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1. Bevezetés

A molekularis biologia és genetika
tudomanyteriileteinek fejlédése a XX. szazad masodik felétol
rohamosan nétt. Watson és Crick az 1950-es évek elején
munkassagukkal mérfoldkovet értek el, amikor a DNS kett6s
szalu spiral felépitését publikaltak (1). Néhany nappal e
felfedezést kovetéen rajottek, hogy bazisparosodasi
szabalyoknak megfelel6en egy egyszalu DNS alkalmas lehet
arra, hogy replikalhat6 legyen, tehat lehetséges a DNS-r6l
torténd masolat készitése (2). A gének mozaikossagat és az
intronok jelenlétét Chow és Berget egymastol fliggetleniil
végzett hasonlo témaju kutatasaikkal adtak tudtunkra 1977-
ben, amikor adenovirus kisérleteikkel kimutattak ennek a
szekvencia darabnak a létezését (3) (4). Kés6bb Gilbert
elnevezte ezeket a megszakito szekvencidkat. Az intron nevet
kaptak az ,,intragenic region” kifejezésbdl eredéen, mig a
késobb kifejezésre keriil6 mRNS darabokat exonoknak
nevezte el (5).

1987-ben Walter Gilbert megirta a ,,The Exon Theory in
Genes” cimii cikkét (6), amiben a ,,korai intron” teériat allitja
fel, miszerint az intronok mar az elsé gének létrejottekor
léteztek. Ezzel ellentétben a masik oldal a ,késGi intron”

teoriat latja igazabbnak. Eszerint az intronok az evolicio
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soran, késobb keriiltek be az exonok kéz¢ (7) (8). Az intronok
kiilonbozoségiik miatt csoportokba oszthatok. Ez alapjan a
korabban felallitott mindkét intron tedéria igaznak
bizonyulhat. A prokariotdk génjeiben ribozim intronok
lehettek jelen, mutatja ezt az evolicidos megfigyelés, és a
mitokondridlis, valamint kloroplasztok DNS-ében jelenlévo
intron tartalom. Azonban késébb spliceoszomalis intronok
alakultak ki (9).

Copertino ¢és Hallick voltak, akik eldszor irtak egy
specialis intron struktirarol, a twintronokrol 1991-ben. Ez
nem csak a génkifejezddésben jelent egy ujabb evolucids
1épést, de jelenlegi kutatdsom alappillérét is adta. Az altaluk
leirt szekvencia két intron egymasba agyazddasaként volt
jelen az exonok kozdtt. A twintron sz6t az angol ,,twin
intron” szavakbdl alkottak meg (10).

A doktori disszertdciom témakore a twintronokhoz
flizédik. A Debreceni Egyetem Biomérndki Tanszékének
twintronokrdl szo6l6 elsé publikéacidja 2013-ban volt (11). E
kutatds soran a twintronok kozott is egy specialisabb
szekvenciat véltek felfedezni, amit stwintronoknak neveztek
el. A stwintronok olyan ,,intron-az-intronban” megszakito
szakaszok, amiket csak spliceoszomalis intronok alkotnak,
ebbdl adodoan az elnevezésiik a spliceosomal twintron

szavakbol ered. Kezdetben a tanszéki kutatasok célja minél
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tobb stwintron igazolasa volt kiilonb6zé fonalas gomba
fajokban, amit tobb tanszéki cikk is bizonyit (12) (13) (14)
(15). Ehhez hozzajarult a jelenlegi értekezés alapjaul
szolgalo valamennyi cikk 1is, melyeket a tanszék
kutatocsoportjanak tagjaként mutathatok be (16) (17) (18).
Egyre tobb fajban és egyre érdekesebb funkcidval rendelkezo
stwintronokat talalunk. Segitségiikkel megfigyelhetjilk a
gombak evolucios valtozasat és felfedhetjiik filogenetikai

tulajdonsagaikat is.
2. Célkituzések

A kutatocsoportunk célja az elsé stwintron struktira
feltarasat kovetden kezdetben minél tobb stwintron leirasa
volt. Az évek soran szamos fonalas gomba genomot
vizsgaltunk at és sikeresen azonositottunk stwintronokat. gy
ez alkalommal a kovetkezd célokat tlztiik ki a tervezett

kisérletsorozathoz:

Fonalas gomba genomtol eltérd, élesztdgomba fajokban
talalhatd stwintronok igazoldsa molekularis biologiai
modszerekkel.

A stwintron keres6 modelliink 4tdolgozasa ¢és

finomhangolasa [D1,2] tipust struktirakra.
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Tobb ugyanazon [D1,2] tipust stwintronokat tartalmazo
genom keresése, majd igazolasa laboratoriumi
koriilmények kozott és in silico analizissel.

Az Osszegyljtott stwintronok szekvencia elemzése,
szimmetriai vizsgalata, valamint a masodlagos
szerkezetének lehetséges felépitésének meghatarozasa.
Az stwintronok lehetséges stwintronizacios
folyamatainak kikovetkeztetése, feltarasa.

Tényezok meghatarozasa, amelyek befolyasolhatjak

crcr

3. Anyagok és modszerek

3.1 Bioinformatikai médszerek

1.1.1  Intron modellek, potenciilis stwintronok
keresése

A stwintronok keresésére a Kupfer altal publikalt
spliceoszomalis  intronokra  jellemz6é modellt (19)
alkalmaztuk. Kupfer 4. nidulans-ra alkotott modelljét 2017-
es cikkiinkben kezdtiik el 6sszetett intronokra alkalmazni,
amikor a lariat els6 betiijelét, ,,R”-t ,,D”-re és az akceptor
szekvencia elsé betiijelét ,,Y”-rol ,,H”-ra cseréltik, ezzel
boévitve a potencialis intron jeldltek szamat a keresés soran.
Ezt a modellt a kiils6 és belsd intronokra egyarant hasznaltuk

(13). A spliceoszémalis intronok konzervativ részei: a donor
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els6é két nukleotidja: GT; a lariat elagazasi pontja: A; és az
akceptor utols6 két nukleotidja: AG. A konszenzus
szekvencidk  kozotti  tavolsdgok  meghatdrozasahoz
szamitasba vettiilk az alabbi szabalyokat: a genom atlagos
intron hossza 73 nt, a minimum intronhossz 43 nt, a
maximum intronhossz 160 nt. A donor ¢s lariat kozotti
szekvencia szakasz nagyobb, mint a lariat és akceptor
kozotti, igy a donor és lariat kozott 25-120 bazispar, a lariat
¢és akceptor kozott 4-24 bazispar tavolsagot allitottunk be
(13) (19).

A modelleket [D1,2] és [D5,6] stwintronokra
alkottuk meg, valamint tovabbi [D1,2] stwintronok
keresésére tovabbi modositasokat végeztiink. A kiils6- ¢és
belsé intronokhoz tartozé donorok 3. 4. és 6. nukleotidjat
»N’-re cseréltiik, ami mind a négy nukleotid lehetdséget
engedi 5’-GTNNGN. Azonban az 0Osszes, 64 lehetséges
intron variacidébol csak 24 félét alkalmaztunk, aminek az
alapja egy kordbbi, nem publikalt eredmény. Az eredmények
konnyebb kezelhetdsége érdekében kizartuk a kevésbé
kanonikus 5°-GC tipusu donorokat és az 5’-GAG akceptor

szekvenciakat a talalatok kozil.



3.1.1 Génbanyaszat

A sister (nagy hasonlosagot mutato) [D1,2]
stwintronok gytijtése a Hypoxylon sp. CO27-5 genomjabol
tortént (Gene Bank Master Accession number
MDCL00000000) BLASTN hasznalataval a NCBI (National
Center for Biotechnology Information) hivatalos online
adatbazisaban. Az A. nidulans (GenBank AACD01000130,
CDS koordinatak: start-stop: 208790-210069, publikalatlan
munka) egy korabbi kutatasbol szarmazo jol konzervalt
mitokondridlis szallitdé fehérje ortologjainak keresésére
TBLASTN segitségével Genome Shotgun contig (WGS)
adatbazisokat kutattunk a&t. A4 Xylariales rendbe ¢és
Hypoxylaceae csaladba tartozé fajok koziil ortolog és paraldg
gének egyarant kigyljtésre keriiltek.

Az intron-exon struktirdkat manualisan hataroztuk
meg ¢és minden génre végeztiink analizist, igy az Osszes
szekvenciaeredeti  informdciot  Osszegyljtottik. A
Hypoxylon sp. CO27-5, Hypoxylon sp. EC38 és Daldinia sp.
ECI2 legtobb génmodelljét SRA adatokkal megerésitettiik,
ugyanis az NCBI Sequence Read Archive (SRA) a legtobb
stwintron koztes szekvencijat (splicing intermedier,

»splinter”) igazolja. Funkciondlisan annotaltuk a legtobb



sister stwintront hordozd gént a Protein Families (Pfam)

adatbazisbol (20).

3.1.2 Filogenetikai analizis és egyéb informatikai
modszerek

A Multiple sequence Alignment with Fast Fourier
Transform (MAFFT: version 7) (21) programmal tobbszdrds
illesztéseket végeztiink. Az informativ talalatok a Block
Mapping és Gathering with Entropy (BMGE, version 1.12)
(22) szoftver segitségével keriilt kivalasztasra. A maximum
likelihood torzsfakat PhyML (version 3.0) program
automatikus  szubsztiticiés modelljét alapértelmezett
modban (23) vagy a Smart Model Selection (SMS) szoftvert
alkalmaztuk szubsztiticios modell valasztasra (24) az Akaike
Information Criterion (AIC) becslését hasznalva. Egy masik
esetben pedig az SMS-PhyML 5000 ismétlést futtatott
Felsenstein-féle  bootstrap (25) alapjan az  agak
kikovetkeztetéséért. A fa dgainak hosszat az Approximate
likelihood-ratio test (26) vagy a Shimodaira-Hasegawa-like
approximate likelihood-ratio tests (SH-like alLLRT) (26)
biztositotta. A tdrzsfa rajzoldsa FigTree (version 1.4.3)
program  segitségével tortént a PhyML  Newick
kimenetelébdl. A tovabbi szerkesztéseket Adobe Illustrator

(Adobe Inc., San Jose, CS, USA) programmal készitettiik.



Két vagy harom intronikus szekvencia
Osszehasonlitasara a Clustal Omega 27
szekvenciaillesztését alkalmaztuk. A forditott terminalis
ismétlodésekkel rendelkez6 egyszalu elagazd RNS intronok
masodlagos szerkezetének a kalkulalasahoz az RNAfold
(28), mig a teoretikus hibridizaciés energia- ¢és
bazisparosodasbol  kovetkez6  dupla-szali  molekula
kalkulacidja ugyan azokbol a (stw)intron RNS-ekbdl az
RNAcofold (28) (29) programmal tortént. A sister
(stw)intronok pre-mRNS-einek 5’- ¢€s 3’-exon-intron
talalkozasainak kézvetlen kdrnyezetének szekvencia logojat
a Skyline (30) program adta alapértelmezett beallitasokkal.
Az RNAfold (29) (28) segitségével képeztiik a masodlagos
szerkezeteket az izolalt bazisparok -elkeriilése nélkiili
beallitds mellett, és a legkisebb minimum szabad energia
felhasznalasi adatokat is feljegyeztik (AG). Ezeket
Osszehasonlitottuk az Mfold (UNAfold weboldal) (31) (32)
altal  kapott alternativ  eredményekkel. A  sister
stwintronokkal Osszehasonlitast végezve, a masodlagos
szerkezet javitdsara a MAFFT eredményeken manualisan
korrigalni kellett egy-két sister stwintron esetében. Ezek
masodlagos szerkezetét RNAalifold (ViennaRNA webhely)
(33) adta.
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3.2 Gombatorzsek

Lipomyces suomiensis CBS 7251 (Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute, Royal Netherléss Academy of
Sciences, Utrecht, The Netherléss) (34), Lipomyces
kononenkoae CBS 2514 (34), Lipomyces lipofer CBS 944
(National Collection of Agricultural ¢és Industrial
Microorganisms, Budapest, Hungary: NCAIM Y.00351)
(34), Lipomyces starkeyi CCY 33-1-1 (Dept. of
Microbiology ¢és Biotechnology, Corvinus University of
Budapest, Hungary) (35) ¢és Hypoxylon sp. CO27-5
(Ascomycota; Pezizomycotina; Sordariomycetes,; Xylariales;

Hypoxylaceae; Hypoxylon, besorolatlan) (36).
4. Uj tudomanyos eredmények

3 1j tipusu stwintron [D4,5]; [D6,7]; [D7,8] igazolasa
Lipomyces éleszté gomba fajokban.

Uj [D5,6]- és [DI1,2] keres6 modell megalkotésa,
valamint 4 tovabbi kibdvitett [D1,2] modell modositas.
117 [D1,2] tipust stwintron felfedése Hypoxylaceae
csaladon beliili fajok esetében.

Azonos tipusu [D1,2] stwintronok elemzése kozeli

fonalas gomba genomokban.
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Uj lehetséges stwintronizaciés és  intronizacios
folyamatok feltarasa.

Felallitottunk egy hipotézist, miszerint a magas szintii
szimmetriai jellem ¢és TIR régidk elésegithetik a

stwintronok terjedését.
5. Osszefoglalas

A stwintronok (spliceoszomalis iker-intronok) két
spliceoszomalis intronbdl épiilnek fel gy, hogy az egyik
intron a masik intron egy konszenzus elemébe (donor, lariat
vagy akceptor) van beépiilve. A struktura kivagodasa
kétlépéses folyamat, ugyanis a kiils6 intron nem tud
kivagodni, amig a belsd intron megszakitja.

Lipomyces ¢élesztd fajok retukulum fehérjét kodolo
génjeiben 3 4j tipust stwintront, fedeztiink fel: [D4,5], [D6,7]
és [D7,8]. Emellett egy stwintronizacios folyamatot is
felfedtiink. Az eredeti intron donorja (vagy egy része)
megkettézodhetett, ezzel egy 0j vagasi helyet kialakitva. A
DSB mechanizmusnak koszonhetéen, amit a cNHE]
folyamat kisér, 1étre jon egy 0j 5° vagasi hely, ami a bels6
intron donorjat fogja alkotni. A belsé intron 3° végi

konszenzus helyei pedig pontmutacidk révén alakulhattak ki.
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[D1,2] tipusu stwintronokra bukkantunk Hypoxylon sp.
CO27-5 ¢és kozeli rokonjainak ortolog génjeiben. A
keresémodelliinket addig alakitottuk és szerkesztettiik, amig
végil tobb, mint 100 [D1,2] tipusu stwintront talaltunk a
CO27-5 fajon belill és kozeli rokonjaiban egyarant. Az
Osszesen 117 stwintront, két csoportra osztottuk: ,sister”
(tobbszorosen elofordulo; MO) és ,,nem-sister” (egyedileg
elofordulo; UQO). A sister stwintronok magas szintll
homologiat mutattak egymassal, 0Osszesen 36 [D1,2]
szekvencia tartozik ide (23 teljes sister, 13 percialisan sister).
Emellett taladltunk 12 kanonikus intront is (1-es- és 2-es
tipust) melyek hasonlésagot mutatnak a sisterekhez. 10
esetben a stwintron 5° végi belsd intron szekvencidjanak és a
3’ végi kiilsé intron szekvencidjanak a fuzidjaként véve
mutat magas szintl hasonlosagot. Ez alapjan a sister
stwintronok/intronok csoportja egy ujfajta intronizacios
folyamatot kdvethet, ugyanis a stwintronokban talalhaté két
palindrom szekvencidjanak rekombinacidja a stwintron
kozépso részének kivagddasat okozza, ezzel 1étrehozva egy
kozéps6  részén  palindromot  (5’-TTTCTAGAAA)
tartalmazo kanonikus intront (2-es tipus). Egy 2-es tipusu
cropped intron (HCOc121A) esetében az intron inszercioja 3

crer

lehetséges proliferaciot is.
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Vizsgaltuk a 81 UO [D1,2] stwintront is, valamint
Osszehasonlitottuk Oket a sister stwintronokkal. A stwintront
tartalmazo géneket elemeztiik és felkutattuk a kozeli és
tavolabbi rokon fajok ortolog és paralog génjeiket is. Ezzel
tobb, mint 1500 stwintron volt érintett az Osszehasonlito
elemzésben. A sister stwintronok fiatalabb szekvenciak, ezt
bizonyitja, hogy a CO27-5 mellett, csak nagyon kozeli
rokonjaban, az EC38-ban fordulnak eld. Ezzel szemben a 81
UO stwintron tavolabbi rokon fajokban is megjelenik. A két
csoportjaban leginkabb az egyes fazis dominal. A sister
stwintronok kiilsé intronjanak BP ¢és akceptor kozotti része
haromszor olyan hosszii (19 nt), mint az id6ésebb UO
stwintronokndl (5-7 nt). Mind a 117 [D1,2] stwintron
esetében elmondhatdé, hogy az AU tartalom ardnya
magasabb. A sister swintronok csoportjanak az %o AU értéke
viszont 1ényegesen magasabb, mint a 81 UO stwintronbdl
all6 csoportnak. Bels6 szimmetria ugyanugy jellemzi
mindkét csoportot, azonban a sister stwintronok a lancvégi
TIR régidk miatt stabilabb masodlagos szerkezetet
eredményeznek. A sister stwintronok AG értéke atlagosan
1820  %-kal alacsonyabb, mint az  azonos

mérettartomanyban 1évé UO stwintronok értékei.
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1. Introduction

The development of the scientific fields of molecular
biology and genetics has increased from the the second half
of the 20" century. Watson and Crick achieved a milestone
with their work in the early 1950s when they published the
structure of the DNA double-stranded helix (1). A few days
after this discovery, they realized that according to base-
pairing rules, a single-stranded DNA can be capable of being
replicated, so it is possible to make a copy of DNA (2). The
mosaicism of genes and the presence of introns were revealed
to us by Chow and Berget independently in 1977, when they
demonstrated the existence of this sequence with their
adenovirus experiments (3) (4). Later, Gilbert named these
interrupting sequences, derived from the term "intragenic
region", while the expressed mRNA pieces were named
exons (5).

In 1987, Walter Gilbert wrote his article "The Exon
Theory in Genes" (6), in which he proposed the "early intron"
theory. This theory says introns already existed when the first
genes were appeared. On the other hand, the other side
considers the "late intron" theory. According to this theory,
introns were later added to exons during evolution (7) (8).

Introns can be divided into groups due to their diversity. so
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both previously proposed intron theories may prove to be
true. Ribozyme introns could be present in the genes of
prokaryotes, this is shown by evolutionary observations and
the intron content present in mitochondrial and chloroplast
DNA. Later, however, spliceosomal introns arose (9).

In 1991, Copertino and Hallick were the first to write
about a special intron structure, twintrons. This not only
represents another evolutionary step in gene expression, but
also provided the foundation of my current research. The
sequence they described was present as a nesting of two
introns between exons. The word twintron was created from
the words "twin intron" (10).

The subject of my doctoral dissertation is related to
twintrons. The first publication about twintrons by the
Department of Biochemical Engineering of the University of
Debrecen was in 2013 (11). During the research, they
discovered a special sequence among the twintrons, which
they named stwintrons. Stwintrons are "intron-within-intron"
intervaning sequences formed only by spliceosomal introns,
hence their name from the words spliceosomal twintron. In
the beginning, the goal of the departmental research was to
verify as many stwintrons as possible in various species of
filamentous fungi, which is proven by several departmental

articles (12) (13) (14) (15). With this thesis I can present as a
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II.

II1.

member of the department's research group 3 more article
about stwintrons (16) (17) (18). We come across stwintrons
in more and more species and with more and more interesting
functions. With this investigation, we can observe the
evolutionary change of fungi and reveal their phylogenetic

properties.
2. Objectives

After the discovery of the first stwintron structure, the
goal of our research group was initially to describe as many
stwintrons as possible. Over the years, we have screened
many filamentous fungi genomes and successfully
identified stwintrons. Thus, this time we set the following

goals for the planned series of experiments:

Confirmation of stwintrons found in yeast species by
molecular biological methods.

Revision and fine-tuning of our stwintron search model
for [D1,2] type structures.

Search for genomes containing the same [D1,2] type
stwintrons and verify them in laboratory conditions and

by in silico analysis.



Iv.

VL

Analysis of the collected stwintron sequences in
structure, sequentially, in symmetry and by examining
the secondary structure.

Reveal the possible stwintronization processes of the
examined stwintrons.

Determination of factors affecting the proliferation of

stwintrons.

3. Materials and methods

3.1 Bioinformatic methods

3.1.1 Intron models, searching tool for putative
stwintrons

The basic model from which we started is the model
for spliceosomal introns published by Kupfer. We began to
apply Kupfer's model for 4. nidulans to stwintrons in our
2017 paper. We changed the first letter of the lariat from "R"
to "D" and the first letter of the acceptor sequence from "Y"
to "H", thus expanding the number of potential stwintron
candidates in the search. We used this model for both
external and internal introns (13). Conservative parts of
spliceosomal introns: first two nucleotides of the donor: GT;
branching point of the lariat: A; and the last two nucleotides

of the acceptor: AG. The following rules were used to



determine the distances between consensus sequences: the
average intron length of the genome is 73 nt, the minimum
intron length is 43 nt, and the maximum intron length is 160
nt. The sequence section between donor and lariat is larger
than between lariat and acceptor, so we set a distance of 25-
120 base pairs between donor and lariat, and 4-24 base pairs
between lariat and acceptor (13) (19).

We created models for [D1,2] and [DS5,6] stwintrons
in these experiments. Furthermore, we made modifications to
search for additional [D1,2] stwintrons. The 3rd, 4th and 6th
nucleotides of the donors belonging to the external and
internal introns were changed to "N", which allows all four
nucleotides in these positions (5'-GTNNGN). However, we
used only 24 of the 64 possible intron variations, which is
based on a previous, unpublished result. In order to make the
results easier to handle, we excluded less canonical 5'-GC

type donors and 5'-GAG acceptor sequences from the results.

3.1.2 Genome mining

The sister (high similarity) [D1,2] stwintrons were collected
from genome of Hypoxylon sp. CO27-5 (Gene Bank Master
Accession number MDCL00000000) using BLASTN in the
official online database of NCBI (National Center for

Biotechnology Information). We searched for orthologs of a



well-conserved mitochondrial transporter protein from A.
nidulans (GenBank AACDO01000130, CDS coordinates:
start-stop: 208790-210069, unpublished work) in Genome
Shotgun contig (WGS) databases using TBLASTN. Both
orthologous and paralogous genes were collected from
species belonging to the order Xylariales and the family
Hypoxylaceae.

The intron-exon structures were defined manually
and an analysis was performed for each gene. Most of the
gene models of Hypoxylon sp. CO27-5, Hypoxylon sp. EC38
and Daldinia sp. EC12 were confirmed with SRA data. The
NCBI Sequence Read Archive (SRA) verifies the splicing
intermediate (splinter) of most stwintrons. We functionally
annotated most sister stwintron-carrying genes from the

Protein Families (Pfam) database (20).

3.1.3 Phylogenetic analysis and other informatic
methods

Multiple alignments were performed with the Multiple
sequence Alignment with Fast Fourier Transform (MAFFT:
version 7) (21) program. Informative hits were selected using
Block Mapping and Gathering with Entropy (BMGE, version
1.12) (22) software. In one case we used the PhyML (version
3.0) program in default mode (23) with the automatic



substitution model. Other case we used the Smart Model
Selection (SMS) software for substitution model selection
(24). The Akaike Information Criterion (AIC) estimate for
the maximum likelihood trees. SMS-PhyML ran 5000
replicates based on Felsenstein's bootstrap (25) to infer the
branches. The length of the branches of the tree was provided
by the Approximate likelihood-ratio test (26) or Shimodaira-
Hasegawa-like approximate likelihood-ratio tests (SH-like
aLLRT) (26). The stem tree was drawn using the FigTree
(version 1.4.3) program from the PhyML Newick output.
Further editing was done with Adobe Illustrator (Adobe Inc.,
San Jose, CS, USA).

The Clustal Omega (27) sequence alignment helped us
to compare two or three intronic sequences. RNAfold (28) is
used to calculate the secondary structure of single-stranded
branched RNA introns with inverted terminal repeats, while
the calculation of the double-stranded molecule resulting
from the theoretical hybridization energy and base pairing
from the same (stw)intron RNAs is RNAcofold (28) (29)
program. The sequence logo of the immediate vicinity of the
5'- and 3'-exon-intron junctions of the pre-mRNAs of the
sister (stw) introns was provided by the program Skyline (30)
with default settings. RNAfold (29) (28) was used to form the

secondary structures with the isolated base pairs set without
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evasion. The smallest minimum free energy usage data was
also recorded (AG). These were compared with alternative
results obtained by Mfold (UNAfold website) (31) (32). The
MAFFT results had to be corrected manually in the case of
one or two sister twintrons. Their secondary structure was

provided by RNAalifold (ViennaRNA website) (33).

3.2 Fungal strains

Lipomyces suomiensis CBS 7251 (Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute, Royal Netherlands Academy of
Sciences, Utrecht, The Netherlands) (34), Lipomyces
kononenkoae CBS 2514 (34), Lipomyces lipofer CBS 944
(National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms, Budapest, Hungary: NCAIM Y.00351)
(34), Lipomyces starkeyi CCY 33-1-1 (Dept. of
Microbiology and Biotechnology, Corvinus University of
Budapest, Hungary) (35) and Hypoxylon sp. CO27-5
(Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Xylariales;

Hypoxylaceae; Hypoxylon, unclassified) (36).

4. New scientific results

I.  Confirmation of 3 new types of twintrons [D4,5];

[D6,7]; [D7,8] in Lipomyces yeast species.



II.  Creation of a new [D5,6]- and [D1,2] search model,
and making 4 additional extended [D1,2] model
modifications.

III.  Discovery of 117 [D1,2]-type stwintrons in species
within the family Hypoxylaceae.

IV.  Analysis of same-type [D1,2] stwintrons in closely
related filamentous fungal genomes.

V.  Exploration of new possible strwintronization and
intronization processes.

VI.  We hypothesized that the high symmetry character
and TIR regions can promote the propagation of

(stw)introns.
5. Summary

Stwintrons (spliceosomal twin introns) are consist of two
spliceosomal introns, An intron inserted into a consensus
element (donor, lariat or acceptor) of another intron. Excision
of this structure is a two-step process, as the external intron
cannot be excised until it is interrupted by the internal intron.

In genes encoding reticulon-like proteins of Lipomyces
yeast species, we discovered 3 new types of twintrons:
[D4,5], [D6,7] and [D7,8]. We were also able to reveal a

stwintronization process. The donor (or a part) of the original



intron could be duplicated and created a new splicing site.
The DSB mechanism with the cNHEJ process form a new 5'
splicing site that will become the donor of the internal intron.
The consensus sites at the 3' end of the internal intron could
have formed through point mutations.

We found more than 100 [D1,2] type stwintrons both
within the Hypoxylon sp. CO27-5 species and within its close
relatives. We divided them into two groups: "sister" (multiple
occurring; MO) and "non-sister" (uniquely occurring; UO)
stwintrons. The sister stwintrons showed a high level of
homology with each other, including a total of 36 [D1,2]
sequences (23 full sisters, 13 partial sisters). In addition, we
found 12 canonical introns (type-1 and type-2) that show
similarity to sisters. In 10 instances, type-2 cropped sister
introns consist of a fusion of 5’ sequences of the internal
intron with 3’ sequences of the external intron. Based on this
observation, the group of sister stwintrons/introns can also
follow a new kind of stwintronization process, because the
recombination of the two palindrome sequences in the
stwintrons causes the middle part of the stwintron to be
excised, thereby creating a canonical intron containing a
palindrome (5'-TTTCTAGAAA) in the middle (type-2). In
one type-2 cropped intron (HCOc121A) the insertion of the

intron can be linked to the deletion of 3 nucleotides and we
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use this observation to demonstrate proliferation of
(stw)introns.

We also investigated the 81 UO [D1,2] stwintrons and
compared them with sister stwintrons. We analyzed all genes
containing stwintrons and searched for their orthologous and
paralogous genes in closely and more distantly related
species. With this study, more than 1,500 stwintrons were
tested in the comparative analysis. The sister stwintrons are
younger sequences, they occur mostly in its very close
relative, EC38. In contrast, the 81 UO stwintron also appears
in more distantly related species. Phase 1 dominates the two
groups of stwintrons. The part of the external intron of the
sister stwintrons between BP and acceptor is three times as
long (19 nt) as in the older UO stwintrons (5-7 nt). In the case
of all 117 [D1,2] twintrons we can say that the ratio of AU
content is higher, and the %o AU of the group of sister
swintrons is significantly higher than that of the group of 81
UO swintrons. Internal symmetry characterizes both groups
in the same way, however, sister twintrons result in a more
stable secondary structure due to the TIR regions. The AG
value of the sister stwintrons is on average 18-20% lower

than the UO in the same size range values of stwintrons.
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