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ROVIDITESEK

skRNS= sejtmagi kis ribonukleinsav
mRNS= messenger ribonukleinsav
tRNS = transzfer ribonukleinsav
rRNS = riboszomadlis ribonukleinsav
ETS= external transcribed spacer

ITS= internal transcribed spacer



1. BEVEZETES

Napjainkban tanti lehetiink mind a szdmit4stechnika és tudomaény,
mind a molekuldaris biol6gia hatalmas 1éptii fejlédésének.

E két teriillet szdmos ponton taldlkozik, mitébb, val6sdgos
interdiszciplinava fejlodott az elmult évtized sordn. Anndl is inkabb
kézenfekvG ez a tény, ha meggondoljuk, milyen Oridsi mennyiségii
informaciét halmozott fel mar eddig is a molekuldris biologia, amelyet a
szekvendldsi technikdk fejl6désével rohamléptekkel (exponencidlis
mértékben) novel tovabb, nélkiilozhetetlen eszkoézzé téve ezzel a
kutatdsban a szamitogépet.

Jelen munkdban e hatalmas informéci6halmaznak csak egy kis
részét céloztuk meg szamitégépes vizsgadlatainkkal, nevezetesen: a sejtmagi
kis RNS-eket (kiillonos tekintettel azok novényi megfelelGire, mivel
laboratériumunkban azok molekuldris szintli kutatdsa folyik), amelyek
fontos szerepet jatszanak a sejtmagban keletkezsd, nagy molekulatomegti
prekurzor (pre-mRNS és pre-rRNS) RNS molekuldk érésében; és a
viroidokat, amelyek molekulatomegiik miatt ugyancsak a kis RNS-ek
kategériajdba tartoznak, és enigmatikus miikodésiik miatt széles korben
kutatjak Sket.

Szamitogépes vizsgdlataink sordn e kis RNS-ek primér
szekvencidjdnak és szekundér struktirdjanak sajatossdgait feltarva (részben
meglévs, részben sajat fejlesztésti algoritmusok és programok
felhaszndlasaval), az azokbdl levonhaté funkciondlis 0Osszefiiggésekre

igyekeztiink kovetkeztetni.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az RNS szerkezetére vonatkozo kezdeti vizsgalatok

Az 1989-es kémiai Nobel-dijjal jutalmazott (Sidney Altman és
Thomas R. Cech nevéhez fiiz6d6) felfedezés - amely az RNS-ek katalitikus
aktivitdsit mutatta ki, és igy valdszinlileg megoldotta az élet eredetét
kutaté tuddsok tyik-tojds problémdjat (mi volt el6bb - fehérjék vagy az
Oket kodolé nukleinsavak?) - 10j megvildgitasba helyezte az RNS-ek
kutatasat.

Miér szaz éve annak, hogy a lipcsei egyetem hisztologia
professzoranak, Richard Altmannak el6szor sikeriilt proteinmentes RNS-t
izolalnia éleszt6bdl, de S0 évnek kellett eltelnie ahhoz, hogy az RNS egyik
f6 funkci6jat, a fehérjeszintézisben betoltott kulcsszerepét felismerjék. Az
1950-es években kezdték meg az RNS-ek szerkezetére vonatkozo
kisérleteket. Az els6 kisérletek egyikében, melyet dohdnymozaik virus
RNS-ével végeztek, kimutattdk, hogy az RNS, szemben a kettds szala DNS-
sel, egyszali molekula. Ezt kovetGen (1958-ban) Hall és Doty megmérték
RNS-oldatok UV-abszorpciéjdnak homérsékletfiiggését, és meglepetésiikre
karakterisztikus olvadasi gorbéket kaptak, vagyis az RNS a h&mérséklet
emelésével a DNS-hez hasonléan (bar nagyobb hdémérsékleti
tartomanyban) struktiralis valtozason megy keresztiil.

Az els, termodinamikailag megalapozott mddszert Tinoco és
mtsai (1971) dolgoztdk ki az RNS masodlagos szerkezetének a
meghatdrozésdra. Egy egyszdla RNS hurokkd zar6désdhoz sziikséges

szabadenergiavéltozasra a



DG =-2.3*RT(B-1.5*log(m-1))

formulat allitottak fel, ahol R és B konstansok, T abszolat h6mérséklet, m
pedig a hurokban 1év6 nukleotidok szdma.

Ezt kovet6en tObb szerzd publikélt kisérleti eredményeket a
kiilonbozs szerkezeti elemek 4ltal okozott szabadenergiavaltozds mérésére
vonatkozdlag (Delisi és Crothers, 1971; Gralla és Crothers, 1973a; Tinoco
és mtsai, 1973; Gralla és Crothers, 1973b). Borer és mtsai (1974) 19,
tokéletes bazisparosodasra képes oligoribonukleotid hipokromicitasanak
hémérsékletfiiggésébdl azt taldltdk, hogy a hélix stabilitisa nemcsak a
fiigg. Kisérleteik alapjdn megalkottdk a "legkdzelebbi szomszéd" modellt
(vagyis nem az egyes bazisparokra, hanem a legkszelebbi, egymaéssal
kolcsonhat6  bazisparszomszédokra d&llapitottdk meg a  kiilonbozo
szabadenergia-csokkenés értékeket), amely mindmdig érvényesnek (és a
késdbbi komputeres programok szempontjdb6él jol algoritmizdlhatonak)
bizonyult.

Az els6 komputeres programok, melyek egy adott RNS
legvalészintibb madasodlagos szerkezetének prediktdlasara sziilettek,
altaldban felsoroltdk az Osszes, egymdssal bazisparosodasra képes
komplementer régidkat (a Watson-Crick bazisparok mellett megengedve a
G-U parokat is), majd az oOsszes kompatibilis régiok lehetséges
permutécidit véve, kivalasztottdk ezek koziil a legvalésziniibb struktiarat
(Pipas és McMahon, 1975; Korn és mtsai, 1977). Studnicka és mtsai (1978)
G.n. "komplex hiperstruktirdkat" generdltak, és megmutattdk, hogy nincs

szilkkség az Osszes lehetséges szerkezet létrehozdsara ahhoz, hogy a



legjobbat kivélasszdk, de az & modszeriik is meglehetdsen bonyolult és
nehézkes volt.

A probléma megoldésara az els¢ dinamikus algoritmust Nussinov
és Jacobson (1980) fejlesztették ki, akik az Osszes lehetséges bazisparra
kiszamitottdk, hogy az adott bazispar jarulékat kivonva az egy 1épéssel
elébb generdlt struktira szabadenergidjabol, mekkora energiaja
szerkezetet kapnak. Ezzel az eljarassal egy N*N-es (ahol N a szekvencia
hossza) matrix minden elemét kiszamitva, a végs6é 1épésben megkaptdk a
legval6sziniibb struktirdhoz tartoz6 szabadenergia-csokkenést. Ezt az
algoritmust fejlesztette tovabb Zuker és Stiegler, akik nem a bazisparok,
hanem a kolcsonhaté bazisparszomszédok 4ltal okozott szabadenergia-
csOkkenést vették figyelembe. (Err6l az algoritmusrdl a Mddszerekben még
részletesebben is sz6 lesz.) Az energiaadatokat Salser (1977)
Osszefoglalgjabol vették at.

Késébb tobb szerzé kozolt (Freier €s mtsai, 1986 és Turner és
mtsai, 1987) moédositott energiaadatokat az egyes struktiraelemekre.
Kierzek és mtsai (1986) kimutattdk, hogy a legkozelebbi szomszéd modell
alapjan 10%-os hibahatdron beliil jésolhaté meg az RNS kettGshélix
stabilitdsa, ha az csak Watson-Crick bazisparokat tartalmaz. Mivel az
instabilitast okozé struktiraelemekre (dudorok, hajttihurkok, eldgazési
hurkok, bels¢ hurkok) nincsenek megbizhaté adatok, ezért tobb szerzd
publikédlt olyan mésodlagos szerkezet-meghatdroz6 modszert, amely
nemcsak az energiaminimumhoz tartozdé szerkezetet, hanem tobb,
szuboptimdlis szerkezetet is meghatdroz (Williams és Tinoco, 1986;
Yamamoto és Yoshikura, 1985).

Az RNS térbeli szerkezetérsl nagyon kevés ismeretiink van. Mivel

nagy RNS molekuldkat kiillonosen nehéz kristdlyositani (Turner és mtsai,



1987), néhdny tRNS-t6l eltekintve, egyetlen RNS-nek sem ismerjiik a
kisérletileg meghatarozott, haromdimenziés szerkezetét. Ebben az
irdnyban kevés az elméleti eredmény is: csak az tn. pseudoknotting
("pszeudokotés")-nek a tRNS-szerli RNS molekuldk térbeli szerkezetének
kialakuldsdban jatszott szerepét vizsgaltdk Pleij és mtsai (1985). Csak
legtijabban  torténtek  kisérletek RNS-molekuldk haromdimenzids
szerkezetének komputeres modellezésére: Westhof és mtsai (1989)
részletesen elemezték egy eubakteridlis és egy eukariéta SS RNS térbeli
modelljét, amelybe sztereokémiai kényszereket és az RNS-eket alkotd
bazisok és foszfatcsoportok elérhetGségére vonatkozé kisérleti adatokat is

beépitettek.

2.2. Az U RNS-ek jellemzése

Mivel munkacsoportunk az RNS-ek korébsl az Gn. sejtmagi kis
vagy masnéven U RNS-eket kutatja, a kovetkez6kben 06sszefoglalom
ezekrdl alkotott leglényegesebb ismereteinket.

Mar a 60-as évek elejére ismertté valt, hogy az emlSs (majd késSbb
dltalanosabban eukarifta) sejtek sejtmagvai a mRNS-eken, tRNS-eken és
rRNS-eken kiviil tartalmaznak egy kis molekulasilyt, stabil, nagy
uridintartalmi RNS csoportot is, melynek tagjait éppen ezért U-RNS-
eknek nevezték el (Muramatsu és Busch, 1964; Hodnett és Busch, 1968).

A hat £6 (U1-U6), a sejtmagban nagy képiaszdmban jelenlévs U-
RNS-t mar a 60-as évek végére leirtak, részlegesen jellemezték (Weinberg
és Penman, 1968), kimutattak, hogy in vivo proteinekkel komplexdlva

fordulnak el6 a sejtmagban (Prestayko és Busch, 1968). Megallapitottdk,



hogy ezek az skRNP-k (sejtmagi kis ribonukleoproteinek) prekurzor
messenger €s riboszomalis RNS-ekhez kot6dnek a sejtmagban (illetve az
U3 a nukleoluszban), igy mar koran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
azok érésében jatszanak szerepet (Sekeris és Niessing,1975; Calvet és

Pederson, 1981).

2.2.1. Az U3 funkci6ja

Az skRNS-ek kutatdsat jelentGsen eléremozditotta ezen érési
folyamatok részleteinek tisztdzdsa. A pre-rRNS érésének egyes 1épéseit
mar a 70-es évek elejére sikeriilt tisztdzni. Mivel az U3 RNS (eltéréen a
tobbi, nukleoplazmatikus U RNS-t61) a nukleoluszban taldlhaté (Weinberg
és Penman, 1968), feltételezték, hogy az U3 RNS a pre-rRNS érésében
jatszik szerepet (Prestayko és mtsai, 1970). Az U3 RNS-nek ebben a
folyamatban vald részvételére tobb modell jelent meg (Bachellerie és
mtsai, 1983; Crouch és mtsai, 1983; Parker és Steitz, 1987). Bachellerie és
mtsai szerint az U3 RNS bazisparosodassal vesz részt az 5.8S rRNS és 28S
rRNS kozotti I'TS2 szekvencia eltdvolitdsdban. E modellt késébb Tague és
Gerbi (1984) modositottdk ITS2 szekvencidkb6l képzett konszenzus
szekvencia alapjan, mely szerint az U3 csak az ITS2 5’ végi szekvencidjaval
bézispdrosodna. A legijabb kisérletek viszont azt mutattak (Stroke és
Weiner, 1989; Maser és Calvet, 1989), hogy az U3 RNS a riboszémalis
RNS prekurzordhoz, az RNS-t61 5’ irdnyban 1évé ETS-hez (External
Transcribed Spacer=kiils§ atirt szakasz) kot6dik, és ebbsl arra
kovetkeztettek, hogy az U3 a riboszomalis RNS "processing"-jének kezdeti

1épésében vesz részt, mely az ETS 5’ végének lehasaddsit eredményezi a



molekularol.

2.2.2. Az U3 RNS mésodlagos szerkezete

Patkdny U3 RNS madésodlagos szerkezetét kisérletesen vizsgélva,

Parker és Steitz (1987) a 2.1. dbrdn lathat6 méasodlagos szerkezetet kapték.
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2.1. 4bra: A patkdny U3B RNS madsodlagos szerkezete Parker és Steitz
(1987) szerint. A zar6jelben 1évé nukleotidok az egér U3B
szekvencidjanak megfeleld valtozasokat mutatjék.

Lathatd, hogy a molekula egy 5’ végi rovidebb és egy 3’ végi



hosszabb, er6sen bdazisparosodott torzsbdl (stem) és egy, a stemeket
0sszekotd, egyszali szakaszbol all. Ehhez hasonl6 mésodlagos szerkezetet
kaptak Jeppesen és mtsai (1988) Xenopus laevisb6l izoldlt U3 RNS-re,
viszont Schizosaccharomyces pombe U3 RNS vizsgalata alapjan Porter és
mtsai (1988) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy alacsonyabbrendi
organizmusokbdl izoldlt U3 RNS-ek 5’ végének mdésodlagos szerkezete
jelentdsen eltér a magasabbrendiiekétdl. E madésodlagos szerkezetek
érvényességét novényi U3 RNS szekvencidk ismeretében részletesen meg

fogjuk vizsgélni.

2.3.1. A nukleoplazmatikus U RNS-ek mésodlagos szerkezete

A patkdny skRNS-ek mdésodlagos szerkezetét (az U3 kivételével)
kisérletes és komputeres vizsgdlatokkal Branlant és mtsai (1982)
hataroztdk meg, sematikus dbrdjukat a 2.2. 4bra mutatja. Lathat6, hogy az
Ul, U2, U4 és US molekuldk kozos strukturdlis elv alapjan épiilnek fel:
mindegyikben taldlhat6 egy (az dbrdn vastagon kihiizott) egyszala régiéban
lév6 RA(U),GR konszenzus szekvencia, melyet kétoldalrol két
hajtliszerkezet (stem-and-loop) hatdrol. E szerkezeti elemek egyiitt
alkotjdk az un. Sm fehérje-k6tShelyet. Az U6-ban nem taldlhat6 Sm-
kotShely, viszont in vivo bazisparosodassal kotddik az U4-hez, amit kisérleti
bizonyitékok mellett (Bringmann és mtsai, 1984; Hashimoto és Steitz, 1984;
Rinke és mtsai, 1985) a molekuldk koevolicids sajatossdgai is
alatdmasztanak. (A bazisparosoddsban részt vevd szekvencidk az evoliicié

sordn mindkét molekuldban tgy valtoznak, hogy a kozottik 1évs



us

2.2, abra: A hat f6 U-RNS masodlagos szerkezete. A romai szimok a hajtii-

struktardk alkotta karokat jelolik. Az Sm-fehérje kotGhelyeket vastagon
kihaztuk (Kiss, 1987).

komplementaritds megmaradjon.) fgy a modell érvényességét sikeriilt
igazolni eml6sokon kivill novényi (Vicia faba: Kiss és mtsai, 1988b) és
€lesztd (Saccharomyces cerevisiae: Guthrie és Patterson, 1988) U4/U6

szekvenciakra is.



2.3.2. A nukleoplazmatikus U-RNS-ek funkci6ja

Az eukaridta pre-mRNS érés egyik fontos 1épése a vagas (splicing),
amelynek sordn a nem ké6dold, tn. intron régi6 kivagédik a pre-mRNS-bdl,
és a hatdrold, kédol6 exon régiok tjra osszekapcsolédnak (Crick, 1979). Az
U RNP komplexek a sejtmagban heterogén nukleoldris RNP (hnRNP)
komplexekhez kapcsolédnak, (Brunel és mtsai, 1981), melyek a mRNS
prekurzorokat tartalmazzék. Ez a tény arra engedett kovetkeztetni, hogy az
U RNS-ek, illetve U RNP-k a pre-mRNS érésében jatszanak szerepet. A
folyamatrol alkotott jelenlegi ismereteinket a 2.3. dbra foglalja 6ssze.

Az eukarifta gének molekuldris szinti megismerése soran
felhalmoz6d6 adatokbdl kitlint, hogy az exon-intron régidkat hatérolo
szekvencidk nagyfoka konzervativizmust mutatnak. E konzervalt hat4rolo
szekvencidk (egész pontosan az intronok 5’ végi hasitasi helye) és az Ul
RNS molekuldk konzervalt 5° végi szekvencidja koOzott kimutatott
komplementaritds alapjin feltételezték (Lerner és mtsai, 1980), hogy az
intronok és az Ul RNS-ek e konzervilt régiéi kozott bazisparosodas jon
létre, ezéltal lehetdvé téve a splicing els6 1épését, a pontos 5° végi vagast. E
feltevést az a tény is aldtamasztotta, hogy e kitiintetett 5’ végi szekvencia az
U1 RNS mésodlagos szerkezetében egyesszali régioban szabadon talalhat6
(Rinke és mtsai, 1984). A modell helyességét Zhuang és Weiner (1986)
kisérlete igazolta a legmeggy6z6bben, melynek sordn mutdns 5 végi
intronok splicingjanak hatékonysdga in vivo megnstt kompenzicibs
mutéciot hordoz6é U1l RNS jelenlétében.

Harminckilenc, Drosophildb6l szdrmaz6 intron komputeres
analizise alapjan Keller és Noon (1985) egy olyan modellt javasoltak,

amelyben az U2 RNS bizonyos régidi bazisparosodnak az intron-hurok

10
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2.3. abra: A pre-mRNS vagdsa. Az dbra az eukariota pre-mRNS végasarol
alkotott mai ismereteinket 0Osszegzi. Részleteket lasd a
szovegben (Kiss, 1987).



eldgazédsi helyével és a 3’ hasitdsi hellyel. A kés6bbi kisérletek
megmutattdk, hogy az U2 RNP valéban ko6t6dik az intronhurok elagazési
helyéhez, de magdhoz a 3’ hasitdsi helyhez nem (Black és mtsai, 1985;
Chabot és mtsai, 1985).

Az US RNP jelenlegi feltételezések szerint az intron 3’ végasi
helyéhez kot6dik, ennek pontos mechanizmusa azonban még nem ismert
(Chabot és mtsai, 1985).

Az U4/U6 RNP-nek ugyancsak nélkiilozhetetlen szerepe van a
pre-mRNS végasi mechanizmusdban, kot6dési helye azonban nem ismert.
Black és Steitz (1986) azt javasoltdk, hogy a vigési folyamat elején jatszik

szerepet.

2.4. Az skRNS-eket kodolo gének szerkezete

2.4.1. Az U1, U2 és U5 RNS génjei

A gerincesekben az skRNS géneket (U1-t61 US-ig) a polimeraz II
enzim irja 4t, ennek megfelelGen 5’ végi hatarol6 régi6jukban taldlhaté egy
proximdlis szekvencia elem (PSE) a -50 pozici6 koriil és egy disztélis
szekvencia elem (DSE) a -250 pozicié koriil (Solymosy, 1990). A PSE
funkcigjat tekintve megfelel a TATA-boxnak (noha nincs explicit
szekvencia hasonldsag), és a transzkripcié korrekt inicidcigjaért felelss. A
DSE egy oktamer motivumot tartalmaz (ATGCAAAT), amely funkcigjat
tekintve egy enhancer-szer(i elem. 3’ végi hatdrolé régidjukban a gének a
+20 pozici6 koriil egy lazdn definidlt konzervalt szekvencidt tartalmaznak,

a "3’ Boxot", ami a 3’ vég pontos kialakuldséért felelss.
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A novényekben az Ul, U2 é US RNS-ek génjei 5’ hatérolo
régidjukban tartalmazzdk a TATA boxot (konszenzus szekvencidja:
TATAAA) a -30 pozici6 koriil, amely funkci6jat tekintve megfelel a
gerinces PSE-nek (Vankan és Filipowicz, 1989). Ezenkiviil a -70 és -80
pozici6 kozott tartalmaznak egy mésik szekvencia elemet (USE =Upstream
Sequence Element, konszenzus szekvencidja: RTCCCACATCG:; Solymosy,
1990), amely azonban nem hasonlit a gerincesek DSE-éhez. Dohéany
protoplasztban végzett kisérletek szerint az USE mutécigja vagy delécidja
jelent8sen lecsokkentette az U2 gén transzkripcidjat. A 3’ régié konzervalt
modon egy CA dinukleotiddal kezd6dik, amelyet 4-9 nukleotiddal késbb
egy konszenzus szekvencia kovet (ARTNNAA), amely kiilonbozik a

gerincesek 3’ Boxatol.

2.4.2. Novényi U skRNS pszeudogének

Szdmos fajban taldltak tobbszorosen koédolt U skRNS
szekvencidkat. Ezek koziil jelentSs szami 16kusz pszeudogénnek bizonyuit
(Dahlberg és Lund, 1988), amit f6leg a human genomban sikeriilt
kimutatni. Jelentés mértékdi multiplicitast taldltak a névényi genomokban
is: pl. U2-re és U5-re Arabidopsisban (Vankan és Filipowicz, 1988; Vankan
és mtsai, 1988), vagy az Ul-re babban (van Santen és Spritz, 1987),
sz6jdban (van Santen és mtsai, 1988), valamint laboratériumunkban

paradicsomban (Kiss és mtsai, 1988b).
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2.4.3. Tobbszorosen kodolt paradicsom U1 gének

A levagott 3’ végli Ul pszeudogénen kiviil paradicsombdl
laboratériumunkban 8 bona fide Ul gént is izolaltak, illetve
megszekvenaltak (Abel és mtsai, 1989). A gének mindegyike tartalmazta a
fent emlitett transzkripcids szignalokat (USE és TATA boxokat, illetve a 3’
konszenzus szekvenciat), és a teljes kodold régiokat. A gének koziil az
Ul.1, az Ul.2 és az Ul.3, illetve az Ul.4 és az Ul.S azonos 16kuszban
taldlhatdk, tandem ismétl6désekben. A kddol6é régiok kozotti hasonlosag
85-96%-0s, mindegyik varidns képes folvenni az Ul RNS-re jellemzé
konszenzus masodlagos szerkezetet (Guthrie és Patterson, 1988; Kiss és
mtsai, 1988a). Az Ul.1 RNS masodlagos szerkezete (feltiintetve a tébbi
varidnsokban az U1.1 szekvencidjdhoz képest bekovetkezett valtozdsokat)
a 2.4. abran lathat6. Az U1 varidnsok szekvencidit részletes komputeres

(evoluci6s) vizsgalatoknak vetettiik ald.

2.5. A viroidok

Komputeres analizisiink mésik f6 targya a viroidok szekvencidja

volt.

2.5.1. A viroidok szerkezete és miikodése

A viroidok kicsi (246-375 nukleotid hosszi), egyszald, kovalensen

zart, cirkuldris RNS-molekuldk, melyek novényi sejtekbe  jutva

patogén 4gensekként viselkednek, és a gazdanovényben kiilonbozé
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2.4. abra: A paradicsom Ul RNS mdésodlagos szerkezete. Azokat a
nukleotidokat, amelyek mind a nyolc U1 varidnsban azonosak,
bekereteztiikk. Az Ul.1 szekvencidjahoz képesti valtozasokat
nyilakkal jeloltiikk (feltiintetve a varidns nevét is, amelyben
el6fordul). Az Ul-ben evoliciésan konzervdlt pozicidkat
ponttal, a konszenzus szekvenciat6l (l1asd Guthrie és Patterson,
1988) eltérd nukleotidokat kisbetiivel jeloltiik.

betegségtiineteket produkélhatnak (cf. Riesner és Gross, 1985). Nativ
allapotban rad alakd masodlagos szerkezetet vesznek f6l, amit az
energetikai szdmitdsok mellett (Riesner és mtsai, 1979; Nussinov és
Jacobson, 1980){ elektronmikroszkopos felvételek (Sogo és mtsai, 1973) is
igazoltak. A 2.5'2/1;th;1t(’) a legismertebb viroidok masodlagos szerkezete.

A virusokhoz hasonléan a viroidok is képesek ondlléan szaporodni

az arra fogékony novényi sejtekben, kis méretiik és korlatozott genetikai
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2.5. ébra: A legismertebb viroidok mésodlagos szerkezete. A bekeretezések a centralis
konzervalt régiokat jelolik (Riesner és Gross, 1985).



informéciétartalmuk ellenére. A viroidok replikacidja ellentétes polaritasi
RNS-intermedierek segitségével torténik, és nem igényel DNS-t. A virus
RNS-ekkel éles ellentétben a viroidok nem kddolnak fehérjéket, ezért a
viroidok replikaci6ja nyilvidn a gazdandvény enzimjeinek segitségével
torténik (Branch és Robertson, 1984). Az (4ltaldban ellentétes polaritdsi)
oligomer viroid formék jelenléte azt sugallja, hogy a replikdcié egy u.n.
"gordiild kor" tipust mechanizmus segitségével torténik (Branch és mtsai,
1981).

A viroidok patogén hatdsdnak értelmezésére tobb modell is
sziiletett. Schnolzer és mtsai (1985) feltételezései szerint a PSTV rad alakd
struktirdjanak bal oldala, az Gn. "virulencia moduldlé" régié jatszana
szerepet egy még ismeretlen gazdafehérje megkotésében. Keese és Symons
(1985) szekvenciahomolégia alapjdn S strukturalisan és funkciondlisan is
elkiiloniil6 doménre osztotta fol a viroidok riad alaka szerkezetét, naluk is a
centralis konzervalt régiotol (2.5. dbra) balra es6 régio jatszana szerepet a
patogenicitdsban.

Annak ellenére, hogy szamos részletet sikeriilt tisztazni a viroidnak
a gazdanovénnyel val6 kolcsonhatésat illeten, a mintegy 10 féle kiilonb6z6
viroid (és jelent8s szamu varidnsuk) miikodésére mindeziddig nem késziilt
egységes modell. Vilagos, hogy egy ilyen kolcsonhatds esetén a viroidok
altal hordozott informéaci6é vai:fnilyen modon kompatibilis a megtdmadott
sejt informécids rendszerével. Mivel a viroidok nem kédolnak fehérjéket,
ez az informécié nem lehet a klasszikus genetikai k6d, hanem valamilyen
altaldnosabb médon a DNS struktaraja 4ltal meghatdrozott, mint példaul a
DNS-csavar 10.5 nukleotidja vagy a nukleoszoma 80 nukleotidja 4ltal
meghatérozott strukturélis informécié.

A viroidok szekvencidjira vonatkozo vizsgalataink meg fogjak
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mutatni, hogy azok valéban hordoznak ilyenfajta 11-12 nukleotidos és 60,

Pall

illetve 80 nukleotidos peri6dussal jellemezhets "masodik iizenetet".
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3. MODSZEREK

3.1. A rendszer

Az 6sszes program IBM PC-n, DOS operécios rendszer alatt futott,

a sajat fejlesztésti programokat TURBO PASCAL nyelven irtam.

3.2. A felhasznalt szekvencidk

Az elemzett szekvencidk egy részét laboratériumunkban
szekvendltdk, ezek helyben rendelkezésre 4lltak. Ilyenek voltak a
paradicsom U1 gének (Abel és mtsai, 1989) és a paradicsom U3 gén (Kiss
és Solymosy, 1990).

A szekvencidk egy mésik részét az EMBL 19 nevii, CD-ROM-on
tarolt szekvencia adatbankbdl vettiik, a PCGENE nevii szekvencia-kezeld
és analizal6 program adatbank-kezel6 funkcidjanak felhasznalaséval.

A szekvencidk harmadik részét (azokat, amelyek még nem
szerepeltek az EMBL 19 adatbankban) szamit6gépes halozaton keresztiil

kértiik le kozvetleniil az EMBL-tG1.

3.3. Az RNS masodlagos szerkezetét meghatdrozé program

A program algoritmusat Zuker és Stiegler (1981) irtdk le, mely a

kovetkezokben foglalhatd Ossze:

A szerzOk elGszor kiillonbozd struktarakat definidltak, ezek:



i/ torzs (stem’) - a kettGsszald, bazisparosodott régio,

ii/ hajttihurok (hairpin loop’) - ha egy egyszdli RNS
bézisparosodassal ketbsszalivd zarddik, a kozrezart egyszali régié a
hajttihurok,

iii/ buborék hurok (’bulge loop’) - egy kettGsszala torzsbe (’stem-
be’) egyik oldalon beékel6dd, ’kidudorodd’ nukleotid(ok),

iv/ bels6 hurok (’internal loop’) - egy kettGsszala torzsbe mindkét
oldalon beékel6ds, egyméssal szemben 1évd buborékok,

v/ eldgazési hurok (’bifurcation loop’) - olyan hurok, amibdl két
vagy tobb szomszédos stem indul ki.

Az 3.1. tablazatban taldlhat6k a kiillonb6z6 struktiraelemekhez
tartoz6 szabadenergia-valtozds értékek, melyek magukban foglaljak
egyrészt a PCFOLD program dltal ereditleg hasznalt, Salser (1977) altal
Osszegylijtott energiaadatokat, mdsrészt Freier és mtsai (1986) dltal
meghatdrozott energiaadatokat, harmadrészt az &4ltalam mddositott, (a
program miikddése szempontjdbol adekvéatabb) értékeket tartalmazza. A
tablazatbol lathato, hogy egyediil a stem-et alkoté halmozott bazisparok
("stacking") okoznak szabadenergiacsokkenést, az 0Osszes tobbi elem
destabilizalja a strukturat.

Az algoritmus szdmbaveszi egy Sij (I<=i<j<=N) (egy N
nukleotidb6l 4all6 RNS molekula i és j. nukleotidja &ltal hatarolt)
részszekvencia 4ltal folvehets 6sszes masodlagos szerkezetet, és kivalasztja
fokozatosan csokkentve, j értékét fokozatosan novelve, szukcessziv médon
(az el6zbleg optimalizalt részstruktirdk figyelembe vételével) meg tudjuk
hatdrozni az 0sszes Sij részszekvencidra az optimdlis mésodlagos

szerkezetet, igy az utolso 1épésben a teljes S;p molekuldra megkapjuk a
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BASE PAIRING ENERGIES IN TENTHS OF A KCAL/MOLE
SALSER'S DATA
STACKING ENERGIES (UG = GU)

GU | AU | uaA | cG | GC |
GU -3 -3 -3 -13 -13
AU -3 i -18 -21 -21
UA -3 -18 -12 -21 -2

CG -13 -21 -21 -48 -43
GC -13 =21 -21 -30 -48

BULGE LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP
1123|4567 ]8]9] 10| 12| 14] 16] 20| 25| 30|
28' 39 45 50 52 53 55 56 57 58 59 61 62 65
HAIRPIN LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP
1123|456 7]8]9]10] 12| 14] 16] 18] 20| 25| 30|
CG CLOSING 999 999 8 59 41 43 45 46 48 49 50 52 53 54 55 57 59
AU CLOSING 999 999 80 75 69 64 66 68 69 70 71 73 74 75 76 77 79

INTERIOR LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP

CLOSED BY 1 [2 |3 |4 |5 |67 |8]9] 10| 12| 14] 16| 18| 20| 25| 30|
CG-CG 999 1 9 16 21 25 26 27 28 29 31 32 33 34 37
CG-AU 999 10 18 25 30 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 45 47
AU-AU 999 18 26 33 38 42 43 44 45 46 48 49 50 51 52 54 56

BASE PAIRING ENERGIES IN TENTHS OF A KCAL/MOLE

FREIER'S DATA

STACKING ENERGIES (UG = GU)
AU | UA

GU cG | 6c |
GU -5 -5 -7 -15 ~13
AU -5 -9 -1 -18  -23
UA 7 -9 -9 17 -2

CG -19 -21 -23 -29 -34
GC =15 =17 -18 -20 -29

BULGE LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP
11234 |5]6]7]|8]9]10] 12 14| 16] 18| 20| 25| 30|
33' 52° 60 67 74 82 91100 105 110 118 125 130 136 140 150 158

HAIRPIN LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP

1123|456 7]8]9]10] 12| 14] 16] 18| 20| 25| 30|
CG CLOSING 999 999 74 59 44 43 41 41 42 43 49 56 61 67 71 81 89
AU CLOSING 999 999 74 59 44 43 41 41 42 43 49 56 61 67 71 81 89

INTERIOR LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP
CLOSED BY 1|2 |3 [4 |5 |6 |7 |8]9] 10| 12| 14| 16| 18| 20| 25| 30|
CG-CC 999 8 13 17 21 25 26 28 31 36 44 51 56 62 66 76 84
CG-AU 999 8 13 17 21 25 26 28 31 36 44 51 56 62 66 76 84
AU-AU 999 8 13 17 21 25 26 28 31 36 44 51 56 62 66 76 84

BASE PAIRING ENERGIES IN TENTHS OF A KCAL/MOLE
FREIER'S DATA (MODIFIED BY H. HEGYI)
STACKING ENERGIES (UG = GU)

GU | AU | UA | cG | Gc |
GU -5 -6 -6 -15  -16
AU 6 -9 -1 -18  -23
UA 6 =9 =9 =7 =21

CG -16 =21 =23 =29 -34
GC -15 -17 -18 -20 -29

BULGE LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP
11234 [5[6]78]9] 10 12| 14] 16] 18| 20| 25| 30|
33 52 60 67 74 82 91100 105 110 118 125 130 136 140 150 158

HAIRPIN LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP

1123|456 7]|8]9] 10 12| 14] 16| 18| 20| 25| 30|
CG CLOSING 999 999 74 59 44 43 41 41 42 43 49 56 61 67 71 81 89
AU CLOSING 999 999 74 59 44 43 41 41 42 43 49 56 61 67 71 81 89

INTERIOR LOOP DESTABILIZING ENERGIES BY SIZE OF LOOP
CLOSED BY 1 |2 |3 [4 |5 |67 |8]9] 10| 12| 14| 16| 18| 20| 25| 30|
CG-CGC 999 8 13 17 21 25 26 28 31 36 44 51 56 62 66 76 84
CG-AU 999 8 13 17 21 25 26 28 31 36 44 51 56 62 66 76 84
AU-AU 999 8 13 17 21 25 26 28 31 36 4 51 56 62 66 76 84

3.1. tablazat. A Salser (1977), Freier (1987) és az 4ltalunk hasznélt
energiaértékek bazisparszomszédokra és az egyes destabilizal6 szerkezeti
elemekre.



szabadenergia-csokkenés értékét, és az ennek megfeleld szekundér
struktarat.

Az algoritmus el6nye, hogy az Osszes lehetGséget szdmbaveszi, igy
ténylegesen a legkisebb energidju szerkezetet hatdrozza meg, héatrdnya
viszont, hogy a memoriaigénye a szekvencia hosszaval négyzetesen
emelkedik.

Az algoritmusra PC-n fejlesztettiink egy programot, amely azonban
a TURBO PASCAL 3.0 korldtozott lehet6ségei (és az emlitett nagy
tarigény) miatt maximélisan 170 nukleotid hosszi szekvencidra miikodott,
igy altalaban a program PCFOLD nevii, a szerz6k &ltal (FORTRAN
kornyezetben) fejlesztett verzigjat hasznaltuk (amely maximélisan 425
nukleotid hosszi szekvencidra miikodott).

A szerz6k kiillonbozé "kényszerek" lehetGségét is beépitették
programjukba (kényszeritett vagy tiltott bazispadrosodds forméjaban - a
felhaszndl6 altal meghatdrozott régidkra), amely lehetové teszi kisérleti
vagy szekvenciadsszehasonlitdsbol szdrmazé informécidk figyelembe

vételét.

3.4. A periodicitaskeres$ program

A szekvencidk  bels6  hasonlésagainak  és  periodikus
tulajdonsagainak kimutatdsara egy egyszerli TURBO PASCAL nyelvi
programot fejlesztettiink ki:

Bevezetve a k-tuplett (k hosszisagu részszekvencia) fogalmat, az
els6 1épésben az els k-tuplettet hasonlitottuk Ossze az Gsszes tobbi, téle 3’

iranyba es6 k-tuplettel, elére megadott hasonlésdgi feltétel alapjan (k
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elemb6l m egyezést megkivinva, m<=k), purinok (R=A v. G) és
pirimidinek (Y =C v. U) szempontjabdl.

A masodik 1épésben a masodik k-tuplettet hasonlitottuk Ossze az
Osszes, t6le 3’ irdnyba es6 k-tuplettel, stb.

Az utolsé, (N-k)-dik 1épésben az (N-k)-dik k-tuplettet hasonlitottuk
az (N-k+1)-dik (vagyis az utolsd) k-tupletthez.

fgy, végsGsoron az osszes, (N-k+1) k-tuplettet 6sszehasonlitottuk
egymassal.

Bevezettiik a d véltozét, amellyel két k-tuplett (kezdGpontja)
kozotti tavolsdgot jeloltiik. Definidltunk egy f(d) gyakorisagfiiggvényt,
amelynek d pontban felvett értéke azoknak az eseteknek a szamat adja
meg, amikor két, egymastol d tavolsagra 1évs k-tuplett kozotti hasonlosag
legaldabb m/k.

Az f(d) gyakorisagfiiggvényt egy atlagoldsi eljardssal simitottuk,
mely az f,,, (d) fiiggvényt allitotta eld, a kovetkezGképpen:

d+1-1
Im(@d) = Zd fi)/l.
l=

Az egyes periédusokbdl, ahol lehetett, konszenzus szekvencidkat
szarmaztattunk, és azok informaciétartalmat is meghataroztuk a Shannon
és Weaver (1949) altal bevezetett, és Schneider (1986) 4ltal szekvencidkra
alkalmazott "bizonytalansdgi" mértéket hasznélva, a kovetkez6képpen:

Ha P; jeloli az i-dik féle nukleotid gyakorisdgat a konszenzus

222

poziciéra:
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4
H(L) = = P;*log>P; (bit/pozici6).
i=1

H maximalis értéke 2 bit lehet, ez akkor 4ll fonn, ha mind a
négyféle nukleotid egyforma gyakorisdggal van jelen egy adott poziciéban.

Egy konszenzus szekvencia adott  pozicijdban  1évs

informéci6tartalmat a bizonytalansag csokkenésében kapjuk meg, vagyis:
I(L) = 2-H(L) (bit/pozicio).

A konszenzus szekvencidban foglalt  Osszinformaciét a

bizonytalansdgban bekdvetkezd teljes csokkenés adja:

I

consensus =f (2-H(L)) (bit).

3.5. Az evolicids programcsomag

A paradicsom U1 gének evolicids analizisét a PHYLIP (Phylogeny
Inference Package =filogenezist szirmaztat6 csomag) nevii programcsomag
segitségével végeztik el. A csomag két alapvetSen kiillonbozo
megkozelitésen alapulé programokat tartalmazott: az egyik tipus az un.
tavolsagi matrix modszereket foglalta magdban, a mdésik a "legnagyobb

takarékossag elve" alapjan miik6dé modszereket.
3.5.1. A tavolsdgi matrix médszerek

Ide tartoznak a FITCH és KITSCH programok. E programok

bemeneti adataiként a vizsgalt gének kozotti paronkénti filogenetikai



25

tavolsagokat hasznaljuk (amelyet 4ltaldban dgy kapunk meg, hogy egy
"alignment" program segitségével meghatdrozzuk a paronkénti szazalékos
hasonlésagokat, és a kapott értékeket kivonjuk 100-b6l). Jelen esetben,
mivel a péronkénti Osszehasonlitdsokndl a tranzici6k és transzverziok
gyakorisdga kiilonbozott, és ardnyuk eltért a vizsgalt gének kodolo és
hatarol6 régibira, a tavolsagi matrix elemeinek kiszamitdsara a kovetkezs

képleteket hasznaltuk:

Dij(coding) = Tiij (coding) * R (coding) *TVij(coding)
D ij(flanking) = Tiij(ﬂanking) + R(ﬂanking) =l=T"ij(]‘lanking)

ahol
Dl-]-: a tavolsagi matrix eleme,

Til-j: a tranziciOk szama i és j gén kozott,

Tvl-]-: a transzverziOk szdma i és j gén kozott,
R: a tranzicibk és transzverziok paronkénti Osszehasonlitasokbol
szarmaztatott aranya,
mind a k6dol6 (coding), mind a hatarolé (flanking) régiokra.

E programok célja, hogy megtaldljdk azt a fat, amelynek esetében
az

§=zz (D ij'dij)z/ D ijP
1]

Osszeg minimadlis lesz, ahol
Dij: a megfigyelt tdvolsag i és j gén kozott,
dl-]-: a szamitott tavolsag i és j gén kozott, amelyet gy kapunk, hogy

osszeadjuk a rekurziv médon szamitott fa szegmenseinek hosszat i és j gén



kozott.

P: a hatvénykitevs, amely kiilonbséget tesz az egyes modszerek kozott. A
Fitch-Margoliash moédszer esetében (amelyet a FITCH és KITSCH
programok is hasznalnak) P értéke 2.

A FITCH és a KITSCH abban kiilonbéznek egyméstél, hogy az
utobbi feltételezi egy evoliciés 6ra miikodését (ebben az esetben barmely
gén a szdrmaztatott torzsfabol szdmolva, a kézos Gst6l azonos tavolsagra
lesz), az el6bbi nem. Mi ez utébbi programot hasznéltuk, mivel egy fajon
beliili multigén csalad esetében az evolicids 6ra megléte eléggé plauzibilis

feltevés.

3.5.2. Diszkrét karakteres modszerek

Ebbsl a csoportbl a MIX és a DNAPENNY programokat
hasznéltuk. Ezeknél a mddszereknél azokban a poziciokban 1évs
nukleotidokat kell megadni inputként a programnak, amelyekben
kiilonboznek egymastol a szekvencidk.

Sokal és Sneath (1963) taldlt egy médszert - melyet késébb Kluge
és Farris (1969) fejlesztett tovabb -, melynek a segitségével a tobballapoti
karaktereket (0,1) kétallapoti karaktersorozatokkd alakitjak at.

Igy példaul, ha van négy éllapot, amelynek a karakter-allapotfaja

igy irhat6 fol:
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ahol 0 az 6si allapot, 1, 2 és 3 pedig a szarmaztatott allapotok, akkor ez az

4j kétallapota kodolassal igy irhaté fol:

régi allapot 4j allapotok
0 000
1 001
2 011
3 101

A programok olyan torzsfat (vagy tobb, egymadssal ekvivalens
torzsfat) generdlnak, amely (v. amelyek) esetében a csomépontokban a
baziscserék szdma az egész torzsfit tekintve minimélis (ezért hivjdk e
modszereket "maximum parsimony" =legnagyobb takarékossagi
modszereknek is).

A tavolsadgi matrix modszerek esetében a program kozos Gssel
("gyokérrel") rendelkezd fdkat generdl, mig a diszkrét karakteres

modszereken alapul6 programok gyokértelen fakat hoznak 1étre.
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3.6. ANUCALN program

Két szekvencia gyors dsszehasonlitdsira a NUCALN (Wilbur és
Lipman, 1983) programot haszndltuk, amely egy-egy értelmii
hozzarendelést (G.n. "alignmentet") hoz létre a két szekvencia megfelels
elemei kozott, olymédon, hogy a megadott paraméterek mellett a legtobb
talalatot (igy a legnagyobb homoldgiat) érje el a program. Az algoritmus a
Needleman-Wunch-féle algoritmusnak (1970) egy tovabbfejlesztett
valtozata.

A program elGszor szambaveszi az dsszes homolég k-tuplettet (k
hosszisagn részszekvenciat) a két szekvencia 4ltal generalt métrixban, majd
megkeresi e k-tuplettek kozotti, optimalis alignmenthez tartoz6 utat (egy
el6re definialt "ablakban", azaz ilyen szélességii savban).

A program 3 féle, inputként megadhat6 paramétert vesz
figyelembe:

1. a k-tuplettek minimalis hosszat,

2. az ablak szélességét,

3. a "gap penalty'-t, azaz a szekvenciaillesztés soran 1étrejovs lyukra adott
biintetést,

e paramétereknek altaldban fiiggvénye az optimdlis alignment.

3.7. AMULTALIN program

Kett6nél tobb szekvencia illesztésére a MULTALIN (multiple
alignment=tobbszorgs  illesztés) nevii programot (Corpet, 1988)

hasznaltuk. A program az elsg 1épésben a megadott szekvencidk paronkénti
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Osszehasonlitdsa alapjan egy evoliciés fat generdl, amit a tovabbi 1épések
soran egy hierarchikus csoportositds segitségével figyelembe vesz,
olymédon, hogy el6szor az evolicidsan kozeli szekvencidkat illeszti, majd a

kapott csoportokat illeszti egyméshoz.

3.8. Az ESEE program

Azokban az esetekben, amikor a MULTALIN nem adott j6
eredményt vagy a szekvencidk olymértékben hasonldéak voltak, hogy nem
volt sziikség szamitogépes illesztésre, az ESEE (Eyeball Sequence
Editor="Szemgoly6 Szekvencia Szerkeszt&") nevii szerkeszté programot
hasznaltuk, ami tulajdonképpen nem mdés, mint egy szekvencia orientalt
szovegszerkesztd. A program lehetvé teszi tobb (maximum 21, mivel
ekkora a teljes képernyGszélesség) szekvencia egylittes kezelését,

Osszehasonlitasat és szemmel (ill. kézzel) valo illesztését.

3.9. A D3HOM program

Hosszt szekvencidkban val lokédlis homolégidk azonositdsat a
D3HOM program segitségével végeztiik (Fristensky és mtsai, 1982), ami a
matrixos formdban kapott eredményt tetszéleges 1éptékben képes
Osszesfiriteni, gy, hogy a 1ényegi informécié megmaradjon (A és Z kozotti
betiijellel jeloli a talalt, 100 és 50% kozé es6 homologiat /A-val a 95-100%-
os tartomanyba es6 homologiat, B-vel a 90-94%-os tartomanyba esét, stb.../
és a slirités sordn mindig az adott részmdtrixban 1év8 legmagasabb

homolégiara utal6 betiijelet 6rzi meg).



3.10. Az ALINCO program
Az ALINCO sajat fejlesztésti program egy tobbszoros illesztés
informéciétartalmat  (ALignment INformation  COntent=Illesztés
informécié tartalma) szdmolja ki az el6z6ekben megadott Schneider-féle
képlet alapjan. Az L pozicibban bekovetkezett bizonytalansagcsokkenést
(azaz informécidtartalmat) az
4

I(L) = 2-5 P;*logyP; (bit/pozicid)
i=1

képlettel kapjuk, ahol P; jeloli az i-dik féle nukleotid gyakorisdgat az

C s

illesztést kell megadni, outputként a pozicionként kiszdmolt

informdciétartalmat 4brazol6 gorbét kapjuk.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1.1. A viroidok periodikus tulajdonsédgai

A Mobdszerekben leirt periodicitaskeresd eljardst alkalmazva a
legrévidebb  ismert viroidra, a koékuszdi6 cadang-cadang viroidjara
(coconut cadang-cadang viroid=CCCV), egy 12 nukleotid periédusia
periodicitast taldltunk, ami j6l lathaté a 4.1. dbrdn. Kozelebbrol
megvizsgidlva a 246 nukleotid hosszit CCCV szekvencidjat, sikeriilt
megtaldlni a molekula azon periodikus régidjat, (a 244. és 129. nukleotid
kozott), amely ezért a perodicitasért felelGs (4.3. dbra). Egymads alé illesztve
az egyes ismétlodési egységeket, egy CNGRRGRRAYCN konszenzus
szekvenciat szarmaztathatunk belslilk, mint az a 4.3. 4bran lathaté. E
konszenzus szekvencidkkal szigori egyezésben 1év8 szekvencia kétszer
fordul el6 a molekula fels felének Gn. centralis konzervélt régi6jaban (cf.
Riesner és Gross, 1985) és egyszer a molekula als6 felében.

Ugyanilyen tipusi, 12 nukleotid periédusi periodicitdst taldltunk
(4.2. dbra) a PSTV (potato spindle tuber viroid) 60. és 180. nukleotidja 4ltal
hatdrolt régiéban. Mint a 4.3. dbrdn lathat6, ugyanaz - a CCCV-re jellemz6
- konszenzus szekvencia egymads utdn 9-szer fordul el a PSTV-nek ebben a
szegmensében.

Hasonlé tipust periodicitast taldltunk a PSTV csoport tdébbi
tagjaban: a CEV (citrus exocortis viroid), a CSV (chrysanthemum stunt
viroid), a TPMV (tomato planta macho viroid) és a TASV (tomato apical

stunt viroid) viroidokban is.
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4.1. ébra: A CCCV-re kapott fp,(d) k-tuplett el6fordulési
gyakorisag fiiggvény. A paraméterek: k=6, m=5, /=4 (a
modszer leirasat Isd. a 3.4. fejezetben).
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4.2. abra: A PSTV (60-180) régi6jara kapott f (d) k-tuplett
eldfordulasi gyakorisag fiiggvény. A paraméterek: k=6,
m=S5,1=5.
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ccu

CUGGGGARAAUC -
uUuACAGGGCcCACCC

CCCVl1-small CAaABAaccACudcG

(244-129) CAGGAGAGQgCCG
CUuUuGAGGGAUCC
CCGGGGARAACCU
CA-AGCGAAUCTU
gGGAAGGGAQgCGUAC
CUGGGucGAUCG
uGecBGe 6 ===« 8]
UWUGGAGGAGACUC
c

consensus: CNGRRGRRAYCN

B cu

GGAGGAG--CG

PSTV UucAGGGAUCC

(69-172) CGGGGAAACCU
-GGAGcGAACYgGC
CAaAAaAGgacCGagG
UGGGGAGuUGgCOC
cAGcGG°cGcAC- -
-AGGAGuUAAUYC
C-GccGAAAC

consensus CNGRRGRRAYCN

4.3. abra. A 12 nukleotidos ismétl6dési egységek szekvencidjanak illesztése
és a bel6liik konstrudlt konszenzus szekvenciak (JA) a CCCV-re
és (B) a PSTV-re. A centrilis konzervalt régidkat aldhizéssal
jeloltiik.
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A HSV-ben (hop stunt viroid) és a CPFV-ben (cucumber pale fruit
viroid) azonban, amelyek ugyanannak a viroidnak a varidnsai, de csak
tavoli rokonsagban vannak a PSTV csoporttal, a fenti konszenzus
szekvencia ismételt el6forduldsa csak egy rovid régiora korlatozédik ( a 69.-
88. nukleotidok 4ltal hatarolt a HSV-ben), amely magaban foglalja a
centrdlis konzervalt régi6 felsd felét (ez utébbi a HSV-ben a 73. és 88.
nukleotidok kozott taldlhato).

Az ASBV (avocado sunblotch viroid), amely nem tartozik a PSTV
csoportba, és nem tartalmazza a centrdlis konzervalt régiét sem, a
fentiektdl eltérd tipust periodicitdst mutat: a 247 nukleotid hosszisagt
molekuldban 80-as periodicitds mutathat6 ki (4.4. dbra), amely ilymédon
3 homolég részre osztja az ASBV szekvencigjat.

A 4.5. abran, amely az ASBV 6nmagdval val6é 0sszehasonlitdsdnak

22 22

pontmadtrixat mutatja, még szembet{inbb a harom periddus.

Egy kés6bb felfedezett viroid, az ASSV (apple scar skin viroid)
(Hashimoto  és mtsai, 1987), amely az eddigiekt6l kiilon csoportba
tartozik, és ugyancsak nem tartalmazza a centrdlis konzervalt régiot, egy
harmadik tipust periodicitdst mutat. A molekula szinte teljes egészében
60 nukleotid hosszlisagi ismétlgdési egységekbdl 4ll (4.6. dbra). Ezek 4.5-
szOr fordulnak el6 a 330 nukleotid hosszit ASSV-ben .

Az Osszes font emlitett periodicitdsok viroidspecifikusaknak
tlinnek abban az értelemben, hogy nem taldltunk ehhez hasonl6 periodikus
sajatossdgokat mas, kis molekulatomegli RNS-ekben, igy péld4ul sejtmagi
kis RNS-ekben, virusoidokban, vagy olyan véletlen szekvencidkban, melyek

hosszisagukat és nukleotid Osszetételiiket tekintve megegyeztek a vizsgalt

viroidokkal.
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44. dbra: Az ASBV-re kapott f,(d) k-tuplett el6forduldsi
gyakorisag fiiggvény. A paraméterek: k=40, m =29, /=2.
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4.5. abra: Az ASBV oOnmagdval valé dOsszehasonlitdsanak
ontmdtrixa. A paraméterek az el6z6 abraéhoz
asonl6ak, vagyis 40 hosszisdgi k-tuplettben 29
egyezést kivantunk meg.
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4.6. édbra: Az ASSV-re kapott f,,(d) k-tuplett el6fordulasi
gyakorisag fiiggvény. A paraméterek: k=40, m=25,
[=16.

4.1.2. A viroidok periodikus tulajdonsdgainak értelmezése

Ismeretes, hogy a sejtekben 1év6 informaci6tartalom megfejtését, a
nukleinsavak &ltal hordozott informacidk kivdlogatdsat és dekddoldsét a
nukleoprotein komplexek végzik.

Ennek a mechanizmusnak a kezdeti szakaszaban (a nukleoszéma
szinten és a transzkripci6 inicidcié szintjén) a felismerési eseményeket -
melyek magukban foglaljdk a nukleoprotein komplexek kialakuldsat és
szétesését - gyakorta a nukleinsavak periodikus tulajdonsdgai hatdrozzdk
meg.

Ezt a jelenséget részletesen igazoltdk példaul a TF IIIA
transzkripcids faktor és az SS riboszomadlis RNS génje kozotti kolesonhatés
esetében (Vincent, 1986). Egy masik bizonyiték a transzkripci6 inicidcios
periodicitds 1étére az SV40 virus enhancer régidja, amelyben lazan

definidlt motivumok ismétlédnek. Herr és Clarke (1986) elegans mutécios
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kisérletekkel igazoltdk, hogy az enhancer transzkripcids aktivitdsa akkor is
helyreallt, ha e laza periodicitdst az egyik motivum ismételt tandem
duplikaciojaval helyettesitették.

E fenti példdk analdgidjara feltételeztiik, hogy a PSTV-ben és a
CCCV-ben és a veliik rokon viroidokban talalt 12 nukleotidos periodicités
fontos szerepet jatszhat egy ilyen transzkripcié inicidciés komplex-képzd
szabalyoz6 fehérje hatdsos megkotésében. A mintegy 10-szer egymds utan
megismétlodd szignal szekvencidk proteinkotd készsége olymértékben
feler6sodhet, hogy ezaltal a viroid sokkal hatékonyabban irédhat 4t, mint
a sejt sajat DNS-ei.

Az egyméshoz illesztett periddusok informécidtartalmét is
megfeleld régidjara 6.7 bitnek adddott. Ezek az adatok jO egyezést
mutatnak Schneider és mtsai (1986) altal prokariotak genomjara végzett
vizsgalatokbdl E.coli és Salmonella riboszoma-kotShelyeinek informécio-
tartalmara kapott (8.3, illetve 10.6 bit) értékekkel.

Megjegyzends, hogy a PSTV-t kisérletileg is proteinekkel
(valoszintileg  hisztonokkal) komplexdlva taldltdk a  paradicsom
nukleoluszdnak nukleoszomalis frakci6jaban (Wolff é€s mtsai, 1985).

A strukturdlis periodicitas taldlt formaij6 egyezést mutatnak a
viroidok 4&ltaldnosan elfogadott filogenetikai csoportositdsaval. Bar a
CCCV-t és a PSTV-t a kordbbi osztalyozasok kiilon csoportba sorolték,
eredményeink - miszerint a PSTV é a CCCV azonos, 12 nukleotid
periédust periodicitdssal rendelkezik, és a periddusokbél szarmaztathato
konszenzus szekvencia a két viroidra teljesen azonos - 0sszhangban vannak
a legtjabb filogenetikai vizsgdlatokkal (Koltunow és Rezaian, 1989),
melyek a CCCV-t tobb més viroiddal egyiitt besoroljadk a PSTV
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csoportba.

4.1.3. Az ASBV 80 nukleotidos periodicitasa

A sejtmaggal ellentétben az organellumokban nem ismeretes az
RNS polimeraz polimorfizmus jelensége, és nincsenek polimeréz szelektiv
protein faktorok, ennek a ténynek egy lehetséges kovetkezménye, hogy a
kloroplasztiszhoz asszocidlt ASBV (Mohamed és Thomas, 1980) nem
tartalmaz ilyen, a DNS-csavar 10.5 nukleotidjaval majdnem megegyezd
periddusi, 12 nukleotidos periodicitést.

A 80 nukleotidos periodicitas viszont, amely az ASBV-t jellemzi,
relevans vonds az eukaridta kromatin (Weintraub, 1980) és a prokariotak
nukleoid strukttrajaban, és igy szintén szerepet jatszhat a nukleoprotein-
komplex képz6désében.

Az ASSV-ben taldlt 60 nukleotidos ismétlddési egységekkel
jellemzett struktarédlis periodicitds lehetséges szerepe egy esetleges

nukleinsav-protein kolcsonhatdsban jelenleg még nem ismert.

4.2. A paradicsom U1 RNS gének evolucidja

A laboratériumunkban megszekvendlt nyolc paradicsom "bona

fide" gén (Abel és mtsai, 1989) kodolé és hatdrold régidibdl kiillonbozd

modszerekkel torzsfakat szarmaztattunk.

38



4.2.1. A hatarol6 régiokbol szarmaztatott torzsfak

A 4.7.a &bran lathat6 az S’ és 3’ végi szekvencidkat is tartalmazo
hatérolé régiokbol a tavolsagi métrix médszerrel szdrmaztatott torzsfa, a
4.7.b abran pedig ugyanezekre a régidkra a legnagyobb takarékossag elvét
alkalmaz6 médszerrel szarmaztatott torzsfa.

Léathato, hogy mindkét modszerrel szdrmaztatott torzsfdban az
U1.1-U12-U1l3 és az Ul4-ULS gének elkiiloniild csoportokat
("clustereket") alkotnak, ami Osszhangban van a gének fizikai
lokalizaci6javal a paradicsom genomban. Az U1.6, U1.7 és U1.8 helyzete
azonban némileg eltér a két modszer esetében: a tdvolsdgi matrix
modszerrel kapott torzsfan ezen ut6bbi gének elkiiloniilnek az U1.1-U1.2-
U1.3 és az U1.4-UL.5 clusterektsl, mig a diszkrét karakteres modszernél

beékelddnek a két cluster kozé.

4.2.2. A k6dol6 régiokbol szarmaztatott torzsfak

A 4.8.a dbran lathaté a kodolé régiokbol a tdvolsdgi métrix
modszerrel, a 4.8.b 4bran pedig a diszkrét karakteres modszerekkel
szarmaztatott tOrzsfa. Lathat6, hogy béar az U1.5-U1.5 itt is kiilon clustert
alkot, az U1.1-U12 és az Ul3 kozé beékelddik az U1L.7 génje. Ez
utobbi eredmény nincs Osszhangban sem a kisérleti adatokkal (az U1.7
kiilon kl6nban taldlhat6, Abel és mtsai, 1988), sem a flanking régiékbol
szarmaztatott torzsfakkal. Az U1.8 és az Ul.6 helyzete némileg eltér a

két modszer esetében: a tdvolsagi matrix modszer esetén az Ul.8 van
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Uts s utuiauizuig u1z U1.6

1.5 Ut.4

4.7. dbra: A hatdrol6 régi6k szekvencidibol szdrmaztatott torzsfak. (A) A
tavolsagi matrix mddszerrel (KITSCH programmal) szarmaztatott

torzsfa. (B) Diszkrét karakteres modszerekkel (MIX és DNAPENNY
programmal) szdrmaztatott torzsfa.
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ULd W5 UB3U17U11 112018 U16

u1.6

4.8. dbra: A kédol6 régiok szekvencidibol szarmaztatott torz
tavolsagi madtrix moédszerrel (KITSCH programmal) sz

sfak. (A) A
armaztatott

torzsfa. (B) Diszkrét karakteres moédszerekkel (MIX és DNAPENNY

programmal) szarmaztatott tGrzsfa.
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kozelebb az U1.1-U1.2-U1.3 clusterhez, mig a diszkrét karakteres
torzsfaban az UL.6.

A kiilonbozé modszerekkel, kiilonboz8 régiokbdl szdrmaztatott
torzsfak kozotti  kiillonbségek értelmezésénél két f6 tényez6t kell
figyelembe venni:

i/ Az eltér6 szelekcios nyomadst, amelynek az egyes régiok
feltehet6leg ki voltak téve. Valdszinti, hogy az Ul.7 eltérd viselkedése
a kodol6 és hatarold (flanking) régidja tekintetében ennek a jelenségnek
tudhat6 be, a kodol6 régidk ugyanis nyilvdnvaléan erdsebb szelekciOs
nyomdsnak vannak kitéve, mint a hatarol6 régi6k, melyek - leszdmitva a
transzkripci6ért felel6s szignal szekvencidkat - funkcié nélkiiliek.
Elképzelhets, hogy az U1.7 génje kordbban fizikailag is kozelebb volt az
Ul.1 és az U1.2 génjéhez, és csak az utébbi idében helyez6dott a4t a genom
egy masik 16kuszaba egy egyenl6tlen (unequal) crossing-over soran.

ii/ A tranziciok és transzverzidk eltér$ aranyat a két régiéban, ami
az Ul6 és UL8 gének helyzetének kiillonbozGségére szolgédlhat
magyarédzatul, mind a kiilonb6z6 modszerek, mind a kiilonboz8 régidk

vonatkozasaban.

4.2.3. A tranziciOk és transzverziok eltér§ aranya az egyes régiokban

A kiilonb6z6 modszerekkel generalt torzsfak kozotti kiillonbségek
értelmezésénél szamottevs tényezdként kell figyelembe venni a tranziciok
és transzverziOk eltér§ gyakorisagat is. A nyolc paradicsom Ul gén
paronkénti Osszehasonlitdsait figyelembe véve, azt kapjuk, hogy a

tranzicid/transzverzi6 arany a kodolo régiora:
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Reoding= 1-8158%0.22,

mig a hatdrol6 régiéra ugyanez az arény:

Rﬂanking =(0.8051+0.11.

Behelyettesitve ezeket az ardnyokat a 3.4.1. pontban megadott
képletekbe, az eltér§ tranzici/transzverzié ardnyokat a tdvolsagi matrix
mobdszernél silyozassal figyelembe tudjuk venni, mig a diszkrét karakteres
modszerek minden nukleotidcserét egyenld stllyal vesznek figyelembe,
ezért ott ilyen diszkriminaci6t nem tudtunk alkalmazni.

Az Rﬂanking és az Rcoding értékének ilyen mértéki eltérésének
értelmezésénél plauzibilisnek latszott az a feltételezés, hogy a ko6dolo
régi6ban el6fordulé majdnem kétszeres tranzici/transzverzié aranynak a
maésodlagos szerkezet megdrzésében van szerepe, ugyanis minden C->U és
minden A->G tranzici6 esetében megdrzddik a masodlagos szerkezet (csak
C-G helyett U-G par és A-U helyett G-U pér jon létre), mig a
transzverziok esetében csak akkor 6rzddik meg, ha a stem szembenlévd
pozicidjaban is 1étrejon egyidejtileg a kompenzatorikus baziscsere.

Ennek a hipotézisnek az ellendrzésére tobb pszeudogént is
megvizsgdltam ebbdl a szempontb6l, példdul az ugyancsak labora-
toriumunkban megszekvenalt U3 pszeudogéneket (Kiss és Solymosy, 1990).
Ezek a pszeudogének 5’ trunkaltak, tandem helyezkednek el az igazi gén
mogott, mindegyikiiknek ugyanattdl a pontt6l hidnyzik az 5’ vége, tehat
kialakuldsukban minden bizonnyal DNS altal kozvetitett események

jatszottak szerepet. A 4.9. dbraroél leolvashat6, hogy ennek ellenére sokkal
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U3 GENE (97) GCCATGTGACCAGAGCGTGATTAACAGCTATCCATGGTTTCTCGAGCTGTGGTTA- ---CAGTAGA

U3.1 ps (+54) ******************************t*******************(+‘| 03 )
U3. pS2 (+1 42)************************************************’k******- - = = Fededededokek
U3. ps3 (+3 1 3)*********T*****************Tc**T*****c*c**T***********G- ikt

U3. pSIO (+478)***************************TC********C*C***A**T*******GGTTG*******

U3 GENE TGATCGTTCTTAGACCCTTAATCTCAGGCCTAAGATGGTCTCATGGCTGTCTGACAGA (216)
U3 . 2ps e v e e e Je v e Fe e Fe e de v de ok de e L ***T****A****************************** (+260)
U3 o 3pS ************C*- kK . G*****GA************************* (+424)

U3 5 4ps e v de e v de g de e ke e e ke ok L ke L G******A*****************************A* (+599)

4.9. abra. Az 5 végiikon trunkélt paradicsom U3 pszeudogének
illesztése a valodi paradicsom U3 génhez. A szekvencidk
Kiss és Solymosy (1990) munkajabol valok.

nagyobb a tranzici6k ardnya, mint a transzverzidké (14 tranziciéra csak
1 transzverzi6 jut).

Tehét nem feltétleniil az RNS maésodlagos szerkezet megbrzésére
valo torekvés miatt 4ll fonn ez az ardny, lehetséges, hogy ez valamilyen
genomi sajatossdg, mint ezt kimutattdk fGemlGs mitokondridlis gének
vizsgdlatdndl (Brown és mtsai, 1982), ahol még sokkal nagyobb anomaliat
tapasztaltak a tranzicié/transzverzi6 ardnyban (ez az arany ott 9:1-nek
bizonyult), mint a paradicsom U1 gének esetében.

A nukleotidcserék szerkezeti megoszldsanak azonban mar szerepe

lehet a stabil méasodlagos szerkezet fonntartasdban.

4.2.4. A tranziciok és transzverziok eltérd megoszldsa a kédol6 régiokban

Véve az oOsszes (7*8/2=28) paronkénti Osszehasonlitdst, az

Osszes tranziciOk szama, Ny;=316, mig az Osszes transzverzioké, Ny, = 180.
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TRANSITIONS

Ul.1l |------ 3/1/1 8/2/0 11/2/0 13/2/0 9/0/1 4/0/0 8/0/0
i U1.2 [1/1/0 |[---——- 9/3/1 14/2/2 16/3/0 10/2/2 7/1/1 11/1/1
: u1.3 |0/3/1 1/2/1 ‘ —————— 7/3/1 10/4/0 9/4/1 6/2/0 5/2/0
: Ul.4 |0/3/4 2/3/4 1/3/3 |----——- 8/2/1 12/1/2 9/2/1 9/2/1
2 Ul.5 |1/1/6 2/2/6 1/2/3 1/2/4 |----- 12/1/1 11/2/0 7/2/0
: ul.6 |1/3/1 3/3/2 1/4/2 0/3/3 1/3/5|------- 9/0/1 11/0/1
g u1.7 |0/1/3 1/0/3 0/2/2 0/4/3 1/2/5 1/4/4 |--———- 6/0/0
° vi.8 |0/2/4 1/3/4 0/3/3 0/3/2 1/1/4 1/3/3 0/3/3 |-----
Preserving | Changing Neutral
In alls TRANSITIONS 254 | 2 | 20

TRANSVERSIONS 22 69 89

4.1. tablazat. A tranziciok és a transzverziOk paronkénti megoszldsa a
paradicsom U1l kédol6 régidkban (a masodlagos szerkezetet
meglrz6/megvaltoztatd/semleges értékek feltiintetésével).
Alul a nukleotidcserék osszesitése lathato.

Az Osszes tranziciok/transzverziok paronkénti megoszldsat a masodlagos
szerkezetben betoltott szerepét illetben, tehdt, hogy megtartja,
megvaltoztatja a masodlagos szerkezetet vagy semleges arra nézve (vagyis
egyesszala régioban torténik a nukleotidcsere), a 4.1. tdbldzat mutatja.
Osszesitve a paronkénti Osszehasonlitdsokat, lathatd, hogy a
tranziciok tobbsége meg6rzi a masodlagos szerkezetet, mig a transzverziok
legnagyobb része a neutrdlis régiéban taldlhat6, igy nem befolyédsoljak

a masodlagos szerkezetet.

45



TRANSITTIONS

RU1 RUG1P RUG1P1 RUG1P2 RUGP HSU1 HRNO3 HUG11P HUG18P

1/0/4 1/0/1 0/0/1 0/0/1 0/0/2 6/5/6 3/3/7 6/0/7

RUGIP [0/1/1

—————— 2/0/s 0/0/5 1/0/5 1/0/6 17/4/8 4/3/6 71/0/11
RUG1P1|0/0/0 0/1/1

------ ‘1/0/0 i/0/2 1/0/3 7/5/6 4/3/8 17/0/8

RUG1P2|0/0/0 0/1/1 0/0/0 0/0/2 0/0/3 6/5/6 3/3/8 6/0/8

RUGP |0/0/0 0/1/1 0/0/0 0/0/0 [=———- \ 0/0/3 6/5/8 3/3/8 6/0/8

HSUl |0/0/0 0/1/1 0/0/0 0/0/0 0/0/0|======= »6/5/5 3/3/5 6/0/4

HRNO3 |0/3/1 0/3/2 0/3/1 0/3/1 0/3/1 0/3/1

5/7/9 6/4/11

nzZoHwIBE<ZYP A

HUG11P|0/0/2 0/1/3 0/0/2 0/0/2 0/0/2 0/0/2 0/3/3 |--——-—- l3/3/7

HUG18P|0/1/0 0/2/1 0/1/0 0/1/0 0/1/0 0/1/0 0/2/1 0/1/2

MUGlP |0/6/1 0/5/4 0/6/1 0/6/1 0/6/1 0/6/1 0/5/2 0/6/2 0/7/1

Preserving Changing Neutral
TRANSITIONS 184 104 283

In all: = mmmmmmmm e e e
TRANSVERSIONS 0 90 48
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8/4/9
9/4/9
7/4/17
7/4/9
7/4/8
4/9/13
7/6/10
9/4/13

4.2. téblazat. Eml6s Ul pszeudogének kozotti tranziciok és transzverziok paronkénti
megoszldsa (a masodlagos szerkezetet meg6rzG/megvaltoztatd/semleges értékek

feltiintetésével). Alul a nukleotidcserék osszesitése lathato.

Kontrollként megnéztiik az Gsszes emlds Ul pszeudogéneket,
hogy hogyan viselkednek ebbdl a szempontbol (4.2. tablazat). Az
Osszesitésbdl ldthato, hogy kiilonbozik a megoszldsuk: jelentds szami
tranzici6 van, ami megvaltoztatja a maésodlagos szerkezetet, és sokkal
tobb olyan, ami a neutrdlis, egyszala régidban taldlhat6, ugyanakkor nincs

egyetlen transzverzi6 sem, ami megGrizné a masodlagos szerkezetet,



viszont nagyobbik résziik megvaltoztatja azt, és csak kisebb résziik van a
neutrdlis, egyszali régidban.

Tehat a paradicsom Ul gének kozotti baziscserék megoszlasa
jelentGsen kiilonbozik az emlés Ul pszeudogénekétdl, noha az utébbiak
esetében is joval nagyobb a tranzici6k ardnya, mint a transzverziokeé,

szamszertileg:

Rti/tv=571/138 =4.1377
Ez aladtamasztja azt a méashonnan is val6sziniisithetd feltevést,
hogy legalabbis néhany paradicsom Ul gén esetében valddi, kifejez6d6
génrdl van sz6. Ilyen valdsziniisité tényezd, amellett, hogy az U1l.1 gént
Abel és mtsai (1988) ténylegesen is kifejeztették, hogy a tobbi
géneknek is rendkivill hasonld a szerkezete, mindegyik varidns
és mindegyik fel tudja venni az Ul-ekre jellemzd konszenzus mdasodlagos

szerkezetet, noha néhany esetben nem ez a szerkezet felel meg a

szabadenergia minimumnak.

4.3.1. Az U3 RNS szekvencidk illesztése

A 4.10. 4bran lathat6 az irodalombdl elérhetd szekvencidk
tobbszoros illesztése ("multiple alignment'-je). A szekvencidkat részben
a MULTALIN tobbszoros illeszt6programmal illesztettiik, részben pedig
az ESEE szerkeszt6programmal szerkesztettiik az irodalombdl ismert

konzervalt régiok (Box A,B,C: Wise és Weiner, 1980; Box D: Hughes



LeU3
AtU3B
AtU3C
HsU3
RruU3B
RruU3A
MmU3B
Xlu3
Ddu3
SpuU3
ScU3A
Scu3B

CONS

LeU3
AtU3B
AtU3C
HsU3
Rru3B
RruU3A
MmU3B
Xlu3
DdU3
Spu3
ScU3A
ScuU3B

CONS

Stem I' Loop Stem I'"! Stem II' Loop B Stem II'! Long Range IL!

A
Box A GA-GA box Box B

ACG.AcCUU.ACuuGAAA |AG gau CUGUUCu.aUAG|GecU.CGU acca UUGUaUCCUUG .aauuc. UAAGGAQACAG ...... gaa.uccaag UCUG |guugaugaa|gcAUGG.CCAUGUG.ACCA | gagcguga |uuaac
ACG.AcCUU.ACcUuuGAAC |AG gau CUGUUCuU.aUAG|GecU.CGU accU CUGUUUcCUUG A.uuuc. UCAAGAGACAG ...... Gee.cuuaac CCUG [guugaugaA |CCauga.CCGUGCG.GCUA |gagcguga |uugac
ACG.AcCUU.ACcUuuGAAC |AG gau CUGUUCuU.aUAG|GcU.CGU accU CUGUUUcCUUG A.uuuc. UCAAGAGACAG ...... Gee.uuaaac CCUG | guugaugaA | CCauga.CCGUGCG.GCUA | gagcguga |uugac
aag.acuau.ACUuucA. |GG GAu caUUUCU.auAG |Ug..uGU Uacu AGAGA...... .aguu.. UCUCUgAAC.g uguagagcaccgaaaA CCAC|gaggaAGAg|agguaGCGUUUUC. .UCCu|gagcguga |agccG
aag.acuau.ACUuucA. |GG GAu caUUUCU.auAG|Uu..cGU Uacu AGAGA...... .aguu.. UCUCU.GACug uguagagcacccgaaa CCAC|gaggacgAG|ACauaGCGUcCCC. .UCCu|gagcguga|agecG
aag.acuau.ACUuucA. |GG GAu caUUUCU.auAG |Uu..cGU Uacu AGAGA...... .aguu.. UCUCU.GACug uguagagcacccgaaA CCAC|gaggaggAG|ACguaGCGUUCUC. .UCCu|gagcguga|agecG
aag.acuau.ACUuucA. |GG GAu caUUUCU.auAG|Uu..cGU Uacu AGAGA...... .aguu.. UCUCU.GACug uguagagcacccgaaa CCAC|gaggacgAG|ACguaGCGUUCCC. .UCCu|gagcguga|agectG
aag.acuau.ACUUucA. |GG GAu caUUUCU.auAG|GU..ugu accu GGUGA...... aaugugc UC....GAAAG ugucugaacucacaaa CCAC|gaggaagAG |CgucaGUGUUUUC. .UCCu|gagcguga |agugA
AUG.ACcaa.ACUCUuU..|AG GAu cauUUCU.AGAG|Uau.cGU CuAU UAAAAUUAUU. .cauc.. ..AAU.AAUUU U.ucc.ucuuucauAG CUAG|gaugAUGAu|acacaCUCACUAU. .ACGA |aagcguga|aaccG
acguauCGAUACUccAU. [AG GAu cauUUCU.AUAG |[UAUaCGu ccuu cUUGGG..UU. .u.ccu. ..AACCUA..G ..ccacagaagu.gaA CACG|gaugaugau|AGGAGGCACCGUUG..CCu|cagaguga|ggacu 11 nt
guc.GACG.uacUUCAU. [AG GAu cauUUCU.AUaG|GAauCGU CaCl CUUUGA.. ... .cucu.. UCAA..AaGAG ..ccacugaauc.caA CUUG|guugaugag |ucccauaaCCUUUGUACCC |cagaguga|gaaac 77 nt
guc.GACG.uacUUCAU. |[AG GAu cauUUCU.AUaG|GAauCGU CaCU CUUUGA..... .cucu.. UCAA..AaGAG ..ccacugaauc.caA CUUG|guugaugag |ccccauaaCCUUUGUACCC |cagaguga|ggaaa 77 nt

R.e.R.Y...ACUY.... RG GAU C..UUCU.AUAG ....YGU ..CU cccevccnons ous YWer snonns PA.G cocesrvesns y...A. Yy.. G..GA.GA. ....r...y.y.Y...Cc. .AG.GUGA .....

Stem III! Loop C Stem III"! Lo Stem IV! Loop D Stem IV!! Long Range
Box C Box D

agCUAUCCAUGGUU. . cvcveeeen. ucucg. ....AGC.UGUGG....uua..cagUA.|Gaugaucgu.|..... UCUUAGa.cCCU.. .uaaucuc. AGGcCU..... AARGA ..o v0ne UGGUCUC.AUGGCU | GUCUgaC |AGA..
ggCUACG.auCGUccuc...GGA.. cgca.. UCC..... [ )0 e R Spppm cUGUA. |Gaggaucgu. |..... uaCUCGGCucGGU. .uucu.... .. ACCuu. .GCCGGGG.ervwn. UGGUCGC.ACGGcG | GUcugaC | AGG. .
ggCUACG.auCGUCcuu...GGA.. ugca.. UCC..... ¢{r ] R——— cUGUA. |Gaggaucgu. |..... uaCUCGGCucGGU. .uCU..... .. ACCuu. .GUCGGGG. v vu. . UGGUCGC.ACGGcG | GUcugaC | AGG. .
.GCUUUcuGGCGUUGC. v v v nnns UUGECU wsnem GCAACUG. .CCgucAGCCauu. . |gaugaucgu. |«ea.. UCUUCU..CUCC.. guauU.... ... GGGGA.GUGAGAG...... .GGAGAGAAC.GCg|gUCUgaG |UGGU.
.GCucuA.GGUGCUGC. v v uuenn. uucugu ..... GCAGCUG. .CCUcuuGCCauu. . |gaugaucgu. | «.... UCUUCU...CUCC. . UUCTavie wee GGGGG.GUAAGAgG...... .GGAGGGaAC.GCa|GUCUgaG |UGGa.
.GCuculU.AGUGUUGC......... WICCU s aueis GCAACUG. .CUAuugGCCauu. . {gaugaucgu. {..... UCUCGGU.CCU... cucug.... ... AGGuUUC. .GAGAg...... .GGAGAGAAC.GCa | GUCUgaG [UGGU.
.GCucuA.GGUGCUGC.....vuw. uugacu ..... GCAGCuUG. .CCUccuGCCauu. . [gaugaucgu. [..... UCWUEC:.CUCC.« «sUMG.ssw s GGGGG.GUGAGAG. v v« .GGAGGGaAC.GCa | GUCUgaG |UGGa.
.GCucAC.AGUGCUGC....uvu. uucauu ..... GUGGCugC. .UGUuuGCUauu. . |gaugaacgu. [ ..... UCUGCU..CCCC.. uuuauuauu ...GGGGA.GaUAGAg...... .GGAGAGAAC.ACa|aGCUgaG (UGG. .
UUAuuauCGAA..UGA......... uucau. ..... UU.AUUUGU.uauUAA.Cauu. . |gaugaccgu. | ..... CU.AA....UUCA. ..ggga... .. UGAAUU....GG...vvuww UUGUAUG . GUGGGa | uUCGUaC |UGGCU
GAAGGCAUGCUUUUCGAUUAGGA. . uuuuu. UCCUAAUUGUUUUGCUGUCUUUCuaugc (gaugaucuc. |UUACAUGAUAUGU.uUCC. .uuul.... ... GGUCGUAUUAUGUAg. ... GGCAGCuUGGU.GUU|UUCUgaC|GUGU.
UGCCGU . ugcAUUUGUAGUUUUUUC cuuug. .GA.AguAAUUACAAUAUUUUAUGGCGC | gaugaucuug |ACCCAUCCUAUguaCUUC. uuuuuu. .. GAAGggAUAGGgcucuAUGGGU GGGUACAAAUGGca|gucugaC|AAGU.
UGCCGU . ugcAAUUGUGAUAacUUC cuuug. .GA.AuuUGUUGCGAUAUuUaAUGGCgc | gaugaucuug |ACCCAUCCUAUgugCUUCC auuuu. ... GGAAGgAUAGGgauucAUGGGU GGGUACAAAUGGca|gucugaC |AAGU.

4.10. dbra: A teljes U3 szekvencidk tobbszoros illesztése. (Roviditések: Le, paradicsom; At, Arabidopsis thaliana; Hs, human, Rr,_patkény;

Mm, egér; Xl, Xenopus laevis; Dd, Dictyostelium discoideum; Sp, Schizosaccharomyces pombe; Sc, Saccharomyces cerevisiae.) Az
egyes struktiraelemeket jeloltiik az illesztés folott, a konzervalt boxokat bekereteztiik. A szekvencidkban nagybetiivel jeloltiik a
bazisparosodott nukleotidokat, kicsivel az egyszaliakat. Az illesztés alatt 1évG nyilak a stem-eket jelolik, az ez alatt 1évs sor az
illesztésbol szdrmaztatott konszenzus szekvencidt tartalmazza. A konmszenzus szekvencigban a nagybetl a teljes azonossagot, a
kisbetli az ettsl valo egy eltérést jelenti.
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és mtsai, 1987; GA-GA Box: Porter és mtsai, 1988) egyméshoz
illesztése és a masodlagos szerkezetek figyelembe vétele alapjén,
olymédon, hogy az egyes masodlagos szerkezeti elemek szekvencidi kozotti
legjobb illesztéseket kerestiik meg. Ez a médszer sok olyan k6zds vonast is
feltar az U3 RNS-ek szerkezetében, amelyek a szekvencidk kozotti
legnagyobb hasonlésdgot keresé algoritmusok alapjan nem nyilvdnvaldak,

de filogenetikailag és funkcionélisan realisztikusak.

4.3.2. A tObbszoros illesztés informéciotartalma

A 4.11. dbran lathat6 az illesztett U3 szekvencidkbol szarmaztatott
informaciotartalom gorbe, amely pozicionként mutatja be a 4.10. dbran
lathat6 illesztés informdaci6tartalmat. Léathat6, hogy mind az 0Ot
konzervalt boxnak megfelel egy-egy helyi maximum a gorbén, és az is
leolvashat6, hogy koziilik az A box a legkonzervaltabb (a gorbe alatti

teriilet ennél a boxndl a legnagyobb).

4.3.3. Az U3 RNS masodlagos szerkezetének analizise

A paradicsom U3-ra kapott mésodlagos szerkezet a 4.12. 4brén
lathat6. A masodlagos szerkezet Gsszes elemét a Zuker és Stiegler (1981)
altal fejlesztett PCFOLD nevii programmal hatdroztuk meg. Az é4brarol
leolvashaték az 5’ végi stem-loopokra és a teljes szekundér struktiréra
kapott energiaértékek. A szamitasokhoz sziikséges energiaadatokat Freier

és mtsai (1986) dltal a legkdzelebbi szomszéd modell alapjan kapott
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4.11. abra: A 4.10. 4bran lathaté U3 RNS szekvenciak tobbszoros illesztésének

informéciétartalma. A konzervélt boxok helyét bejeloltiik.

kisérleti értékekbdl nyertiik. A program lehetGséget nydjt kisérleti
adatokbdl nyert informaci6k kényszerek forméjaban valé beépitésére. A
paradicsom U3 esetében két kényszert alkalmaztunk:

i/ az egyiket a kozponti stem 5-3’ végi bazisparosodéséra, mivel
filogenetikai Osszehasonlitdsokbdl kitlinik, hogy az a régié mindig
bazisparosodott, noha a primér szekvencia szintjén nem konzervalt,

ii/ a masikat a B és a C box koOzotti bézisparosodas

megakadalyozdsara, mivel humdn U3 RNS-sel végzett kémiai és
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4.12. dbra: A paradicsom U3 masodlagos szerkezete a teljes strukttrara
és az 5 végi stem-loopokra vonatkozé szabadenergia-
csokkenés értékekkel.



enzimatikus probakbol Parker és Steitz (1987) ugy talaltdk, hogy e két
er0sen konzervalt régié egyesszald, mitobb, a fehérjékkel asszocialt
U3 RNP format oOsszevetve a "meztelen" U3 RNS-sel, azt taldltdk, hogy
e két régi6 az RNP formdban még tovdbbi védelmet nyer az RNS-hez
képest az enzimatikus probdkkal szemben, megerssitve ezzel azt a
feltételezést, hogy e két konzervdlt szekvencia fehérje-kotShelyként
funkciondl.

A GA-GA box és a D box a molekula kozponti torzsében
helyezkednek el, egymaéssal szemkozt, jol definidlt, invaridns poziciéban
(szekvencidikat tekintve is konzervéltan), egy bels6 hurkot alkotva.

A 4.13. 4dbran lathat6 a humdn U3 RNS modell (Parker és
Steitz, 1987) a szabadenergia-értékek feltiintetésével, ehhez nagyon
hasonlé6 masodlagos szerkezetet kaptak Jeppesen és mtsai (1988) a
Xenopus U3 RNS-re. Lathat6, hogy a novényi U3 szekvencidja kisérletileg
is ellenérzott human U3-éhoz nagyon hasonlé mésodlagos szerkezetbe
rajzolhaté, ami a molekula 3’ végét illeti, az 5’ vége ezzel szemben
eltérést mutat, amennyiben 1 helyett 2 stem-és-loopos szerkezetet képes
csak folvenni. A paradicsomon kiviil novények koziil ismert még az U3
teljes szekvencidja Arabidopsisbdl és részlegesen dohanybdl (Marshallsay
és mtsai, 1990) (5’ vég), valamint 16babbdl (Kiss és mtsai, 1985) (3’ vég). A
novényi U3 szekvencidk dtlagosan 70 %-os egyezést mutatnak egymassal,
igy nem meglepd médon masodlagos szerkezeteik is nagyon hasonldak, az
ismert 5’ végli novényi U3 RNS-ek mindegyike a 4.12. 4brén lathato, a
paradicsom U3-€éhoz hasonl6 szerkezetet vesz fol.

A novényi U3 RNS masodlagos szerkezetéhez hasonlé méasodlagos
szerkezetet kaptak (az 5’ vég tekintetében is) Porter és mtsai (1988) S.

pombe és més alacsonyabbrendii eukari6tak U3 szekvencidira. Ok ebbdl
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4.12. dbra. A human U3 RNS masodlagos szerkezete a teljes struktirara €s
az 5’ végi stem-loopra vonatkozé szabadenergia-csokkenéssel.

azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy az U3 RNS-ek vonatkozdsdban a

magasabbrendli és alacsonyabbrendii eukari6tik kozott

strukturalis

divergencia 1ép fol. Ellentmondani latszik azonban ennek a strukturélis

divergencidnak az a tény, hogy ebben az 5’ régiéban taldlhat6 az egész U3

szekvencidban filogenetikailag legkonzervaltabb régid, az A box, amely a

kétféle (egy és két hajtihurkos) modellben igy kétféle struktirdban

53



taldlhat6 (az egy hajtiihurkos modellben a stem-ben, mig a két hajttihurkos
modellben az els6 hajtlihurokban).

A 4.14. é4bréan lathaték az alacsonyabbrendli eukariotak U3
szekvencidinak 5’ végeire kapott masodlagos szerkezetek. A Dictyostelium
kivételével eltérnek ugyan a Porter és mtsai 4altal kapott masodlagos
szerkezetektsl, viszont jobban hasonlitanak egymdésra és a novényi U3
5’ végi masodlagos szerkezetekre. Ez egyrészt a tObbszords illesztésbol
latszik, ahol sikeriilt konszenzust kialakitani nemcsak a primér szekvencia
szintjén, hanem a mdsodlagos szerkezet szempontjabol is. Masrészt az
alacsonyabbrendii eukariotdk S’ végi hajtliinek energiaértékei jo egyezést
mutatnak egymdssal (bar a novényi U3 energiaértékeknél [abszolut
értékben] kissé alacsonyabb értékeket mutatnak). Harmadrészt, a mi
modelljeink mindegyikében megtaldlhaté egy egyesszali régi6, ami a
molekula 5’ végét és a kozponti torzset koti Ossze, amir6l Parker és Steitz
ugyszintén kimutattak, hogy erésen egyesszalu, (és igy strukturalisan, azaz a
molekula alakjanak fenntartdsidban fontos szerepe lehet), mig Porter és
mtsai S. pombe U3 modelljében ez a régi6 teljesen hidnyzik. Es végiil,
modelljeink érvényességét (versus Porter) az az ut6bi id6ben megszekvenalt
szekvenciavaridns is aldtdmasztja, melyben az eredeti S.pombe U3
szekvencidjahoz képest bekovetkezett valtozdsok Porter és mtsai (1988)
modelljében bdazispdrosodott régiéra esnek, melyek azonban nem
tamasztjak ald masodlagos szerkezet modelljiiket (4.14.c dbra), mivel nem
kompenzatérikusak, mig a mi modelliinkben e nukleotidok egyesszala
régidban talalhatok.

Utébbi szerz6k még egy lehetséges megoldést javasolnak az 5’
vég primér szekvencidjanak konzervéltsiga és mdésodlagos szerkezetének

heterogenitdsa kozotti ellentmondéds felolddsdra: hogy nincs egyaltaldn
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4.14. abra: Az alacsonyabbrendii organizmusokbdl izoldlt U3 RNS-ek 5’
végeinek masodlagos szerkezete. (A) Dictyostelium discoideum
U3, (B) Saccharomyces cerevisiae U3b, (C) Schizosaccharomyces
pombe U3, (D) S.pombe U3 Porter és mtsai (1988) szerinti
masodlagos szerkezet. Az egyes stem-ek mellett feltiintettiik a
PCFOLD-dal kapott szabadenergia-csokkenés értékeket. A C és
D édbran a zar6jelben 1évé nukleotidok az S.pombe U3 egy
Gjonnan megszekvenélt varidnsdban 1évg valtozasokat mutatjak.
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masodlagos szerkezet. Ennél kisebb kompromisszummal is konszenzusra
lehet azonban jutni: a magasabbrendi allati U3 RNS-ek 5’ vége is
beleilleszthetd a névényi és alacsonyabbrendii eukari6tdkbol szarmaztatott
2 hajtiihurkos masodlagos szerkezetbe (4.15. dbra). Igaz, hogy ennek
kovetkeztében e gerinces U3 RNS-ek jelentdsen veszitenek
stabilitdsukb6l (a human U3 esetében példdul ha az 5’ végi egy
hajttihurkot  4talakitjuk két hajtlihurkos szerkezetté, akkor -21.9
kcal/mol helyett csak -5 kcal/mol lesz erre a régiora a szabadenergia
csOkkenés), viszont egyrészt éppen a stabilitdscsokkenés, masrészt a
szerkezetatalakitds kovetkeztében (a konzervdlt A box hurokba
keriilésével) e régié alkalmasabbd védlhat méis molekuldkkal valé
kolcsonhatdsra. Ez jelentheti egyrészt fehérjék hozzakot6dését a hajti-
hurokhoz, masrészt mis RNS-ekkel val6 bazisparosodast (amit nyilvin
el6segithet a stabilitdscsokkenés, hiszen kisebb stabilitdsi mdésodlagos
szerkezet konnyebben fel tud bomlani, és egy masik RNS-sel

koélesonhatédsba tud 1€pni).

4.3.4. Az U3 RNS funkciéja

Jorészt az Ul és az U2 RNS analégidjara, melyek
célszekvencidikat bazisparosodas révén ismerik f6l, a pre-TRNS érésére is
szamos, az U3 és a pre-rRNS kozotti bazisparosodason alapulé modell
sziiletett.

Az els6 ilyen (még teljesen hipotetikus) modell Bachellerie és

ol

mtsai (1983) nevéhez fiiz6dik, aki feltételezte, hogy a C box bazisparosodés
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4.15. abra: A huméan U3 RNS 5’ végének modositott mésodlagos
szerkezete az energiaértékek feltiintetésével.

révén ismeri 6l az ITS 2 szekvenciat, lehet6vé téve ezzel a hatarold 5.8 S
rRNS és TRNS kozotti hélix kialakuldsat.

Egy masik (ugyancsak hipotéziseken alapulé) elmélet szerint
(Parker és Steitz, 1987) a B box ismeri fol bazisparosodds révén a
riboszomadlis pre-28S RNS 3’ végét, és ilymodon annak érésében jatszik
szerepet.

Mindkét modellel szemben felmeriil az az ellenvetés, hogy a
filogenetikai konzervaltsdg hidnya miatt nem alkalmazhat6é 4ltalanosan.
A Bachellerie-modell érvényességét Porter és mtsai kérdgGjelezik meg
alacsonyabbrendiiek vizsgdlata alapjan, a Parker-modell érvényessége

pedig mar novényekre sem terjed ki (paradicsom 25S RNS génjének 3’
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hatarol6 szekvenciaja alapjan, Kis Mihaly személyes kozlése).

Legut6bb Stroke és Weiner (1989) illetve Maser és Calvet (1989)
egymastol fiiggetleniil pszoralénes keresztkotési kisérletekbdl azt taléltak,
hogy az U3 RNS a 18S rRNS-t6l 5’ irdnyban 1év6 ETS-hez (External
Transcribed Spacer=kiils¢ 4atirt szakasz) kotddik. A  keresztkotés
feltételezések szerint az U3 Box A régidja és az ETS primér processing
helye (ez a hely vesz részt az rRNS érési folyamatdnak els6 1épésében,
melynek sordn az ETS 5’ vége lehasad az rRNS operonrdl) kozott jon 1étre.
Eml6és ETS szekvencidk osszehasonlitasabol kitlint (Stroke és Weiner,
1989), hogy e szekvencidk valoban konzervaltak a primér processing hely
kozelében (4.16. abra), e konzervalt régi6 azonban nem mutat
komplementaritast az U3 A boxdval. A szerz6k a patkany ETS-ben ettdl a
helyt6l csak 80 nukleotiddal arrébb (3’ irdnyban) taldltak komplemen-
taritast az A boxszal, amelynek érvényessége azonban més eml&sokre mar
nem terjedt ki.

A processing hely szekvencidjanak konzervaltsagat ellendrizendd,
az elérhet6 novényi ETS-ek szekvencidjat részletes komputeres anali-
zisnek vetettem ald. (A szekvencidk forréasai: Vicia faba [16bab] és Pisum

sativum [bors6]: Kato és mtsai, 1990; Lycopersicum esculantum

Rat (787) CCCGUUG--GAUCGAUGUGGUGCUGCCGC
* k% khkkkkhkkhkkhkhk * *

Mouse (650) ACUCUUA--GAUCGAUGUGGUGCUCCGGA
Kk kKK khkkkkkkkkkkkk *

Human (415) GCUCUUCGUGAUCGAUGUGGUGACGUCGU

4.16. édbra:Az emlés ETS szekvencidk konzervédltak a riboszomélis
RNS prekurzor molekula primér processing helyének
kozelében (Stroke és Weiner /1989/ utan).
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[paradicsom]: Perry és mtsai, 1990; Triticum aestivum [buza]: Barker és

mtsai (1988); Zea mays [kukorica]: McMullen és mtsai (1986); Cucurbita -

maxima: EMBL adatbank.) A paronkénti 0sszehasonlitdsok alapjan (fSleg
a matrixos D3HOM adott relevdns eredményeket) szarmaztatott
tobbszoros illesztésb6l kitlinik (4.17. 4bra), hogy a noévényi ETS
szekvencidkban két, kolinedrisan elhelyezkedd konzervalt box is taldlhato,
de ezek egyike sem egyezik meg az emlds processing hely konzervalt
szekvencidjaval (és természetszeriileg az U3 RNS szekvencidjaval sem
komplementer).

Mindezek alapjdn a pszoralénes keresztkotési kisérletek
eredményei inkdbb a molekuldk térbeli kozelségére utalnak, semmint
kiterjedt bazisparosodésra (Savino és Gerbi, 1990).

Kass és mtsai (1990) immunoprecipitaciés és nukledzzal végzett
kisérletekb6l tgy taldltdk, hogy az U3 RNS nélkiilozhetetlen az ETS-
ben torténd primér processing lépéshez, bar meglep6 médon az A
boxszal komplementer oligonukleotidnak nem volt hatdsa az ETS
hasitasara.

Bonyolitjdk a képet Savino és Gerbi (1990) vizsgdlatai, akik
Xenopus U3 RNS in vivo hasitdsi vizsgalataibol arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a riboszomdlis RNS érése Xenopusban két, egymastol
fiiggetlen tGton torténik, de meglep6 médon mindkét it esetében az U3 az

ITS 1 - 5.8S rRNS hasitasi 1épésében vesz részt.

Mivel a fenti modellek egymésnak ellentmondéak és filo-
genetikailag sem konzervéltak, ezért mi egy olyan modellt konstruéltunk,
amely az utébbi filogenetikai feltételnek eleget tesz, és a kisérleti

eredmények zomével is 6sszhangba hozhato:
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GCCTATG.GCCGGCGGCACCGAGGAACACCTCGCTGGCGCTTTTG|GTCTCGGATG | CTGGCTCACG.CT

ATGACATTTGGTTTATCCCATTGCGTCCCTTACTAATGGTTGCTCTAAATTATGCCCCGCACTTTTGCAA

dedededede dededekdkdedkdeded dedkdkdkdk  dddedkdkdkdek ke dek ko hdkkddkdkkkdkdkde ko ddkddkdedkkok

ATGACCTTTGGTTTATTCCATTATGTCCCTTACTAATGGTTGCTTAAAATTATGCCCTGCTCTTTTGCAT

* % % * * Kk kk * dkkkk Kk

C. GGCATGATGTGCTTGGGAAAACCCCTCGAACAAT..GTTGCCTACGTATTATTGCTAAACGAAGCATG

kdkkkk *

TGGGCATGGGGCCTTCACCGGCTTCTATCTGCCCAAAACGAATGCTCCTTGCGAATGACTGCCGCGCTCG
*  kkkk ok k kk  kkk

AAAGGGTCGTGGCCCTTTCGGTTGCCTCGACCCGACCCAAAGCTCTCCGAACTGAGAACAACCGGAACAG
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-597
-382
-456
-406
-506
-443
-529
-323
-388
-337
-439
-374
-464
-258
-322
=27
-372
-306
-394
-191
-254
-201
-305
-236
-329
-129
-190
-327
-239
-170
-259

-59
-123

-67
-169
-100

4.17. abra:Novényi ETS szekvencidk t6bbszords illesztése.

(Roviditések: Vi, Vicia faba; Ps, Pisum sativum;

Le,

Cm, Cucurbita maxima; Lycopersicum esculentum; Ta,

Triticum  aestivam) A  bekeretezéssel a

két

legkonzervéltabb régi6t jeloltik, a szamozéasok
megfelelnek a 18S rRNS-ek 5’ végéhez képesti

pozicioknak.
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Feltételeztiik, hogy ha az U3 bézisparosodas révén vesz részt a
riboszomalis RNS érési folyamataiban, akkor azt az A box révén teszi. Erre
a feltételezésre a kovetkezGk inditottak:

i/ mint lattuk, az U3 legkonzervéltabb régidja az A box,

ii/ a molekuldnak ebben a régi6jaban van a legtobb szabadsagi
foka mds molekuldkkal val6 interakciéra (itt tud a legkdnnyebben
felbomlani a masodlagos szerkezet, ha egyaltaldn 1étezik). Megfigyelhetd,
hogy az osszes tobbi, mas molekuldkkal valé bazisparosodasban részt vevo
U RNS-nek kifejezetten egyszali régija vesz részt az ilyenfajta
kolcsonhatdsban (ebbdl a szempontbél a hurok sem megengedett). Igy
példaul az U1 egyesszala 5’ vége kapcsolddik az intron 5’ végési helyéhez,
az U2 egyszala régidja kapcsolodik az intron eldgazasi pontjdhoz (Keller
és Noon, 1985), az U4 egyesszali 5’ vége bazisparosodik az U6-tal
(Guthrie és Patterson, 1988), s6t, a legtjabb adatok szerint az U2 5 vége
is bazisparosodik az U6-tal (Wu és Manley, 1991; Datta és Weiner, 1991)
(a modellt kompenzatoérikus baziscserék is alatdmasztjdk, Solymosy Ferenc
személyes kozlése).

Mivel az ETS-ben nem taldltunk az A boxhoz hasonl
konzervaltsaga régiot, ezért magaban a riboszomdlis RNS-ben kerestiink: a
18S rRNS 5’ végében taldltunk is egy filogenetikailag teljesen konzervalt
régiot, ami 6 nukleotidon keresztiil teljesen komplementer az A box 6
nukleotidjaval (4.18. abra).

Tovabbi érv ennek a riboszomalis RNS régiénak az involvéltsagara
az a komplementaritds, amit az éleszté (Saccharomyces cerevisiae) U3B
RNS génjében talélt intron (Myslinski és mtsai, 1990) és az éleszt§ 18S
rRNS szekvenciaja kozott fedeztiink fel (4.19. abra).
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U3 RNA
5' end

17

. « «RGGAUC. ..

» « « UCCUAG. ..

10
188 rRNA
5' end

4.18. abra: Az U3 RNS 5 vége (Box A régidja) és a 18S rRNS 5’ vége
kozotti bazisparosoddsi modell. A modell az osszes ismert U3
RNS és 18S rRNS szekvencidjara érvényes (a szdmozds a
paradicsom szekvencidinak felel meg).

\ 89 nt /

U3B 5/ end intron 5/ end \ /
1 10" 1 \ / 20 30
| I’ il v/ |

GUCGACG- -UACUUCAguauguuuuauaccauauacuuuauuaggaa-uau- -aacaaacgcaua UAGGAUCAUUCUAUA. ..
LEEEE T R A AR R A AR AR A e AR AR Y

...CAGCU AUGGUG-----~ CCAAUAUGGUACAUC- -AUU-UCCUUGAUAGUUUAUUUGC-UAU  GUCCUAGUUGGUCUAU
| ¢ A | | | | /\ | |
190 U 150 140 130 120 L X 10 1

/ \
-160 / 95 nt\ 18S rRNS
5/end

4.19. abra: Az éleszt6 U3B intronja és az éleszt6 18S rRNS 5’ vége kozotti
komplementaritds. Az intron komplementer részét a kisbetiis
szekvencia jeloli, a nem komplementer részeket (az intronban
89, a 18S rRNS-ben 95 nukleotidot) nem irtuk ki, csak szdmmal
jeloltiik. Lathat6, hogy komplementaritds - mindkét irdnyban -
az intronon til is talalhato.



Az intron az U3 szekvencidjdba a 13. és a 14. pozici6 kozott

ékelddott be. Eredetére vonatkozélag Myslinski és mtsai semmit sem
tudtak mondani, csak annyit jegyeztek meg, hogy "mivel az U3 nukleoldris
RNS, amely a riboszomalis RNS éréséhez sziikséges, ezért az intronjat nem
szerezhette valamilyen abnormadlis pre-messenger RNS érési folyamat
soran", eltéréen az S.pombe U6 RNS intronjat6l (Tani és Ohshima, 1989)
amely Brow és Guthrie (1989) szerint pontosan igy keletkezhetett.
Feltételezéseink szerint az éleszt6 U3 intronjat a riboszomadlis
RNS processingje soran szerezte, mégpedig Gigy, hogy miutdn az U3 RNS és
a 18S RNS bézisparosodassal 0sszekapcsolddtak, egy polimerdz 4tirta az
U3 RNS szekvencidjaba. Ilyen polimerédz taldlhat6 a legtobb S.cerevisiae
torzsben jelenlévs kettdsszald RNS retrovirusokban, melyek e polimerazuk

segitségével ondlléan képesek szaporodni az élesztd sejtekben (Wickner,

1989).
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkénk 6 célkitiizése a kis RNS-ek (ezen beliil a sejtmagi kis
RNS-ek és a viroidok) primér szekvencidjara és masodlagos szerkezetére
vonatkozé torvényszeriiségek feltardsa, és az azokbd6l levonhatd

funkcionalis kovetkeztetések szarmaztatasa volt. Ezek a kovetkezdk:

(i) A viroidok primér szekvencidjanak strukturdlis vizsgalatdra
kifejlesztettiink egy szamitégépes programot, melynek a segitségével
kimutattuk, hogy az Osszes viroidok szekvencidja periodikus
tulajdonsdgokat mutat:

a/ a PSTV-ben és a CCCV-ben és a veliik rokon
viroidokban egy lazdn definidlt, 12 nukleotidos periédussal és
azonos konszenzus szekvencidval jellemezhetd periodicités
taldlhato,

b/ az ASBV-t egy 80 nukleotidos periodicitds jellemazi,
amely a 247 nt hossza szekvenciat hirom homolég részre osztja,

¢/ az ASSV-ben egy 60 nukleotidos periodicités talalhato.

A viroidok szekvencidinak ezen egyediilallé periodikus sajatossdgai
arra engedtek kovetkeztetni, hogy e periodicitds a viroidok fehérjekots
kapacitasanak novekedését segiti elG, amelynek aztan fontos szerepe lehet

a viroidok transzkripci6jdban és/vagy patogén hatdsénak kifejtésében.

(ii) A rendelkezésiinkre 4ll6 nyolc paradicsom Ul gén
szekvencidibol evoliciés fakat szdrmaztattunk. Megallapitottuk, hogy a
gént k6dol6 és az azokat hatdrold szekvencidkbol kiilonboz8 mddszerekkel

kiilonb6z6 torzsfak szarmaztathatok, amit két tényezének tulajdonitottunk,
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1/ az eltér6 szelekciés nyomdsnak, amelynek a kiilonb6zd
régiok ki voltak téve,

2/ a tranzici6knak és a transzverzidknak az egyes régiokban
el6fordul6 eltérd gyakorisdganak.

Megallapitottuk, hogy bar az emlés U1l pszeudogének esetében is
hasonld eltérés mutatkozik a tranzicik és transzverziok kozott, mint a
paradicsom U1l gének esetében, azok mdsodlagos szerkezeti eloszldsa
jelent6sen kiilonbozik a két géncsoportban, ezzel is aldtdmasztva azt a
feltevést, hogy a paradicsom U1 gének valodi, expresszadl6d6 gének (noha

kisérletileg csak az U1.1 varidns expresszi6jat mutattdk ki).

Meghataroztuk a paradicsom U3 RNS energetikailag optimalis
masodlagos szerkezetét. Megéllapitottuk, hogy az lényegében megegyezik
az alacsonyabbrendii organizmusokbdl izoldlt U3 RNS mdsodlagos
szerkezetével. Noha a magasabbrendti édllatok U3 RNS-ének 5 vége
masodlagos szerkezetét tekintve jelentGsen kiilonbozik a novényekétsl és
az alacsonyabbrend{i allatokét6l, az ebben a régiéban talalt nagyfoka
primér szekvenciahomoldégia mégis arra inditott benniinket, hogy a
magasabbrendii allatok U3 RNS-ének masodlagos szerkezetét is
beleillessziik a tobbi U3 alapjan konstruélt konszenzusba.

Az ismert novényi ETS szekvencidk tobbszoros illesztésével két
konzervalt régi6t taldltunk, amelyek egyike sem egyezett meg azonban az
allati ETS-ek szekvencidjdban taldlt konzervdlt processing hely
szekvencidjaval, igy azokat a modelleket, amelyek az U3-nak a
preriboszomélis RNS érésében jatszott szerepére az U3 és az ETS

szekvencidja kozotti bazisparosodast feltételezték, elvetettiik.

Megallapitottuk viszont, hogy az U3 legkonzervéiltabb régidja és a 18S
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rRNS 5’ vége kozott evoluciosan teljesen konzervdlt médon 6 nukleotid
hosszisagi komplementaritas taldlhatd, amelynek a pre-rRNS érésében
jatszott szerepét az éleszt6 U3 intronja és a 18S rRNS szekvencidja kozott
talalt komplementaritds is aldtdmasztja.

Ezzel tehat sikeriilt az U3 RNS masodlagos szerkezetére €s a pre-

rRNS érésében jatszott szerepére egy egységes modellt konstruélni.
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