UPPSALA
UNIVERSITET

Sjalviska gener och deras osjalviska effekter

Martin Larsson

Independent Project in Biology
Sjalvstandigt arbete i biologi, 15 hp, varterminen 2012
Institutionen for biologisk grundutbildning, Uppsala universitet



Sammandrag

Transposoner &r en typ av DNA-sekvenser som verkar for att sprida sig sjalva i genomet.
Debatten om ifall transposoner enbart agerar sjalviskt eller ifall de kan bidra positivt till
organismen de befinner sig i har pagatt i artionden. Detta arbete visar pa att det finns en stor
mangd transposoner som kan bidra positivt till organismen: transposoner kan agera som
promotorer, de kan ha regulatoriska effekter och de kan bade inga i och skapa regulatoriska
natverk. Dessutom bidrar de strukturellt i Drosophilas telomerer, samt kan bilda gener de
novo. Genom alla dessa effekter har transposoner visat sig vara viktiga hos bland annat
manniskor for till exempel embryoutveckling, neurologiska funktioner och immunfdrsvaret.
Sammantaget kan slutsatsen dras att &ven om transposoner rent mekanismmassigt oftast
agerar sjalviskt, sa gor de manga evolutionara effekter som transposoner bidrar med att de inte
kan ses som sjalviska — atminstone inte i bemarkelsen att de enbart sprider sig i genomet pa
bekostnad av organismen.

Inledning

DNA agerar genetiskt material for levande organismer 6ver hela jorden. Genom att koda for
genprodukter sasom mRNA och protein ar det DNA, tillsammans med miljo, som avgér hur
organismer utvecklas och hur de blir som fullt utvecklade individer. Processer sdsom
stamcellsdifferentiering och embryoutveckling kontrolleras indirekt av DNA under
organismens utveckling, och egenskaper som harfarg och 6gonféarg kodas av DNA senare
under organismens liv. DNA nedarvs till en organisms avkomma, vilket gor att avkomman
ocksa till viss del arver de egenskaper som foraldern har.

Under 1940-talet gjordes en studie pa majs av Barbara McClintock (McClintock 1948). Syftet
var att undersoka mekanismerna bakom varfor vissa majskolvar blir fargade i mosaikmaonster,
och varfor detta mosaikmaonster inte nedarvs till avkomman pa det satt man skulle férvanta
sig. Det McClintock fann var att mosaikmonstret genererades av tva sekvenser av DNA, da
benamnda Activator (Ac) och Dissociator (Ds). Det fascinerande med dessa tva sekvenser var
att de hade formagan att forflytta sig i genomet. Man fann att Ac inducerade Ds att byta
position i genomet, och nér Ds bytte plats i genomet kunde gener som forut suttit néra Ds
plotsligt uttryckas. En av generna som kunde uttryckas efter forflyttning av Ds orsakade
syntes av pigmentet antocyanin, vilket forklarade mosaikfargen: beroende pa i vilket skede av
utveckling som Ds forflyttades kunde mer eller mindre av ett majskorn, eller en hel
majsplanta, paverkas (McClintock 1948). De tva sekvensernas formaga att forflytta sig i
genomet blev kant som transpositionering, och sekvenser som kunde forflytta sig pa detta satt
blev darfor kanda som transposoner. Vanligtvis brukar transposoner delas upp i tva olika
klasser: DNA-transposoner (klass 11) och retrotransposoner (klass I). Kortfattat kan det sdgas
att klass Il-transposoner sprider sig genom en “klipp och klistra”-mekanism: transposonen
“klipps” ut ur DNA-strangen med hjilp av sdrskilda enzym och “klistras” sedan in pa en
annan position i DNA:t. Klass I-transposoner har en “kopiera och klistra”-mekanism: deras
DNA-sekvens “kopieras” till en mMRNA-intermediar, vilken sedan genomgar omvand
transkription for att “’klistra” in DNA-sekvensen pa en annan plats i genomet. | detta arbete
gors ingen storre skillnad mellan de tva klasserna, och termen transposon anvands har pa
samma satt som engelskans transposable element, det vill sdga som ett samlingsnamn for bade
DNA-transposoner och retrotransposoner.

Efter att McClintock hade upptackt dem ansags transposoner linge bara vara “skrip-DNA”,
eller ’sjalviskt DNA” — sekvenser som sprider sig i genomet utan att bidra med signifikanta
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effekter till organismens fenotyp. Det dr6jde fram tills borjan av 1980-talet innan man fann
nagra fler konkreta bevis for att transposoner kunde ha stora effekter pa fenotyp (Rubin et al.
1982). Sedan 80-talet och framat har darfor debatten gatt fram och tillbaka gallande ifall
transposoner huvudsakligen &r sjalviskt DNA eller ifall de effekter transposoner har pa
fenotyp &r substantiella. Den fragestallning jag vill besvara med detta arbete ar darfor:

Ar transposoner bara sekvenser av sjalviskt DNA, eller har de en sa stor positiv effekt pa
organismen de befinner sig i att termen “’sjélviskt DNA” dr forlegad?

For att besvara denna fraga behéver man forst och framst en konkret definition av termen
sjalviskt DNA. For detta arbete definieras sjalviskt DNA som DNA-sekvenser vilka enbart
verkar for att replikera sig sjdlva i en organisms genom, trots att detta inte har nagra effekter
(eller har negativa effekter) pa organismen ifraga. For att besvara fragestallningen skall
arbetet nedan ge exempel pa transposoner som agerar “osjalviskt”, det vill sdga bidrar positivt
till organismen de befinner sig i, antingen genom deras mekanismer eller ur en evolutionér
synpunkt. Dessa osjalviska effekter skall sedan diskuteras for att bedéma om deras totala
inverkan &r sa stor att transposoner éverlag ej bor ses som sjélviska.

Transposoner med osjalviska effekter

Exaptation ar néar en egenskap som har evolverat fram for ett syfte anvéands for ett annat
(Gould & Vrba 1982): gallande transposoner anvands uttrycket ndr en transposon har
anpassats for att tjana organismens syften. Debatten om transposoner enbart ar sjalviskt DNA
eller om exaptation ar ett utbrett fenomen har som sagt pagatt dnda sedan 1980-talet. Inte
forran pa senare ar har det framkommit bevis for att exaptation faktiskt kan vara tamligen
vanligt i vara genom. Nyligen publicerades en studie som undersokte huruvida
histonmodifikationer i vara celler ar repressiva (tystar uttrycket) eller om de ar tvartom &r
aktiverande (tillater uttrycket) for transposoner (Huda et al. 2010). Denna studie fann att vissa
sorters transposoner blir tystade, men att majoriteten av de undersokta transposonerna faktiskt
uttrycks. Studien fann ocksa en korrelation mellan en transposons nérhet till en gen och dess
uttryckande: transposoner som ar nara gener &r oftast uttryckta. Dessa tva fakta tillsammans
talar fOr att exaptation &r ett vanligt forekommande fenomen (Huda et al. 2010). Denna
sektion behandlar ett antal olika sorters exaptation, samt férsoker belysa deras betydelse
genom generell information och specifika exempel.

Transposoner och cis-regulatoriska element

Som tidigare namndes kan transposoner i stor utstrackning foéra med sig DNA-sekvenser
utéver de som transposonen behodver for att transposera (Geurts et al. 2003). Dessa DNA-
sekvenser kan innehalla gener som uttrycks i vdrden, men kan ocksa vara okodande. Aven om
sekvenserna ar okodande kan de dock ha stor effekt pa varden. Ett cis-regulatoriskt element,
eller cis-element, ar en okodande sekvens DNA som paverkar uttryckandet av en gen inom
samma DNA-molekyl. Om transposoner for med sig cis-regulatoriska element kan darfor
uttryckandet av en nérliggande gen foréndras; cis-regulatoriska element medférda av
transposoner kan dka genuttrycket (Kubo et al. 2008) men kan ocksa minska det (Xu et al.
2007). Cis-regulatoriska element kan paverka en gen direkt, men kan ocksa paverka den
indirekt genom att paverka genens promotor (Xu et al. 2007). Hur stor effekt cis-regulatoriska
element som kommer fran transposoner har pa genreglering ar i nuldget fortfarande oklart.
Det finns dock data som pekar pa att cirka 4,5 % av en manniskas gener paverkas av sadan
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reglering (Jordan et al. 2003). Med en mansklig genomstorlek pa ~20 000 gener (Abdellah et
al. 2004) skulle det kunna innebéra att uppemot 1000 gener i det manskliga genomet regleras

pa detta satt.
Promotor i Gen

Transposon

@ Promator Gen
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Transposon/cis-
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Figur 1. En transposon transposerar in i narheten av en promotor och en gen. Transposonen har cis-
regulatoriska egenskaper, vilket paverkar uttryckandet av genen antingen direkt eller indirekt genom paverkan
pa genens promotor. Paverkan symboliseras av ovalen i figuren ovan.

En konserverad transposon med cis-regulatoriska egenskaper

| en studie som undersokte sekvensen uc.338 fann man att sekvensen, och sekvenser som var
nastan homologa till denna, hade uppkommit fran en tidigare okéand transposon som doptes
till LF-SINE (Bejerano et al. 2006). LF-SINE-sekvenser aterfanns i studien hos samtliga
tetrapoder och det visades att de var starkt konserverade mellan dessa, vilket indikerar att
transposonen har viktiga funktioner. Eftersom manga LF-SINE-sekvenser hittades ndra gener
involverade i transkriptionell reglering och neuronutveckling teoriserades det att transposonen
kunde ha cis-regulatoriska effekter. Denna teori testades genom att en LF-SINE som brukar
sitta ndra genen ISL1 sattes in i musembryon. Transposonen placerades néra en promotor som
kunde uttrycka en lacZ-gen. Nar embryonas hjarnor senare undersoktes for lacZ-aktivitet fann
man att atta av nio embryon uppvisade sadan aktivitet. Detta resultat &r viktigt eftersom genen
ISL1 har visats vara viktig for manga olika neurologiska funktioner (Liang et al. 2011), och
LF-SINE-transposonen fick embryona att uppvisa lacZ-aktivitet pa samma stallen som I1SL1-
aktivitet skulle forvantas. Detta visar pa att denna LF-SINE-sekvens sannolikt &r ett cis-
regulatoriskt element vilket paverkar uttrycket av ISL1 och déarmed har stor effekt pa korrekt
neurologisk utveckling och funktion hos bland annat manniskor (Bejerano et al. 2006).



NRSE: transposoner som cis-regulatoriska element kan paverka neurologisk funktion

Ett exempel pa en viktig funktion transposoner med cis-regulatoriska element kan ha &r
NRSE. NRSE star for neuron restrictive silencer element, eller neuronbegransande
tystningselement, och ar en familj sekvenser till vilka NRSF (neuron restrictive silencer
factor, eller neuronbegransande tystningsfaktor) kan binda. NRSF &r ett protein som kan
nedreglera transkription drastiskt och har visat sig ha vitala effekter for utvecklingen av
hjarnan under embryostadiet hos moss (Chen et al. 1998). Det har dessutom visat sig ha vitala
effekter for hjartat hos moss under bade embryostadiet och vid vuxen alder (Kuwahara et al.
2003). Aven om dessa studier gjordes p& mass har studier ocksa visat pa att NRSF kan ha en
stor effekt pa manniskor, till exempel pa stamcellsdifferentiering (Yang et al. 2008).
Transposoners betydelse for NRSF tydliggjordes for bara nagra ar sedan (Johnson et al.
2006). I en undersokning jamférande CACNAL1A-genen, som visats vara viktig for
neurologiska funktioner (Ophoff et al. 1996), mellan méanniskor och mdss upptécktes det att
den i bada fallen reglerades av ett flertal NRSE-sekvenser. Det visades dock ocksa att antalet
och positioneringen av de NRSE-sekvenser som reglerade genen var olika for mgéss och
manniskor. Nar sekvenserna undersoktes noggrannare uppdagades det att manga av dem
fanns i transposoner; s manga som en sjundedel av alla NRSE-sekvenser som undersoktes
fanns i eller flankerade en LINE2-transposon. Dessutom fanns andra sorters transposoner som
var kopplade till sekvenserna. Detta antyder att transposon-medierad forflyttning av NRSE-
sekvenser kan vara en anledning till diskrepansen mellan mdss och manniskor géllande
antalet och positioneringen av just sadana sekvenser (Johnson et al. 2006). Det innebar ocksa
att transposonerna ifraga kan paverka genreglering varje gang de transposerar med en NRSE-
sekvens och satter sig ndra en gen: genen kan da inforlivas i ett regulatoriskt natverk.

Transposoner och regulatoriska natverk

Den forsta modellen for ett regulatoriskt natverk publicerades 1969 (Britten & Davidson
1969). Ett regulatoriskt natverk &r, kortfattat, ett natverk dar aktiveringen av en gen leder till
aktiveringen av nasta i en slags kaskadeffekt. Ofta ar de kopplade som sa att en sensorsekvens
tar emot en substans eller paverkas pa annat séatt, vilket leder till att sensorsekvensen aktiverar
en integreringsgen. Integreringsgenen kodar for tillverkningen av en genprodukt som kan
binda till en receptorsekvens. Receptorsekvensen aktiveras, vilket leder till syntesen av
genprodukten som kodas nedstroms av denna. Detta kallas for ett natverk for att genprodukten
av integreringsgenen potentiellt sett kan binda till flera olika receptorsekvenser, alltsa far man
i slutdndan flera olika genprodukter (Britten & Davidson 1969). Modellen anvénds &n idag,
men uttrycken har moderniserats nagot: en integreringsgen ar en gen som kodar for en
transkriptionsfaktor, och receptorsekvenser ar helt enkelt promotorer eller cis-regulatoriska
element som transkriptionsfaktorn kan binda till. Transposoner paverkar regulatoriska natverk
genom att de kan foéra med sig reglerande sekvenser (Johnson et al. 2006), eller promotorer
(Ciampi et al. 1982), till nya platser. Nar transposonen integreras pa en ny plats inforlivas
potentiellt sett de gener som ligger nedstroms fran den i det regulatoriska natverket.
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Figur 2. En ny gen inforlivas i ett regulatoriskt natverk genom transposering. a) visar hur endast Gen 1 blir
paverkad av uttryckandet av transkriptionsfaktorn da transposonen/det cis-regulatoriska elementet bara sitter pa
den DNA-strangen. Den gra fargen pa pilen for promotorn tillhérande Gen 2 representerar att den uttrycks
annorlunda an promotorn for Gen 1, trots att deras promotorsekvenser &r lika. b) visar hur Gen 2, efter att
samma transposon som sitter pa den andra DNA-strangen har transposerat in bredvid dess promotor, har
inforlivats i det regulatoriska natverket och nu uttrycker sin genprodukt samtidigt och lika mycket som Gen 1.

Transposoner i regulatoriska natverk kan paverka embryoutveckling

Transposoners inverkan pa regulatoriska natverk har undersokts i flera aktuella studier. I en
av dessa undersoktes genprodukterna OCT4, NANOG och CTCF (Kunarso et al. 2010). De
tva forstnamnda ar reglerande transkriptionsfaktorer som ar viktiga for utvecklingen av
pluripotenta stamceller till differentierade celler (Boyer et al. 2005). CTCF &r ett protein som
hjélper till med den sa kallade isoleringen (insulation) av gener — det ser till att viss
genreglering paverkar just de gener den ér “avsedd” for (Bell et al. 1999). Alla tre
genprodukterna har saledes visats vara viktiga for embryoutveckling (Boyer et al. 2005, Wan
et al. 2008). Medan CTCF visade sig ha sina bindningsregioner pa samma positioner i bagge
genomen, visade studien att det fanns en stor skillnad i placering av OCT4- och NANOG-
bindningsregioner mellan mdss och ménniskor. Bara runt 5 % av de undersokta regionerna
lag pa samma position i genomen for de bagge arterna (for CTCF: ~50 %). Studien visade
ocksa att ett stort antal av de undersokta bindningsregionerna for OCT4 och NANOG fanns i
eller i narheten av transposoner. Dessa tva fakta tillsammans talar for att manga av
bindningsregionerna har tillkommit genom transposering. Detta i sin tur talar for att
transposoner har varit viktiga for struktureringen av det regulatoriska natverk som styr
embryoutvecklingen hos manniskor (Kunarso et al. 2010).



Transposoner i regulatoriska natverk har bidragit till evolutionen av graviditet

Nyligen publicerades ocksa en studie som visar pa att transposoners inverkan pa regulatoriska
natverk var viktig for evolutionen av lang graviditet (Lynch et al. 2011). En studie gjordes dar
man jamforde livsmodersslemhinneceller fran manniska, baltdjur och pungratta. Syftet med
detta var att se varfor de tva forstnamnda har en lang graviditet dar fostret utvecklas i
livmodern, medan den sistndmnda har en kortare graviditet. Genom att undersoka hur de tre
celltyperna skiljde sig gallande genuttryck under graviditet hittades 1532 gener som uttrycktes
av manniska och baltdjur men inte av pungrattor. Cirka 8 % av dessa gener var regulatoriskt
kopplade till transposonen MERZ20. Detta antyder att MER20 har haft en roll i
”omkopplandet” av regulatoriska natverk som ledde till utvecklingen av langre graviditet
(Lynch et al. 2011).

Hobo-transposonen regleras i samband med embryoutveckling

Transposoners inverkan pa regulatoriska natverk har dven dokumenterats for manga andra
transposoner, sasom hobo-transposonen (Depra et al. 2009). Uttrycket av hobo-transposonen
och den hobo-liknande sekvensen hobo*" undersoktes i Drosophila melanogaster. Vad
studien fann var att bade hobo-transposonen och hobo“"* uttrycktes i samband med
embryoutveckling, speciellt i samband med utvecklingen av det centrala nervsystemet. Detta
foreslar att hobo-transposonen och hobo-liknande element regleras av samma mekanismer
som reglerar embryoutveckling. Detta faktum &r intressant da studien ocksa visade att hobo-
transposonen och hobo""" har manga sekvenser som potentiellt sett kan anvandas som cis-
regulatoriska element. Om hobo-transposonen eller hobo"*"* transposerar till en ny position i
genomet kan generna runt transposonen paverkas av dess cis-regulatoriska element. Nar
hobo-transposonen/hobo """ sedan uttrycks i samband med embryoutveckling, paverkas
generna runtomkring indirekt (Depra et al. 2009).

Transposoner som alternativa promotorer

Transposoner kan fora med sig promotorer. Detta kan ske genom att sekvenser som &r
dedikerade till syftet, det vill sdga sekvenser som redan agerar som promotorer for
transposonen, fors med (Ciampi et al. 1982). Det kan ocksa ske genom att sekvenser som fors
med, men som inte agerar som promotorer for transposonen, anpassas av organismen till att
bli promotorer (Romanish et al. 2007). | en studie av 2004 olika promotorer innehdll 24 % av
dem sekvenser som harstammade fran transposoner (Jordan et al. 2003). Det har ocksa visats
att det finns en skillnad mellan olika sorters transposoner gallande vilka som bidrar med dessa
promotorer (Huda et al. 2011). Vidare har det visats att de tva transposoner som oftast bidrar
med promotorer, MIR och L2, ocksa ar starkt konserverade mellan méss och manniskor
(Silva et al. 2003).
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Figur 3. En transposon transposeras in i hérheten av en gen och bérjar anvéndas av denna som en alternativ
promotor. Pilarna symboliserar transkriptionsaktivitet.

DmrtlbY — transposonderiverad promotor som ar vital for kdnsbestamning

| en studie publicerad 2010 undersoktes regleringen av den artspecifika genen dmrtlbY pa
fisken Oryzias latipes Y-kromosom (Herpin et al. 2010). Bevis har tidigare framkommit for
att genen ifraga ar vital for utveckling av manliga konskaraktéarer hos organismen, och att den
kan ha en liknande funktion som den kénsbestdammande SRY-genen hos manniskor (Matsuda
et al. 2002). Dmrt1bY &r en duplikation av en annan gen, dmrtl, som har visats vara viktig for
kdnsbestamning i bland annat manniskan (Raymond et al. 1998). Studien av Oryzias latipes
visade pa att dmrtlbY, strax efter duplikation fran dmrtl, exapterade en ny promotor (Herpin
et al. 2010). Denna promotor visade sig vara positionerad i en tidigare okand transposon, som
doptes till 1zanagi. P& grund av dmrt1bYs centrala roll i kdnsbestamning hos O. latipes visar
detta alltsa pa att transposoner kan bidra till omfattande forandringar i
konsbestamningssystem (Herpin et al. 2010).

Resistansgenen pit aktiveras av en transposon

En studie som gjordes pa ris visade att transposonderiverade promotorer kan vara viktiga for
sjukdomsresistans (Hayashi & Yoshida 2009). | studien undersoktes genen pit, som ar
valkand for att ge ris resistans mot svampinfektioner. Genom att undersoka tva varianter av
pit, pitkso 0Ch pitnpn, hoppades man forsta varfor den forstnamnda uttrycks och ger resistans
mot svampinfektioner medan den sistndmnda inte gor det. Det som visades var att pitgsg
uttrycks pa grund av retrotransposonen Renovator, vilken finns uppstroms av pitgse men inte
av pitngp. Renovator agerar bade som promotor och uttrycksforstarkare for pitgse. Denna
upptackt foreslar att pitxsoe helt enkelt kan ses som den aktiverade formen av pitygp, 0ch att
retrotransposoner sasom Renovator ar viktiga bade for uttryckandet av pit och for andra,
liknande, resistansgener (Hayashi & Yoshida 2009).



Transposoner kan paverka blommornas farg i Saintpaulia

En studie pa den framodlade vaxten Saintpaulia ”Thamires” (Saintpaulia sp.) visade att en
transposon i en av dess promotorer kunde paverka kronbladens farg (Sato et al. 2011).
Ursprungsfargen for vaxten var rosa med bla prickar, men nar vaxten klonades medelst en
cellkultur fran bladen varierade klonernas farg mellan originalfargen, rosa, bla, lila, morklila
och lila med rosa kant. Genom att kromatografera bladen fann man att den bla fargen var
beroende av &mnet malvidin, den rosa fargen var beroende av &mnena pelargonidin och
peonidin och lila blad var beroende av alla tre &mnena. Eftersom mer eller mindre bla farg kan
forklara fargskillnaderna antogs det att syntesen av &mnet malvidin var avgérande for
variationen bland klonerna, och darfor analyserades malvidinets syntesvédg (Sato et al. 2011).
Amnet F3°5°H (flavonoid 3°, 5°-hydroxylas) ar kant for att vara ett nyckelenzym i syntesen av
malvidin. Genen som uttrycker enzymet undersoktes, och det uppdagades att genens
promotorregion skiljde sig mellan de olika fargtyperna. | blommor med originalfargen kunde
promotorn se ut pa tva olika sétt: vissa individer hade en 3844 baspar lang sekvens i
promotorregionen som inte fanns i de andra. Blommor med bla farg hade en 8 baspar lang rest
kvar av denna sekvens och de med rosa farg hade en ~70 baspar lang rest kvar. De med lila
farg hade forlorat hela sekvensen, och hade dessutom forlorat ett omrade om ~20 baspar
runtomkring dar sekvensen suttit. Detta tyder pa att den 3844 baspar langa sekvensen var en
transposon. Promotorn kunde fungera normalt med hela transposonen inkorporerad, eller helt
utan den, men om transposonen lamnade rester eller orsakade deletioner vid utklippning
paverkades promotorns funktion. Genom att promotorns funktion paverkades, paverkades
ocksa genuttrycket (Sato et al. 2011).

Promotor med

ransposon Gen F3'5'H
a) . E— I
Transposon
Promotor med
&b t
pres Gen F3'S'H
b) . i‘ —
Transposon
Promotor som
forlorat ~20 b
7 Gen F3'5'H
¢) i I
Transposon
Promotor med
~70 bp rest -
Gen F35'H

9 i E_ — ‘:?..y
wt

Figur 4. De olika konfigurationerna som promotorer for genen F3°5’H i Saintpaulia kan fa pa grund av
transposering. a) visar en av tvd méjliga varianter for originalfargen: den andra promotorvarianten som ger
originalfargen ar nar transposonsekvensen ar helt franvarande fran promotorn, men denna annars &r intakt. b)
visar hur en promotor med 8 bp transposonrest ger en bla farg pd blommorna. ¢) visar hur en promotor som
forlorat hela transposonsekvensen men dessutom forlorat ~20 bp utéver denna ger en lila farg p& blommorna. d)
visar hur en ~70 bp transposonrest ger en rosa farg pa blommorna. Storlekarna pa DNA-sekvenserna ovan ar
inte proportionerliga, utan bér ses som symboliska. Omritad efter Sato et al. 2011.
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Transposoner kan bilda nya gener

Att transposoner kan fora med sig gener &r vida kant: transposoners, sasom Tn5 och Tn10,
formaga att fora med sig antibiotikagener har varit en stor bidragande faktor i uppkomsten
och spridningen av multiresistenta bakterier. Annu idag fortsatter man att hitta nya
transposoner som potentiellt sett kan sprida resistansgener (Petrova et al. 2011). Transposoner
kan &ven bilda helt nya gener, och 6ver 47 fall av detta har dokumenterats for ménniskans
genom (Lander et al. 2001, Campillos et al. 2006). Exempel pa gener som tros ha uppstatt de
novo fran transposoner ar telomeras, CENP-B, RAG1 och RAG2 (Lander et al. 2001).

CENP-B ar viktigt for centromerbildande och replikation

CENP-B star for Centromere-binding protein B, eller centromerbindande protein B. CENP-B
har visat sig vara vitalt for bildandet av nya centromerer och for bildandet av de
kromatinstrukturer som ser till att centromerer fungerar korrekt (Okada et al. 2007). Samma
studie visar ocksa att CENP-B inte bara kan bilda nya centromerer utan ocksa reglerar
bildandet av nya centromerer, for att inte kromosomerna skall bilda mer &n en centromer.
CENP-B har éven visat sig ha andra funktioner. Under replikation av DNA kan replisomen
fastna pa repeterande sekvenser av DNA (Zaratiegui et al. 2011). Detta beror bland annat pa
att sadana repeterande sekvenser kan innehalla bindningsregioner for ett protein som heter
Sap1, vilket agerar for att sakta ned replikation. CENP-B kan da binda i narheten av dessa
repeterande sekvenser och motverka effekten av Sap1l, vilket gor att replisomen kan replikera
genom omradet med Sap1-bindningsregioner (Zaratiegui et al. 2011). Att CENP-B motverkar
Sap1 leder till en intressant konflikt mellan kromosomen och somliga transposoner som finns
i den. Vissa transposoner har langa terminala repeterande sekvenser (LTR), och rekryterar
Sap1l for att sakta ned replikation kring dessa (Zaratiegui et al. 2011). Om sedan CENP-B
motverkar Sapl kommer replikation att fortskrida genom transposonernas repeterande
sekvenser. Detta leder ofta till att andringar sker i de repeterande sekvenserna (Zaratiegui et
al. 2011). Att ta snabbt replikera igenom de repeterande sekvenserna &r vitalt for kromosomen
som helhet men forodande for transposonen, vars sekvens éndras.

RAG-proteiner ar viktiga for immunférsvaret

RAG star for rekombinationsaktiverande gen, och RAG1/2 ar viktiga for V(D)J-
rekombination. En studie av Mombaerts et al. (1992) visade att mdss som hade en muterad
variant av RAG1 inte genomgick V(D)J-rekombination. Som foljd utvecklade mdssen varken
B- eller T-lymfocyter. Ett liknande experiment som gjordes i kombination med detta visade
att samma sak galler fér méss som saknar RAG2 (Shinkai et al. 1992). Det betyder att dessa
transposonderiverade proteiner &r vitala for att immunfoérsvaret skall fungera korrekt.

Transposoner som telomerer

Kromosomernas andar brukar kallas telomerer. Telomererna ar viktiga for att kromosomens
andar inte ska brytas ner och pa sa satt andra genuttrycket. | de flesta organismer bestar
telomererna av tandemrepeterande sekvenser av baspar, sasom TTGGGG i manniskor. Dessa
sekvenser syntetiseras av enzymet telomeras. Syntesen av de repeterande sekvenserna sker
normalt i samma hastighet som de bryts ner, vilket gor att kromosomernas langd bibehalls. |
Drosophila har det dock visat sig att telomerer fungerar annorlunda an i andra organismer.
Det har visats att Drosophilas telomerandar bestar av olika sorters retrotransposoner: bland
andra HeT-A och TART (Telomere-associated retrotransposon, eller telomerassocierad
retrotransposon) (Levis et al. 1993). Upptéckten gjordes forst for Drosophila melanogaster,
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men senare studier visar att fenomenet troligtvis ar utbrett inom hela Drosophila-slaktet
(Casacuberta & Pardue 2003). Exakt hur retrotransposonerna skyddar kromosomandarna fran
nedbrytning ar okéant. En tidigt foreslagen mekanism var att telomerandarna sakta bryts ned.
Nar nedbrytningen nar en viss punkt transposerar HeT-A eller TART till &nden av telomeren
och bildar nya sekvenser dér, vilket forlanger telomeren och ser till att nedbrytningen inte nar
innanfor dess andar (Levis et al. 1993). En tamligen ny studie visar dock pa att HeT-A i vissa
Drosophila-arter har andra mekanismer for att skydda telomeren (Traverse et al. 2010).
Studien, som &r gjord pa HeT-A i Drosophila virilis (HeT-A""), visar pa att transposonens 5°-
region innehaller promotorn som kodar for transposering. Det som ar intressant med detta &r
att dess 5°-region &r den del av transposonen som alltid hamnar ytterst i telomeren efter
transposering. Om telomeren successivt bréts ner skulle transposonen saledes forlora sin 5°-
ande, vilket inte sker. 5°-regionen i HeT-A"" ar starkt konserverad, vilket talar for att dess
komposition har véldigt specifika funktioner: till exempel &r det mojligt att denna specifika
sekvens kan binda skyddande protein till sig, vilket skulle kunna férklara hur den skyddar
kromosoménden utan att sjalv brytas ner (Traverse et al. 2010).

HeT-A har dven visats vara intressant for evolutionen av transposoner. HeT-A uppvisar
egenskaper som stammer in pa klass I-transposoner bade med och utan langa terminala
repeterande sekvenser (LTR). Detta tyder pa att transposonen &r en evolutionar intermediar
mellan dessa typer. En modell av hur LTR-transposoner utvecklades fran icke-LTR-
transposoner har baserats pa detta (Danilevskaya et al. 1997). Modellen beskriver hur icke-
LTR-transposoner kan ha erhallit en ny promotor i sin 3’-d4nde. Denna promotor duplikerades,
vilket gjorde att den forsta promotorn av de tva kunde uttrycka transkription av promotorn
som lag nedstréms. Om uttrycket av denna genprodukt blev starkare &n uttrycket av den
ursprungliga genprodukten, och den nya genprodukten ocksa innehéll de sekvenser som
behovs for att transposera in i telomeranden, skulle den nya genprodukten bli den vanligast
forekommande sekvensen i telomeréndarna. Den nya genprodukten skulle sedan kunna
utveckla drag som é&r typiska for LTR-transposoner (Danilevskaya et al. 1997).

Andra intressanta fakta kring Drosophilas telomerer har ocksa visats. Till exempel visades det
2009 att centromeren, den centrala delen, av Y-kromosomen i Drosophila har bildats fran en
telomer (Méndez-Lago et al. 2009). Da telomererna delvis bestar av transposoner innebar
detta att transposoner har bidragit till att skapa en kénskromosom.

Transposoner har gett upphov till ”storande” (interfering) RNA

Transposoner har visats kunna ge upphov till bitar av ”stérande” (interfering) RNA, sdsom
SiRNA (Kuang et al. 2009) och miRNA (Smalheiser & Torvik 2005). En studie som
publicerades 2007 visade pa att atminstone 12 % av manniskans miRNA har uppkommit fran
transposoner (Piriyapongsa et al. 2007). Funktionerna for si- och miRNA ar i manga fall inte
kénda. Det finns dock studier som indikerar att miRNA &r viktiga for reglering av bland annat
celldifferentiering (Reinhart et al. 2000) och metabolism (Esau et al. 2006). siRNA har
effekter som bland annat kan vara viktiga for sjukdomsresistans (Anantpadma & Vrati 2012).

Transposonderiverad miRNA kan reglera cancerutveckling

Ett av fa exempel av transposonderiverade miRNA som har studerats i mer detalj ar miRNA-
familjen hsa-mir-548. | en studie visades att denna miRNA-familj har utvecklats fran
transposonfamiljen Madel (Piriyapongsa & Jordan 2007). Studien undersokte ocksa vilka
slags funktioner hsa-mir-548 troligtvis har i manniskor, detta genom att se om det finns vissa
sorters gener dar hsa-mir-548-bindningsregioner ar éverrepresenterade jamfort med resten av
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genomet. Det som visades var att bindningsregionerna var dverrepresenterade i gener
relaterade till bland annat mitos och proliferation. Ett intressant faktum som uppdagades var
att samtliga gener som hsa-mir-548 reglerade kunde kopplas till cancer. Detta foreslar att hsa-
mir-548-familjen kan vara viktig for att nedreglera mitos och proliferation i, och darigenom
spridningen av, cancerceller (Piriyapongsa & Jordan 2007). Studien lade aven fram bevis for
denna teori, da den visade att uttrycket av gener som regleras av hsa-mir-548 var lagre i
cancerceller &n vanliga celler. Till exempel paverkades en gen vars protein ar nddvandigt for
att celldelningscykeln ska fungera (Piriyapongsa & Jordan 2007).

Diskussion

Angaende exemplet Saintpaulia sa kan sjélva andrandet av farg vid transposition vara ett
nagot diffust exempel pa en “osjilvisk” effekt. Andrandet av firg skulle visserligen kunna
bidra till organismens fitness, genom bland annat “artificiell” selektion av odlaren eller att den
nya fargen foredras av pollinatérer. Dock skulle d&ndrandet av farg kunna minska organismens
fitness ocksa, baserat pa exakt samma argument — odlaren och pollinatorer kan selektera mot
den nya fargen. Principen som exemplet visar kan dock i vilket fall vara evolutionart viktig.
Det har i andra studier visats att klass 11-transposoner kan induceras att transposera oftare
under stress (Ogasawara et al. 2009). Man kan darfor tanka sig att somliga organismer, under
stressforhallanden, kan anta en mangfald av nya fenotyper da sekvenser transposeras ut ur
deras promotorer. Genom att fa en méangd nya fenotyper 6kar chansen att arten som helhet
overlever, eftersom en av fenotyperna kan vara battre anpassad till att Overleva stressfaktorn.

Att Drosophilas telomerer bestar av transposoner &r ett intressant faktum i sig sjalvt, men det
blir &nnu mer intressant da man ser att genen som kodar for telomeras kan ha bildats av
transposoner. Detta, tillsammans med likheter sasom att bade retrotransposoner och telomerer
bestar av repeterande enheter, leder osokt till tanken att transposoner kan ha uppkommit fran
telomerer — eller att telomerer kan ha uppkommit fran transposoner. Att telomer-transposonen
HeT-A dessutom visat sig vara ett evolutionart mellanting mellan olika slags transposoner av
klass I antyder att telomererna &r en viktig hot-spot fér den som vill undersoka transposoners
ursprung och evolution. Eftersom telomer-transposonerna i Drosophila dessutom har gett
upphov till delar av Y-kromosomen finns det en mojlighet att mer utforlig utforskning av
kopplingen mellan telomerer och transposoner kan ge information om uppkomsten av
kdnskromosomer i andra arter.

Att forsoka ge en oversiktlig bild 6ver vad transposoner kan gora ar extremt svart, och de
exempel som finns i arbetet ovan ar bara ett axplock av allt som finns att skriva om detta.
Egentligen &r transposoner, precis som resten av genomet, bara DNA-sekvenser. Med tanke
pa att de kan fora med sig andra bitar av DNA samt kan muteras efter att de har transposerats
sa kan de, potentiellt sett, gora precis allt som “vanligt” DNA kan gora. De kan koda for
gener, vara promotorer, vara cis-regulatoriska element, ha strukturfunktioner (som ses i
exemplet med Drosophilas telomerer) och mycket mer.

Att forsoka kvantifiera vikten av transposoner for organismen som innehar dem &r i princip
omojligt. Kontinuerliga effekter, sasom pabyggandet av nya transposoner i telomererna hos
Drosophila, har till min vetskap inte har patraffats hos manniskor. Men de evolutionara
effekterna av transposoner som har agerat i forntiden ar stora. Omstrukturering av
regulatoriska system, omflyttning av cis-regulatoriska element och promotorer, med mera, har
haft stor inverkan pa var evolution. Och dven om de flesta av de transposoner som finns i
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ménniskans genom numera dr “avstingda” genom #ndringar i kromatinstruktur sa finns det
fortfarande ~35 underfamiljer av transposoner som &r aktiva (Mills et al. 2007). Dessa aktiva
transposoner kan agera for att bland annat fortsatta skapa nya regulatoriska system, aven om
deras effekter troligtvis bara kommer vara markbara 6ver ett valdigt langt tidsspann.

Nagra evolutionara och logiska argument talar for att transposoner inte ar sjalviska element,
atminstone inte i bemarkelsen att de sprider sig i genomet pa bekostnad av organismens
fitness. Att de skulle gora det ar for det forsta tamligen kontraintuitivt: transposoner ér
beroende av att organismen de befinner sig i far avkomma for att de ska kunna sprida sig
vidare. Darfor skulle de sjalva missgynnas ifall organismens fitness sanktes markbart, medan
de skulle gynnas ifall de kunde 6ka organismens fitness. Ur ett evolutionart perspektiv skulle
detta innebéra att de transposoner som 0kar organismens fitness skulle anrikas, medan de som
minskar dess fitness skulle do ut. I alla exempel som angivits i detta arbete maste
transposonerna ha dkat organismens fitness nar de transposerade till den aktuella punkten,
annars skulle organismen ha dott ut pa grund av konkurrens frén de “otransposerade”
fenotyperna. Detta ar ett argument, baserat i evolutionsléara, som talar foér att transposoner inte
kan vara de genomparasiter de beskrivits som forr. Givetvis tar denna ganska rudimentéra
modell inte hansyn till alla scenarion: t.ex. skulle en ”transposerad” allel som sénker fitness
kunna fixeras om populationen ar véldigt liten. Dessutom skulle transposoner med valdigt
sma negativa effekter kunna spridas, eftersom dessa inte skulle paverka organismens fitness
nog for att ha en mérkbar effekt.

Ar transposoner bara sjilviska element, eller har de till stor del “osjilviska” effekter? Om man
bara ser till deras spridningsmekanismer och fortplantning i genomet agerar transposoner
oftast sjalviskt. Om man ser till evolutionara effekter finns det dock bevis for att transposoner
har varit till stor nytta for organismerna de befinner sig i. Baserat pa fragestallningen detta
arbete bygger pa, med de definitioner som givits, kan det darfor konstateras att transposoner
inte ar sjalviska. Ur ett bredare perspektiv ar dock fragan omojlig att besvara i sin helhet,
eftersom det &r omgjligt att veta vad som skulle ha hant evolutionért sett om transposoner inte
hade funnits. Det man kan konstatera om problemet dock, ar att nastan allt liv pa jorden skulle
ha varit annorlunda &n det &r idag utan transposonerna.
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