperimentov. ***P < 0,001, t-test. NT,
netransficirane celice.

Figure 27: The effect of Al proteins on the relative copy number of plasmid DNA

Hela cells were co-transfected with 1 pg of the target plasmids encoding hL1 retrotransposon and 1 pg of the
APOBEC-encoding plasmid. Two days after transfection, total cellular DNA was extracted and the effect of
APOBEC proteins on plasmid DNA was estimated by gPCR. Neo-intron spanning fragment present in hL1
plasmid was specifically amplified. Its levels was normalized to the level of two reference genes, SOD2 and
HBB. Negative control values obtained with cells transfected with an empty vector were set as 1. Histogram
bars represent the means + SD from two independent experiments. ***P < 0.001, t-test. NT, untransfected
cells.

4.4.2.2 Vpliv proteinov Al na relativno stevilo kopij retrotranspozonske RNA
Vpliv proteinov Al na relativno $tevilo kopij hL1 RNA smo v vzorcih RNA iz celic,
transficiranih s plazmidom z retrotranspozonom hL1 in humanim ali ku$¢arjevim

proteinom Al, izkljuéili s gPCR (slika 28), kot je opisano zgoraj (tocka 4.4.1.2) za proteine
A3.
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Slika 28: Vpliv proteinov Al na relativno Stevilo kopij hL1 RNA

Celice HelLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon hL1 in z 1 pg plazmida z
zapisom za protein Al. Dva dni po transfekciji smo iz celic izolirali RNA, sintetizirali cDNA in u¢inek
proteinov Al na hL1 RNA ocenili s gPCR in specifiénim pomnoZevanjem fragmenta neo z intronom, ki se
izraZa iz plazmida. Relativno $tevilo kopij hL1 cDNA smo normalizirali na vrednost v istem vzorcu prisotne
referenéne cDNA gena GAPDH. Dobljene vrednosti za posamezne vzorce smo normalizirali na vrednosti
negativnih kontrol, pridobljenih s celicami, transficiranimi s praznim vektorjem. Slika prikazuje povpreéne
vrednosti + SD dveh neodvisnih eksperimentov. *P < 0.05, t-test. NT, netransficirane celice.

Figure 28: The effect of Al proteins on the relative number of hL1 RNA copies

HelLa cells were co-transfected with 1 pg of the target plasmids encoding hL1 and with 1 pg of plasmid
encoding Al proteins. Two days after transfection RNA was isolated, cDNA was synthesised, and the effect
of Al proteins on hL1 expression from the plasmid was measured by specific amplification of the neo-intron
spanning fragment with qPCR. The relative numbers of hL1 cDNA were normalized to those obtained after
amplification of GAPDH cDNA. Values obtained with RNA from cells transfected with an empty vector
were set as 1. Histogram bars represent the means = SD of two independent experiments. *P < 0.05, t-test.
NT, untransfected cells.

4.5 VPLIV PROTEINOV AID/APOBEC NA NUKLEOTIDNA ZAPOREDJA NOVIH
KOPIJ DNA RETROTRANSPOZONOV ZfL2-2 IN hL1

Predhodne raziskave na novih kopijah DNA retrotranspozona hL1, ki nastajajo v
prisotnosti proteinov hA3A, hA3B in hAl, niso razkrile hipermutacij (Bogerd in sod.,
2006b; Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod., 2006; Ikeda in sod., 2011). Ali tudi v nasi
raziskavi testirani proteini AID/APOBEC iz ribe cebrice, kuscarja, misi ali cloveka
zavirajo retrotranspozicijo elementov ZfL2-2 in hL1 brez hipermutiranja, smo ugotavljali z
dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja novih kopij DNA (slika 29).
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Slika 29: Udinek proteinov AID/APOBEC na nukleotidna zaporedja novih kopij DNA elementov
ZfL2-2 inhL1

Celice HeLa smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom AID/APOBEC protein in z 1 pg plazmida z
zapisom za (A) retrotranspozon ZfL2-2, ali (B) za retrotranspozon hL1. Po 4-dnevni selekciji s higromicinom
smo izolirali celotno celicno DNA in z uporabo zacetnih oligonukleotidov neo437s in neo1808as pomnozili
fragmente neo. Daljse kopije fragmentov neo smo od tistih brez introna lo¢ili z AGE. Fragmente neo brez
introna smo vstavili v vektor pCR2.1, in sekvencirali vsaj 5 neodvisnih klonov. Analizo mutacij smo izvedli s
programskim paketom Hypermut (Rose in Korber, 2000). N, stevilo sekvenciranih baz.
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Figure 29: The effect of AID/APOBEC protein on sequences of the novel ZfL2-2 and hL1 DNA copies
HelLa cells were co-transfected with 1 pg of the effector plasmids encoding the respective AID/APOBEC
protein and 1 pg of the target plasmids encoding (A) ZfL2-2, or (B) hL1 retrotransposon. After 4 days of
hygromycin selection, the total cellular DNA was isolated. Neo fragments were amplified with primers
neo437s and neo1808as. Intronless neo fragments were separated from unspliced neo fragments by AGE.
The spliced neo fragments were inserted into the pCR2.1 cloning vector and at least 5 independent clones
were sequenced. Mutation analysis was performed using the Hypermut software (Rose in Korber, 2000). N,
total number of bases.

V analiziranih kopijah retrotranspozonskih DNA nismo zaznali porasta §tevila mutacij G v
A, kar nakazuje, da proteini AID/APOBEC, testirani v nasi raziskavi, med procesom
retrotranspozicije niso povzrocili mutacij v novih kopijah retrotranspozonske DNA. Kljub
temu, da razgradnje mutiranih kopij s strani gostitelja ne moremo popolnoma izkljuciti,
na$i rezultati nakazujejo, da nove kopije DNA retrotranspozonov ZfL2-2 in hL1, ki so
nastale v prisotnosti testiranih proteinov AID/APOBEC, niso hipermutirane.

4.6 ANALIZA INTERAKCIJ MED PROTEINI A3 IN RNA V CELICI

Proteini AID/APOBEC so RNA-vezavni proteini (Gallois-Montbrun in sod., 2007,
Niewiadomska in sod., 2007; Chiu in Greene, 2008; Lovsin in Peterlin, 2009), ki naj bi bili
vpleteni tudi v metabolizem RNA (Wichroski in sod., 2006; Goodier in sod., 2007; Huang
in sod., 2007). V nasi raziskavi smo se osredotocili na protein hA3A, za katerega je bila Ze
potrjena interakcija z RNA retrotranspozona hL1 (Niewiadomska in sod., 2007). Da bi
potrdili njegovo RNA-vezavno aktivnost in posledi¢no identificirali njegove RNA-vezavne
partnerje v celici, smo v sodelovanju z laboratorijem dr. Uleta (Cambridge, Velika
Britanija) izvedli analizo z metodo CLIP.

4.6.1 Potrjevanje izraZanja in funkcionalnosti konstrukta hA3AGFP

Izrazanje zapisa za protein hA3A, oznacen s proteinom GFP, smo najprej potrdili v modelu
HEK?293T, funkcionalnost oznake GFP pa z analizo celic HelLa, transficiranih s
plazmidom z zapisom za konstrukt hA3AGFP, pod epifluorescenénim mikroskopom.
Ucinek proteina hA3AGFP na retrotranspozicijo elementa Zfl.2-2 je bil primerljiv z
ucinkom divjega tipa proteina hA3A (slika 30).
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Slika 30: Potrjevanje izraZzanja in funkcionalnosti konstrukta hA3AGFP

Celice HEK293T (A) ali celice HeLa (B) smo transficirali z 1 pg plazmida z zapisom za protein hA3AGFP.
A) Izrazanje zapisa za protein hA3SAGFP smo potrdili s prenosom western in z uporabo protiteles proti
oznaki GFP, za kontrolo pa smo uporabili protitelesa proti proteinu GAPDH. (B) Funkcionalnost oznake
GFP smo potrdili s pomo¢jo epifluorescenénega mikroskopiranja. (C) Celice HeLa smo transficirali z 1 pg
plazmida z zapisom za protein hA3AGFP in z 1 pg plazmida z zapisom za retrotranspozon ZfL.2-2. Test
retrotranspozicije smo izvedli in rezultate obdelali kot je opisano pri sliki 16. Slika prikazuje povpreéne
vrednosti + SD za tri neodvisne eksperimente. ***P<0,001, **P<0,01, t-test.

Figure 30: hA3AGFP construct expression and functionality confirmation

HEK293T (A) or HeLa (B) cells were transfected with 1 pg of plasmid encoding the hA3AGFP protein. (A)
Transient expression of hA3AGFP protein was confirmed by western bloting using anti-GFP antibody, while
GAPDH was used as a loading control. (B) Fluorescent microscopy was used to confirm the GFP-tag
functionality of the hA3AGFP protein. (C) HeLa cells were co-transfected with 1 ug of hA3AGFP encoding
plasmid and 1 pg of retrotransposon ZfL.2-2 plasmid. Retrotransposition assay was performed and results
processed as described in Figure 16. Data are the means = SD for three independent experiments.
***p<(0.001, **P<0.01, t-test.

4.6.2 ldentifikacija RNA-vezavnih partnerjev proteina hA3A v celici

Celice Hela, transficirane s plazmidom z zapisom za protein hA3SAGFP ali protein GFP,
ter kontrolne netransficirane celice smo po 2-dnevni inkubaciji zamrznili in jih poslali v
laboratorij dr. Uleta, kjer so naSe vzorce analizirali z metodo CLIP. Po ustvarjanju pre¢nih
povezav med proteini in RNA z izpostavljanjem celic UV-svetlobi so celice lizirali,
obdelali z DNazo | in RNazo I, ter s celi¢nimi lizati izvedli imunoprecipitacijo (IP), med
katero so RNA radioaktivno oznacili in nato precipitirane komplekse prenesli na
nitrocelulozno membrano, kjer so dolodili prisotnost radioaktivno oznacene RNA (slika
31A). Prisotnost RNA so zaznali pri pozitivnih kontrolah, t.j. pri RNA-vezavnih proteinih,
ki so jih imunoprecipitirali iz svojih vzorcev celic (protein Cugbp2, oznacen z GFP), ter iz
naSih vzorcev (protein hnRNPc). Da se je na$ protein hA3AGFP res vezal na protitelesa
proti oznaki GFP, so potrdili z analizo lizatov pred in po inkubaciji s protitelesi (slika 31B).
Rezultati nakazujejo, da protein hA3AGFP pod nasimi eksperimentalnim pogoji ne veze
RNA.
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Slika 31: Preucevanje sposobnosti proteina hA3AGFP za vezavo RNA z metodo CLIP

(A) prikazuje radioaktivni signal RNA na nitrocelulozni membrani po IP, radioaktivnem oznacevanju RNA
in detekciji z avtoradiografijo, v lizatih razli¢nih celic. (B) prikazuje zmanjSanje koli¢ine tar¢nih proteinov v
lizatu po IP. NT, netransficirane celice; V, visoka, ali N, nizka koncentracija RNaze I; +, lizat pred IP; -, lizat
po IP.

Figure 31: The RNA binding ability of A3A protein as detected by CLIP

(A) shows the radioactive RNA signal detected on nitrocellulose membrane after IP, radioactive RNA
labelling and autoradiography in different cell lysates. (B) shows depletion of the target proteins after IP. NT,
untransfected cells; V, high, or N, low RNAse | concentration; +, lysate before IP; -, lysate after IP.
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5 RAZPRAVA

Zaradi svoje integracije v genom so retrotranspozoni obi¢ajno Skodljivi za svojega
gostitelja. Nova integracija se pri ¢loveku zgodi na vsakih 10 do 100 Zivih rojstev
(Kazazian in sod., 1988; Brouha in sod., 2003) in lahko pripelje do razvoja $tevilnih
bolezni (Hancks in Kazazian, 2012). Da bi stabilizirali genom, so gostitelji med evolucijo
razvili veC strategij za omejevanje razmnozevanja transpozicijskih elementov in virusov.
Mednje spadajo tudi mutacije s pomocjo preurejanja DNA in/ali RNA, ki jih omogocajo
proteini AID/APOBEC. Njihovi ucinki so razvidni v genomih ¢loveka in misi, kjer so
odkrili Stevilne hipermutacije G v A, ki so znacilne za encimsko delovanje proteinov A3.
Nase genomske analize razkrivajo, da so hipermutacije G v A prisotne tudi v genomih
zivali, ki so se v evoluciji razvile pred sesalci, in sicer v genomu zelenega kuscarja anoli,
kar kaze na prisotnost encimsko aktivnih proteinov AID/APOBEC (ali drugih deaminaz).
Ugotovili smo, da so proteini AID/APOBEC iz testiranih nesesalskih genomov encimsko
aktivni, zato so tudi mozni hipermutatorji testiranih genomov. Prav tako smo dokazali, da
je proteini A1l iz zelenega kuscarja anoli inhibitor retrotranspozicije, kar nakazuje, da se je
vloga proteinov AID/APOBEC v obrambi stabilnosti genoma razvila ze pri amniontih.
Ugotovili smo, da humani proteini A3 inhibirajo tako retrotranspozon L1 kot L2, kar
nakazuje, da je njihovo delovanje neodvisno od nukleotidnega zaporedja retrotranspozona
in od njihove encimske aktivnosti. Nasprotno so proteini Al, tako kuScarjevi kot humani,
inhibirali retrotranspozone, ki nosijo zapis za proteina ORF1p, kar kaze, da se mehanizem
delovanja proteinov Al in A3 proti retrotranspozonom LINE razlikuje.

5.1 PRISOTNOSTI HIPERMUTACH GV AV NESESALSKIH GENOMIH

Proteini AID/APOBEC so prisotni pri vseh vretencarjih, vendar pa se njihova distribucija,
evolucija in funkcije razlikujejo (slika 32). Dokaze encimskega delovanja proteinov
AID/APOBEC, hipermutacije G v A, najdemo v nukleotidnih zaporedjih $tevilnih LTR- in
ne-LTR-retrotranspozonov v ¢loveskem in misjem genomu (Carmi in sod., 2011). Ker pa
so proteini AID/APOBEC prisotni tudi pri nesesalskih vretencarjih, smo v nasi raziskavi v
sodelovanju z raziskovalci iz univerze Bar-llan (Izrael) poskusali identificirati skupke
hipermutacij G v A v retrotranspozonih nesesalskih genomov, in sicer v genomu ribe
cebrice in zelenega kuscarja anoli (Lindi¢ in sod., 2013). Odkrili smo hipermutacije v
kuscarjevih elementih L1 (slika 13), kar je prvi dokaz preurejanja retrotranspozonskih
zaporedij v genomih pred sesalci (Lindi¢ in sod., 2013). Ceprav je raven hipermutacij, ki
smo jih zaznali v analiziranih genomih, nizka, pa vseeno odraza prisotnost encimsko
aktivnih proteinov AID/APOBEC (ali drugih deaminaz) v analiziranih genomih. To
potrjujejo tudi rezultati bakterijskih testov mutagenosti, izvedenih v bakteriji E. coli, kjer
so se proteini AID, A2a in A2b iz ribe cebrice, kuscarjeva proteina Ala (Lindi¢ in sod.,
2013) in Alb (Severi in sod., 2011) ter Stevilni drugi vretencarski proteini AID (MacDuff
in sod., 2009) in sesalski Al (Ikeda in sod., 2011) izkazali kot aktivni mutatorji bakterijske
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DNA in bi zato lahko bili povzrocitelji hipermutacij, ki smo jih opazili v analiziranih
nesesalskih genomih.

Najve¢ hipermutacij G v A med analiziranimi nesesalskimi genomi smo opazili v genomu
zelenega kusScarja anoli, in sicer v nukleotidnih zaporedjih elementov L1 (Lindi¢ in sod.
2013), kar je glede na to, da imajo vsi retroclementi v kuscarjevem genomu podobno
evolucijsko dinamiko, zelo zanimivo. Stevilni LTR- in ne-LTR-elementi v genomu
kuscarja so namrec¢ $e vedno aktivni in zelo raznoliki (Kordis in sod., 2006; Novick in sod.,
2009; Piskurek in sod., 2009), vendar pa so predstavniki posameznih druzin prisotni v zelo
majhnem S$tevilu kopij. To nakazuje, da je stopnja fiksacije novih kopij v genom zelo nizka
in da je delovanje gostiteljevih zas¢itnih dejavnikov zelo mo¢no. Eden izmed njih bi lahko
bil pred kratkim odkriti ku$¢arjev protein Al (Severi in sod., 2011), ki v in vitro
bakterijskem testu kaze mo¢no DNA-mutatorsko aktivnost (Lindi¢ in sod., 2013; Severi in
sod., 2011).

Na splosno naSe analize niso pokazale velikega Stevila hipermutiranih retrotranspozonov
L1 v analiziranih genomih ribe cebrice in zelenega kuscarja anoli v primerjavi s
kontrolnim mi§jim genomom. Pri placentalnih sesalcih sta sicer prisotna tako element L1
kot tudi L2, vendar pa je aktiven samo se L1. V skladu s tem so v nukleotidnih zaporedjih
placentalnih elementov L1 prisotni $tevilni skupki hipermutacij, S posebno v misjem
genomu, Kjer je aktivnih kar 3000 kopij L1 (Goodier in sod., 2001), v primerjavi z
¢loveskim, kjer je takih le 100 (Brouha in sod., 2003). Kljub temu, da smo analizirali zelo
veliko Stevilo zaporedij, v elementih L2 v analiziranih genomih nismo nas$li hipermutacij.
Mozno je sicer, da mutacij nismo mogli zaznati, ker je element L2 pri vi§jih sesalcih v fazi
vertikalne inaktivacije (Lander in sod., 2001; Lovsin in sod., 2001), kar lahko vodi v
naklju¢no mutagenezo, zaradi Cesar z naSo metodo, ki i§Ce Ciste skupke zaporednih mutacij
G v A, slednjih ne bi uspeli zaznati. Zanimivo je, da evolucijska dinamika elementov L2
sovpada z razvojem proteinov A3 (slika 32). Aktivni retrotranspozoni L2 namre¢ obstajajo
pri ribah, dvozivkah, plazilcih in monotremih (Lovsin in sod., 2001; Kajikawa in Okada,
2002; Warren in sod., 2008; Piskurek in sod., 2009; Hellsten in sod., 2010), pri vrecarjih in
placentalnih sesalcih pa zacneta njihovo Stevilo in aktivnost padati, tako da v ¢loveSkem
genomu najdemo samo $e fosilizirane ostanke elementov L2 (Lander in sod., 2001; Lovsin
in sod., 2001).
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Slika 32: Filogenetski prikaz odnosov med razli¢nimi proteini AID/APOBEC in retrotranspozonskimi
druzZinami LINE pri vretencarjih

Narasc¢anje Stevila proteinov AID/APOBEC sovpada z nizanje raznovrstnosti retrotranspozonov LINE tekom
evolucije vretenCarjev. Ena enota na ¢asovni lestvici predstavlja 100 milijonov let (mio). Modra barva
ponazarja organizme, katerih genome in proteine AID/APOBEC smo analizirali v nasi raziskavi. Oranzna in
zelena Crta predstavljata sporadi¢no prisotnost proteinov Al in A5. Podatke za izris drevesa smo povzeli po
nasi raziskavi in po Lander in sod. (2001), Lovsin in sod. (2001), Conticello in sod. (2005), Rogozin in sod.
(2005), Sodergren in sod. (2006), Bohne in sod. (2008), Conticello (2008), Kordis (2009), Novick in sod.
(2009), Piskurek in sod. (2009) in Severi in sod. (2011).

Figure 32: A phylogenetic relationships representation of AID/APOBEC proteins and LINE
retrotransposon families in various vertebrates

A rising number of AID/APOBEC family members coincides with the reduction of diversity among the
LINE retrotransposons during the vertebrate evolution. Blue marks in silico analysed genomes and ex vivo
AID/APOBEC proteins tested in this study. Orange and green line show sporadic presence of Al and A5
proteins, respectively. One unit on the timeline represents 100 millions of years (mio). Data was derived from
this and from previous studies (Lander in sod., 2001; Lovsin in sod., 2001; Conticello in sod., 2005; Rogozin
in sod., 2005; Sodergren in sod., 2006; Bohne in sod., 2008; Conticello, 2008; Kordis, 2009; Novick in sod.,
2009; Piskurek in sod., 2009; Severi in sod., 2011).

V nasi raziskavi smo opazili, da ¢loveski proteini A3 inhibirajo retrotranspozon L2 v enaki
meri kot hL1, kar nakazuje, da so proteini A3 tekom evolucije inaktivirali elemente L2 v
genomih sesalcev, ali pa, da so prednisSki proteini AID/APOBEC preferen¢no inhibirali
retrotranspozon L2 pred elementom L1 in je preurejanje sesalskih elementov L1 morda za
gostitelja pomenilo neko evolucijsko prednost, zaradi ¢esar se je element L1 tako zelo
raz$iril v genomih sesalcev, medtem ko je bil L2 inaktiviran.

V primerjavi z genomom misi, ki smo ga analizirali za kontrolo, smo v nesesalskih
genomih opazili, da je preurejanje LTR-elementov zelo $ibko oz. ni¢no (Lindi¢ in sod.,
2013). To nakazuje, da inhibicija LTR-elementov z mehanizmom deaminacije prevladuje
pri sesalcih, kar potrjujejo tudi analize na novo integriranih kopij LTR-retrotranspozonov v
mi§jem in ¢loveSskem genomu, ki temeljijo na testu retrotranspozicije in kazejo obSirne
hipermutacije (Esnault in sod., 2008). Mozno je seveda, da hipermutacij v nesesalskih
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LTR-elementih nismo zaznali zaradi visoke aktivnosti nesesalskih proteinov
AID/APOBEC, ki je tekom evolucije vodila v popolno neprepoznavnost ali celo izloCitev
LTR-elementov iz nesesalskih genomov. Ce pa upostevamo, da imajo sesalski proteini A3
izredno mocan zaviralen ucinek na retrotranspozicijo endogenih in eksogenih retrovirusov,
ki je poleg tega Se odvisen od encimske aktivnosti (Chiu in Greene, 2008), lahko
sklepamo, da se je aktivnost proteinov AID/APOBEC proti endogenim in eksogenim
virusom razvila Sele s pojavom sesalcev in dosegla najvecjo aktivnost pri ¢loveku.

Vzrokov za opazeno sporadi¢no hipermutiranje retrotranspozonov v vretencarskih
genomih bi lahko bilo ve¢. Nasa metoda analize genomov zaznava samo nedavne dogodke
preurejanja DNA okvirne starosti 2 milijona let. Zato bi bila lahko naSa izhodiS¢na
nukleotidna zaporedja, ki smo jih uporabili za analizo, Ze v starejsi evolucijski preteklosti
mutirana do take mere, da z naSo metodo ne moremo ve¢ prepoznati hipermutacij G v A.
Identificirane hipermutacije so lahko tudi fosilni ostanki dogodkov v preteklosti, zaradi
Cesar inhibitorne aktivnosti proteinov AID/APOBEC ne sovpadajo s hipermutacijami v
genomih vretencarjev. Vzrok je lahko tudi v sporadi¢ni prisotnosti nekaterih proteinov
AID/APOBEC, kot na primer Al, A4, in A5 (slika 32), ki so prisotni in aktivni samo pri
nekaterih vrstah, kar pomeni, da so se pojavili Sele pred kratkim, ali pa so se izgubili iz
drugih organizmov. Druga moznost pa je, da proteini AID/APOBEC preferencno oziroma
specifiéno preurejajo samo nukleotidna zaporedja dolo¢enih retrotranspozonov, na druga
pa delujejo preko od deaminacije neodvisnih mehanizmov, kot nakazuje nasa raziskava.

5.2 INHIBITORNA AKTIVNOST PROTEINOV Al PROTI RETROELEMENTOM
IZVIRA PRI AMNIONTIH

Prvi proteini AID/APOBEC se v evoluciji pojavijo pri ribah (slika 32). Pri ribi cebrici so
nasli protein AID in dve izoobliki proteina A2, proteina A2a in A2b, medtem ko proteinov
Al ali A3 ni (Conticello, 2008). Da bi ugotovili, ali inhibitorna aktivnost proteinov
AID/APOBEC proti retroelementom obstaja ze pri ribah, smo vse proteine AID/APOBEC
iz ribe cebrice testirali v in vitro testu retrotranspozicije na predstavniku retrotranspozonov
L1, elementu hL1, in na predstavnikoma retrotranspozonov L2, elementoma ZfL2-2 in
ZfL2-1. Njihova aktivnost proti testiranim elementom LINE je bila zanemarljiva (slika 16),
kar sovpada z naSimi genomskimi analizami, kjer pri ribi cebrici nismo odkrili
signifikantnega Stevila hipermutacij ne v elementih L1 in tudi ne v elementih L2. Opazili
smo sicer rahel uéinek proteina zfAID na element hL1, o ¢emer porocajo ze MacDuff in
sod. (2009). Ne izkljuCujemo moznosti, da z nasim testom retrotranspozicije v sesalski
celicni liniji nismo wuspeli zaznati dejanskega ucinka proteinov ribe cebrice na
retrotranspozicijo, saj lahko v procesu retrotranspozicije elementa ZfL2-2 vlogo igra tudi
gostitelj (Ichiyanagi in sod., 2007). Na zalost pri preliminarnih in vivo raziskavah, v katerih
smo retrotranspozicijo spremljali ob utiSanju izrazanja proteinov AID/APOBEC v zarodkih
rib cebric, nismo zaznali nobenega dogodka retrotranspozicije (Lovs$in, 2010), zato ne
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moremo izkljuciti moznosti, da proteini AID/APOBEC vseeno inhibirajo retrotranspozicijo
elementa ZfL2-2 in vivo, ali pa inhibirajo druge, pri ribi cebrici aktivne retrotranspozone.
Kljub temu pa z ozirom na Stevilne raziskave, kjer so ze dolocili druge fizioloSke vloge
proteinov zfAID, zfA2a in zfA2b, povezane z razvojem mi$ic in embrionalnim razvojem,
predvsem pa z uravnavanjem izrazanja genov (Rai in sod., 2008; Etard in sod., 2010;
Vonica in sod., 2011; Abdouni in sod., 2013), nasi rezultati nakazujejo, da se je inhibitorna
aktivnost proteinov AID/APOBEC razvila kasneje v evoluciji vretencarjev. Zato smo se
osredotocili na naslednji trenutno dostopen protein AID/APOBEC na evolucijski lestvici,
nedavno odkriti kuséarjev protein Al (Severi in sod., 2011). Ugotovili smo, da kuséarjev
protein Al zavira retrotranspozicijo elementa hL1 v celicah HelLa, kar nakazuje, da se je
obrambna funkcija proteinov APOBEC razvila ze pri plazilcih. Nasi rezultati skupaj z
dejstvom, da je Stevilo v genomu fiksiranih novih kopij retrotranspozonov kljub njihovi
visoki in nedavni aktivnosti v kuséarjevem genomu zelo majhno (Novick in sod., 2009),
nakazujejo, da v genomu kuScarja obstajajo mocni proti retrotranspozonom delujoci
mehanizmi, in da je kuScarjev protein Al morda eden izmed njih. IzraZza se namre¢ v
celicah gastrointestinalnega trakta (Severi in sod., 2011), kjer bi lahko kontroliral
retrotranspozicijo na somatski ravni. Ker deaminacije mRNA apoB v kus¢arjevem érevesju
niso opazili, verjetno protein Al pri kusCarju ne opravlja enake vloge v metabolizmu
lipidov kot pri sesalcih (Chester in sod., 2000; Blanc in Davidson, 2010). Za potrditev
fizioloske vloge kuscarjevega proteina Al bodo potrebne nadaljnje raziskave njegovih
endogenih tar¢ ter testiranje njegove aktivnosti proti njemu lastnim retrotranspozonom.
Inhibitorno delovanje proteinov Al proti retrotranspozonu hL1 in nekaterim virusom so
odkrili sele pred nedavnim, in $e to samo pri sesalcih (Gonzalez in sod., 2009; lkeda in
sod., 2011). Nasi rezultati testa retrotranspozicije pa skupaj S potrjeno mutatorsko
aktivnostjo kuSCarjevega proteina Al v bakterijskem testu in identificiranimi
hipermutacijami G v A v kuS€arjevem genomu nakazujejo (Lindi¢ in sod., 2013), da se je
zaSCitna funkcija proteinov Al proti retroelementom razvila ze pred njihovo funkcijo
preurejanja RNA pri sesalcih, t.j., Ze pri amniontih.

5.3 MEHANIZEM DELOVANJA PROTEINOV Al IN A3 PROTI
RETROTRANSPOZONOM LINE SE RAZLIKUJE

5.3.1 Vpliv prisotnosti retrotranspozonskega proteina ORF1p na delovanje proteinov
Alin A3

Retrotranspozoni za uspe$no integracijo v genom vecinoma potrebujejo dva proteina,
protein ORF2p z endonukleazno in reverzno transkriptazno aktivnostjo, in protein ORF1p.
Retrotranspozonski protein  ORF1p je RNA-vezavni protein, ki se skupaj z
retrotranspozonsko RNA in proteinom ORF2p veze v delce RNP (Doucet in sod., 2010).
Vezava proteina ORFlp za$¢iti RNA L1 pred napadom nukleaz in pred splo$nim
metabolizmom mRNA, morda pa tudi prepreCuje nastajanje sekundarnih struktur RNA,
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oziroma omogoca gladko in neprekinjeno reverzno transkripcijo, ki je ne motijo lokalne
strukture RNA (Khazina in sod., 2011; Nakamura in sod., 2012). Glede na to, da
interaktom proteina ORF1p kaZe prisotnost proteinov, povezanih tako s proteinom Al kot
tudi s proteini A3 (Goodier in sod., 2013), smo hoteli ugotoviti, ali je inhibitorno delovanje
proteinov Al in A3 odvisno od prisotnosti proteina ORFlp. Zato smo s testom
retrotranspozicije merili njihov u¢inek na retrotranspozon Zfl.2-2, ki ne kodira in za svojo
mobilnost ne potrebuje proteina ORFl1p, in ga primerjali z u¢inkom na dva, od proteina
ORF1p odvisna retrotranspozona, hL1 in ZfL2-1 (Moran in sod., 1996; Kulpa in Moran,
2005; Sugano in sod., 2006). Ugotovili smo, da je inhibicija elementov LINE s proteini Al
za razliko od proteinov A3 odvisna od prisotnosti retrotranspozonskega proteina ORF1p
(sliki 17 in 18). Glede na to, da je sesalski protein Al prisoten v delcih RNP hL1 v
citoplazmi celic 293T (lkeda in sod., 2011), je mozno, da na proces retrotranspozicije
elementa hL1 vpliva preko interakcije z delci RNP. Iz tega lahko sklepamo, da bi odsotnost
proteina ORF1p lahko preprecéila te interakcije, in tako onemogocila inhibitorno delovanje
proteina Al.

Delci RNP vsebujejo tudi retrotranspozonsko RNA. Za protein Al je ze dolgo znano, da
veze in preureja mRNA apolipoproteina B (Navaratnam in sod., 1993). Pred kratkim pa so
ugotovili, da veze tudi RNA retrotranspozona hL1 in Stevilne druge celicne RNA (Ikeda in
sod., 2011). Protein Al se specificno veze na tiste RNA, ki so bogate z nukleotidi AU
(Rosenberg in sod., 2011), kakrsen je tudi konec 3’-UTR retrotranspozonske RNA (Okada
in sod., 1997; Kajikawa in Okada, 2002). Konec 3’-UTR retrotranspozona sicer veze
reverzna transkriptaza proteina ORF2p in tam za¢ne reverzno transkripcijo. Zanimivo je,
da se specifi¢nost proteinov ORF2p do svoje lastne RNA pri retrotranspozonih hL1 in
ZfL2-2 razlikuje. Protein ORF2p elementa hL1 namre¢ lahko veze ne samo svojo lastno
RNA, temvec tudi druge celicne RNA s poli-A-repom, jih mobilizira in tako povzroca
nastanek psevdogenov (Esnault in sod., 2000). Nasprotno pa protein ORF2p elementa L2
specificno prepozna samo konec 3’-UTR svoje lastne RNA, s katerim verjetno tvori
specificno sekundarno strukturo (Kajikawa in Okada, 2002). Ta specifi¢na interakcija
morda prepreci interakcijo proteina Al s koncem 3’-UTR RNA retrotranspozona L2, in
tako tudi njegovo inhibitorno delovanje. Zanimivo je, da vezava Al na konce 3’-UTR
RNA vpliva tudi na dolgozivost razlicnih mRNA (Blanc in sod., 2007), poleg tega pa so v
¢loveskem transkriptomu $tevilne, na koncih 3’-UTR hipermutirane tarée RNA proteina
Al (Rosenberg in sod., 2011). Zato je mozno, da je protein Al preko vezave ali mutiranja
koncev 3’-UTR RNA vpleten v mehanizem utiSanja z RNAI, saj so tudi tar¢e mehanizma
RNAI pogosto z AU bogati konci 3’-UTR molekul RNA (Robins in Press, 2005), skratka,
da je pomemben del regulacijskih mehanizmov izrazanja genov.

V nasprotju s proteini Al pa inhibicija retrotranspozicije elementov LINE s proteini A3 ni

bila odvisna od prisotnosti proteina ORF1p, vsaj ne v primeru proteina A3A (slike 16-19).
V skladu z naSimi rezultati tudi pretekle raziskave kazejo, da vezava med proteinom
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ORF1p elementa hL1 in proteini A3 ni nujna za inhibicijo hL1 (Lovsin in Peterlin, 2009)
in da proteini A3 inhibirajo tudi ne-LTR-retrotranspozon Alu neodvisno od prisotnosti
proteina ORF1p (Hulme in sod., 2007). Neavtonomni retrotranspozon Alu namre¢ za SV0jO
retrotranspozicijo potrebuje protein ORF2p elementa hL1, ne pa tudi proteina ORF1p
(Dewannieux in sod., 2003), kljub temu pa njegovo retrotranspozicijo proteina A3A in
A3B inhibirata v enaki meri kot element hL1 (Bogerd in sod., 2006b; Muckenfuss in sod.,
2006; Stenglein in Harris, 2006). Opazeno pa verjetno ne velja za protein A3G, saj le-ta
zavira retrotranspozicijo elementa Alu, ne deluje pa proti elementu hL1 (Hulme in sod.,
2007). 1z tega je mogoce sklepati, da razli¢ni proteini A3 uporabljajo razliéne mehanizme
za zaviranje retrotranspozonov. Morda je to povezano z njihovo lokacijo v celici, saj sta
A3A in A3B jedrna proteina, ki posledicno verjetno zavirata retrotranspozicijo preko
inhibicije reverzne transkripcije in/ali integracije, medtem ko je A3G citoplazemski protein
(Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod., 2006; Stenglein in Harris, 2006). Tako kot A3A
in A3B je tudi Al jedrni protein, vendar pa je njegovo delovanje za razliko od A3A in A3B
vseeno odvisno od prisotnosti proteina ORF1p (Lindi¢ in sod., 2013). To nakazuje, da
obstaja Se tretji mehanizem inhibicije retrotranspozicije ne-LTR-elementov, ki se razlikuje
tako od delovanja proteinov A3A in A3B, kot tudi od A3G. Glede na to, da delci RNP, ki
vsebujejo protein Al, za razliko od delcev RNP s proteinom A3G po obdelavi z RNazo ne
razpadejo, je morda protein Al sposoben reagirati z RNA na drugacen nacin ali pa
mocneje kot A3G (Ikeda in sod., 2011).

5.3.2 Vpliv lastnosti retrotranspozonov LINE na delovanje proteinov A3

V nasi raziskavi smo preucevali tudi uc¢inke razli¢nih humanih proteinov AID/APOBEC na
retrotranspozicijo modelnega retrotranspozona ZfL2-2 iz ribe cebrice in jih primerjali z
njihovimi uéinki na element hL1 in z nekaterimi drugimi predstavniki LINE
retrotranspozonov. Najbolj u¢inkoviti zaviralci naSega modelnega retrotranspozona Zf1.2-2
so bili humani proteini A3, predvsem proteina A3A in A3B, stopnje inhibicije in
mehanizmi (slike 6-9) pa primerljivi s tistimi, ki so jih Ze dolocili za element hL1 (Bogerd
in sod., 2006b; Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod., 2006; Stenglein in Harris, 2006;
Niewiadomska in sod., 2007; Bulliard in sod., 2011). Opazili smo tudi druge podobnosti v
mehanizmu inhibicije retrotranspozonov L1 in L2 s proteini A3, ki so podrobneje
obravnavani v nadaljevanju.

5.3.2.1 Pomen encimske aktivnosti proteinov A3 za inhibicijo retrotranspozona ZfL2-2

Ceprav je encimska aktivnost proteinov A3 nujna za inhibicijo LTR-retrotranspozonov, pa
ni potrebna za inhibicijo retrotranspozona hL1 (Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006;
Muckenfuss in sod., 2006; Niewiadomska in sod., 2007). Podobno kazejo nasi rezultati za
inhibicijo elementa L2 (Lindi¢ in sod., 2013). V primeru proteina A3A smo namrec
ugotovili, da so ohranjeni aminokislinski ostanki v njegovem aktivnem mestu nujni za
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inhibicijo retrotranspozicije elementa ZfL2-2 (slika 21). Protein A3A ima samo eno
domeno z ohranjenim citidin deaminaznim zaporedjem, kjer ostanek Glu 72 omogoca
prenos protona v reakciji deaminacije, ostanka Cys 101 in 106 pa koordinirata ion Zn".
Mutacija Glu na mestu 72 v proteinu A3A poleg izgube inhibitorne aktivnosti proti
retrotranspozonom LINE (Bogerd in sod., 2006b; Lindi¢ in sod., 2013) povzro¢i izgubo
encimske aktivnosti (Bogerd in sod., 2006b), pa tudi sposobnosti vezave hL1 RNA
(Niewiadomska in sod., 2007). Mozno je tudi, da je ta aminokislinski ostanek pomemben
pri zvijanju proteina, saj v primerjavi s homogeno razporeditvijo divjega tipa A3A v celici
mutant A3AE72K v celici tvori agregate (Niewiadomska in sod., 2007). Ker ima protein
A3A samo eno domeno CDA, ki je odgovorna tako za vezavo nukleinskih kislin kot tudi
za encimsko aktivnost, verjetno sprememba naboja v aktivnem mestu proteina A3A oslabi
sposobnost vezave nukleinskih kislin, kar je najbrz bistvenega pomena za inhibicijo
retrotranspozicije. Kristalna struktura proteina A3A namre¢ kaZe, da je mesto vezave
nukleinskih kislin v neposredni blizini aktivnega mesta (Byeon in sod., 2013). Kljub temu
pa tudi mutant A3A F75L, ki ni encimsko aktiven (Narvaiza in sod., 2009), vseeno inhibira
retrotranspozicijo elementa ZfL2-2 (slika 21), in replikacijo z adenovirusom povezanega
virusa (Narvaiza in sod., 2009). Na osnovi modela proteina A3A so raziskovalci sklepali,
da je ima aminokislinski ostanek na mestu 75, ki je usmerjen v notranjost molekule, najbrz
vecj1 pomen za stabilnost sekundarne strukture proteina kot pa za vezavo nukleinskih kislin
(Bulliard in sod., 2011). Nasi rezultati skupaj s prej opazenimi nakazujejo, da je inhibicija
elementov LINE s proteinom A3A lahko neodvisna od encimske aktivnosti.

Po filogenetskih analizah aminokislinskih zaporedij sode¢ je enodomenski protein A3A v
primerjavi z ostalimi proteini A3 najbolj podoben C-kon¢ni domeni proteina A3B
(Conticello in sod., 2005). Protein A3B je za razliko od proteina A3A sicer sestavljen iz
dveh domen z ohranjenim citidin deaminaznim motivom, pri ¢emer je C-kon¢na domena
pomembna za encimsko aktivnost proteina, funkcijo vezave nukleinskih kislin pa opravlja
N-kon¢na domena (Bogerd in sod., 2006b), ki je prav tako encimsko aktivna (Bogerd in
sod., 2007). Nasi rezultati kazejo, da je za inhibitorno delovanja proteina A3B na
retrotranspozicije elementa ZfL2-2 potrebna integriteta vsaj ene domene (slika 22), kot so
ze dolocili za inhibicijo elementa hL1 (Bogerd in sod., 2006b; Stenglein in Harris, 2006).
Protein A3B je sicer jedrni protein, signal za prenos v jedro pa je na N-koncu proteina
A3B. Glede na to, da kljub lokaciji v celici obe posamezni domeni vseeno inhibirata tako
retrotranspozicijo hL1 kot ZfL2-2, verjetno obstaja ve¢ mehanizmov, s katerimi lahko
protein A3B zavira retrotranspozicijo elementov LINE (Bogerd in sod., 2006b; Lindi¢ in
sod., 2013).

Protein A3B je po aminokislinskem zaporedju zelo podoben proteinu A3G (Conticello in
sod., 2005), le da v nasprotju s proteinom A3B ne inhibira retrotranspozicije elementov
LINE (Bogerd in sod., 2006b; Lindi¢ in sod., 2013). Razlog je verjetno v celi¢ni lokaciji,
saj je protein A3G omejen na citoplazmo (Bennett in sod., 2008b), kjer poteka reverzna
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transkripcija in sinteza njegovih glavnih tar¢, retrovirusov. Za protein A3G velja, da
njegov N-konec veze RNA retrovirusa, kar mu omogoca prenos z virusom v novo celico
(Huthoff in sod., 2009), njegov encimsko aktiven C-konec pa veze in deaminira
retrovirusno cDNA (Zhang in sod., 2003). Deaminacija virusne cDNA naj bi bila njegov
glavni mehanizem protivirusnega delovanja. Protein A3G pa retroviruse lahko inhibira tudi
preko mehanizma, ki je neodvisen od encimske aktivnosti (Bishop in sod., 2006), za kar
naj ne bi bila potrebna vezava DNA, nujna pa vezava RNA (Belanger in sod., 2013). Za
razliko od A3G je protein A3B jedrni protein, v jedru pa poteka reverzna transkripcija in
integracija  ne-LTR-retrotranspozonov. Ali protein A3B deluje preko vezave
retrotranspozonske RNA, bi lahko preucili s testiranjem inhibitorne aktivnosti mutante
NA3B z mutiranimi aminokislinskimi ostanki, ki so pomembni za vezavo RNA. Ce N-
kon¢ni del proteina A3B res deluje preko vezave RNA in oviranja sinteze
retrotranspozonske cDNA, mutant NA3B z mutiranim vezavnim mestom za RNA ne bi
smel inhibirati retrotranspozicije.

5.3.2.2 Vpliv proteinov A3 in Al na relativno Stevilo novih kopij retrotranspozonske
DNA

Proteini A3 inhibirajo retrotranspozicijo elementa hLL1 preko zniZzevanja Stevila novih kopij
retrotranspozonske DNA (Stenglein in Harris, 2006; Kinomoto in sod., 2007,
Niewiadomska in sod., 2007; Bulliard in sod., 2011). U¢inek proteinov AID/APOBEC na
relativno Stevilo novih kopij ZfL2-2 DNA smo dolodili s pomnozevanjem fragmentov neo
brez introna z metodo gPCR (slika 23). Pri proteinih A3 smo opazili, da sta stopnja
znizanja inhibicije retrotranspozicije elementa Zf1.2-2 pri testu retrotranspozicije (slike 19,
21 in 22) in raven znizanja relativnega Stevila novih kopij retrotranspozonske DNA (slika
23) v sorazmerju. Iz tega je mogoce sklepati, da proteini A3 ne zavirajo integracije novih
kopij elementa ZfL2-2 v genom, oziroma da retrotranspozicijo inhibirajo pred korakom
integracije, najbrz med sintezo nove kopije retrotranspozonske DNA, t.j., med reverzno
transkripcijo. Moznost, da proteini A3 vplivajo na relativno Stevilo retrotranspozonske
RNA, smo v skladu z nasimi rezultati (slika 25) in prej$njimi raziskavami vpliva proteinov
A3 na relativno koli¢ino RNA elementa hL1 (Bulliard in sod., 2011) izkljucili. Razgradnjo
plazmidne DNA, ki naj bi jo posredoval protein A3A (Stenglein in sod., 2010), smo izlocili
z analizo qPCR plazmidne DNA v vzorcih celotne celicne DNA (slika 24). Podobno so
pokazale tudi analize uc¢inka proteina A3A na raven plazmida v transficiranih celicah v
primerjavi z u¢inkom na Stevilo kopij retrotranspozonske ali virusne DNA (Bulliard in
sod., 2011). To pomeni, da je uéinek, ki smo ga opazili pri nasi qPCR-analizi, posledica
delovanja proteinov A3 na relativno Stevilo novih kopij retrotranspozonske DNA.

V primerjavi s proteinoma A3A in A3B, ki sta u¢inkovitost retrotranspozicije in relativno

stevilo novih kopij retrotranspozonske DNA znizala do podobne stopnje (slike 19, 21, 22
in 25), pa je bil u¢inek proteinov Al na relativno $tevilo novih kopij retrotranspozonske
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DNA mnogo nizji (slika 26) v primerjavi z njihovimi u¢inki na uspesnost retrotranspozicije
(slika 17). To nakazuje, da proteini Al vplivajo na proces retrotranspozicije na drugih
stopnjah kot proteini A3. Glede na to, da proteini A3 inhibirajo tudi retrotranspozicijo
elementa Tyl pri kvasovkah (Schumacher in sod., 2005), menimo, da proteini A3
inhibirajo proces retrotranspozicije preko evolucijsko ohranjenega, od encimske aktivnosti
neodvisnega mehanizma, na stopnji delcev RNP, na stopnji reverzne transkripcije ali na
stopnji integracije. Glede na to, da je inhibicija elementov LINE s proteini A1 odvisna od
prisotnosti proteina ORF1p (sliki 17 in 18), je mozno, da proteini Al vplivajo na mobilnost
delcev RNP, s ¢imer preprecijo retrotranspozonski RNA dostop do tarénega mesta.

5.3.2.3 Vpliv proteinov A3 in Al na nukleotidna zaporedja novih kopij
retrotranspozonske DNA

V novih kopijah retrotranspozonov hL1 in ZfL2-2 v prisotnosti proteinov AID/APOBEC,
ki smo jih testirali v nasi raziskavi, nismo zaznali hipermutacij (slika 29). Podobno so
opazili tudi za inhibicijo hL1 (Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006; Muckenfuss in
sod., 2006; lkeda in sod., 2011), kar nakazuje, da v nasi raziskavi testirani ribji, kuscarjevi,
deaminacijo njihove cDNA. Ne moremo sicer izklju¢iti moznosti, da mutirane kopije
razgradijo gostiteljevi proteini in s tem preprecijo njihovo integracijo v genom, zaradi
Cesar jih pod nasimi eksperimentalnimi pogoji nismo uspeli zaznati. Gostitelj mutacije
morda lahko tudi popravi, kot na primer v mutirani virusni cDNA, kjer mutacije C v U
prepoznajo in odstranijo encimi popravljalnega mehanizma BER (angl. base excision
repair (BER)) (Yang in sod., 2007; Kitamura in sod., 2013). To bi pomenilo, da obstaja
dvojni mehanizem inhibicije elementov LINE, deaminacijski in od deaminacijske
encimske aktivnosti neodvisen mehanizem. V skladu s tem genomske analize kazejo
prisotnost mutacij G v A v vretencarskih elementih LINE (Carmi in sod., 2011; Lindi¢ in
sod., 2013), in vitro eksperimenti pa od encimske aktivnosti neodvisno inhibicijo
elementov LINE (Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod., 2006;
Lindi¢ in sod., 2013).

Od encimske aktivnosti odvisen mehanizem je verjetno pomemben pri inhibiciji
retrovirusov in njim podobnih LTR-retrotranspozonov (Esnault in sod., 2005; Suspene in
sod., 2005; Esnault in sod., 2006; Esnault in sod., 2008; Vartanian in sod., 2010), kjer so ze
odkrili stevilne mutacije G v A, pa tudi mutacije C v T, kar nakazuje, da morda delujejo
tudi preko deaminiranja molekul RNA. Deaminirano virusno RNA so Ze zaznali v
prisotnosti misjega proteina Al (Ikeda in sod., 2008; Petit in sod., 2009) ter ¢loveskih
proteinov Al in AID (Liang in sod., 2013). Protein Al ima v ¢loveskem transkriptomu
Stevilne tarée RNA (Rosenberg in sod., 2011), ali je med njimi tudi retrotranspozonska
RNA, pa bodo pojasnile analize njenih zaporedij, in raziskave pomena encimske aktivnosti
proteina Al za inhibicijo elementov LINE. Dosedanje raziskave na proteinih Al pa tako
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kot tiste na proteinih A3 Ze dokazujejo, da je encimska aktivnost proteinov AID/APOBEC
potrebna samo za inhibicijo LTR-retrotranspozonov, za inhibicijo elementov L1 pa ne
(Bogerd in sod., 2006b; Chen in sod., 2006; Muckenfuss in sod., 2006; Ikeda in sod., 2011),
s Cimer se ujemajo tudi rezultati naSih analiz nukleotidnih zaporedij novih kopij DNA
testiranih retrotranspozonov (Lindi¢ in sod., 2013).

5.4 PROTEINI A3 IN VEZAVA RNA

Proteini A3 so RNA-vezavni proteini, pri katerih je vedina interakcij z drugimi proteini
odvisna od vezave molekul RNA (Gallois-Montbrun in sod., 2008; Lovsin in Peterlin,
2009; Stauch in sod., 2009; Liu in sod., 2012). V nasi raziskavi smo taréne molekule RNA
proteina A3A poskusSali identificirati s pomoc¢jo metode CLIP, ki so jo z nasimi vzorci
izvedli sodelavci iz laboratorija dr. Uleta (Cambridge, Velika Britanija). Metodo CLIP smo
izbrali zato, ker omogoca specifi¢no identifikacijo vseh RNA, ki jih preiskovani protein
veze pri pogojih in vivo, in ker z njo lahko dolo¢imo tudi toéno mesto interakcije na
molekuli RNA. V celicah, ki jih obsevamo z UV-svetlobo, namre¢ pride do nastanka
kovalentne vezi med molekulo proteina in delom RNA, ki je v neposredni blizini
(Greenberg, 1979), zato lahko preostalo RNA razgradimo z RNazo, z izvedbo
koimunoprecipitacije pri ostrih pogojih pa mo¢no zmanjSamo moZznost lazno pozitivnih
rezultatov (Ule in sod., 2003). Na zalost nam z metodo CLIP vezave med proteinom A3A
in RNA ni uspelo zaznati (slika 31), ¢eprav je bila interakcija med RNA retrotranspozona
hL1 ter nekaterimi drugimi RNA in proteinom A3A Ze dokazana s koimunoprecipitacijo
(Niewiadomska in sod., 2007; lkeda in sod., 2011). Na§ neuspeh je lahko posledica
uporabe proteinske oznake GFP, ki smo jo pripeli na protein A3A. Ceprav je protein
A3AGFP inhibiral retrotranspozicijo elementa ZfL2-2 do enake mere kot protein A3A
divjega tipa (slika 30), lahko oznaka GFP ovira normalno delovanje proteina (Landgraf in
sod., 2012), v nasem primeru vezavo RNA, ali pa oligomerizacijo proteina A3A. Za
vezavo RNA naj bi bila na primer pri proteinu A3C, ki ima tako kot protein A3A samo eno
domeno, potrebna dimerizacija (Stauch in sod., 2009). Sele razresitev strukture proteina
A3 skupaj s substratom bo razjasnila, kako ti encimi vezejo polinukleotidni substrat, Ce, in
kako, vezava vpliva na oligomerizacijo proteinov, pa tudi, ali obstajajo razlike med vezavo
molekul enoverizne DNA in RNA. Protein A3A ima in vitro sicer v primerjavi s proteinom
A3G 1000-krat SibkejSo afiniteto do enoverizne DNA (Byeon in sod., 2013). V skladu s
tem je bila tudi koli¢ina kopij RNA razli¢nih celi¢énih RNA in tudi RNA retrotranspozona
hL1, ki so koimunoprecipitirali s proteini hAl, hA3A in hA3G, pri enodomenskih
proteinih veliko manj$a kot pri proteinu hA3G, kar nakazuje, da je interakcija
enodomenskih proteinov SibkejSa/drugacna, kot pri tistih proteinih A3, ki imajo dve
domeni (Huthoff in sod., 2009; Ikeda in sod., 2011). V raziskavi vezave retrovirusne RNA
so ugotovili, da proteinu A3A manjka domena, ki bi mu omogocala vezavo virusne RNA
(Goila-Gaur in sod., 2007). Protein A3A je namre¢ bolj soroden encimsko aktivnemu C-
koncu proteina A3G (Conticello in sod., 2005), medtem ko je mesto za vezavo RNA na
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encimsko neaktivem N-koncu proteina A3G (Belanger in sod., 2013). Iz istega razloga naj
protein A3A ne bi bil sposoben vezave na retrovirusno RNA, posledicno pa tudi ne
funkcionalnega vklju¢evanja v virione in zaviranja virusa HIV-1. Himeri proteina A3A in
N-konca proteina A3G se namre¢ povrne protivirusna aktivnost (Goila-Gaur in sod., 2007).

Zato bi bilo dobro metodo CLIP preizkusiti s proteinom A3A, ki bi ga oznacili z manjso
proteinsko oznako, e bolje pa raziskavo izvesti na endogenem proteinu A3A iz fiziolo§ko
relevantnih celic in z uporabo protiteles, specifi¢nih za protein A3A. Nase preliminarne
raziskave vezave med proteinom A3A, oznacenim z oznako HA, in RNA retrotranspozona
ZfL2-2, kjer smo kot reverzibilni pre¢ni povezovalec namesto UV-svetlobe uporabili
formaldehid po metodi Niranjanakumari in sod. (2002), sicer ne kazejo ponovljivih
rezultatov, zato bo potrebno naso metodo, kot tudi metodo CLIP, optimizirati. Potrditev in
dolocevanje toénega mesta vezave RNA ima kritiéno vrednost za razumevanje pomena
vezave med proteini A3 in njihovimi tarénimi RNA in vivo. Ce namre¢ pride do vezave
RNA na mestu introna, to nakazuje jedrno viogo RNA-vezavnega proteina, na primer pri
uravnavanju alternativnega izrezovanja in spajanja, vezava konca 3’-UTR RNA pa
nakazuje vlogo proteina v citoplazmi, na primer pri kontroli lokalizacije ali translacije
RNA, medtem ko vezava malih nekodirajo¢ih RNA nakazuje vpletenost v mehanizem
utiSanja z RNAi. Med proteini gostitelja, ki so vpleteni v omenjene regulacijske
mehanizme RNA, pa so Ze odkrili skupne tarce proteinov A3 in retrotranspozonskih
proteinov ORF1p (Goodier in sod., 2007; Dai in sod., 2012; Goodier in sod., 2013).

74



Lindi¢ N. Protivirusni proteini APOBECS3 in njihova vloga pri inhibiciji retrotranspozicije retrotranspozona LINE2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

6 SKLEPI

Nase genomske analize razkrivajo, da so hipermutacije G v A prisotne tudi v nesesalskih
genomih, in sicer v retrotranspozonskih nukleotidnih zaporedjih zelenega kus¢arja anoli, in

nakazujejo prisotnost citidin deaminaznih mehanizmov, ki te organizme $¢itijo pred
Skodljivimi u€inki retrotranspozicije.

S testom mutagenosti v bakterijah smo potrdili, da so proteini AID/APOBEC, ki so
prisotni v analiziranih nesesalskih genomih, encimsko aktivni in bi zato lahko bili
povzrocitelji identificiranih genomskih hipermutacij.

Inhibitorno delovanje proteinov AID/APOBEC iz analiziranih nesesalskih genomov proti
retrotranspozonom smo preverili s testom retrotranspozicije v celi¢nih kulturah, kjer smo
zaznali, da kuScarjev protein Al inhibira retrotranspozicijo elementa L1. 1z tega sklepamo,
da se je aktivnost proteinov Al proti retroelementom razvila ze pri amniontih.

S primerjavo ucinkov kus¢arjevih in humanih proteinov Al na retrotranspozicijo razlicnih
elementov LINE smo ugotovili, da proteini Al inhibirajo samo tiste, ki nosijo zapis za
protein ORF1p, medtem ko proteini A3 delujejo neodvisno od proteina ORF1p, kar kaze
na razlicen mehanizem delovanja proteinov Al in A3 proti elementom LINE.

Evolucijsko ohranjenost delovanja proteinov A3 proti elementom LINE smo potrdili z
merjenjem ucinka ¢loveskih proteinov A3 na retrotranspozona L2 iz ribe cebrice in jegulje.
Opazili smo, da je njithov ucinek primerljiv z ufinkom na cloveski element L1. To
nakazuje, da so se proteini A3 pri sesalcih razvili za obrambo proti retroelementom, nas
sklep pa dodatno potrjuje tudi od prisotnosti proteina ORF1p neodvisno delovanje
proteinov A3.

Ugotovili smo, da inhibitorno delovanje proteinov A3 na retrotranspozicijo elementov
LINE ne vkljucuje deaminiranja novih kopij retrotranspozonske DNA in da je neodvisno
od nukleotidnega zaporedja retrotranspozona ali encimske aktivnost proteinov A3, je pa za
njihovo delovanje potrebna integriteta aktivnega mesta. To smo dokazali s sekvenciranjem
novih kopij retrotranspozona L2 in testiranjem encimskih mutant proteinov A3.

Z metodo gPCR smo ugotovili, da mehanizem inhibicije retrotranspozona L2 s proteini A3
vkljucuje znizevanje relativnega Stevila novih kopij retrotranspozonske DNA. 1z tega sledi,
da proteini A3 zavirajo elemente L2 na stopnji prenosa retrotranspozonske RNA v jedro ali
pa med reverzno transkripcijo. To nakazuje interakcijo med proteini A3 in RNA, ki pa nam
je z metodo CLIP ni uspelo potrditi.
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Opazene razlike med ucinki proteinov A3 in Al na elemente LINE nakazujejo, da so se
razli¢ni proteini AID/APOBEC razvili za inhibicijo razli¢nih razredov retrotranspozonov.
Razlike v aktivnosti proteinov AID/APOBEC proti retrotranspozonom LINE se skladajo s
preferencnim preurejanjem elementov LINE, ki smo ga zaznali v vretencarskih genomih,
kar nakazuje, da so posamezni retrotranspozoni tekom evolucije hipermutirali do razli¢ne
mere in preferencno pred drugimi.

Odsotnost hipermutacij v novih kopijah DNA retrotranspozonov L2 in L1, ki so nastale v
prisotnosti v na$i raziskavi testiranih ribjih, kuscarjevih, misjih in ¢loveskih proteinov
AID/APOBEC, nakazuje od deaminacije neodvisno inhibicijo retrotranspozicije elementov
LINE, ki jo dodatno potrjujejo nizke stopnje preurejanja retrotranspozonov LINE pri
vretencarjih ter nizka stopnja fiksacije elementov LINE v vretencarskih genomih.
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7 POVZETEK (SUMMARY)
7.1 POVZETEK

Proteini AID/APOBEC so citidin deaminaze, ki so se razvile za obrambo proti Skodljivim
ucinkom retroelementov. Odtisi njihove encimske aktivnosti so prisotni v S$tevilnih
hipermutiranih retroelementih v sesalskih genomih. Ti skupki mutacij G v A so koncni
produkt deaminacije C v U v na novo nastali molekuli DNA retroelementa, prepisani iz
RNA z reverzno transkripcijo. Clani proteinske druzine AID/APOBEC niso prisotni samo
pri sesalcih, temve¢ po vsej liniji vretencarjev. Delovanje nesesalskih proteinov
AID/APOBEC proti retroelementom je Se dokaj neraziskano. V nasi raziskavi smo nasli
odtise citidin deaminazne aktivnosti v retroelementih nesesalskih vretencarskih genomov.
Z analizo genomov ribe cebrice in zelenega kuséarja anoli smo identificirali hipermutacije
v kuscarjevih elementih L1. Potrdili smo tudi, da so proteini AID/APOBEC, kodirani v
analiziranih genomih, in sicer proteina A2b in AID iz ribe cebrice, Se posebno pa kuscarjev
protein Al, aktivne citidin deaminaze. To nakazuje, da bi lahko bili povzrocitelji
hipermutacij v analiziranih genomih. Njihov ucinek na retroelemente smo preverili s
testom retrotranspozicije v celicah HeLa. U¢inka proteinov AID/APOBEC iz ribe cebrice
na humani element L1 (hL1) in elementa L2 iz ribe cebrice (ZfL2-2 in ZfL2-1) nam ni
uspelo zaznati, kar se sklada z rezultati genomskih analiz, kjer nismo nasli hipermutacij v
elementih L1 in L2 genoma ribe cebrice. Nasprotno pa je testiranje evolucijsko mlajSega
sorodnika ribjih proteinov AID/APOBEC, proteina Al iz zelenega kuscarja anoli,
pokazalo, da slednji inhibira retrotranspozicijo elementov hL1l in ZfL2-1, ne pa tudi
elementa ZfL2-2. Primerjava inhibitornega delovanja kuSCarjevega proteina Al s
¢loveskim proteinom Al je pokazala enak u¢inek na inhibicijo elementov LINE. Glavna
razlika med testiranimi elementi LINE je v tem, da edino element ZfL2-2 ne kodira
proteina ORF1p, iz ¢esar smo sklepali, da je inhibicija elementov LINE s proteini Al
odvisna od prisotnosti retrotranspozonskega proteina ORF1p. Ko smo uc¢inke proteinov Al
primerjali s proteini A3, smo opazili, da proteini A3 inhibirajo tako elementa hL1 in ZfL2-
1, ki nosita zapis za protein ORF1p, kot tudi element ZfL2-2 brez proteina ORF1p, kar
nakazuje, da je inhibitorna aktivnost proteinov A3 proti retrotranspozonom LINE
neodvisna od nukleotidnega zaporedja in strukture retrotranspozona. Ker proteini A3 lahko
inhibirajo retrotranspozicijo elementa hL1 neodvisno od encimske aktivnosti, smo hoteli
ugotoviti, ali so podobne kataliticne lastnosti humanih proteinov A3 potrebne tudi za
zaviranje elementa ZfL2-2. Ugotovili smo, da so ohranjeni aminokislinski ostanki v
aktivnem mestu humanega proteina A3A nujni za uspes$no inhibicijo retrotranspozona
ZfL2-2, vendar pa encimska aktivnost ni potrebna. Podobno smo tudi v primeru humanega
proteina A3B opazili, da je za inhibicijo elementa ZfL2-2 nujna integriteta vsaj ene
domene. Kot je ze bilo opazeno pri inhibiciji elementa hL1, sta tudi v primeru elementa
ZfL2-2 proteina A3A in A3B znizala relativno $tevilo novih kopij DNA retrotranspozona,
kar nakazuje, da proteini A3 inhibirajo retrotranspozicijo elementa ZfL2-2 pred integracijo.
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Nasprotno pa je bil u¢inek testiranih proteinov Al na relativno Stevilo novih kopij DNA
elementa hL1 mnogo manjsi kot njihov ucinek na uspeSnost retrotranspozicije, kar
nakazuje, da inhibicija elementa hL1 s proteini Al ne vkljuuje vpliva na stabilnost
retrotranspozonske  DNA. Ceprav bodo za preuditev moznosti vpliva proteinov
AID/APOBEC na retrotranspozicijo preko interakcije z njihovo RNA ali vpliv na
metabolizem RNA potrebne nadaljnje raziskave, pa naSi rezultati ne kaZejo vpliva
proteinov AID/APOBEC na relativno Stevilo retrotranspozonske RNA. Tudi hipermutacij
v novih kopijah DNA retrotranspozona ZfL2-2, ki bi nastale v prisotnosti testiranih
proteinov AID/APOBEC, nismo =zaznali, iz Cesar sklepamo, da preurejanje
retrotranspozonske DNA za zaviranje elementov ZfL2-2 in hL1 ni potrebno. Iz tega izhaja,
da so proteini AID/APOBEC vplivali na evolucijsko dinamiko elementov L2 brez
hipermutiranja DNA. Nasa raziskava torej nakazuje, da za inhibicijo elementov LINE
obstaja od encimske aktivnosti neodvisen mehanizem delovanja proteinov AID/APOBEC
in da proteini Al in A3 za inhibicijo elementov LINE uporabljajo razlicne mehanizme.
Skupaj s hipermutacijami, ki smo jih zaznali v vretencarskih elementih LINE, naSa
raziskava nakazuje, da inhibitorna aktivnost proteinov AID/APOBEC proti
retroelementom izvira pri zgodnjih vretencarjih. Nasa odkritja odpirajo nove perspektive v
raziskavah nesesalskih proteinov AID/APOBEC in pomembno prispevajo k razumevanju
inhibitornega mehanizma proteinov AID/APOBEC proti elementom LINE in njihovega
vpliva na evolucijo retrotranspozonov in s tem genomov vretencarjev.

7.2 SUMMARY

AID/APOBEC proteins are cytidine deaminases that evolved to protect cells against
harmful effects of retroelements. Their enzymatic activity is evident from numerous
hyperedited retroelements present in mammalian genomes. These clusters of G to A
mismatches between the reference genome and the edited sequence are the final product of
deamination of C into U in the newly formed retroelement DNA after reverse transcription.
Notably, AID/APOBEC protein family members are present not only in mammals, but
throughout the vertebrate lineage, and the anti-retroelement activity of non-mammalian
AID/APOBEC proteins is largely unknown. We found proofs of cytidine deaminase
activity in retroelements of non-mammalian vertebrate genomes. Using genome-wide
analysis of zebrafish and green anole lizard genomes we identified editing in the lizard L1
elements. Next, we confirmed that the AID/APOBEC proteins present in the analysed
genomes, namely zebrafish A2b, zebrafish AID and, foremost lizard Al proteins, are
potent DNA mutators. Hence, they are possible editors of the analysed vertebrate genomes.
To test their effect on anti-retroelement activity, we employed the proteins in ex vivo neo-
based retrotransposition assays in HelLa cells. We did not detect any effect of zebrafish
AID/APOBEC proteins on the human L1 (hL1) or zebrafish L2 (ZfL2-2 and ZfL2-1)
retrotransposons. This negative result is in accordance with the negligible editing rate
detected in L1 and L2 elements in the zebrafish genome. However, when the evolutionary

78



Lindi¢ N. Protivirusni proteini APOBECS3 in njihova vloga pri inhibiciji retrotranspozicije retrotranspozona LINE2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

younger relative of zebrafish AID/APOBEC proteins, the green anole lizard Al protein,
was tested, we observed that it potently inhibits the hL1, but not the ZfL2-2
retrotransposon. By comparing its anti-retroelement effect with that of the human Al
protein, the same differential inhibition of LINE elements was observed. The major
difference between all three tested LINE elements is the absence of the ORF1p protein in
the ZfL2-2 element, which led us to hypothesize that the inhibition of LINE
retrotransposition by Al proteins is ORF1p-dependent. When the effect of Al proteins was
compared with that of A3 proteins, we found that the latter inhibit all three LINE elements,
implying that the inhibitory activity of A3 proteins against LINE retrotransposons is
sequence- and structure-independent. We next asked ourselves whether enzymatic activity
of A3 proteins is important for their inhibitory activity against the ZfL2-2 element. We
found that the conserved amino acid residues in the active site of the human A3A protein
are required for successful inhibition of ZfL2-2 retrotransposition, but enzymatic activity is
not necessary. On the other hand, the integrity of at least one domain of the human A3B
protein was required for ZfL2-2 element inhibition. Human A3A and A3B proteins
decreased the relative number of de novo ZfL2-2 DNA copies, as observed previously for
novel hL1 copies, which implies that the inhibition of ZfL2-2 retrotransposon takes place
before integration. On the other hand, the effect of the tested Al proteins on the relative
number of novel hL1 DNA copies was much lower in comparison with their effect on hL1
inhibition, implying that its inhibition occurs at the step of integration, or by interference
with retrotransposon RNP particles. Even though further studies are needed to show
whether the AID/APOBEC proteins inhibit retrotransposition by interacting with RNA and
affect the RNA metabolism, our results show no notable effect of APOBEC proteins on the
relative number of retrotransposon RNA. In addition, no hyperediting of novel
retrotransposon ZfL2-2 DNA copies was detected. In fact, according to our experimental
results, DNA editing is not necessary for the restriction of ZfL2-2 and hL1 elements by the
AID/APOBEC proteins tested here, implying that the AID/APOBEC proteins may have
impacted the evolutionary dynamics of L2 elements without DNA editing. Altogether, our
results suggest the existence of an editing-independent mechanism of AID/APOBEC
activity against LINE retrotransposons, and that A1 and A3 proteins employ different
mechanism(s) for the inhibition of LINE retrotransposition. Together with the editing
detected in vertebrate LINE elements, our study indicates that AID/APOBEC anti-
retroelement activity probably originates in early vertebrates. Our findings open new
perspectives in non-mammalian AID/APOBEC protein research and are an important
contribution to our understanding of the mechanism used by AID/APOBEC proteins to
inhibit LINE elements and of their impact on the evolution of retrotransposons and of
vertebrate genomes.
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