POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 42 2015 NR 3 (445-464)

RETROTRANSPOZONY A PODATNOSC NA CHOROBY
NOWOTWOROWE

RETROTRANSPOSONS AND HUMAN CANCER SUSCEPTIBILITY
Tomasz SAKOWICZ, Seweryn FRASINSKI

Katedra Genetyki Ogolnej, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Roslin,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.odzki

Streszczenie: Retrotranspozony (retroelementy) to klasa endogennych ruchomych elementow gene-
tycznych, powszechnie obecnych w genomach kregowcow. W toku ewolucji wiele z nich utracito swoja
aktywno$¢, a czes¢ ktora nadal jg zachowata odgrywa istotng rol¢ w organizacji, ewolucji i funkcjonowa-
niu genoméw. W genomie czlowieka stanowig znaczaca czg$¢ i reprezentowane sg przez trzy rodziny:
LINE (przedstawiciel to elementy L1), SINE (sekwencje Alu) oraz SVA. Wszystkie zaliczane sa do
kategorii retroelementow pozbawionych zakonczen LTR (ang. non-LTR transposons) i rozprzestrzeniaja
si¢ w genomach wedlug podobnych zasad opisanych jako model ,,kopiuj i wklej” (ang. copy-and-paste).
Molekularny mechanizm procesu wbudowywania kopii elementéw w nowe miejsca genomu okreslany
jest jako TPRT (ang. Target-Primed Reverse Transcription), a kluczowa rola przypisywana jest w nim
odwrotnej transkryptazie. Najwigkszy wplyw na genom cztowieka maja elementy rodzin LINE i SINE t;.
odpowiednio dtugich i krotkich rozproszonych elementow jadrowych (ang. Long Interspersed Nuclear
Elements, Short Interspersed Nuclear Elements). Pierwsze z wymienionych to struktury autonomiczne,
natomiast SINE (podobnie jak SVA) w procesie transpozycji wykorzystuja, niezb¢dna do tego celu,
maszyneri¢ enzymatyczna kodowang przez elementy LINE. Retroelementy, jako niekodujace DNA, diu-
go traktowane byty jako tzw. junk DNA, a obecnie uznane s3 za jeden z czynnikow wptywajacych m.in.
na ekspresje genow. Konsekwencja ich aktywnosci jest destabilizacja struktury genomu wynikajaca z re-
kombinacji homologicznych oraz przypadkéw insercji de novo. W efekcie tych zjawisk dochodzi do
delecji, inwersji, duplikacji, insercji, czy translokacji fragmentow DNA, a ich skutki dla funkcjonowa-
nia organizmu zaleza od rozmiaréw i miejsca uszkodzen. O najbardziej spektakularnych mozna mowic¢
kiedy pojawiaja si¢ w regionach kodujacych, cho¢ réwniez w obszarze sekwencji niekodujacych moga
zaktocac ekspresje wybranych gendw. Mutageneza zwigzana z aktywnoscia tych elementow prowadzi do
wielu szkodliwych mutacji. Czg$¢ z nich indukuje r6zne choroby genetyczne, w tym wiele postaci now-
otworow, ktorych komorki znane sg ze swojej genetycznej niestabilno$ci. U cztowieka najczeseiej przy-
czyniaja si¢ do niej elementy L1 i Alu z rodzin LINE i SINE. W komérkach nowotworowych wyr6znia
je znaczacy spadek metylacji DNA w poréwnaniu z jej poziomem w komorkach prawidtowych.

Stowa kluczowe: Retrotranspozony, elementy L1 i Alu, stabilno$¢ genomu, nowotwory, metylacja DNA
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Summary: Retroelements are common class of endogenous mobile elements, which are present in
vertebrate genomes. Most of them had lost their activity throughout evolution, but some of them still
remain active and play a significant role in the organization, evolution and functioning of genomes.
In human genomes they are represented by three families: SINE (Alu sequences), LINE (represented
by L1 elements) and SVA elements. All of the above mentioned families constitute a major part of hu-
man genome and belong to the non-LTR retrotransposons which are inserted into the genome through
a “copy-and-paste” model via an RNA intermediate. Molecular mechanism involved in the integration
of copies of elements in the new genome space is referred as TPRT (Target-Primed Reverse Transcrip-
tion). Retrotransposons utilize reverse transcriptase to copy themselves into new genome locations.
Among active retroelements, especially LINE (Long Interspersed Nuclear Elements) and SINE (Short
Interspersed Nuclear Elements) have the most significant impact on human genome. LINE are capable
of autonomous replication, whereas SINE (as well as SVA) exploit the LINE’s enzymatic machinery
to move themselves. Retroelements historically described as “junk DNA”, at present are considered
as regulators of gene expression. Alu and L1 elements are known to induce genetic instability result-
ing from the de novo insertion or by facilitating chromosomal rearrangements through homologous
recombination. The results of these processes are: deletions, inversions, translocations, duplications
or insertions of DNA fragments, the consequences of which for the organism depend on the size and
location of damage. The changes are most spectacular when they occur in the coding sequences of ge-
nomes. Nevertheless, even localized in the non-coding regions of genomes they can also make changes
in expression pattern of selected genes. Activity of L1 and Alu elements leads to many deleterious
mutations. Some of them induce different types of genetic diseases, including various forms of cancer
which cells are known for their genetic instability. The LINE and SINE elements have significant
contribution to these processes. Tumor tissues were described to have a significantly lower level of
methylation of L1 and Alu elements, compared to normal cells.

Key words: Retrotransposons, L1 and Alu elements, genome stability, tumors, DNA methylation

WSTEP

Wiedza dotyczaca genomu cztowieka dowodzi, ze mimo ztozonych mechani-
zmoéw kontrolujacych jego integralnosé, nie jest on strukturg stabilng. Znaczacy
wplyw na te sytuacje maja ruchome elementy genetyczne, a wérdd nich retrotrans-
pozony bogato reprezentowane w genomie cztowieka. Konsekwencja ich aktywno-
sci sg liczne delecje, duplikacje, translokacje, insercje, ktorych zroédtem sg insercje
de novo albo przypadki rekombinacji homologicznych migdzy elementami danej
rodziny. W efekcie dochodzi do zmian strukturalnych i funkcjonalnych wsrod kto-
rych wymieni¢ mozna m.in. generowanie alternatywnych promotoroéw, inaktywacje
genow, tworzenie kryptycznych miejsc potaczen egzon-intron oraz sygnatow polia-
denylacji mRNA czy zaburzen w przebiegu alternatywnego splicingu pre-mRNA
[48]. Powszechno$¢ tego typu rearanzacji moze powodowacé zmiany stanowiace
podtoze wielu chorob, w tym rowniez nowotworowych jak: rak skory, jelita gru-
bego, piersi czy biataczka [22, 70, 88]. Zagadnieniom traktujacym o powigzaniu
aktywnosci ruchomych elementéw z chorobami genetycznymi poswig¢cono ostatnio
kilka cennych opracowan [11, 42].
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Jak wspomniano, w zjawiskach niestabilno$ci genetycznej istotna role odgry-
waja zmiany bedace udzialem elementow genetycznych, niekiedy okre$lanych
terminem ,,jumping genes”. Najnowsze dane sugeruja, ze nawet dwie trzecie ge-
nomu cztowieka to pochodna obecnosci i aktywnosci w nim owych ,,skaczacych
genow” [51]. Stosunkowo najlepiej scharakteryzowane i jednoczesnie wywotujace
najbardziej spektakularne zmiany w genomie sa retrotranspozony nalezace do klasy
non-LTR tj. elementy pozbawione dhugich terminalnych zakonczen typowych dla
innej klasy transpozonow. To najliczniejsza grupa ruchomych elementow w geno-
mie ludzkim, stanowi ponad 30% wszystkich sekwencji (facznie wszystkie typy
ruchomych elementow tworza blisko 50% genomu). Ze wspomnianej puli ok. 17%
jest udziatem LINE, a ponad 11% — SINE. W odniesieniu do liczby kopii oznacza
to ponad 500 tys. LINE i ok. 1.1 mln SINE [28].

Potwierdzona aktywno$¢ elementow LINE w genomie czlowieka sigga ok. 160
mln lat [52]. W toku ewolucji ogromna wigkszo$¢ z nich ulegata czestym mutacjom
tracac swoja pierwotng aktywnos$¢. Precyzyjna ocena liczby aktywnych elementow
nie jest tatwa. Wczesniejsze opracowania wskazywaly, ze jest ich jedynie ok. 40-
50 [16]. Obecnie szacuje si¢, ze ok. 80-100 elementéw L1 reprezentujacych LINE
nadal posiada cechy zapewniajace im zdolnos$¢ do retrotranspozycji [36]. Kilkanai
scie z nich traktowanych jest jako tzw. ,,gorgce L1” odpowiedzialne za tworzenie
wiekszo$ci nowych insercji [11]. Wydaje si¢, ze pewna pula L1 nadal nie zostata
zidentyfikowana i doktadnie zbadana [10].

LINE to struktury w pelni autonomiczne, a dzigki nim, mozliwe jest rowniez
funkcjonowanie elementow nieautonomicznych, w genomie ludzkim reprezento-
wanych przez sekwencje SINE i SVA [27, 41, 79]. Zdecydowanie bardziej istotng
role, gtownie ze wzgledu na niezwykta liczbe kopii w genomie cztowieka, odgry-
waja sekwencje SINE reprezentowane przez rodzing Alu (wykryta dzieki hydro-
lizie genomowego DNA restryktaza Alu I). Uznawane sg one za mlodsze ewolu-
cyjnie niz LINE (aktywno$¢ notowana na przestrzeni ok. 65 min. lat [9]) i tworza
najbardziej obfitg frakcj¢ sekwencji repetytywnych genomu cztowieka. Ich insercje
w egzonach, intronach czy motywach regulatorowych genow leza u podtoza wielu
chorob genetycznych [48, 95]. Z ponad miliona kopii Alu, w genomie cztowicka
aktywnych jest obecnie prawdopodobnie niecaty tysiac [79].

Najnizsza aktywno$¢ retrotranspozycyjng wykazuja elementy SVA, najmtod-
sze ewolucyjnie w grupie sekwencji non-LTR (ok. 25 mln lat). Sg tez zdecydo-
wanie najmniej liczne (kilkaset do kilku tys.) [23]. Podobnie jak w przypadku L1
i Alu, rowniez nieliczne SVA utrzymuja aktywno$¢ w genomie cztowieka, szacu-
je si¢ ze jest ich 20-50 [42].

Przypadki retrotranspozycji wigzane sg gtdéwnie z wezesnymi etapami embrio-
genezy [49]. Ma ona miejsce w meskich jak i zenskich komorkach rozrodczych oraz
komorkach somatycznych [7, 86]. Poza sprawnoscia wewngtrznych mechanizmow
kontroli stabilnosci genomu wptyw na aktywno$¢ ruchomych elementéw moga
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mie¢ tez czynniki Srodowiskowe jak promieniowanie jonizujace, obecno$¢ metali
cigzkich czy zanieczyszczenia powietrza [93]. Wskazanie bezposredniej zaleznosci
miedzy ich wptywem na aktywnosc¢ elementow, a generowaniem okreslonych chorob
nie jest tatwe. Wyniki badan dowodza, Zze zmiany genomu powigzane z aktywno$cig
elementow LINE, SINE czy SVA sg zdecydowanie bardziej powszechne w komor-
kach nowotworowych niz tkankach zdrowych [18, 48].

Podatnos$¢ poszczegdlnych regiondw genomu na przyjmowanie insercji rucho-
mych elementéw nie jest jednakowa. Wyzsza obserwowano w obszarach aktyw-
nej chromatyny co ma zwigzek m.in. ze zmianami w metylacji DNA czy roznymi
formami modyfikacji histonéw [9]. Mozna wskaza¢ tez preferencje w lokalizacji
insercji na poziomie wewnetrznej struktury gendow (wyraznie czgstsze w obszarach
intronéw). Ich dystrybucja migdzy poszczegdlnymi chromosomami ma wiasciwie
charakter stochastyczny. Z reguly tej wytaczy¢ jednak nalezy chromosomy X i 17
gdzie przypadki insercji i rekombinacji w obecnych tam genach sa wyraznie czgst-
sze niz w pozostatych chromosomach [48].

Przyktady transpozycji ruchomych elementow genetycznych w ludzkim genomie
1 zwigzanej z tym niestabilno$cig genetyczng oraz stanami chorobowymi byty identy-
fikowane 1 opisywane juz w latach 80-tych minionego stulecia, jednakze obecna wie-
dza na ten temat ciggle nie jest petna. Jednoczesnie, problem pozostaje nadal bardzo
aktualny, o czym $wiadczg liczne i cenne opracowania poswigcone tej tematyce, ktore
ukazaly sie¢ w ostatnich latach [11, 42, 70].

TYPY I BUDOWA RETROTRANSPOZONOW NON-LTR
RODZINA ELEMENTOW LINE

Dlugie rozproszone elementy jadrowe typu LINE (ang. Long Interspersed
Nuclear Elements), w zaleznosci od rodziny, osiagaja dtugos¢ 5-10 kpz. Najbar-
dziej reprezentatywnym przedstawicielem LINE w genomie czlowieka sg ele-
menty L1. Ich dtugos¢ sigga ok. 6 tys. nukleotydow i flankowane sa strukturami
5 13” UTR (ang. UnTranslated Region). Pierwszy z wymienionych regiondw,
bogaty w motywy CpG, zawiera wewngtrzny promotor przypominajacy eukario-
tyczne promotory gendw tRNA transkrybowanych przez polimeraze RNA II (ryc.
la). W tym samym obszarze potwierdzono tez aktywno$¢ antysensownego pro-
motora (ASP) pozwalajacego na kotranskrypcje sekwencji genomowych umiesz-
czonych powyzej S’UTR [59]. Wewnetrzng (centralng) czgs¢ wszystkich LINE
tworza dwie otwarte ramki odczytu. Pierwsza, ORF-1, odpowiedzialna jest za
kodowanie biatka opiekunczego p40 (ang. nucleic acid chaperone), ktére zabez-
piecza przed degradacja przejSciowa hybryde LINE-mRNA. Zaangazowane jest
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tez w proces odwrotnej transkrypcji [58]. W badanych gatunkach obserwowano
znaczng roznorodno$¢ produktow ORF1 zwigzang, w gtownej mierze, z brakiem
konserwatyzmu regionéw N-terminalnych. ORF1 nie jest strukturg jednorodna,
jej budowa rozni si¢ u poszczegdlnych przedstawicieli elementow LINE. Od stro-
ny 5’ sasiadujacej z UTR wystepuje region CC (ang. Coiled Coil), czgs¢ centralng
zajmuje domena/y RRM (ang. RNA Recognition Motif), za$ prawa flanke stanowi
wysoce konserwatywny region CTD (ang. C-Terminal Domain). W$rdd elemen-
tow LINE identyfikowano kilka modeli organizacji ORF1. Bardziej powszechny,
obecny w szerszym spektrum gatunkow to taki z dwiema domenami RRM zawie-
rajacymi liczne motywy tzw. palcow cynkowych CCHC. W L1, najbardziej typo-
wym reprezentancie LINE w genomie ludzkim, region CC poprzedza pojedyncza
domena RRM.

Druga z wymienionych ramek odczytu —ORF2, jest blisko cztery razy dtuzsza
od ORF1 (w L1 — 4 kpz wobec 1 kpz) i koduje duze biatko o masie ok. 150 kDa,
kluczowe dla aktywnosci LINE. ORF2 sktada si¢ z dwoch domen: odwrotnej tran-
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RYCINA 1. Struktura retroranspozonoéw typu non-LTR obecnych w genomie cztowieka (szczegdtowy
opis w rozdziale 2). a) elementy LINE1 reprezentowane w genomie czlowieka przez sekwencje L1, b)
SINE reprezentowane przez Alu, ¢) SVA (SINE-VNTR-Alu)

FIGURE 1. Structures of non-LTR retrotransposons in human genome. a) LINE1 elements represented
by L1 sequences. b) SINE elements represented by Alu sequences. ¢) SVA elements (SINE-VNTR-Alu)
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skryptazy (RT), z blokami wysoce konserwatywnych sekwencji oraz endonukleazy
(EN), bioracej udziat w nacinaniu nici DNA w miejscu insercji LINE. Z regionem
3’UTR bezposrednio sgsiaduje czgs¢ C ORF2 kodujaca liczne cysteiny, niezbgdne
w procesie powielania LINE. Mutacje pojawiajace si¢ w tym obszarze zaburzajg
transpozycje. Stopien ewolucyjnego konserwatyzmu ORF2 jest znacznie wyz-
szy niz w przypadku ORF1. Od strony konca 3’ elementy LINE zamyka region
3’UTR, w obszarze ktérego zlokalizowany jest sygnal poliadenylacji AATAAA.
Ogony poli A maja dtugos¢ od kilkunastu do ponad 200 nukleotydow (ryc. 1a).

Powyzszy opis dotyczy elementow pelnej dlugosci, ze wszystkimi domenami
niezbednymi do ich powielania i transpozycji. W genomie cztowieka ogromna wigk-
szo$¢ z posrod ok. 500 tys. kopii L1 to postaci uszkodzone, glownie od strony konca
5’ (efekt przedwczesnie zakonczonej syntezy nowej nici DNA), co sprawia, ze utraci-
Iy one swojg pierwotng funkcjonalnos¢ [30].

RODZINA ELEMENTOW SINE

Wszystkie, poznane do tej pory nieautonomiczne retroelementy klasy SINE
(ang. Short Interspersed Nuclear Elements), wywodza si¢ z trzech rodzajow ge-
now — tRNA, 5S rRNA oraz 7SL RNA. Wspolng cecha wszystkich sekwencji
nalezacych do tej grupy jest obecnos¢ promotora RNA polimerazy III. W genomie
cztowieka reprezentantem SINE sg specyficzne dla naczelnych sekwencje Alu,
obecne tu w ponad milionie kopii, a ewolucyjnie wywodzace si¢ z czasteczek 7SL
RNA. Te male cytoplazmatyczne RNA (ok. 300 nukleotydow) sg sktadnikiem
kompleksu rybonukleinoproteinowego SRP (ang. Signal Recognition Particle)
zaangazowanego w rozpoznanie i transport biatek przez btony plazmatyczne.

Sekwencje Alu przybierajg posta¢ dimeru dhugosci 280-300 pz zbudowanego
z dwoch podobnych, ale nieidentycznych monomeréw, pochodzacych od wspomnia-
nych 7SL RNA [3, 35]. Monomery (ramiona A i B) polaczone sg krétkim odcinkiem
lacznikowym bogatym w adeniny (ryc. 1b). W potowie dtugosci lewego ramienia
zlokalizowany jest wewnetrzny promotor RNA polimerazy III. Koniec 3’ ramienia
A stanowi dhugi ogon polyA niezbedny w mechanizmie amplifikacji [25, 52]. Zaden
z przedstawicieli Alu nie koduje wlasnych biatek (elementy nieautonomiczne), stad
W procesie transpozycji, wspotdziataja one z retrotranspozonami klasy LINE, wyko-
rzystujac kodowang przez nie ,,maszyneri¢”’ enzymatyczng niezbedna do tego celu.

Wszystkie elementy Alu otoczone sg przez odcinki TSD tj. proste powtoérzenia
roznej dhugosci (najczesciej kilkanascie nukleotydoéw), bedace pozostatoscig po
ich insercji w nowe miejsca genomu (ang. Target Site Duplication).
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RODZINA ELEMENTOW SVA

Trzecia, obok LINE i SINE, rodzina retroelementow typu non-LTR obecna
w genomach w linii naczelnych. Nieautonomiczna i najmniej powszechna. Pier-
wotnie okreslana jako SINE-R gdzie R wskazywato na obecno$¢ w nich sekwen-
cji o pochodzeniu retrowirusowym. SVA jest skrétem od SINE-VNTR-Alu, co
w duzej mierze wyjasnia ztozony charakter tych elementéw i jednocze$nie wska-
zuje na struktury, ktore je tworza. Elementy SVA pelnej dlugosci oflankowane
sa przez L1-podobne sekwencje TSD, podobnie jak w przypadku SINE, bedace
pozostatoscia po ich wbudowaniu w genom. Koniec 5’ tworzg heksametrowe po-
wtorzenia o motywie (TTTCTC), poprzedzajace sekwencje wysoce homologicz-
ng wobec antysensownej nici elementéw Alu. Centralna domena SVA to boga-
ty w pary GC region VNTR (ang. Variable Number Tandem Repeats) ztozony
z licznych, tandemowych powtoérzen motywow o dtugosci 37-51 pz. Prawe rami¢
SVA stanowi cze$¢ opisywana jako SINE-R zakonczona sygnatem poliadenylacji
AATAAA 1ibezposrednio poprzedzajaca ogon poli A, zamykajacy caty element
SVA na koncu 3’. SINE-R to sekwencja wywodzaca si¢ z endogennych retrowi-
rusow ludzkich HERV-K 10 zakonczona regionem bogatym w adeniny (ryc. 1¢). Dhu-
gos$¢ opisywanych elementow jest bardzo zrdéznicowana i wynosi 1000-4000 pz. Ok.
63% elementéw SVA obecnych w genomie ludzkim zawiera wszystkie wymienione
wyzej czesci. Liczba kopii tych sekwencji w genomie szacowna jest na 2.7-7 tys. (ok.
0.13% genomu), co w zestawieniu z liczbg kopii L1 (ok. 500 tys.) czy Alu (ponad
1.1 mln) stanowi niewielka warto$¢. Ze wzgledu na réznice w budowie dodatkowo
klasyfikowane sg w szes¢ podtypow [78].

AKTYWNOSC RUCHOMYCH ELEMENTOW VS CHOROBY
GENETYCZNE

Pula choréb wigzanych bezposrednio z insercjami de novo lub przypadka-
mi rekombinacji homologicznych miedzy przedstawicielami retrotranspozonow
w genomie cztowieka jest znaczna i obejmuje obecnie ok. 100 chordb genetycz-
nych. Ponad 60 z nich wynika z aktywnosci Alu, ponad 30 zwigzana jest z L1 [3,
18, 42, 48]. Analizy chromosomowej lokalizacji tych insercji wskazuja na pewne
preferencje. Rearanzacje strukturalne dotyczg przede wszystkim kilku gendw wy-
stepujacych w chromosomie X. Wydajg si¢ one bardziej podatne na przyjmowa-
nie rozmaitych zmian, ktére dominuja wobec tych, identyfikowanych w pozosta-
tych chromosomach [24].
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Lista choréb zwigzanych z formami aktywnosci sekwencji Alu obejmuje m.in.:
hemofilie typu AiB, agammaglobulinemi¢ Brutona, chorob¢ Menkesa, choro-
be Denta, syndrom hiperimmunoglobulin M czy adrenoleukodystrofie [13, 38].
Rowniez insercje elementow L1 najliczniej pojawiajg si¢ w chromosomie X 13
zrodlem takich chorob jak: dystrofia miotoniczna Duchenne’a, syndrom Coffina-
-Lowry’ego, przewlekle choroby ziarniakowe czy choroidermia [21]. Wymieniona
wyzej agammaglobulinemia, kojarzona jest takze z insercja elementéw SVA w lo-
cus BTK chromosomu X.

Pomiedzy kopiami elementéw ruchomych dochodzi tez do przypadkow nierow-
nomiernych rekombinacji homologicznych, prowadzacych do delecji, insercji czy
bardziej ztozonych rearanzacji. Zmiany te leza u podstaw takich jednostek choro-
bowych jak zespoty: Lescha-Nyhana, Ehlersa-Dansola, choroba Taya-Sachsa czy
trombofilia [24]. WartoSci liczbowe zmian zwigzanych z aktywno$cig Alu w geno-
mie ludzkim wskazuja, ze rekombinacje miedzy homologicznymi elementami by-
waja zrodtem blisko 500 delecji, ktore osiagaja dtugos¢ do 400 pz [84]. Analogiczna
warto$¢ w odniesieniu do delecji wynikajacych z rekombinacjami mi¢dzy elemen-
tami L1 to ok. 80 przypadkéw [40]. Mniej liczne sa delecje bedace konsekwencja
insercji ruchomych elementéw. Tych spowodowanych przez Alu jest 23, adla L1
1 SVA odpowiednio — 31 1 13 [85, 89]. Wiele wskazuje jednak, ze przytoczone war-
tosci moga by¢ niedoszacowane, jako ze skuteczno$¢ konwencjonalnych metod
screeningu mutacji ciggle nie jest najwyzsza, szczego6lnie jesli sytuacja dotyczy du-
zych fragmentow DNA, np. tych bedacych udziatem elementow L1 [87].

W chromosomach innych niz X insercje sekwencji Alu, L1 i SVA sg znacznie
rzadsze, niemniej pojawiajg si¢ w wielu z nich. I tak, obecno$¢ genow uszkodzo-
nych w wyniku aktywnosci elementow Alu oraz wigzane z nimi schorzenia, wy-
kazano w chromosomach: 1, 2,3, 5,6,7,8,10, 11, 12, 13, 161 17. Dla elementow
L1 i SVA liczba takich chromosomow jest mniejsza, w przypadku L1 dotyczy chro-
mosomoéw: 3, 5,8,9,111 17, a dla sekwencji SVA—1, 6,9, 11 [42]. Na przytoczonej
liscie brak pewnych chromosomoéw, co jednak nie musi by¢ rownoznaczne z fak-
tem, ze przypadkow insercji na pewno w nich nie ma. Mozliwe bowiem, ze nie
zostaty do tej pory jednoznacznie zidentyfikowane.

Czes$¢ ze zmian strukturalnych wigzanych z niestabilno$cia genetyczng ma
bezposredni zwiazek z licznymi chorobami o podtozu nowotworowym. Bliz-
sze dane na ten temat zamieszczono w tab. 1. (choroba, chromosom, gen, rodzaj
mutacji). Przypadki nowotworow bedacych pochodna aktywnosci glownie ele-
mentow L1 1 Alu sg liczne 1 dotyczg takich postaci raka jak: rak piersi, biataczka
szpikowa, nerwiakowltokniakowato$¢, rak jajnika, rak jelita grubego, guz desmo-
idalny, rozlany rak zotadka, barwnikowe zwyrodnienie siatkowki, migsak Ewinga
czy rak pluc [66, 68, 82].
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TABELA 1. Przyktady aktywno$ci elementow L1, Alu i SVA w genomie czlowieka powigzane
Z nowotworami
TABLE 1. Activity of selected L1, Alu and SVA elements vs human cancers

Lokalizacja

rodzaj Choroba/typ —chromosom, Uszkadzany Typ mutacji | Literatura
TE nowotworu . gen/locus
egzon/intron
L 8q24 . .
L1 Rak piersi intron c-myc insercja [22, 65]
Rak jelita grubego
(rozyvml?ty z r0d’21.n— 5q21.22 APC insercja (48, 63]
nej polipowatosci egzon
gruczolakowatej)
Nerwiakowtokniowato$¢ 17q11.2 NF1 insercja [48, 102]
egzon
Alu | Nerwiakowlokniowatose| /4112 NF1 ST 1 148 96, 102]
intron/egzon delecje
A
. ety \ egzon APC insercja [22, 39, 42]
dzicznych guzow TUTR
desmoidalnych)
Rak piersi 17q21 BRCA1 insercja [22, 94]
egzon
17421 delecja,
Rak piersi 4 BRCA1 duplikacja/ | [22, 62, 105]
egzon TS
triplikacja
Rak piersi 13q12.3 BRCA2 insercja [42, 63, 94]
egzon
delecja,
Rak piersi 13q12.3 BRCA2 | duplikacja/ [22, 62]
egzon TS
triplikacja
Wrodzo'ny rozlany rak 16g22.1 CDHI delecja (52, 71]
zotadka egzon
Rak watrobokomorkowy 1p36.3 CAD delecja [22, 44]
egzon
Zespot von Hippla-Lin-
daga (t}aczymakoxjv.at(.)sc . 3p26.25 VHL delecia [12, 19, 34]
siatkbwkowo-mozdz- | intron/egzon
kowa)
Nowotwor jajnika 11q22.23 PGR insercja [48, 81]

intron/egzon
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Lokalizacja

rodzaj Chorobaltyp —chromosom, Uszkadzany Typ mutacji | Literatura
TE nowotworu . gen/locus
egzon/intron
Zespot Lyncha 3p21.3 .
(HNPCC) egzon MSH1 delecja [48, 56, 100]
Zespot Lyncha 2p21 MSH?2 delecja [48, 56, 64,
(HNPCC) egzon/intron duplikacja 100]
Ostra biataczka
limfoblastyczna 6q23.3 MYB duplikacja [14, 67]

T-komoérkowa

t(5q23q31) EWSR-

Migsak Ewinga (18q12) L-ETV translokacja [52,72]
Przewlekta biataczka 1(9;22) .
szpikowa (@34:q11) BCR-ABL | translokacja [22, 47]
Zespot Lyncha 7p22.2 . .
SVA (HNPCC) Intron PMS2 insercja [48, 50]
Biataczka 6p21.3 HLA-A delecia [50, 92]
caly gen

Podtoze chorob bywa rozne, w wielu przypadkach nadal nie zostalo precy-
zyjnie zdefiniowane. Spekulacje zmierzajgce do wyjasnienia molekularnego pod-
loza podwyzszonej aktywnosci retroelementow wskazuja np. na indukcje grupy
gendéw zaangazowanych w proliferacje i podatnos¢ komoérek nowotworowych do
przerzutow [15]. Mozliwe tez, ze mechanizmy prowadzace do hipometylacji DNA
(stan obserwowany w komorkach licznych postaci nowotworéw) maja zwiazek ze
spadkiem aktywnos$ci metylotransferaz czy niedoborem w diecie ich prekursorow
(S-adenozylometionina, kwas foliowy). Do dzi$§ nie ma jasnej odpowiedzi na te pyta-
nia. W przypadku niektorych postaci nowotworow np. raka piersi (rowniez choroby
Menkesa) insercja Alu w genie spowodowata zaburzenia w prawidtowym sktada-
niu jego pre-mRNA [26]. Do klasycznych przyktadow insercji de novo zwigzanych
z mechanizmem TPRT (ang. Target-Primed Reverse Transcription) tj. wbudowy-
wania elementéow Alu i L1 w nowe miejsca genomu dochodzi np. w obszarze ta-
kich genow jak: APC (mutacja wigzana z rakiem jelita grubego), BRCA1, BRCA2,
(rak piersi/jajnika), MLVI (leukemia) czy NF1 (nerwiakowtokniakowato$¢) [52].
Z kolei przypadki nieallelicznych rekombinacji homologicznych (NAHR) migdzy
elementami Alu prowadza do delecji w genach: CHEK (rak prostaty), MEN1 (gru-
czolakorakowato$¢), CDH1 (rozlany rak zotadka), duplikacji pojawiajacej si¢ w ge-
nie MLL1 (wigzana z ostra biataczka limfo blastyczng) czy translokacji w genie
EWRSI (guz Edwinga tj. pierwotny, ztosliwy nowotwor kosci, dotykajacy gtownie
ludzi mtodych [54].
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Z przytoczonych wczesniej danych wida¢, ze specyficznych miejsc aktywno-
$ci elementéw genetycznych w genomie jest wiele, co jak si¢ wydaje, moze dawac
podstawy do analiz preferencji w ich wyborze. Kwestia ta rowniez nie jest jednak
rozstrzygnigta. Trudno zaproponowa¢ uogolniong teze¢ wobec wszystkich typow
retrotranspozonow. W przypadku sekwencji SINE wyraznie, jako docelowe miejsca
insercji, dominujg te zlokalizowane w regionach bogatych w geny. Odmienna sytu-
acja dotyczy elementow L1, ich kopie czgéciej na miejsce integracji z genomem wy-
bieraja obszary bogate w nukleotydy AT [10]. Jedna z istotnych cech wymienionych
elementow jest wyrazna réznica w ich dtugosci. L1, w aktywnej postaci, to elemen-
ty siegajace kilku do ok. 6 kpz, podczas gdy Alu nalezace do SINE, sg niemal 20
razy krotsze. Wydaje si¢ oczywiste, ze konsekwencje wbudowania L1 bylyby bar-
dziej spektakularne. Insercje takie moga prowadzi¢ do powazniejszych, niz w przy-
padku Alu, zaburzen nie tylko w strukturze, ale rowniez zagraza¢ funkcjonowaniu
genu/genomu. Poniewaz oba rodzaje opisywanych elementow powielane sa we-
dlug podobnego mechanizmu (wspomniany juz wcze$niej TPRT, tj. utwierdzona
docelowo odwrotna transkrypcja [33]), wydaje si¢ prawdopodobne, ze w przypadku
L1 komoérka uruchamia dodatkowe mechanizmy, blokujace ich dostep w obszary
0 wWyzszym zageszczeniu genOw lub ostabiajgce ich aktywnos¢ transpozycyjng [99].

CZYNNIKI WARUNKUJACE AKTYWNOSC
RETROTRANSPOZONOW

Na aktywnos$¢ retrotranspozondéw wplywajg zardwno czynniki zewngtrzne jak
i liczne procesy wewnatrzkomorkowe. Z tych pierwszych wspomnie¢ mozna np.
o aktywujacym wptywie benzopirenéw. To weglowodory aromatyczne obecne
w dymie (m.in. w dymie tytoniowym) , smogu, w duzych ilosciach powstaja wsku-
tek spalania $mieci (tworzyw sztucznych). Stezenie tych zwigzkéw w powietrzu
jest jednym z parametréw oceny jego jakosci. Benzopireny wprowadzane sg tez do
organizmu za posrednictwem zywnos$ci (potrawy wedzone). Zostaty zidentyfiko-
wane jako czynniki ryzyka w raku jelita grubego, raka piersi i ptuc [91]. Podobne
dane odnotowano tez w przypadku komoérek poddanych ekspozycji na nikiel [32].

Liczne publikacje po$wigcone sg roli jakg w aktywnosci ruchomych elementow
genetycznych odgrywa stan stresu oksydacyjnego i zwigzanego z nim uwalniania
reaktywnych form tlenu (gléwnie wolnych rodnikow). Ich obecnos¢ w komorce
prowadzi do uszkodzen DNA, zwicksza niestabilno§¢ genomu, co sprzyja aktyw-
no$ci retrotranspozondw oraz przyczynia si¢ do inicjowania i progresji procesow
nowotworzenia [61]. Wiaze si¢ tez z niezwykle istotnym zjawiskiem zaréwno
w kontekscie aktywnosci genow jak i ruchomych elementow jakim jest hipometyla-
cja wybranych regionéw genomu [37, 103]. Wspomniane wolne rodniki moga by¢
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jedng z przyczyn (lub konsekwencja) tego procesu [74]. Rezultaty badan Huang
1 wsp. proponuja biologiczny mechanizm wyjasniajacy redukcje metylacji elemen-
tow L1 zwigzang z obecnoscia w komorce reaktywnych form tlenu [45].
Identyfikacja miejsc transpozycji L1 dowodzi, ze pozostajg one w $cistej ko-
relacji z wzorami hipometylacji genomowego DNA. Tym epigenetycznym zmia-
nom towarzyszy wyrazny wzrost aktywnosci retroelementdéw [11]. Wskazanie
wspomnianych miejsc mozliwe jest dzieki technologiom sekwencjonowania no-
wej generacji oraz nowym algorytmom do analiz danych. Wdrozono do tego celu
np. program SPANNER czy nowszy TANGRAM stwarzajacy m.in. mozliwos$¢
porownywania lokalizacji elementow Alu w komorkach prawidlowych i liniach
nowotworowych oraz taczenie tych danych z konkretnymi schorzeniami [1, 54].
Stosowne programy ukierunkowane sg tez na charakterystyke profilu metyla-
cji DNA. Ma on szczegdlne znaczenie w obszarze niekodujacych sekwencji roz-
proszonych w genomie oraz w regionach wysp CpG promotorow genow [98].
W pierwszym przypadku sytuacja bezposrednie skorelowana jest z niestabilnoscia
genomu 1 progresja nowotworow, w drugim, z mechanizmem inaktywacji nowo-
tworowych gendéw supresorowych [80, 82]. W §wietle dostepnych danych, mozna
moéwié o globalnej hipometylacji genomu (regiony miedzygenowe i introny), a rOw-
noczesnie hipermetylacji regionéw promotorowych gendéw jako wspdlnych cechach
komoérek nowotworowych [43]. Poniewaz retroelementy stanowia znaczaca czesé
genomu cztowieka to poziom ich metylacji moze by¢ traktowany jako uzyteczny
marker metylacji calego genomu, a dane takie kojarzy¢ mozna z wczesnymi eta-
pami nowotwordw, co stwarza szanse monitorowania postepéw choroby [76, 82].
W komorkach prawidtowych sekwencje Alu i L1 sg wysoce metylowane. Stan
taki zapewnia niski poziom ich transkrypcji, a w konsekwencji hamowanie proce-
sOw retrotranspozycji i jest jednym z gléwnych mechanizmow komorkowej kon-
troli aktywnos$ci omawianych elementow [83]. W komorkach nowotworowych
dokumentowano zjawisko hipometylacji Alu i L1 prowadzacej do wzrostu aktyw-
nosci transkrypcyjnej tych elementow [6, 53, 90]. Dochodzi do ich wzmozone;j
amplifikacji i wbudowywania kolejnych kopii w nowe miejsca, a w konsekwencji
zaburzenia stabilno$ci genomu [82]. Szacuje si¢, ze zwartosci 5-mC decydujacej
o statusie metylacji w komorkach roznych nowotworow w poréwnaniu z komorka-
mi prawidlowymi zmniejsza si¢ zwykle nawet o kilkanascie procent [24, 29].
Pierwsze przypadki hipometylacji L1 odnotowane zostaty w wielostopnio-
wej kancerogenezie raka jelita grubego (insercja L1 w genie supresorowym
APC) [63, 90]. Kolejne lata przyniosty doniesienia wskazujace, ze wiele innych
postaci raka powigzanych jest rowniez ze spadkiem poziomu metylacji elemen-
tow LINE. Hipometylacj¢ sekwencji LINE-1 obserwowano w przypadkach raka
piersi, pecherza moczowego, jajnika, watroby, czerniaka, raka przetyku czy gru-
czolakoraka ptuc [4, 73, 76, 82, 101]. Badania Balciano i wsp. nad elementa-
mi L1 dowodza, tez ze hipometylacja jego regionu 5’UTR (miejsce lokalizacji
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wewnetrznego promotora) w komoérkach nowotworowych wywotuje zauwazalny
wzrost poziomu mRNA-L1 i wzmozong ekspresje biatek ORF1p i ORF2p [14]. Pos
miar komorkowego poziomu tych czasteczek, obok oceny statusu metylacji trans-
pozondw, stanowi podstawe testow bedacych miarg aktywnosci retroelementow,
arezultaty sa jedng z przestanek w prognozach nowotworowych [69, 75]. Z tych
samych badan wynika, ze hipometylacja LINE jest procesem wcze$niejszym wobec
analogicznych sytuacji w sekwencjach Alu.

Podobna, jak opisana wyzej, sytuacja dotyczy rowniez sekwencji Alu. Proces
demetylacji tych elementow wigzany jest m.in. z takimi nowotworami jak glejak, rak
jamy ustnej czy zoladka [6, 16, 20, 60, 77]. Sekwencje Alu s3 stosunkowo bogate
w reszty CpG uznawane za miejsca powszechnej metylacji. Odpowiadaja za ok. 25%
zmetylowanych miejsc genomu [104]. Insercje elementow Alu mogg by¢ tez zrodlem
nowych wysp CpG i1 wplywa¢ na zmiany w ekspresji genéow potozonych w poblizu
takich miejsc. W $wietle aktualnych danych nie jest jasne czy to metylacja Alu staje
si¢ sita napedowa zmian w ekspresji sasiadujacych genéw czy raczej metylacja Alu
wynika z cech 1 aktywnosci genow sasiadujacych z tymi elementami.

Zmiany genomowe wynikajace z aktywnosci ruchomych elementow (i wig-
zane z nimi schorzenia) sg udziatem nie tylko sekwencji Alu i L1. Dotyczg réw-
niez elementdw SVA, niemniej sg one znaczaco rzadsze i powodowane gléwnie
insercjami zaburzajacymi prawidlowy przebieg alternatywnego sktadania genow.
Mozliwe, ze SVA wywieraja wpltyw na epigenetyczne i transkrypcyjne parametry
w locus, w ktorym wystepuja bez potrzebny retro transpozycji, co ma zwigzek
z pierwszorzedowa struktura elementow SVA, szczegdlnie z liczbg i charakterem
ich domeny ztozonej z powtorzen tandemowych w czesci VNTR [2].

Analizujac zdolno$¢ transpozycyjng elementéw L1 i Alu warto wspomnie¢ tez
o takich czynnikach komorkowych jak cytydynowa deaminaza APOBEC3 [17]
czy MOV10 — helikaza RNA wspotpracujaca z kluczowym w procesie wyciszania
RNA kompleksem AGO2, ktorej aktywnos¢ prowadzi¢ moze do blokowania trans-
lacji lub degradacji L1 RNA[5, 57].

Przyktady chorob genetycznych wynikajace z aktywno$ci ruchomych ele-
mentow wspomniane w rozdziatach oraz te wymienione w tabeli 1. stanowig je-
dynie czes¢ przypadkow zaktocenia stabilnosci genomu powodowanych przez re-
troelementy. Wiekszo$¢, ze wzgledu na ich lokalizacje nie majace konsekwencji
funkcjonalnych byta w kolejnych generacjach tracona z puli genowej populacji
ludzkiej lub jako szkodliwa, eliminowana na drodze negatywnej selekcji. Wydaje
si¢, ze nowe podejscia metodyczne np. oparte o technologie sekwencjonowania
nowej generacji (ang. Next-Generation Sequencing, NGS) sg na tyle obiecujace,
ze w nieodleglej przysztosci pula informacji na temat aktywnosci elementow i jej
powiazania z chorobami bgdzie znaczaco wigksza [46].

Jeszcze stosunkowo niedawno, regulacja ekspresji zwigzana z aktywnoS$cig
transpozondw rozpatrywana byta jedynie w odniesieniu do specyficznych genow.
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Wryniki ostatnich lat wskazujg tez na obecno$¢ tych elementéw w wielu sekwen-
cjach regulatorowych jak promotory, sekwencje wzmacniajace, sygnaty poliade-
nylacji czy miejsca akceptorowe i donorowe splicingu, co sprawia, ze zmianom
ulegaja transkrypty genow potozone w regionie ich aktywnosci [55, 97].

Mechanizmy komoérkowe odpowiedzialne za kontrole i utrzymanie integralnosci
genomu osiggnety, rowniez w odniesieniu do ruchomych elementow, stan rownowagi
migdzy dwiema tendencjami rozwojowymi. Zbyt szybkie tempo tworzenia nowych
kopii mogloby w konsekwencji zwigkszac¢ prawdopodobienstwo uszkodzen genow, co
za tym idzie ich funkcjonowania, zaleznie od miejsca, charakteru i wielkosci uszko-
dzen DNA. Z drugiej strony, zbyt wolne tempo powielania elementéw genetycznych
mogloby prowadzi¢ do ich uszkodzen, inaktywacji i degradacji, a w dtuzszej per-
spektywie eliminacji z genomu. W sytuacji kiedy sekwencje te tworzg ogromna czg$¢
struktury genomdw, byloby to zjawisko niekorzystne, z konsekwencjami trudnymi
do przewidzenia. Tak wiec utrzymywanie stanu rownowagi miedzy wymienionymi
tendencjami wydaje si¢ istotnym czynnikiem warunkujacych obecnos¢ i aktywnosé
ruchomych elementoéw genetycznych w genomach [11].

PODSUMOWANIE

Rola jaka petnig retrotranspozony w rozwoju chordéb nowotworowych (réwniez
chordb o innym podtozu) nie jest doktadnie poznana. Mimo niematej puli danych
na ten temat, ciggle bez jednoznacznej odpowiedzi pozostaje pytanie —w jaki sposob
aktywnos¢ retroelementdéw polaczy¢ z wybranymi chorobami? Niejasnym pozosta-
je m.in. fakt czy podwyzszona aktywnos¢ elementow L1 jest skutkiem czy przy-
czyng procesu ontogenezy. Nie ma natomiast watpliwosci co do tego, ze aktywnos¢
retrotranspozonow wigzana jest z niestabilno$cia genetyczng prowadzacg do zmian
strukturalnych i funkcjonalnych genomu, a przypadki mutagenezy leza u podtoza
wielu chorob genetycznych [46]. Problematyka budzi state zainteresowanie i od lat
jest obicktem zywej dyskusji. Pewne nadzieje wigzane sg m.in. z opracowaniem no-
wych metod badawczych czego przyktadem moze by¢ HT-TREBS tj. specjalna me-
toda sekwencjonowania genomu (np. High-Throughput Targeted Repeat Element
Bisulfite Sequencing) ukierunkowana na identyfikacje miejsc metylacji w specy-
ficznych locus 1 powigzanie tych danych z miejscami retrotranspozycji w okreslo-
nych regionach genomu ludzkiego [44, 45]. Nowe metody badawcze utatwiajg nie
tylko identyfikacje miejsc transpozycji zwigzanych z aktywno$cig ruchomych ele-
mentow, ale takze powigzanie tego zjawiska z szeregiem proceséw biologicznych
w tym m.in. z procesami kancerogenezy. Ostatnia dekada obfituje w publikacje,
ktorych autorzy starajg si¢ zebra¢ nowe dane dotyczace aktywnos$ci ruchomych ele-
mentow, niestabilno$ci genetycznej, zmian w ekspresji genow, hipometylacji DNA
i odnie$¢ je do progresji nowotwordw. Mozliwe, ze rozwiagzanie tych ztozonych
zagadnien pozwoli zaproponowac kierunki skutecznej terapii antynowotworowe;j.
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