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2. Bevezetés

Az id6ben 1977-ig kellene visszaugrani, amikor el6szor
talalhatunk emlitést olyan rejtélyes szekvencidkr6l a genomban, melyek
fehérjekodold génekben lokalizalodnak, viszont az mRNS érése soran
ezek a szekvencidk furcsa modon eltiinnek, kivagéasra kerlilnek a
processzalodd RNS szakaszbol, tehat nem tartoznak a fehérjekddolo
régiohoz. Az értekezésemet alkotd egyik sarokkd lerakdsa Chow és
Berget munkdjanak kdszonhetd, azzal hogy adenovirusban felismerték és
publikaltdk ezeknek a genomi szakaszoknak a létezését (Berget ¢és
munkatarsai, 1977; Chow és munkatarsai, 1977). A titokzatos
szekvenciadk gyorsan az allhatatos tudomanyos érdeklédés kozéppontjaba
keriiltek, és a torténetiikben a kovetkezd Iépcséfokot az elnevezésiik
jelentette. A mozzanat az amerikai biokémikus, Walter Gilbert nevéhez
kothetd, aki a szekvencidk legtomorebb jellemzésébdl, az angol
intragenic region szavakbdl javasolta az intron fogalom bevezetést a
tudomanyos szféraba (Gilbert, 1978).

A majd masfél évtizeddel késobb a kovetkezd mérfoldkd az
intronok egyre gyarapodd ismeretanyagdban a twintron fogalom
definialasa. A twintron sz6 a twin intron szavak Osszevont alakja,
magyarul iker-intront jelent. Olyan komplex intron szakaszokrol
besz¢liink, ahol tobb intron egyiittesen egy nagyobb intront, azaz
twintront alkot. Copertino ¢és Hallick nevéhez kdothetd a definicio
megalkotasa, Euglena gracilis  kloroplasztjaban  fedeztek  fel
Groupll/Grouplll intronokbdl felépiild Osszetett intront, melyet
twintronnak neveztek el (Copertino és Hallick, 1991). Az emlitett kutatok

nevével késobbi, hasonld témaja publikaciokban gyakran talalkozhatunk.



Az intronok felfedezése oOta szlik negyven év telt el, ami a
tudomany és a tudomanyos felfedezések idoszamitasanak mércéjén mérve
oriasi id6. Elég csak az intronokkal kapcsolatos 1ij ismeretek
megjelenésére gondolni, mint az intronok csoportositasa: Group I, Group
I1, Group III intronok, vagy a spliceoszoémalis intronok. Megemlithetjiik a
tobb szaz fehérjébdl és 6t snRNS alegységbdl felépiild, a spliceoszémalis
intronok  eltavolitasat végzé preciz  molekularis  gépezetet, a
spliceoszomat. Az 1j ismeretek koz¢ sorolhatjuk a splicingot, az alternativ
splicingot; vagy a tobb intronbol feléplild Osszetett intronokat, a
twintronokat, melyek kozotti elemi strukturdlis kiilonbségek tovabbi
csoportositasra adnak lehetdséget. Thomas Cech nevét még meg sem
emlitettiik, aki felismerte, hogy a sajat szekvencidjuk kivagasat katalizalo
RNS molekulédk is rendelkezhetnek enzimatikus tulajdonsadgokkal, vagyis
lehetnek ribozimek. Az altala vizsgalt RNS molekuldk intronok voltak
(Kruger és munkatarsai, 1982).

Ezekhez az ismeretekhez tudtam egy ,.€pitéelemmel” hozzajarulni,
azzal hogy a Tanszékiink laboratériumaban elvégzett kisérletekkel részt
vettem a kutatocsoportunk altal megalkotott ,stwintron” fogalom
létrehozasaban. Az ,stwintron” koncepcid alatt olyan spliceoszomalis
intronokat értlink, ahol egy kiilsé intron kivagadsdhoz esszencialis
szekvenciat megszakit egy beékel6dd, ugynevezett belsé intron. A
specialis szerkezetbdl adoddan egymast kovetden két splicing reakcid
lejatszodasa sziikséges, igy eldszor a belsé, majd a kiilsé intron
eltavolitasa torténik meg az RNS érése kozben (Flipphi és munkatarsai,
2013).

PhD hallgatéként volt szerencsém tobb tanulményi Gton is részt

venni, az egyik alkalommal Hollandiaban, az utrechti CBS-KNAW



Fungal Biodiversity Centre miikodésével ismerkedtem meg. Az intézet
rendelkezik a Fold egyik legnagyobb torzsgylijteményével, tobb mint
100.000 fajjal, koztik gombakkal, élesztékkel, baktériumokkal. A
tevékenységi koriikbe beletartozik a mikroorganizmusok
megszekvenalasa is. A DNS szekvenalds megjelenésével ¢€s elterjedésével
aranyosan n0 az intronok Iétezése, eredete, vagy funkcioja utan
potencidlis kutatdsi teret add, ismert DNS szekvencidk szama. Az elsé
teljes megszekvenalt genom a phi X 174 bakteriofagé volt, a projekt
befejezése 1977-ben, intronok felfedezésének évében tortént (Sanger és
munkatarsai, 1977). Az ezredforduld utdn a Human Genome Project
megvalositasaval az emberi genom megszekvenalasa is befejez6dott. Ez
azért lényeges, mert a gerincesekben nagy ardnyban fordulnak eld
intronok, az emberben szinte minden génre jut ~8 intron, ami nem
mellékesen az alternativ splicing kiilonb6z6 tipusaival a genetikai
variabilitast noveli, masrészt ismeretiik segithet megérteni az intronokkal
kapcsolatos kérdéseket (Sakharkar és munkatarsai, 2004).

A kutatok mindig is bizonytalanok voltak a spliceoszomalis
intronok eredetét illetden. Kiilonbdzd elméletek alakultak ki a létezésiik
magyarazatara, ilyen az intron ,korai” és intron ,,kés6i” elmélet, melyek
az intronok evolucidban vald megjelenésének idopontjat feszegetik
(Koonin, 2006). A jovo egyik lehetdsége lenne olyan bioinformatikai
algoritmusok haszndlata keresdszoftverek segitségével, melyek lehetové
teszik a genomok szisztematikus vizsgalatat, igy akar tudomanyos
attorések elérését ezen a tertileten.

Az értekezésben 1) tipusi beszurédd szekvencidkat fogok

bemutatni, ahol a twintron elnevezés sensu strictu megfelelo.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Intron

Az intronok génekbe agyazodva fordulnak el6, a DNS molekula
fehérje kodold régioit, az exon szekvenciakat valasztjak el egymastol. A
felfedezésiik Chow ¢és Berget tevékenységéhez kothetd, 1977-ben
gazdagitottak a tudomanyos vilagot felismerésiikkel. A ’80-as évek
végére mar tobb genetikai alapfogalom és mechanizmus ismert volt a
kutatok korében; ilyen a DNS 4atiras, a fehérjeképzodés folyamata; és a
szintézishez tartozd, kodonok altal kodolt aminosavak megfejtése is
megtortént. Azonban a kutatok ekkor még meg voltak gy6zdédve arrol,
hogy az mRNS a DNS szal pontos atirata. Egymastol fliggetleniil Philip
Sharp és Richard Roberts vizsgalatokat végeztek a megfazast okozo
adenovirusban. A virus mRNS és DNS hibridizalasa utan azt tapasztaltak,
hogy a DNS molekula bizonyos részei tokéletesen kapcsolodnak a
hozzéatartoz6 mRNS szalhoz. A DNS molekula mas részei viszont nem
hibridizalodtak az mRNS szakasszal, hanem hurok jellegli szerkezetet
alkottak egymagukban. Ebbol arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
mRNS szakaszok egyiittes hossza rovidebb, mint a teljes DNS szal. Ezek
utan egyértelmiivé valt, hogy a DNS molekulat nem csak fehérjekodolo
szakaszok alkotjak, hanem egyéb szekvencidk is, tehat a szerkezete
mozaikos (Chow és munkatarsai, 1977).

A hibridizacids kisérlet tobb izben megismétlésre keriilt. Bert
O’Malley, Pierre Chambon és Philip Leder egymastol fliggetleniil
bizonyitottak, hogy eukariota génekben is eldéfordulnak fehérjét nem
kédolo szekvencidk. A bizonyitds a korabbiak analég modjan tortént,
DNS hibridizalasa mRNS szakaszokkal. A tojasban nagy mennyiségben

megtalalhatdé az ovalbumin nevii fehérje, ami a vizsgalatok targyat



képezte. Az eredmények a korabbi kisérlethez hasonlo képet mutattak, az
érett mRNS rovidebb volt, mint a hozzatartoz6 DNS szal. Ismét hurkos
szerkezetet vett fel a DNS szakasz azon része, mely nem hibridizalodott a
megfeleld mRNS szekvencia hidnyaban (Lai és munkatarsai, 1978; Perrin
¢s munkatarsai, 1979).

Az intron olyan nukleotid szekvencia a génekben, ami az RNS
érése kozben eltavolitasra keriil, igy az exonok Osszekapcsolodésa utana
lehetové valik a sejt szdmara a funkcionalisan ép fehérjék szintézise. Az
érett RNS-ben tehat az intronok eltdvolitdsa utdn a megmarado,
Osszekapcsolodd szekvencidk az exonok. Az intron, mint fogalom
egyarant hasznalatos a DNS szekvencidkba beé¢kelodd nukleotid sorrend
elnevezéseként ¢és a hozzatartoz6 RNS atiratra is (Kinniburgh és
munkatarsai, 1978), felfedezésiik ota kiilonleges genetikai elemként
ismerjiik ezeket a szakaszokat szokatlan tulajdonsagaik miatt (Berget és
munkatarsai, 1977; Chow és munkatarsai, 1977).

Az intron sz6 az angol intragenic region szavakbol eredeteztethetd
fogalomként keriilt be a tudoméinyos szdétirba. Néha beékelddd
szekvenciaként utalnak rajuk, bar ez tobb tipusu belsé nukleotid szakaszra
is vonatkozhat, melyek nincsenek jelen a génrdl képz6dd végtermékben;
ilyenek az inteinek, a nem leolvasott szekvenciak (UTR), és az RNS
editing mechanizmus 4ltal eltavolitott nukleotidok (Anraku ¢és
munkatarsai, 2005; Su és Randau, 2011).

Magyarorszagrol Patthy Laszlot érdemes megemliteni, akinek
kiemelked6 a munkassaga az intronokhoz tartozé ismeretanyag boviilését
illetden. Tobb kozleményében foglalkozik a genomok evolucids
fejlodésével és az exon shuffling mechanizmusaval. Ez a jelenség uj
gének létrehozéasat eredményezd molekularis folyamat, ahol kiilonb6zo
génekbdl szdrmazd exon szakaszok biztositjdk a fehérjét kodolo

szekvenciat. A mechanizmus evolucios jelentdsége vitathatatlan, melyben
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az intronok szervesen részt vesznek. Patthy Laszld6 munkéjanak
kdszonhetden ujabb kutatasi teriiletek nyiltak meg az intronok
vonatkozasaban (Patthy, 1987, 1994, 1999).

Az intronok gyakorisdga széles skalan valtozik a vizsgalt
organizmus fliggvényében, példaul fejlettebb gerincesek nuklearis
genomjaban kimondottan sok lehet beldle, ahol fehérjét kodolod génenként
egyszerre tobb is eléfordulhat. Ellenben bizonyos eukariotdkban nagyon
ritka, ilyen a Saccharomyces cerevisiae, a kozonséges pékélesztd. Az
intronok gyakorisadga az eukariota szervezetek kozott annyira eltérd hogy,
akdr harom nagysagrendbeli kiilonbség is tapasztalhatd egyes
organizmusok intron denzitdsa kozott. Az evolucid eldrehaladtaval
bizonyos intronok eltlinhetnek, mig mas, 0j intronok megjelenhetnek az
¢lélények genetikai anyagaban. Az intronok egyik ideill6 tulajdonsagat
mobilitdsnak nevezziik, ami kielégitd valaszt adhat az eukariotdk kozé
sorolhat6 él6lények kozott tapasztalt nagymértékii kiilonbségre az intron
disztribciot illetden. A mobilitdst legjobban az ortolog gének
Osszehasonlitdsa tdmasztja ald, mert ily mddon egyértelmiien
detektalhatok a génszekvenciak kozott az eltérések, azaz intron hiany,
vagy éppen Uj intron megjelenése (Jeffares ¢s munkatarsai, 2006).

Még az intronok virusokban vald jelenlétére is talalhatunk
bizonyitékot, példanak okéul megemlithetjiik az eukaridta zold algat, a
Chloerrella-at fert6zo virusokat, melyekben intron szekvencia létezését
igazoltdk (Yamada és munkatéarsai, 1994). A sokszor ellentmondésos
tények, és az intronok eredetét 6vez0 homaly miatt gyakran heves vitak
alakulnak ki a kutatok kozott.

Korabban az intronokat felesleges genetikai elemeknek, ,,6cska”
szakaszoknak gondoltdk, azonban a késObbiekben kideriilt, hogy az
intronok nagyban hozzdjarulnak a fajon beliili genetikai valtozatossag

kialakitasadhoz. Létiiknek koszonhetden lehetdség nyilik a génkifejezodés

7



bizonyos mértékii szabalyozasara. Az alternativ splicing egyes eseteiben
kiilsd, kornyezeti paraméterek milyensége is képes hatast gyakorolni az
egy génrol keletkezd fehérje mindségére (Kempken, 2013).

Az intronok kozds, altalanos jellemzdje a splicing, azaz a
kivagddas, ami azt jelenti, hogy a fehérjeszintézis elott sziikséges az
eltavolitasuk. A méret, kivagodast katalizaldé mechanizmus, génekben ¢és
fajokban valo eléfordulas alapjan az intronok csoportokra bontésa

lehetséges. A kovetkezd fébb csoportok kozott lehet kiilonbséget tenni:

e Az cukaridtak sejtmagjaban leggyakrabban el6forduld intronok a
spliceoszomalis intronok, melyek az eltavolitasukhoz
spliceoszoémara van sziikség. A spliceoszoma 5 snRNS alegységbdl és
fehérjékbol felépiildé komplex molekuldris gépezet, mely az intronok
kivagasat kivagast katalizalja.

e Fontos eltérést jelentenek a Group I és Group II intronok, melyek
ribozimként  viselkednek, pontosabban Onmaguk kivagodasat
katalizaljak. A ribozimek (ribonukleinsav enzim) olyan RNS
szakaszok, melyek képesek katalizalni bizonyos biokémiai reakcidkat.

e A Group III intronok az euglenoid kloroplaszt génekben fordulnak
eld, valdszintileg a II. tipusu intronok lerdvidiilt valtozatai.

e A legkevesebb emlitést az eukariota nuklearis genomokban ¢és
archeakban el6forduld intronokrol, a tRNS intronokrol talalunk,
melyek eltavolitdsa enzimatikus ton torténik (Nielsen és Johansen,
2009).

Az intronok széles korben elterjedtek, az ¢élovilag mindharom
doménje rendelkezik olyan fajokkal, melyekben annak valamelyik tipusa
fellelheté. Onhasitoé és tRNS intronok egyarant megtalalhatok
prokariotakban és eukaridtakban, de a spliceoszomalis intronok csakis

eukaridtakban fordulnak eld.



3.1.1 Group I intron

A spliceoszémalis intronoktol eltéréen a Group 1 és Group II
intronok Onkivagodd ribozimek, melyeknek a kivagodasa kiegészitd
fehérjék kozremiikddése nélkiil is lejatszodik (de Longevialle és
munkatarsai, 2010; Haugen és munkatarsai, 2005; Lambowitz és
Zimmerly, 2011; Nielsen és Johansen, 2009). Eukaridtakban elsdsorban
mitokondridlis és kloroplaszt génekre korlatozodik a 1étezésiik,
mindemellett specifikus eukariota mikrobdk magi riboszémalis DNS
lokuszan is eléfordulhatnak (Haugen és munkatéarsai, 2005; Waring és
munkatarsai, 1983). Az 1. csoport intronjainak jellemzdje az Onhasitas
(self-splicing), vagyis az intron szakasz eltavolitdsahoz nincs sziikség
spliceoszomara. Az Onhasitas lehetdségét adja az a tényezd, miszerint a
kivagodasi mechanizmus kdzben olyan kotések bomlanak fel és alakulnak
ki, melyek fedezik egymds energiaigényét, igy a reakcid Osszes
energiaigénye 0, azaz nincs sziikség kiilsd energiaforrasra. Az intron
képes ribozimként viselkedve a sziikséges kémiai reakciokat katalizalva
kivagddni a mRNS-bol, tRNS-bol, rRNS-bdl (Cate és munkatarsai, 1996;
Cech, 1990; Nielsen és Johansen, 2009).

A csillés Tetrahymena eukaridta mikroorganizmusban publikalt
jelenség az elsd példaja az RNS katalitikus mechanizmusanak 1étezésére.
A 268 riboszoémalis RNS érési folyamata fehérjék kozremiikodése nélkiil
is tokéletesen befejez0dott in vitro koriilmények mellett. Az 1982-ben tett
felfedezés Thomas Cech nevéhez kotddik, amiért kés6bb Nobel dijat
kapott. Ezzel a felismeréssel nyilvanvalova valt, hogy az RNS is
rendelkezhet olyan funkciokkal, mint az enzimek, azaz ribozimként
viselkedve hasonld reakciok katalizalasara képes (Kruger €s munkatarsai,

1982).



A transzkripci6 utan az egyszali RNS szabadabb allapota miatt a
molekulan beliil lehetéség nyilik masodlagos interakciok kialakitasara,
ami az RNS masodlagos és harmadlagos szerkezet 1étrejottére ad okot. Az
intron altaldnos masodlagos szerkezete (1. 4bra) hozzavetdlegesen 10
parositott elembdl épiil fel, P1-P10, és az opcionalis P11-P17 hurkokbdl,
mely hurkok a harmadlagos szerkezet szintjén harom nagyobb doménné
rendezddnek (Haugen és munkatarsai, 2005). A Group [ intronok
harmadlagos szerkezetét tehat harom nagyobb helikalis egységre és a
stabilitast segitd kisebb periférikus elemekre lehet osztani. Gyakran
hosszt, fehérjekddolo ORF régid, vagy ismétlodo szekvenciaelemek
fordulhatnak el sok Group I intron periférikus egységeiben. Az intronok
mérete az elobb emlitett beszir6do szekvenciaelemek nélkiil 250-500 bp.
A Group I intronok tovabbi 13 alcsoportra oszthatok a P7 région beliili és
a perifériaclemek kiilonbségei alapjan (Michel és Westhof, 1990; Suh és
munkatarsai, 1999).

A harom j61 elkiilonithetd helikalis régié részt vesz az intron aktiv
helyének kialakitasdban. Igy ez a harom domén a ribozimként valé
mitkodés - a katalitikus aktivitds - alapvetd kellékei. A ribozim
alapszerkezetét jelentd helikalis domének felépitése a kovetkezdképpen
alakul: a P4-P6 hurkok alkotjdk a szkaffolding domént. Ez adja a
kialakulo struktura vazat. A P3-P9 hurkokbdl épiil fel a katalitikus
domén, ebben az elemben taladlhatd a guanozin kofaktort kotd aktiv hely,
ami a kofaktor 3’OH csoportjat aktivalja. A szubsztrat domént mind az
introni és mind az 5’exoni szekvencidkbdl 1étrejové P1-P2 hurkok

alkotjak (Nielsen és Johansen, 2009).
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A szekvencia
alacsony konzervaltsagi foka
miatt az  intron  tipus
azonositasa kifejezetten
nehéz a genomban. Az intron
csoportban egyediil a

masodlagos szerkezet mutat

jelentds konzervaltsagi
szintet. A katalikus
doménben a  guanozin
kofaktor kotohelyeként

funkcionalo P7 hurok
szerkezete jol  konzervalt
(Michel és Westhof, 1990).
A P1 hurokban talalhat6 5’
hasito hely is
kulcsfontossagli  azonositas

szempontjabol, mivel

P5
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Po6

>
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G
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1 abra: A Group I intronok masodlagos

szerkezetének sematikus abrazolasa. Nielsen és

Johansen (2009) alapjan.

majdnem az 0Osszes Group [ intronban ez a splice hely a GU

nukleotidokkal kezdddik, ami jelentds tampont az intron identifikdlasaban

(Nielsen és Johansen, 2009).

A self-splicing egy kiils6é guanozin nukleotid kofaktor bevonasaval

¢s két egymast kovetd transzészterezési reakcid megvaldsulasaval megy

végbe (Cech, 1990). Els6 lépésben az intron P7 hurok aktiv helyén a

kiils6 guanozin nukleotid kofaktor aktivalodik az intron specidlis

térszerkezetének koszonhetéen, majd a kofaktor 3’hidroxilcsoportja

nukleofil tdimadéast indit az intron P1 hurokban lokalizalodé 5’ hasité hely

foszfodiészter kotésének az iranyaba. Ennek eredményeként az 5’ hasitd
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hely és az intron kdzott a kotés felbomlik, megtortént az elsd atészterezés

(2. abra).

L intron szakasz IT.

3 ?
. _OH

52 t 3’

2. abra: A Group I intronok kivagodasi mechanizmusanak sematikus

abrazolasa.

A 1épés katalizalasdhoz sziikséges guanozin kofaktor a feladata
befejeztével az intron 5° végéhez kapcsolodik, a kdvetkezOkben mar nincs
jelentdsége. Az elsé nukleofil tdmadas kovetkezményeként az upstream
exon a P1 hurokban egy szabad 3’-OH csoporttal rendelkezik, ami
végrehatja a masodik nukleofil tdimadast a 3’ hasit6é hely irdnyaba. Ennek
eredményeként megtorténik a két exon ligalasa, és az intron kilép a
rendszerb6l (Haugen és munkatarsai, 2005; Nielsen és Johansen, 2009).

A Group I intronok megtaldlhatok mRNS, rRNS, tRNS kdodolo
génekben diverz genetikai rendszerekben, eukaridota mitokondriumokban,
sejtmagban és kloroplasztban, eubaktérium genomokban, Gram-pozitiv és
Gram-negativ  baktériumokat fert6z6 bakteriofagokban (Foley és
munkatarsai, 2000). Meglep6 modon allatokban harom kivételtol,
eltekintve (Metridium senile, tenegriszegfiiben ketté mitokondrialis, €s az
Acropora tenuis mitokondridlis citokrom C-oxidaz alegység I-ben
talalhatd intron) nincsenek jelen a Group I intronok (Haugen és
munkatarsai, 2005).
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A Group 1 intronok mobilitdsi mechanizmusa a DNS
molekuldkban vagy molekuldk kozott egy részletesen tanulmanyozott
terlilet. Az intron nem-kritikus régidiba beépiilt homing endonukleaz
gének (HEG) el6segitik az intron mobilitdsat, a nagymértékben hely
specifikus homing endonukledzok (HE) kddolasaval, melyek a DNS
hidrolizisére képesek. Az endonukledzok az tigynevezett ,,selfish” DNS
szakaszok kozé sorolhatdak. Olyan molekuldkat illetiink ezzel a névvel
melyek fobb jellemzdi, hogy a genomban 6nmaguk és a kopiaszdmuk
megsokszorozasara és elterjesztésére képesek, illetve nem gyakorolnak
semmilyen hatast a gazdaszervezet reprodukcios folyamataira. Ugyan a
DNS javité folyamatok a nukleinsav hidrolizalt allapotat megsziintetik,
am ekdzben az endonukledz beépiilhet az elhasitott helyre. Ebbdl adédoan
alakult ki a beszédes ,homing” endonukledz elnevezés. Az
endonukledzokat konzervalt aminosav motivumaik alapjan négy csaladba
lehet sorolni, mely kozott a kiillonbségek a csaladok egymastol fliggetlen
eredetére enged kovetkeztetni. Mindezek mellett megjegyzendd, hogy a
természetben eléforduld Group I intronok nagy része nem rendelkezik
homing endonukledzt kddold génnel, igy mobilitasuk jelentds mértékben
alacsonyabb (Haugen és munkatarsai, 2005; Orgel és Crick, 1980).

A Group I intronok biologiai szerepét még nem sikeriilt
felderiteni, a self-splicingon kiviil. Az 6nkivagddo intronok eredete még
ma is kérdéses, azonban jelenlétilk olyan 6si RNS alapt vilagra enged
kovetkeztetni, ahol az RNS molekula két fontosabb funkcioval is
rendelkezhetett: informacioraktarozas, ¢és Onmaga kivagasanak a
katalizise. Ma ezeket a feladatokat megosztva a DNS molekula és a

kiilonboz6 tipusu fehérjék latjak el (Cech, 2007).
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3.1.2 Group II intron

A Group II intronok parhuzamot mutatnak a Group I intronokkal,
kivagddasukat tekintve hasonldan, Onhasité intronként mikddnek, azaz
ribozimek, viszont az el6z6 csoporttol eltérden egy lasszoszerl szerkezet
alakul ki az intron struktirajabol a splicing mechanizmusa kdzben. Széles
korben elterjedtek, az ¢lovilag mindharom doménjében taldlhatunk olyan
¢lélényt, melyben fellelhetd ez a tipusu intron. Megfigyelheték gombak,
novények, protistak sejtorganellumaiban mRNS, tRNS és rRNS
molekulakba ékelddve, valamint baktérium mRNS-ben is (Bonen és
Vogel, 2001).

Az intron mérete atlagosan 2000-3000 bp, melyben az RNS
komponens hossza hozzavetélegesen 500-900 bp (Zimmerly és Semper,
2015). Az intronok hossza tehat széles intervallumon beliil nagyon eltérd
lehet, att6l figgden, hogy az intron szakasz tartalmaz-e ORF régiot vagy
sem. Az ORF a splicingot vagy genetikai mobilitast eldsegitd fehérjét
kédolhat, ilyen a reverz transzkriptaz, RNS maturdz vagy endonukledz
(Bonen és Vogel, 2001).

Transzkripcid utdn egyszali RNS formaban masodlagos és
harmadlagos szerkezet kialakitdsara képesek, mely stabilizalja a struktarat
¢s elOsegiti az intron kivagddasanak a katalizisét oly modon, hogy térben
bizonyos szerkezeti elemek egymashoz kozelebb vagy éppen tavolabb
keriilnek (Marcia és munkatarsai, 2013; Michel és munkatarsai, 2009;
Michel és munkatarsai, 1989; Robart és munkatarsai, 2014; Toor és
munkatarsai, 2008b). Az intron masodlagos felépitését tekintve hurkos
szerkezetli, 6 doménre lehet osztani, melyeknek az elnevezése domén I-
VI. A domének egy kozponti mag iranyabol dgaznak szét, mely térbeli
helyzetét tekintve kozelebb hozza egymashoz az 5° €s 3’ hasitd helyeket

(3. 4bra). A domén I a legnagyobb méretii egység, a ribozim felét is
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kiteheti, ezért ezt tovabbi, a, b, ¢, és d aldoménekre osztjak. Tobbek
kozott a domén I segiti a teljes ribozim szerkezet kialakitasat, és felismeri,
majd poziciondlja az exonokat a katalizis pontos végbemeneteléhez
(Costa és munkatarsai, 2000; Jacquier és Michel, 1990; Michel és
Jacquier, 1987). A domén V egy kisméretii, de er0sen konzervalt eleme a
szerkezetnek, melyben a két katalikus fémion megkdtésért felelds
katalitikus tridd, AGC (néhany intron esetében ez CGC) talalhat6. A
domén VI tartalmazza a kitiiremkedé adenozin motivumot, ami a splicing
kozben a lasszoszerti szerkezet kialakitasahoz esszencialis (Gordon és

Piccirilli, 2001; Konforti és munkatarsai, 1998).

1
e IV
. ;"ORP::}
. \Y%
\— katalitikus triad
N VI

5’exon 3’exon

3. abra: A Group II intronok masodlagos szerkezetének sematikus abrazolasa.
Zimmerly és Semper (2015) alapjan.

A Group I intronokhoz hasonldéan nagyon kevés konzervalt régiot

tartalmaznak. Kivétel néhany nukleotid a kdzponti magban, viszonylag

nagyszdmu nukleotid a domén V-ben, a domén I-ben néhdny rovid

szakasz, valamint a domén VI egységben a lasszdszerkezet kialakitasdhoz
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elengedhetetlen adenozin. A hasitd helyek konzervalt régioi: 5°-
GUGYG...AY3’ (Bonen és Vogel, 2001).

A 1II. csoportba tartozd intronokat alcsoportokra oszthatjuk igy
megkiilonboztetiink I1A, 1IB és a baktériumokban eléforduld, nemrégiben
definialt IIC alcsoportokat (Granlund és munkatarsai, 2001; Toor és
munkatarsai, 2001; Zimmerly és Semper, 2015). A csoportok kozott az
elsddleges kiilonbség az eltérd kdlcsonhatdsokon alapuld exon felismerés
mechanizmusa. Ezek a kiilonbségek minimalis szerkezeti eltérések miatt
alakulnak ki, mint a lasszoszerkezet kialakitasahoz sziikséges adenozin
tavolsaga a 3 hasit6 helytdl, vagy bizonyos harmadlagos interakciok, és a
3’ splice hely konszenzus szekvencidi (Bonen és Vogel, 2001).

A kivagddasuk két transzészterezési reakcid lezajlasaval torténik,
ez a ligdlt exonokat és a lasszoéformaban kivagott intront eredményezi. A
mechanizmust tekintve két fontosabb kiilonbséget allapithatunk meg a
Group I intronokhoz képest; a reakcié végbemeneteléhez nincs sziikség
kiilsd guanozin nukleotid kofaktorra (GTP), annak szerepét a belsd
adenozin tolti be; illetve a korabban emlitett, a kivagodas soran keletkezo
lasszoszerli képzddmény is eltérést jelent. A splicing a transzkripcio utan
torténik meg. A folyamat két egymast kovetd transzészterezési reakciod
segitségével megy végbe, ahol els6 1épésben a domén VI-ban talalhato
adenozin indit nukleofil tdmadast a 3’-exon irdnyaba. A kivagddas
lezajlasahoz sziikséges -OH csoportot a szerkezetben talalhatd adenozin
2’-OH csoportja biztositja, melyet az intron térszerkezete aktival. A 2’-
OH csoport az 1. tipusu intronokban megfigyelt mechanizmus alapjan az
5’-exon és intron kozotti észter kotéssel 1ép reakcioba, és hasitja, majd
kotédik az 5° splice helyhez. Ennek kovetkeztében egy lasszoszerl
képz6dmény alakul ki az intron szerkezetébdl a specidlis adenozinnak

koszonhetden, ami a harom hidroxilcsoportjan keresztiil mar egyszerre
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harom észter kotéssel rendelkezik. A reakcid az 5’-exon nukleofil
tamadasaval végzodik a 3’-exon €s az intron kozott taldlhatd kotés
iranyaba, majd a két exon foszfatészter kotéssel Osszekapcsolodik (4.
abra). A reakcid energiaigény szempontjabdl megegyezik az I. csoportba
tartoz6 intronok kivagddasi mechanizmusdnak energiaigényével, azaz a
felbomlo és kialakulo kotések fedezik a reakcid teljes energiasziikségletét,
a reakcio kiilsd energiaforras nélkiil is lezajlik (Lehmann és Schmidt,
2003; Schmelzer és Schweyen, 1986; van der Veen ¢és munkatarsai,

1986).

L intron szakasz I1.
A
5 — (O

2 3,
5 5’ exon cxon 3 52 -OH

I1I. G"—f lasszd
»
N}

-OH
e } 3’

4. Abra: A Group II intronok kivigodasi mechanizmusénak sematikus

abrazolasa.

A legvalosziniibb elmélet szerint a Group II intronok eredete a
retroelemekben gyokerezik. A legegyszeribb forgatokdnyv alapjan
ribozimbo6l és reverz transzkriptdz egységekbdl felépiilé uj mobilis DNS
molekuldk jottek létre, mely retroelemek a késobb kialakult Group II

intronok dseinek tekinthetok (Zimmerly és Semper, 2015).

17



3.1.3 Group III intron

Az intronok vilagdban az Euglena gracilis és a Group III
megnevezes egy szinte allandosult szinonima, ugyanis a III. csoportba
tartoz6  intronok  kizarélagosan az  emlitett mikroorganizmus
kloroplasztjaban fordulnak elé. Felfedezésiik, és a tobbi csoporttdl vald
megkiilonboztethetdség érdekében a Group III intron elnevezés létrejotte
a 90’-es évek végén tortént (Christopher és Hallick, 1989; Doetsch és
munkatarsai, 1998).

Szerkezeti felépitésiik alapjan a Group II intronokhoz 4llnak a
legkozelebb, azzal a kiilonbséggel, hogy bizonyos strukturalis elemek
hianyoznak, vagyis nagy valoszinliséggel az elobb emlitett intron csoport
lerovidiilt valtozatai. Esetenként a Group II intronok masodlagos
szerkezetére jellemzd domén I és domén VI adja a teljes Group III intron
hosszat, ebbdl addédoan rovidebbek, az atlagos méretiik 90 és 120 bp
kozott valtozik. Az Euglena gracilis kloroplasztban ,hemzsegnek” a
rovidebb, mint 150 bp hossziusagii Group III intronok. Kevés konzervalt
régiot tartalmaznak, ilyen az 5’GU, a domén VI adenozinja, és az A+T
egységekben gazdag intron szekvencia (Christopher és Hallick, 1989;
Doetsch és munkatarsai, 1998; Zimmerly és Semper, 2015).

A domén V hidnya miatt az intronok Onkivagasa lehetetlen, ezért
trans-acting — masik molekulardl hato — elemek konnyitik meg a cellularis
mRNS-bdl az eltavolitasukat. A splicing sordn kialakuld lasszoszerii
szerkezet és a domén VI Kkitiiremkedd adenozinja ismét a Group II
intronokra emlékeztetd motivum (Copertino és munkatarsai, 1994). Az
eltavolitasuk kétlépéses transzészterezési reakcid lezajlasaval megy
végbe, lasszoszerkezet kialakitdsa mellett, ahol a korabban emlitett

adenozin a reakciot elinditdo komponens (Haugen és munkatarsai, 2005).
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3.1.4 Spliceoszomalis intron

A csoport intronjait azért nevezik spliceoszomalis intronoknak,
mert a kivagddasuk nem Onhasitassal torténik, mint a Group I vagy Group
IT intronok, hanem katalikus aktivitasuk hidnyaban spliceoszomat
igényelnek. A spliceoszomalis  intronok  kizarélag  eukariotak
sejtmagjaban talalhatd génekben fordulnak eld, és a kivagédasukhoz egy
komplex molekuldris gépezetre van sziikségiik, amely kis nuklearis RNS
(snRNS-ek: Ul, U2, U4, US és U6) és fehérje épitdelemekbdl szerelodik
0ssze (Rino ¢s Carmo-Fonseca, 2009). A pre-mRNS ¢és fehérje
épitdelemekbdl kialakult szerkezet masik elnevezése az snRNP (small
ribonucleoprotein particle). A {0 spliceoszomat (U2-tipust) felépitd
snRNS alegységek kolcsonhatasba keriilnek az U2 intron 3 rovid
szekvenciajaval, az 5° donorhellyel (5’-GU nukleotidokkal kezdddik,
alkalmanként 5°-GC nukleotidokkal), az eldgazasi szekvenciaval
(tartalmaz egy, a lasszdszerkezet kialakitdsahoz sziikséges adenozint,
kozel az intron 3° végéhez), és a 3’ akceptor hellyel (5’-AG
nukleotidokkal végzddik).

A spliceoszomalis intronok eredete egy maig meg nem valaszolt
kérdés. A spliceoszoémalis intronok Group II intronok kivagddasi
mechanizmussal valo hasonldsdg vezetett ahhoz a hipotézishez, miszerint
egy proteobakterialis s mitokondriumaban talalhaté mobilis Group II
intronok (Koonin, 2009; Toor és munkatarsai, 2008a).

A spliceoszéma az eukariota sejtek sejtmagjaban fordul eld, ahol
maga a splicing reakcio is megtorténik. Kozvetleniil a splicing reakcio
elott épiil fel az snRNS és fehérje elemekb6l a pre-mRNS-en. A
spliceoszoma 0Osszeszerelése a sejt szamdra energiaigényes folyamat,

azonban az intron kihasitasara nincs sziikség tovabbi energia befektetésre,
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mert a felbomld kotések és a kialakuld kotések fedezik az eltavolitashoz
sziikséges energiaigényt.

A minor spliceoszéma (U12 tipus) nagyon hasonldé az U2 tipusu
spliceoszomahoz. A kiilonbség az, hogy ritka hasitd helyekkel rendelkezd
intronokat vag ki funkciondlisan anal6g snRNS alegységekbol (U11, U12,
U4atac, Ubatac ¢és US) felépiild spliceoszoma kdzremitkddésével (Patel és
Steitz, 2003). Kupfer megvizsgalta az U2 intron donor-, elagazas-, és
akceptor hely szekvencidit 5 modell gombéban, és ezek apré eltéréseit a
gerincesekben 1évo intronokhoz képest (Kupfer és munkatarsai, 2004). Az
elagazasi hely és az akceptor hely kozott talalhatd polipirimidin traktus
nem tlinik magas fokon konzervaltnak a gombak intronjaiban. Degeneralt
donorhely (5’-GUNNNN) ¢és elagazasi hely (5’-NYTNAN) is gyakran
eléfordul a fungalis U2 tipusu intronokban.

Az intronok mérete jelentdsen révidebb a korabbi csoportok intron
méreteihez képest, jellemzon 80-120 bp. Az elagazasi pont és az akceptor
régio kozott kortlbeliil 20-50 bp a tavolsag, és tartalmaz egy kb. 15 bp
hosszu pirimidinben gazdag régiot, ami a spliceoszoma mikddéséhez
sziikséges.

5’exon intron 3’exon
5’-exon —A/CAGIGUA/GAGU/CU A/G A C/U IPyr-regiolA/C A G | G-3’-exon

A fenti sematikus nukleotid sorrenden lathatjuk a konzervalt
konszenzus szekvenciakat alahtizva, félkovér betlikkel kiemelve (donor-,
elagazas-, és akceptor hely). A spliceoszoma kiilonbozo alegységei ezeket
a szekvencidkat ismerik fel, majd 1épnek veliik interakcioba a splicing
mechanizmus soran. Az 5’ donor hely az Ul snRNS alegység
komplementere, ez a kapcsolodas elengedhetetlen a splicing lezajlasahoz.
A polipirimidin traktus az U2 alegységgel 1ép kapcsolatba, aminek a
létrejottét kiegészitd fehérjék segitik, mint a BBP és U2AF egységek. Az
RNS szal végén elhelyezkedd 3’ akceptor helyet az US snRNS ismeri fel,
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amivel egyiitt kapcsolodik az U4/U6 alegység is. Ezzel a kapcsolddassal a
hasité helyek és az exonok térben kozelebb keriilnek egymdshoz. A
lépések inicialasat kiegészitd fehérjék és splicing faktorok segitik. A
kovetkezokben levalik az Ul és U4 alegység, kialakul a C-komplex (C1
¢s C2), ami mar rendelkezik katalikus aktivitassal. Itt kezdédik meg az
intron tényleges hasitasa. Az U2 spliceoszomalis intron kivagasa az intron
szempontjabol vizsgalva két egymast kovetd transzészterifikacios 1épéssel
torténik. A lasszoképzddéshez sziikséges adenozin nukleofil tamadést
intéz az 5’ hasitasi helyen a guanin foszfat kotésének irdnyaba, aminek
kovetkeztében transzészterez€s miatt az adenin és az 5’ hasitdé helyen
talalhaté6 GU nukleotidok kozott észter kotés alakul ki (5. 4bra).

L. V. [
o

3’hasito hely 5’
5’hasito hely
BBP U2AF U6
exon 2
3> -
AT e— 3
AT 4
C1-komplex U2 =
IL. v V. } .
BBP ~lassz6 szerkezet 5
U2AF N/ |
P f U6
. y \ ‘u
5’* Intron w A \ I \‘"\/\:\\:\A‘ # - o
w2 o N

C2-komplex 2 e

I1I. U4/U6
Us i

A — s exon1l exon?2

5. abra: A spliceoszomalis intronok eltavolitasi mechanizmusanak sematikus
abrazolasa.
Ez egy atmeneti allapot, a hurokszerkezetli (a jellegzetes

lasszoszerkezet) intron mar elszakadt az 5’exontdl, de még kotéssel
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rendelkezik a 3’exon iranydba. A kovetkezd lépésben az 5’exon 3’-OH
csoportja nukleofil tdmaddsidval, a 3’exon iranyaba a masodik
transzészterezési reakcid segitségével a 2 exon ligalasa végbemegy (5.
abra) (Will és Luhrmann, 2011; Rino és Carmo-Fonseca, 2009).

A spliceoszémalis intronok létrejottének magyarazatara kiilonb6zo
teoriak lattak napvilagot, a két leggyakoribb:

* Az .intron korai elmélet” szerint, - ami szorosan kapcsolddik a

gének fejlodéstorténetében ismeretes exon tedridval - a fehérjekodold
gének mar az evolicid korai iddszakaban is szadmos intronnal
rendelkeztek. A feltételezés szerint az intronoknak jelentds szerepiik
lehetett a fehérjék eredetét illetden, ugyanis kisebb fehérje egységeket
koédolo szekvencidk rekombindcidjanak eldsegitésével hozzajarulhattak a
proteinek fejlodéséhez. A felvazolt tedria szerint, a prokariotdk és
eukariotadk evolucidos eladgazasa utan létrejott eltérd genomfejlodési
folyamatoknak tudhat6 be a spliceoszomalis intronok hidnya a prokariota
szervezetekben.

* Az .ntron késéi elmélet” érvelése szerint a spliceoszomalis

intronok csak eukariota szervezetekben jelentek meg, és az evolicio
elorehaladtdval folyamatosan inszertalodtak fehérjekodold génekbe
(Koonin, 2006).

Megjegyzendd, hogy a két koncepcid nem zarja ki egymast
sziikségszerlien. Tovabba taldlkozhatunk ezeknek a tedridknak a kevert
valtozataibdl kialakult elméletekkel. Roy feltételezése szerint az intronok
nagy része Osi, mig néhanyuk keletkezése evolucids Iéptékben ujszert.
Egy masik, Rogozin altal javasolt tedria, ami az eldbbi ellentettje, azt
mondja ki, hogy az intronok tulnyomé tobbsége ujabb keletli, mig kis
résziik az 6si id6kbdl szdrmazik, de nem sziikségszerlien nagyon régrol

(Rogozin ¢és munkatarsai, 2003; Roy, 2003). A legnagyobb dilemmat
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azonban az intronok lehetséges szerepe jelenti az eukaridta szervezetek
evoliciojaban.

Az ,intron korai” elmélettel magyarazhaté egyes esetekben a
nagymértékben diverz fajok kozott megfigyelhetd szigortian konzervalt
intron pozicio, de ez az elmélet nem tud valaszt adni a modern térzsekben
megfigyelhetdé intron gyarapodas okaira (Ragg, 2011; Rogozin ¢és
munkatarsai, 2012; Roy ¢és Irimia, 2012; van der Burgt és munkatarsai,
2012). A metazodkban 1) intronok megjelenése tapasztalhatd, ahol a
mitokondrium &ltaldban intronmentes, kiilonosen Group II intronoktdl
(Valleés és munkatarsai, 2008), sziikségszerii egy Group II intronoktdl
fiiggetlen mechanizmus ami, de novo intronok megjelenéséhez vezet.

Egy hipotézis szerint a spliceoszomalis intronok a Group II
intronokbol alakultak ki, ugyanis a két csoportban az intronok szerkezeti
felépitése és a katalitikus metodusuk kozott hasonld motivumokat lehet
megfigyelni. Kiilonosen a Group II intronok domén V ¢és a
spliceoszomalis U6/U2 snRNS alegység kozott (Seetharaman és
munkatarsai, 2006; Valadkhan, 2010; Zimmerly és Semper, 2015).
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3.1.5 tRNS intron

A fehérjeszintézishez nélkiilozhetetlen tRNS molekulakban is
eléfordulnak intronok, melyek eltérd eltavolitdsi mechanizmusuk alapjan
egy kiilon csoportba sorolhatok. Az élet harom nagy doménjében
talalhatunk fajokat, melyek valamely tRNS-t kodold génjiikkben intront
hordoznak, kiilondsen az eukariotdkra €s az archedkra igaz ez az allités.
Osszehasonlitd genetikai analizisek alapjan a tRNS intronok a korabbi
csoportok intronjaithoz  hasonloan rendelkeznek egy evolicios
progresszidval, azaz elvesztésiik vagy megjelenésiik mind eukaridta, mind
archea génekben megfigyelhetd (Yoshihisa, 2014).

A tRNS masodlagos szerkezete a négy huroknak kdszonhetden
egy kereszt vagy lohere alakhoz hasonlit, ezért az angol ndmenklatiraban
gyakran illetik a ,cloverleaf structure/modell” elnevezéssel. A
harmadlagos szerkezet egy L-alakhoz hasonlit, variabilitasaban a
riboszomahoz valo illeszthetoség szab hatart. A molekula funkcidjat
tekintve egyik legfontosabb része az antikodon hurok, ami az mRNS
megfeleld kodonjaival 6sszekapcsolodva hatarozza meg a fehérjét felépitd
aminosav sorrendet. Az eukaridtdkban és archedkban a legtobb intront
tartalmazé tRNS gén rendelkezik egy kanonikus intronnal az
antikodonhoz képest 3’ irdnyban egy nukleotid tavolsagtol kezdddden. Az
intron 4tlagos mérete 12-25 nt. A 3’ vége a konzervalt CCA szekvencia,
ahol az aminosavak kapcsolédnak (6. abra) (Swerdlow €s Guthrie, 1984).

Az intronok eltavolitdsa enzimatikus uton megy végbe, ami ATP
igényes, ¢és endonukledz aktivitds mellett torténik. A tRNS intronok
splicing mechanizmusa teljesen eltér a spliceoszomalis intronokétol,
meglepd modon élesztok esetében a citoplazmaban valdsul meg a reakcid

(Hopper, 2013; Sarkar és Hopper, 1998).
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Az ¢élesztékben a tRNS intronok splicing reakcidja harom
Iépésben megy végbe, fehérjék bevonasaval:

I.) Az elsé lépésben enzimatikus fehérje hatdsara a pre-tRNS
intron eltavolitasa jatszodik le. A reakciot a tRNS endonukledz katalizalja
(Knapp és munkatérsai, 1978). Archedkban az endonukledz felépitése
eltérd a gerinces ¢és az éleszté endonukleazhoz képest (Paushkin és
munkatarsai, 2004). Az eltavolitas két fél tRNS szakaszt eredményez; az
5’ szakasz 2°,3’-ciklikus foszfat véggel, mig a 3’ szakasz 5’-OH véggel
rendelkezik. Az intron 5°-OH és 3’ foszfat végekkel szabadul fel (6.

abra).
I.
pre-tRNS
1.
2,3-P 3 M
@-P ligaz

ciklikus
),

1I.
a két exon

foszfodiészteraz

5’exon

3’exon

C—

—

—

O

C—

—

 —

2. 3. 4. + AMP
—_— Ly | —2 —

o endonukleaz kinaz adenil- ligaz g{g
9 ~ transzferaz
57-0H 5-p 5P-P-A
U 1IT.
. érett tRNS
ntron
5’-OH (

—_—

2’foszfotranszferaz )
antikodon

6. abra: A tRNS intronok eltavolitasinak sematikus abrazolasa.
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II.) A méasodik 1épésben a két tRNS szakasz ligalasa megy végbe,
ATP felhasznaldsaval. A reakciot tRNS ligaz katalizalja. Ez a mozzanat a
legkomplikéltabb a folyamat sordn, ugyanis tobb valtozas is torténik
ebben a 1épésben:

1. A ciklikus foszfodiészteraz felnyitja az 5° exon 2’°,3’-ciklikus
foszfatjat, 1étrejon a 2’ foszfat és 3-OH csoporttal rendelkez6 vég.

2. A 3 exon 5-OH csoportjanak a foszforilezése, 5’-foszfat véget
eredményezve egy GTP fliggd kindz aktivitasaval.

3. A 3’ exon 5’-foszfat végének aktivalasa egy AMP transzferrel.

4. A tRNS ligdz katalizalja a két exon Osszekapcsolodasat, 3° exon 5’°-
foszfat vége és az 5° exon 3-OH csoportja kozott.

Végeredményben AMP szabadul fel és a két exon, a foszfat
belépésének koszonhetden Iétrejon a 3°-5’-foszfodiészter kotés, az
exonok Osszekapcsolodnak. A kezdeti 5° exon 2°,3” ciklikus foszfatjabol
szarmaz6 2’ foszfatmaradék tovabbra is az exonok Osszekapcsoldodasi
helyén marad (Wang és Shuman, 2005).

III.) Az utols6, harmadik Iépésben a 2’ foszfotranszferaz

eltavolitja az dsszekapcsolodasi helyen talalhato 2° foszfatmaradékot (6.

abra) (Hopper, 2013; Yoshihisa, 2014).
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3.2 Alternativ splicing

Az alternativ splicing egy komplex ¢és jol szabalyozott
mechanizmus. A jelentdsége abban 4ll, hogy egy génrél kiilonbozd
hosszusagt mRNS molekuldk képzddését teszi lehetévé, ami eltérd
felépitésii fehérjéket eredményez. Ennek kdszonhetden az organizmusban
megtalalhaté gének szdma nem szab szigoru felsd hatart a szintetizalhato
kiilonbozoé szerkezetli fehérjék mennyiségében. A mechanizmus az
intronok mellett az exonokat is bevonja a folyamatba, melyek esetenként
kizdr6dhatnak a fehérjét kodold régiobol. Eukariotakban az alternativ
splicing elterjedése és tipusai széles hatarok kozott valtozik. Az alternativ
splicing 6t f6bb tipusat kiilonbdztetjiik meg (7. abra):

Exonaturgaras: A splicing kozben két eset lehetséges: az exon az
elsddleges atiratban marad, vagy kivagasra keriil az intronokkal egyiitt.
Az atugrott exont intronok hatéroljak.

Egymast kizaréo exonok: A splicing soran 1étrejovd mRNS
molekuldban két exon koziil vagy az egyik, vagy a masik marad benn, de
mindketté nem.

Alternativ 5’ hasito hely: Alternativ donor helyek hasznalata
kiilonbdz6 hosszusagu intronokat eredményez, ami a kivagas utan eltérd
hossztsagu fehérjekddold exonokat hoz 1étre.

Alternativ 3’ hasit6 hely: A jelenség teljes mértékben az
alternativ 5’ hasitd hely hasznalatanak az analdgja, azzal a kiilonbséggel,
hogy ebben az esetben eltérd 3’ akceptor helyek hatarozhatjdk meg az
intron hosszat.

Intron retencio: Az intron vagy eltavolitasra keriil az elsddleges
atiratbol, vagy a kodolo szekvenciaban marad. Ez a tipus szinte mindig

korai stop kodont eredményez. Hasonlosdga miatt nem Osszetévesztendd
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az exon atugrassal, amitdl az kiilonbozteti meg, hogy a visszatartott
szekvenciat exonok hataroljak. (Kempken, 2013).

Exonatugras

e e
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7. abra: A kiilonbo6z0 tipusu alternativ splicing események sematikus abrazolasa.
Kempken (2013) alapjan.

Az exonokat a kek téglalapok abrazoljak, az intronokat a zold téglalapok reprezentaljak;
az alternativan hasitodo intronok narancssdrga szintiek, az atugrott exonok rozsaszinek.

Az imént bemutatott 6t els6dleges alternativ splicing tipuson kiviil
létezik még tovabbi két tipus is; az alternativ promdter és elsé exon
(tobbszorés promoterek) vagy az alternativ poliadenilacios hely és
termindlis exon (tobbszorés poliadenilaciés helyek) hasznalata. A két
mechanizmus lényege abban all, hogy a transzkripcio kiilonb6zo 5’
helyeken (tobbszords promoterek) képes inicializdlodni vagy analog

modon bekdvetkezhet eltéré 3° helyeken (tobbszords poliadenilacios
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helyek) a folyamat termindlédasa. Noha a két mechanizmus egyazon
génrél eltéré6 mRNS létrehozasat idézi eld, a jelenség inkabb nevezhetd
transzkripcids szintli szabalyozasnak, mint alternativ splicingnak.
Mindenestre a tobbszords promoterek ¢és tobbszords poliadenilacios
helyek a sensu strictu alternativ splicing tipusaival kiegésziilve nagyban
hozzéjarulnak az egy génrdl keletkez6 mRNS variabilitasdhoz (Black,
2003; Matlin és munkatarsai, 2005).

Az intronok létezésének felismerése és az alternativ splicing
felfedezése egybeesik. Az adenovirusokban megfigyelték, hogy fertdzési
ciklusok elején ot elsddleges atiratot szintetizdlnak, kés6bb a DNS
replikacid megkezdése utan pedig egy hatodikat is. A korai elsddleges
atiratok szintézise a replikacid megkezdésével is folytatddik. A fertdzési
fazis kései szakaszaban keletkez6 nagyméretii elsédleges atirat a teljes, 32
kb. adenovirus genom 5/6 részével egyezd, sokkal nagyobb, mint a
fertdzott sejtben jelenlévd barmely adenovirus mRNS. A kutatok
megallapitottak, hogy a 2-es tipusu adenovirus kései fazisban keletkezd
RNS éatirat kiillonb6z6 modokon hasitodik, kiillonbozd fehérjéket kddolo
mRNS egységeket eredményezve. Az elsddleges atirat tobbszords
poliadenilaciés helyeket is tartalmaz, ami kiillonb6zé 3° végeket
eredményez a képz6dd mRNS molekuldaknak (Berget és munkatarsai,
1977; Chow és munkatarsai, 1977).

Fonalas gombakban az alternativ splicing gyakran el6forduld
jelenség, az egymast kolcsondsen kizard exonok mechanizmusanak
kivételével. Mig emlésokben az exon atugras az uralkodd alternativ
splicing tipus, addig Ascomycetes fajokban az intron retencid a

legjelentsebb (Kempken, 2013).
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Az alternativ splicing szabdlyozéasa egy roppant érdekes jelenség.
A szabalyozas egyik modja lehet metabolit koté riboswitch molekulak
altal medialt. A riboswitch-ek cis-acting szabalyozé elemek, azaz
ugyanazon a molekuldn fejtik ki hatasukat, ami a kodolasukért felel.
Altalaban az 5’ UTR régioban lokalizalodnak. A riboswitch mRNS
gyakran olyan fehérjét kodol, ami részt vesz a metabolit transzportjaban
vagy bioszintézisében. Ezek a szabdlyoz6 elemek két RNS doménbdl

épiilnek fel, melyeknek egyik része az aptamer domén, a masik pedig az

expresszids platform. Az aptamer domén egy szenzorként funkcional és

specifikus metabolitok vagy fémionok megkotésére képes. Az expresszios
platform két kiillonbdz6 masodlagos szerkezet felvételére képes, metabolit
kotéstol fliggden. A riboswitch-ek egyik legismertebb tipusanak a tiamin-
pirofoszfat (TPP) a metabolitja, ezért TPP riboswitch-nek nevezik.
Néhany eukariota mRNS molekuldban a 3’ végen fejtik ki regulacios
hatasukat. A mechanizmus altalanos elve a kovetkezo6 (8. abra):

1) Alacsony TPP koncentraci6 mellett a riboswitch aptamer
szakasza a pre-mRNS hasito helyét hatarolé szakaszhoz kotédik, azonban
mérete miatt fizikailag blokkolja a hasité hely hozzaférhetdségét is.

2) Magas TPP koncentraci6 mellett az aptamer régi6 koti a
metabolitot, aminek hatdsara egy konformacid-valtozas torténik. A hasito
hely ebben az esetben hozzaférhetd, aminek eredményeként egy alternativ

mRNS jon Iétre (Edwards és Batey, 2010; Kempken, 2013).
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8. dbra: A tiamin-pirofoszfat (TPP) riboswitch miikddési mechanizmusa.
Kempken (2013) alapjan.

Alacsony tiamin-pirofoszfat (TPP) koncentracié mellett a riboswitch aptamer
régioja (fehér vonalkazott szerkezet) a hasitd hely szomszédsagaban talalhato
nukleotidokkal kapcsolatba 1ép, ennek kdvetkeztében a hasitd hely (sarga hatszog) az
aptamer térbeli kiterjedése miatt hozzaférhetetlenné valik. A splicing soran egy
alternativ hasito hely (zéld nyil) mikodik, mely funkcionalis fehérjét eredményez. Exon:
kek téglalap, intron: zold szekvencia.

Magas tiamin-pirofoszfat (TPP) koncentracid kovetkeztében a TPP (sétetkék
alakzat) kapcsolodik az aptamer régidohoz, ami konformacié valtozast eredményez az
aptamer domén szerkezetében. A hasitd hely blokkolt allapota megsziinik, és egy
tovabbi szekvenciakat tartalmazo (narancssarga téglalap) alternativ mRNS képzddik.
Az alternativ mRNS igy tartalmaz egy kis uORF régiot (piros kér), ami megakadalyozza

s

téglalapok reprezentaljak.

A TPP koncentraciojatol fliiggden valtozik az aptamer régio
konformacioja, ami a hasitd hely hozzaférhetségét szabalyozza. gy az
alternativ splicing sordn kiilonb6z0 hasitd helyek hasznalatanak
kovetkeztében az eltér6 mRNS molekuldk mas-mas  fehérje
végtermékeket eredményeznek. Tobb kornyezeti paraméter képes

szabalyozni az alternativ splicing miikodését, lassunk néhany példat:
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o A Neurospora crassa hex-1 gén peroxiszomalis fehérjét kodolo
mRNS-¢e sejten kiviili foszfat és pH valtozasokra reagal. A hex-1 gén a
Woronin-test egyik épitdelemét kodolja. A hifa sériilése esetén a
Woronin-testek elzarjak a hifa szeptumainak porusait, amivel a gomba
minimalisra csokkenti a kdrosodast (Leal és munkatarsai, 2009).

o Elesztékben kimutattak, hogy a spliceoszoma az elagazasi ponttol
egy bizonyos tavolsdgon beliil minden 3’hasité helyet hasznal, amit a
legtobb esetben a pre-mRNS szerkezete szabalyoz. Az egyik ilyen mRNS
héérzékeloként miikodik és hdsokk hatdsra szabalyozza az alternativ
splicing milkodését. Az pre-mRNS szerkezete tehat a hdomérséklet
hatasara valtozhat, ami befolyassal lehet a splicing eseményre (Meyer és
munkatarsai, 2011).

o Végezetiil a Monascus pilosus metiltranszferdz pre-mRNS
molekula alternativ splicingjat a gomba ndvekedési allapota és az

alapvetd tapanyagok szintje szabalyozza (Zhang és Miyake, 2009).
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3.3  Twintron (Iker-intron)

A ,twintron” kifejezés, ami az angol ,,twin intron” — iker-intron -
szavak Osszevont alakjabol szdrmaztathatd, Copertino és Hallick (1991)
vezette be a tudoméanyos fogalomtarba. Eredetileg az euglenoid fajok
kloroplasztjaban taldlhatd Group II €s Group III intronokbdl felépiild
Osszetett intronok elnevezéseként hasznaltdk. Még az emlitett kutatok
elott igazoltak az Euglena gracilis psbF génjében lehetséges Group II
intronokbol felépiild twintron konfiguraciot, azonban akkor az elnevezés
még nem sziiletett meg (Michel és munkatarsai, 1989). Az els6 nem-
euglena twintront Pyrenomonas salina cryptomonad algdban sikeriilt
azonositani (Maier és munkatarsai, 1995).

Ezt kovetden kiilonbozo tipusu intronok egymasba agyazddasaval
létrejovo twintron tipusuk kertiltek azonositasra, mint példaul:

e Group I intron / Group I intron

e Group II intron / Group I intron

e tRNS intron / tRNS intron

e spliceoszomalis intron / spliceoszomalis intron

e spliceoszomalis intron / Group I intron (Hafez és Hausner, 2015).

A felsorolt tipusok kozott egy lényegi kiilonbség az eltavolitas
mechanizmusaban rejlik, ami alapjan 3 részre oszthatjuk a twintronokat:
spliceoszoma, fehérjék, vagy ribozim katalizalta eltavolitasok.

Az 1. téblazatban lathatjuk a napjainkig felderitett
spliceoszomalis, ribozim-szert, illetve tRNS tipusu twintron szerkezetek
eléfordulasat az ¢élet harom nagy doménjében. A tablazat kiilon
kiemeléssel mutatja a twintron strukturdk lokalizaciojat.

A kovetkezOkben a felsorolasbol néhany eset pontosabb

jellemzését lathatjuk az irodalmi attekintés fejezeteiben.
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Spliceoszomalis Ribozim tRNS
twintronok twintronok twintronok
Elslény H _ |

AL EIEEEE

HH EEEEE
\Homo sapiens Metazoa
Drosophila sp. Metazoa
Chaetomium thermophilum Fungi .
Cryphonectria parasifica Fungi
Grosmannia piceiperda Fungi
Helminthosporium solani Fungi
Ophiocordiceps friticentri Fungi
Fusarium verticillioides Fungi
Trichoderma reesei Fungi
Didymium iridis Amoebozoa
Euglena gracilis Euglenozoa
Allovahlkampfia sp. Heterolobosea
Naegleria spp. Heterolobosea
Pyrenomonas salina Cryptophyta
Rhodomonas sp. Cryptophyta
Porphyridium purpureum Rhodophyta
Methanosarcina acetivorans Archaea
Thermofilum pendens Archaea -
Desulfitobacterium hafiiense Bacteria
Thermosynechococcus elongates Bacteria
Herpes Simplex virus 1 tipus Virus .

. Sejtmag . Plasztid . Mitkondrium . Archaea |:| Baktérium . Virus
1. tablazat: A twintron tipust struktirak eloszlasa az €16vilag 3 doménjében.

A kutatocsoportunk altal megalkotott ,,stwintron” fogalom vilagoszolddel kiemelve,

részletesebb leiras az ,,Stwintron” cimii fejezetben. Hafez és Hausner (2015) alapjan.
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3.3.1 Ribozim tipusu twintron struktarak

Roviden felsorolva a fontosabb jellemzdékkel bemutatom a ribozim
tipustt twintron szerkezeteket. A kovetkezokben olvashatod strukturdk
esetében az Osszetett twintron szekvencia egyik épitéelemének az
eltavolitasa ribozim aktivitas mellett valésul meg.

Az Euglena gracilis ostoros egysejtli plasztid genomjaban
talalhat6 tizenot, Osszetett modon felépiild intron (Copertino és Hallick,
1991; Doetsch és munkatarsai, 2001; Hallick és munkatarsai, 1993). Az
RNS érése soran a komplex twintron szerkezet eltavolitasa két 1épésben,
két egymast kovetd splicing reakcid lezajlasaval torténik meg, ahol a
kivagas soran mindkét esetben egy lasszoszerii koztitermék képzodik. A
,belsd” vagy ,behatold” intron eltdvolitdsa sziikséges a ,.kiils6” vagy
,befogadd” intron kivagasahoz, mert az elobbi intron a kiilsé splicing
reakcidjanak lejatszodasaban részt vevo esszencialis szekvencidkat szakit
meg, mint a domén V vagy VI. Ezzel lehetetlenné téve a kiilsé intron
eltavolitdsat. A belsd intron ilyenfajta beépiilése sziikségszerlien a
twintron szerkezet evolicios stabilitasahoz vezet, mert a belsé intronnak
funkcionalisnak kell maradnia, lehetové téve a kiilsé intron kivagasat
(Copertino és Hallick, 1993; Doetsch és munkatarsai, 2001; Thompson ¢és
munkatarsai, 1995).
intronbdl épiil fel, ahol egyik sem szakitja meg a masik splicingjahoz
esszencialis szekvenciak barmelyikét (Zhang és munkatarsai, 1995).

A Discosoma korall gomba mitokondridlis DNS-ében
talalkozhatunk egy bamulatosan komplex intron szervezddéssel, ahol a
nad5 gént megszakitja egy Group I intron, aminek a P8 hurkdban
talalhaté 15 mitokondrialis gén, beleértve a cox/ gént, amit ismét egy

Group I intron szakit meg (Medina és munkatarsai, 2006).
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Twintron szerkezet alakult ki Group I intron beszurédasaval egy
masik Group I intron P1 hurok szerkezetébe a kis RNS alegységet kodold
génben (rns) a Chryphonectria parasitica és az Ophiocordyceps tricentri
fajokban (Hafez ¢s munkatarsai, 2013). Ugyanez a publikaci6 targyalja a
Chaetomium thermophilum melegkedveld fonalas gomba rns génjében
intron taldlhat6 bedgyazddva. Az utdbbi esetben a Group II belsd intron
jelenléte nincs hatédssal a kiils6 intron ribozim szerkezetére. A kiilsé intron
kivagodasa csak akkor lenne eleve kizarhato, ha az ORF régio altal kodolt
fehérje egy maturdaz lenne, ami esszencialis a kiilsé intron in vivo
splicingjdhoz. Ugyanez a laboratérium korabban mar ismertetett olyan
ilyen fordul elé a Grosmannia piceiperda mitokondridlis genomjaban
(Rudski és Hausner, 2012).

Nagy valdsziniiséggel Osbaktériumok és cianobaktériumok is
rendelkeznek Group II twintronokkal, de ez még nem bizonyitott. (Mohr
és munkatarsai, 2010; Nakamura és munkatarsai, 2002; Rest és Mindell,
2003).

Néhany Group I intron fellelheté extrakromoszomalis DNS
hordozoban is, példaul a Naegleria gruberi ostoros amébdban és a
Didymiun iridis nyalkagombaban a kis riboszémalis alegységet kodolo
génben. Az ilyen Onkivagodd intronok felépiilnek egy hagyomanyos
Group I ribozimbol, mely részt vesz a splicing reakcidban, és egy
masodik Group I ribozimbdl, ami az intron RNS-ben katalizalja a
hidrolitikus vagast. Az utébbi feltehetdleg sziikséges a homing
endonukledz mRNS éréséhez, amelynek a kodold régidja az intron
szakaszon belil talalhatd. Ezeket is twintronoknak nevezzik,
pontosabban twin-ribozimek. (Einvik €s munkatarsai, 1998; Johansen és
munkatarsai, 1997; Nielsen és Johansen, 2009; Nielsen és munkatarsai,
2005).
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3.3.2 Spliceoszoma kozremiikodésével kivagodo twintron
szerkezetek

Erdemes megvitatni a hasonlésagokat és a kiilonbségeket az
stwintron €s mas tipusu, spliceoszoma segitségével eltavolitasra keriild
twintron tipusok kozott.

A kutatasi témamhoz a spliceoszoma segitségével eltavolitasra
keriil6 twintron szerkezetek kozelebb allnak, mint a 3.3.1 fejezetben
attekintett ribozim muikodést is igényld twintron strukturdk kivagasa. Az
itt bemutatdsra keriild twintron szerkezetek eltavolitdsa csakis
spliceoszoma segitségével valosul meg, ugyanis az Osszetett struktirak
egyik intron tagja sem rendelkezik ribozim aktivitassal. A 2. tablazat
Osszefoglalja spliceoszoma kozremiikodésével eltavolitasra keriild

twintron splicing lehetdségeit, kiillonboz6 génekben bemutatva.

rekurziv splicing

Splicing mechanizmus Elélény Gén
Drosophila melanogaster pros
Twintron Jellegu Drosophila melanogaster pros
U2/U12 splicing Drosophila melanogaster pros
Homo sapiens 18 gén
nested splicing Homo sapiens DMD
Herpes Simplex virus LAT
Drosophila Ubx

Drosophila melanogaster

Ubx; kuz; osp; fz

Drosophila 115 gén
Gerinces (Homo sapiens) lirirt%?;z%%kt)tagénekben
intrasplicing Gerinces (Homo sapiens) 4.1R

2. tablazat: A spliceoszoma bevonasaval eltavolitasra keriil6 twintron szerkezetek
bemutatasa kiilonbozo élolények génjeiben. Hafez és Hausner (2015) alapjan.
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3.3.21 Twintron jellegii splicing
Twintron névvel illethetjik a Drosophila melanogaster

(ecetmuslica) pros génjében (egy éretlen idegsejtekben kifejezddo
transzkripcios faktort kodol) taldlhatd szervezodést, ahol egy U2 tipusu
intron agyazodik be egy Ul2 tipusu intronba. Erdekes modon az U2
intron splicingja kizarja az U12 intron kivagasat, ami igy tulajdonképpen
az alternativ splicing egyedi esete (9. abra) (Borah ¢s munkatarsai, 2009;
Scamborova és munkatarsai, 2004). A gén ¢s az (U12) intron pozicidja
erdsen konzervalt, az U2 splicing helyek pedig specifikusak Dipterdkra
(kétszarnytiak) és hianyoznak mas rovarokban (Mount és munkatarsai,

2007).
[sem atf ac voo | e—
U2

ﬁ U2 splicing

U2 intron

U12 intron

g U12 splicing

Ul2

9 abra: A pros génben az U12 és U2 intronok splicingjanak bemutatasa, a

Dipterakra specifikus hasito helyek feltiintetésével.

A Drosophila melanogaster (ecetmuslica) pros génjében ez az
intron elrendezés lehetévé teszi az egyedfejlodés szempontjabol
szabalyozott alternativ splicing eseményt, ahol az U2 tipusu splicing a
dominans az embridgenezis korai szakaszaban, és az Ul2 splicing

kés6bbi korban fordul el6 (Hafez és Hausner, 2015).
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3.3.2.2 Nested splicing
Az emberi dystrophin gén (DMD) egy hatalmas intronjaban

(110199 bp) beégyazott nested intronok talalhatok. A pre-mRNS
szekvencia kivagasa. A nested intronok kivagasa utan a bels6 intron 5’ és
3’ hasité helyei kozelebb keriilnek egymashoz, ami elofeltétele lehet a
befogado intron pontos kivagasanak (10. abra) (Suzuki és munkatarsai,
2013).

o (A LD) (A

@ belsd splicing
belso intronok

@ kiilsé splicing
kiilso intron A akceptor hely

10 abra: A nested splicing mechanizmusanak sematikus abrazolasa.

Nested splicing esetén, ,bentrdl kifelé”, egymast kovetd belsd
intron eltavolitdsok kozelebb hozzak egyméshoz a kiilsé intron végsd
donor ¢és akceptor helyét, ami az eredetileg hatalmas intronok pontos
kivagéasat eredményezi, mint lathatjuk ezt az emberi DMD transzkriptum
érése soran (Suzuki és munkatarsai, 2013). Azonban kivétel nélkil, a
belsé intronok nem szakitanak meg a befogad6 intron kivagodasahoz
sziikséges alapvetd szekvencia elemet (10. 4bra). Kisméretli nested
intronok 1étezhetnek gombagenomokban, ilyen példaul a Neosartorya
fischeri 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase biotink6td alegységet kodolo
mccA gén elsd 3’ helyzetben 16v6 intronja, vagy a Verticillium dahliae
ATP citrat-liaz kis alegységét kodold acl? génben taldlhaté masodik

intron (4bran nincs bemutatva).
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3.3.2.3 Rekurziv splicing
A rekurziv splicing soran nem keletkezik 1j, miikodoképes

splicing szekvencia (azaz, donor, lariat vagy akceptor hely). Ehelyett a
szomszédos intronok donor és akceptor helyek kozvetleniil érintkeznek,
¢s az intronok egymas utan, sorban keriilnek eltavolitasra az 5° végtol
kezdddden a 3’ irdnyba, az mRNS érése kozben. Ennek kovetkeztében a
hatalmas intron egyre rovidebbé valik a splicing soran, végiil pedig

teljesen eltavolitasra kertl.

156 splici ) T ) .
@ e mtronok csatlakozasi pontja

[Seson  AGICTNSSSSNNNEAG]  Seon | [GUNSSKGG]

11. abra: A rekurziv splicing sematikus abrazolasa.

A Drosophila melanogaster néhany génjében figyelték meg
elészor ezt az ismétlodd splicing eseményt (Burnette és munkatarsai,
2005). A késobbiekben hossz gerinces génekben is karakterizalva lett,
ahol az intronok eltavolitdsa ugyanigy, egy tobblépéses folyamat soran
megy végbe.

Napjainkig mdas ¢lélényben ezt a tipusi mechanizmust nem
sikeriilt felderiteni. Az stwintronokkal valé hasonlosag csak latszolagos és
voltaképpen feliiletes, ahogy ezt latni fogjuk az ,,Stwintron” cimi

fejezetben.
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3.3.24 Intrasplicing
A gerinces génekben figyelték meg az intrasplicing jelenségét,

ahol egy twintron jellegli szakasz eltavolitasa torténik. A kétlépéses
folyamat egyik érdekessége, hogy az eltavolitas sordn az egyik
szekvencia részlet egyszer exonként, majd intronként viselkedik (Parra és
munkatarsai, 2008).

Az stwintron splicinghoz formalisan legjobban hasonlité folyamat
az intrasplicing, ahol az elsd intron kivagésa sziikséges a masodik intron
eltavolitdsdhoz. Gerincesek 4.1R- és 4.1B paralogjaiban az 5’ nem
leolvasott régio (5’-UTR) alternativan eltavolitdsra keriilé intronjat
alternativ promoéterek hasznalata koordinalja, mely N-terminalis végekben
kiilonbozo citoszkeletalis 4.1 fehérjékhez vezet (Parra és munkatarsai,
2012; Parra és munkatarsai, 2008).

Az egyik splicing lehetdség egy ,.erés” akceptor helyzetéhez
viszonyitva kissé downstream helyzetben 1évo ,,gyenge” akceptor hely
hasznalataval jon Iétre. A ,,gyenge” akceptor csak akkor hasznalhato, ha
megtortént az ,.erds” akceptort tartalmazo konstitutiv intron eltavolitasa,
amihez képest upstream helyzetben taldlhato egy polipirimidin traktus és
egy lariat hely, downstream helyzetben pedig az a bizonyos ,,gyenge”
akceptor hely. Az ,.er0s” akceptort tartalmazé konstitutiv intron kivagasa
utan egy 0j strukturalis elem jon 1étre, ahol a ,,gyenge” akceptor kdzelébe
keriil a polipirimidin traktus és az elagazasi hely. Ez lehetdvé teszi a
masodik (alternativ) intron kivagasat és a 4.1 fehérjék rdovidebb
formajanak a létrehozasat, egyedi médon az atirat tdvolabbi promoterével
kontrolldlva. A 4.1R génben a ,,belsé” intron donor helyét megel6z6 ~200
nt hosszsdgi régidt, ami a masodik kivagds soran hasznalatos
polipirimidin traktust és az elagazasi helyet foglalja magéba, ,,intraexon”-
nak nevezik, mert az elsé splicing lejatszédasaban exonként viselkedik, a
végso kivagas soran pedig a masodik intron részeként funkcional (12.
abra) (Parra és munkatarsai, 2008).
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intraexon

v

(D) (AJ

@ elso splicing

konstitutiv intron
(O]

@ masodik splicing akceptor hely

B} elagazasi hely +
@& eros akceptor hely @@ polipirimidin traktus

@ gyenge akceptor hely D donor hely
12. abra: Az intrasplicing sematikus abrazolasa.

A ko6z0s elnevezésiik ellenére alapvetd kiilonbségek talalhatoak a
kordbban  felsorolt ,twintron” tipusok kozott. Az  euglenoid
kloroplasztokban talalhat6 twintronok esetében a belsd intron kivagddasa
elengedhetetlen a kiils6 intron kivagédasdhoz, igy a megfeleld exonok
Osszekapcsolddasahoz, mig a Group I twin-ribizim intronok esetében
minden ribozim rendelkezik kiilonb6zo, specializalt funkcioval. A pros
twintron valdjaban értelmezheté az euglenoid Group II/III twintronok
teljes funkcionalis ellentettjeként. A pros génben az egyik intron kivagéasa
eleve kizarja a masik intron eltdvolitasat (Borah és munkatarsai, 2009),
mig az euglenoid kloroplaszt twintronok esetében sziikségszertien bentrdl
kifelé haladva folyamatosan torténik az intronok eltavolitasa.

A korabbi felsorolasbodl lathatjuk, hogy a twintronok kiilonb6zo
tipusu intronokbol felépiild, valtozatos struktirakat alkotnak. A pontosabb

megismerésiik genetikai jelentoségiik felderitését segitheti.
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3.4 Stwintron

Az stwintron egy komplex, két spliceoszomalis intronbol felépiild
genetikai elem, ahol a belsé intron kivagasa elengedhetetlen a kiilsé
intron splicing reakcidjanak lezajlasahoz. Igy ezek a strukturak formalisan
spliceoszomalis analdgjai az euglenoid kloroplasztban talalhaté Group
I/IIT  twintronoknak. Azonban a két tipusra jellemzé splicing
mechanizmus szlikségszertien kiillonb6zo.

Az értekezésben a vizsgalataim targyat képezo ily médon felépiild
szerkezeteket, ,stwintron”-nak neveztiik el, a ,,spliceoszomalis twin
intron” szavak Osszevont alakjaként.

A késObbiekben bemutatasra keriilé stwintron (sensu strictu)
elnevezést olyan komplex spliceoszomalis intron szerkezetekre
korlatozom, ahol a beszarédd intron a végsé splicing reakcidhoz
sziikséges esszencidlis szekvencidkat szakit meg. Ezek az esszencidlis
szakaszok a spliceoszomalis intron donor, elagazasi, vagy akceptor helyei
lehetnek. Ebb6l addddan elviekben 3 kiilonbozd tipust stwintron
struktarat kiilonboztetiink meg, attol fiiggden, hogy a kiilsé intron melyik
kritikus szakaszat valasztja ketté a beé¢kel6dd intron (13. abra). A kiilsé
intron beszurddasaval a befogadd intron kritikus szekvencidja elveszti a
funkciojat, aminek eredményeként az mRNS érése kozben az eltavolitasa
kozvetleniil nem valdsulhat meg.

Az stwintron elnevezéssel megkiilonboztethetévé valnak az
értekezésben feltart kétlépéses splicing események az alternativan
kivagddo pros introntdl a D. melanogaster esetében - ami latszdlag
nagyon hasonld ismétlodo splicing eseményeken keresztiil torténik - vagy

az intrasplicingt6l a 4.1R génben, a Drosophila génekben feltart rekurziv
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splicingtol €s a DMD génben jellemzd nested splicingtol a gerincesekben

(Borah és munkatarsai, 2009; Parra és munkatarsai, 2012).

upstream exon B

13. abra: A donor, elagazasi vagy akceptor helyen megszakitott stwintron

szerkezetek sematikus abrazolasa.

Panel A: Stwintron szerkezet, ahol a belsd intron a kiils6 intron donor helyét
szakitja meg.

Panel B: Stwintron szerkezet, ahol a kiilsé intron a belsé intron elagazasi
helyét szakitja meg.

Panel C: Stwintron szerkezet, ahol a kiilsé intron a belsé intron akceptor
helyét szakitja meg.

Jelolések: D, donor szekvencia, L, elagazasi pont szekvencidja, A, akceptor
szekvencia. Az als6indexekben lathato , .k — a kiilso, és ,,b” — a bels intront jeldli. Piros
téglalap: belsé intron, zold téglalap: kiils6 intron, fekete négyzetek: kritikus szekvenciak
(donor, elagazasi és akceptor hely).

Az értekezés Eredmények cimil fejezetében tobb tipusu stwintron
keriill bemutatasra, a hozzajuk tartoz6 pontos kivagasi mechanizmus

leirasaval.
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4. Ceélkitiuzések és kérdések

A gének fehérjekddold szekvencidit megszakito, latszolag
jelentéktelen intron szakaszok kozelebbi megismerése hozzajarulhat a
genetikai és molekularis bioldgiai alapismereteinkhez.

Kutatécsoportunk elsédleges célkitlizése minél tobb stwintron
szekvencia, azaz kizarolag spliceoszomalis intronokbdl felépiild, a kiilsé
intron kritikus szakaszat megszakito, Osszetett szerkezetek detektalasa
fonalas gomba genomokban. Célkitlizéseink kozé tartozik a felismert
stwintron strukturdk karakterizaldsa és esetleges rejtett funkcidiknak a
felderitése.

Munkank soran a kovetkezd kérdések meriiltek fel benniink,
melyekre valaszt kerestiink:

J Hatassal lehet-e valamilyen élettani jelenségre az stwintron

szerkezetek milkodése?

A felderitett stwintron strukturak eltavolitasa csak egy, vagy akar

tobb utvonalon is lehetséges-e?

Létezik-e preferalt splicing titvonal?
J Mi lehet az oka annak, hogy rokon fajokban, a konzervalt
pozicioban nem talalhatd stwintron szakasz?

J Milyen magyarazat adhat6 az stwintron strukturdk létrejottére?
A hozzaférhetd gomba genomok atvizsgdldsa manualis mdédon

tortént, igy szisztematikus keresés hianyaban a disszertacioban bemutatott

eredmények nagy valdszinliséggel csak a jéghegy csucsat képezik.
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5. Anyagok és modszerek

5.1  Adatgyiijtés

Az Aspergillus nidulans PIH1, AMFS és BioDA fehérjéket kodolo
szekvencidk adtdk a keresési referenciat a TBLASTN hasznalataval
azonositott homoldg génekhez és EST informaciokhoz (Altschul és
munkatarsai, 1997).

Az atvizsgalt adatbazisok:

e National Center for Biotechnology Information nem-redundans
nukleotid (nr/nt),
e MycoCosm az US Dept. of Energy Joint Genome Institute-tol
(Grigoriev és munkatarsai, 2012)
e Sclerotina sclerotium Sequencing Project
e Origin of Multicellularity database of the Broad Institute of
Harvard and MIT
e Institut National de la Recherche Agronomique Botrytis cinerea
T4 genom adatbazisa (Amselem és munkatarsai, 2011).
A gén modellek és proteinek manudlisan lettek kikdvetkeztetve, lehetdség
szerint EST adatokkal megerdsitve.
A kutatasban hasznalt H. solani B-AC-16A (Mattupalli és munkatarsai,
2014) genom szekvenciaja elérhet a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) Whole Genome Shotgun kontigokban Master
Accession AWWW00000000.

5.2 DNS illesztés

A genomi bioDA szekvencidk illesztése Clustal-W (Thompson ¢és
munkatarsai, 1994) segitségével torténtek. Az illesztések eredménye

manualis korrekciora keriilt majd arnyékolt hattérrel lett elmentve a

46



BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/BOX form) program

hasznalataval.
5.3  Filogenetika

A fehérje szekvencidk a MAFT program 6. verzidjaval (Katoh és Toh,
2008) lettek Osszehasonlitva a G-INS-I algoritmus alkalmazasaval. A
szekvencia illesztések informativ régioéi a Block Mapping and Gathering
using Entropy (BMGE) program segitségével keriiltek kivalasztasra
(Criscuolo és Gribaldo, 2010) (http://mobyle.pasteur. fr/cgi-
bin/portal.py#forms:: BMGE) a BLOSUM 85 hasonlésadgi matrixszal. A
Maximum Likelihood fa PhyIML (Guindon ¢és munkatérsai, 2010)

(http://www.phylogeny.fr/version2 cgi/alacarte.cgi) hasznalataval
késziilt, majd adaptalva lett Adobe Illustrator programba egy FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree)  abrabol. Az  Approximate
likelihood ratio test (aLRTs) részletesen bemutatva Anisimova és Gascuel
publikaciojaban (2006).

5.4  Gomba torzsek, taptalaj, és novekedési paraméterek

A felhasznalt gomba torzsek:

o Fusarium verticillioides FRC M-3125 és 57-7-7 (Brown és
munkatarsai, 2005)

o Trichoderma reesei QM9414 (Vitikainen és munkatarsai,
2010)

e Botrytis cinerea T4 (Amselem és munkatarsai, 2011)

e Helminthosporium solani B-AC-16A (Mattupalli ¢és
munkatarsai, 2014)
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A Fusarium verticillioides torzset Aspergillus Minimal Medium
(AMM) 10g/L glikozt és 0,5 g/L bakto-peptont tartalmazo taptalajon
tartottuk fenn. A micélium 500 ml térfogata Erlenmeyer-lombikban
novekedett 100 mL Komplex taptalajon (AMM + 2% (w/v) malt extract,
1% Dbacto-peptone és 2% gliikéz) vegetativ sporakrol indulva, 25 °C
hémérsékleten, 200 fordulat per perc (rpm) paramétereken, Infors HT
Multitron razdasztalon.

A Trichoderma reesei torzsfenntartdsa malt extract agaron
(Difco) tortént. A micélium 500 mL térfogati Erlenmeyer-lombikban
novekedett 30 °C és 250 rpm paramétereken. A folyékony taptalaj
(Mandels, 1978) 10g/L gliikozt tartalmazott szénforrasként.

A torzsfenntartds a Botrytis cinerea esetében potato dextrose
agaron (Difco) valosult meg. A micélium 25 °C és 200 rpm paraméterek
mellett, 500 mL térfogatt Erlenmeyer-lombikban ndvekedett, ami 100
mL PDB (Potato Dextrose Broth, Difco) taptalajt tartalmazott.

A Helminthosporium solani gombat malt extrakt agaron (LAB M
Limited, UK) novesztettik. A micélium 100 mL, 1%(w/v)
¢lesztOkivonatot, 0,5% malt extraktot, 0,3% peptont és 0,3% dextrozt
tartalmazo folyékony taptalajon (Mimee ¢és munkatarsai, 2011)
novekedett, 500 mL térfogati Erlenmeyer-lombikban. A tenyésztés

paraméterei razéasztalon (Infors HT Multitron): 22 °C és 200 rpm.

5.5 Nukleinsav izolalas

Minden egyes gombamicéliumot folyékony téptalajon torténd ndvesztés
utan szliréssel, desztillalt vizes mosassal, majd fagyasztassal készitettiik
elé6 a kozvetlen izoldldshoz. A micéliumot folyékony nitrogénben

gondosan roncsoltuk €s zuztuk, majd a megfeleld mennyiségii és allapott
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micéliumtomeget a Kit-ek hasznalataval dolgoztuk fel. Genomi DNS,
plazmid DNS, totdl RNS izolalasokhoz Promega Kit-eket (Wizard
Genomic DNA Purification Kit, PureYield Plasmid Miniprep System, és
PureYield RNA Midiprep System) hasznaltunk a gyartd utasitasainak

szigoru betartasaval.

5.6  Reverz transzkriptaz PCR (RT-PCR)

A reverz transzkripcio 1 pg totdl RNS és Oligo(dT) primer hasznalataval
ment végbe a High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) instrukcioi
alapjan. A PCR végtérfogatai 25 pl-ek voltak, melyek tartalmaztak 4 pl
egyszali cDNS-t, a génspecifikus oligonukleotidokat (8. 9. és 12. szamu
fiiggelek), és a DreamTaq DNS polimerazt (Thermo Scientific). A PCR a
2 perc elddenaturalds utan 40 ciklussal és a végén egy 5 perces post-

elongécioval, a kovetkezd programmal futott

1.95°C 2 min
2.95°C 30 sec
3.60°C 1 min
4.72°C 30 sec
5.72°C 5 min

A reakcid befejeztével az amplifikalodott fragmenteket 3% TBE gélben

detektaltuk etidium-bromid hasznalataval.

5.7 c¢DNS szekvenalas

A duplaszalu cDNS a gélbdl valo tisztitas utan klonozasra kertilt (pGEM-
T Easy Vector System I, Promega). Harom egymastol fliggetlen klont
kiildtiink szekvenalasra (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Németorszag). A
szekvenciak raktarozasra keriitek a GenBank 4altal megadott

nyilvantartasi szamok alatt.
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6. Eredmények

Egymastol fliggetlen filogenetikai és metabolikus vizsgalatok
miatt bizonyos gomba genomok gorcsé ala keriiltek, igy véletlenszeriien
talaltunk tobb esetet, ahol stwintron szakaszra utald jellemzdket fedeztiink
fel (Magliano és munkatarsai, 2011). Ezekben az esetekben egy splicing
reakci6 lejatszodasa a latszolagos 5° donor helynél vagy 3’ akceptor
helynél egy keretletolodast eredményezne, aminek oka, hogy a valodi
donor és akceptor helyet megszakitja egy be¢kelddd szekvencia - belsd
intron. Ebb6] adédodan elsészor a belsd intron splicing reakcidja torténik
meg, majd a reakcid eredményeként a kiilsé intron megszakitott
szekvenciai ismét épek lesznek, ami lehetévé teszi a masodik splicingot,
igy az stwintron szakasz teljes eltavolitasat, majd az érett mRNS
létrejottét. A belsd intronok a megszakitott kritikus szekvenciajuk mellett
rendelkeznek az ép elagazasi ponttal, illetve a nem megszakitott, ép donor
vagy akceptor hellyel.

A vizsgalatok a kovetkezéd mikroorganizmusok génjeiben lettek
elvégezve:

o Fusarium verticillioides pih2 gén
o Trichoderma reesei bioDA gén

e Botrytis cinerea pihl gén

o Helminthosporium solani aox gén

o Helminthosporium solani putativ ald6z mutarotaz gén.
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6.1 [D1,2] tipusu stwintron vizsgalata Fusarium fajokban

A bakteridlis ciklikus imidin hidroldzhoz hasonl6 fehérje széles
korben konzervalt a Basidiomycotina és Pezizomycotina fajokban.
Fusarium verticillioides és Fusarium oxysporum gombakban két nagyon
hasonlé paralog van jelen, 78% a hasonldsdg aminosav szinten.
Filogenetikai analizis alapjan a masodik gén az 6si gén duplikacidjaval
keletkezett (M. Flipphi és C. Scazzocchio publikalatlan eredményei). A
masodik gén (pih2: putative imidine hydrolase paralogue 2) megtalalhato
Fusarium graminearum és Fusarium pseudograminearum gombakban,
melyekben az 6si paralog gén hidnyzik (A szekvencian, génmodellen,
alapulé azonossag nem keriil bemutatasra). Az Osi paraldog pihl génben
hianyzik egy intron, ami jelen van a pih2 génben. Ez az intron egy
feltételezett stwintron. A szerkezetét a 14. dbra mutatja be, a pontos
szekvenciak pedig az I. szamu fiiggelékben talalhatoak.

A Fusarium verticillioides gomba egyik cDNS klonja (hozzaférési
szam: DR668820) arra enged kovetkeztetni, hogy a két egymast kdvetd G
nukleotid koziil az elsd, a végsé donor szakasznak a része (14. dbra). A
majdnem univerzalis GU donor hely szabalyt6l valo eltérés miatt arra
gondoltunk, hogy a masodik G nukleotid valdjaban a belsé intron
konszenzus donor szakaszanak a kezdd nukleotidja. A belsd intron tehat
megszakitja a kiilsé intron kanonikus donor szekvenciajat az elsd és
masodik nukleotid kozott, azaz 5°-GIUAUGU a Fusarium verticillioides
(14. ébra) és a Fusarium oxysporum esetén, és GIUAUGC a Fusarium

graminearum ¢és a Fusarium pseudograminearum esetében.
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14. abra: A Fusarium verticillioides pih2 génben talalhaté [D1,2] stwintron sematikus
abrazolasa é€s a kisérletes eredmények.

A panel: A belsé intron splicingjanak kovetkeztében a kiils intron donor
helyének de novo létrejotte, és az stwintron szerkezet sematikus abrazolasa. A kiilsé
intron donor szakaszanak két prekurzor szekvenciaja fehér betiikkel, fekete hattéren
olvashat6 a prekurzor szakaszok helyét jelzé két fekete haromszog folott. A vizszintes
nyil a [D1,2] splicing esemény utan 1étrejévé donor helyre mutat, az E® szekvenciara
(fehér betiikkel, fekete hattéren), ahol a végsé donor elsé nukleotidjat az upstream
prekurzor, E° ™ adja. A [D1,2] elnevezés szerint a beékelédé intron a kiilsé intron donor
helyének szekvenciajat az els6 és masodik nukleotid kdzott szakitotta meg. A séma alatt
¢és folott lathatoak a splicing termékek detektalasara hasznalt primerek pozicidi. A Pl
primer a masodik (upstream) exon kodold szakaszaban helyezkedik el; a P2 primer az
stwintron és a harmadik exon &sszekapcsolodasanal talalhato, a kiilso intron, és az exon
nem kodolo részével is atfed, a P2 primer részben atfed a P3 primerrel; a P3 primer a
harmadik (downstream) exon nem kodol6 szalaban talalhato.

B panel: A fentebb ismertetett primerparok hasznalataval kapott a PCR
termékek. A fehér nyilak jelolik a vart méretben a megfeleld splicing atmeneti
termékeket. A PCR genomi DNS (gDNS) hasznalata az elsddleges atirattal megegyez6
méretli fragmentet eredményezett. A P1-P3 primerek hasznalataval kapott legkisebb
méretii termék pedig a végsd splicing eredményével, az érett mRNS hosszaval
megegyez0 méretli. Az M1 és M2 molekularis markerek. Az atmeneti termék vart és
valos szekvenciaja, P1-P2 primerparral amplifikalva.
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Ha elfogadjuk, hogy a kivagodas soran az egymashoz legkozelebb
es6 donor ¢és akceptor hasitd helyek haszndlatosak (intron definicio:
Berget, 1995; Romfo és munkatarsai, 2000), akkor a megjésolt belsd
intron a kivagashoz a legkozelebbi konszenzus elagazasi és akceptor
helyet (5’-GCUAAC - 8 nt — CAG, mindegyik fajban; /. szamu fiiggelék)
hasznalnd, ami nagyjabol a beé¢kelddd szekvencia felénél talalhatd. Ezeket
a sematikus 14. dbran a sziirke négyzetek jelezik. Amikor a belsd intron
kivagasa véget ért a masodik splicing esemény soran a spliceoszoéma az
ujraegyesiilt kanonikus donor szakaszt, és a 3’ vég irdnyaban talalhato
elagazasi, €s akceptor helyet hasznalja. A donor hely ilyen tipusu — els6
¢s masodik nukleotid kozotti - megszakitdsa miatt [D1,2] stwintronnak
nevezziik ezt a struktirat.

Igyekeztiink detektalni a feltételezett splicing kozti terméket a
Fusarium verticillioides gombaban. A 14. abra B panelen valdéban lathaté
a vart kozbensd termék a kiilonbozd 57-7-7 és FRC M-3125 torzsek
kisérletes megvizsgalasa soran. A feltételezett &tmeneti termék két klonjat
az 57-7-7 ¢és egy klonjat az FRC M-3125 torzs esetében
megszekvenaltattuk, melyek a belsé intron splicingja utdn az eldre
kalkulalt atmeneti termék szekvencijjaval megegyeztek (pontos
szekvencia a 3. szamu fiiggelékben). Az 57-7-7 torzs RNS templatjarol
atirt teljes hosszusagii cDNS klon (GenBank KC019314) is egyezett a
teljes [D1,2] stwintron szerkezet kivagddasa utan szamolt szekvenciaval.

Sikeriilt egy masik vélhetéen [D1,2] stwintront is felfedezni. L-
arabinozzal indukalhato, vélhetdleg cukor transzportert kodold gén keriilt
azonositdsra az Aspergillus nidulans genomjaban (M. Flipphi
publikalatlan eredményei). Ez a két intront tartalmazé gén (AMFS: L-

Arabinose-inducible Major Facilitator Superfamily protein) rengeteg
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Pezizomycotina fajban  konzervaldodott. Az ortolog gének a
Magnaportaceae csalad két kozeli tagjaban, a Magnaporthe poae és a
Gaeumannomyces  graminis  esetében tartalmaznak két tovabbi
downstream intront, ami az adatbazisokban taldlhatdé minden ortolog
génbdl hidnyzik, a Magnaporthe oryzae-t is beleértve. Az 5° végén
ezeknek az intronoknak felismerhetiink egy feltételezett [D1,2] stwintron
szakaszt (2. szamu fiiggelék), ami szerkezetileg hasonlé a korabban
bemutatott stwintronhoz (14. abra). Az elsddleges atiratban (2. szamu
fiiggelék) a donor helyen kiemelt GUAUGU szekvencia ismét egy
kereteltolodast eredményezne, mig az ezt megel6z6 G nukleotid és az
intron kozepén taldlhato UGAGA (a javasolt belsé intron splicingja
esetén) egyesiilésével keletkezd donor szekvencia a megfeleld6 mRNS

szakaszt eredményezi.
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6.2 [D2,3] tipusu stwintron vizsgalata Trichoderma reesei

gombaban

A bioDA gén (elnevezés az Asperigllus nidulans azonos funkcidju
gén elnevezésébol eredeteztethetd) egy kétfunkcids enzimet kodol, ami a
biotin bioszintézis masodik (7,8-diamin pelargonsav aminotranszferaz) és
harmadik (dethiobiotin szintdz) 1épését katalizalja (Magliano ¢és
munkatarsai, 2011). Ez a fuziondlt gén megtaldlhaté kiilonféle
filogenetikai csoportokban, beleértve a Pezizomycotina fajokat is. A
Sordariomycetes osztalyba tartozd torzsek kevés kivételtdl (Neurospora,
Sordaria és Magnaporthe fajok) eltekintve rendelkeznek ezzel a
kétfunkcios bioDA génnel. A gén a Sordariomycetes fajokban rendszerint
tartalmaz 3 intront konzervalt poziciokban, kettd az 5° BioD kodolo
homoldég szekvencidkban egy 97 nt hosszii exonnal elvalasztva, és a
harmadik a 3’ bio4 kddold homolog szekvencidkban. Az elsd két intron
pozicidja konzervalt Eurotiomyecete és Dothideomycete csaladokban.

A Sordariomycetes (a Nectria haematococca, lasd lentebb)
fajokban a bioDA génben az 5’ intron pontosabb megvizsgaldsa egy, a
korabbi eredményekhez hasonld, latszolagos ellentmondashoz vezetett
(lasd 15. abra, Trichoderma reesei; az els6 bioDA intron szekvencidja a
Sordariomycetes fajokban megtaldlhaté a 3. szamu fiiggelékben). Az 5’
vég (donor hely) tartalmaz két egymast kovetd GU nukleotidot parost. A
masodik GU szakasz és az ezt kovetd négy nukleotid egy kanonikus 5’
donor helyet alkot. Azonban, egy egyszeri splicing sordn ez a masodik
GU szekvencia haszndlata donor helyként a kdédold szakaszban egy
kereteltolodast eredményezne, mig az els6 GU hasznalata a megfeleld

nyitott leolvasasi kerethez vezetne.
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A megszekvenalt Sordariomycetes fajok bioDA génjeiben a vélt
elagazasi helyhez képest upstream helyzetben detektaltunk egy masik
konszenzus elagazasi és akceptor helyet, nagyjabol az 5’ intron kdzepén
(a szekvencidk a 3. szamu fiiggelékben). Ha az intron definiciot ismét
érvényesnek tekintjiik, akkor feltételezhetjiik, hogy a Sordariomycetes
fajokban a beszur6do intron kettévalasztja a befogadd intron 5° donor
helyét, ebb6l adodéan a masodik GU nukleotid szakasz a ,,belsé intron”
donor helyeként funkciondl, igy a belsd intron eltavolitdsa utdn uj
kanonikus donor szekvencidt hoz Iétre, majd egy masodik splicing
eseményhez vezet, ami a megfeleldé bioDA kodold szekvenciat
eredményezi. Erre a szerkezetre [D2,3] stwintron néven fogok utalni. A
bioDA gén hozzaférheté cDNS szekvenciai Trichoderma atroviridae
(GE276214 hozzaférési szam), Fusarium verticillioides (mas néven:
Gibberella moniliformis) (DR662398) és Myceliophthora thermophila
(mas néven: Sporotrichum thermophilum) (GT935069) gombakban jol
abrazoljak, hogy a megfeleld splicing nem a 3’GU, hanem az eldtte
elhelyezkedd 5°GU szekvencidnak a végsd donor hely épitéelemeként
valo hasznalatakor torténik.

A Trichoderma reesei bioDA génjének [D2,3] stwintron
szerkezete esetében sikeriilt igazolni a vart koztitermék Iétezését a
splicing soran. A 15. dbra B panelén lathato a splicing koztes termékének
a megléte a vart méretben, mely terméknek két egymastol fiiggetlen
cDNS klonja meggy6zon alatdmasztja, hogy a belsd intron kivagasa az
elére megjosolt modon torténik (/3. szamu fiiggelékben lathatd a pontos
szekvencia). RNS (GenBank KC019315) templatrol 1étrehozott, az 6sszes
intront lefedd cDNS kloén megerdsitette, hogy a belsd intron kivagasat a

kiils6 intron ujraegyesiilése és kivagasa koveti.
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15. abra: A Trichoderma reesei bioDA génben talalhato [D2,3] stwintron
sematikus abrazolasa és a kisérletes eredmények.

A panel: A feliratozas és a szimbolumok a 3. adbra analdgjara késziiltek. Ebben
az esetben az E® szekvenciat egy [D2,3] esemény hozza létre, ahol az elsd két nukleotid
az upstream prekurzortél, E> " eredeteztethetd.

B panel: A P1-P3 primerparok altal amplifikalt fragment megegyezik a végso
splicing termék méretével.

A Nectria haematococca (Fusarium solani f. sp. pisi) bioDA
génjében a rokon intron tokéletes donor konszenzus szekvenciajaban csak
egy GU nukleotid szakasz lathaté az 5° hasitd6 helyen. Ez az intron
jelentdsen, 42 nukleotiddal rovidebb, mint a tobbi Sordariomycetes fajban
a hasonld pozicioban elhelyezkedd intronok (3. szdamu fiiggelék). A
Sordariomycetes fajokban minden levezetett BioDA fehérje legnagyobb
valosziniiségli  filogenetikai eredményei egységesek, az stwintron

szerkezet alapvetd az osztdlyban, a rokon intron a Nectria haematococca
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fajban egy, az evolucids léptékben kozelmultban tortént masodlagos
(belso) intronvesztésnek az eredménye.

Meglep6 modon a Botryosphaeriales rend két megszekvenalt
tagjaban, Botryosphaeria dothidea és Macrophomina phaseolina gombak
bioDA génjében, a fentiekben targyalt azonos pozicidoban egy feltételezett
stwintron helyezkedik el, azonban a Dothideomycetes osztaly tobbi
tagjanal ez az eset nem all fenn. A két BioDA fehérje a Sordariomycetes
kladbol eredeztethetd, vagyis nem a Dothideomycetes fajok koziil (4.
szamu fiiggelék), ami er6sen egy lateralis bioDA gén atviteli eseményre
utal. Ez a laterdlis transzfer torténhetett a Sordariomycetes osztaly egy
korai tagjanak, a mai Botryosphaeriales rend egyik Osének az irdnyaba,
vagy forditva, a Botryosphaeriales rend egyik Osi tagja fel6l napjaink

Sordariomycetes osztalyanak egy kozos dse felé.
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6.3 Putativ [D4,5] stwintron vizsgalata Botrytis cinerea genomban

Az el6z6 fejezetben korabban targyalt Fusarium gén (pihl a 3.
abran, putative imidine hydrolase paralogue 1) dsi paralogja tartalmaz egy
intront, melynek pozicidja a Pezizomycotina altdrzs négy osztalydban
konzervalt. Egyediildllo moddon Botrytis cinerea ¢és Sclerotinia
sclerotiorum gombakban ez az intron twintron jelleget mutat. Négy masik
megszekvenalt Leotiomycetes fajban, beleértve a  Sclerotinia
homoeocarpa gombat, az intron ebben a pozicidban jelentdsen rovidebb
(az 5. szamu fiiggelék ismerteti a rokon intron teljes szekvenciajat a
Helotiales rend megszekvenalt tagjaiban). Itt, mint a korabbiakban, a
komplex intron 5° donor helye egy belsé intron altal megszakitott donor
lehet. Egy Sclerotinia sclerotiorum EST (Broad G2118P59RE12/FE12)
szerint egymast kdovetd splicing esemény torténhet, ha a GUUCGU
szekvencia 5’GU része viselkedik végsé donorként, amit felfoghatunk a
belsd intron (5’-GUCAUU-UCUAAU-AAG) kivagddasa utan keletkezo
GUUC|CU donorhelynek; igy a szerkezetet egy feltételezett [D4,5]
stwintronként értelmezhetjiik.

A lentebb leirt reakcioban kapott cDNS mintdk (GenBank
KC019312-KC019313) megerositették az eldre megjosolt Botrytis
cinerea pihl gén intronjat, aminek a szerkezete a Sclerotinia sclerotiorum
fajban felvazolt stwintron szerkezetre enged kovetkeztetni. Azonban a két
klonozott cDNS minta nem egyezd. Az egyikben két downstream intron
kivagasa tortént, mig az 5’ intron nem, a masikban pedig mindharom
intron eltavolitasra keriilt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az 5’intron
kivagasa csak a két downstream intron eltavolitasa utan torténik meg, igy
az 5’intron a Botrytis cinerea pihl génben — a vélt [D4,5] stwintron — nem

eredményesen vagodott ki.
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16. abra: A Botrytis cinerea pihl génben vart hipotetikus [D4,5] stwintron sematikus
abrazolasa a kisérletes eredményekkel.

A panel: Az abra nevezéktana a 3. és 5. abra analogjara késziilt. A vizszintes
nyil a kiilsé intron feltételezhetben 1étrejovo donorszekvenciajara mutat, ahol az elsé 4
nukleotidot az upstream prekurzor (E° ™) adja.

B panel: Az RNS mintak kinyerése a micélium 15 és 24 6ras koraban torténtek.
A fehér nyilak egy amplikont jelolnek, mely méretben egyezhet a feltételezett splicing
atmeneti termékkel. A P1-P3 primerekkel kapott legerésebb fragment lehet a splicing
végso terméke.

Ez az eredménytelen splicing megmagyarazhatja a mindkét
primerparral a kivagatlan transzkriptumhoz tartozd termék viszonylag
nagy mennyiségli amplifikdciojat (16. dbra, B panel). A vart stwintron
szerkezetet sematikusan a 16. dbra A panel mutatja be. A megjosolt
splicing koztes termék detektalasa a Botrytis cinerea gombaban meglepd
eredményt hozott. A B panelen lathatd a meglévd atmeneti termék

mérete. Azonban a produktum 3 egymastol fliggetlen cDNS klonjanak a
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szekvenciaja (13. szamu fiiggelék) ebben az esetben nem tdmasztja ald az
stwintron hipotézist.

A splicing termék az elsddleges datiratban talalhaté donor
szekvencia (GUCUGU) és egy, a vélt belsd intron akceptor helyétdl
upstream irdnyban 37 nt tavolsagra talalhat6 akceptor szekvencia (UAG)
hasznalataval keletkezett. igy egy stwintron struktdran keresztiil vald
kivagas helyett a Botrytis cinerea pihl atirata két egymastol tavol esd
akceptor hasznalatatol fliggden egy alternativ splicingon esik at, ahol a

,rOvidebb intron” kivagasa egy C-terminalisan csonka fehérjéhez vezet.

- * alternativ nI:és:)\dik exon |

GUCUGU] UAG| (CAG
17. abra: A két egymast kolcsondsen kizaro, azonos donorhelyet (5°-

GUCUGU) hasznal¢6 splicing események sematikus abrazolasa.

Az abra felso része: A végso splicing termék szekvenciajabol (GenBank KC019312)
levezetett, teljes hosszisagn fehérjét kodold6 mRNS l1étrejottéhez vezetd splicing
esemény. Az abra also része: Az alternativ splicing esemény sematikus abrazolasa, ahol
a hipotetikus belsé intron feltételezett elagazasi szekvencidjaban 1évé UGA kodon
(csillaggal jelolve) egy csonka fehérjét eredményez. Az alsd és felsé sémakhoz: Fekete
négyzetek, a donor, elagazasi, és akceptor hely jeldlése a f6 splicing eseménynél; Sziirke
négyzetek, a hipotetikus bels6 intron vart elagazasi-, és akceptor helye; fekete-fehér
pontozott négyzetek, az alternativ splicing esemény feltételezett elagazasi és akceptor
helye (jelolése: Alt L, Alt A). A donor szekvencia (D) és a két alternativ akceptor (,,Alt
A” és A) fekete hattéren fehér betiikkel olvashat6 a séma aljan.

A 17. abra sematikusan mutatja be a két splicing alternativat, ahol
az els6, a teljes hosszusagl fehérjét kodold informacidhoz, a masodik,
alternativ esemény egy csonka fehérjét kodold informacidtartalomhoz
vezet. A jelenség az intron definici6 elmélet nyilvanvald
megkérddjelezése, ugyanis az alternativ ,,rovidebb intron” és a ,,hosszabb
intron”, ami az egyetlen lehetOséget biztositja a teljes hosszisagu

géntermék létrehozasara, ugyanazt a donor szakaszt hasznalja.
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6.4 [D1,2] és [A2,3] atvonalon miikodo stwintron a H. solani aox

génben

Az NCBI Whole Genome Shotgun konyvtar kontigjainak
atvizsgaldsa kozben véletlenszeriien rabukkantunk egy Ilehetséges
stwintron szerkezetre a Helminthosporium solani nem annotalt
génszakaszai kozott, ami feltehetdleg egy 342 aminosavbol felépiild
mitokondridlis alternativ oxidazt [szisztematikus név ubiquinol: oxygen
oxidoreductase (nem elektrogén) (EC 1.10.3.11)] kodol, a 00674 szamu
kontigban (hozzaférési szam: AWWWO01000672) lokalizalodik. A gén
tartalmaz egy 56 nt hosszisagl intront, ami a Val69 (GAG) kodont az
elsd és masodik nukleotid kozott megszakitja. Az intron pozicidja a
Dothidiomycetes osztdly megszekvenalt tagjainak nagy részében
konzervalt, ideértve majdnem minden Pleosporales fajt, bar a Capnodiales
rend tagjai egy faj kivételével -elvesztették ezt az intront. A
Helminthosporium solani Glul45 kodonjaban taldltunk egy tovabbi
intront, ami a késObbiekben keriil bemutatasra a hozzatartozo
vizsgalatokkal. A Pezizomycotina altorzs egyik megszekvenalt tagjanak
ortolég génjében sem taldlhaté beékelodd szekvencia ebben a 3’
pozicioban. Az alternativ oxidaz gén 3 cDNS és egy DNS klonjaval
(GenBank hozzaférési szam KT306964) mindkét intron kivagddasat
igazoltuk.

A Helminthosporium solani specifikus 3’ intron latszélag egy
aberrans GG nukleotid szakasszal kezdddik (18. abra; a teljes szekvencia
a 10. szamu fiiggelékben lathato). Az intron szekvencia kontextusabol egy
ujszeri stwintron szerkezetre és két, a belsé intronnal kapcsolatos
alternativ splicing mechanizmusra lehet kovetkeztetni. Az elsd, és

legkézenfekvébb eset az, amikor az 52 nt hosszusagi befogadd intron
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donorhelyét (5’-GJUGCGU—27-nt—ACUAAC—10-nt—CAG) az els6
¢s masodik nukleotid kozott egy 59 nt hosszi belsé intron (5°-
GUAGGU—31-nt—GCUUAU—13-nt—CAG) szakitja meg.
Gyakorlatilag ugyanaz az stwintron szerkezet, amit néhany Fusarium faj
putativ imidin hidroldz génjében lathattunk. Osszhangban a korabban
hasznalt ndémenklaturaval ez egy [D1,2] stwintron szerkezet lenne. Ez az
stwintron a CAG azaz Glul45 kodont a masodik és harmadik nukleotid
kozott szakitja meg.

Az elore elgondolt alternativ splicing esetében a leginkabb
upstream helyzetben 1évé kanonikus donor helyet (5’-GUAGGU)
megel6z6 G nukleotid nem az intron, hanem az exon része lenne. Igy
tehat az alternativ belsé intron (5’-GUGCGU—27-nt—ACUAAC—10-
nt—CAGQG) az alternativ kiilsé intron akceptor helyét (5’-GUAGGU—31-
nt—GCUUAU—13-nt—CA|G) az utols6 €s utolso eldtti nukleotid kozott
szakitand meg. Ez az stwintron egy aberrans GG nukleotid kettdssel érne
véget és a Glul4S (CAG) és Ser146 (AGC) kozott helyezkedne el (18.
abra A panel, als6 séma, “‘II” jellel feltiintetve). Ebbol kdvetkezOen ez az
alternativ Helminthosporium solani stwintron lehetne az [A2,3] eset elsd
példaja.

A belsé intron alternativ kivagodasi modjainak vizsgélatdra RT-
PCR stratégiat hasznaltunk olyan génspecifikus primerek segitségével,
melyek lehetévé teszik mindkét splicing atmeneti termék kimutatdsat és
jellemzését. A P1 (5° exonban) és P3 (a [D1,2] kiils6 intron akceptor hely
¢s a 3’exon Osszekapcsolodasanal fed at) primerpar kimutatna a vart
[D1,2] bels6 intron splicingja utan keletkezd atmeneti terméket. A P2 (3’
exonban) ¢és P4 (az [A2,3] kiilsé intron donor helye és az 5’exon
Osszekapcsoldodasanal fed at) primerpar az [A2,3] belsd intron splicingja
utan létrejovo atmeneti terméket tudna detektalni.
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18. abra: A Helminthosporium solani alternativ oxidaz génben talalhat6 [D1,2] és
[A2,3] alternativ utvonalakon kivagodo stwintron sematikus abrazolasa.

A panel: A két 1épésben eltavolitasra keriild stwintron splicing utvonalak
sematikus abrazolasa; az abra felsé fele: [D1,2] (lefelé mutatd nyilak); az abra also fele:
[A2,3] (felfelé mutatdo nyilak). A mindkét mechanizmus végtermékeként létrejovo,
egyez0 érett RNS-ek az abra kdzépén lathatéak. Az utvonal-specifikus belso-, és kiilsé
intronok “‘I”” jellel a [D1,2] és ““II” jellel az [A2,3] lettek feltiintetve a két mechanizmus
esetén. A | jel reprezentalja az exonok dsszekapcsolddasi helyét. Az érett RNS szalban
jeloli. Az tvonal-specifikus splicing atmeneti termékek detektalasara hasznalt primerek
helyzete az elsédleges atirat sematikus abrazolasa folott és alatt lathatoak.

B panel: Kisérleti eredmények. A P1-P3 primerparok a [D1,2] splicing utvonal
1étezését igazoljak (a B panel bal oldalan), a P2-P4 primerpar pedig az [A2,3] Gtvonal
mikodését igazoljak (a B panel jobb oldalan). Fehér nyilak jelzik az RNS templat
hasznalataval amplifikalodott fragmenteket, melyek mérete egyezik a vart splicing
koztes termék méretével; ,,A” a [D1,2] a ,,B” pedig az[A2,3] eseményhez tartozik. ,,M1”
és ,,M2”: molekulaméret markerek.; ,,gDNS”: genomi DNS templat; ,RNS”: egyszala
cDNS templat.
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Ez a stratégia lehetové tenné annak kideritését, hogy melyik
milkddik (amennyiben van ilyen) a belsd splicing alternativ modjai koziil.
Vizsgalataink sordn arra az eredményre jutottunk, hogy az alternativ
splicing mindkét modja eléfordul.

Amikor reverz transzkripcid utdn kapott cDNS mintat hasznaltunk
templatként a kordbban felvazolt RT-PCR kisérletek soran, két amplikont
lathattunk mindkét esetben. A nagyobb méretli amplikon megegyezik az
elsOdleges atirattal, a kisebb pedig az elére kiszamolt atmeneti termék
méretével mutat egyezést. Mindkét esetben a két kisebb termék harom
egymastol fiiggetlen klonjat bakteridlis vektorba ligaltuk, melyek a
késobbiekben univerzalis primerek segitségével megszekvendlasra
kertiltek.

A 13. szamu fliggelékben feltiintetve lathaté a P1-P3 amplikon
szekvenciaja, amibdl a vart [D1,2] stwintron (“‘I” a 18. 4bran) mar
hianyzik (az ,,A” fragment, 348 bp — a szekvenciadt a génspecifikus
oligonukleotidok nélkiil lathatjuk). fgy a vart kiils6 intron (kisbetiis iras)
kanonikus donor helye (5’-GUGCGU; aldhuzott nukleotidok) jra éppé
valt az elsd splicing esemény lezajlasa utan.

A 13. szamu fiiggelékben olvashaté a rovidebb P4-P2 amplikon
szekvencidja is (,,B” fragment, 289 bp - a szekvenciat a génspecifikus
oligonukleotidok nélkiil abrazoltuk), a korabbihoz hasonléan lathatjuk az
[A2,3] stwintron belsd intronjanak (‘‘II” a 18. dbra) a hidnyat. Ennek
kovetkeztében a vart kiilsé intron (kisbetiis irds) kanonikus akceptor helye
(5°-CAG; aldhuzott nukleotidok) Osszeszerelodott, ami megfigyelhetd a
splicing koztes termék analizisével, a P4-P2 primerpar segitségével. Azok
utan, hogy mindkét amplifikécid esetén egyforma templat mennyiség és

azonos PCR protokoll mellett hasonlé végeredményt kaptunk,
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konkluzidként elmondhatjuk, hogy mindkét alternativ, egymast kovetod
splicing reakcio egyértelmii preferencia nélkill in vivo megtorténhet. A
Helminthosporium solani alternativ oxiddz stwintron igy egyarant lehet
[D1,2] vagy [A2,3] mechanizmussal kivagddo stwintron, mindkét utvonal

ugyanazt a kddold6 mRNS szakaszt eredményezi.
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6.5 Kiilonos jelenség a H. solani putativ ald6z mutarotaz génben

Az el6bb bemutatott alternativ oxiddz atirat esetén a két alternativ
belsd intron atfed egymassal egy nukleotid tdvolsagban, a G lehet az 5°
belsd intron akceptor szekvencidjanak utolsé nukleotidja (“‘I”” a 18. dbran
¢s a 10. szamu fiiggelékben), vagy a 3’ intron donor szekvenciajanak az
els6 nukleotidja (“‘I” a 18. abran és a 10. szamu fiiggelékben). Az 5°GG
nukleotid kettés els6 G nukleotidja mikddhet az stwintron elsd
nukleotidjaként, vagy az stwintron upstream helyzetben 1év0 exon utolsé
nukleotidjaként, hasonléan a 3°GG nukleotid szakasz masodik G
nukleotidja funkciondlhat az stwintron utols6 nukleotidjaként vagy az
stwintron downstream helyzetben 1év6 exon elsé nukleotidjaként. Ez a
szerkezeti felépités barmelyik stwintron splicing esetén azonos mRNS
kodold szakaszhoz vezet.

Egy masik szokatlan intron a Helminthosporium solani gombaban
lehetové tette szamunkra, hogy foglalkozzunk azzal a kérdéssel, hogy
vajon létezik-e preferalt splicing mechanizmus, ha csak az egyik splicing
utvonal vezet milkddoképes fehérjéhez. Egy beékelddd szekvencia
talalhato egy putativ aldoz mutarotazt (aldose 1-epimerase, EC 5.1.3.3)
kédolo  génben, a 00130  kontighan  (hozzaférési  szam:
AWWWO01000130). Ez a gén két lehetséges intront tartalmaz. Az egyik
egy 3’°, egy altalanos U2 intron ami a Serl162 kodont szakitja meg. A
masik pedig stwintron tulajdonsagokkal jellemezhetd 5’ intron, a Tyr39
kodon UAC szekvenciajat szakitja meg az elsé és a masodik nukleotid

kozott. A teljes nukleotid sorrend a 0. szamu fiiggelékben lathato.
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Ebben a 154 nt hosszi stwintron szerkezetben egy 51 nt
hosszusagu belsé intron (5’-GUAUAG—30-nt—ACUAAU—6-nt—
CAGQG) szakitja meg a 103 nt hosszu kiilsé intron (50-GJlUAAGU—75-
nt—GCUAAU—13-nt—CAG) donor helyét az els6 és a masodik
nukleotid kozott (19. abra, A panel; belsd ¢és kiilsé intron ‘I jellel
feltiintetve). Ez a szerkezet hasonl6 a korébban targyalt alternativ oxidaz
5’ intronhoz (18. abra), és a Fusarium verticillioides pih2 génjében
bemutatott [D1,2] stwintron szerkezetekhez. Genomi DNS ¢és harom
egymastol fliggetlen cDNS klon megszekvenaldsa igazolta a felvazolt
stwintron splicing reakcidjat, a Tyr39 kodon és ezzel a 328 aminosavbdl
allo fehérje szintéziséhez sziikséges 987 bp hosszusagu nyitott leolvasasi
keret helyreallitasat.

Elviekben megtorténhet egy masik splicing reakci6 is, ahol a
kivagott szekvencia (5’-GUAAGU—75-nt—GCUAAU—13-nt—CAQG)
(alternativ intron “‘II”, 19. dbra) az elsddleges atiratbol olyan megmarado
szakaszt eredményez (51 nt: 5-GGUAUAG—30-nt—ACUAAU—6-
nt—CA), ami rendelkezik kanonikus donor és eldgazasi hellyel, viszont
hianyzik az akceptor szekvencia, igy a kivagasi folyamat egy zsdkutcdhoz
vezet. Mivel a [D1,2] stwintron mogott az elsd nukleotid nem egy G,
hanem A, ezért a szokatlan intron szakasz eltolodasa, mint ahogy az
alternativ oxidaz stwintron esetében megfigyelheté volt, eleve kizart. Igy
a mutarotaz elsddleges atiratabol a splicing reakcido végeredményeként
egy korai stop kodonnal rendelkez0 mRNS sziiletne, ami egy 50

aminosavbol allo, C-terminalisan csonkitott terméket eredményez.
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19. abra: A Helminthosporium solani aldéz mutarotaz génben talalhaté [D1,2] stwintron
belsé intronjanak a kivagasa ¢€s a korai stop kodont hordozé6 mRNS alternativ
létrejottének sematikus abrazolasa.

A panel: A bona fide stwintron kivagasa és az stwintron mis-splice esemény
sematikus abrazolasa. Az abra felso része: a [D1,2] utvonal (lefelé mutatd nyilak); az
abra also része: a megakadt [A2,3] ttvonal (felfelé mutatd nyilak). Az UAC kodon
masodik helyén talalhaté exon eredetii A az érett mRNS szakaszaban és a hibas splicing
termékben is * jellel kiemelve lathato. A tobbi feliratozas a 10. abra alapjan.

B panel: Kisérleti eredmények. A panel bal oldalan a P1-P3 primerpar a
[D1,2] kivagasi utvonalat igazolja, a panel jobb oldalan a P2-P4 primerpar a mis-splice
eseményt igazolja, az alternativ intron ‘I eltavolitasat. A fehér nyilak jelzik a vart és
valoban amplifikalodott megfeleld méretii fragmenteket, fragment ,,A” — a [D1,2]
kivagasi utvonal, és fragment ,,B” — a megakadt [A2,3] utvonal végtermékét. ,M1”,
»,M27, eDNA”, és ,,RNA”: a jelolések megegyeznek a 11. abran latottakkal.
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Az alternativ oxiddz gén vizsgélatdra alkalmazott, korabban
ismertetett stratégidt hasznaltuk analég médon a mutarotdz gén két
alternativ splicing reakcidjanak a pontosabb felderitésére. A P1-P3
primerparok képesek detektalni a meglévo splicing koztiterméket a [D1,2]
belsd intron (“‘I” a 19. dbran) eltavolitdsa utdn, mig a P2-P4 primerparok
segitségével az elsddleges atiratbol kivagddo alternativ intron (“‘II” a 19.
abran) eredményezte, zsdkutcaba torkolld terméket hivatottak kimutatni.
A 13. abra B paneljén lathatjuk, hogy mindkét reakci6 megtorténik, a
belsd intron eltavolitdsa utan kapott splicing koztes termék megegyezik az
,A” fragmenttel (147 bp), a zsakutcaba fut6 splicing termék pedig a ,,B”
fragmenttel (176 bp). Mindkét amplikon harom egymastol fliggetlen
cDNS klonjanak (19. abra, B panel) megszekvenalasa igazolta, hogy a
splicing reakciok az elére megjosolt médon zajlottak. Az ,,A” fragment
(147 bp, a 13 szamu fiiggelék abrazolja a pontos szekvencidt a terminalis
primer nélkiil) pontosan megegyezik a belsé intron (“‘I”, 19. &bra, A
panel) kivagasa - és a [D1,2] kiils6 intron eltavolitdsdhoz sziikséges
kanonikus 5’-GUAAGU donorhely [étrejotte - utan kapott szakasz
hosszaval. A ,B” fragment (176 bp, 3. szamu fiiggelék) megegyezik a
“II” intron eltavolitdsa utan zsdkutcaba vezet splicing termékkel.

Meg kell jegyezni, hogy szdmos kisérlet kudarcot vallott a P1-P3
¢s P4-P2 primerparokkal a mutarotdz gén elsOdleges atiratanak
detektalasara, ami azt jelenti, hogy az elsédleges atirat steady-state
koncentracidja nagyon alacsony a splicing termékhez képest.

Mig a Helminthosporium solani gombaban a mutarotdz génben a
Ser162 kodont kettévalaszté 3’ intron egységesen konzervalodott a
Pezizomycotina és egyéb fajok kozott, mint az dsi Taphrynomycotina,

Saitoella complicata (Nishida és munkatarsai, 2011) gombaban, addig
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ugyanez nem mondhat6 el a kordbban ismertetett 5° [D1,2] stwintron
helyzetérél. Ez az stwintron az elérhetd6 genomok koziil a
Helminthosporium solani (Pleosporales, Massarinaceae) két kozeli
rokondban taldlhatd6 meg a Byssothecium circinans (Pleosporales,
Massarinaceae) és a  Lentithecium  fluviatile  (Pleosporales,
Lentitheciaceae), mindkettd a Massarineae altdrzshoz tartozik (Eriksson
¢s Hawksworth, 2003; Olivier és munkatarsai, 2000; Zhang és
munkatarsai, 2012). Hasonléan a Helminthosporium solani gombahoz,
Byssothecium circinans ¢és Lentithecium fluviatile (szekvencidk a 10.
szamu fiiggelékben) esetében sem tokéletes a [D1,2] mutarotaz stwintron
eltavolitasa alternativ splicing Utvonalakon. Valoban, a JGI MycoCosm
(Grigoriev és munkatarsai, 2014) adatbazisban nyilvanosan hozzaférhetd
Lentithecium fluviatile EST megerdsiti a [D1,2] stwintron (EST Contig
Locus3050v1lrpkm49.35) megfeleld eltavolitasat, és a belsd intron
kivagasa utan Iétrejovo eldore megjosolt splicing kozti terméket. Ez
Osszhangban van a Helminthosporium solani mutarotdz stwintron ,,A”
fragmentjével (19. &bra, B panel), és hozzatartozd szekvenciaval

(13.szamu fiiggelek).
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7. Az eredmények megbeszélése

7.1  NMD, az RNS szal lebomlasanak lehetséges magyarazata

A H. solani mutarotdz gén putativ zsakutcaba vezetd [A2,3]
utvonalon az els6 kivagas utan keletkez6 RNS szekvencidja tartalmaz egy
korai stop kodont, aminek kiemelt szerepe lehet a termék eliminalasaban.

A mis-spliced RNS nyilvanvaléan nem halmozodik fel splicing
végtermékként (/1. szamu fiiggelék). Elképzelhetd, hogy ez a tény a
nonsense mediated RNA decay kovetkezménye (NMD), amely egy
eukariotakban 1étezd génexpresszids hibakat kijavitd6 mechanizmus.
Miikodésének lényege a korai stop kodont tartalmazé mRNS szalak
lebontasaban rejlik, igy nem képzddnek fals proteinek.

Az els6 splicing lezajlasa utan a leolvasasi keretben bennmarado
51-nt hosszu (stw)intron szekvencidban (aminek az exonhoz vald
csatlakozéasi pontjatol downstream helyzetben 370 nt tdvolsagra
helyezkedik a normal 3’ intron) talalhatdé UAA stop kodon Iétezése okot
adhat az NMD mechanizmus miikodésére.

Aspergillus  nidulans  gének  pontmutaciét (Morozov és
munkatarsai, 2006) hordozo, funkciovesztett atirataiban az NMD
mechanizmus mikodése egy megfigyelt jelenség. Az atirat
stop kodon jelenléte (Flipphi és munkatarsai, 2001; Flipphi és
munkatarsai, 2014; Oestreicher és Scazzocchio, 1993).

Az Aspergillus nidulans NMD mechanizmust kodoldé nmdA
génnek ortologja megtalalhatd a Helminthosporium solani 00547 szamu

kontigban (GenBank hozzaférés AWWWO01000547).
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Gerinces modellszervezetekben bizonyithatdé médon az alternativ
splicing gyakran nonsense mRNS formahoz vezet, és az ily modon
nyilvanvaldan felesleges splicing terméknek a megsziintetése az NMD
tevékenységével torténik. Az alternativ splicing és az NMD kapcsolt,
egyiittes mikddése a poszt-transzkripcids génszabalyozas tovabbi eleme
lehet (Braunschweig és munkatarsai, 2014; Ge és Porse, 2014; Hamid és
Makeyev, 2014; Kornblihtt és munkatarsai, 2013; Lareau ¢s munkatarsai,
2007; Lykke-Andersen és munkatarsai, 2014; Sibley, 2014; Smith és
Baker, 2015).

A nonsense mediated decay sosem keriilt szisztematikus
tanulmanyozdsra a Pezizomycotina fajokban. Az 6.3 fejezetben
bemutatasra keriilt egy alternativ splicing eredményeként keletkezo
nonsense splicing termék a Botrytis cinerea pihl génjének kifejezOdése
kozben. Ez a hibas termék 15 oOras korban, gazdag taptalajon
felhalmozodott, de 9 o6raval késébb majdnem teljesen kimutathatatlanna
valt.

Vizsgéalataink a H. solani mutarotdz stwintronban megerdsiteni
latszik azt a feltételezést, hogy az alternativ splicing és az NMD
mechanizmus egyiittes miikodése az atirat splicingjanak szabalyozasaban
egy uj regulacidos eszkdz lehet a fonalas gombdakban. Pontosabban a
[D1,2] és [A2,3] eltérd kivagasi utvonalaknak szabalyozd szerepiik lehet
attol fiiggden, hogy egy eddig ismeretlen mechanizmus milyen splicing
preferencidkat alkalmaz a két allando intront illetéen (20. dbra).

A mutarotdz 4tirat exonban lokalizalodé (P1-P2) PCR primerek
hasznalataval kapott amplikonrél megallapithatjuk, hogy a [D1,2]
utvonalon (/1. szamu fiiggelék: 140 bp méretli fragment) keresztiil, a

helyes splicing esemény kovetkeztében létrejott az érett mRNS, de a
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zsékutcaba vezetd [A2,3] Gtvonalon az alternativ intron “‘II” eltavolitasa
befejeztével, az elméletben 191 bp hosszl termék nem volt detektalhato.

ATG TAG

DNS| \ |

transzkrlpmo

elsodleges atirat :Ii_ || |
[D1,2] s [A2,3]
els6 splicing
,korai stop kodon
\ ] \ |

¢mésodik splicing
mRNS[ | | |

itranszléci()

fehérje lebontva NMD altal
20. abra: A splicing utvonalak és az NMD mechanizmus egyiittes miikddése

altal 1étrejott lehetséges regulacios folyamat.

Az intron definici6 szabalya szerint, a fals [A2,3] utvonalon az
eredeti stwintron maradék (az 5’ kanonikus donor guanozinja nélkiil)
szekvenciainak eltavolitasa egy madasodik kivagési 1épés kovetkeztében
torténne meg. A reakcioban a downstream exonban talalhatd legkdzelebbi
akceptor hely bevonasaval valhatna definidlhatova egy intron, mely
rendelkezik az eltavolitdsadhoz elengedhetetlen kritikus szekvenciakkal.
Az els6 AG (5-CAG) az exon ¢és az alternativ “‘II” intron
Osszekapcsoldodasi helyétdl 45 nt tavolsagra taldlhatd a downstream
exonban. Az elsé kanonikus 5°’-AAG (70 nt tavolsag) akceptor hely
hasznalata rendbe hoznd a nyitott leolvasasi keretet, bar a konzervalt exon
szakaszbodl 24 kodon elvesztéséhez vezetne. Mindezek ellenére a P1-P2

primerparok hasznalataval nem sikeriilt 140 bp hosszasagtol kisebb
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fragmentet detektalni a reakci6 soran, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy
a masodik U2 kivagasi esemény nem torténik meg.

Az eredményeink arra engednek kovetkezetni, hogy egyazon
stwintron szerkezetben megvalosulhato lehetséges splicing események
utvonalai  GOsszekapcsolva az NMD mechanizmus mikodésével
elérevetithetik a poszt-transzkripcidos szabalyozds egy uj modjat

gombakban.

7.2  Intronvesztés, avagy miért hianyozhat az stwintron rokon faj

azonos intron poziciéjaban?

Egyértelmiinek tinik az altalunk felderitett stwintron strukturdk
késéi megjelenése az evoliicioban, tovabba a belsd intron megjelenése
(stwintron szerkezethez vezet) és elvesztése is konnyedén megtorténhet.

A bioDA bifunkcios gén konzervalt gombakban, novényekben és
domycetes fajokban. Az intron pozicid, ahol az stwintron is talalhato,
szamos Dikarya altdrzsben konzervalodott, és minden megszekvenalt
Mucoromycotina ¢s a kritid Spizellomyces punctatus fajban (EST
hozzaférések: EB744794 and EB747034) is. Azonban a bioDA stwintron
Sordariomycetes és Botryosphaeriales fajokra vald korlatozottsaga arra
enged kovetkeztetni, hogy az stwintron megjelenése evolicios Iéptékben
késébbre tehetd, mint az eredeti, befogadd introné.

A Nectria haematococca bioDA génjében a belsd intron
masodlagos elvesztése az 6.2 fejezetben ismertetésre keriilt. A putativ
[D1,2] stwintron a Magnaporthe poae ¢€s a Gaeumannomyces graminis
fajok AMFS génjében, valamint hidnya Magnaporthe oryzae faj ortolog
génjében az eldbbi koncepcidt erdsiti meg. FEllenben a két
Botryosphaeriales faj bioDA fehérjéinek filogenetikai pozicidja is putativ
[D2,3] stwintron jelleget kolcsondz a bioDA génjeikben, mely tény ebben
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az esetben a fliggetlen stwintron keletkezése ellen foglal allast a
Dothideomycetes osztaly ezen rendjében (lasd 6.2 fejezet €s a 4. szamu
fiiggelek).

A H. solani alternativ oxiddz génben taldlhatd stwintron (vagy
barmilyen intron rokon pozicioban) hidnyzik az Gsszes tobbi, napjainkig
megszekvenalt Ascomycetes genombol. A mutarotdz génben 1évo
stwintron megtalalhatd6 a Massarineae alrendhez (Dothideomycetes,
Pleosporales — ahova a Helminthosporium solani sorolhatd) tartozd két
rokon fajban (Eriksson és Hawksworth, 2003; Olivier ¢s munkatarsai,
2000; Zhang és munkatarsai, 2012). A Massarinaceae csalad altalanos
tipusu faja a Massarina eburnea nem rendelkezik intronnal a rokon
pozicidban. Ez a tény arra enged koOvetkeztetni, hogy a Massarina
eburnea a  teljes stwintron szerkezetét elvesztette, midta
fejlodéstorténetileg elagazott a Massarinaceae csalad tobbi tagjatol. Az
stwintron eliminalasa  feltehetdleg ,reverz transzkriptdz-medialt
intronvesztés” lehetett (Cohen és munkatarsai, 2012; Roy és Gilbert,
2006). A Massarina eburnea lres intron pozicioja ellentétben all a
Sordariomycetes fajokban taldlhaté bioDA stwintron esetével, ahol a
Nectria haematococca gombaban a kanonikus U2 spliceoszomalis intron
ugyanabban a pozicidban talalhat6, mint minden megszekvenalt

Sordariomycetes tagnak a hioDA génjében a [D2,3] stwintron.
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7.3  Intronizacid, az stwintron struktirak kialakulasanak egy
modja?

Mig az stwintron szerkezetek formalisan az euglenoid kloroplaszt
twintronoknak az analogjai, sziikségszerlien alapveté mechanizmusbeli
kiilonbségek allnak fenn a két tipus kivagasa kozott. Szamos esetben
lathatjuk, hogy a Group II és valosziniileg a Group III intronok
kivagddasa is komplex, masodlagos szerkezet kialakitasatoél fligg az
eukariota plasztidokban (Odom és munkatéarsai, 2004; Sheveleva és
Hallick, 2004). Ezzel ellentétben az stwintron szakaszok kivagasa sordn a
spliceoszoma teljes komplexének két egymast kovetd reakcidja
sziikséges, mikdzben valdszintlileg az elsé kivagas utan a spliceoszoma
szétszerelodik, majd az intron eltavolitas befejeztével egy 0j hasitd hely
létrejotte miatt bekdvetkezik a masodik spliceoszoma Osszeszerelés, majd
a masodik RNS scanning, és a masodik intron eltavolitas is. Elképzelhetd,
hogy az euglena kloroplaszt twintronjainak létrejotte intron mobilitassal
¢s proliferacioval kapcsolatos (Copertino és munkatarsai, 1994; Hallick és
munkatarsai, 1993; Zhang ¢és munkatarsai, 1995), a hipotézishez
hozzatartozik a  cianobakteridlis  mobil  elemek  horizontalis
transzmisszidja is (Sheveleva és Hallick, 2004). Hasonlo elmélet nem
valoszinli az stwintronok eredetének magyarazatara, inkabb az endogén
eredet tlinikk az egyetlen elfogadhatdé alternativinak (Catania és
munkatarsai, 2009; Ragg, 2011; Roy és Irimia, 2009). Jelenlegi adataink
nem teszik lehetové egy specifikus mechanizmus kidolgozasat, ami képes
magyarazni az stwintron szerkezet belsd intronjanak eredetét. A kérdéses
intron megjelenhet egy ,intronizaci6o”-hoz  hasonl6 folyamat
eredményeként, miszerint intronok képzddhetnek exon szakaszokbol,

ahogy ezt lathatjuk fonalféreg génekben. Az exonban megjelend
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pontmutacié hatdsara rejtett hasitd helyek keletkeznek, ami 1) intronok
megjelenéséhez vezet (Irimia és munkatarsai, 2008). A Batrachochytrium
dendrobatidis  kritid mikroorganizmus bioDA  génjének  kddolo
szakaszanak az Osszehasonlitasa a Spizellomyces punctatus (6. szamu
fiiggelék) két intron (a 4 és 5 szdmu intron) szekvenciajaval arra enged
kovetkezteti, hogy az intronizacid folyamata valoban megtorténhet
gombdkban. Egy hasonlé folyamat, amit ,stwintronizacié’-nak
nevezhetnénk egy intron megjelenését eredményezné egy masik intron
szakaszaban. Az alternativan hasitédd6 pros twintron belsd,
kétszarnytiakban (Mount és munkatarsai, 2007) egyediilalld U2 intron
hasitd helyeinek hasonld lehet az eredete. Relevans lehet, hogy az
altalunk korabban bemutatott sensu stricto stwintron szakaszok egy vagy
két bazispar latszolagos megduplazodasat mutatjak az 5° hasité helyen,
ami taldn a DNS javité mechanizmus hibas miikddésének lehet a
kovetkezménye (Ragg, 2011).

Az stwintron szerkezetek megjelenésének egyik magyarazata lehet
a meglévo intronokban véletlenszeri pontmutécio hatdsara kialakuld uj
intronok altal keletkez6, Osszetett struktara. Tovabbi kutatasok
felderithetik, vajon az stwintronok azért jottek-e létre, hogy specialis
funkciokkal szolgédljanak az alternativ splicing sordn vagy a

génexpresszio szabalyozasaban.
7.4  Melyik a preferalt spliceoszomalis itvonal?

A megvizsgalt H. solani génekben egyértelmiien kideriilt, hogy
mindkét stwintron kivagasa kiilonbozé moédokon kezdddhet meg.

Az alternativ oxidaz elsédleges atirataban lokalizal6do stwintron
két egymassal atfedd U2 belsd intronbol tevédik &ssze (10. szami

fiiggelek), barmelyik kivagasa a késObbiekben processzalodd de novo,
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mikodoképes U2 intron létrejottéhez vezet. Megallapitottuk, hogy
mindkét splicing Gtvonal egyezd hatdsfokkal miikodik.

A mutarotdz elsOdleges atiratdban az 5’ belsé [D1,2] intron
eltavolitdsa egy funkciondlisan ¢ép, U2 kiilsé intronhoz vezet, ami
kivagasa utan a helyes mRNS szélat eredményezi. Ezzel ellentétben a 3’
alternativ intron kivagasa valojaban egy mis-splicing esemény, ami egy
hibas RNS végterméket hoz létre. Ennek ellenére mindkét ttvonal
miikodik.

Két egymast kolcsondsen kizard splicing utvonal 1étezése
ugyanabban az stwintron szerkezetben kihat a spliceoszomalis intron
kivagasi mechanizmusara. Korabban feltételezték (Aebi és Weissman,
1987; Han és munkatarsai, 2011; Montes és munkatarsai, 2012;
Naftelberg és munkatarsai, 2015), hogy az intronok eltavolitdsa ko-
transzkripcios médon torténik, ahol az intron kivagas egy szigora, 5°-3°
iranyt (“‘first come, first served”) kovet. A kivételek (Attanasio és
munkatarsai, 2003; Denis és munkatarsai, 2005; Kessler és munkatarsai,
1993) hozzacsatoldsa miatt a koncepcid moddosult ko-transzkripcios
elkotelezddésre (““first come, first committed”). Az 0j koncepcid szerint a
spliceoszémak az intronok mellett szerelédnek Ossze az atirat mentén 5’-
3’ irdnyban, de az intronok eltavolitasanak a sorrendje nem feltétleniil
koveti az 5°-3° irdnyt (Kornblihtt és munkatarsai, 2013). Még ez a
kevésbé szigoru szabaly sem tiinik alkalmazhatonak a Helminthosporium
solani génekben bemutatott stwintronok intronjaira. A ko-transzkripcios
hipotézis mindkét stwintron 5° belsé intron (10. és 13. abra “‘I” jellel
feltiintetett bels6 intronok) esetében egyértelmii preferenciat (vagy
kizarolagossagot) hataroz meg, ami nem kovetkezik be a H. solani

génekben. Az eredményeink a splicing reakcid elkotelezodését két
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egymast kizar6 alternativa koziil az egyik irdnyaba igazoljak. Valamelyik
belsd intron kivagas eredményeként egy de novo, miikodéképes intronnak
kell 1étrejonnie, azért hogy a megmarado stwintron szakasz kivagésa is
lehetévé valjon, ami az alternativ oxiddz [A2,3] stwintron reakciout
esetén az ujonnan Osszeszerelddott (kiilsd) intron akceptor helyéhez
viszonyitva upstream helyzetben talalhat6. A mutarotdz stwintron esetén
ez a vagylagos valasztas felvaltva vezet a helyes érett mRNS szakaszhoz
¢s a mis-spliced, nonsense RNS szekvenciahoz.

A [D1,2] stwintron tipusok kivagasanal is felismerhetiink egy
olyan szekvenciat, amit az stwintron magaba foglal, és az eltavolitasa
elméletben megvalosulhat, viszont a mis-splice eseményhez hasonldéan
nem megfeleld mRNS szalat eredményez. Ezért a kiilsé intron splicingja
az elsddleges atiratbol elviekben a belsd intron akceptor helyén talalhatéd
G nukleotid (3. abra vagy az [. és 2. szamu fiiggelék) hasznalataval is
torténhet, mint 5> donor G. Am ennek eredményeként az stwintron teljes
eltavolitisa nem lenne kivitelezhetd (ha a [DI1,2] stwintron utan
kovetkezd els6 nukleotid egy G lenne — ami nem igaz a korabban
bemutatott pih2 és amfs stwintronok esetében). A belsd intron korabbi
kivagasa elejét veszi egy ilyen hasztalan eseménynek, ami nem
megfelelden atirt RNS szalhoz vezetne.

Végeredményben elmondhatjuk, hogy a felvezetett intron
eltavolitas sorrendjében allast foglalo hipotézisek, €s a mutarotaz esetében
az egyik spliceoszomalis utvonal eredményezte mis-splice termék
létezése sem vitt minket kozelebb a H. solani génekben felderitett
stwintron szakaszok eltavolitdsi mechanizmusaban lehetséges preferalt

utvonalak meghatarozasahoz.
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7.5 A jovobeni kutatas lehetoségei

A hozzaférhet6 gombagenomok szisztematikus atvizsgaldsa a
tovabbi kutatasok egyik lehetosége. Megallapitasra var, hogy az stwintron
strukturak csak a gombdk ,kiillonlegességei”, vagy esetleg eldfordulnak
mas kirdlysagok kozé sorolhatd fajokban, kiilondsen azokban, ahol a kis
intron/nagy exon génfelépités az uralkodd, és a splicingot nem az exon
definicio, hanem az intron definici6 hatarozza meg (Berget, 1995;
Lorkovic és munkatarsai, 2000; Weir és Rice, 2004). Megemlithet6 a
Bigelowiella natans (Rhizaria, Cercozoa) alga, melyben a rovid intronok
eltavolitasaira meglepd mddon az alternativ splicing kiilonbozd esetei a
jellemzék (Curtis és munkatérsai, 2012). A malat dehidrogenazt kodolo
génje tartalmaz egy putativ stwintron szerkezetet, ahol a kiilsé intron
donor helyét a 3 és 4 nukleotid kozott ([D3,4]) (7. szamu fiiggelék)
szakithatja meg a belsd intron. Két cDNS klon (hozzaférés: DR039025 és
DR040532) igazolja, hogy splicing esemény torténik a 5’-
GUAGUGAGU szekvencia 5 GU helyén, ahol a GUGAGU szolgalhat
egy belsd intron (belsé elagazasi és akceptor helyekkel: 50-AUUCAU-
10 nt — CAG) kanonikus donor helyeként, megszakitva egy lehetséges
kiilsé intron kanonikus, GUA|AGA donor helyét, igy a [D3,4] stwintron
koncepciot alatdmasztva.

Tovabbi feladatok kozé tartozik tehdt az stwintron kutatés
kiterjesztése szélesebb kdrben, mely pontosabb képet adhat az intronokrél
alkotott fogalmunkrol. Kivételes esetekben a genetikai mechanizmusok
megismeréséhez is kozelebb vihet, vagy uj iranyvonalakat adhat a
twintron kutatds, mint lathattuk a H. solani gomba mutarotaz génjében az
NMD mechanizmus és a splicing utvonalak jelentette regulacids

lehetdség példajan keresztiil.
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8. Az értekezésben szereplo ij tudomanyos

eredmények

Fonalas gomba genomokban spliceoszomalis iker-intronok kutatisa és

karakterizalasa kozben megalkottuk az ,stwintron” fogalmat, ¢és a

kovetkezo fontosabb, 11j tudomanyos eredmények sziilettek:

1.

Kisérletes uton bebizonyitottunk a Fusarium verticillioides két, az
57-7-7 és FRC M-3125 torzsek pih2 génjében taldlhatod stwintron
szakaszok [D1,2] mechanizmuson keresztiil vald eltavolitdsat a
genombol.

A Trichoderma reesei bioDA génjében felismert stwintron szakasz
belsd intronja a kiilsd intron donor helyét a masodik és a harmadik
nukleotid kozott szakitja meg. Ezt a tényt, és a [D2,3] utvonalon
torténd stwintron kivagddast beigazoltuk.

Botrytis cinerea T4 pihl génjében egy olyan alternativ splicingot
ismertettliink, ahol a két alternativ intron azonos donor helyet
hasznal, de az akceptor helyeik kiilonbozik.

A Helminthosporium solani aox génjében lokalizalodd stwintron
eltavolitasa két, egy [D1,2] ¢és egy a [A2,3] utvonalon is
megtorténhet. Mindkét reakcid ugyanazt az érett RNS-t
eredményezi. Az els6 olyan stwintron, ahol az akceptor helyet
szakitja meg a belsd intron.

A Helminthosporium solani putativ aldéoz mutarotdz génjében
bizonyitottuk az stwintron [D1,2] mechanizmuson keresztiili
kivagddasat, illetve egy feltételezett alternativ intron kivagodasat az
stwintron szakaszbdl, ami egy korai stop kodonnal rendelkezd,

nonsense mRNS szélat eredményez.
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9. Osszefoglalas

Munkank soran bevezettik az ,stwintron” fogalmat, amit
spliceoszémalis iker-intronok (twintronok) roviditéseként hasznalunk. Az
eredményeink elsé izben mutatjadk be az eddig ismeretlen stwintronok
létezését, azaz olyan eseteket, ahol egy belsd intron kivagasa sziikséges
egy mikddoképes splicing szekvencia létrehozasahoz, majd az azt kovetd
kiilsd intron eltavolitdsdhoz, ami Osszességében a megfeleléen érett
mRNS szakaszt eredményezi. A kordbban bemutatott, donor vagy
akceptor helyen megszakitott intronok egymast kovetd splicingja az
intron definici6 egy specialis mechanizmusat alkalmazza, tobbek kozott
az elso kivagas utan torténd jboli RNS scanning-et €s a hasitd helyek
ujraegyesiilését. Az altalunk leirt esetek az 5° donor és a 3’ akceptor
szekvencidkat érintik, de nincs elvi kizdr6 oka olyan stwintron
szerkezetek létének, ahol a lariat, mas néven eldgazasi hely szakaszat
szakitja meg egy beékel6do intron.

Fusarium verticillioides torzsekben sikeriilt az els6¢ stwintron
strukturat a pih2 génben felismerniink, és bizonyitanunk. A szerkezet
eltavolitdsa [D1,2] — a beékel6dd intron a kiilsd intron donor helyét az
els6 és masodik nukleotid kozott szakitja meg - utvonalon valdsul meg.

A kovetkezd stwintron megvizsgalasanak targya a Trichoderma
reesei bioDA génjében taldlhaté szekvencia volt. A Fusarium
eredményekhez hasonld konkliziét vontunk le, azzal a kiilonbséggel,
hogy az stwintron kivagasa [D2,3] utvonal megy végbe.

A Botrytis cinerea gomba pihl génjében egy [D4,5] felépitésii
stwintron elrendezést feltételeztiink a génszekvencia alapjan. A szerkezet
pontos felderitésére hasznalt PCR stratégia meglepd kisérleti

eredményeket hozott. Megallapitasra keriilt, hogy a gén intron
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szerkezetének eltavolitasa nem [D4,5] Gtvonalon torténik, hanem egymast
kdlcsonodsen kizard, azonos donor helyeket hasznald alternativ intronok
kivagasa torténik. A rovidebb alternativ intron eltavolitdsa egy csonka
fehérjét eredményezne a szakaszban talalhat6 korai stop kodon miatt.

Két spliceoszomalis stwintronnak igazoltuk a létezését ¢&s
megvizsgaltuk a kivagasat a Helminthosporium solani gombaban. Az
alternativ oxidaz génben detektélt stwintron kontextusat kdzelebbrdl
megvizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a struktara
eltavolitdsa két utvonalon is lehetséges. Ezek az ttvonalak a [D1,2] és
[A2,3] mechanizmusokat jelentik, melyek egyazon érett mRNS
szekvenciat eredményezik, amit kisérletesen bizonyitottunk. A mutarotaz
gén szakaszaban is egy hasonld felépitést véltiink felfedezni azzal a
kiilonbséggel, hogy az egyik utvonal egy korai stop kodont tartalmazé
fals koztiterméket eredményez. Egy ilyen RNS szdlrdl nem
szintetizalodik miikodoképes fehérje, transzlacido szempontjabol teljesen
hasznalhatatlan ez a produktum. Elképzelhetd, hogy a termék elimindlasa
az NMD mechanizmus miikddésének tudhaté be. Ebbol adoddan arra
kovetkeztethetiink, hogy egyiittesen az NMD mechanizmus miikddése és
az stwintron kivagasi utvonalak preferencidja egy poszt-transzkripcios
génszabalyozas lehet. Az allitast a B. cinerea pihl génjében tapasztaltak
is alatdmasztjak, ahol megfigyeltiik, hogy az alternativ splicing
eredményezte korai stop kodont tartalmazé RNS szakasz egy id6 utan
majdnem detektalhatatlanna valt.

A kutatas kovetkezd lépcséfoka lehetne a hozzaférhetd genomok
szisztematikus atvizsgaldsa szamitogépes algoritmusok létrehozéasaval. Ily
modon egy sokkal komplexebb képet kaphatnank a spliceoszémalis
stwintronok elterjedésével kapcsolatban, ami hozzajarulna evolucids

folyamataik felderitésé¢hez, és megértéséhez.
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10. Summary

In this study we have created the “stwintron” concept which is
used as abbreviation of the words spliceosomal twin introns. Our results
constitute the first demonstration of the hitherto undetected existence of
spliceosome twin introns sensu strictu (stwintrons), i.e., instances where
an internal intron needs to be removed to generate a functional splicing
sequence necessary for the subsequent excision of an external intron to
yield properly matured mRNA. Sequential splicing of the donor-disrupted
or acceptor-disrupted introns described above implies a specific
mechanism of intron definition, including a re-scanning of the transcript
after the first excision event and adjunction of splice sites. The cases we
have described affect the 5° donor- and 3’ acceptor sequences, but there
seem to be no a priori reasons internal introns interrupting the lariat
branchpoint sequences of the host intron could not be extant.

The first stwintron structure has been recognized and confirmed
experimentally in the pih2 gene of Fusarium verticillioides strains. The
removing of the structure occurs through a [D1,2] pathway, where the
internal intron interrupts the donor sequence of the external intron
between the first and second nucleotide.

The subject of the next investigation was a sequence in the bioDA
gene of Trichoderma reesei fungus. We arrived to similar conclusion as
in case of the pih2 gene of the Fusarium verticillioides but the slight
difference is the [D2,3] splicing pathway instead of the [D1,2].

According to the gene sequence a [D4,5] stwintron configuration
was supposed to have discovered in the pihl gene of Botrytis cinerea
fungus. The PCR strategy for the exploration of the exact sequence led to

surprising experimental results. It was established that the complex intron
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structure is not removed by the proposed [D4,5] pathway but a mutually
exclusive alternative splicing event is took place, where the same donor
site is used by both alternative introns. The splicing of the shorter
alternative intron resulted in a C-terminally truncated protein on account
of the early stop codon in the coding sequence.

We have demonstrated the existence and investigated the excision
of two new spliceosomal twin introns in H. solani. We concluded after a
closer look at the context of the detected stwintron sequence in the
alternative oxidase gene that there are two possible ways to splice out the
whole stwintron structure. These pathways are the [D1,2] and [A2,3]
mechanisms, which lead to identical maturated mRNA sequence, the
hypothesis is confirmed experimentally. A similar stwintron configuration
was recognized in the aldose mutarotase coding sequence with the
difference that one of the two pathways yields a false intermediate
product with an early stop codon in its sequence. No functional protein is
synthesized from such an RNA sequence. This kind of RNA is totally
useless in the translation. It is possible that the elimination of this product
can be attributed to the NMD mechanism. Consequently we concluded
that the NMD mechanism combined with the preference of one of the two
stwintron pathways can be a post-transctiptional gene regulation. The
statement is also confirmed by the outcome in the pih/ gene of the B.
cinerea. In this case after the alternative splicing event the resulted RNA
sequence with its stop codon was almost undetectable at some point.

The next step of the research can be the systematic screening of
the accessible genomes by computer algorithms. In this way a more
complex picture could be gained in connection with the proliferation of
the spliceosomal twin introns which would contribute the exploration and

understanding of evolutional processes of this gene sequences.
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13. Fiiggelék

13.1 1. szamu fiiggelék

F. verticillioides

GGTGAGTTTTGGCAGTCCTTGATACAAGATCCATGTGCTAACGTTCATTACAGTATGTA
CCTCTCTTGCGACAATGCTGCTGAGAATGATCCTGACACTGTGATAG

F. oxysporum {. sp. lycopersici

GGTGAGTCTTTCCAGTAATTAATACGAGATTTAACAGCTAACGTTTATCACAGTATGTT
TATCTCGTATTTTAGAATGCGGCTGTGACTGACCCTGACACTTTGATAG

F. graminearum

GGTAAGTAATATCTGACTGACTAATAGCTGGACACAGATATGCTAACACCTCTGGCAGT
ATGCTTTATCCTTGGCAACTAAGATCAAATCACAATATACTAATCTTATCTTCCAG

F. pseudograminearum

GGTAAGTAATACCTGACTGACTGACCTATAGCTGAAAACAGATCTGCTAACACCTCTGG
CAGTATGCTTTATCCTTGGCGACTAAGATCGAATCGCAATATACTAATCTTATCTTCCA
G

1. szamu fiiggelék: [D1,2] stwintron szekvenciak a Fusarium fajok
pih2 génjében. Az alahuzott belsé intron donor, (putativ) elagazasi, és
akceptor helyei piros betiis irassal kiemelve olvashatok. Kék betiis irassal

a kiilsé intron ugyanilyen funkci6ji szekvenciai lathatoak.
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13.2 2. szamu fiiggelék

Magnaporthe poae

GGTATGTTGTTTTGTGTGCTGGTGTTATCCCTTTGAAGCCCCCTTTTTTCCCCGCAGGT
CTGAACTAACAGCTTGCGAACCAGTGAGATATTCCCAAGTCAACCCCTCAATGGCCGCA
TTTCACATGTACATATAGGTATTGACCCGTTTGTCACCAACAG

Gaeumannomyces graminis

GGTATGTTGTCTCGTGGTGGTGGTTACATACCCTTTTCGGACTTCAACTAACAGCTCGC
GAAACAGTGAGATATTACCAACCCCTTCGTGGCAACTTGTACCTAAATGCTCAGATGGG
AAACATCACTAACGTTGCCAACAG

2. szamu fiiggelék: Putativ amfs [D1,2] stwintron szekvenciak a
Magnaporthe poae és Gaeumannomyces graminis fajokban. Az
alahuzott belsé intron donor, (putativ) elagazasi, és akceptor helyei piros
betlis irdssal kiemelve olvashatok. Kék betlis irdssal a kiils¢ intron
ugyanilyen funkciéju szekvenciai lathatoak. A két faj kozott magas fokon
konzervalt (3 mischmatch) 35 nukleotid hosszisaglii szekvencia sziirke
hattérrel feltliintetve. A konzervalt régioba beletartozik a belsd intron
elagazasi és akceptor helye, és a kiils6 intron megszakitott donor helyének
3’ helyzett 6t nukleotidja. Meg kell jegyezni, hogy a Magnaporthaceae
csaldd harmadik megszekvendlt tagja a Magnaporthe oryzae nem

rendelkezik a rokon pozicidban intronnal az amfs gén ortologjaban.
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13.3 3. szamu fiiggelék

Sodariomycetes Osztaly

Verticillium albo-atrum

GTGTATGTTTTATCTGTCGATCCGCCATTTTGTTCTAATCTAACTGGTCTGCAGAAGTA
CCCAGTACCAGGTCCGGCGAGACGGGGTCACCTCAGCCTGACCACGCTCGCAG

Verticillium dahliae

GTGTATGTCTTATCTGTCGATCCGTCATTTTGATCTGATCTAACTGGTCTACAGAAGTA
CCCAGCATCAGCCAGGTCCGGCGAGCCGGGTCACCTCAGCCTGACCACGCTCGCAG

Nectria haematococca

GTAGGTATCTGAATCTAGTACTAGAGTAAGCTGACAATTTAG

Fusarium verticillioides

GTGTAAGTTTTTGGGATGTTGAAGGGATTAAGCTAATTTGAGTAGAAGTTGGGTGATTT
TGGGAGACATTGTCTAACGAGGTAG

Fusarium oxysporum

GTGTAAGTTTGAGGCCAATTGAGAAGATTTGGCTAATTGGAGTAGAAGTTTGGTGATTC
TGGGAGAATTGTCTAACAAATTAG

Fusarium graminearum

GTGTAAGTCTGTAACCAAAAAAAGAAAGAGTTGAGCTAATTGTGTAGATGTCCAATGAT
TTATGAAGAATTCGTCTAACGGAACTAG
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Fusarium pseudograminearum

GTGTAAGTCTATAACCAAAAAAAGAAAGAGTTGAGCTAATGGTGTAGATGTTGAATGAT
TTATGTGGAATACGTCTAACAGTATTAG

Daldinia eschscholzii

GTGTACGTGAGCTCTTGTGGCTATTCTGTCTTGTAAGACCGTAATGATACTAACCTATA
GGACTTGTAGAAGAATGAATGTGGGAAGCGTTGGGTTACGTGTGTTGACGTGAATCTAG

Cryphonectria parasitica

GTGTGAGCATATCCTCAAATGTTTTTTCTTTCTATCCGTCTCTTCTTACTTCTGTTCAC
TGGCAAGAATTAATGATAAAGTAGACGTGGTTTATGTTTGCCTCCTTCTGTTCTTGTCT
CGGTGGATCAATGGACGTGTTATAAGCGGTGTCTTCGTGGCAAGTTTCTGACGCATCAA
CCTTCAG

Trichoderma virens

GTGTAGGTGATGGTCTTTGCCAAGAGAGGGTTCGTAGAATTGTGGTTAACATTGGGCAG
ATGAACAAATTGCACACTTCGAGGCTTGATGCTGGTGTGCTTGTTGATTAACCAATCCA
TCATCCATGTAG

Trichoderma asperellum

GTGTAAGTGATGACCTTTTTGAAACAAAGAAGAGAAGAGAAGAGAGCAATTAGAAGAAG
AATGCAATTGTTTATCAGAAGTGGGGTTAACGATGAAGAATTAGATGTAGAATGATATA
ACCACTCAACTGAGACTATGATGAGGGCATCGCTGATTAACCAACCCATCATCCATGCA
G

Trichoderma atroviride

GTGTAAGTGATGGTCCTTTGAAGCTAGGAAAATGAGAAAAGATAGAGGTTGGAAGCAAC
TATCAGAAGTGGGGTTAACGATGAAGATTTAGATGAATGATACAACTCACCTGAGGCTA
ACGATGGGCATTGCTGATTTACCAATCCTTCTATGCAG
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Trichoderma harzianum

GTGTAGGTGATGGTCCTTGTCAAGCGAGAGAGTGTGTGTTTTGTAGAATTGCGGTTAAC
ACATGGGTAGATGATGAAGATGTTGATCCAACACTTGAGATTTGATAGTGGTTTGCTGT
TGTTGACCAATTCCTTATCCGTGTAG

Trichoderma reesei

GTGTATGTAGCTGGTCTTTTTTCTTTTGGTCTGATGGAGAGGGCTGAGTTTCGTAGAAT
TTGTATTGACGTATTGAGTTACCTAGATGATATGGAATATATATAAGCCTTTGCTTGAG
GCGTGATAGAACGTTTGATTGACCATGAGAACGAATGTGTAG

Metarhizium anisopliae

GTGTGAGTCTCTTTGCAGCCTCATTCTACTCGAGTGCCGTGAGTCCGTGACTAACAACA
CCTCTTGTGTAGATGACTGCTCTTTGAACAAACCAGACTTGGCACCGCAGTTTACATCT
AATTCCATTGAGCAG

Metarhizium acridum

GTGTAAGTCTCTTTGCAGCCTCATTCTATCGTCAAGTGCCGTGACTAACAACAGCACAC
ACCTTTTGTATAGATGACTGCTCTTTGAACAAACTTGACACTGCAGGTTACATCTAATT
AGATTGAGCAG

Claviceps paspali

GTGTGTAGTTTTTTTTTTTTTTTTGTCTTTAGTTTTTTTTCTTTCTTTTTTTCTCTCTT
TTGAATCATCATTCGAGCGGCTAGCGCACAACCTTTTGCATCTAACCAAGTCACGGCAG
ATGAATGAATGAGACCTACGGTGTTTTGTTCTTCCCACCCAATTGAGATCTACAACACT
CCAAAATAATTTTTAAAAAATTGAAAAATAAGAATGAAAATCGGATAAGAAAGCTTCTC
GATGGGAATTGACGCATGTGATGCTGCAAAAAATAG

Aciculosporium take

GTGTGGGTGTTTTTATTTTCCACCCTATGCGTACTTGGACGAAACTGGCATCCGTGATC
TAACCAGCTTTGCGGCAGATGATTCCAACGACAAGATTCCATGTGTGAAATGACATTTT
TGTCTCATTCTCCGTCTTTTTACCCTGGATAATAACCCAGGCTTTTGCGCGTGCGACAC
AG
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Claviceps fusiformis

GTGTGAGTTTTCCATCCCAAGTATGGGTACAGCTTTGCCGCATCTAACAAAACGTGCGG
CAGATGAACTTTCCATTCTATTTATACGATTGTTAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTN
GTAAAAAAAAAAAGAAAAGGAAAGAAAAAACAGGAGAAAAAAAAATGTCATCCTTTCCA
CTTCGACAGATGTGGTCAGAAGAGTATAATTAACGCCTGCTGCCACCAG

Claviceps purpurea

GTGTGAGTTTGTTGGTGTTGTTACTATCATGATGATCTCTGCTGTGCCTGATGCTTTTC
TTTGTGTCACTGCTGTCGCTATTGCTGGCGTTGCTGTTTCGTCAATGTGCCCTTAAATG
CCTCCATGTGTCTGGTCCAGCGTAAGCATCTAACAAAATGTGACGATAGATGAATATTC
ACTCAATGAGGAGAACAAATCTCCAAGTGATATAGCCAGTGGCGACGCAACCAAGAGCA
TCGTTAACCTGCGATACTAATACAG

Periglandula ipomoeae

GTGTAAGTTCTCTTCTGCTGTACCCTGACCAATTGAAGCATCTGTATCTGACATTCTCA
CTTAGATGCTTGAATTGAGTCACCCCCCAATGGAGCTTTGTTAGTTGTTAGTCTAATGA
ATTCATGAGAAG

Neotyphodium gansuense

GTGTGAGTCGTTCTCATATCCATGTCATTTGGGGCAACTCCAACTAATGAACTGGCACA
GATGATTTGATAGAAAACGACCCAATGAAGGTCTTCGGATCTTGCCTAATGATAGCATG
AGCAG

Epichloe glyceriae

GTGTGAGTCGTTCTCATATACATGTCGTTTGGGGCAACTCCAACTAACGAACTGACACA
GATGATTTGATGGAAAACCACCCAGTGTGAAGGTCTTCGGATCTTGTCTAATGATGGCA
TGAGCAG
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Epichloe typhina

GTGTGAGTCGTTCTCATATCCATGTCATTTGGGGCAACTCTAACTAACGAACTAACACA
GATGATTTGATAGAAAACCACCCGGTGTGAAGGTCTTCGGATCTTGTCTAATGATATCA
TGAGCAG

Epichloe festucae

GTGTGAGTCGTTCTCATATCCATGTCATCTGGGGCAACTCCAACTAACGAACTGACACA
GATGATTTGATAGAAAACCACCCAGTGAAGGTCTTCGGATCTTGTCTAATGATAAATCA
TGAGCAG

Epichloe brachyelytri

GTGTGAGTCGTTCTCATATCCATGTCATTTGGGGCAACTCCAACTAACGAACTGACACA
GATGATTTGATAGAAAATCACCCAGTGTGAAGGTCTTCGGATCTTGTCTAATGATATCA
TGAGCAG

Epichloe amarillans

GTGTGAGTCGTCCTCATATCCATGTCATCTGGGGCAACTCCAACTAACGAACTGACACA
GATGATTTGATAGAAAACCACCCAGTGAAGGTCTTCGGATCTTGTCTAATGATATCATG
AGCAG

Cordyceps militaris

GTGTGAGTTTTTTTTTTCTCTTATTTTTTGCGACATGAATCGCGTCGCTAACGAGTGCT
ACAGAAGCCGTGTCTCGTGCCAGTTTGCGGTCCCGACCAATTGATACTGACCTGCACAG

Beauveria bassiana

GTGTGAGCTGCGGTTTCTCCGAGACTTTGACAATACCCCGCTGATGAGTTCTTAGAAGC
TATAATCATGCCCCAACGCGGTGCTAGCTAATTGACACTTGCCTGTACAG
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Thielavia terrestris

GTGTAAGTGTCTTCGCGCCCTTCCTAGTTTGGTTTTTGTTCTTCGTTTGTTTTCAGTCT
TCTTCCTTTTCTGTCTTTTCTGTTCTCTCTATTTTGGCTATTTTGTAGCTCAACGACTA
ATGGTCCCGCCCATACGGCTCCCTTTGCCTGTGCAGATGACTTCAATGCCCGTTTTAAT
GACGCGTGAGGGCCGTCGAAACAACTGACGCTGTTCCGTTGGAATCTCAAAG

Mpyceliophthora thermophila

GTGTTGGTGCCCCTCTCTTCTTTGACAATGATCTTTTTTCAATTATTGGCTAATTAGGC
GGTTAACGCTGCGCAGATGTCGATTTATTAATTACGCTTTCTCCCTGTAGCATGGCACC
CCGAAGCACCAAAGGACCAGTCTAATCCGTTAATCTGCAAAG

Podospora anserina

GTGTAAGAACCATCTCGATGTTCCGACTCTGAGGGCCTTACTGATTCACAACATAGATG
TCTAGACACCCTGTGGCTCCCCTGTATAAATGTCTGATGTCTCTTAG

Chaetomium globosum *

GTGTATGTAAACCTTTTGTGATTTCAGACGCAGATCGTAGTAGTAACCATTGACCATTC
TCATTCGTTTGTGCAGATGATCTGCCCTTCGACCCTTCACGCAATGTGACAGAGATGGT
ACAGTATGACTTATGTACGGCATGCAG

Glomerella graminicola *

GTGTACGTTGTTGTGAACCCCACCGGGTCACAGCTAACATGAGAGATAGAACTACAACG
TCCGGCTCGATTCTGTCGTGGTTCTCTCGCTGATTCCCGCTCCCCCAG

Colletotrichum higginsianum *

GTGTATGTAACTTGCGTCACCCGGTGCTGAGCGAGTCTTTAGCTGACGCGGGAAACAGA
ACCAGACTTACAATGCTCTGCTCGTTTCAGCCATGATCCTCTCTACTGACGCCCCGCCC
TCCTCCTCCAG
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Dothideomycetes Osztaly (Botryosphaeriales rend)

Botryosphaeria dothidea

GTGTGTGTTCTTTGTTTCCCGAATATTCAACCCGAACTGGCGCTCACTCATTCTGCTTG
CAGATGTTCCAGCCTTGCCCGCCTTACAATTCGAAATTGACCTGAAGAATCCAG

Macrophomina phaseolina

GTGTATGTCTTGCTATTCCCGCTCTCTTCCTGTACGCCCGGCTCACTACTTGCAGATGT
TCCCGCTTCCGCGCTACCTAGCCCTGCCCGCAGCTGACCATCCGTTCTAG

3. szamu fiiggelék: A Sordariomycetes és Botryosphaeriales fajok
bioDA [D2,3] stwintron szekvenciai. A Nectria haematococca az
egyetlen Sordariomycete faj, ahol az stwintron nincs jelen a bioDA
génben. Az aldhuzott belsé intron donor, (putativ) elagazasi, és akceptor
helyei piros betiis irassal kiemelve olvashatok. Kék betiis irassal a kiilsé
intron €s a Nectria haematococca intron ugyanilyen funkci6ja
szekvenciai lathatoak. A felsorolds rendje 0sszhangban 4ll a Maximum
Likelihood faval (4. szamu fliggelék). Meg kell jegyezni, hogy harom
Sordariomycetes fajban (* jellel feltiintetve) a rendelkezésre 4llo

genomszekvencia nem teljesen fedi le a bioDA gént.
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fiiggelék

4
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. SZamu
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13.5 5. szamu fiiggelék

A

Botrytis cinerea

GTCTGTTACTCAAATCAATAACAATGCTACATTCCTCTTCTCGGCATCAGGCTCCTAAT
ATATGACTCTTCACTCCAAGGATAGAGCATTCAGATGTTGCACAAAAGCTCTGATTTTC
AAGTGAACGTCTCGTTTTCATTCTTCTTTGAACCTTTGGACCATCATTAAACTTACAAT
AACCAG

Sclerotinia sclerotiorum

GTTCGTCATTGTATTTCATAACAATTTTGTCTTCTATTTTCATTCTCGAGTTCTTTTCC
GTGAATCCTTCTTACCAGGAGTGATCTAATGCTTGCGAGAATTGAAGCTCCAATTCTTG
AAGAAAAGCTATTCCCGTTCTCCTATTGACTCTTGAACAATCAAACTTACACTATCTAG

Sclerotinia homoeocarpa

GTCTGTCCCTTTTCCTACACCATTCTGTACACTTTTGCCCTCAAATGAACGCCATTTCG
TCAATCGGCAATACCACTGAAGCTGAAACAATGAACCCATTCAG

Marssonina brunnea

GTACAATCTACTGAAGCTTCCTTCATAATGGCAGCACTCACAACCCAAAG

Glarea lozoyensis

GTTGGAACTCCACGTCTGGTATATTATATATAGCTGACAGCAAAAG

Amorphotheca resinae

GTATGAGGCGGCCATCGTTGATCAAAGAGCCCTGCTAAACAGCCTCCAG
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B

A Botrytis cinerea putativ stwintron splicing koztesének vart PCR termék

szekvenciaja.

ATTGACGCCGTAGCCGGATGGTTAGGTTCATATGGTGGCGAAGACTCGACATCA
GACATTAGTAGAGgtcttgaacgtctcgttttcattcttetttgaacctttgga
ccatcattaaacttacaat

5. szamu fiiggelék: Panel A. A Leotiomycetes osztaly hat fajanak a
pihl génjeikben a konzervalt 5° helyzetben talalhaté intronok
szekvencidi. A B. cinerea és S. sclerotiorum esetében a megjosolt [D4,5]
stwintron aldhtizott belsé intronjanak donor, (putativ) elagazasi, és
akceptor helyei piros betiis irassal kiemelve olvashatok. Kék betiis irassal
a tobbi intron ugyanilyen funkcidju szekvenciai lathatéak. A B. cinerea
pihl intron alternativ splicing eseményben (6.3 fejezet) az aktiv
kanonikus donor, elagazasi, és akceptor szekvencidk sziirke szinnel
kiemelve. Megjegyzendd, hogy négy masik Leotiomycetes faj, a
Blumeria graminis, Erysiphe pisi, Geomyces destructans €s Oidiodendron
maius genomja nem tartalmazza a pihl gént. Panel B. A B. cinerea pihl
gén putativ [D4,5] stwintron splicing koztesét igazolo PCR termék
vart szekvencidja. A putativ atmeneti terméket amplifikalo PCR
primerek, P1 és P2 szekvencidit (8. szamu fiiggelék) nem tartalmazza a
panel. Az intronszekvenciak kisbetiis alakban abrazolva. A putativ kiilsé
intron vart, Gjonnan létrejové donor helye aldhuzva; a tervezett kiilsd
intron donor ¢és elagazasi helye kékbetlis modon kiemelve. A kisérletesen
meghatarozott atmeneti termék szekvenciaja (8. é&bra alsdé panel)
kiilonbozik az itt lathatd [D4,5] splicing vart &atmeneti termék

crer
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13.6 6. szamu fiiggelék
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......................... G TOCUTTATINGG! T CLYTGTATCEG] [TT{eTeeALVSNGCA
ATGCCTCCACGACCAGCACCCTTGCLYYACETIGCGGHSTEIC] C TLWCA. . . . CGeCleleCLVA®NSAG
AT | TGCT| TETTT] SGAGERK TGCTENATTAGGTEGTCEEC ccci¥ TG
GGEYT ALY G YeGGCTTC{de GleAECCCHC c Jcanageice. . ... crleacieetT TGAMGA
ATGG| F¥\C . . WGGRTTGRANTCTTCINERTHT! '$TUyAAA T ACH C| ASTCUNGASINCT)
GﬂTG EAAA;C CGGCGIGUGHAT| AR ENCCIEleT e GAINTCIEGAINECT|
A Catblddetidtatiigaattgecgatccattgtgtecgagttgaatgleigaa) atpEcg acjegtleigtgpat
A eitptggElAdeicldgecaldctg. . . L. L L Elcat capEgatc] agiejactigga
apEagElcATGTGAGACATT) A TTACQTA ARTTG]
aldageCATGTGEAGACATTHY (GCAGC GTGTC WTTACETAsele] iCl GeATuel
A C GG T T iy .V LVVVATCGCA
aeeleaiGiiCeGCgtaggtteccacatcategecattatecttgatcaatcatgatctaacatgecacggtacage VvV ICAAAC
T T) AC| CEET . T . GOTCLUNeGeTGC T TTRGT TCTCTT{e[eTGG|
CA( AJNGINEE R CTT! C ACHCA[EATGECopv . |&GT| GGEA AGAGCGH e
pNeGG TP T ®T) AjiAer vV NeTelspeerNeLitlabiigietggatcgtcatiiggattta aatgcaattattlatlacatidg
jyeCC. G| TCTGGAAACCGCTGGAthaEg cpggcatcttat ttgcaatcpciggggat. . . .. c| ctcajsa
tattigedat agG'GTTCNT' C T| T (€& \GAYRRWIGTAT CGCLACEHY AT TCCleleyy
ccaajgdcacEle[eCeiiGALCE GGT]| T{elelT. COAGTGTE2GGCeiv:UielesCoTCimC erACiuiseTACUNC
T®CTuy Cl T(&TCLY. Cl INACOCTIVACAISCETATGAATCLICTiRWEA TTeXT
[ TUNCT| T T(eleT Cra INCTOUNCAECETAT GAATC{CT e[e:UsA TNeGINGGINT:\6GA o
IGC®AT(ETGHNT eJyGr T TC ACAGCINATEINCACHATTGHT! TCCI¥ATC]

Ti&C ClEiC ceibTCCARGCLY; 'TCAAEC ITCANGCGARC TAAAE ITCCETCHGTTC
BcgaRTTAC] CEAGCHISHESCEET CHRTEAATS . . . .. .. ATGR. ... ... CHECATTTEGTRGTTCAGCC
TeT\el CET TRCTeGCloeleyeleTeleC TigiC8CGCYTCCCGCT®ICALIGAAGGACC TECAC EAGATGCT
[AlGINAINC /AR AC) GGTCTGTCART ACAGEC. CAARGTATGjNejwyeer.UyAC e \T
EC CL\A&TLY. AT GeTGI¥AT) CTCGGEGCG GGT| ‘TGCEG TTCLAGGATeluyeler.uy AC
GCTA AaRTRARCET AC/ETATCIRATEICCAT. THchmAc WTGGTGGCCATTTACECAECAs c
TG TG GHCICLA G TIAGE G GAGGETGCC TG GAEAAG._., eTGGTGGCCATTTACH ANGGAEL
CACTTCALCT AT GeaNer W T(erACiNeG e e T T TGGG T{eXAT GTeyTUsGL:MNC®AA . . . . . ... ..........
TGTGGGCIAACEGLICT eiyer MCOATI{ET(E[6CCAT AGTT C CLYT®TGGCGCGTCGACCCCTGCAG
...... ACTACARNCGINWIE G GTHE . . . .................. . NTHEATT] 'T| IWTGGTGGACTCAA
CTCCTT] ‘TCETC‘TC'TCGCT' GAAGGTACAACAACGCCCC. AC CleCCreCyyeleiyeler.Tey el V.
GGTGRTEECEATEGTINACGT TR THGG) T C\GGACGATACGGEICACGTHYATINT TISCCle
TCGTRC| AC| CAETAC AGCRy GCT iGleleC| CCEC eUC6GGACGATACGGISCACGT®ATETT(e A

ANGAECCRGCTITLY® AN CCGANUEIC TS TG IAACMGCHGCTALAGGAT GGGUATCINIGAGTATTTT)
1317 GTGEARCEH T SATGHEAACGCEGGTABAGGATGGGES GEGTATTT
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A ®GATAAWGGATCOACIAGCLIABTGAAGTEGCLYY GWATGGTTMG' A cacTRCECE). GCACEYNSTHGH

ACHCIGATAAGGGATCLACEGCEAINTGARGTIGC CiiiGCCGCTCTCE!A“ NS TGAAY, GEEAT A
T. CRVARA. . ............ Th C GEET ileleT A TCATGGGGATACLATTGGHYe G
GGTY GGCAGGATGGGCGAACCCHT, CGL (€l TATCATGGGGATACIATTGGSNe GA
TESECTEATSE GTGTASAA Aneclenen s ATATINGEACE. . ............... c| TGl
[€GCTT{e8GeeCCleARINGTGTAIAR 'GGEATMT cgal gtejactggttgttttgcaac Eit thele tgpd
GR. ......... YechccgYEGGTTGTGC] GCR TINSATTGT C@E. . CGAGAGTGT . TRCH
aflcgacgagaa GCCCCGjyeGTCT!, TTCGCLYSCACC. GTCTTCAAAAATGGGCEG A

TACHe] CAATINTGGATGGARTGRGG . ATCT]| GTGTEETGG GACEAARTARTCGE

pleccT, GCCTCCCECCCTCCCT CAECACE CleCAC . C@XeCTTCCLY, TTT, CGEC A Ty TTCe]
ACET@EATGAAT| TGCASEAC ATC. ATGGIWTGRAACRYETHGEGTGEYAGC GAgiAA' GGESARG
TT . L CCGCAGTGLIT/&CC TCCLICEUTINICTGTEICACLYCCLGCALYXeC CAAE!T e dein e T YeACHTYY
TG GGCGCIT TIAAT CATTGAACC THG. ] SGGHNA TGIGG AWCCleC THNT T ®CAkY CAE
TG GGCGCET TEAT CATTGAACC S TINe TN CleléCleleTeleCrYeGC TiT Al6CC{C T® T T} T
CiEGIGAATAGTET! TAGG. TGINGCG] WGTEATTT ANGANGAEGT GT TT GTHG G AICG]
) CGAG! ceeidcee. . . .. . CCT) $ATTTASGASGALGTGTTTGT®GGEHTICAGCG
F T T GGGC ThwyG oI TEleCGTET CGCHTCRACATETTG T A'$GCAAR TCR T
T[skgfeleleleliiCGETCT T CANT CiiCeCEle T ACECAATIGTIGG GTEC WGATE T) AT, GE

N T'T G T [EGCTG clicecTc ci AWGATT TAAAGGLGAAGeAAEAIv-Yeln
Alelei{e TTGTECCIe TINGC TG OGAC e TINGIVV.V.XeGA el T AEGINeTT TAAAGGEGAR GTE!AEAGG;G
EecTRATH &/C AT CINTINT ACKNGCINCATCCLAGTTGGETGT] CTEECETAGEARCENT] G
GCple T oo T o AC) $GCleCATCCOGTTGGATGTEMeGTGE ch TG BGAee Y
cclic . ACHETRC] CTESTEC . ERCECERMCGGARCAR. . .. ... ... ..
GAIGGGCeCerVAGGC GGl A T G| T GAAGEG acgcttgacatagttgaa tg
YeAGHANGHGES . . €. EeTiNG GG: T..... TRTGGANIGATIGCHGEICHTIET . . ATRGTGE T/elek
capicEaj=arlecalescieidsiacisc tiepldc t tiejcidec t t tagCPCATC] CCpTAuC] eTCel CIyACClez\Clelejy
TGiRsC&TCINT| AC WTGGCCATTGAECTY TevVVAegtaaattatggaatctatactatacatt
WC I T[EGGEAGT e TGGCCATTGALCT/ oA COACEGAA A A e N
gtggactcgttgacgaataccaactaaccaaatgagtggatattggtaatcgcgattageTivlTe o Visifer: TA
........................................................... T ACGCATCTCASGIRNTC S
TAGE TRATCCGTGCACHSRGECH enlel THGEACETSEAT AACGTCAT®TAIRNTINATG
C CE ......... ACTleleGTEALCACGGTC T, GCj \EAACGTCATHITAMAT®ATG]

ccalcTGaRCGTT . . . TEANCAGERTTIENC TTATIN: TERTCAG . . FEGAR

CleTGTGETT GGG TGLGGA GAAEAGGAC AlEA q T GGCCLYNIGT| GGETGTTTTG'

JGAACAGCATAG
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6. szamu fiiggelék: A Batrachochytrium dendrobatidis és a
Spizellomyces punctatus bioDA gének 0Osszehasonlitasa. Exon
szekvencidk (fekete) nagybetiivel; intron szekvencidk (kék) kisbetiivel
megkiilonboztetve. A donor, (putativ) eldgazasi, és akceptor helyek
alahuizva. Piros betlis kiemeléssel lathatd ahol a D. dendrobatidis (Db)
exonszekvencidk az S. punctatus (Sp) intron szakaszokkal illenek Ossze.
A D. dendrobatidis ¢és az S. punctatus Chytridiomycetes
(Chytridiomycota) osztéaly kiilonbdz6 rendjeibe tartoznak. Az S. punctatus
génmodell RNA-seq (Broad Origin of Multicellularity; feature
asmbl 24156 1 2519) adatokkal megerdsitett. Két B. dendrobatidis torzs,
a JAMS81 (JGI) and JEL423 (Broad) esetében a bioDA gének 99,99%
azonossagot mutatnak. A kilenc nukleotid eltérés az intronokban vagy
exonokban nem fordul elé az S. punctatus megfeleld helyzetben 1évo
intronokban. EST-k (Broad BDL00000922 és JGI CBSH676) megerdsitik
a D. dendrobatidis 3 intron és az exon szekvencidk Osszeillesztésének
azonossagat az utolsé S. punctatus intronnal. Megjegyzendd, hogy az elsd
S. punctatus intronhoz képest kissé eltolédott pozicidban szamitottunk a
D. dendrobatidis 5° intron AT/AC hasit6 helyére, megtartva a konzervalt
His maradékot, mig lehetdséget adva tovabbi Lys és Glu kodonoknak a D.
dendrobatidis fajban.
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13.7 7. szamu fiiggelék

Bigelowiella natans

GTAGTGAGTGTGTGTTGCGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGTACCCTCTTGGGG
CTGTATATAATGGAATAGTATAGGTGTGTTGTAGCGGAAGGAGTTGGGTTGATAGTAGT
AGCTCCTGTTTCGATTCCCCCCCGCTTCTGTCCGTATTTATTCATCTTAAAAGTTCAGA
GAAATCAATGCGATTGCATTATTCTCGCACGAACAAACACAAACGCTCTCTTTCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGACGCACACACACGCGCACGCGCGCACAAAC
CCACACACACACACACACACACACACACAAAACTACTAAACACAG

7. szamu fiiggelék: Az auto-annotalt malat dehidrogenaz gén masodik
intron szekvenciaja a Bigelowiella natans chlorarachniophyte algaban
egy putativ [D3,4] stwintron szerkezetet mutat. A javasolt belsé intron
alahuizva, a donor, (putativ) elagazasi és akcpetor helyek piros betiikkel
kiemelve. A javasolt kiils6 intron azonos funkcidju szekvencidi kék

betiikkel feltiintetve.
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13.8 8. szamu fiiggelék

8. szamu fiiggelék: Az

oligonukleotid primerek

stwintron azonositasokhoz hasznalt

Gén Primer Szekvencia
F. verticillioides P1 5’-GACTAGCAAGGAGGGCGTTGA
pih2
P2 5’-
GAAGGCTATCACAGTGTCAGGA
P3 5°-
CGTCTTTGATGAACATCATAGGG
T. reesei bioDA P1 5’-GCAAGACGGTCTTTTCGACG
P2 5-
GCAAACCTTGTAATGTGACTACAC
P3 5’-GGAGCAAACCTTGTAATGTGAC
B. cinerea pihl P1 5’-CTCTGCGGCTATGGAGTCGAT
P2 5’-GTACCAGCGAACAGTCCTGGTT

P3

5’-GAGTGTACCAGCGAACAGTCCT
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13.9 9. szamu fiiggelék

9. szamu fiiggelék:

c¢DNS klonozashoz hasznalt oligonukleotid

primerek (GenBank hozzaférési szamok KC019312-KC019315).

Gén Primer Szekvencia
F. verticillioides Cl 5’-CAGTCCTCAATTGATCTCCACT
pih2
C2 5’-CCTACTTCTTTTCCTGAGCCTTG
T. reesei bioDA Pl 5’-GCAAGACGGTCTTTTCGACG
C1 5’-CATCGAAGTCGCTCTCAAGATGG
C2 5’-CTGACCATCCATATCGGAGCTTG
C3 5’-
CAGATACAGCACATTGCCAAGGA
B. cinerea pihl P1 5’-CTCTGCGGCTATGGAGTCGAT
C1 5’-CTTCCTTAGGACTTCTCCAGCT
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fiiggelék

4

. SZzamu

13.10 10

Alternative oxvidase stwintron

Helmintimpormm sbin upe -
GETAGGTACC TG TG TATTCCAGCAACC OO TGO CGACGCTTAT TGO T TACG T T T TCCARRGEET T COCCGATCCOGET TG T TCACAC TT T C SR T TG TG ARG

Mutarotase stwinirons

Hetmintivnporam sl

“r ar
GEIATAGAATACCAATOCAATTAAAACAAAC ACTATASCTANTC AAGTGCATIIRNGEGTE TAGTANC TTGATGEC TTCTAATEACG TETGLACAAC ATCCAL TTIATAAAATCE TGGEGEGT TGAL G TATCGEIARE T GL T TGTC TACC TRRGA

de
T emttiverum fancean - -
GOTAAGG ACGTUATGAC TTGATAGGGTT TTTTGOTGAC TTGOGTGTARTEMGEEATCAAAC TOCCATC TOCAGATGOCGUACATCATGCACGTATTC TEAATAT T TGAGGTCGTTGATTGGEC TCGAGAGCAC T TEERGEREC AT TOCGAACGTCARGA

Hvwistiveciume civcinamy - ar

GETATGAGACACCGACCEAAAGACAACGAGC CTTCAAGETAACCC G CATARTRAGTG T T T TAGG TGO TCGAATAT TTCC AT AATCGTEG TTACATTLTCTTECAC TORCAGCATGOAGCCAC TOTEAGGL GATATCCCCATGACC TGO CTCAAGTACGTTCAATT T TOGETRRGE. G T TTAGA
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10. szamu fiiggelék: A H. solani alternativ oxidaz [D1,2]/[A2,3]
stwintron és a H. solani mutarotaz [D1,2] stwintron abrazolasa a H.
solani, L. fluviatile és B. circinans fajokban. Az els6dleges atiratbol
alternativan kivagasra keriild két kanonikus intron “I” és “II” jellel
feltiintetve (lasd: 6.4 és 6.5 fejezetet a hozza tartozd abrakkal) Az 5’intron
(“T”) aldhuzva, és a donor, (putativ) elagazasi, és akceptor helyei sarga
szinnel kiemelve; “T” jellel feltiintetett belsé intronok a H. solani [D1,2]
stwintron utvonalakon kivagodé belsd intronok. A 3’intron (“II”) folott
egy vizszintes vonal lathato, és a donor, (putativ) elagazasi, és akceptor
helyei kék szinnel kiemelve; “II” az alternativ oxiddz [A2,3] stwintron
utvonal belsd intronja (6.4 fejezet), vagy a mutarotaz stwintron belso,
alternativ intronja (6.5 fejezet). A guanozin az U2 intronok, “T” és “II”

atfedésében z6ld szinnel kiemelve.
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13.11 11. szdmi fiiggelék

P1-P2 primers
bp M gDNA RNA M

400

300
250
200
175
150
125
100

75

50

11. szamu fiiggelék: A P1-P2 exonban lokalizdlod6 primerparokkal
detektalt RNS-ek a mutarotdz stwintron esetében. A kisérleti eljarasok a
4. fejezetben és az 6.5 fejezet abra magyardzataiban részletesen
ismertetve. A P1 és P2 primerek oligonukleotid szekvenciai a /2. szamu
fiiggelékben talalhatéak. “M”: molekula méret markerek; “gDNA”:
genomi DNS templat; “RNA”: egyszalu cDNS templat.
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13.12 12. szami fiiggelék

12. szamu fiiggelék: A H. solani stwintron karakterizalashoz és cDNS

klonozashoz hasznalt oligonukleotid primerek (4., 6.4, ¢és 6.5

fejezetek).

Gén Primer Szekvencia

Alternativ oxidaz Pl 5’- TACCGAGAGATGGAAGACG
P2 5’- TCCACCCATTGTCCCTCTT
P3 5’- GCCGGCTACGCTCCTGGTCA
P4 5’- GAAATATCTTTTTGGAGGTAG
aox 1F 5’- ATGATCCTCACACTCTCGTC
aox 1R 5’- CACGCCGGCTACGCTCCTG
aox 2R 5’- CTAGATAATGTCACTGCGATC

Ald6z mutarotaz Pl 5’- GTTTTCCACCGCAGAGCAGT
P2 5’- TAGGTCCGTTATTGATTGGC
P3 5’- AGTACGGGGCATTGTCTGAG
P4 5’- GCAGTACAAGAAATGGTATAG

anoA 1F  5°- GTCCTTATATCTACACCACT
anoA 1R 5’- ATACCGCCGTCATCAACTACT
anoA 2R 5’- GCCTGCCAACCACGATAGACA
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13.13 13. szamu fiiggelék

Fusarium verticillioides, pih2 gén:

Az exon szekvencidja nagybetlikkel, az introné kisbetiikkel feltiintetve. A
kiils6 intron jraegyesiilt donor helye aldhtizva lathato. A két Fusarium
verticillioides torzs vizsgalata egyez0 eredményekre vezetett.

TCTGATGCTGAGCTATGGCATTGAGTATGATCACTCAATGTCTCATGATGATTGCCATA
TGTACTGGCTACGAACTAATGATAGCTGGACCAAAATTGATTACAAGCAAAAGGCTGAG
ACTTGGATGAAGCCATTAGTCAAGGGACAGGATACAGGACTTGTTGAGATTCCAGCAAA
CTGGTATCTAGACGAgtatgtacctctcttgcgacaatgctgctgagaatga

Trichoderma reesei, bioDA gén:

Az exon szekvencidja nagybetiikkel, az introné kisbetiikkel feltiintetve. A
kiils6 intron ujraegyesiilt donor helye alahtizva lathat6.

CTGCTGGCCGCCAAGGCGGCTGCCAGACGGAGTCCCGACGCAGTGGCGTTTCTGAAGCC
CGTGTCGACGGGGCCGGATAGTGAAGCTGATGATCGgtatgatatggaatatatataag
cctttgcttgaggcgtgatagaacgtttgattgaccatgagaacgaat

Botrytis cinerea, pihl gén:

A nyilakkal jelzett termék (16. abra B panel) nem egyezik a vart splicing koztes
termékkel (5. szamu fiiggelék B), hanem egy alternativ splicing esetet tar fel, és abrazolja
a feltételezett [D4,5] stwintron belsé intronjanak akceptor, és elagazasi helyét sziirke
kiemeléssel. Az alternativan kivagddd kisebb intron eltavolitasa utan 1étrejovo
exon/exon Osszekapcsolddas helye (GA) alahuzva lathatd. Meg kell jegyezni, hogy a
feltételezett és vart, alternativan kivagodo belsé intron elagazasi pontjaban talalhaté egy
stop kodon (TGA), ami szintén aladhtizva lathato.

ATTGACGCCGTAGCCGGATGGTTAGGTTCATATGGTGGCGAAGACTCGACATCAGACAT
TAGTAGAGAGCATTCAGATGTTGCACAAAAGCTCTGATTTTCAAGTGAACGTCTCGTTT
TCATTCTTCTTTGAACCTTTGGACCATCATTAAACTTACAAT

Helminthosporium solani, aox gén; ,,A” fragment:

A [D1,2] splicing koztes termék, ,,A” fragment vart és valodi
szekvenciaja. Az exon szakasz nagybetis, az intron szakasz kisbetiis. A
[D1,2] eseményhez tartoz6 kiilsé intron Ujonnan  létrejott
donorszekvencidja (5°-GTGCGT) alahtizva lathato.
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TCGTCGTCGCGCACCGTACTGCCGAGACGTACTCGGACAAGGTCGCTCTCCAGGCTGTC
AAGATGCTGCGATGGGGACTCGATCTTGTGACGGGCTACAAGCACGACAAGGCAACGGC
TCTGCATGCCACAGACCCCCAAGCAGCCAAGGCAAAGTACGCCATGACAGAGGACAAGT
ACATGATCCGAAATATCTTTTTGGAgtgcgttgcccgateccecggttgttgacactttea
ctaacccgttgtgac

Helminthosporium solani, aox gén; ,.B” fragment:

Az [A23] splicing koztes termék, ,B” fragment vart ¢és valodi
szekvenciaja. Az [A2,3] eseményhez tartozo kiilsd intron ijonnan 1étrejott
akceptor szekvenciaja (5°-CAG) alahuzva lathato6.

gtacctgtgtattccagcaaccccctggecgacgcecttattgettacgttttgecagAGCG
TAGCCGGCGTGCCGGGCATGGTTGCGGGCATGATCAGGCATCTGAATTCGATGCGACGA
ATG

Helminthosporium solani, mutarotaz gén ,,A” fragment:

A belsé intron “‘I” eltavolitasa utan Iétrejové [D1,2] splicing kdztes
termék, fragment ,,A” vart és valos szekvencidja. A [D1,2] kiilsé intron
ujonnan létrejové donorszekvenciaja (5°-GTAAGT) aldhuzva lathato.

ACAAGAAATgtaagtggtctagtaacttgacgccttctaatcacgtctggacaacatcc
actttataaaatcctggcgcgttgacgtatcgctaattgecttgtctac

Helminthosporium solani, mutarotaz gén ,.B” fragment:

Az alternativ intron “‘II” kivagodésa utan detektalt ,,B” fragment vart és
valds szekvenciaja. A | reprezentalja az exonok 0sszekapcsolodasi helyét.
A leolvasasi keretben 1évo korai stop kodon (TAA) alahtizva lathatéd

AATACCAATCCAATTAAAACAAACACTATAACTAATCAAGTGCA |ACAATGCCCCGTAC
TTTGGTGAAACAATTGGTCGGATCGCTAATCGAGTATCAAATGGCAAATTCGAGCTAAG
TGGAAACACGTATCAGTT
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