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1. BEVEZETES

A molekularis biologia és genetika megjelenése Ota rengeteg
informacioval boviilt globalis tudasunk. Watson és Crick az 1950-es évek
elején munkassagukkal mérfoldkovet értek el, amikor a DNS kettds szalu
spiral felépitését publikaltdk (1). Néhany nappal e felfedezést kdvetden
rajottek, hogy bazisparosodasi szabalyoknak megfeleléen egy egyszalu
DNS alkalmas lehet arra, hogy replikalhat6 legyen, tehat lehetséges a DNS-
r6l torténd masolat készitése (2). Attorésiiket késébb Nobel-dijjal
jutalmaztdk. A gének mozaikossagat és az intronok jelenlétét Chow ¢és
Berget egymastol fiiggetleniil végzett hasonld témaju kutatdsaikkal adtak
tudtunkra 1977-ben, amikor adenovirus kisérleteikkel kimutattak ennek a

szekvencia darabnak a Iétezését (3) (4).

A doktori értekezésem alapjaul szolgalo soron kovetkez6 mérfoldkd
mar az eukaridtakban keresendd. Chow ¢és Berget munkajat kdvetden joggal
kezdte el foglalkoztatni a kutatdkat a tény, hogy a DNS-r6l térténd pre-
mRNS madésolat nem teljes egészében felel meg a DNS templat
szekvenciajanak, hanem kisebb darabok tévolitodnak el beldliik az idd
mulasaval. Gilbert nem is sokkal késobb felfedezte, hogy a gének
szegmentalva vannak, szekvenciajuk darabokra oszthatdo. A darabok
megkiilonboztethetdségeéért Gilbert elnevezte Oket. A megszakito
(eltavolitott) szekvencidk az intron nevet kaptdk, az ,intragenic region”
kifejezésbodl eredden, mig a késobb kifejezésre keriil6 mRNS darabokat

exonoknak nevezte el (5).

A gének mozaikossagarol tudomdst szerezve, az intronok é&s
exonok még nagyobb figyelmet kaptak. Probaltak kideriteni, hogy a gének

miképpen keletkezhettek: Vajon az intronok hogyan keriiltek a génekbe és
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mikor? 1987-ben Walter Gilbert megirta a ,,The Exon Theory in Genes”
cimi cikkét (6), amiben a ,korai intron” teériat allitja fel, miszerint az
intronok mar az els6 gének létrejottekor 1éteztek. Ezzel ellentétben a masik
oldal a ,késOi intron” teoriat latja igazabbnak. Eszerint az intronok az

evolucio soran késobb keriiltek be az exonok kozé (7) (8).

Az intronokrdl egyre tobb informaciohoz jutva Thomas Cech
amerikai kémikus felfedezte, hogy az intronok rendelkeznek 6nmaguk
kivagodasat katalizalo ribozim aktivitassal, amiért Nobel-dijat kapott 1989-
ben (9) (10). Ezt kdvetd munkéssagaval pedig jobban megismerhettiik a
Group I intronokat (11) (12). Az intronok kiilonbozdségiik miatt
csoportokba oszthatok. Ez alapjan a korabban felallitott mindkét intron
teoria igaznak bizonyulhat. A prokariétdk génjeiben ribozim intronok
lehettek jelen, mutatja ezt az evolicidés megfigyelés, és a mitokondridlis,
valamint kloroplasztok DNS-ében jelenlévd intron tartalom. Azonban

késobb spliceoszoémalis intronok alakultak ki (13).

Copertino ¢s Hallick voltak, akik eldszor irtak egy specidlis intron
struktararol, a twintronokrol. 1991-ben Euglena gracilis kloroplasztjanak
citokrom 559-b génjében olyan Osszetett intron strukturat talaltak, ami nem
csak a gén kifejez6désben jelent egy ujabb evolucids 1épést, de jelenlegi
kutatdsom alappillérét is adta. Az altaluk leirt szekvencia két intron
egymasba agyazodasaként volt jelen az exonok kozott. A twintron szét az

angol ,,twin intron” szavakbol alkottak meg (14).

A doktori disszertaciom témakore a twintronokhoz flizédik, ugyanis
a Debreceni Egyetem Biomérnoki Tanszékének twintronokrol szolo elsd
publikacidja 2013-ban volt (15). E kutatds soran a twintronok kozott is egy

specialisabb szekvenciat véltek felfedezni, amit stwintronoknak neveztek
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el. A stwintronok olyan ,intron-az-intronban” megszakité szakaszok,
amiket csak spliceoszomalis intronok alkotnak, ebbdl adoéddéan az

elnevezésiik a spliceosomal twintron szavakbol ered.

2018-ban sikeresen becsatlakoztam MSc-s hallgatoként a tanszéki
stwintron kutatocsoporthoz. Mesterdiplomam megszerzését kovetden pedig
2019 februarjatol immar PhD hallgatoként folytathattam a kutatasokat.
Kezdetben a tanszéki kutatdsok célja minél tobb stwintron igazolésa volt
kiilonb6z6 fonalas gomba fajokban, amit tobb tanszéki cikk is bizonyit (16)
(17) (18) (19). Ehhez hozzajarult a jelenlegi értekezés alapjaul szolgald
valamennyi cikk is (20) (21) (22). Emellett megfigyeltiink tobb esetben
alternativ kivagddast és irtunk a stwintronizacio jelenségérol is. Egyre tobb
fajban és egyre érdekesebb funkcidval rendelkez6 stwintronokat talalunk.
Segitségiikkel megfigyelhetjik a gombak evollicidos valtozasat és

felfedhetjiik filogenetikai tulajdonsagaikat is.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Intronok

Az intronok eukaridta géneket megszakitd, fehérjét nem kodolo
szekvencia darabok. 45 évvel ezelotti felfedezésiik két kutatocsoport
munkassaganak koszonhetd (3) (4). Régebben ugy vélték, hogy a gének
kizarolag olyan szekvencidt tartalmaznak, amibdl késébb fehérje
szintetizalodik, ahogy az a prokariotak esetében is torténik. Azonban Philip

A. Sharp és Richard J. Roberts a DNS és mRNS hibridizacidjaval igazoltak,

hogy vannak szakaszok a szekvencidban, amik kilognak, az érett mRNS

mar nem tartalmazza dket (23) (4). Felfedezésiikkel a genetikai ismereteink
rohamosan boviilni kezdtek, és a splicing (kivagddas) eseményére is fény
dertilt.

Az intronok vizsgalata soran lathatova valt, hogy kiilonboz6
csoportra lehet 6ket osztani. A legfébb dolog, ami k6zds az intronokban az
az, hogy mindegyik eltavolitasra keriil az mRNS-bdl, viszont kivagddasi
eseményeik eltéréek lehetnek. Ez alapjan a kovetkezd csoportokba lehet
dket sorolni:

e Az els6 csoportba a ribozimként miikodo intronok tartoznak. Ebben az
esetben nincs sziikség kiilsé enzimatikus segitségre az exonok koziil
torténd  kivagodashoz, ugyanis Onmaguk kivagodasat képesek
katalizalni, ribozimként (ribonukleinsav enzim) viselkednek. Ezen beliil
még két intron csoportot tudunk elkiiloniteni, a Group I és Group I1
intronokat. Jelenlétikk tRNS, rRNS ¢és mRNS kodolé génekben,
virusokban, bakteriofdgokban, valamint eukariotdk kloroplasztisz és

mitokondrium génjeiben fordul eld (24) (25).



e A Group III csoportba tartozd intronok nagyon hasonlitanak az
elobbiekben emlitett ribozimekre, azonban végiil kiilon csoportba
soroltdk Oket, mivel jelenlétik kizardlag az FEuglena gracilis
kloroplasztra korlatozodik (26). Szerkezetileg a Group II intronok
degradalodott, rovidebb valtozatai. Azonban kivagodasukhoz fontos
konszenzus elemekben kiilonboznek. A Group III intronok 5’-végiikon
(5'-NTNNG) egy T és egy G nukleotid, a 3’-végiikon (ANNTNNNN-
3") egy T és egy A konzervalodott szigoran. Az adenin pontosan 8
nukleotidnyira helyezkedik el a vagasi helytdl. Ezzel szemben a Group
Il intronok tobb konzervalt nukleotiddal rendelkeznek ezeken a
helyeken (27).

e Az Onkivagddo intronokon kiviil viszont léteznek olyan megszakitod
szekvencidk is, amik nem képesek sajat splicing folyamatukat
katalizélni, ezért kiils6 enzimatikus segitségre van sziikségiik. Ez a
segitség egy nagy, fehérjékbdl és ribonukleoproteinekbdl allo komplex
révén valdsul meg, amit spliceoszomanak neveziink. A spliceoszéma
altal kivagott intronok a spliceoszomalis intron elnevezést kaptak.
Ezek a legelterjedtebb intronok az eukariota magi genomok korében.
Roluk részletesebben a 2.2 pontban fogok irni.

e Az éltalam bemutatott utols6 csoport a tRNS intronok csoportja, amely
a legritkdbban el6forduld csoport.

A spliceoszomalis intronok eredetérdl ma mar tobbet tudunk, bar a teljes
igazsdgot még mindig rejtély dvezi. Alapvetden két teoriat allitottak fel a
kutatok:

o Az ,introns late” teoria szerint az intronok ¢€s a spliceoszéma
joval késobb jelent meg az eukaridtdkban. Akkumulalodtak,

beékelddtek a fehérjekddold génekbe (13).
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o Az ,introns early” teoria szerint az intronok jelen voltak mar a
mikroorganizmusok legrégebbi kozds Osében is, viszont az
archeakbol és baktériumokbol fokozatosan eltiintek, amit cDNS
rekombinacidk okozhattak.

Valamint 2006 elején egy harmadik lehetdséget is leirtak, ami sokban az
»introns early” teoridhoz hasonlit:

o Az ,introns first” teéria szerint az intronok és a spliceoszéma
az RNS vildg maradvanya. Ezt a megfigyelést snoRNS-ek
(small nucleolar RNAs) gyakran intronok altal kodoltsdgdnak
tudtak be, ugyanis az RNS viladgban csak RNS-ek altal tortént a
fehérje 6sszeszerelddése €és az snoRNS-ek is részt vettek a pre-
riboszomak kialakuldsdban, ezeket pedig gyakran intronok

kédoltak (28).

Az elméletek egymast nem zarjak ki, ugyanis mindharom elméletre
talaltak igazolast. Egy dolog biztos, a spliceoszomalis intronok a
prokaridtdkban nem taldlhatok meg, az eukaridtdk esetében pedig még
mindig ujak és Ujak jelenhetnek meg, vagy tlinhetnek el. Az intronok
méretiikbél adodéan az exonokhoz viszonyitva egész biztos, hogy
jelentdséggel birnak a genomra nézve. Ez megcafolja a kutatok korai
gondolatait, miszerint az intronok hasznélhatatlan, ,,szemét” régiok, és
onzok modjara ékelddnek be a génekbe, ezzel ndvelve a sejt energiaigényét,
ami az eltavolitasukhoz sziikséges (29).

Az intronok pozicidja a génekben segiti az evolucios kutatdsokat. A
kiilonb6z6 mikroorganizmusok ortolog génjeikben az intron pozicidja elég
konzervativ. Ezt a tényt nyilvdn befolyasolja a mikroorganizmusok
evolucios egymashoz viszonyitott tdvolsadga, rokonsagi viszonya. Ezt a

tulajdonsagot kihasznalva a kutaték észrevették, hogy az intronok
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eltinhetnek és 0j intronok pedig beékelddhetnek, valamint ,,intron sliding”
esemény is bekovetkezhet, azaz az intron elcsuszhat a szekvencian beliil.
Az elcstszas viszonylag ritkabban fordul eld, inkébb egy eltlinés, majd egy
ujabb intron megjelenése az eltiint intron melletti pozicidban a jellemzo (30)

(31) (32).

2.2 Spliceoszomalis intronok

A spliceoszomalis intron a legelterjedtebb intron tipus az ¢lévilagban,
ugyanis az eukaridta sejtek magi DNS-ében kizarolag ez az intron tipus
talalhat6 meg.

Az eukariota szervezetek génjei mozaikos elrendezéstiek, exon
(kodolo régid) és intron (nem-kodolo régid) szekvenciak felvaltva tagoljak
(5). Ennek kovetkezményeképpen kialakult az eukaridtdkban egy
kivagodasi —,,splicing” —mechanizmus. A génkifejezddés sordn az atirddott
messenger RNS prekurzorabdl (pre-mRNS) a nem kdédolo (intron) részek
eltavolitasra keriilnek egy hatalmas RNS-fehérje komplex altal, amit a
szakirodalomban spliceoszomaként ismeriink. A spliceoszoma altal
kivagott intronokat spliceoszomalis intronoknak nevezziik. Az intronok
kivagodasa utan, a folyamatot az exonok 9sszekapcsoloddsa zarja, amivel
az érett messenger RNS jon 1étre (33).

Az intronok szekvencidjaban harom konzervativ régié taldlhato,
melyeknek a splicing eseményben fontos szerepe van (donor, lariat és
akceptor). A spliceoszoma képes felismerni ezeket és hozzajuk kotddni,
ezaltal az intront kivagni az exonok koziil. A donor az intron 5’ végén egy
6 nukleotidbdl all6 szakasz, az akceptor az intron 3° végénél talalhatd 3
nukleotidbol allo szakasz, a lariat pedig az akceptor és a donor kozott
elhelyezkedd, az akceptorhoz kozelebb es6 6 nukleotidnyi szekvencia

szakasz (1. abra).



5’ hasitasi hely elagazasi pont 3’ hasitasi hely

EXON  GUAUGU UACUAAC — YAG  EXON

1. abra U2 tipusu spliceoszomalis intron konzervativ régidinak dltalanos sematikus
abrazolasa élesztékben. Donor— 5 hasitasi hely, lariat — elagazasi pont, akceptor — 3’ hasitasi
hely (sajat készitésii abra (35) forrds alapjan).

A spliceoszéma altal katalizalt folyamatoknak 2 tipusat kiilonitjiik el.
A leggyakrabban >99% gyakorisaggal eléfordulé U2 tipust intronokat a
»major” (f0) spliceoszoma, mig az Ul2 tipusu kevesebb, mint 1%-ban
eléforduld intronokat a ,,minor” (kicsi) spliceoszoma katalizalja. A kétfajta
spliceoszoma ugyanugy tobb kicsi nuklearis ribonukleoproteinbdl épiil fel
(snRNP), azonban az altaluk kivagott intronok hosszusdgukban é&s
konzervalt elemeiben is eltérek. Igy a spliceoszomék az intronokhoz vald
kotddésiikben is nagy kiilonbséget mutatnak (34) (35).

A legtobb szakirodalomban altalanossagban az élesztokben
eléforduld intronok konzervativ régidirol a kovetkezoket lehet elmondani:
az 5’ végen GUAUGU, az elagazasi helyen (lariat/BP) UACUAAC, a 3’
végen YAG szekvencia elemek szerepelnek, ahol az Y valamely
pirimidinnek felel meg. A BP elem és 3’-Y AG kozott 18-40 nt tdvolsag van.

Erre az egyik legjobb megfigyelést Kupfer ¢s munkatarsai adtak (36),
mely sordan 5 gomba faj keriilt Osszehasonlitdsra. A fungalis intronok
rovidek, ez az 5’°SS (splice site) és a BP elem kozti tavolsagbol adodik. Az
elagazasi pont adeninje a 3’SS-t6l szamitva a 13-36 nukleotidok kozott,
5’SS-t6l szamitva 52-220 nukleotidok kézott helyezkedhet el, ami az intron
teljes hosszatol és persze a fajtol is fligg. Az 5 faj vizsgalata sordn a donorra
kapott 3 osztaly: 5’GU—AG3’; 5’GC—AG3’ és 5’AU—AC3’, a donor
tovabbi 4 nukleotidja A vagy U volt. Emellett a gombakra jellemzé még

egy polipirimidin rész a BP elem és a 3’SS régid kozott.



A spliceoszoma a sejt egyik legnagyobb ¢€s legbonyolultabb gépezete,
ami minden alkalommal 6sszeszerelddik, ahdnyszor csak egy mRNS érés
torténik. Ot f8 alkotd részbdl tevédik Ossze, amik maguk is komplex
elemek. Ezek az U1, U2, U4/U6 és U5 snRNP-k. Mindegyikiik kis nuklearis
RNS-bdl és a hozzajuk kotddo fehérjékbdl allnak. Ezen feliil tobb, mint 100
fehérje alkotja még a spliceoszoéma szerkezetét. A kivagodast nem-snRNP
tipusu fehérjék, egyéb fehérje komplexek, splicing-ot segitd faktorok és 8
ATP-fiiggd helikdz tamogatja. Az snRNP-k transzkripcidés faktorok

jelenlétében RNS polimeraz II és RNS polimeraz Il enzimek segitségével

D lariat intron
érett mRNS A

5'SS BP 3'ss ) \
EXON (GU A — AG| EXON EXON EXON

szintetizalédnak (37).

AG

U2
pre-mRNS i K /’
— U6
Ul

u2
I — U5
EXON A — AG | EXON A
us )
E komplex EXQN YAG| EXON
/"\ u2 { U5
P komplex
U2
U1
EXON ~~—AG[ Exon |
pre-spliceoszoma _(us UE 2 ‘
A komplex Us \ EXON —<U A ——AG| EXON |
v~ e us/
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U2
U1
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\ 2 Ui)
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/ U aktivalt B komplex Ua
U1
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2. abra Spliceoszomalis intron kivagodas sematikus abrazolasa (143) és (35) alapjan.



Az intronok a pre-mRNS-bdl két konszekutiv transzészterifikacios
Iépésen keresztiil fognak kivagodni. Eldszor a lariat adenozin 2°-OH
csoportja az 5’ SS vagasi helyet fogja tdmadni ezzel egy lasszd (lariat)
alakot eredményezve. Mdsodszor, az 5° végen 1év0 exon 3’-OH csoportja
fogja tdmadni a 3” SS helyet, amit a két exon 0sszeligdlodasa kdvet, majd
végiil és az intron kivagddik (35) (38). A folyamat részleteit a 2. abra
segitségével mutatom be.

In vitro megfigyelések alapjan ez a rengeteg splicing
mechanizmusban résztvevd alkotd elem 15-60 perc alatt gytilik 6ssze és
késziil fel a folyamatra, mig maga a splicing in vivo kevesebb, mint 3 perc
alatt végbemegy. Ez is bizonyitja, hogy a splicing tekintetében sokkal
bonyolultabb szabalyozas—jellemzi az eukaridtdkat, mint a prokariotakat
(39). A génkifejezddést, beleértve az mRNS érését és az intron kivagddasat
is végig ellendrzése alatt tartja a sejt és sok-sok szabalyozasi faktor jatszik
szerepet abban, hogy minden megfeleléen miikodjon. Am igy is
eléfordulhat, hogy nem teljesen a vartnak megfelelé események zajlanak le

¢s hiba csuszik a folyamatba.

2.3 Alternativ splicing

Az alternativ splicing az intron kivagodas soran kovetkezik be, ha a
folyamat nem teljesen a szabalyoknak megfelelden torténik. Azonban ez a
sokszinliségének szempontjabdl. Alternativ splicing sordn az intron nem
szabalyosan vagodik ki az exonok koziil, ezaltal a mRNS mas nukleotid
sorrenddel/Gsszetétellel  fog  rendelkezni, aminek  kdvetkeztében
eléfordulhat, hogy egy teljesen mas fehérje fog képzddni rdla.

Az alternativ splicing (AS) felelés az adott mRNS-rdél képz6do

fehérjék izoformaiért, amik rendelkezhetnek hasonl6 tulajdonsagokkal, am
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eltérhetnek funkcidkban, felépitésben ¢és egyéb jellemzdkben is. Az
amoéboid protozodk csak 40%, a novényekben 60%, mig az emberek
génjeinek 95%-a érintett az alternativ splicingban (40). Ez a magyaréazat
arra, hogy az emberben 1év6 20.000 génrdl 50.000-100.000 fehérjevaltozat
is képzodhet (41). Egy kutatds soran megfigyelték, hogy Drosophila
DSCAM génjérél 38.016 fehérjevaltozat tud képzdédni (42). Fonalas
gombakban ¢és ¢élesztokben azonban ez joval ritkdbban fordul eld. Ezt az
intronok denzitdsanak kdszonhetik, ugyanis sokkal kisebb intron készlettel
rendelkeznek, mint fejlettebb eukariota tarsaik (43). A legkevesebb AS
esemény az ¢lesztd tipusu fajokban torténik, mig a fonalas gombakban 4
féle alternativ splicing tipus is megfigyelhetd. Az emlds sejtekben exon

skipping, a gombakban az intron retencio a leggyakoribb tipus (41).

Alapvetden az alternativ splicing 5 f6 tipusat kiilonboztetjilk meg (3. abra):

A. Exon skipping: ebben az esetben az exon vagy benne marad az érett
mRNS-ben, vagy pedig kivagodik a mellette 1évo intronokkal egyfitt.
Mindkét esetben miikodo fehérjét kaphatunk.

B. Egymast kizaré exonok esetében, ha egy adott exon benne marad az
mRNS-ben, akkor egy masik exon biztosan nem keriil az mRNS-be,
egymas jelenlétét kizarjak.

C. Intron retencid soran az intron az ¢érett mRNS-ben marad. A
tomldsgombak koreiben ez a legelterjedtebb forma.

D. Alternativ 3’- és alternativ 5 hasitohely hasznalata akkor fordul eld, ha
kettd vagy tobb hasitohely keriil felismerésre az exon egyik végén,
amely kovetkeztében az exonok fehérjekodold kapacitasa valtozik (43)

(44).
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A)
[ ExoN1 | INTRON1 EXON 2 INTRON 2 EXON 3 INTRON3 | EXON4 |

[ ExXoN1 [ ExOoN2 | EXON4 |
\—> [ ExoN1 | ExoN3 | ExoN4 |

B)

[ ExoN1 [ INTRON1 | EXON2 [ INTRON2 | EXON3 | ———» [ EXON1 [ EXON3 |
L » [ EXON1 | EXON2 | EXON3

C)

[ ExoN1 | INTRON1 | ExON2 [ IfTRON1 | EXON3 | —— [ EXON1 | EXON2 [ | EXON3 |
L—» [ ExoN1 | EXON2 [ EXON3 |

D)

[ ExoN1 | INTRON[t | EXON2 [ INTRON1 | EXON3 | ——> [ EXON1 | [ EXON2 | EXON3 |
L—» [ ExoN1 | EXON2 [ EXON3 |

E)

[ EXON1 ] INTRON 1 EXON2 | INTRON1 EXON3 | —> [ EXON1 [ INTRON1 [ EXON2 | EXON3

L— > [ EXON1 [ EXON2 | EXON3 |

3. abra Az alternativ splicing 5 f6 tipusa: A) egymdst kizaro exonok, B) exon skipping, C)
alternativ 5' hasitasi hely haszndlata, D) alternativ 3' hasitasi hely hasznalata, E) intron
retencio (sajat készitésii abra (43) alapjan)

Az alternativ splicing eseményét szamos dolog befolyasolhatja, pl.
nemi genotipus, sejtdifferencialodés, kiillonbozo jelatviteli utvonalak
aktivalodasa. Uj funkcidval rendelkezé domének adédhatnak hozza a
transzkriptumhoz, vagy akar a gén végétdl szdmitottan hamarabb kialakuld
stop kodon vethet véget a transzlacidonak, ugyanis ez esetben egy labilis
mRNS molekula képzddik. Az alternativ splicing okozta valtozasok
meghatdrozzak a fehérjék novekedési faktor receptorainak és a sejtadhézios

molekuldk ligand kotddéseinek lokalizacidjat, valamint a kindzok altali

foszforilacids tulajdonsagukat is. Az AS olyan sejtmikodésekbe is
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beleszolhat, mint az apoptozis, neuronok kozti kapcsolatok kialakitasa,
vagy a tumoros sejtek befolyasolasa (42).

A spliceoszomalis intronoknak az utobbi idékben tobb funkcidjara
hogy cis-acting elemeket tartalmazhatnak a hatarold részeiken. Kimutattak,
hogy emlds gének esetében egy intron visszamaradasa a transzkriptumban
az mRNS produkcié emelkedését mutatja (45). Az UTR (untranslated
region) intronok szintén regulacios befolyassal birnak az NMD (nonsense-
mediated decay) folyamatokban, mely sordn segitenek felismerni a
potencialis pre-mRNS-eket (46). Ezenkivil az mRNS nukleusz ¢és
citoplazma kozotti transzportjat (47). Allatokban és novényekben talalt
megfigyelés alapjan a géneken beliili els6 intron mindig a leghosszabb ¢és
konzervaltabb (48). Carvinus és tarsainak hipotézise alapjan az intronok 1j
gének kialakuldsédhoz is vezetnek. Egyfajta kdrnyezetben képesek a proto-
gének potencialis mikodé génekké fejlodni (49). Az intronok tovabba
védelmi funkcidkat is ellatnak, féleg a fejlettebb eukaridtak esetében, ahol
az intronok (pl. emberben 25%) nagy szammal szerepelnek a genomban,
ezaltal a bekovetkezd pontmutaciok vagy SNP-k jobb eséllyel az intron
régiot érintik. Az intronok tobbféle, nem kdédold funkciondlis RNS-gént

tartalmaznak (50).

2.4 Twintronok

A gének megszakito szekvencidi — az intronok — dsszetett szerkezettel
is rendelkezhetnek. Két vagy tobb egymdasba ¢keldédott intron egy
egységként fordul eld az exonok kozott. Ezeket a strukturakat twintronnak
keresztelték el. A twintront alkotd intronok egymads utdni lépésekben
tavolitédnak el teljesen az mRNS-bdl (14). A twintronokat idérendbeli

megjelenésiik alapjan mutatom be. Ez tiikkr6zi az intronok lehetséges
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idérendbeli megjelenését, ugyanis az elsé leirt twintronok ribozim
intronokbol tevddtek Ossze, majd azt kovették a kés6bb megjelent
spliceoszomalis intronokbdl allo twintron struktardk. Kizéarolagosan
spliceoszomalis intronokbdl 4ll6 és a konszenzus régidokba ¢kelddd belsd
intronnal rendelkezd twintron struktirdk a stwintron nevet kaptak, amely
felfedezését a tanszékiink tette meg 2013-ban (15).

A twintronokrol sz616 szakirodalmak az elsd felfedezésiik ota sorra
jelennek meg. Azonban egy alternativ splicinghoz, vagy egy elcsiiszashoz
is tarsitanak twintron kifejezést tévesen. Hafez ¢és Hausner 2015-ben
foglalta Gssze és csoportositotta az addig megjelent twintron tipusokat
kivagodasuk alapjan (51). Ebbdl adoddan jelen értekezésemben hasonléan
csoportokra kiilonitem el a twintronokat: Onkivagddo/ribozim tipust
twintronokra, melyeket értelemszertien ribozim intronok alkotnak; ¢és a
spliceoszoma altal kivagodo twintron szerli struktirakra, melyeket U2 vagy
U12 tipust spliceoszomalis intronok alkothatnak, am a beékelddés helye
nem a konszenzus szakaszra tehetd, nincs meg a stwintron jelleg.

A ribozim tipusu twintronok esetében a kivagddas sorrendje nincs
igazolva, nem mondhatjuk, hogy a belsd intron splicingjanak meg kell
eléznie a kiils6ét, igy az ebben a struktardban résztvevd belsd intront

leginkébb ,,nested intronok-nak nevezhetjiik (51).

2.4.1 Ribozim tipusu twintronok

A twintronok torténete 1991-ben Coppertino ¢s Hallick
felfedezésével kezdddott. Az elsé észlelt twintronok plasztisz DNS-ben
szerepeltek és ribozim aktivitassal rendelkez6 intronokbodl tevddtek Ossze,
ebbdl adddodan ribozim tipusu twintronokrol beszélhetiink.

A struktara az FEuglena gracilis kloroplasztjanak psbF génjében
talalhato. Megfigyelésiik egy hosszabb, 1042 nt nagysagi Group II intronra
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iranyult, ami jobban szemiigyre véve két intront tartalmazhatott, amik
egymasba ¢kelédve voltak az exonok kozott. Az RNS cDNS-sé
szintetizalasa, megfeleld primer hasznalat ¢és northern hibridizacios
eljarasnak koészonhetden kideriilt, hogy a nagy intronbdl elészor egy 618
nukleotidnyi szakasz vagodik ki, majd a maradék 424 nt is 6nallé Group II
intron formajaban szintén eltavolitodik. A twintron kifejezés ez alapjan két
iker Group II/Group II tipust intronbdl tevédott Gssze. Megfigyelések
alapjan els6 Iépésnek a belsd intron kivadgddasa volt a sejt szdmara
preferaltabb és csak azt kovetden vagodott ki a kiilsd intron is (14).

Majdnem egy év elteltével megtalaltak a twintronok elsé kevert
Group II/Group III strukturajat is szintén FEuglena gracilis
kloroplasztjaban. A riboszomalis protein S3 génjén (RPS3) egy bels6é Group
II intron ékelddott be egy Group III intronba. A twintronok létezésének
alapja lehetnek az evolucios fejlédés kovetkeztében beépiilt Group 11
intronok, melyek ko6zos Osre vezethetOk vissza az eu-, ciano- ¢és
archeabakteridkkal, valamint a kloroplasztiszokkal (52). Egyre t6bb intron-
az-intronban megszakitoé szekvencia keriilt leirdsra az E. gracilis cpDNS-
ében. Az rpl23 riboszomalis protein operonon egy Group III intronon beliil
egy Group II intron talalhatd, ami twintron-szerii struktarat alkotva szakitja
meg a roaAd gént (53). Az atpE ¢és psbD gének Group II/Group II
twintronokat (54), a psbK gén pedig Group III twintront tartalmaznak (55).
Hasonlo6 kevert twintronokat talaltak rokon fajokban is (56).

Az E. gracilis kloroplasztjanak tovabbi kutatasa kapcsan négy ujabb
tipusu twintront is felfedeztek (Group III/Group III), amit csak Group III
intronok alkotnak. Erdekességiikhoz tartozik, hogy az egyik egy cirkularis

elrendezésti intronban fordul eld. (57).
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A kovetkezo érdekes felfedezés 1993-ban kovetkezett, amikor
tobbszorosen Osszetett twintronokat talaltak. Egy intronon beliil tobb belsd
intron talalhatd, amik egymas utani Iépésekben tavolitddnak el (58). Az E.
gracilis kloroplaszt genomjanak teljes szekvenalasat kovetden kideriilt,
hogy szamos intron-az-intronban struktira alkotja a megszakitd
szekvenciakat. Ezek kozott Group II és Group III intronok egyarant
alkotnak azonos tipusbol vagy kevert tipusokbol twintronokat. Lehetnek
kiils6 vagy akar belsé intronok is és tObbszordsen beépiilt Gsszetettebb
twintronok is eléfordulnak (59) (60).

Twintronok nem csak az E. gracilis plasztisz DNS-ére korlatozédnak.
Errdl szamol be a Maier ¢s munkatdrsai altal irodott 1995-ben megjelent
cikk (61). Kriptomonad egysejtli alga, Pyrenomonas salina plasztiszaban
talalt megszakito szekvencia nemcsak hogy twintron, de az elsé intron elem,
amit felfedeztek ebben a genomban. Rhodomonas salina alga plasztisz
genomjaban degeneralt twintronokra lettek figyelmesek, ahol a belsd intron
elvesztette kivagddasra képességét €s a kiilsd intronjaval keveredve alkot
megszakitd szekvenciat (62). A hasado- €s sarjadzo €lesztokben 1994-ben
irtdk le az els0 intron-az-intronban struktiradt (63). Monomorphina
aenigmatica plasztiszaban twintronokat talaltak euglenoidok intronjainak
evolucios feltérképezésekor (64). P. purpureum plasztisz DNS-eiben is
talaltak twintronokat mikdzben mobilis genetikai elemeket vizsgaltak (65).

Deng ¢és munkatarsai Hypomyces aurantius mikoparazita
mitokondrialis cox génjében észleltek twintron-szerl struktirakat, melyek
kozvetlen egymas utan helyezkednek el (66). Hasonl6 struktardk Zubaer
publikalasaban tandem intronokként kertiltek leirasra Endoconidiophora
resinifera mitokondrialis DNS-ében (67). Annulohypoxylon stygium fonalas

gomba mitokondrialis DNS-ében 9 twintron strukttrat irtak le, melyek kozt
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egy-, vagy tobb parazita intron ¢kelédott be a kiilsd intronokba (68).
Mikopatogén Mycogone perniciosa mitokondridlis genomja vizsgéalataval
is evoluciods valtozasokat figyeltek meg mely bizonyitja az intronok gyors
reagalasat, miszerint szamuk a genomban konnyen novekszik és csokkenhet
is. Az evolucios folyamat sordn szamos rovid fragmentumot érintd
inszercids/delécids esemény, valamint mutacid tortént, ami a vizsgalt klad
kozotti twintronok kiilonbségéhez vezetett (69).

A twintron kutatdsok segitségével egyre jobban megérthetjiik ezen
kutatasai euglenoid kloroplasztjdban intron multiplikaciorél szamolnak be.
A cpDNS intronjainak és twintronjainak vizsgalata alapjan érdekes
észrevételeket tettek: az 51 intron struktarabol tobb mint fele magas szinti
homologiat mutat egymassal, valamint Group III intronoknak nyomat sem
talaltdk még twintront alkotd intronokként sem. Ez arra engedett
feltételezni, hogy az euglenoidok kozott elsé korben a Group II intronok
terjedtek el, majd ezekbdl alakulhattak ki a Group III tipusu intronok (70).

A ribozimekhez tartozd6 Group I intronok 1is alkothatnak
twintronokat. Didymium iridis nyalkapenészben talaltak twin-ribozim
tipusu struktarat (71). Tobb Ascomycota fajban Group I/Group I tipustt
Cryphonectria parasitica és Ophyocordyceps tricentri fajokban, valamint
egy Group II/Group I tipusat Chaetomium thermophilum-ban talaltak
(72). 2014-ben fungélis homing endonukledz kifejezddésében szerepet
jatszo twintron splicingot irtak le Chaetomium thermophilum gombaban.
Az mtDNS-ben talalhat6 twintron kiils6 Group I intronjat megszakitja egy
Group II intron. A belsé intron kivagddasaval kezdddhet el a homing
endonukledz szintézise (73). Az I-es tipusi organellaris intronok gyakran

hordoznak ORF (Open Reading Frame) elemet, amely endonukleazt kodol.
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Zumkeller és munkatarsai ,,zombi” twintronokroél szamol be.
Kutatasuk soran Group I/Group II és Group II/Group II twintronokat
fedeztek fel korpafiivek ¢és becdsmohak mitokondridlis genomjéaban,
melyek kozt eléfordulnak sensu stricto (szigortan vett/korlatozott) és sensu
lato (szélesebb/tagabb) struktardk is (74). (A sensu stricto kifejezést a
szigoru szabalyok alapjan kivagddo struktarakat értjiik. Mivel a konszenzus
elemben talalhat6 a belso intron, igy a kiilsé intron nem vagoddhat ki. Ezzel
szemben a sensu lato azokra az esetekre vonatkozik, ahol nincs ez a sorrand
szabaly.)

Metantermelé Methanosarcina. mazei Archea baktériumokban
retroelemek vizsgalata kozben talaltak twintronokat (75). Ezek olyan
transzpozabilis genetikai elemek, melyek reverz transzkripcid
bevonasaval ,,ugralnak” a genomon beliil. Trichodesmium erythraeum
tengeri cyanobaktérium Group II twintron strukturat hordoz Rnaz Hl-vel
kapcsolatos génjében (76). Myxomycetes valodi nyalkagombak rDNS S516
amely a His-Cys homing endonukleaz ORF-jét szakitja meg (77).

Az 1. és II. csoportba tartoz6 intronok, komplex intronok (twintronok)
az evolucid példainak tekinthetdk, ahol a komplex rendszerek nem adaptiv
mechanizmusok révén fejlodtek ki. Valdszinileg az RNS-vilagbol
szarmaznak, az organellaris ribozim-alapa intronok dsiek. Az 1. csoportba
tartozé intronok a tRNS (BHB) intronok potencidlis dsei, a II. csoportba
tartozo intronok pedig a nuklearis spliceoszomalis intronok potencidlis dsei

(78).

2.4.2 Spliceoszomalis twintron-szeri strukturak
Az els6 spliceoszomalis intronokhoz kothetd twintron strukturak

emlitése a Drosophila melanogaster pros génjéhez kothetd. Ez a gén az
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embridgenezis soran jatszik kulcs szerepet és alternativ splicing miatt
kétféle fehérje izoforma képzddhet rola. Olyan twintron talalhatéd a génben,
mely soran egy U2 intron egy U12 tipusuba van ékelddve. A két kiilonb6zo
tipust a hozzajuk tartozé kiilonb6z6 spliceoszomak képesek vagni. Kideriilt,
hogy a bels6 U2 intron kivagddasa kizarja a kiilsé U12 intron kivagddasat.
Ugyanis az U2 intron kivagddasakor a pros-L forma, mig az egész twintron,
az U12 intron eltavolitodasat kdvetden a pros-S izoforma fog képzddni az
mRNS-r6l. Ezek ardnya befolyasolja az embridgenezis folyamatat, a korai
szakaszra a pros-L, a késOi szakaszra a pros-S izoforma keletkezése a
jellemzdbb (79).

Gerincesek génjeiben is irtak le Ul2 és U2 tipust intronokbol
Osszetevodott twintron struktirékat, ahol a spliceoszomak versengése
befolyasolja a képz6dé mRNS-t. A kiilonboz6 spliceoszoméak 5 és 3° SS
helyei eltolédva helyezkednek el az intronokban, igy az intronok atfedést
mutatnak (80).

Twintronokra jellemz06 kivagddast fedeztek fel Herpes simplex 1-es
tipusu virus LAT génjének egy Oriasi intronjadban. A 2 kb hosszusagu intron
kétféleképpen tud kivagddni az exonok koziil, ami torténhet egy 1épésben,
vagy a twintronokra jellemzden két 1épésben is, melynek soran eldszor egy
0,5 kb nagysagu szakasz vagodik ki, majd a megmaradt 1,5 kb nagysaga
rész tavolitodik el (81). Amikor révid intronok ékelédnek be egy kiilsé
intronba, azzal nem befolyasolva a kivagodas sorrendjét, ,nested”
intronokrol beszélhetiink, ami egy twintron-szert struktiraként foghato fel.
Ekkor a kiilsd intron esszencialis spliceoszoma altali felismerd szekvencia
szakaszok a belsO intron altal érintetlenek maradnak, tehat sensu lato
twintron struktarakrol van szé (51). Ekkor viszont egy hatalmas megszakito

szekvencia talalhat6 két exon kozott, aminek az eltdvolitasa bonyolult lehet
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a sejt szamara, igy a kisebb intronok hamarabb kivagodnak. Tokéletes példa
erre Suzuki Hitoshi és munkatarsainak 2013-ban tett publikalasa, mely
soran két ,,nested” intront taldltak emberi disztrofin (DMD) génben. Az
ebben taldlhat6 hatalmas struktira 110.199 nukleotidbdl all és két kisebb
intron kivagodasat vélték felfedezni a harmadik kiilsd intron eltavolitodasat
megeldzden (82).

Nagy intronok kivagasanak egy masik maédjat is leirtak a Drosophila
ultrabithorax (Ubx) génjében eldszor 1998-ban (83). Késébb ,,rekurziv
splicing”-ként elnevezve a kivagodast, a szerzOk tovabb folytattak a
kutatast. Tulajdonképpen két intron egymast kdvetden helyezkedik el, a 3’
és 57 végeik kozvetleniil 6sszeérnek (AGGT) és egy ,ratchet point”-ot
alkotnak, ami egy 0 nukleotidos exonként foghat6 fel. Az intronok sorban
tavolitodnak el egymast kovetden amig a teljes intron struktira ki nem
vagodik (84). Egyéb Drosophila génekben is igazoltak a rekurziv splicing
jelenségét (85), valamint Homo sapiens agyi génjeivel kapcsolatosan is
irtak errdl (86).

Hafez ¢és Hausner 2015-0s publikacigjaban a nested és rekurziv
splicingokon kiviil még osszefoglaltak az ,.intrasplicing” mechanizmusat
is (51), melyet Parra ¢s munkatarsai mutattak be még 2008-ban. Gerincesek
citoszkeletalis adaptor fehérjéinek 4.1R- és 4.1B paraldgjaiban figyelték
meg. Intrasplicing sordn a megszakitd szekvencia tobblépéses folyamat
soran ugy vagodik ki, hogy egy szomszédos szekvenciadarab exonként
(intraexon) viselkedik, igy az visszamarad a mRNS-ben, majd a
legk6zelebbi splicing sordn intronként viselkedve eltavolitodik (87).

Az intrasplicing, nested splicing és rekurziv splicing jelenségei

mellett spliceoszomalis twintron strukturdk kivagodasara egy ujabb
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lehetdség kertilt feltarasra, amely immar stwintronként keriilt bemutatésra a
tanszékiink elsd sensu stricto twintronokrol sz616 cikkjében (15).

A twintron és twintron-szerii strukturakkal kapcsolatos tovabbi
vizsgalatok indokoltak, mivel megértésiikkel tobbet tudhatunk meg az
organellaris, mind a nukledris genom evolucidjardl. Az intronikus régiok
hatassal lehetnek a gének expresszidjara, és biotechnologidban is

alkalmazhatok.

2.5 Stwintronok

A stwintronok az eddig emlitett twintron struktirakhoz hasonl6an tobb
intronbdl all6 megszakito szekvencidk. Az dket alkotd intronok mindegyike
spliceoszomalis U2 intron, tehat a spliceoszoma aktivitas nélkiilozhetetlen
a kivagodasukhoz. A résztvevd intronok egymasba ékelddve helyezkednek
el, tulajdonképpen az euglenoid kloroplasztban talalhaté Group II/Group III
twintron spliceoszomalis analdgjai. Kivagodasuk igy négy egymast kovetd
transzészterifikacidos folyamat, mely soran a belsd intron kivagodasa
megeldzi a kiilséét (15).

2013-ban keriiltek leirasra el6szor spliceoszomalis iker intron
struktarak a Debreceni Egyetem Biomérnoki Tanszékén. Genomok
filogenetikai vizsgalata soran akadt ra a kutatocsoport egy keret eltolodasra
(,,frameshift”), majd jobban megvizsgalva, lathat6 volt, hogy az intron
donorjaban egy masik intron taldlhatd. Laboratdériumban végzet kisérletek
alapjan bizonyitast nyert, hogy a Fusarium verticillioides ciklikus imidin
hidroléazt kédold PIH2 génjében a donor elsd €s masodik nukleotidja kozé
¢kelodve talalhaté egy belsé intron egy sensu stricto stwintront
eredményezve (15).

A stwintronok kivagddasa kétlépcsdés folyamat, a belsé intron

kivagodasa nélkiil a kiils6 intron sem tud kivagddni. A spliceoszémalis
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intronok esetében harom konzervativ szekvencia taldlhatdé meg az
intronban. Az 5’-donor régié az intron elsé 6 nukleotidja; a lariat vagy
eldgazasi régi6 az intron 3’ végéhez kozelebb taldlhatdo meg és 6
nukleotidbol all; valamint az akceptor régi6, ami az intron 3 utolso
nukleotidja. A spliceoszoma képes felismerni ezeket a konzervativ
szekvenciakat, majd kivagni a komplett intront az mRNS-bol. A belsd
intronok a harom szekvencia valamelyikébe be¢kelddve taldlhatoak meg, ez
alapjan harom stwintron tipusrol beszélhetiink: donor [D]; lariat [L]; vagy
akceptor [A] helyre ékel6dd stwintronok. Mivel a kiils6 intron konszenzus
szekvenciai egy masik (belsd) intron 4altal megszakitva vannak, a
spliceoszoma nem képes felismerni és ezaltal kivagni a kiilsé intront.
Helyette a belsé intront fogja els6é 1épésben kivagni. Ezt kvetden viszont a
kiilsé intron konszenzusai mar helyreallitodnak, a spliceoszéma szamara

felismerhetévé valnak és masodik Iépésben kivagddhatnak az mRNS-bol.

[D] o Li BN Ai [A] S Li BN Ai

D=y
| DelHN Ae
oy

4. abra: Stwintron tipusok. [D] donor régioba, [L] lariat régioba, [A] akceptor régioba vagy
[sensu lato] az 5' véghez kozel, de nem konszenzus szekvenciaba ékelédétt belsd intron
alapjan (22). Az ,,i” betii jeloli a belsd intront (internal), az ,,e” betii pedig a kiilsé intront
(external).

A stwintronok elnevezéséhez tartoz6 nomenklatira egy betiit és 2 szadmot
tartalmaz kapcsos zarojelben. A betli a harom konszenzus szekvencia
egyikére utal, mig a szamok azt adjdk meg, hogy a bels6é intron melyik 2
nukleotid kdz¢é €kelddott be a konszenzus szekvencidn beliil (15).

A kutatocsoportunk altali elsé felfedezett [D1,2] tipusi stwintron
mellett egy [D2,3] tipusu is publikalva lett Trichoderma reesei bioDA biotin

szintézishez sziikséges enzimet kodold génjében (15), azonban késdbb ezt
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a kutatast szamos fajra kivetitve ujra elvégezték. Ortolog bioDA géneket
vizsgaltak filogenetikai elemzéssel 0Osszevetve. Ugyanazon intron
poziciokat vizsgalva lathatéva valt, hogy az intronok megjelenhetnek,
¢s/vagy eltlinhetnek a genomokbol. Szamos csalddon beliil a stwintron
struktira mar régen jelen volt a génben, viszont mas fajokban a gén nem
hordozza a stwintront, helyette normélis kanonikus intron van (18).

Két évvel késobb 2 1j stwintron kertiilt publikalasra. Helmithosporium
solani alternativ oxiddz génjében egy kiilonleges [D1,2]/[A2,3] tipusu
stwintront talaltak. Ennek érdekessége, hogy a struktura belsd intronja ugy
helyezkedik el, hogy [D1,2] vagy [A2,3] tipusu stwintronként is
értelmezhetd, ezt bizonyitja a kétfajta kivagodasi modja is. A kivagodasi
utvonalak viszont egyenranguként zajlanak ¢és a kapott érett mRNS
szekvenciaja ugyanaz, tehat ugyanaz a fehérje képzdédik rola (88). A masik
Helmithosporium solani ald6z mutarotdz enzimet kodold génjében talalt
stwintron hasonld kivagddasi mechanizmusokkal tudja eltavolitani
intronjait, azonban csak a [D1,2] tipust kivagddas eredményeként kapott
transzkriptumrdl fog mikoddképes fehérje képzddni. Az [A2,3]
kivagdédasakor a belsé intron eltavolitasat kovetden egy STOP kodon
képzddik az atiratban, igy arrdl nem képzddik miikodo fehérje (88).

Aspergillus nidulans genomjaban torténd keresések utan bukkantak ra
egy drug H+ antiporter membran fehérjét kodolo DHAI génben 1évo
potencialis stwintronra, ami hasonlé [D1,2] tipust, mint a korabbi
publikacidkban résztvevd stwintronok. A kutatasba beletartozott ezen
DHAI gén ortologjainak vizsgalata is tobb gomba fajban, ugyanis nagy
mértékl konzervativitdsa révén ez alapjan tobb stwintront lehetett talalni
mas fajokban is. Trichoderma reesei-ben sikeriilt is detektdlni egy

[D1,2]/[A2,3] tipust stwintront, ami hasonloképpen két uton képes
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kivagddni, mint a H. solaniban (88) (17). A. nidulans és Aspergillus niger
fonalas gombdkban végzett keresések alapjan ) [D1,2] tipust
stwintronokat talaltak lipdz enzimet kodold ortolog génekben (18). 4.
nidulans Rtn génjében ,reticulon-like protein” - egy Uj tipusu [D5,6]-0s
stwintront talalt kutatdcsoportunk, amely 2019-ben keriilt publikélasra (19).
Tovabbi fajok ortolog génjeinek kutatdsaval kideriilt, hogy majdnem
minden elérhetd Pezizomycotina altdrzsbe tartozé gomba genomjaban jelen
vannak az stwintronok. Kisérletes bizonyitast nyertek Botrytis cinerea, A.
niger, T. reesei, Neurospora crassa és H. solani genomjaiban. A. niger €s
N. crassa génjeiben viszont egy exon skipping jelenségét is megfigyeltek,
melyet a stwintron, és egy nem sokkal mellette elhelyezkedd kanonikus
intronnal egyiittes kivagodas jellemez. A két megszakitd szekvencia kozti
rovid exon igy szintén kivagodasra keriil a transzkriptumbdl. Ez a jelenség

evolucios intron vesztéshez vezetett (19).
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3. CELKITUZESEK

A kutatocsoportunk célja az elsd stwintron struktura feltarasat kovetéen
kezdetben minél tobb stwintron leirasa volt. Az évek sordn szamos fonalas
gomba genomot vizsgaltunk at és sikeresen azonositottunk stwintronokat.
fgy ez alkalommal a kovetkezd célokat tiztik ki a tervezett

kisérletsorozathoz:

1. Fonalas gomba genomtdl eltérd, élesztdégomba fajokban talalhatd
stwintronok igazolasa molekularis bioldgiai médszerekkel.

2. A stwintron keresé modelliink atdolgozasa és finomhangoléasa [D1,2]
tipusu struktarakra.

3. Toébb ugyanazon [DI1,2] tipusu stwintronokat tartalmazd genom
keresése, majd igazolasa laboratoriumi koriilmények kozott és in silico
analizissel.

4. Az 0Osszegyljtott stwintronok szekvencia elemzése, szimmetriai
vizsgalata, valamint a masodlagos szerkezetének lehetséges
felépitésének meghatarozasa.

5. Az adatgy(ijtést kovetden az elemzett stwintronok lehetséges
stwintronizacids folyamatainak kikovetkeztetése, feltarasa.

6. TényezOk meghatarozasa, amelyek befolyasolhatjak/kialakithatjdk a

crcr
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Bioinformatikai modszerek
4.1.1 Intron modellek, potencialis stwintronok keresése

A twintronok keresésére a Kupfer altal publikélt spliceoszomalis
intronokra jellemzd modellt (36) alkalmaztuk, a kiilsd és belsd intronokra
egyarant. Kupfer A. nidulans-ra alkotott modelljét 2017-es cikkiinkben
kezdtiik el 6sszetett intronokra hasznalni, amikor a lariat els6 bettjelét, ,,R”-
t,,D”-re és az akceptor szekvencia elsd betiijelét ,,Y-rdl ,,H”-ra cseréltiik,
ezzel bévitve a potencidlis intron jeldltek szamat a keresés soran (17).

Kupfer cikkét alapul véve az A. nidulans spliceoszomalis intronjainak
konzervativ részei: a donor elsé két nukleotidja: GT; a lariat elagazasi
pontja: A; és az akceptor utolso két nukleotidja: AG. A konszenzus
szekvenciak kozotti tavolsagok meghatarozasahoz szamitasba vettiik az
alabbi szabéalyokat: a genom atlagos intron hossza 73 nt, a minimum
intronhossz 43 nt, a maximum intronhossz 160 nt. A donor és lariat k6zo6tti
szekvencia szakasz nagyobb, mint a lariat és akceptor kozotti, igy a donor
¢s lariat kozott 25-120 bazispar, a lariat és akceptor kozott 4-24 bazispar
tavolsagot allitottunk be (17) (36).

A késobbiekben bemutatasra keriilé egyedileg eldforduld (UO) [D1,2]
stwintronok (5.3 bekezdés) keresésére az altalunk kordbban felallitott
modellbdl indultunk ki, amely az 5. 4bran a ,,[D1,2] sister intron modell”.
A késébbiekben még tobbet ,,engedtiink”™ a talalatok szaménak azaltal, hogy
a donorok potencialis jeloltjeit bovitettiik. Ezekben a hibrid modellekben
mind a kiilsé- és bels6 intronokhoz tartozé donorok 3. 4. €s 6. nukleotidjat
»N’-re cseréltik, ami mind a négy nukleotid lehetdséget engedi 5’-

GTNNGN. Azonban az 0sszes, 64 lehetséges intron varidciobol csak 24
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félét alkalmaztunk, aminek az alapja egy kordbbi, nem publikalt eredmény.
Azt a 24 lehetOséget hasznaltuk, amelyek egy kordbbi Pezizomycotindkban

végzett statisztikai analizis soran >0,6% valddi intron donort képviselnek.

A. QR\VG\" NNNNNNNNNNNNN \‘R&'TR‘A\' NN X'&
) G®) " 1)
B. GTRWGYNNNNNM NNNNNNNNNDYTRAYNNNNHAG
) (25-120) e N ZET I

C. [D5,6] keresémodell

GTRWGGTRWGY DYTRAY HAGY DYTRAY HAG
(25-120) (4-24) (25-120) (4-24)

[D1,2] sister stwintron modell

GGTRWGY DYTRAY HAGTRWGY DYTRAY HAG
@10 @29 @0 @

[D1,2] keresémodell A

GGTNNGN DYTRAY HAGTNNGN DYTRAY HAG
580 @20 a0 “@20)°

[D1,2] keresémodell B
GGTNNGN DYTRAY HAGTNNGN DYTRAY HAG

—> —> > —>
81-110 (320 (25-110) (@-20)

[D1,2] keresémodell C

GGTNNGN DYTRAY HAGTNNGN DYTRAY HAG
“3%0 > @20 “200) > “@0°

[D1,2] keresémodell D
GGTNNGN DYTRAY HAGTNNGN CYTRAY HAG

> 0 > —>
(25-80) (@20 (25-110) (@20

5. abra A.) Kupfer intron modellje A. nidulans-ra: G: guanin, T: timin, R: adenin vagy
guanin, W: adenin vagy timin, Y: citozin vagy timin (36). B.) Altalunk kibévitett intron
modell: G: guanin, T: timin, R: adenin vagy guanin, W: adenin vagy timin, Y: citozin vagy
timin, D: adenin, guanin vagy timin, H: adenin, citozin vagy timin (17). C.) Stwintron
modellek a kereséshez: kék — kiilsé intron, magenta — belsé intron. A keresomodell A, B, C és
D kozétti valtoztatasok piros szinnel vannak jelolve. C: citozin, N: barmely nukleotid (sajat
keészitésii abra).

Az eredmények konnyebb kezelhetdsége érdekében kizartuk a kevésbé
kanonikus 5’-GC tipusu donorokat és az 5’-GAG akceptor szekvencidkat a
talalatok koziil. Ezek alapjan a ,,keresémodell A” volt a kiindulé pont, majd

a konszenzus szekvencidk kozti tavolsdgokat is modositottuk annak
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reményében, hogy tobb stwintron jeloltet taldlunk. A tavolsagok
meghatdrozasahoz szintén a Pezizomycotinakban tortént analizist
hasznaltuk fel. A Sequence Manipulation Suit DNA Pattern Find (89)
programjaban alkalmaztuk a kiilonb6z6 keresé motivumunkat.

A keresémodell A 24 lehetséges donor hexamerekkel (a piros szin a

belsd intront, mig a kék szin a kiilsd intron elemeit reprezentélja):

G (GTAAGT | GTATGT | GTGAGT | GTACGT | GTAAGC | GTATGC | GTAGGT | GTA
AGA|GTGCGT | GTACGC | GTGAGC | GTATGA | GTAAGG | GTTAGT | GTCAGT | G
TGAGA | GTGTGT | GTTTGT | GTACGA | GTATGG | GTTCGT | GTGGGT | GTAGGC
| GTACGG) . {25,80} [AGT] [CT]T[AG]A[CT].{4,20} [ACT]AGT (AAG
T|ATGT | GAGT | ACGT | AAGC | ATGC | AGGT | AAGA | GCGT | ACGC | GAGC | AT
GA|AAGG| TAGT | CAGT | GAGA | GTGT | TTGT | ACGA |ATGG | TCGT | GGGT | A
GGC|ACGG) . {25,110} [AGT] [CT]T[AGIA[CT].{4,20} [ACT]AG

A Hypoxylon sp. CO27-5 (MDCLO1) genom szekvenciajat, ami 580
contigot tartalmaz, a National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (90) adatbazisabol toltottiik le.

4.1.2 Ortolog gének vizsgalata, génbanyaszat
A retukulum fehérje 6seinek felkutatasa céljabol, amely egy korabbi
publikacionkbol ered (19), homolog géneket kezdtiink keresni kiilonbozd
gombafajokban, melyhez az adatbazisokat az NCBI szolgaltatta szdmunkra.
A nagy hasonlosagot mutatd [D1,2] stwintronok gytijtése a Hypoxylon
sp. CO27-5 genomjabol tortént (Gene Bank Master Accession number
MDCLO00000000) BLASTN hasznélataval NCBI hivatalos online
adatbazisaban. 4. nidulans (GenBank AACD01000130, CDS koordinatak:
start-stop: 208790-210069, publikalatlan munka) egy korabbi kutatasbol
szarmazd joOl konzervalt mitokondrialis carrier proteinjének ortologjat
kerestiik szamos gomba genomban, amikor figyelmesek lettiink két talalatra
Hypoxylon sp. C0O27-5 és EC38 gombakon belil. A C0O27-5 [D1,2]

stwintronja a HCOc017A nevet kapta. Késébb ezt a szekvenciat
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felhasznadlva TBLASTN segitségével Genome Shotgun contig (WGS)
adatbazisokat kutattunk at és rengeteg teljes- vagy parcidlisan hasonld
szekvenciat kaptunk, amik azt sejtetik, hogy ez a stwintron része egy 1j
struktaralisan kapcsolodd megszakitd szekvencia csoportnak. Kilenc
gomba genomjaban taldltunk nagymértéki hasonldésagot mutatd
stwintronokra, amelyeket ,sister” stwintronoknak neveztink el. A
felhasznalt WGS adatokat a /1.1 melléklet tartalmazza.

A Xylariales rendbe és Hypoxylaceae csaladba tartozd fajok koziil
ortolog és paralog gének egyarant kigyljtésre keriiltek, hogy az intron
poziciokat jobban meg tudjuk hatdrozni. Az intron-exon strukturdkat
manudlisan hatdroztuk meg ¢és minden génre végeztiink analizist, igy az
Osszes szekvenciaeredetli informaciot O0sszegyljtottik. A Hypoxylon sp.
CO27-5, Hypoxylon sp. EC38 ¢s Daldinia sp. EC12 legtobb génmodelljét
SRA adatokkal megerdsitettiik, ugyanis az NCBI Sequence Read Archive
(SRA) a legtobb stwintron koztes szekvenciajat (splicing intermedier,
»splinter”) igazolja. A splinter szekvencia azért kiilonleges, mert az RNS-
bdl torténd stwintron kivagddas soran eldszor a belsd intron vagodik ki,
majd egy kovetkezd 1épésben a kiilsd intron, igy az SRA ellenérzésnél 60-
60 nukleotidnyi szakaszokat vizsgaltunk a belsé intron kivagodasi helyétol
5’- ¢és 3’ iranyban. Ekkor az olvasatban a kiilsé intronnak még benne kell
lennie, ez az allapot 1ényegesen ritkdbban kimutathatd, mint a teljesen
kivagodott stwintron struktira olvasata. Ehhez tartoz6 SRA adatok a 7/.1
melléklet alatt talalhatoak.

Az  eredményeinket nem hasznaltuk automatikus annotalo
programokban, ugyanis a stwintron strukturajat ezen programok nem
ismerik fel, igy a transzlacio utan funkciondlisan annotaltuk a legtobb sister

stwintront hordozé gént a Protein Families (Pfam) adatbazisbol (91).
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4.1.3 Filogenetikai analizis, és egyéb informatikai modszerek

4.1.3.1 A retukulum fehérje analizise

A Multiple sequence Alignment with Fast Fourier Transform
(MAFFT: version 7) (92) programmal tobbszords illesztéseket végeztiink
L-INS-i algoritmust alkalmazva, BLOSUMS0 pontozdsi matrixot
hasznalva. Ez megfelel6 a PF02453 domén szamara. 902 valoszinl fehérjét
hasonlitottunk 0ssze, ebbol 136 informativ talalat keriilt kivalasztasra a
Block Mapping and Gathering with Entropy (BMGE, version 1.12) (93)
szoftver segitségével BLOSUM40 hasonlosagi matrixot ¢és 4-es
blokkméretet hasznalva. A maximum likelihood térzsfakat PhyML (version
3.0) program automatikus szubsztiticiés modelljét (94) hasznalva,
alapértelmezett modban készitettiik. A Smart Model Selection (SMS)
szoftver valasztotta az LG+G+I+F szubsztituciés modellt (95) az Akaike
Information Criterion (AIC) becslését hasznalva. A fa dgainak hosszat az
Approximate likelihood-ratio test (96) biztositotta. A torzsfa rajzolasa
FigTree (version 1.4.3: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) program
segitségével tortént a PhyML Newick kimenetelébdl. A tovabbi
szerkesztéseket Adobe Illustrator (Adobe Inc., San Jose, CS, USA)

programmal készitettiik.

4.1.3.2 Sister stwintronok analizise

A torzsfa készitéséhez a Xylariales 37 fajanak ortolog
mitokondrialis szallité fehérjéit (329 aminosav, Hypoxylon sp. CO27-5;
cDNA: GenBank MW498246, HCOc017A) hasznaltuk fel az altalunk
létrehozott génmodelleket alapul véve. A MAFFT (92) program G-INS-i
algoritmusaval ¢s BLOSUMG62 pontozd matrixaval tobbszoros illesztéseket
végeztiink. 316 informativ adatot valasztottunk ki a BMGE (93) szoftver
segitségével a BLOSUMG62 hasonlésagi matrix és 4-es blokkméret
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paraméterekkel. A maximum likelihood torzsfa készitése SMS-PhyML
LG+G+I+F szubsztitaiciés modell (95) alapjan FigTree program
segitségével tortént. A fa 4gait Shimodaira-Hasegawa-like approximate
likelihood-ratio tests (SH-like alLRT) (96) adta. A torzsfat 6sszekdotottiik 6
olyan fajjal is, melyek nem tartoznak a Hypoxylaceae vagy a Xylariaceae
csoportba. (A fa nem irdnyadd a Hypoxylaceae molekularis
taxondmidjahoz.)

A maximum likelihood torzsfa készitése 19 paraldg sister stwintron
¢és 10 2-es tipusu cropped sister intronbol tértént Hypoxylon sp. CO27-5
fajban. MAFFT (92) program E-INS-i algoritmuséaval és 20PAM pontozo
matrixaval tobbszoros illesztéseket végeztiink. Két vagy harom intronikus
szekvencia 0sszehasonlitasara a Clustal Omega (97) szekvenciaillesztését
alkalmaztuk. A fa 37 fajbol szdrmaz6 ortolog mitokondrialis szallito fehérje
alapjan lett elkészitve FigTree programban. A sister stwintronok és a
fehérjék filogenetika fajdhoz a BMGE (93) szoftver segitségével
valogattunk adatot, majd a PhyML programot hasznalva az SMS (95)
szoftverrel készitettiik el azt gy, hogy az SMS-PhyML 5000 ismétlést
futtatott Felsenstein-féle bootstrap (98) alapjan az dgak kikovetkeztetéséért.
A szubsztitliciés modellt automatikusan valasztottuk: GTR+G+]. Adobe
INlustrator segitségével végeztiik el a tovabbi modositdsokat. A forditott
termindlis ismétlédésekkel rendelkezé egyszalu eldgazdé RNS intronok
masodlagos szerkezetének a kalkuldldsdhoz az RNAfold (99), mig a
teoretikus hibridizacids energia- és bazisparosodasbol kovetkezd dupla-
szalu molekula kalkulacioja ugyanazokbol a (stw)intron RNS-ekbdl az
RNAcofold (99) (100) programmal tortént. A sister (stw)intronok pre-

mRNS-einek 5’- és  3’-exon-intron  taldlkozasainak  kozvetlen
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kornyezetének szekvencia logo6jat a Skyline (101) program adta

alapértelmezett beéllitasokkal.

4.1.3.3 Egyedi (nem-sister) stwintronok analizise

A stwintronok pre-mRNS-einek 5’- és 3’-exon-intron taldlkozasai
kozvetlen kornyezetének szekvencia logdjat a Skyline (101) program adta
alapértelmezett beallitasokkal. A Hypoxylon sp. CO27-5 gombabdl 117
stwintron lett azonositva ¢és a rajuk jellemzO paramétereket —
szekvenciahossz, fazis, minimalis szabadenergia felhasznalas a masodlagos
szerkezet kialakitasahoz, AU arany — 0sszegyiijtottiik egy Excel tablazatba,
ami nem lett mellékelve az értekezéshez (Microsoft Office Professional
Plus 2016; Microsoft Cooperation, Redmond, WA, USA). MAFFT (92)
program E-INS-i algoritmusédval szekvenciaillesztéseket végeztiink az
egyszalu stwintronok sajat forditott komplementer szalaval. Az RNAfold
(100) (99) segitségével képeztiik a masodlagos szerkezeteket az izolalt
bazisparok elkeriilése nélkiili beallitas mellett, és a legkisebb minimum
szabad energia felhaszndldsi adatokat is feljegyeztik (AG). Ezeket
Osszehasonlitottuk az Mfold (UNAfold weboldal) (102) (103) altal kapott
alternativ eredményekkel. A sister stwintronokkal Gsszehasonlitast
végezve, a masodlagos szerkezet javitasara a MAFFT eredményeken
manudlisan korrigalni kellett egy-két sister stwintron esetében. Ezek

masodlagos szerkezetét RN Aalifold (ViennaRNA webhely) (104) adta.

4.2 Felhasznalt gomba torzsek

1. tablazat A felhasznalt torzsek, a térzsek gyiijtemeény szamai és az alkalmazott taptalajok

Kisérletben hasznalt torzsek

Faj Gytlijteményszam Taptalaj | Taptalaj osszetevok
Lipomyces 4% glukéz
suomiensis (105) CBS 7251 GPYA 0,5 % pepton '

0,5 % ¢élesztokivonat
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(1,5 % agar)
Lipomyces o 1
kononenkoae CBS 2514 MEX ?l/g f)}(l)a;a?rf fvonat
(105) > 7088
Lipomyces CBS 944 MEX 3 % malata kivonat
lipofer (105) (NCAIM Y.00351) (1,5% agar)

1 % élesztOkivonat
Lipomyces 2 % pepton
starkeyi (106) CCY 33-1-1 YEPD 2% Ic)legtr(')z

(1,5 % agar)
Hypoxylon sp. 4% burgornya kivonat
C027-5 (107) besorolatlan PDA 2 % dextroz

(1,5 % agar)

Az ¢lesztOket a szadrmazasi helyiik altal ajanlott megfeleld
koriilmények kozott tartottuk, neveltiik az /. tablazat alapjan 26 °C-on.

A Hypoxylon sp. CO27-5 torzset Potato Dextrose Agar (PDA)
(Neugen Culture Media, Lansing, MI, USA) t4ptalajon neveltiik 7 napig,
szobahOmérsékleten (25 °C).

4.3 Nukleinsav izolalas

Az ¢lesztd torzseket 100 ml taptalajt tartalmazd 500 ml-es
Erlenmeyer lombikokban novesztettiik ki. 16 6ran keresztiil 200 rpm-en
razogépben (Infors HT Multitron, Infors AG, Lonay, Switzerland) tartottuk
Oket. A biomasszat centrifugaltuk 10.000 rpm-en 5 percig, majd
sejtfeltarashoz keramiagyongyoket tartalmazd centrifugacs6be (MagNa
Lyser Green Beads; Roche) helyeztik ¢és 4000 rpm-en 30 mp-ig
homogenizaltuk MagNa Lyser Instrument (Rocher) segitségével. A
homogenizatumb6l a Macherey-Nagel NucleoSpin kitek segitségével
tortént a nukleinsav izolalas. Genomi DNS esetében a NucleoSpin Plant 11-
, az RNS esetében NucleoSpin RNA Plant kiteket hasznaltunk (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Germany). A mennyiségek
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meghatdrozasadhoz NanoDrop 2000 késziiléket hasznéaltunk (Thermo
Scientific).

Hypoxylon sp. CO27-5 siillyesztett tenyészetének készitéséhez 100
ml potato dextrose broth (HiMedia Laboratories GmbH, Einhausen,
Germany) taptalajt tartalmaz6 Erlenmeyer lombikokat razégépben (Infors
HT Multitron, Infors AG, Lonay, Switzerland) rdzatunk 25 °C-on 24 6ran
at 200 rpm-en. A lombikokat a 7 napos Petri-csésze feliiletérdl lekapart és
steril 1/10* Tween 80 (VWR International LLC, Debrecen, Hungary)
oldatba vitt micéliummal oltottuk le. A biomassza micéliumat Miracloth-on
(Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) keresztiil szlirtem és steril
jéghideg disztillalt vizzel mostam. A micéliumot folyékony nitrogénben
hirtelen lefagyasztottam, majd keramia dorzsmozsarban folyamatos
nitrogén adagolds mellett feltortem. A genomi DNS és RNS izoléalasa a
Macherey-Nagel NucleoSpin Plant II- és NucleoSpin RNA Plant kiteket
hasznaltam (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany).

4.4 RT-PCR és a PCR termékek klonozasa

A cDNS szintetizaldsait az RNS templat és Oligo(dT) primer
hozzéadasaval a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével
készitettem. Az RT-PCR (Reverse Transcription Polimerase Chain
Reaction) elvégzéséhez a cDNS-t templatként, célzottan tervezett
primereket (Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium, 11.2
bekezdés) és Dream Taq DNS polimerazt (Thermo Scientific, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltam. A reakcié T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad, Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest, Hungary)

késziilékben folyt a 2. tablazat szerinti koriilmények kozott.
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Az RT-PCR-hez hasznalt primerek felhaszndlas eldtt gradiens PCR-
ben ellendrizve lettek, amihez genomi DNS templétot alkalmaztam. Ezaltal
a primerek betapadasi homérséklete is megvalasztasra keriilt, melyet a 2.
tablazat szemléltet. A splinter szekvenciak kimutatasdhoz a primereket tigy
kellett megtervezni, hogy a teljes stwintron kivagddas koztes termékét
kisztirjiik, igy a reverz primert a kiils6 intronon beliilre tervezziik. Ez kétféle
méretli terméket fog adni, melyek koziil a kisebbik lesz az altalunk keresett

koztes szakasz.

2. tablazat Az alkalmazott RT-PCR reakciok paraméterei

Lipomyces fajok Hypoxylon sp. CO27-5
95 °C ‘ 2 min 95 °C ‘ 2 min
95 °C 30 sec 95 °C 30 sec
40X 56 °C 1 min 60 °C 1 min 35X
72 °C 1 min 72 °C 0,5-1 min
72 °C ‘ 5 min ‘ 72 °C ‘ 5 min

A  PCR reakciok eredményének a detektalasara agardz-
gélelektroforézist végeztem (SeaKem LE Agarose; Lonza Group Ltd.,
Basel, Switzerland). A futtatas végén elvalasztott terméket gélextrakcios
folyamattal tisztitottam (NucleoSpin Gel & PCR Clean-up, Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany), majd klénoztam pGEM-T Easy
(pGEM-T Easy Vector System I, Promega Corporation, Madison, WI,
USA) vektor segitségével. Minden RT-PCR reakciot kétszer végeztem el
kiilonb6zé inokulum tenyészetekbdl. A plazmid DNS a NucleoSpin
Plasmid EasyPure kittel lett izoldlva (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Diiren, Germany). Harom egymastol fiiggetlen klont kiildtiink

szekvenalasra minden termék esetében (Eurofins Genomics, Ebersberg,
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Germany). A szekvenalas soran univerzalis primereket hasznalnak, melyek

a vektor meghatarozott szakaszaival hibridizalnak.

Az altalunk GenBank-ba feltoltott SRA adatok a kdvetkezdek:

e  Hypoxylon sp. CO27-5 sister (stw)intronok esetében: MW490712—
MW490722, MW498245-MW498262 ¢s MW530466-MW530509;

e Hypoxylon sp. CO27-5 egyedi/ismétlodé stwintronok esetében:
OL539745-0L539746, OL624519-0L624535, OL672706—
OL672707, OM256448, OMS541588—0OM541592, OM719008—
OM719015 és OM837808—OM837820;

e Lipomyces starkeyi: MN689085- MN68908S;

Lipomyces kononenkoae: MN689089- MN689090;
Lipomyces lipofer: MN689083-MN689084;
Lipomyces suomiensis: MN689081-MN689082.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

5.1 Retukulum fehérje (RTN) ortologok vizsgalata
5.1.1 Stwintronizacié Lipomyces fajokban

Korabbi kutatasaink révén fonalas gombak evolucios megfigyelése
kozben két [D] stwintronra lettiink figyelmesek Pezizomycotina taxonon
beliil. Ezek olyan pozicidokban helyezkednek el, ahol korabban elkiiloniilt
fajokban még csak kanonikus intronok szerepeltek, igy hat feltehetéen egy
»stwintronizacids” 1épés, avagy stwintron kialakuldsa folyhatott le az idék
folyaman (18). A stwintronizéci6 kifejezést az intronizacid sz0 utan vett
analogként hasznaljuk (108). Egy uj [D] stwintron keletkezéséhez
elengedhetetlen egy 0j 5°- vagasi hely kialakulasa az eredeti intronon beliil
vagy a donor régidja mellett. Ez a donor- (5’-GURWGY), vagy a donor egy
részenek a duplikacidjaval kovetkezhet be, amit egy aszimmetrikus
duplaszalu torést eredményez6 javito mechanizmus, a DSB (double-strand
breaks) okozhat 3’ iranyu tulnyulo véggel. Egy ettdl teljesen fliggetlentil
bekdvetkezd mutacid az eredetileg jelenlévd intron belsejében 3’-vagasi
helyet eredményezhet, ez altal egy belsé intron konszenzus szekvenciai
alakulhatnak ki, ami igy egy kétlépésbdl kivagodo stwintronhoz vezet.

A stwintronizacio folyamatat a 6. abra szemlélteti. Ha egy U2
kanonikus intron hossza engedi, két funkcionalisan kivaghatd intronna
képes formalodni, melyek egymasba ékelédve — stwintronként — lesznek
jelen a genomban. Az intront a lila szakasz jeloli. A DSB mechanizmus
kovetkezményeképpen 1étrejovo tulnyulod részt zolddel jeldltiik. Miel6tt a
ligalas végbemehetne, a torést kovetden egy kanonikus nem-homolog vég
Osszekapcsold (canonical nonhomologous DNA end-joining, cNHEJ)

mechanizmus feltolti a szalat. Egy ett6l fiiggetlen mutaciod
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eredményeképpen az eredeti intronon beliill talalhatdo prekurzor (,,p”)
szekvenciak hasonlosaguk miatt egy lariat (,,L”) és akceptor (,,A”) 3’-végi

motivumokat eredményeznek (,,i”).

Stwintronisation
ipstreancxon N i o
D | 7 A L A
p p
DSB
ipsiream eron ? Townstrean oxon
D L A L A
iptrea exon }amnﬁm
D D L A L A
pstzeam exonPdmm
D D L A L, A
p p

i exon ? downsiream exon

B D 1 L A
e " i | i

upsiream exon [ o+ vsircanm cxon
D D S L. A

i i i

6. dbra Stwintronizdicié lépéseinek sematikus dbrdzoldsa: Uj, funkciondlis 5- és 3 - splicing
motivumok megjelenése egy mar létezé U2 intronon beliil. Lila: eredeti kanonikus U2 intron;
zold: DSB kovetkezménye, lelogo szekvencia darab; kék: keletkezett belsé intron; piros: az
eredeti intron kiilsé intronna alakult (20).
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5.1.2 Harom uj tipusu CIS Lipomycesekben

A retukulum fehérje dseinek felkutatasa céljabol, amely egy korabbi
publikacionkbol ered (19), homolog géneket kezdtiink keresni kiilonbozé
gomba fajokban. Taladltunk homoldég géneket az Ascomycota
(Témlosgombak)  torzs  Saccharomycotina és  Taphrinomycotina
altdrzseiben, a Blastocladiomycota, a Glomeromycota, a Mucoromycotina
€s a Mortierellomycotina torzsekben. Majdnem az Osszes é€lesztd intron-
nélkiili homolog gént tartalmaz, azonban néhany faj, a Cephaloascaceae,
Alloascoideaceae, Pichiaceae és Debaryomycetaceae csalddokbol
kanonikus intront hordoz az Aspergillus nidulans rtnA génjének 5. intron
filogenetikai kapcsolathoz vezet, &m a Pezizomycotina altérzson beliil nem

talaltunk [D5,6] stwintronokat.

006006 Lipomyces faponicus [PPJV]
0.95 Lipomyces oligophaga [PPJR]
0.71 m Lipomyces suomiensis [PPJQ]
0.91 00000 Lipomyces doarenjongii [PPJU]

Lipomyces lipofer [PPJX]

Lipomyces kononenkoae [PPJW]
Lipomyces starkeyi [LSGR]

Lipomyces mesembrius [PPJS]

Lipomyces arxii [PPJT]
0.1

7. dbra Lipomyces nemzetség monofiletikus klasztere a 902 Ascomycota faj retukulum
feheérjéjérdl késziilt maximum likelihood térzsfabol. A torzsfa késziilése részletesebben a 4.1.3
cimsor alatt olvashato. Az agakat az approximate likelihood-ratio test (96) adta, a skadldazas 0.1
aminosav szubsztitucio alapjan tortént. A szinezett kérék szamokkal az 5 konzervalt intron
jelenlétét (zold) vagy hidnyat (piros) mutatja a kiilonbozo fajokban a gén elsédleges dtirataban.
A fajok nevei egyedi 4 betiib6l allo jelzéssel lettek ellatva a Whole Genome Shotgun Master
Accession alapjan.

Egyediil a Lipomyces fajok homoldg génjében talalhatdak meg
tobbszords intronok, ahol a 2. intron pozicid az eredeti A. nidulans 5. intron

pozicioja. Az 6sszes RTN fehérje kddold génjét felhasznaltuk egy torzsfa
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készitéséhez a

tomlésgombakon

beliil,

hogy

ellendrizzik a

Lipomycetaceae, mint a Saccharomycotina legkorabban elvalé csalddjanak

statuszat (105) (106). A hasznalt Lipomyces genom szekvencidkat a /1.1

melléklet szemlélteti.

A beazonositott [D5,6] tipust stwintron a retukulum fehérje kodolo

génen belill talalhaté az Ascomycotak Pezizomycotina altorzsébe tartozéd

gombaknal (19). A gén ismeretlen funkcioji, de az endoplazmatikus

retikulumhoz kd&thetd feladattal rendelkezik (protein family PF02453). A

(1] \r:\ 8 0 0 9 \ Lipomyces starkevi [LSGR]
(] = | 145 7w | mw ]
P
| b ipomyces faponicus /
o o o o L PPIV
37 1 [ 165 [ s ] 142 [ 96 |
| | | | 1
‘.) (2] | | (5] Lipomyees suomiensis [PPIQ]
[34] i 162 | 273 | i 263 |
f | | | | H
Lipomvees Tipofer
? (2] (3] L] g‘ Lipom Tipo PIX
[a7] 163 B 142 [ 7w T° 05 |
T | | | (]
0 2] : : b i Lipomyces doorenjongii [PPIU|
[ 55 ] | 162 | 533 |
: | | | y
[1] Il : : : Lipomyees oligophaga [PPIR]
| 139 | 701 |
m L I .
i i X | | Neolecta irregularis [LXFE]
s6 | 125 [ 1 196 | 142, D 323 |
7] o X : ; i
Hl : : : [ Preumocystis murina [AFWA]
I [T | 142 [ | 371 |
I K | 12] ' |
= i | | ! Tuber melanosporum [CABJ]
(s ] 137 T | 197 EC 359 |
11-I | [ [ : . ) )
& ' ' Aspergilius nidulans [AACD)
Il I 32 118 | 197 | 450 |
|

1 o

W {conserved)

Y (conserved)

3

Reticulon domain

2

8. abra Lipomyces- és egyéb Ascomycota fajok dsszehasonlitasanak sematikus dbrazoldsa a
génmodelljeik intron-exon strukturdjanak alapjan. A fehér téglalapok jelolik a géneket. Benniik az
exonok téglalapjai szerepelnek szammal ellatva (nukleotidok). Az intronokat a fiiggdleges
folyamatos vonalak jelzik. Kapcsos zarojelben lathatoak az intronok fazis szamai, a CIS elemeket
a vastag lila vonalak jelolik. A konzervalt retikulum régio a génmodellek alatt lathato piros
keretben, valamint a konzervalt intronok (2-5. pozicioban) szaggatott vonalakkal vannak
osszekotve (20).
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stwintron szarmazéasanak vizsgalata sordn U2 tipust intronokbdl allo
kiilonb6z6 komplex megszakito strukturdkat (CIS) fedeztiink fel a vizsgalt
gén 7 Lipomyces fajban talalhatd ortologjaban, ami egy masik altorzse az
Ascomycotaknak. A 3 kiilonbozé CIS elem parhuzamos evolucios
eléfordulasa szigorGan meghatarozott intron poziciokban ugyanazon
nemzetség fajai kozott bizonyithatja a stwintronizacios jelenséget, igy ezek
a stwintronok egy jabb evolucios 1épést képviselnek.

Az Aspergillus nidulans €s mas Pezizomycotina taxonhoz tartoz6
fajok retukulum fehérjéje Taphrinomycotina alosztdly tobb fajaban,
valamint a Lipomycetaceae csalad tagjain beliil erésen konzervalt intron
poziciokkal rendelkezik. A retukulum fehérje Lipomyces nemzetség 9
fajar6l késziilt monofiletikus klasztert a 7. abra szemlélteti. A
Lipomycetaceae csalad egyediilallo filogenetikai poziciét foglal el a
Saccharomycotina kladban (105). A Lipomyces starkeyi kiemelkedéen tobb
ORF (open-reading frame) régiot megszakitod intronnal rendelkezik, mint a
Lipomycetaceae csaladon kiviili élesztd fajok. Az intron stirtiségét inkabb a
Pezizomycotina tagjainak az intron stirtisége jellemzi.

A Saccharomycotinaban kivételesen, a retukulum fehérje génjének
elsddleges atirata tobb intront tartalmaz nyolc genom-szekvenalt Lipomyces
torzs esetében, habar az intron tartalom jelentdsen eltér a L. starkeyi-, masik
3 kozeli rokon faj és L. lipofer maximalis 5 intronjatol (az intron-exon
struktirat a 8. dbra szemlélteti). L. japonicus legszéls6 intronja 3’ irdnybol
hianyzik, L. suomiensis-ben a 3. és 4. intron pozicidban hianyoznak az
intronok. L. doorenjongii csak az els6 két helyen 1évo intronnal rendelkezik,
L. oligophaga pedig egy intront tartalmaz atiratanak 5’ végén. A 4 intron 3’
iranybol L. starkeyi-ben megszakitja a PF02453 kodold domént. Ezekbdl az

intronokbol a 2. pozicidban 1év0 a Pezizomyctinakban-, a 3. pozicidban 1&vo
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Taphrinomycotina fajokban, a 4. és 5. poziciéban 1évd intronok pedig
mindkét altdrzsben konzervaltan vannak jelen. Ezen megfigyelések alapjan
megallapithat6, hogy a koran divergal6do Lipomyces fajok vesztették el az
intronjaikat, és nem intron képzddés jellemzd mas taxonokra. Ettdl teljesen
figgetlen a Saccharomycotinak egyéb csaladjain belilli massziv
intronvesztés.

A 9 Lipomyces fajra jellemz6 az elsé konzervalt intron pozicidban
1évo CIS (komplex megszakitod szekvencia) retukulum fehérjét kodolo gén
esetében. A gén 2. exonja igy 162 nt vagy 165 nt hosszusagu (L. japonicus
¢és L. lipofer). Azaz extra kodon az er6sen konzervalt PF02453 domén Trp
(W, 8. dabra) aminosavtdl 5’ iranyban talalhatd. L. oligophaga és L.

Lipomyces lipofer 158 nt

[D4,5] stwintron "‘TGCCTCEgtaagt**actgac——ta -

320 nt

Lipomyces suomiensis 61 nt

§gtaggt--tctaat--tag

|D7.8] stwintron

140 nt

Lipomyees japonicus 162 nt

[Edgtaagt--gctaac--tag

|D7.8] stwintron

286 nt

Lipomyces starkeyi
120 nt

[D6,7] stwintron 6T T EEEEEctaagt——tttaat-—cagl

252 nt

standard intron -TGICTCGTACGTE

246 nt

9. abra A 3 komplex megszakito szekvencia [D4,5], [D6,7], [D7,8] Lipomyces fajok retukulum
fehérje génjében. L. starkeyi alternativ splicingja egy énallo nagy kanonikus U2 intronként
szintén abrazolva (20).
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crer

hosszusagu kanonikus U2 intron talélhatd, azonban a 7 masik fajban joval
hosszabb — L. suomiensis 140 nt, L. lipofer 320 nt — két egymasba ¢kelddott
U2 intron struktara talalhatd. Ezek a szerkezetek 3 modon szervezddtek.
Mindegyik esetben a belsé intron az 5° végén szakitja meg a kiilsé intront
minimalis eltérésekkel. A 9. é&bra illusztralja a kisérletesen igazolt CIS
elemeket 3 fajban. RT-PCR segitségével kimutattuk a stwintronok splinter,

¢s a teljes gén intronmentes mRNS atiratat cDNS formaban (4.4 bekezdés).

Lipomyces lipofer

Exon | [D4,5] stwintron __Exonll

P P
— > -~

F-UGCCUCHEg8Eguaagu--acugac--uaggis - acuaae==uag ACCCC—-|

First splicingl

Exonl  External intron ~ _Exonll

F-UGCCUCHUGHgUS - atuaae==aae A CCCC -
stwintron splicing intermediate

Second splicingl

~Exonl  Exonll

e -

F-UGCCUCCACCCC--

10. abra L. lipofer retukulum fehérjét kodolo génjében taldlhato [D4,5] stwintron két lépéses
kivagodasanak sematikus abrazolasa (20).

L. lipofer-ben a CIS elem 320 nt hossza. Egy 158 nt hosszusagu belsd
intron (5'-GUAAGU — 131 nt — ACUGAC - 12 nt — UAG) megszakitja az
5’-donor szekvencidjat egy 162 nt hosszusagu kiils6 intronnak (5'-GUGA |
GU — 137 nt — ACUAAC — 10 nt — UAG) a donor 4. (A4) és 5. (Gs)
nukleotidja kozott. A kivagddasi mechanizmust a 10. dbra mutatja. Ezen
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[D4,5] tipusu stwintron splinter, belsd intron nélkiili és az ép kiilsd intront
tartalmazé koztes PCR termék, valamint a teljesen kivagodott CIS elem
gyakorlatban torténd igazolasa megtortént és a GenBank MN689083,
MN689084 szamokon regisztraltuk. Ez az els6 donorjaban megszakitott
stwintron (sensu stricto) L. lipofer-ben és ez az elsd stwintron, ami a

Pezizomycotina altdrzson kiviil esik.

Lipomyces suomiensis

Exon | [D7,8] stwintron Exon I

~€ P P >

F-UUGAUCGEgagEgguaggu- -~ucuaau--uaghracugansuag CUCCGU—-|

First splicingl

Exon|  Externalintron _ Exonll -

F-UUGAUCGEGEgHE R Ecuaau==uag CUCCGU--|
stwintron splicing intermediate

Second splicingl

~_Exonl  Exonll_

F-UUGAUCCUCCGU--

11. dbra L. suomiensis retukulum fehérjét kodolo génjében talalhato [D7,8] (stwintron sensu
lato) CIS ket lépéses kivagodasanak sematikus abrazolasa (20).

Két faj — L. suomiensis €és L. japonicus — esetében két potencialis 5’°-
donor elemet észleltiink egy nukleotidnyi tavolsagra egymastol a szokasos
1. intron pozicidban 1évd CIS elemen beliil. 3’-akceptor és hozzatartozo
lariat elemek is megtalalhatoak. L. suomiensis érett mRNS-ének szekvencia
analizise (GenBank MN689082, 11. 4bra) mutatta meg, hogy a sz¢ls6 donor
elem (5’-GUGAGU) felel a teljes 140 nt hosszasagu CIS struktura teljes
kivagodasaért. Tovabbi kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy a 3’ iranyu
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donor (5’-GUAGGU) felel a bels6 61 nt hosszu intron kivagddasaért (5'-
GUAGGU -38 nt — UCUAAC — 8 nt — UAG), ami egy 79 nt-bol allo kiilsé
intront (5'-GUGAGUG | A — 45 nt — ACUGAC — 17 nt — UAG) szakit meg
a 7. (G7) és 8. (Ag) nukleotidja kozott (11. abra). Ehhez hasonloan L.
Jjaponicus-ban is kimutattunk egy 162 nt hosszisagi belsdé intront (5'-
GUAAGU - 135 nt — ACUAAC — 12 nt — UAG), ami megszakit egy 124
nt hosszu kiilsé intront (5'-GUAAGUG | A — 97 nt — AUUAAU — 10 nt —
UAG) G7 és Ag kozott. A teljes CIS 286 nt hosszu és két ugyanolyan
szekvenciaju (5’-GUAAGU) funkcionalis donor régi6 talalhaté benne (9.
abra). A két faj kozotti kiilonbség a CIS elemeket alkotd intronjaik kozti
méret kiilonbség. Az L. suomiensis-ben 1évo intronok fele akkorak, mint az
L. japonicus-ban.

Ezeknek a [D7,8]-as CIS elemeknek viszont ugyanugy kétlépéses
egymast kovetd splicing eseménynek kell lezajlania ahhoz, hogy teljesen
kivagodjanak. Ez esetben a beékelddés nem sensu stricto (109) stwintront
hozott 1étre ugyanis a belsé intron nem szakitja meg a kiilsé intron
kivagodashoz esszencialis donor szekvenciajat, 1 nukleotidnyi tavolsagra
talalhato a két donor egymas mellett. Az L. suomiensis retukulum
valasztott 5’ ¢és 3’ vagasi helyek egyértelmiien a lehetd legkisebb belso
intron kivagodasat preferaljak (intron definicio), igy az ehhez hasonléan
beépiilt intronok példai lehetnek egy 0j osztalyu ,,sensu lato” stwintronnak.

L. starkeyi-ben ¢és 3 masik rokon fajban (7. dbra) szintén egy ,,sensu
lato” tipusu CIS struktarara bukkantunk. A belsd intron be¢kelddése egy
[D6,7] tipust stwintront alakitott ki (12. abra). Az atiratban kozvetlentil
egymas mellett helyezkedik el két feltételezhetéen donor elem. Azonban az

5’ irdanyban 1évé donor szekvenciaja (5’-GUACGU) kevésbé kanonikus,
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Lipomyces starkeyi

Exon |4t Exon Il

|—-UGUCUCGUACGUpUCAAU-ﬂ
1

Splicing
Exon Pt standard intron Exon |l

F-UGUCUCGUACGUgUWaagu--pulaau--cag--geugac--uagCUCAAT -

Standard splicing
--UGUCUCguacguguaagu--uuuaau--cag--gcugac--uagCUCAAT-~-
primary franscript
Stwintron splicing
Exon | [D6,7] stwintron Exon ||
F‘irfst-'splitifngl
_ Exonl External intron . _Exonll

stwintron splicing intermediate

Exonl| Exonll

|
F-UGDCUCCUCARU—

12. abra Lipomyces starkeyi retukulum fehérjét kodolo geénjében talalhato [D7,8]
(sensu lato) CIS kétlépéses és egy lépésben torténd alternativ kivagodasanak sematikus

dbrazolasa (20).

mint a 3’

iranyban mellette 1évé (5’-GUAAGU). A kivagodasi

lehetdségeket el0szor L. starkeyi-ben teszteltiik (torzs CCY 33-1-1: gén

szekvencia, GenBank MN689085) ¢s kétfajta cDNS transzkriptumot

kaptunk. Az egyik transzkriptum normal, kanonikus intronként vagodik ki
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ugy, hogy az 5’ iranybeli donor régiot a spliceoszéma nem veszi figyelembe
¢s az érett mRNS szekvenciajaban ez a plusz 6 nt (GTACGT) benne marad,
a masik mRNS klén pedig egy stwintron kivagddasi koztes eredményét
mutatta (GenBank MN689086 ¢s MN689087). A kisérleti koriilményeink
soran a stwintronokra jellemzden kivagddott szekvencia volt a tobb.
Utolagosan két egymashoz kozel esé (5’-AUUCAU ¢és 5’-UUUAAU)
tokéletlen szekvenciaji lariat elemet fedeztiink fel, melyek koziil
valamelyik 3’ irdnyban elhelyezkedd akceptor (5’-CAGQG) régio kiséretében
belsd intronként eltavolitodik a spliceoszoma altal. Ez esetben a megszakito
[D6,7] szekvencia dsszesen 252 nt hosszu, melyben egy 121 nt hosszasagi
U2 intron (5'-GUAAGU — 75 nt — AUUCAU - 14 nt— UUUAAU — 10 nt —
CAG) megszakit egy 132 nt hosszisagu kiilsé intront (5'-GUACGU | A —
109 nt - GCUGAC — 7 nt — UAG) U és A7 nukleotidok kozott (12. abra).
Ha a spliceoszOma nem veszi figyelembe a belsé intron tokéletlen
konszenzus szekvenciait, ez a szekvencia a 3’ iranyu donorral egy 246 nt
nagy kanonikus U2 intronként (5'-GUAAGU — 224 nt - GCUGAC — 7 nt —
UAG) egy lépésben is ki tud vagodni, ami egy alternativ splicing eredménye
(12. &bra) és a transzkriptum 6 nukleotiddal hosszabb lesz (GenBank
MN689086).

Az L. starkeyi retukulum fehérjét kodolo génje egy [D6,7] tipust
sensu lato stwintront tartalmaz, amelyben két kozvetlen egymas mellett 4116
5' donor elem taldlhato. Ez a CIS elem képes stwintronokra jellemzd
eltavolitodasra €és képes egy hosszu 6nallo kanonikus U2 intronként is
kivagodni. Mindkét donor funkciondlisan részt vesz az alternativ splicing-
ban. A stwintron féle kivagoédasi mechanizmus mindkét donor elemet
felhasznélja. A 3’ irdnyl kanonikusabb szekvencidju donor elem a CIS

felénél 1évo tokéletlen 3'-splice hellyel szemben a kanonikusabb 3’ vagasi
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hellyel vagodik ki elsd 1épésben. Az U2 spliceoszoma nem a kozvetleniil
szomszédos funkcionalis 5'-donorok kozott valogat, hanem a rendelkezésre
allo lariatok koziil azt valasztja, amelyik nagyobb tavolsagra helyezkedik

el.

5.2 Sister (stw)intronok Hypoxylon gombakban
5.2.1 Sister (stw)intronok Hypoxylon sp. CO27-5 fajban

A. nidulans jol konzervalt mitokondridlis szallité fehérje génjének
exon-intron struktirdjanak vizsgalata soran (4. nidulans GenBank
AACDO01000130, CDS koordinatak start-stop: 208790-210069, nem
publikélt eredmény) tipikus [D1,2] tipust stwintronokra bukkantunk
Hypoxylon sp. CO27-5 és Hypoxylon sp. EC38 gombdék ortolog génjeiben,
ami az Osszes tobbi vizsgalt gombabdl hianyzott. A CO27-5 stwintronjanak
szekvenciajat visszanéztiik a teljes genomban BLASTN segitségével és
ujabb teljesen- vagy részlegesen hasonld6 megszakitd szekvencidkat
azonositottunk a genomon beliil. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ez a

[D1,2]-es stwintron része egy struktiralisan hasonlo megszakito szekvencia

csoportnak, igy felkeltette az érdeklddésiinket.

13. abra 23 [DI1,2] tipusu magas hasonlosagot mutato stwintron egymds ald igazitva
Hypoxylon sp. CO27-5 gombabol (GenBank MSCL00000000: 580 contigs) BLASTN
kereséssel tortént a szekvencidk gyiijtése egy konzervalt mitokondrialis szallito fehérjében lévo
stwintron alapjan (HCOc0174) (21)

Egy egyszerti BLASTN kereséssel 23 olyan [D1,2] tipusu stwintront
talaltunk  Hypoxylon sp. CO27-5 genomjaban, amelyek teljes

hosszusagukban hasonlosdgot mutatnak egymassal. Ezt a 13. ébra
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szemlélteti, ahol a szekvencidk egymds ala vannak illesztve és a fekete
hattér jeloli az egyforma nukleotidokat. Az 6sszehasonlitast a legelso talalt
stwintronhoz végeztiik (mitokondrialis szallito fehérje), amit HCOcO17A
névvel lattunk el, ahol a ,,HCO” a gomba fajra utal, a c017 a kontigra
(GenBank MDCLO01000017), a nagybetii a végén (A) pedig a kontigon
beliili stwintronok megkiilonboztetésére szolgdl. A 22 stwintron
hasonlosaganak mértéke 58-90%. Ezen 23 stwintront ,,sister” (testvér)
stwintronoknak neveztik el, magas mértékii homolédgidjuk ¢és a
valdszintisithetd kozos 6stdl valo szarmazasuk miatt.

Egy sister stwintron (HCOc224-179) két, nem atfedd kontigon ivel at,
aminek teljes szekvenciajat szintén megszekvenaltuk (GenBank accession
number MW477887). Ismétlodé intron szekvencia elemek — masnéven
»intronerek” — kordbban publikalasra keriiltek kiilonb6zé eukaridta
orszagokon beliil, koztiik a gombékéban is, azonban Gsszetett megszakitd
szekvencidk, mint a stwintronok esetében még nem tortént proliferaciorol
sz610 jelentés (110) (111) (112) (113) (114) (115) (116) (117) (118) (119)
(120) (121).

Cropped sister intron type |  EERIEN [IITHET [Ee

[D1,2] sister stwintron [CEERENNN —TI [T [TITAT [=e
L

Cropped sister intron type 2 GENNNNNN ~ DENDNENNNNES

14. abra Cropped sister intronok tipusainak szarmaztatdsa a sister stwintronokbol. (Magenta:
belsd intron, tirkiz: kiilsé intron, sarga: palindrom szekvencia 5-WTTCTAGAAA.) (21)

Ezen kiviil talaltunk még 13 [D1,2] stwintront, amik a sisterekhez
regionalisan hasonlitanak. A HCOc103A kiils6 intronja nagy hasonlosagot
mutat a sister intronok kiilsé intronjaval, azonban a belsé intronja

kiilonbozd. Mivel ezek a megszakitd szekvenciak igaz, csak parcialisan, de
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magas szintll hasonldésdgot mutatnak ,,sheared sister” stwintronoknak
nevezziik 6ket. Koziiliik 7 konzervalt régiot tartalmaz a szekvencia k6zépso
részén, ahol a két intron atfed egy guaninban (AGT). Mind a 36 sister
stwintron szekvencidja (23 sister és 13 sheared sister) a 11.3.1 és 11.3.2
bekezdésekben lathatoak. A sheared sister stwintronok szekvenciajan beliil
sarga hattérrel és alahtizassal lett jelolve HCOc017A-hoz valé homologikus
rész. 2 kivételével, az Osszes sister szintén szerepel EC38-ban is.

A stwintronok tipikus kétlépéses kivagodasat az NCBI-on elérhetd
RNS SRA adatokbdl és a parhuzamosan folydé RT-PCR reakciok
eredményeivel és szekvenalassal igazoltuk. 31 sister kivagddasi koztes
termékeit sikeresen bizonyitottuk, viszont 4 esetben kisérletes uton nem
tudtuk a splicing intermediereket megtalalni, valosziniileg az altalunk

alkalmazott novesztési koriilmények nem tehették lehetévé ezen gének

kifejezOdését.

15. abra A 2-es tipusu cropped sister intronok illesztése a 18 leghasonlobb sister stwintronhoz. Belsd intron
kivagodashoz sziikséges elemei magenta szinnel, a kiilsd introné tiirkizzel vannak jelolve. Sarga szinnel a
palindrom szekvenciak vannak jelélve (21).

A sister és sheared sister stwintronok mellett tovabbi 12 kanonikus
intronra is felfigyeltiink, amelyek szintén magas szintli homoldgiat
mutatnak a sister stwintronokhoz. 2 tipusba soroltuk dket az alapjan, hogy
a stwintronok mely régioihoz hasonlitanak, igy 1-es- ¢és 2-es tipusi
cropped sister intronoknak kereszteltiik el 6ket. Az egyes tipusba csupan

2 intront soroltunk (HCOc047B, HCOc229A), ezek a belsé intronokhoz
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crer

(17) (18). A 2-es tipusu cropped sister intronok viszont a stwintron 5’ végi
belsé intron szekvencidjanak és a 3° végi kiilsd intron szekvencidjanak a
fuzidjaként véve mutat magas szintli hasonlésagot (14. abra). Valoszintlileg
létre, hiszen sokkal magasabb mértékii homologiat mutatnak, mint a sister
stwintronok egymashoz viszonyitva (15. ébra).

A 15. abréan 10 2-es tipust cropped sister intron a 18 legnagyobb
homologiat mutato sister stwintronnal van egymas alé illesztve. Az abrabol
feltételezhetden a stwintronok kozépso része az azt hatarold két palindrom
szekvencia rekombinaciojaval vagodhatott ki (az dbran sarga rész), ezzel
l1étrehozva egy kozépso részén palindromot tartalmazo kanonikus intront. A
10 nukleotidbdl 4116 palindrom szekvencia 5’-WTTCTAGAAA 5’ oldali
masolata, ami a belsé intron kdzépsd részén helyezkedik el, a legtobb
esetben a 5°-W=T, viszont a 3’ oldali masolata, ami a kiils6 intron k6zépso
részén helyezkedik el, a legtobb esetben tokéletleniill 5°-W=A (egy
kivételével). Igy a feltehetden ebbél a rekombinacidbol keletkezett sister
intronok egy tokéletes palindromot tartalmaznak a k6zéps6 résziikon: 5°-
TTTCTAGAAA. 19 sister stwintron és 10 2-es tipusu cropped sister intron
maximum likelihood szerinti filogenetikai kapcsolata Hypoxylon sp. CO27-
5-ben a 11.3.4 bekezdésben lathat6 (24. ébra).

Ezt a mechanizmust két ortolég gén 5. pozicidiban 1évé megszakitd
szekvenciat Osszehasonlitdé megfigyelésiink alatamasztja. Hypoxylon sp.
2-es tipusu cropped sister intron van jelen (HECc066A), aminek CO27-5
torzs ortolog génjének ugyanebben a pozicidban egy nukleotiddal

elcsuszva, egy 1-es fazisu sister stwintron (HCOc066A) talalhatd. A két
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szekvencia Osszeillesztésekor lathato, hogy az EC38-ban 1év6 kanonikus
intron a kivagddasnak megfeleléen alakulhatott ki, hidnyzik beldle a
stwintron k6z€épso része.

stranded DNA break) mechanizmus és az azt koveté MMEJ
(microhomology-mediated end-joining) javito 1épés okozhatja (122) (123).
Ehhez a palindromok szolgalnak mikrohomoldgokként és egy kulcsenzim
segitségével torténik, ami a Hypoxylon sp. CO27-5 esetében egy valdszini
POLQ-like helikdz (HelQ) enzim (MWMWS530496, MW530509).
Metazoak esetében Polimerdz 8 (POLQ), tobb Pezizomycotina taxonban
pedig superfamily-II DNA/RNS helikaz segiti a deléciot, ami homolog a
metazoakéban 1évével, csak polimerdaz domén nélkiil (124) (125) (126).

Ez a stwintronbdl intronna torténd atalakulds arra utal, hogy a
stwintron kiils6 intronjadnak az 5’-donor G nukleotidja exonna valik, és egy
masodlagos mutacid sziikséges igy az érett mRNS olvasési keretének
helyreallitdsdhoz. Ebben az esetben (HECc034A), barmelyik intron-exon
csomoOpont melletti masodlagos mutaciok transzverziot eredményeztek és
eltolodasaval. A Thr kodonban megszakitott (A|CC) 1-es fazisu stwintron
CO27-5-ben lle kodonna valik (AT|C), amit azutan mar egy 2-es fazisu
kanonikus intron szakit meg EC38-ban egy exon C elvesztésével az eredeti
stwintronon beliil. Mas Hypoxylon fajokban, ebben a pozicidban ¢&s
kornyékén nincs intron, viszont majdnem mindegyik esetben jelen 1évo Thr
kodon azt sejteti, hogy az EC38 cropped sister intron az ortolog CO27-5-
ben 1évo sister stwintronbol alakult ki, és nem forditva.

Kiilon csoportot alkot hat 2-es tipusu cropped sister intron

(HCOc105A; HCOcl121A; HCOc147A; HCOc153A; HCOcC171A;
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HCOCc343A, 11.3.3 bekezdes), melyek egy plusz guaninnal rendelkeznek 5’
iranyban a 3’ akceptoruktol (kivéve HCOc153A). A stwintronokban nem
talalhaté meg ez a plusz G. Tovabba 7 nukleotiddal 5° iranyban a plusz
guanint6l, ez a 6 cropped intron rendelkezik egy timinnel, viszont a tobbi 4
intron és a stwintronok itt egy adeninnel rendelkeznek. Végezetiil a
kimaradt 4 cropped intron TAG akceptorral rendelkezik, mig a hat intront
tartalmazod csoport tagjai (egy kivételével HCOc343A kevésbé kanonikus
5’-GAG) CAG akceptorral birnak. Ez a hat tagi csoport megerdsiti az

elgondolast, miszerint a tagjai a sister stwintronokbdl proliferalodtak.

5.2.2 Sister (stw)intronok szimmetriai tulajdonsagai

A sister megszakito szekvencidk nem csak egymashoz viszonyitva
mutatnak  hasonlésdgot, hanem Onmaguk reverz komplementer
szekvencidjukkal is. A lancvégi régiok magas szintli hasonldsagot
mutatnak, ahol termindlis forditott ismétlédések (terminal inverted repeat;

TIR) vannak jelen. Ebben a homoldgiaban szimmetriat véltiink felfedezni.

Hypoxylon sp. CO27-5 type-2 cropped sister intron HCOc096A (2): 73.5%

-GEGAGTATAAAAACATGTCGTTCTAGCATTTTAGACCTTAATTTCTAGAAACGAAAGATAAAAATEERGAGA TGATATGTTT TAATACACERE
R | RN e A 0 v o o I R R D
CTAGTGTATTAAAACATATCATGTCAGCATTTTTATCTTTCGTTTCTAGAAAT TAAGGTCTAAAATGCTAGAACGACATGTTTTTATACTCAC-

-

Hypoxylon sp. C027-5 sister stwintron HCOc066A: 72.9%

7 TAAAAACATGTCGTTCTGGCATTTTARACCTARATTTTCTAGARA \ ATTCTAGAAA- CK}AAGGATGAAAATGCTGACAC GACATGTTCTAATACATIAG
L A TRHDIE T e i A 102 nt) [[IIIII1] I 8 AN O I T
CTAATGTATTAGAACATGTCGTGTCAGCATTTTCATCCTTCG-TTTCTAGAAT [ TTTCTAGAAAATTTAGGTTTAARATGCCAGAACGACATGTTTTTATACTCACC
Daldinia childiae sister stwintron DchcO03A: 67.3% )
TGAAAACATCCCGTGTTATTCTTTTGAARACCCCCTTTCTAGAAC | / ) ATTCTAGAATTGTAGTAATGCAAAGETGATACGAGATGTTTTCATACATEAG
R L T o L O Il Jl 1 L EELLELL. € 93 miE I T O 1 [l ST o0 tari TR olal 110
CTAATGTATGARAACATCTCGTATCAGCTTTGCATTACTACRAATTCTAGAAT / GTTCTAGAAAGGGGGTTTCAARAGAATAACACGGGATGTTTTCATACATACC

16. abra Cropped sister intronok és sister stwintronok sajat reverz komplementer szekvencidjukkal
vegzett illesztések a lancvégi szimmetria szemléltetésére. A vizszintes nyilak a TIR régiot jelolik.

Magentaval a belsd, tiirkizzel a kiilsé intron konszenzus elemei, sargaval a palindrom szekvencia van
jelolve (21).
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A 16. dbra néhany példat szemléltet a cropped sister intronok és
sister stwintronok sajat reverz komplementer szekvencidjukkal végzett
illesztésekre, ahol lathatdak a lancvégi szimmetriak. A HCOc096A (93 nt)
intront a tokéletlen TIR- (49 nt) €s a palindrom szekvencidjaval atfedésben
van, igy a hasonlosaguk egymashoz viszonyitva 73,5%-0s. A HCOc066A
stwintronban (207 nt) 48 nukleotid hosszan taldltunk azonossagot, ami
72,9%-ot jelent.

A 23-bol 9 stwintronnal talaltunk az illesztés segitségével TIR (45-
55 nt) régiot. A 11.3.4 bekezdésben lathatd sister (stw)intronok
filogenetikai torzsfajan lathatd a szekvenciaillesztéssel megbecsiilt
palindromok ¢és TIR szekvencidk jelenlétének jelzése az (stw)intronok neve
mellett. A palindromokat legalabb 7 nukleotidnyi konzervaltsag mellett
igazoltuk. A 10 legkevésbé kiilonboz6é (azaz valdszinlileg a legutoljara
kifejlédott) CO27-5 sister stwintronbol 6sszesen 9 rendelkezik egyértelmii
TIR szekvenciaval €s a 10 nt hosszu palindrom mindkét masolataval, mig a
HCOc061A-ban az egyik palindrom valamelyest elkorcsosult. A
filogenetika fa (//.3.4 bekezdés) 9 korabban ledgaztatott stwintron
tobbségénél egyértelmii TIR elemeket nem lehetett azonositani a reverz
komplementer szekvencidk egyszerii illesztésével, ugyanis gyakran az
egyik, vagy mindkét palindrom degeneralt, vagy hidnyzik. (A
szimmetridhoz kigytijtott informéciok a /17.3.4 bekezdésben lathatdak.)

A Hypoxylon sp. CO27-5-ben talalhato 33 nagyon hasonld sister
(stw)intron RNS-ek az Rfam adatbéazisban (14.3-as verzid: 3446 csalad)
(127) egyetlen ismert RNS-csaladhoz sem rendelhetéek hozza. Nem
mutatnak elsddleges szekvencia-hasonldsagot egyik leirt gomba introner-

szerli szekvencidk csaladjaval sem a Capnodiales rendbe tartozd
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Dothideomycetes fajokban (113) (114) (115) (116) (117) (118) (119) (120)
(121).

Fontos megjegyezni, hogy az expresszids adatok (SRA/RT-PCR)
alapjan a terminalis szimmetria €s a palindrom szekvencidk nem kitételei a
sisterek kivagodasanak. A TIR régiok figyelemre méltd jellemzdje, hogy
gyakran a harom invarians nukleotid, ami részt vesz az U2 kivagodas két
atészterezési reakcidjaban (5°-terminalis donor G, lariat elagazasi A ésa 3’
terminalis akceptor G), gyakran nem bazisparosodik a kalkulalt
hajtiiszerkezet egyszalu (ss) RNS-ben. A valodi (stw)intron szekvencia csak

a kodolo DNS-szalon van jelen.

5.2.3 Hipotézis: sister intronok proliferacidja

Tobb megfigyelésiink is aldtdmasztja, hogy a sister (stw)intronok
hasonlosagot mutatnak az introner-szert elemekkel (115) (116) (117). Ezek
az elemek (17. 4bra), amik mara mar felismerhetetlenségig elfajultak,
random helyekre képesek voltak az exonok kdz¢ integralddni. Az introner-
szerll elemek stabil masodlagos szerkezettel és TIR régiokkal rendelkeznek.
Magas bels6 szimmetridjuknak koszonhetden a 2-es tipust cropped sister
intronok szintén képesek lehetnek duplikdciora, ugyanis magas szintli
hasonlésaggal rendelkeznek a sajat reverz komplementer szalukkal, amit a
TIR régiok is erésitenek. Igy képesek stabil masodlagos szerkezet
kialakitasara.

A hosszt lancvégi ismétlddések a transzpozonok szekvenciajaban is
tipikusan jelen vannak (128), ami azt sugallja, hogy a sister intronok
transzpozon inszercid segithette eld (129) (130) (131). Azonban tandem
hely duplikaciok (tandem site duplication; TSD) nincsenek jelen egyik
sister szekvencidban sem, ami elengedhetetlen a DNS transzpozicidhoz. Az
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intronok terjedésével kapcsolatban egy olyan teoria keriilt felallitasra,

miszerint olyan reverz transzrikpcids folyamatok jatszhatnak szerepet
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17. abra Sister intronok lehetséges duplikaciot kévetd integrdcios mechanizmusai sematikus
dbrazolassal (21)

ebben a folyamatban, mint a retro-homing a group II intronokban (132).
Eddigi tapasztalataink és szakirodalmak alapjan 2 lehetdséget
gondoltunk ki, a sister intronok duplikacidjara, melyet a 2-es tipusu cropped
sister intronokkal szemléltetiink (17. dbra). Az intron duplikaciot egy
tompa-végli  kettds-szalt DNS torés (DSB) kovetkeztében lezajlo
javitomechanizmus, a cNHEJ, vagy egy alternativ end-joining
mechanizmus okozhatja (126) (133). Az 1j intronok integracids helyeit a
DSB hatarozza meg, ami korreldl a sister stwintronjaink integralodott
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helyeivel. Megfigyelésiink alapjan egy 2-es tipust cropped intron
kothetd kozvetleniil az integracios helytdl 5° irdnyban (5.2.4 bekezdés).
Jelentds szerepe van az RNS-nek ¢s az RNS-koté fehérjéknek az NHEJ
rendszerek DSB javitasaban (134) (135) (136). Nemrégiben beszamoltak
RNS  szakaszok  atmeneti beépiilésér6l a  DNS-szekvencidkba
mitokondrialis genom esetében ¢€s feltételezik, hogy ez eléfordul a nukleéris
genomokban is (137).

Az egyszalu sister intron RNS-ek hajtlikanyart képeznek, ami
megvédi Oket a degradaciotol. Ebben a formaban a cNHEJ komplex ki tud
alakulni és az intron 6n-ligaciot tud végrehajtani az egyszalu DNS-be, majd

hasonldan a reverz splicinghoz az intron képes integralédni a genomba.

Alternativ mechanizmusként a DBS alatt bekovetkezhet egy RNS-
altali random integracio (138) (139). A DSB ndveli a DNS integraciok
gyakorisagat. Egy duplaszalu (ds) intron RNS képes lehet kialakulni két
egyszali (ss) ¢€s magas szimmetriai tulajdonsdgot mutatd intron
Osszetapadasaval a lariat forma elagazasanal (140). Ez kitolto szerepet tolt
be a cNHEJ vezérelte DSB mechanizmus kezdeti szakaszaban, végiil

integralddik a genomba, ahogy azt Micromonas esetében lathatjuk (112).

5.2.4 Sister (stw)intronok rokon fajokban

A Hypoxylon sp. CO27-5-ben talalt megszakitd szekvencidkat rokon
fajok — Hypoxylaceae ¢és Xylariaceae — ortolog génjeiben is elemeztiik. Az
Osszesen 48 CO27-ben azonositott megszakitd szekvencia kozil 2
stwintron (HCOc076A ¢és HCOc102A) és egy 1-es tipusu cropped sister
intron (HCOc047B) egyedi CO27-5 és EC38 gombakban. Egy ,,sheared”
sister stwintron (HCOc046A) a géntdl 29 nukleotiddal 5’ irdnyban nem-
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transzlalodo régidban taldlhatdo. A HCOc021A stwintron egy révid lanct
dehidrogenaz/reduktdz pszeudogénben talalhatd. A HCOc121A egy 2-es
tipusu sister intron a CO27-5/EC38-ban, viszont a tobbi faj esetében

ugyanebben a pozicidban ez a szekvencia 3 nukleotidot helyettesit.

TR 'T’*TT ITI ITTT e i e AR v 558 T e ee i

W TTm 1T

18. dbra Az (stw)intron-exon csomopontok szekvencia logoja 28 sister stwintron alapjan
Hypoxylon CO27-5-ben.

Ezeknek a megszakitd szekvencidknak a hatarold exon régioit
megvizsgaltuk, hogy taldlunk-e valami mintdzatot, ami alapjan, bizonyos
helyeken potencidlisan kialakulhatnak. Azonban az Oket kozvetleniil
hatarold (15 nt) exon régioban nem taldltunk mintdzatot vagy kettds
kanonikus elemeket. 33 stwintronbdl 7 (~20 %) olyan géneken beliil fordul
eld, ahol mas megszakitd szekvenciak nincsenek. Kiemelkedd példa erre az
oxidoreduktaz enzimet kodolod génben talalhato HCOc153A, mésrészt egy
SIR2-szerli doménnel rendelkezd fehérjét kodold gén a masodik pozicidoban
egy sister stwintront (HCOc164A), a harmadik intron pozicidban pedig egy
2-es tipust cropped sister intront (HCOc164B) tartalmaz. Ez a gén igy
kétszer kiilonbdzo intron proliferacidés eseményen esett at.

A sister stwintronok €s a 2-es tipusu cropped sister intronok koziil
Osszesen 27 van jelen Uj intron poziciokban, ha az ortolog gének
génmodelljeit a Xylariales rendre vetitjiik. 20 sister stwintron és a 2-es
tipusu intronok tobbsége CO27-5 és EC38 torzsekben talalhatd, azonban
Hypoxylon sp. E7406B és H. pulicicidum (s a tavolabbi rokon Xylariales
fajokban) nincsenek jelen. A HCOc103A sheared sister stwintron szintén
csak a CO27-5/EC38 fajokban fordul eld, viszont a maradék 12 sheared
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sisterbdl 9 mind a 4 fent emlitett Hypoxylon genomban jelen van (11.3.
bekezdés). A harom kimaradt sheared stwintron (HCOc046A, HCOc091B
¢s HCOc304A) ortologjai pedig hianyoznak a H. pulicicidum és E7406B
fajok genomjabol. Ez az eldfordulasi mintdzat arra utal, hogy a magas
homologiat mutatd 33 sister stwintron és a 2-es cropped sister intronok a
CO27-5/EC38 és E7406B/H. pulicicidum fajok szétvalasa utan épiiltek be a
genomba, a sheared sister stwintronok viszont mar korabban megjelentek.
Bar nem zarhatjuk ki, hogy a CO27-5-ben el6forduld harom cropped sister
intron késobb elveszett az EC38-bol, valosziniibb, hogy ezek az intronok a
két rokon szervezet szétvalasa utan keletkeztek. Ez aldtdmasztja egy 1j
sister stwintron és egy Uj 2-es tipusu sister intron jelenlétét EC38 két
génjében, ami egy pozicid konzervalt CO27-5-ben is jelenlévd sister
stwintront is hordoz. Az EC38 valbsziniileg 770 aminosavbol &llo
oligopeptid transzportert kodold génjét egy HECc321A stwintron szakitja
meg, ami megfeleléje a CO27-5-ben talalhaté HCOc271A stwintronnak.
Ezen feliill a HECc321A stwintrontdl 582 nukleotiddal 3’ irdnyban egy 1;,
cropped sister intront (HECc321B) tartalmaz. Hasonloképpen egy
valésziniileg 593 aminosav hosszisagu multicopper-oxidazt egy Uj sister
stwintron szakit meg (HECc217A), ami 71 nukleotiddal 5’ iranyban
talalhatdo meg a CO27-5-ben (HCOc003A, HECc217B) is megtalalhato
stwintrontol.

Ezt kovetéen a CO27-5/EC38-ban talalhatd mitokondrialis szallito
fehérje génjét (HCOcO017A) is vizsgaltuk Hypoxylaceae és Xylariaceae
fajokban. A két kozelebbi rokon faj — Hypoxylon sp. E7406B- ¢és H.
pulicicidum — mellett tavolabbi rokon fajokban — Hypoxylon rubiginosum-
ban és 4 tovabbi Daldinia-ban (D. eschscholzii; Daldinia sp. EC12; D.

childiae; D. concentrica) — is talaltunk hasonl6 szekvenciaval rendelkezo
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[D1,2] sister stwintronokat. A mellékletek kozott taldlhatd 26. abra
szemlélteti a HCOcO17A stwintronhoz homoldg szekvencidk jelenlétét
vagy hianyat rokon fajokban. 18 stwintront talaltunk D. -childiae
(Dchc003A), 5-6t H. rubiginosum genomjaban. Daldinia sp. EC12 esetében
pedig RNA SRA adatokat gytijtottiink 5 feltételezett stwintronrol. A
Daldinia fajokban és H. rubiginosum-ban viszont cropped sister intronokat
nem taldltunk.

Hypoxylon sp. E7406B és H. pulicicidum genomjaiban 8 mindkét
fajban jelen 1év6 stwintront talaltunk. Egy sister stwintron csak az E7406B-
ben (HE7c137A), egy masik sister stwintron pedig csak a H. pulicicidum-
ban (Hpuc023A). Egy 2-es cropped sister intron mindkét fajban
megtaldlhato — E7406B (HE7c057A) és H. pulicicidum (Hpuc021A) —
ugyanabban a génben, ami a CO27-5 esetében a HCOc378A stwintront
hordozza. Ez a gén kodolja az AzgA csaldd egyik szallito fehérjéjét.
Valgjaban az E7406B ¢és/vagy H. pulicicidum 11 sister (stw)intronja kozil
egyik sem volt jelen CO27-5/EC38 fajokban. Ez er6sen azt sugallja, hogy
a CO27-5/EC38 taxontdl valo elvalds utan jelentek meg ezek a szekvencidk,
bar 1ényegében ugyanabbdl a templatbdl keletkeztek.

A Hypoxylaceae csaladban 9 genomot vizsgaltunk meg, benniik csak
[D1,2] tipusu sister stwintronokat talaltunk. A Xylariales fajokban azonban
kimutattunk [D2,3] (51) (18) és egy [D5,6] (19) tipusut is, ami a [D1,2]
stwintronok duplikécidjaval és egy nagy intronként torténd alternativ
kivagodasaval johetett 1étre. A stwintron kivagodasa egy hatalmas
kanonikus intronként torténik, a kiilsé intron donorjdnak Gi nukleotidja
visszamarad. Mindkét végén TIR régiok talalhatok elkeriilve a
kivagddashoz sziikséges elemeket. Ez megfeleld fiziologiai koriilmények —

masodlagos szarhurok, vagy hajtli alak — mellett bekovetkezhet (141). A
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fiatalabb  stwintronok RNAfold szerinti mésodlagos szerkezete
(HCOc004A, HCOc066A, HCOc070A ¢és HCOc178A) hosszabban mutat
szimmetridt, mint a 2-es cropped intronok, emellett SRA adatok is
bizonyitjak a CO27-5 és az EC38 esetében is, hogy a kiilsé intron Gi-je
visszamaradhat egy alternativ egylépéses splicing kovetkeztében. Tovabba
D. childiae arilszulfataz génjében taldlhaté egy nagy kanonikus intron
(Dchc003S), ami feltételezhetéen egy [D1,2] stwintronbdl szarmazik, a
belsé intron BP eleme eltlint €s a mérete kétszerese egy cropped intronéhoz

képest.

5.3 Egyedi és ismétlodé stwintronok a Hypoxylaceae
csaladban

5.3.1 Tobb, mint 100 [D1,2] stwintron felkutatasa Hypoxylon sp.
CO27-5-ben

Az el6z0 eredmények fiiggvényében tovabb folytattuk a
kutatasunkat a Hypoxylon sp. CO27-5 genomjaban. Az el6zdekben talalt
nagy hasonldésagot mutatd ismétlédo €s tobbszordsen eléforduld sister
(multiple occuring; MO) [D1,2] tipust stwintronokat és kanonikus
intronokat leginkdbb a CO27-5/EC38 fajokban észleltiik. Egy 0si sister
stwintronbdl torténd duplaszala DNS torés kovetkeztében lezajlo MMEJ
javitdo mechanizmus hatasara lehetséges intronizacios folyamatot is leirtuk,
valamint bizonyitékot talaltunk ezen sister megszakitd szekvencia csoport
proliferacidjara is. Az elsd sister stwintront hasznilva BLASTN
segitségével konnyen rabukkantunk a tobbi — Osszesen 36 — sister
stwintronra (MO). Azonban nem csak a sister [D1,2] stwintronok csoportja
1étezik a CO27-5 genomjaban, ugyanis a komparativ analizisiik kozepette
két gén esetében is (HCOC091A és a HCOc121A) egyediilalld megszakitod
szekvencidkra (uniquely occuring; UO) is bukkantunk, amik nem

61



szerepeltek a korabbi BLASTN keresésiink taldlatai kozott (GenBank
MW530491 és MW490721). Tovabba a human polimerdz theta (POLQ)
helikaz doménjének gomba ortologjaban a DEXH-box DNS/RNS helikazt
kodolod génjében is talaltunk UO [D1,2] tipusu szekvenciat (GenBank
MW530496).

Az UO, nem-sister [D1,2] stwintronok azonositasdhoz meg kellett
vizsgalni a CO27-5 genomjat (107) és ujabb keres6 modelleket kellett
kialakitani, hogy ijabb stwintronokat taldlhassunk (5. abra: Keresémodell
A/B/C/D). Elsddlegesen a keresémodell A 282 jeldltet eredményezett,
amibdl 90 potencialis [D1,2] stwintront kaptunk. Ebbdl 59 nem szerepelt a
sister stwintronok BLASTN taldlatai kozott. Ezeket az egyediilalloan
eléforduld stwintronokat a keresésbdl eredé sorszamaik alapjan neveztiik
el. A 23 teljes sister stwintronbol 21-et ez a keresémodell felismert. A
HCOc224-179 két kontigon ativeld stwintront egyik keresémodelliink sem
azonositotta, tovabba egy rovidlancu dehidrogenaz/reduktaz nemrégiben
pszeudogenizalt génjében 1€vo sister stwintron (HCOc021A) sem kertilt
azonositasra, ugyanis a belsd intronja nem kanonikus az 5’-donor végen
1évé extra 4 nukleotid miatt (5’-GUACCsUAUGU). Az EC38 ortolog
pszeudo génjében ez a 4 nukleotid hianyzik (5’-GUAUGU), igy késObb ezt
a stwintront azonositottuk. 13 sheared sister stwintronbol 3-at az els6dleges
keres6 modelliink nem észlelt, ugyanis a belsdé intronjuknak a donor és
elagazasi szekvencidjuk messzebb van egymdastol (HCOcl03A 131 nt;
HCOCc091A 82 nt), mint amit a keresémodell A engedett (80 nt). Ezért a
keresémodellben a belsd intron donor és BP elem ko6zotti szekvenciahosszt
81-110 nukleotidra modositottuk, igy kaptuk meg a keresémodell B-t (5.
abra). A keresémodell B-vel 7 tovabbi [D1,2] UO szekvenciat talaltunk,
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amik elnevezése no-315-321 lett. Tovabb ndvelve a tavolsagot nem kaptunk
a HCOc103A-n kiviil mas eredményt.

Az eddig hasznalt keresdmodell A/B sem talalta meg a kimaradt
sheared stwintront, a HCO263A-t, ugyanis a kiils6 intronjanak donor és BP
eleme kozotti tavolsag meghaladta az eddigi keresémodellekben engedettet.
A HCOc016B 5’-végét is felismerte a modell, &m a kiils6 intron donor és
lariat eleme koOzotti tadvolsdg valdjdban 8 nukleotiddal tébb a
megengedettnél, a teljes stwintron hosszat pedig 58 nukleotiddal talaltuk
hosszabbnak kisérleti eredmények alapjan. Ezek a megfigyelések arra
késztettek benniinket, hogy a kiilsd intron donorja és BP elemei kozotti
tavolsagot 25-110-r61 111-200 nukleotidra valtoztassuk ezzel megalkotva a
keresémodell C-t (5. dbra). Ez tovabbi 13 UO [D1,2] stwintron
azonositasat eredményezte, amiknek a szdmozasa no-302-314. A
legnagyobb talalt stwintron 313 nt hosszu volt (no-313), mig a legrovidebb
114 nt hosszu (no-061). Az eldgazasi pont €s a hozza tartozo 3’-akceptor
(barmelyik U2 intron esetében) kozotti tavolsag tovabbi novelése 4-20-r6l
21-40 nukleotidra nem vezetett tovabbi [D1,2] stwintronok talalatdhoz.

A 1n0-007 és a no-061 stwintronok eldzetes dsszehasonlitd elemzése
azt mutatta, hogy ugyanabban a pozicidoban talalhatok meg két paralog
génben, amik egy 243 ¢és egy 250 aminosav hosszosagu rovidlanct
dehidrogenazt/reduktazt kdédolnak. Ezek ~54 %-ban azonosak egymassal,
valamint ezen kiviil talaltunk egy 3. paralog gént is, ami az eldzdekkel ~56
%- €és ~59 %-ban hasonlit. Az utdbbi génben 1évd stwintront (no-301) a
keresdmodell A nem detektalta, ugyanis kiils0 intronjanak BP eleme
kevésbé kanonikus 5’-CiCTGAC, ami az eddigi keresdmodelljeinkkel
inkompatibilis, ezért ismét modositottunk a modellen. A kiils6 intron 5°-

DiYTRAY lariat szekvencigjat 5’-CiCTRAY-ra cseréltik ezzel
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megalkotva a keresdmodell D-t (5. dbra). Ezzel talaltunk egy tjabb (no-

300) [D1,2] stwintront, ami egy integralt membran fehérje génjében

talalhato.

Az igy Osszegytijtott 81 db UO [D1,2] tipusu stwintront — a sister

stwintronok kivételével — haromféle mdodszerrel azonositottuk:

1.

BLASTN kereséseket végeztiink az NCBI SRA adatbazisaban, amivel
felallitottuk a splinter €és a teljes stwintron kivagodasa utdn maradt
fuzionalt szekvencidkat (SRX875229-34; (107)). Ezt mind a 117
esetben megtettiik (MO (36) és UO (81) [D1,2] stwintronok), azonban
ahol az adatbazisban nem szerepelt megfeleld SRA adat, ott a CO27-5
kozeli rokonjat, az EC38 adatait vettilk figyelembe, mint ortolog
génekben 1évo stwintronokat (SRX872662-67; (107)).

Masodik megkdzelitésiink az RT-PCR altal meghatarozott koztes és
teljes stwintron kivagddasa utan kapott transzkriptumok cDNS
szekvenaltatasa. A szekvencidkat GenBankba feltoltottiikk (lasd: 36.
oldal).

A stwintront tartalmazé gének 19 Hypoxylaceae fajban 1év6 ortologjait
is felkutattuk TBLASTN kereséssel célzottan a WGS adatbéazisokban.
Komparativ elemzést kovetden manualisan meghataroztuk a lehetséges
intron-exon hatarokat, ugyanis az ortoldg és paralog génekben az intron
poziciok konzervativak (142). Eszleltiink néhany ritka esetet, amikor a
donor régi6 5°-GU helyett, kevésbé kanonikus 5°-GC taldlhatd, ami
eléfordulhat belsd vagy akar kiils6 intronban is. Erre példa a no-71
ortolog Entonaema liquescens génjében taldlhato stwintron kiilsé intron
donor eleme.

Az 6sszes 117 [D1,2] stwintron esetében megvizsgaltuk az ortolog és

lehetséges paraldog géneket is. Harom esetben — a no-007/ no-061/n0-301; a
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n0-302/n0-303; és a sheared sisterek koziil a HCOc020A/HCOc263A —
pozicidjukban konzervalt stwintront tartalmazé paralégok. De més (nem

pozicio konzervalt) paralégokat is talaltunk.

5.3.2 [D1,2] stwintronok eléforduliasa/megoszlasa Hypoxylaceae
csaladban

Jelen munkankban bizonyitottuk, hogy tobb mint 1500 potencialis
[D1,2] stwintron érintett a Hypoxylaceae csalddon beliili fajok kozott
(Sordariomycetes osztaly; Xylariales rend). Végre lehetdséglink adodott,
hogy tobb, mint 100 ugyanazon tipusu, egy fajon beliil taldlhatd stwintront
statisztikai elemzés ald vegylink, emellett eddigi kisérleteink alapjan
vizsgalt nagy hasonlésdgot mutato, terminalis szimmetriaval rendelkezo
[D1,2] sister stwintronjainkat 6sszehasonlitsuk a jelenleg ijonnan talalt 81
[D1,2] egyedileg eléforduld (egymashoz sem funkciondlisan, sem
szerkezetileg nem kapcsolddd) stwintronokkal.

Az elsd ¢és lényeges kiilonbség a sister- és nem-sister stwintronok
kozott, hogy a sisterek csak Hypoxylon sp. CO27-5-ben és kozeli
rokonjéban, a Hypoxylon sp. EC38-ban fordulnak eld, mig a nem-sister
(UO) stwintronok nagy része (84 %) szinte az 0sszes ortolog génben
eléfordul a Hypoxylaceae csalddon beliili vizsgélt torzsek esetében. A
stwintronok jelenlétét a 19. abra piros pottyei szemléltetik. Ez azt sugallja,
hogy a 81 UO stwintron sokkal 6regebb, mint a sister stwintronok, amik
azutan keletkezhettek, hogy a CO27-5/EC38 szétvaltak a tobbi fajtol. A
sheared sister stwintronok a két véglet kozott helyezkednek el. Koziiliik hat
egy szlik taxonomiai klddra korlatozodik és a CO27-5/EC38 és/vagy
Hypoxylon sp. E7406B/H. pulicicidum fajok érintettek. Harom sheared
sister csak a CO27-5/EC38 fajokban fordul eld, ugyanis mas taxonokban

nincs ortologjuk, ezzel szemben harom masik sheared sister (HCOcO016B,
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HCOc024B ¢és HCOc091A) konzervalt pozicidkban helyezkedik el az egész
csaladon beliil.

Kiilonds helyzetet figyeltiink meg a 2-es fazisu no-274 stwintront
tartalmazd jol konzervalt plazmamembran fehérjét kodold génben

(monovalens kation: proton antiporter-1 csaladba tartozik), ami arra utal,

]

£ =g

s &

£ 8 £ oo g

22 83 25

(=g} U =

HCOCc002A no7 + no 192 +
HCOc004A no 8 no 199

HCOc017A no 14 0000 no 200 +

HCOc017B no 17 YOODE no 202 +

HCOc021A no 19 1 1 z z no 208 z
HCOc047A no 22 no 215

HCOC052A 102 QOO0 no 232 +

TICOC0S8A 03 QOO0 no 234 +

HCOC061A no 37 OCOC no 235 +

HCOc066A no 44 OOOOCOO00000000E no 236 +

HCO0T0A 04 COOO0000000000008 10238 GBS +
HCOc076A no 49 0000000000000000¢ no 239
HCOc102A no 50 ****+******§**¢¢ no 241
HCOc164A no 53 ***********‘+*** no 242
HCOc178A no 54 0600000000000 no 243
HCOc236A no 61 iiz OO0 E + no 255
HCO224-179 no 69 no 274
HCOG252A no 71 ***”**m no 276
HCOc271A no 74 SO0 it no 279
HCOc332A no 77 1 no 300
HCOc378A no 82 +4 no 301
HCOc406A no 90 +4 no 302
HCOc522A no 91 no 303
HECc114A no 100 11 no 304
HECc217A no 112 +4 no 305
HCOc002B no 115 +4 no 306
HCOc004B no 124 §* no 307
HCOc016A no 125 no 308
HCOc016B no 132 ++ no 309
HCOc020A no 133 ** no 310
HCOc024B no 136 11 no 311
HCOCc046A no 140 §* no 312
HCOc091A no 143 no 313
no-223 no 154 YOC no 314
HCOc091B no 155 11 no 315
HCOc159A no 158 +4 no 316
HCOc263A no 174 ++ no 317
HCOc304A no 177 ++ no 318
HCOc103A no 189 no 319
no 320
no 321

19. abra 117 ortolog [D1,2] stwintron eldforduldsa ugyanazokban a génpoziciokban 17 Hypoxylaceae fajon
beliil. Piros péttydk: az adott CO27-5-ben lévd stwintron eldfordul mas fajon beliili ortolog génjében, fekete

fajban hianyzik az ortolog gén (22).
hogy egy helyi mutacio eredményeképpen a stwintron tipusa megvaltozott
[D1,2]-r61 [D5,6]-ra. Harom fajban — H. rickii, H. fragiforme és H.
lienhwacheense — az eredetileg [D1,2] stwintron, amely a tobbi

Hypoxylaceae, és mas Xylariales fajokban is megtalalhato, feltehetden
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[D5,6] stwintronnd alakult 4t. Négy nukleotid (5’-GTAA vagy 5°’-GTGA)
be¢kelddott kozvetlentil a kiilsé intron G nukleotidja elé ezzel a kovetkezd
felosztasokat eredményezve: 5°-GTAAGs|Ts vagy 5°-GTGAGs|Ts. A
folyamat sordn a belsd intron €s a hatarold exonok sem voltak érintettek,
ugyanis a stwintron fazisa nem valtozott. H. fragiforme-ban ez a folyamat
a kiils6 intron 5° végen a belsd intron kapcsolodasanal torténd 20

nukleotidos delécid eredménye lett (5’-TAG|T>).

5.3.3 117 [D1,2] stwintron szekvencia elemzése

5.3.3.1 Intron-exon hatarok, szekvencia logo

Ot konzervilt szekvencia motivumot hasonlitottunk 6ssze az 5°- és
3’ hasitasi helyeken és elemeztiik a 81 MO [D1,2] stwintron inszercios
helyeit. Megvizsgéltuk az exon-intron hatarokat ugy, hogy az exonok
szekvencigjat 15 nukleotiddal kitoltuk (20. &bra). A sisterek csoportjat
(korabban mar elemeztiink az 5.2.4 bekezdésben) kontrollnak hasznaltuk.
Ahogy a sisterek esetében, az UO stwintronoknal sem talaltunk szekvencia
mintdzatot, ami meghatarozhatna az integralédas helyeit. Nincs inszercios
mintdzat a szomszédos exon régiokban sem.

Kozilik az alternativan kivagdodd [D1,2]/[A2,3] stwintronok
nincsenek elterjedve. A stwintronok el6tti [AG] és a mogottiik elhelyezkedd
[GT] szekvencidk kombindcidja — kanonikus intronok kettds fuzids helyei
lehetnek — sem volt megtaldlhato ebben a csoportban. Ezenkiviil nem volt
bizonyiték a stwintronok tandem hely duplikdciojara valamely illesztési
hely bevonasaval (130). Két eset fordult eld, hogy egy [TAG] szekvencia
kozvetleniil egy 3° akceptoros TAG-gal végzddd stwintron eldtt all, de

[CAG] nem fordult el6 kozvetleniil a Hypoxylon sp CO27-5 stwintronok
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elétt. A [GT] kozvetleniil a 3” akceptor utan a 117 stwintron koziil nyolcban

fordult eld, a [GTA] pedig kettében (no-279 és no-308) volt jelen.

a

uniquely occurring stwintrons [81]
ey e Hin by
WA 1m
I o fren
we b T

motif 1 [7 nt] motif 2 [6 nt] motif 3 [8 nt] motif4 [6nt]  motif 5 [3 nt]

sister stwintrons [38]
e o
oy Wintw e
Man Mean
i Tt W
= T .
: | S S - P Sp— =

20. abra Szekvencia logo az exon-intron hatarokrol és konszenzus szekvenciakrol. a) 81 UO
stwintron, b) 23 sister stwintron logo esetében (22)

Mind a 81 UO stwintron exon elvesztés-, vagy keletkezés nélkiil
integralodott a genomba. Az elhelyezkedésiik és fazisuk is konzervalddott
a Hypoxylaceae fajokon beliil, egyértelmiien tobb 1-es fazisu stwintron van
kozottik (~45 %). A két csoport stwintronjainak fazis profilja viszont

hasonlosagot mutat.

5.3.3.2 Szekvencia hosszusagok vizsgalata

Egy hipotézis szerint, amit Collemare és munkatarsai allitottak fel,
a fonalas gombdk legelterjedtebb, altaldnos U2 intronjai (“regular
spliceosomal introns” vagy RSI-k) introner-szerli elemekbdl szarmaznak
(azaz magas szekvenciahasonlosaggal és stabil masodlagos szerkezettel
rendelkez0 intronok). A terjedésiik 6ta a megkett6zott intron szekvencidk a
felismerhetetlenségig szétvaltak. Az introner-szerii elemek degeneracidja
nem csak szekvencia megvaltozasdhoz vezetett, hanem a spiceoszomalis

U2 intronok hosszara torténo lerdvidiiléshez is (117).
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A stwintronok, és az dket alkoto intronok hosszat is megvizsgaltuk,
miszerint az UO stwintronok szélesebb tartomanyba esnek, mint a sisterek.
Ez nem meglepd, hiszen a sister stwintronok magas szintli szekvencia
hasonlosaggal rendelkeznek, €s fiatalabbak a nem-sister stwintronoktol. Az
UO stwintronok kozott 13 rovidebb barmelyik sister stwintronndl, viszont
10 hosszabb. A révidebb UO stwintronok belsd intronja zsugorodott, a
hosszabbak esetében viszont a kiilsé intron megnynlt.

A stwintronok meéretbeli kiilonbsége leginkabb az o6ket alkotd
intronok 5’-donor és BP elemei kozotti régional fontos. A lariat elem ¢és a
3’-akceptor szekvencidk kozotti tavolsag mindkét intron esetében elég
kicsi. A belsé intron lariat és akceptor kozotti tavolsaga sister stwintronok
koziil 34 esetben (89%) 7 nukleotid, a nem-sister stwintronok kozott ez 49
esetben (60%) fordul el6. Az UO stwintronok kozott 11 esetben 6 nukleotid,
5 esetben 8 nukleotid volt ez a tavolsag. A kiilsé intron lariat és akceptor
elemei kozotti tavolsag 6 nukleotid az UO stwintronok 62%-aban, mig 6
stwintron esetében ez 7 nukleotid és 3 masik stwintronnal pedig 5 nukleotid.
A sister stwintronok kiilsd intronjainak a BP elem és akceptor szekvencidja
kozotti kiilonbség tipikusan 19 nt (25-bdl 23 sister stwintron, és 13-bdl 5
sheared sister stwintron esetében). 3 sheared sister stwintronndl ez a
tavolsag 18 nt és 2 masik sheared sister stwintronndl pedig az UO
stwintronokra is jellemzd 6 nukleotidnyi volt a tavolsag.

Allatokban az U2 snRNP segitd faktor (U2AF protein) ismeri fel a
pirimidin (CU) régid és a 3 vagasi helyet, majd kapcsolatba 1ép az U2
snRNP-vel, hogy a lariathoz kapcsolédjon a  spliceoszoma
Osszeszerelddésekor (143) (144). Mindkét alegység génje eldfordul
Hypoxylon sp. CO27-5 gombaban: U2AF65 [contig MDCL01000013,
koordinatak: ¢90609-887114] ¢és U2AF35 [contig MDCL01000186,
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koordinatdk: 104888-105517]. Altalanos megfigyelés alapjan, ahol
pirimidin régi6 van, az a lariat elagazasi ponttdl 5’ irdnyban helyezkedik el,
gyakrabban kozelebb a donorhoz. Ez teljesen logikus, ugyanis a BP elem és
az akceptor kozotti rész az UO stwintronok nagyrészében rovidebb, mint 8
nukleotid. A sister stwintronok kiilsd intronjanal megfigyeltiik, hogy
szorvanyosan a pirimidin régié (CT/CU) hosszabb, mint 6 nukleotid. A
sheared stwintronok két eset¢ben (HCOc046A, HCOc263A) ez nagyobb,
mint 7 nukleotid. Az UO stwintronok csoportjaban a legtobb kiilsé intron
tiszta pirimidin régioval rendelkezik a donor és a kanonikus BP szekvencia
kozott. A no-071 és no-274 stwintronok kiilsd intronjdban a lariat és
akceptor kozott azonositottuk a pirimidin szakaszt (>7 nt). Ezek olyan UO
stwintronok, amelyeknél ezen konszenzus szekvencia elemek kozotti

tavolsag lényegesen nagyobb (17 nt, illetve 15 nt), mint az 4tlagos méret.

5.3.3.3 A stwintronok AU tartalma

Mind a 117 [D1,2] stwintron esetében elmondhato, hogy az AU
tartalom aranya GC-hez viszonyitva magasabb. A sister stwintronok
csoportjanak az %o AU értéke Iényegesen magasabb, atlagosan 631 %o, mint
a 81 UO stwintronbdl all6 csoportnak, ahol az atlagértek 590 %o.. Az UO
stwintronok koziil csak 9 rendelkezik magasabb AU %o értékkel, mint a
sisterek atlagértéke. Az AU tartalom minden stwintronra kiilon kiszdmitasra

keriilt, majd azokat ezrelékre kerekitettiik (%o).

5.3.4 Belso szimmetria bemutatasa 117 [D1,2] stwintronban

A kanonikus sister intronoknal és stwintronoknal rendkiviili
szimmetriat figyeltiink meg a korabbiakban. A maésodlagos szerkezetiik
eldre josolt alakjai hajtiikanyarokat alkotnak, ahol a donor 5’-Gi ¢és az

akceptor 3’-Gs nukleotidok kozel esnek egymaéshoz és parositatlanok
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maradnak. A belsé szimmetria a megszakitd szekvencidk sajat reverz
komplementeriikkel végzett illesztésen alapszik. A MAFFT program altal

megalkotott eredmények adtak a megfigyelésiink alapjat, amelyeta 21. dbra

prezental.

21. abra A Hypoxylon sp. CO27-5 stwintronainak belsé szimmetridjat abrazolo séma. a) Legfeliil a
sheared sister stwintronok, majd a teljes hosszuisagu sister stwintronok lathatoak, b) Az evoluciosan
idosebb, 81 nem-sister stwintronok abrazolasa

Az Ujonnan felfedezett 81 UO stwintronban is kivétel nélkiil
taldltunk szimmetriai jellemzoket, melyeket tobb programmal is
vizsgaltunk. Gyakran két szimmetriai kozéppel is rendelkezett egyazon

stwintron, ezzel is azt mutatva, hogy tobbféle masodlagos szerkezetet is
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felvehetnek. A stwintronok  szekvencidjdnak  sajat  reverz
komplementeriikkel végzett illesztéseit MAFFT programmal készitettiik az
E-INS-i modult haszndlva. A pontozasi matrixok koziil (200 PAM, 20
PAM, 1 PAM) azt valasztottuk a legmegfelelébbnek, ahol minimalizalni
tudtuk a réseket. A sister stwintronoknal a szimmetria a terminalis részeken
sokkal stirlibb volt, aminek oka a lancvégi TIR szekvencidk. A MAFFT
gyakran produkalt hosszi kinyuldsokat a 3’- vagy 5’ végeken, valamint
hatalmas hézagokat tartalmazo igazitdsokat, amelyek nagy delécids vagy
inszercios eseményekre utalnak a DNS-szinten. Két esetben (no-215 és no-
319) olyan hosszt talnyuldsokat észleltiink, amely soran a szimmetriat
mutatd elem a stwintron kiils6 intronjanak felelt meg. Mindazonaltal
legalabb 30 esetben folytonos szimmetridt tapasztaltunk minimalis
hézagokkal. Ez a bels§ szimmetria viszont nem vesz részt az RNS
masodlagos szerkezetének dinamikajaban, valdszinlileg 6si lancvégi
1ismétlodések maradvanyai okozhatjak.

Ez a megfigyelésiink a Hypoxylon sp. CO27-5 genomjaban talalt
117 [DI1,2] stwintronr6l aldtdmasztja Collemare ¢és munkatarsainak
publikéciojat (117), miszerint szamos ,,reguléris spliceoszomalis intron”
(RSI), amely ma jelen van a fonalas gomba genomokban, valdjaban 0Osi
introner elemekbodl, ismétldodo intron szekvenciakbol szarmazik,
amelyekrdl azt josoltak, hogy masodlagos struktirajuk egy jellegzetes hajtii
a CO27-5 stwintronok belsé szimmetridja €s a masodlagos szerkezeteinek
dinamikdja mekkora mértékben ¢és milyen szinten befolyasolhatjak a
splicing folyamatot és milyen esetekben valthatnak az alternativ kivagodas

eseményére, ami altal részt vehetnek az (stw)intronok terjedésében.
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5.3.5 [D1,2] stwintronok masodlagos szerkezeteinek felépitése
Neéhany évvel ezeldtt zebradanidban (Danio rerio) a spliceoszomalis
intronoknak egy 0j osztalyat fedezték fel, ahol megfigyelték, hogy a
splicing mechanizmusat az intron masodlagos szerkezete befolyasolja (145)
(146) (141). Az 5° donor végen 1évé AC és a 3’ terminalison 1évé GU
1ismétlodések komplementerei egymasnak, ezaltal az egyszalu intron olyan
hajtogatddasra képes, hogy a vagasi régioi kozel essenek egymadshoz,
amivel egy specialis strukturat alakit ki. Az RNAfold szoftver segitségével
josoltak meg az optimalis masodlagos szerkezeteit ezeknek a (AC)m-(GU)n
tipusu intronoknak. Allitélag a minimalis szabad energiajuk (AG) kétszer is
alacsonyabb, mint a zebraddnidoban 1évé hagyoméanyos U2 tipusu
intronoknak. Az (AC)m-(GU)n intronok az U2 snRNP segéd faktor (U2AF
protein) bevonasa nélkiil vagodnak ki, ami segitené a hagyomanyos
intronok esetében a lariat eldgazashoz hivni az U2 snRNP-t. Ez a
masodlagos szerkezet ugy irhaté le, mint egy meghosszabbitott, bar
tokéletlen hajtli, amely a G terminalt parositatlanul, de egymas kdzelében
hagyja. A zebradanioban talalt cep97 gén 5. intronja (Accession number:
NC 007112, koordinatdk: 13333-13503) egy jo példa erre (145). A
konzervalt elemek, mint az elagazasi régio a kétszalt szakaszokban elfedve
talalhatoak. A zebradanioban tapasztalt optimalis RNS struktarak
hasonlosagot mutatnak a 2-es tipusu cropped sister intronok és néhany sister
stwintron RNAfold 4ltal eldvetitett masodlagos szerkezeteivel, kiilondsen
azokkal, amelyekben TIR (terminal inverted repeat) régiok taldlhatéak. A
kiilsé intron BP eleme részlegesen vagy teljesen takardsban van a
spliceoszoma eldl egy duplaszar szar altal, habar a TIR régidhoz
komplementer dinukleotid ismétlédések (AC-GU) nincsenek sem

sisterekben, sem a 81 UO stwintronok kozott.
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Az RNAfold program szerint
kigytjtottik mind a 117 [D1,2]
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energiak atlagosan 18-20%-kal

22. 'a'b,rc.z Egy konszenzus szerkeze,t h,vt'wintfon alacsonyabbak voltak a sister
optimalis masodlagos szerkezet felépitése tobb

szekvenczazllesztes'ebol. Be{so zntll.”mz stwintronok esetében, mint az
konszenzus elemei magenta szinnel, a kiilsé
intron konszenzus elemei tiirkizzel vannak azonos mérettartomanyban 1évo

jelolve. UO stwintronoknal, mivel sok
egyedi kivétel is volt mindkét csoportban, ezek a AG értékbeli kiilonbségek
igy kevésbé szembetlin6k, mint a zebraddnidoban 1évd intron csoportok
esetében, ahol a kiilonbség 50-100% (145). A megjosolt masodlagos
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szerkezetek megbizhatésdga érdekében a 14 leghasonlobb  sister
stwintronnal illesztést végeztiink. A masodlagos szerkezet vizsgalatat a
ViennaRNA online webhely RNAalifold programjaval modelleztiik. A 22.
abra szemlélteti, a levezetett konszenzus szerkezet stwintron (205 nt)
masodlagos szerkezetének optimalis és takarékos megjosolt strukturdjat
(104). Ez egy szar-hurok strukturat eredményezett, ahol a szar részt a
lancvégi forditott ismétlodések alkotjak. Ez a konszenzus szar 47 nt hosszu,
8 nt parositatlan, két nem-kanonikus GU bazisparosodast tartalmaz. A
duplaszéalusodott konszenzus szar elfedi a kiilsd intron eldgazasi pontjat. A
konszenzus struktura kdzepén két kis hajtli helyezkedik el egymés mellett.
Az 5’ iranyban 1év6é hajtli tartalmazza a belsd intron BP elemének 6
nukleotidjat (5’-GCUAAC), ami parosodott a kiils intron donorjdnak 6
nukleotidjaval (5’-GUAAGU). Az elagazasi As és donor Gi nukleotidja
szomszédos bazisparokkal van elzarva. A belsd vagasi elemek egymast
elzéarjak a spliceoszémalis RNP eldl. A struktara nem tartalmaz 5-nél tobb
egymas utani pirimidint, de egy kisebb megszakitas nélkiili pirimidin
szakasz (5’-UUCUUAUUUC) van a 3’ oldali hajtli régidban.

Ez az optimalis konszenzus masodlagos struktira az egylépéses
kivagodast preferalna, ami szemben all az altalunk megalkotott kétlépéses
kivagodasi szaballyal. Ebben a formaban az egylépéses kivagodas alternativ
splicingként +1 frameshiftet okoz, ami csonka fehérje termékhez vezetne.
Az igy kivagddd RNS darabok az NMD (nonsense-mediated mRNS decay)
(147) (148) (149) (150) folyamat altal lebomlanak. Mindazonaltal talaltunk
erre az alternativ kivagodasra SRA adatokat NCBI-on beliil sister
stwintronokra €s a nem sister stwintronok esetében is. Azonban ugy tlinik,
hogy a kivagodashoz sziikséges kivagodasi elemek az intron definicid

alapjan leirt mdédon parositodnak és vagodnak ki, azaz a kétlépéses
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kivagodas az uralkodo. Szelekcids nyomas hatasara az iddsebb stwintronok
elterjedtebbek a fajok kozott és masodlagos szerkezetiik nem konzervalt,
nem az optimalis struktirdt mutatja. Ezt 9 stwintronon teszteltiik
(HCOc024B, no-53, no-54, no-82, no-143, no-208, no-223, no-249, no-
301), melyek pozicidikban konzervaltak voltak a kiilonb6z6 fajokon beliil.
Nem talaltunk bizonyitékot az optimdlis konszenzus masodlagos
szerkezetre vald konzervaltsdgukra sem Hypoxylon sp. CO27-5-ben, de a

rokon fajokon beliil sem.
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6. OSSZEFOGLALAS

A spliceoszomalis intronok az eukariotdkban taladlhaté géneket
megszakitd szekvencidk. Kivagodasukat egy ribonukleoproteinekbdl allo
komplex, a spliceoszoma katalizalja. A stwintronok (spliceoszomalis iker-
intronok) két spliceoszomalis intronbol épiilnek fel, amelyek egymasba
vannak ékelddve. Egy bels6é U2 intron beépiil egy masik U2 intron valamely
kiils6 intron konszenzus régioja a spliceoszéma szdmara felismerhetetlenné
valik, ezért a stwintronok kivagodasa kétlépéses folyamat. Eloszor a belso
intron vagodik ki, mely soran a kiilsé intron megszakitott konszenzus eleme
helyreéll, majd ezt kovetden a kiilsd intron is kivagodik.

Celkittizéseimnek eleget téve elmondhatom, hogy a disszertaciom
alapjat képezo kisérlet sorozat sikerrel zarult, ugyanis mind a 6 tételre
sikertilt valaszt kapnunk.

Lipomyces éleszté fajok retukulum fehérjét kodold génjeiben 3 j
tipusu stwintront, CIS elemet fedeztiink fel: [D4,5], [D6,7] és [D7,8]. Ezzel
a megfigyeléssel nemcsak egy ujfajta stwintron tipust tudtunk kimutatni,
amely nem a konszenzus elemek egyikébe ¢ékel6dott be, hanem egy
stwintronizacios folyamatot is felfedtiink. Ezek az 0 megszakitd
szekvencidk részt vehettek egy stwintronizacios folyamatban, mely soran
az eredeti intron donorja (vagy egy része) megkettdzodhetett, ezzel egy 1j
vagasi helyet kialakitva. A DSB mechanizmusnak kdszonhetéen, amit a
cNHEJ folyamat kisér, 1étre jon egy 0j 5’ vagasi hely, ami a belsd intron
donorjat fogja alkotni. A belsd intron 3’ végi konszenzus helyei pedig
pontmutéaciok révén alakulhattak ki.

A. nidulans jol konzervalt mitokondridlis szallito fehérje génjébdl
kiindulva [D1,2] tipusu stwintronokra bukkantunk Hypoxylon sp. CO27-5
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¢s kozeli rokonjainak ortolég génjeiben. A keresdmodelliinket addig
alakitottuk és szerkesztettiik, amig végiil tobb, mint 100 [D1,2] tipusu
stwintront talaltunk a CQO27-5 fajon beliil és kozeli rokonjaiban
egyarant. Alaposabban megvizsgalva a stwintron halmazt, egy szembet{ind
kiilonbség alapjan, két csoportra osztottuk Oket: ,.sister” (tobbszordsen
eléforduld; MO) és ,,nem-sister” (egyedileg eléforduld; UO) stwintronok
csoportjara. Feltiind volt a homoldgia mértéke 23 stwintron kozott, melyek
igy ,.sister” (sister) elnevezést kaptak. Emellett talaltunk még 13 [D1,2]
stwintront, amik parcialisan, de magas szintli hasonlosdgot mutatnak a
sisterekhez, igy ,,sheared sister” jelz6t kaptak. Tovabbi 12 kanonikus
intronra is felfigyeltiink, amelyek szintén magas szinti homologiat
mutatnak a sister stwintronokhoz. Két intron esetében, az 1-es tipusu
cropped sister intronok a sister stwintronok belsd intronjaihoz hasonlitanak;
viszont 10 intron esetében, a 2-es tipust cropped sister intronok a stwintron
5> wvégi belsd intron szekvencidjanak és a 37 végi kiilsé intron
szekvencidjanak a fazidjaként véve mutat magas szintli hasonlosagot. Ez
alapjan a sister stwintronok/intronok csoportja egy ujfajta intronizacios
folyamatot kovethet, ugyanis a stwintronokban talalhatdé két palindrom
szekvencidjanak rekombindcioja a stwintron kdzépso részének kivagodasat
okozza, ezzel Iétrehozva egy kozépsd részén palindromot (5°-
TTTCTAGAAA) tartalmaz6 kanonikus intront (2-es tipus). Egy 2-es tipust
cropped intron (HCOc121A) esetében az intron inszercidja 3 nukleotid
onmaguk reverz komplementer szekvencidjukkal magas szintl
hasonlosagot mutatnak, amit eldsegit a terminalis forditott ismétlédések
régidja (terminal inverted repeat; TIR). Emellett minden sister szekvencia

belsé szimmetriat is mutat. Ezek a tényezdk mind elésegitik az intron
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beépiilését, ugyanis ezek a tulajdonsagok az introner-szeri elemekéivel
hasonléak. A magas szintli homoldgia adja a stabil masodlagos szerkezetet,
mi szintén feltétele a folyamatnak, mely soran a DSB, cNHEJ és reverz
transzkripciés folyamatok intron duplikacioval kotott proliferaciot
okozhatnak.

A sister stwintronok elemzését kovetden elemeztiik a 81 UO [D1,2]
stwintront is. Lehetdségiink nyilt tobb, mint 100 ugyanazon tipusu és fajon
beliil taldlhato stwintron statisztikai felmérésére, €s a két stwintron csoport
Osszehasonlitdsdra. A stwintront tartalmazd géneket elemeztik és
felkutattuk a kozeli és tavolabbi rokon fajok ortolog €s paralog génjeiket is.
Ezzel tobb, mint 1500 stwintron volt érintett az 6sszehasonlitd elemzésben.
A sister stwintronok fiatalabb szekvenciak, ezt bizonyitja, hogy a CO27-5
mellett, csak nagyon kozeli rokonjdban, az EC38-ban fordulnak eld
leginkabb. Ezzel szemben a 81 UO stwintron tavolabbi rokon fajokban is
megjelenik. A stwintronok két csoportjdban leginkdbb az egyes fazis
dominal, inszercids mintazatokat a hatdrolé exonokban nem tapasztaltunk.
A sister stwintronok kiilsé intronjanak BP és akceptor kozotti része
haromszor olyan hossza (19 nt), mint az idésebb UO stwintronoknal (5-7
nt). Mind a 117 [D1,2] stwintron esetében elmondhatd, hogy az AU
tartalom aranya GC-hez viszonyitva magasabb, a sister swintronok
csoportjanak az %o AU értéke viszont lényegesen magasabb, mint a 81 UO
stwintronbdl 4ll6 csoportnak. Belsé szimmetria ugyanugy jellemzi mindkét
csoportot, azonban a sister stwintronok a lancvégi TIR régiok miatt
stabilabb masodlagos szerkezetet eredményeznek. Az RNAfold program
szerint kigy(jtottik mind a 117 [DI1,2] stwintron minimum szabad
energiajat (AG), majd Osszehasonlitottuk a két stwintron csoportot, ami

szerint a sister stwintronok AG értéke atlagosan 18-20%-kal alacsonyabb,
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mint az azonos mérettartomanyban lévé UO stwintronok értékei.
Megfigyeléseink alapjan néhany sister stwintron masodlagos szerkezete
olyan elrendezddést mutat, ami lehetdvé tehetné egy egylépéses alternativ
splicing végbementelét, ami +1 nukleotidos eltolédast eredményezne,
azonban az SRA adatok és kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy
tobbnyire a kétlépéses kivagodas a jellemzd.

Nem csak a vizsgélt komplex intron struktirak Gjabb tipusait sikertilt
felfedezni, de egy statisztikai felmérést is végeztiink. Elmondhatjuk, hogy
a kozelmultban végzett kutatdsaink és kisérleteink megtériiltek, hiszen uj
dolgokat tapasztaltunk meg fonalas gombdk és élesztok genomjaban. A
stwintronizacié, intronizacid ¢€s alternativ splicing eseményeivel
persze a gének introntartalmanak, valamint a szabalyozasanak lehetséges
alakulasat az idék folyaman. Tovabbra is j6 modellszervezetnek szolgalnak
a gomba genomok a hasonl6 kisérletek elvégzésére. Biztos vagyok benne,
hogy még sok dolog felfedezésre var, azonban bizom benne, hogy jelenlegi
kutatdsommal hozzajarulok a tovabbi felfedezésre vard stwintronok

funkcionalis és szabalyz6 szerepének megértéséhez.

80



7. SUMMARY

Spliceosomal introns are gene-interrupting sequences found in
eukaryotes. Their splicing is catalyzed by a complex of ribonucleoproteins,
the spliceosome. Stwintrons (spliceosomal twin introns) consist of two
spliceosomal introns that are nested in each other. An internal U2 intron
interrupts one of the canonical splicing elements (donor, lariat or acceptor)
of the external U2 intron, thereby making this consensus region of the
external intron unrecognizable to the spliceosome, therefore the excision of
stwintrons is a two-step process. First, the internal intron is excised, then
the interrupted consensus element of the outer intron becomes intact and
excisable.

Having fulfilled my objectives, I can say that the experimental series
that formed the basis of my dissertation was successfully concluded,

because we managed to get answers to all 6 goals:

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

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

3. Search for genomes containing the same [D1,2] type stwintrons and
verify them in laboratory conditions and by in silico analysis.

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

5. After the data collection, reveal the possible stwintronization
processes of the examined stwintrons.

6. Determination of factors affecting the proliferation of stwintrons.

In genes encoding reticulon-like proteins of Lipomyces yeast species,
we discovered 3 new types of twintrons, CIS elements: [D4,5], [D6,7] and
[D7,8]. With this observation, we did not only detect a new type of
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stwintron, which was not interrupting consensus elements but we were also
able to reveal a stwintronization process. These intervening sequences
may have participated in a stwintronization process, when 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.

In orthologous of the gene encodes a well-conserved mitochondrial
transporter protein of Aspergillus nidulans, we found [D1,2] type stwintrons
in Hypoxylon sp. CO27-5. We developed and edited our search model until
finally we found more than 100 [D1,2] type stwintrons both within the
C027-5 species and within its close relatives. Taking a closer look at the
stwintron set, based on a striking difference, we divided them into two
groups: "sister" (multiple occurring; MO) and "non-sister" (uniquely
occurring; UO) stwintrons. The degree of homology between 23 stwintrons,
which we named sisters, was striking. In addition, we found 13 [D1,2]
sheared sister stwintrons that have partially high level of similarity to the
sisters. In two instances to be called type-1 cropped sister introns, the
similarity extends to the whole internal intron; in 10 other 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
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nucleotides and we use this observation to demonstrate proliferation of
(stw)introns. The sisters show a high level of similarity with their reverse
complementary sequence, which is facilitated by the region of terminal
inverted repeats (terminal inverted repeats; TIR). In addition, all sister
sequences show internal symmetry. These factors all promote intron
integration, as these properties are similar to those of intron-like elements.
The high level of homology gives the stable secondary structure, which is
also a condition for the process, during which the DSB, cNHEJ and reverse
transcription processes can cause proliferation linked to intron duplication.

After the analysis of the sister twintrons, we also analyzed the 81 UO
[D1,2] twintron. We had the opportunity to perform a statistical survey of
more than 100 stwintrons of the same type in closely related species, and to
compare the two stwintron groups. 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
twintrons 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 twintrons, insertion patterns were not
observed in the bordering exons. 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 compared to the ratio of GC, and
the %0 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. According to the RNAfold
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program, we collected the minimum free energy (AG) of all 117 [D1,2]
stwintrons, and then compared the two stwintron groups. The AG value of
the sister stwintrons is on average 18-20% lower than the UO in the same
size range values of stwintrons. Based on our observations, the secondary
structure of some sister stwintrons shows an arrangement that could allow
one-step alternative splicing that would result in a +1 frameshift. However,
the SRA data and our experimental results show that two-step excision is
mostly typical.

Finally, we managed not only to discover new types of the complex
intron structures, but also to conduct a statistical survey. We can say that
our recent research and experiments were successful. Through the events of
twintronization, intronization and alternative splicing, we can understand
the proliferation of introns, the evolutionary change of genomes and of
course the possible evolution of the intron content and regulation of genes
over time. I am sure that there is much more to be discovered, however, 1
am confident that my current research will contribute to the understanding
of the functional and regulatory role of stwintrons that are yet to be

discovered.
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szeretnék mondani minden volt, és jelenlegi tanszéki dolgozonak és
szakdolgozoknak, akik barmilyen forméaban hozzéjarultak a disszertdciom
elkésziiléséhez.

Végezetiil, de nem utols6 sorban kdszondm a sziileimnek, barataimnak
¢és férjemnek Szabé Szilardnak, hogy mindvégig kitartottak mellettem ¢és
mindenben tdmogattak, még akkor 1is, ha ¢éppen egy nehezebb
idészakomban talaltak.
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K6szondm!
11. MELLEKLETEK

11.1 Genom adatbazisok és SRA adatok
3. tablazat Fajokhoz tartozo WGS adatbazisok és SRA adatok

Faj WGS Master Accession SRA Accession
(90)

Hypoxylon sp. CO27-5 | MDCL00000000 (107) | SRX875229-SRX875234
Hypoxylon sp. EC38 MDCK00000000 (107) | SRX872662-SRX872667

Hypoxylon sp. E7406B JYCQO00000000
Hypoxylon pulicicidum PDUJ00000000
ATCC 74245 CADCWX000000000
Hypoxylon sp. CI-44 MDGY 00000000
Annulohypoxylon stygium PYLTO00000000
MG137
QLPL00000000
Hypoxylon rubiginosum CADCXA000000000
MUCL 52887
Daldinia sp. ECI2 MDGZ00000000 SRX872671-SRX872676
Daldinia eschscholzii AKGB00000000
IFB-TLO1
Daldinia childiae VYXO000000000
JS-1345
Daldinia concentrica CADCSW000000000
CBS 113277
Entonaema liquescens CADCSX000000000
ATCC 46302
Hypomontagnella CADCWRO000000000
monticulosa
MUCL 54604
Hypoxylon fragiforme CADCWU000000000
MUCL 51264
Hypomontagnella CADCWV000000000
submonticulosa
(Hypoxylon

submonticulosum)
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Hypoxylon
lienhwacheense
MFLUCC 14-1231
Annulohypoxylon
truncatum
CBS 140778
Pyrenopolyporus hunteri
MUCL 49339
Hypoxylon rickii
MUCL 53309
Jackrogsella multiformis
CBS 119016
Lipomyces starkeyi
Lipomyces mesembrius
Lipomyces arxii
Lipomyces kononenkoae
Lipomyces lipofer
Lipomyces doorenjongii
Lipomyces suomiensis
Lipomyces oligophaga
Lipomyces japonicus

CADCWW000000000

CADCSV000000000

CADCXC000000000

CADCWY000000000

CADCXD000000000

LSGR00000000.120
PPJS00000000.219
PPJT00000000.219
PPJW00000000.119
PPJX00000000.119
PPJU00000000.119
PPJQ00000000.219
PPJR00000000.219
PPJV00000000.119

MN689085- MN689088

MN689089- MN689090
MN689083-MN689084

MN689081-MN689082

11.2 Felhasznalt primerek

11.2.1 Lipomyces fajokhoz hasznalt primerek

4. tablazat Splicing intermedierek (splinter) kimutatdsahoz hasznalt primerek a

Lipomyces fajokban

Fajok Primer Szekvencia (5°-)
Lipomyces lipofer L.lipofer F2 CTGCCGATTGATCCAACGTAC
NCAIM Y.00351
Lipomyces lipofer L.lipofer R2 ACAGTTAGTATTAGAAGTTAC
NCAIM Y.00351
Lipomyces suomiensis L.suomi_F1 TTCCACGGTCTGATCCTACT
CBS 7251
Lipomyces suomiensis L.suomi_R1 ATCAGACGGAGCTATAGCAT

CBS 7251

Lipomyces starkeyi

L.starkeyi R1

ATGATCCAGTCAGCCCTCATC

CCY 33-1-1

Lipomyces starkeyi L.starkeyi seq F1 | CACAACACGAACCCAAAACATC
CCY 33-1-1

Lipomyces kononenkoae L.kono F1 GTCTGCCTGTAGATCGTATC
CBS 2514

Lipomyces kononenkoae L.kono R2 CGTCAGCTCCTTATTCGGAT
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| CBS 2514

5. tablazat Felhasznalt primerek a cDNS/gDNS szekvendldshoz a Lipomyces fajokban

Fajok Primer Szekvencia (5°-)

Lipomyces lipofer L.lipofer F2 CTGCCGATTGATCCAACGTAC
NCAIM Y.00351
Lipomyces lipofer L.lipofer R3 CACCAGATACGTCAATCATCC
NCAIM Y.00351
Lipomyces suomiensis L.suomi_F1 TTCCACGGTCTGATCCTACT
CBS 7251
Lipomyces suomiensis L.suomi_R3 GTGTATTTCATGTCGTTACGC
CBS 7251
Lipomyces starkeyi L.starkeyi seq F1 CACAACACGAACCCAAAACATC
CCY 33-1-1
Lipomyces starkeyi L.starkeyi seq Rl ATACCGCAACGACACCATCATC
CCY 33-1-1
Lipomyces kononenkoae L.kono FlI GTCTGCCTGTAGATCGTATC
CBS 2514
Lipomyces kononenkoae L.kono RI GGTTAGCATTAGGTATGGCT
CBS 2514

11.2.2 Hypoxylon sp. CO27-5 sister (stw)intronokhoz hasznalt

primerek

6. tablazat Splicing

intermedier kimutatasara alkalmazott primerek a

(stw)intronokhoz
Igg’;@f?’g’gﬂsg{ Primer Szekvencia (5°-)

c004A c004A splinter F ATGGCCAARACGAACAATCC
c004A c004A splinter R GTGTATTAAGACATGTCGTG
c017A c017A splinter F GACTGCAGATTCAGTACTCG
c017A c017A splinter R AGTATTAAAACATGTCGCGTC
c017B c017B_splinter F GTACTTGGGGATATCAGGATC
c017B c017B splinter R TAAAACACGTCGTGTCAGTAC
c052A c052A splinter F CATTTCCTACCCTTGGAGAAG
c052A c052A splinter R TAAAACATGTCGTATTAGCAT
c061A c061A splinter F GACGTCGAGGTTTACCTAAC
c061A c061A splinter R GTATTAAAACATATCGTGTTA
c043A c043A splinter F GAAATATTGCGACAGACATC
c043A c043A splinter R GTATTAGAACATGTCGTGTC
c070A c070A splinter F CAATACCATTATGTGGCGATG
c070A c070A splinter R GTGTTAGCATTTTCATCCTTC
c076A c076A splinter F GCATGGTCGGATAATGAAAAA
c076A c076A splinter R CCTAATCCCGATAACGACGA
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cl02A cl02A splinter F ATGGTATTTACTGTAATATAT
cl02A cl02A splinter R GTGTATTAAAACATGTCGTGTC
cl64A cl64A splinter F GTTCACTACATCGAAGACCAG
cl64A cl64A splinter R GTAGTGTCAATATCTATAGTC
cl78A cl78A splinter F AAAAACATGTCATTCTGGCATT
cl78A cl78A splinter R TCGTCCCAACCTAARACATCC
duf636 duf636_splinter F CCTAGGTAGCTATATGCTGT
duf636 duf636_splinter R GCATGTTGGACAGACTGATG
c236A c236A splinter F GCTCTCCACAGTCGAGTCTCA
c236A c236A splinter R TAACTTGTTAGCATTTTAACAC
c252A c252A splinter F CAGGTCAAGAGGCTTCATCAC
c252A c252A splinter R AGGATATTACAACATATCGTG
c271A c271A splinter F GCACTCGTACGGTCTTCTCC
c271A c271A splinter R GCGTCGTGTCAGCATTTTTA
c332A c332A splinter F GCATATTTTGCGCCACTTCT
c332A c332A splinter R CATTCTTGGCCTTTGCTTCT
c378A c378A splinter F AGGTTTGCTGTAGATGAGAG
c378A c378A splinter R ATTAAAACATGTCGTGTCAG
c406A c406A splinter F ATCCTCAATGCGACGAGCGG
c406A c406A splinter R GCATGTCGTGTCAGCATTGT
c522A c522A splinter F ATGAAGTGGTATACTCTACTT
c522A c522A splinter R TCCTGTCAGCAATTTTGACTTC
c004B c004B_splinter F AAGGACTGTCGCCCATGAT
c004B c004B_splinter R TGTATGAAACGCGTCATATCAGT
c016A c016A splinter F GAGACCTGCCGGAACGTTGT
c016A c016A splinter R GTTTACCTTGGACCGTTTGAG
c016B c016B splinter F GTCATTGATCTGACCTCCAT
c016B c016B splinter R TGTTAGCTCTCTCCAGCTGA
c020A c020A splinter F GATCCCATGACACGAACAGG
c020A c020A splinter R CCGTGTCAGTACTTCTAACTCC
c024B c024B splinter F GTCGCGATTAAGCTGCAGAAG
c024B c024B splinter R TCATTGAGCCCTTAATCCGTA
c046A c046A splinter F CAGAAGCATTCCAAAAAGGAAC
c046A c046A splinter R GGAAAACATCTTGTGTCAGC
c091A c091A splinter F2 CGCCTCAGCGGAGCAGATCTA
c091A c091A splinter R2 GTTCGTCAGTAATCTTATAAC
c091A c091A splinter F1 ACGGCGAGCATTCCATCGTTC
c091A c091A splinter R1 AGGTATGTATTAGTGTCGGTG
cl03A cl03A splinter F ATCCTGCGGATGCATCTAAC
cl03A cl03A splinter R TATACCAGGCGGTGCTTTCT
cl59A c159A splinter F CGATACTAGGCTTCATAAATAC
cl59A cl159A splinter R | ATACCAGAGTATATCATGTCA
c263A c263A splinter F TCGCTTTCCCGAGACTAAGA
c263A c263A splinter R TAGGGGTGACCATTCCACAT
c304A c304A splinter F | GAGATACATTGTCCCACCAAC
c304A c304A splinter R CAGCAATCAGCCTAGCCATG
helQ helQ splinter F GCACATCTATAGCACATTCT
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[ helQ

helQ splinter R

| CTAAATGTTAGCTTACCTGA

7. tablazat Felhasznalt primerek a gDNS/cDNS szekvendlashoz a sister (stw)intronokhoz

Hypoxylon sp.

C027-5 gének Primer Szekvencia (5°-)
c047B (D) c047B seq F ACCGGCGCTAATTTCCTAAT
c047B (D) c047B seq R GCATCGTATCCCACGCTATT
cl53A (D) c153A seq F GCTAGCAACAGAAAAGCAAC
cl53A (D) cl53A seq R AGTTGCATGTGTGGTTATGA
c229A (D c229A seq F TGACCGAACAACAGCAACAG
c229A (D c229A seq R GTCTATCGGCATACCTCGCT
c105A (IN) c105A seq F TTACTAGCCGGCGGATAAGG
cl05A (II) cl05A seq R ATTACATTGCCCCGGATCCA
cl164B (1I) cl64B_seq F TATGCCCAGAGAGCCATTGT
cl164B (1I) cl64B _seq R TCACCCGAATTGTCCTCTTGA
c343A (1) c343A seq F AGAGGGGCAAACGTCATCTA
c343A (1) c343A seq R CGCTGAGTACATGCCTACCT
c024A (1I) c024A seq F TCGAGAGTCGCGCCGGAATC
c024A (1I) c024A seq R TAAGTCTGCCAGGAGATCGC
cl47A (1) cl47A seq F ATCCTCAAGCCGCCTCATAA
cl47A (1) cl47A seq R GCATCACAACATAATTGCACGA
cl21A (D) cl21A seq F AAGGAGAAGGAACCAGAGCC
cl21A (D) cl21A seq R CGCAACGCCTCTCATCTAAC
c004A c004A seq F CATCGTTCCTATGTAATTAT
c004A c004A seq R AGAGCTGTAATAGCTATCCT
c0I17A c017A seq F GTACCCCAATGTAGTATACG
c0I17A c017A seq R CAGATCGCATAACTCGATGA
c017B c017B seq F GAACAGTGTCTTCGTCAATCT
c017B c017B seq R GTTACCGCAAGATTGTTAGAC
c021A c021A seq F ATGATACAGAATCTCTAGTCG
c021A c021A seq R ACATGTTGCTTCCACTGTTTC
c052A c052A seq F CATTTCCTACCCTTGGAGAAG
c052A c052A seq R AGGCCATCATACTCATCCATC
c061A c061A seq F GACGTCGAGGTTTACCTAAC
c061A c061A seq R ATTTACGGTATATACCATTC
c066A c066A seq F CTTGCTAGAGACACTCTCTA
c066A c066A seq R TCCCTAGGTTCCAAGGAGAC
c070A c070A seq F GATGAGGTGGTGCAGTTGCG
c070A c070A seq R TCAGAAACTCATCGACTACAG
c076A c076A _seq F CGACGTCAGCATCCCTACTA
c076A c076A seq R AGGTTTCCCACGTCAAACAG
cl02A c102A seq F CCTAGGTATTTACACACCATG
cl02A cl02A seq R TCCCTCTCATGTAGCTCAAG
cl64A cl64A seq F CAATTCTTTACGATATAGATA
cl64A cl64A seq R CATTATTTAGACATTGCAGCAG
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cl78A cl78A seq F ACAGTCAACTTATAAAAGCTC
cl78A cl78A seq R CTAACTGTAACTCCTATCGG
c236A c236A seq F GCTCTCCACAGTCGAGTCTCA
c236A c236A seq R CTAGCGACGTAATATAACCGA
duf636 duf636 seq F GACTTACTACTCGGAACTCC
duf636 duf636 seq R GTACTTGGATAAAACCTTT
c252A c252A seq F CAGGTCAAGAGGCTTCATCAC
c252A c252A seq R TGCTCCAGCGTATAATAGATG
c271A c271A seq F GCTCTGCGTATGTTGTGGAA
c271A c271A seq R AGAGAATGGGGAGAAGCACA
c332A c332A seq F GCATATTTTGCGCCACTTCT
c332A c332A seq R TTCTAACACAGCGGGAGTCA
c378A c378A seq F AGGTTTGCTGTAGATGAGAG
c378A c378A seq R AAGTACCACACAGAGATATT
c406A c406A seq F GAGATTGCACCGGCTCTCAC
c406A c406A seq R CTTGCCGCAAAACTACCAAC
c522A c522A seq F GAAGACGTTCCCTAGTGCTA
c522A c522A seq R GACATATCTCTCAGGACGGA
c004B c004B seq F AAGGACTGTCGCCCATGAT
c004B c004B seq R CAAGAACTCCTAGGCCATCG
c016A c016A seq F CATCGGATAAAGCTCGAGGCCT
c016A c016A seq R CACGGGCAGCACCCAATTTAAC
c016B c016B seq F ACTTGCTATGTCCAAGCTTGT
c016B c016B seq R TACATTCTAGATTACGTATC
c020A c020A seq F TCCAACTCCACCTCGTCTTC
c020A c020A seq R AATGTTGGTAGCGATGAGGC
c024B c024B seq F TCATTGATCTTCGCTCCGTA
c024B c024B seq R TAGATGTATCTCTAGATCTA
c046A c046A seq F CAGAAGCATTCCAAAAAGGAAC
c046A c046A seq R CTGGACAAAACACCATTCGTC
c091A c091A seq F GTAAACATCTTGTGTCAAAAC
c091A c091A seq R TAGGTACGTTAATTATATCAT
cl103A cl03A seq F GCATGACTGAAAGCCTCACA
cl03A cl03A seq R CGCAGGCAGAARATGGACTA
cl159A cl59A seq F GTTCGTCTTTCGATAGTTCGT
cl59A cl59A seq R GTGCAAGGTGAACACTTGAAC
c263A c263A seq F CAACGGTTCTAGCCTGAGGA
c263A c263A seq R ATTCGCCCTTTTGAGATGAA
c304A c304A seq F GAGAACTTAAATAGTTCGATAT
c304A c304A seq R CGACGTATCTCTAGAATATTTC
helQ helQ seq F GCATCTTGCCAGCGTCTATC
helQ helQ seq R CACAAGGCAAGGTACAGAAG
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11.2.3 Hypoxylon sp. CO27-5 egyedi/ismétlodo
felhasznalt primerek

stwintronjaihoz

8. tablazat Splicing intermedier kimutatasara hasznalt primerek egyedi/ismétlodo
stwintronokhoz

Hypoxylon sp. CO27-5 gén Primer Szekvencia (5°-)

No 8 No8_splinterF TGGCGAACATCTTGGTTGCT
No 8 No8_splinterR AATTTCGCCCCTCGAATAAT
No 37 No37_splinterF GACCGCTGATCCTTTTCGTC
No 37 No37_splinterR AGCAGTGAAATGAGGTAGGACA
No 50 No50_splinterF GGCAAGAGACACGGATCAAG
No 50 No50_splinterR | AGCAAGACTAGCACAAGGAGA
No 69 No69_splinterF | ACCCATCGTCCTTCTCTTCG
No 69 No69_splinterR | GCCTAGGAARAGAAATGAAGGGG
No 71 No71_splinterF | AGACCTTGTGCTGGATCGTT
No 71 No71_splinterR GGGTAGAAAAGATGCAACGTCA
No 77 No77 splinterF | ACTTTCGTTCGAGGGGTTTT
No 77 No77 splinterR | TTGACCACGAGAACAAGAGC
No 82 No82_splinterF TCAAGTTGGATGCGGTGATC
No 82 No82 splinterR | TGCAAGACGGGAAGTAGAGT
No 90 No90_splinterF TATGTTATCTGCGGTTACAC
No 90 No90_splinterR | CAGAGTATATCATGTCAGTAT
No 100 No100_splinterF | ATCGGAGTTCCCTGTTTGCT
No 100 No100_ splinterR | GACCCTAAAACTTCCATGTCGG
No 115 Noll5_splinterF | GGAGGCCGAGCTCAAAGATA
No 115 Noll5_splinterR | GCCAAAGTTGAGAAGAAGGGA
No 132 No132_splinterF | TTGCGAAAGCCGTCGAGCTC
No 132 No132 splinterR | CTGGACATCAGCATTGGAGTTC
No 133 No133_splinterF | CGACTGACCAATTAAAGGCC
No 133 Nol133 splinterR | GTATGATTAGCAACCCTCAT
No 140 No140 splinterF | GGGGAATGCTCACCATTGTT
No 140 No140 splinterR | ATTAGCGAAGAACGCGAARAG
No 155 Nol155 splinterF | CGCATCGACATTCCGGAAATG
No 155 Nol55 splinterR | TTCGTGCCAAGATGCGTATG
No 174 Nol174 splinterF | TCCAACTTCTACCCCGTCAC
No 174 Nol174 splinterR | GCTCCTCCTTCTCTTTGGCT
No 177 Nol177 splinterF | CTCTTGGTCAGCCCAGGTAA
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No 177 Nol177 splinterR | CCGAATGAAAATCGGTGGTA
No 189 Nol189 splinterF | AAGATTCGAGCTTGGGTCCA
No 189 No189 splinterR | CGCCTTTGATGATTTGACATGT
No 208 No0208_splinterF | CTGGTGGTTATGGCTGGAGA
No 208 No208_splinterR | AACCCAAATCATACTCCCGTT
No 215 No215_splinterF | CATAAACGCCAGATCCGCC
No 215 No215_splinterR | TTCCGATTAAGCCCCTGTGT
No 243 No243 splinterF | TGAAAGCGCTCAATGATCCG
No 243 No243 splinterR | TTCGTTAGTAAGCGTCTCATGTG
No 279 No279 splinterF | TCCCAGTTCTTCTGACGGAC
No 279 No0279 splinterR | GAAAGCTCGTAGTTGTCCCC
No 301 No301_splinterF | CGCCTCGGTTGTTCAGAAA
No 301 No301_splinterR | GCCGTTTAGTCAGGTTTGCT
No 302 No302_splinterF | AGGCAGCCAGGATTAATTGC
No 302 No302_splinterR | TGGGAAAGAGGAAGCGTAGA
No 303 No303_splinterF | CCCTACCGAACCAGATAGTGT
No 303 No303_splinterR | AGATCAACACTACGGGAGGA
No 306 No306_splinterF | CCCGCTTTCTAGTTCCTAATC
No 306 No306_splinterR | GAGACGCAGGTGTTTGGATC
No 311 No311_splinterF | AACTACGGTACCCTGGTTGG
No 311 No311_splinterR | TTTTCCCTTCACGGCGCA

9. tablazat Felhasznalt primerek a gDNS/cDNS szekvenaldshoz az egyedi/ismétlodo

stwintronokhoz
Hypoxylon sp. CO27-5 gén Primer Szekvencia (5°-)
No 8 No8 seqFl1 CGACCATTCGATATTCACGA
No 8 No8 seqR1 AATGCTAGTCGAGGCACGAG
No 8 No8 seqF2 AGATCAGTTCGCGACAATCC
No 8 No8 seqR2 | AGAAACCAATGCCGACAGAC
No 37 No37 seqFl | GACCGCTGATCCTTTTCGTC
No 37 No37_seqR1 | TTCCCARATCCGAACCTCCA
No 37 No37 seqF2 | CCTGAAGAGAGTGTCAATACCG
No 37 No37 seqR2 | AGATAGCTCAGGGTTCGCAT
No 50 No50 seqF | GGACGCTGGACCAATTCTTC
No 50 No50 seqR | CAGCGGAGATCAGGTACCTA
No 61 No61_seqF CGACACTTTGTGGACGGATA
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No 61 Nob61 seqR AGACCCAGCATCCTTAGCAA
No 69 No69_seqF1 CGAATTGGCTTCTTCGTCAC
No 69 No69 seqR1 | TGCCGAAGAAATGGGGAATG
No 69 No69 seqF2 | ACCCATCGTCCTTCTCTTCG
No 69 No69 seqR2 | TCAAATGTACAACCACTGGCT
No 77 No77_seqF1 TTGGAACGAGGTACCAACAA
No 77 No77 seqRl | CTCGATATCCTGGGCCATAA
No 77 No77 seqF2 | CGACGAGTCGTTGCTARACA
No 77 No77 seqR2 | CGTAGAAGCCTCTGGGACTG
No 82 No82 seqF | TTTTCCTGCCCGAGTTCTCA
No 82 No82 seqR AACAGGTCTTGGCAAGTGTC
No 90 No90 seqF1 | CCATGTAAGTTAATCAATCAG
No 90 No90_seqR1 TGTGTAACCGCAGATAACATA
No 90 No90_seqF2 TATGTTATCTGCGGTTACACA
No 90 No090 seqR2 | CCGGCTAATAGTGCAAGGTGA
No 100 Nol100_seqF | AGGTAGCAGCCTGATCACGT
No 100 Nol00 seqR | TCTAACATGCCCGAGTCGAGC
No 132 Nol32 seqFl | CTCCCAATTTCGGAAAGACGT
No 132 Nol132 seqRl | GTACCTATGCAAAGTAATTAC
No 132 No132_seqF2 | GTATGCGTTATTGGGTGGCC
No 132 Nol132 seqR2 | ACCTTCGCAGCTCTATGGTT
No 133 No133 seqF | ATCCGAGCGATCTCGCCGATC
No 133 Nol33 seqR | ATAGTTTGAAGCAACTGGGAG
No 140 No140 seqFl | GTGCTGTTTTGCGAAGGTCT
No 140 Nol140 seqR1 | CAGCAGAGCCGACACATAAG
No 140 No140_seqF2 | GCCTCCCAGATTCCGAAC

No 140 Nol140 _seqR2 | AAGCAAAGATACCTCCCCGTA
No 155 Nol55_seqF1 | AGCTCAACATCCCATCACCA
No 155 Nol55 seqR1 | TGTGTAAGTCTGCGTCGAGA
No 155 Nol55 seqF2 | GAGGAGGACAAGGAACCACA
No 155 Nol55 seqR2 | CCGCACACTCCTGATAAAGC
No 177 Nol177 seqF | CTCTTGGTCAGCCCAGGTAA
No 177 Nol77 seqR | GCGTTAGTTACGATGCGAAAT
No 208 No0208_seqFl | TGCAGAAGATCAGAGGTCGT
No 208 No208 seqR1 | CCGTCGGTCATAGGATGTCT
No 208 No0208_seqF2 | ATGTCTCGGTACTTTTGCGG
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No 208 No208 seqR2 | TTCATGTATCGCGTTTGGGC
No 215 No215 seqF | CATAAACGCCAGATCCGCC
No 215 No215 seqR | TGGCTTCCTCAACGGTACAT
No 243 No243 seqF | AATACCTCATTCTGCTGGGC
No 243 No243 seqR | CGCTCCTTACGTTCTGTCCT
No 279 No0279_seqF CCATTCAAGCTGCCCAATCA
No 279 No279 seqR | TCCTACAGCGCTAAACCACT
No 303 No303_seqFl | CCCTACCGAACCAGATAGTGT
No 303 No303_seqR1 | AGTGGCGGTGACAGAACTAT
No 303 No303_seqF2 | GAGGAATTCGTTGGTGCTCC
No 303 No303 seqR2 | TCATCCGTGGAAAGTAGAGCA
No 304 No304 seqF | GGCAACGAAACATAAGTGACCT
No 304 No304 seqR | AGGTGCCTCTATATGTGGGG
No 306 No306_seqF | CCCGCTTTCTAGTTCCTAATC
No 306 No306_seqR | AGAAATGCTTTTATCGCCGAC
No 307 No307 seqFl | TCGCTGAAATGCTCCCAGAT
No 307 No307 seqR1 | TTAGAACCCCGTACCAGCTG
No 307 No307 seqF2 | ATCGGAAATCAGGGCCATCA
No 307 No307 seqR2 | TCAAAGAGAGGAGGCCGAAA
No 309 No309_seqF | TTCGCGGGCACATATCATTG
No 309 No309_seqR | AGAGGTTCAAAGGCAGACGA
No 311 No311_seqF | AACTACGGTACCCTGGTTGG
No 311 No311 seqR | TCACAGTGTTGGAATTGGCG

11.3 Sister (stw)intronok fiiggelékei

11.3.1 Teljes sister stwintronok (23)

>HCOc002A
GAATATGGACTCTAquaggtactcagtgtctagaaagacctcaaaatttctaaaatat
aggaacaa-atcataa taagtaaagaattctaatatcgccgctgtccagattaaaaag
gcgatacttggtacatattgaaaacaaaaggtcaagatgctgacacgacatgttgcgatacactag
ACCACGTTTTCTGGT

>HCOc004A

ACTGGGGTGACTACAGRBgEgE=t caaaacacgtcgtcctggcattttagtccttaatttctaaag
aaaaaaaaaccctaaatttctacaacataggaataa attatgaa-taagttaaccgtt
cctatttcgttggcatcggggttaagagaaatgtctagtacattccagaaaccagggataaaaatg
ctgacacgacatgtcttaatacactagTCGAGGTGAAAGTCA

>HCOcO01l7A [mitochondrial carrier gene]
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GTTTTCTGGATTACGOEBgEEEataaaaacatgtcgttetggecattttagatattgatttctagaa
aaaaccccccgtttctacaatatatgaatca-gttataa-taagttaagcgttcttatt
tcgttgctatcgggattaagaaggcagtagctggtatgttctaaaaacgaaggataaaaatgctga
cgcgacatgttttaatacatcagAGTTACCCAAGCGAC

>HCOc017B [other gene]
AGAGCGGGATTCTWgaaaaatctgccgttttggtgttttatacttcaatttcttgaaa
gatcaccaaattc gttatga-taagtcaagtgttcttgtttcgtcgccatcggggtta
agaaggcaatatctggtatattctagaaacgacgtataaagtactgacacgacgtgttttaataga
TGTTGGAGATGAAC

>HCOc021A
TTTCTAAAGATGTTCg-atgtattaagatatatcat atttcggcctttgatttct
agaagaacccctatgacatagaaacta_gttatag tgagtaaatcttttttttttttt

ttttcaatactatgaaacttaaaaaaggcaatttccggcgtactataagaacgaaggtaaaaatag
cactgacataatatgtttcaacacactagGGTCCTATATGAAGCT

>HCOc047A
GCCCTGGGTTGCAATY acaaaaacttcctgtggaggttttaaacccttgacgtctgaaag
aatgtcgaataata tttataa-tgagtataatgttcctctgttcctctttttaacgcc

tggcatagcctggaagagaaggtaaagaaaaaaaaacgaaggagagaaaaagctgacacgatatgt
tttaataccttagGTTACAGCAAGTTGT

>HCOc052A
CCATCTGGCTACTCGg-attaaaaacatatcgttctggcattttagacctttgatttctag
aagactccccatatttccagtgtatatgaatta-gttatga-taagttaagcgttctta
tctcgtcgctatcggggttatgaaggtagtatctggtatattctagaaatgaaggataaaaatget
aatacgacatgttttaatacattagACTATCGCGCGCAGC

>HCOc058A
CCGTACACGAACAATg-atgaagacataccgtcttggcgtattagaccttgatttctagaa
agacccctgagttttcacaatatagggatta_gttagga-taagtaaagcgttgtcgtt
tcgtcatcattgaggttaaaaaggaaatgtctggtatattccggaagcaatggtcgaaaaacgetg
acacgacatatttaaatacaccagATCATTTGGGTCCAG

>HCOcO61A
GCTATTGGTTCGGATOBgEE=caaaaacatgtecgttetgacattttataccttaatttctacaa
acccccctatatttttacaacatataaatta-gttatga-taagttatgcgttcttatt
tctttactatcgaggttcagaaggtagtatttagtatattttagacacgaaggataaaaatgctaa
cacgatatgttttaatacaccagGGCAGTACTGGTGGGC

>HCOcO066A
TATGCTCTGGTGTGCACHBgEEE=taaaaacatgtecgttetggcattttaaacctaaattttctaga
aaatctcccatgtttttacaatatatgaatta-attataa-taagttaagcgttcttat
ttcgtcgctatcgggattaagaaggcagtagctggtatattctagaaacgaaggatgaaaatgetg
acacgacatgttctaatacattagCCTGCGCCTGTCTAC

>HCOc070A

CTTTGTTGCTCTGGCO = taaaaatatgtecgttccageattttagaccttgatttctagaa
aaccccctatttctacgatatatgaatta-attatga-taagctaagcgttcttatttc
gtcgctatccggtttaaggaggcgatgtctggtatattctacaaacgaaggatgaaaatgctaaca
cggaatgttttaatacaccagCCGGGGTGGCTTTGA

>HCOc076A
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ACGCTAGTGAAGCCCOEIBEgEa taaaaacatgtegttetageattttagaccttgatttctagag
aaacccctatatctttacaatatatgaatta-gttataa-taagttaagcgttcctatt
tcgtcgttatcgggattaggaaggcagtagctggtatattccagaaacgaaggataaaaatgctaa
cacgacatgttttaatacaccagTGCTGCAGAAGGTGG

>HCOcl102A
CATTTAATAGTCAGTORBgEEEataaaaacatgtcattectggecattttaggecttgtttctagaaa
acccctcatatttctacaatatatgaatta-gttatga-taagctaagcgctcttatgt
cgttgctatcagggttagggaggaaggataaaaatgctgacacgacatgttttaatacaccagTTC
AAGAAGCTACAA

>HCOcl64A
TAAGGCAACTACAACg-attaggtagatatatggtgtggtgggattccggcccttgcttcc
tagaaaagccttcatttctctatgatgcaggaacca-ttttatga-tgagttaaaacac
ttttattttgtcgccgtcgaacttgtgaagagaatatcaagtatatcctagaaatgaagactatag
atattgacactacatgttttaacactttagGGAAAGGGAGCGATGT

>HCOcl1l78A
CCTAGACCACCCTTCg-ataaaaacatgtcattctggcattttaaacattgatttctagaa
aaccccccatatttctaccgtatatgaatta_gttgtga-taagttaagcgttcttatt
tcatcgctaccgggttaagaaggcggtatctggtatattctagaacgaaggataaaaatgctgaca
cgacattttttaatacaccagGGATATCAGCGAGCAT

>HCO0c224-179 [split over contigs 224 and 179] [GenBank Accession
number MW477887]

ACGGACAGCGCCTCTORBgEgBa taaaaacatgtegttectggeattttagaccttgatttctagaa
gaccccgacccccccccccaacatatttctacaagatatgaatta-gttatgg-taagt
taaacgttcttatctcgtcgctatcggggttaagaaggcagtatctcttatattctagaaacgaag
gataaaaatgctaacacgacatgttttaatacatcagTCTGTCCAACATGCG

>HCOc236A
CGCGCTTAGCATCTTORBgEEEatacgaatatgtegtttttgtcactttagaccttgatttctaga
aagatcctcaaatgtcttcaatgtaggaatta-gtcgtga-taagtgaagcgttcctat
ttcgtcgccatcggtgttaagaaaacaatgctaggtatatcttagaaacgaagtgttaaaatgecta
acaagttatgtttaattacaccagCGCGCTTAGCATCTT

>HCOc252A

AGGGTTGGCGTCCCAg ataaactatgccatttcggcattttagatcctggtccctaccta
gaggttta-gttaaga taagttgatcgtttttatttcgttattgtcgaggttaacaag
gaaatgtttggtttattctagaatgaagtattgaaaaggctaacacgatatgttgtaatatcctag
GGATGGAGGGATGCAA

>HCOc271A
ATTGGATACGTAATTg-ataaaactatgtcgttttggcgttttagacatttggtttctgga
aagaccatcaaatctcaatataaaaatca_gttatga-tgagtcaaatgttcttatttc
gtcgcgatcggggttaagaaggcaatgcctggtataattctagaaacgacaggtaaaaatgectgac
acgacgcgttttaacacgttagTTATATGCCGCATTG

>HCOc332A
GGTGGATGCTACAGTg ataaaaatatgtcgtttggcatcttggagactggttttcataaa
atatatatgaatta actggga-taagtaaaccgttctcatttcgttgctatcgagtcc

aagaaggcaatgtctagtatattctagaagcaaaggccaagaatgctgacacgacatgttctaata
caccagAATCGAACTGAGAAT

>HCOc378A
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GAAAGGGGTCATATTg-acaaaagcatgtcattctggcattttagaccttgatctctaaga
aaaccactatatttctataatatattaattg_gttatga-taagttaagcgttcttatt
tcgtcgctatcgcggttaagaaagtagtgtttggtatattctagaaacgaaggataaaatgctgac
acgacatgttttaatacaccagTCTTTACCGAACTGA

>HCOc406A
TGGCGCMGACWataaaaagacgtcattttggcatttcatacccagattcccacaa
tataggaattc actatag-taagttgagcgtttttatctcgtcgtcatcggggttaag
aaggcaatgcctacctagtatattctagaaatgatgggtaacaatgctgacacgacatgctttaac
acactagTTACATGCCATCGAC

>HCOc522A
CGACGCCCCCGACATg-ataaaacatgttgccttggatttccaagcattgatctctggaaa
gactcgtaaatttccatagtttaggaatta-gttggga-tgagtaaagaattatcattt
tatcgccatcgagtttaagagcgcgacgacctggtaaagtctagaaacagaagtcaaaattgectga
caggatacattttaatacactagAAAAGGTGGCATGAC

2 sister stwintrons unique to Hypoxylon sp. EC38

>HECc114A

CEMEAGHA TAAAAACATGTCGTTCCGACATTT TAGACCT TGATT TCTAGAAAATCCCATATTTCTA
CAATATATGAATTARGHARGCTTATGABRETAAGTCAAGCATCCTTAT TTCGTCGCTATCGGCGTT
AAGAAGGCAGTATCTAGTATATTCTAGAAACGAAGGATAAAAATGCTGACACGACATGTTTTAATA
CACCAG

>HECC217A

CEEEASE TAAAGACATGTCGTTCTGGCATTTTAGATCTTGATTTCTGCAAAATCCCCCATGTTTC
TACAATATATGAACCAEHEREGT TATAABRETAAGT TAAGCGTTCTTATTTCGTCGCTATCGGGG
TTAAGAAGGCAGTACCTGGTATATTCTAGAAACGAAGGATAAAAATGCTGACACGACATGTTTTAA
TACATCAG

11.3.2 Sheared sister stwintronok (13)

>HCOC103A

CEEREEE~ TCAAAATATGTGGAT TCAGGAT TTTGAAATTTGGT TTTTACAAGAATGT TTTTGAAAT
TTGGTTTTTACAAGAATGTTTTTGAAATTTGGTTTTTACAAGAATTTTCGAATAGCTATAATATAG
TGGAAABEERREGT TAGAAMRETATCGTCAAACACCCTTATTTCGTTGCTACCAAGCCTAGAAAGCA
CCGCCTGGTATATTCTAGAACACGAATCTTAAAATTAGGTACTAATACTATAGTTGTGTCTAAAAA
AAAACAG

>HCOc002B

CEAGEH~ TAAAAACGGCAAGAGATATTCATATTTCAGTCCCCAGATTTTCGAACATCCTTCAAAT
TTTCACAACGCAATABEHAREATTGTCABMETCGAGTAGAAATATCGTTGCCTTACTATCARATTTG
CGAGGGCAACGATCTGTTCCCTCCATATGAGAATTTTACAATGCTAACATGACATATTTTGATACA
TCAG

>HCOc004B no-280

GEAREH~ cGAAGACGCGTCTCGTCGTTAT TCTAACTCCGACTGTCAAATGACT TCTAAATTTCTG
TATAGTAGTARGHERECTTCTAGHEETCACGTCGAATATCCTCGTTTTATCCTCCCCAAACTTAAGA
TGGAAATTCCCAGTATATTCTAGAAATAGATGTTATAATACTGATATGACGCGTTTCATACACCAG

>HCOcO016A

GEEAASHA TCCCTACATAACCTGTCCTGTTCTCAGCTTATAGTTCTTGATCCCCTTCTGTTCAGTA
GTCAATCAAACGTGTAGEHMARGA TTCAC THRETACGTACAGGATCTTCTTCCTCTTCAATCATTTT
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CTATAACAATTAAATGCCTAGGAGACACCTCAAACGGTCCAAGGTAAACGTTGTTAGATTACTAAC
GCGACATGATGTAATATGACAG

>HCOc016B

g TCATTTCTTTATCTCCATTCATCCTTGCTCATACTTCATTTATATGCATGCATACHENR
GATAGGABMETAAGTAACCAAGATTTCCTAACCTCATCTTCAGGCTTAGATCTCCTTCCTGGAG

AAACCTACGAGAGGCTCCTTTHCTAAGTC TATABRGCGGCCGGGAGATCAAAAATTTCCTTCGCGT

TCAGCTGGAGAGAGCTAACAAATAGTAG

>HCOC020A

CEMEEEHG T AAGACCATCTCGTATCTTAATTCTTGTCCTTGACTATT TAATAATTTTAAGATTCGT
ATAGGATAGTARGHARE T2 TACGGHBETCAGTGAAACATTTGTTTATTAACACTGAATCTAGAAAA
GAAAAGCAACTTCTAGTGATAGGAAAGGAGTTAGAAGTACTGACACGGTATGTTTCAATAAAACAG

>HCOc024B

Gi GTAGATGGCCTCAATTTCGGATTCCATACCCCCTTTTTATCTCTTCGTTCACTCTTCG
T TTGTGGA-TGAGTGACTAATTCACCTTCTACCTATTCTACGGATTAAGGGCTCAATG
AACGATTTGAGATACTAACGTATTGCAG

>HCOC04 6A

CEEAEHA CCAAAACATCTCGT TTGAGCAT TTCAAAGCCCCTTTTCTAGAATAATCT TCGAACTTC
TCGTACATCCAT T T CCCCAMBTCAGT TATAACACTCTAAGACGT TCGAGATGATGGTGA
TATAATGCTGACACAAGATGTTTTCCTCCACCAG

>HCOc091A

GBS~ T TAGAGCAAGGGATCATATTTCTGAACCCTTCAGCCCCATTTCATATTTGCCTACCCC
GATTGACTGTCGGTAGGTAAT TAEEMERECTCCTCAMBETATCTTGAACTATTTCTTCCGTTCACC
GTTCTATTACTATAGTGAGCTATGAAATAAGTTATAAGATTACTGACGAACAATTTTATCCATGTT
AG

>HCOcO091B no-222

GBS~ GTGTCGTGTCGAGATTTCAAGAGCTATCTTTCGAACGGTCTCCAATTCTCTTTGGTAT
AGATAAAAGEERRGE T TCCTGCERETGAGTAAAATGATCCTATTCCATTTGCACGATATTTATTCGG
TATGTACTAAAAGTAAATGACGAGATACTGACGTGCCATAATATACTAG

>HCOc159A no-090

GBS~ 1GAAGATATGCCATGTTACAGT TTGAACCTCTAGCCCCTTGAAAGATCTCCTAGTTTA
TTCAATACTTCAGEHAREGT TACGCERBTAAGTGAAACACATTCATTTCTCCGCTGCTCAATTTAG
AACAGCAACGTCTAGCGTTTTAGAGAAAAGAGATGATGGCATACTGACATGATATACTCTGGTATT
ARG

>HCOC263A
GmAAchCATATCGTGTGATATCGAATGATCTCCGTGTTCCTATAATACAGT-G
CTCAG TGAGTAACATCGAGTTCTTTATTTCCCCTGTCGACCTGTCGCGTGGGCCAGCGTTTC
CAAGTTAGGAGGAATGTGGAATGGTCACCCCTAAAACATGCCTAAAACTCCCGAACACCTTGGAAA
AAATCATCACTAACTCTTCCTACAG

>HCOc304A no-129

PTAGATGCATTTCTAGAGTATCTTTCAATTCTTCTCACACGCAAAC_ATTTCA.
T

AAGTTGAATAATTCTGCTATGCCCCAAGCTTGCTACGGATCCCCTAGATGCACTCGAGCTAGG
GGAATATGATGGTAGCCCTTCATGGCTAGGCTGAT T~ CA2CACGCTTTAATACAATAG
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11.3.3 Sister kanonikus (cropped) intronok (11)

HCOc047B és HCOc229A 1-es tipust cropped sister intronok. A 3’ végi
plusz guanin (G) ¢és timin (T) magenta szinnel van jeldlve.

>HCOc024A (2)
TGCGGACCATGCTCTHBOagEataaaaacatgtcgttctggcattttagacctcaatttctagaaa
cgaaaaataaaaatgctaacacgacatgttttaatagGGGCCGCAATGCAGG

>HCOc047B (1)
AGTATTCGAGGTTTCH BB ataaaaacatgtegttctggcattttcgacctcaatttctagaaa
aatcggccgtatttctattaaaaaatatgaatta_gttataa-GTTGCATAGGGGCAT

>HCOcO096A (2)
CGATGATGTCCTAATHEGEgEattaaaaacatgtegttctageattttagaccttaatttctagaaa
cgaaagataaaaatgctgacatgatatgttttaatacactagCGCGGCTATCAGACA

>HCOcl00A (2)
CAGGAGAGTTTTAACHESEgEataaaaacatgtegttctggcattttagaccttaatttctagaaa
cgaagtataaaaatgctgacacgatatgttttaatatactagTCGAACGGAAACCAG

>HCOcl05A (2)
CGAGACGATGCAGTGHEgEgEataaaaacatgtcgttctggcattttagaccttgttttctagaaa
cgaaagataaaaatgctgacgcgacacgttttlatacaclcagAAACTAGACCGCGAG

>HCOcl21A (2)
TCGCATCAGCTACTGHBgEgEataaaaacatgtcattctggcatattagaccttagtttctagaaa
cgaaagataaaaacgctgacacgacatgtttltatacclcagACCAAGCCTACGCAC

>HCOcl47A (2)
CACCTCGCCTTCCGT B taaaaacatgtcattaaggaattttagaccttaatttctagaaa
cgaaagataaaaatgctgacacgacatattttlatacacIcagACCACGGACGCGTAC

>HCOcl1l53A (2)
ACATGCCRAATTGAACHEgEgEataaaaacatgtegttctggcattttagaccttaatttectagaaa
cgaaagataaaaatgctgacacgacatgttttlatacaclcacagCTCTACGACGAAGCC

>HCOcl64B (2)
GAGACACGTCCTATCHEgEgEataaaaacatgtcgttctggcattttagaccttaatectctagaaa
cgaaagataaacaggctgacacgacatgttttaatatactagCACTAGGACCGTGTT

>HCOcl71A (2)
CTCGGCTATATATTG_ataaaaacatgtcgttccggcatcttagaccccaattcctagaaa
cgaaagataaaaatgctgacacgacatgttttlatacacIcagGGACACTCCAATCGC

>HCOC229A (1)
TGGATATTGCCTTTGHBEEgEa tgaaaacgtgacatttcgacatttagatttgaatctgaaaagat
ccttaaagttctattataccagacctafiobaagot tatgaBBgACGTCCTTTCGCTAG

>HCOc343A (2)
TGTTTTCGGCCGGT THBgagEataaaacatgtegttctggcattttagactttaatttetagaaac
gaaagattaaaatgctgacacgacatgttttIatataclgagATGGATCGTGGTACG
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11.3.4 Hypoxylon sp. CO27-5 sister (stw)intronok filogenetikai torzsfai

és szimmetriai tulajdonsagai

ﬁ 3486]0,04995

HCOC164A [2]
HCOCO21A ~TIR] [1] [TIR
HCOC2524 [0]
2056/0,016841
HCOe058A (1]
12486]0,023162
HCOc3324, ~TIR! [1] TR
—l 1282|0,007651
HCOeS224{2]
3456]0,049949
HCOc236A [2]
HCOCD17B(2]
4| 3857]0,053328
HCoe271A 2]
2
244910024888 HCOE3784 ~TIR! [2] TR
HCOCO76A < TIR| [2] [TIR:
—
R el } 1790/0,016419
HCOCO17A ~TIR! [2] TIR
473 2333)0,008192
HCOcDE6A ~TIR! [2] TR
418]0,00387
HCOE178A ~TIR! [2] [TIR:
900/0,00902
HCOcO70A ~TIR| [2] [TIR:
522|0,004527
HCOCOB1A ~TIR. [1] TR
bt 1540]0,014957

510

HCOc224-179-TIR| [2]|TIR:
—l 273710,014144

HCOcOS52A ~TIR| [2] TIR:

HCOCOD4A <TIR] [2] |TIR:
151
HCOC100A (2) ~TIR! [1] [TIR
HCOCO96A (2) ~TIR| [1] [TIR:
2740023065 |
HCOe164B (2) <TIRJ [1]/TIR:
HCOCO24A (2) <TIR| [1] [TIR:
7170011394
HCOC343A (2) <TIR| [1] [TIR:
194 55
L HCOC105A (2) TR [1]/TIR:
231]
HCOC171A(2) ~TIR| [1] [TIR
3896]0,022302 SHIRE) SR e
HCOC153A (2) ~TIR) [1][T:
547]
HCOE1214 (2) <TIR| [1] [TIR:
N —[ 2950|0,008348
0.05 HCOC147A {2) =TIR| {1] [TIR:

bootstrap value | preceding branch length

TIR! [TIR- : TIR (4055 nt) present
[0] : no 10-nt palindrome present
[1] : one 10-nt palindrome present
[2] : two 10-nt palindromes present

24. abra Maximum likelihood filogenetikai térzsfa. 19 paralog sister stwintron és 10 2-es tipusu

cropped sister intronl Hypoxylon sp. CO27-5 gombaban.
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minimum free
sister length repeat & ID energy for
no. identities palindrome(s)
{stw)intron palindrome incl. inverted repeat dimerisation
[kcal/mol]
HCOc1534 (2) 51 35 TTTCTAGRRA ~ T6.5 & -79.8
HCOc1l05A (2) 51 37 TTTCTAGAAA ~ T72.5 % -73.2
HCODc100A (2) 49 35 TTTCTAGRAA ~ T71.4 % —68.2
HCOc1l64B (2) 439 32 tctctagaaa ~ 65.3 % -53.8
HCOcD%6A (2) 43 36 TTTCTAGAAA ~ 73.5 & —59.4
HCDc3434 (2) 47 35 TTTCTAGARA ~ T74.5 & -75.8
HCOcOD24A (2) 46 34 TTTCTAGRAA ~ 73.9 & —60.8
HCOcl47A (2) a1 36 TTTCTAGRAA ~ T0.6 % —47.8
HCOc12ia (2) a7 34 TTTCTAGARR ~ T72.3 % -54.6
HCOc17iA (2) 51 35 ttectagaaa ~ B6B.6 % -T71.0
tttctaaaga -106.8
HCOcOD4A 45 32 ~ 65.3 &
Bttccagaaa
HCOcO1TA TTTCTAGRRAA -122.2
47 32 ~ 68.1 %
gttctaaaaa
tttctaga —124.8
HCOcO52A 44 33 ge=g 75 8
BrrcTacaza
HCOcO66A TTTCTAGRAR -118.4
48 35 ~T72.9 %
ErrcTacaza
TTITCTAGRAR -112.4
HCOcOT0A 47 33 ~ T70.2 %
Ittctacaaa
tttctagaga -134.6
HCOcO76A 439 37 ~ 75.5 %
Ittccagaaa
TTTCTAGRAA -96.5
HCOC178A 43 34 ~ 69.4 %
Bttctagaa-
HCOc224-179 tttctagaag -136.8
a7 37 ~ T8.7 &
ETTCTAGRAR
tctctaagaaa —-109.6
HCOc378A 50 34 68 2
ETTCTAGRAR
HECCO34A (2) —56.4
(Hypoxylon EC38) 49 36 TTTCTAGREA ~ 73.5 %
HECcO5TA attctagaag -119.2
47 34 ~ 72.3 &
(Hypoxylon EC38) Bttctocgaaa
HECc321B (2) -93.2
51 41 TTTCTAGRRR ~ BO.4 %
{Hypoxylon EC38)
HECc217A tttctgcaaa -126.1
a7 32 ~ 68.1 &
(Hypoxylon EC38) ErTcTacaza
DchcO03A - 5 tttctagaac ~ 67.3 % -109.4
(D. childiae) Bttctagaat

25. abra Sister (stw)intronok szimmetriai tulajdonsagahoz gyiijtétt adatok.
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093

Pseudon
Arthrinium_malaysianum

Arthrinium_phaeospermum

_vexata

mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier

(SLC25 solute carrier 25 famuly: TC 2.A.29.8)
[Aspergilius nidulans locus ANT671]

I 0,99

0.03

Hy

0,93

P,

Pyrenopolyporus_hunteri

poxvlaceae | g4

Hypoxyion_sj

0'84—| 0,54
Hypoxylon_:

—] 0.67

L om

Hypoxylon_pulicicidum

Hypowylon_rubiginosum

Hypoxylon_sp_E74068

Hypoxylon_rickii

_sp_JCM_9685

eopestalotiopsis_sp_37M

N
097

Pestalotiopsis_fici

0,78

concentrica

Daidinia_childiae

Entonaema_liquescens

Hypoxylon_lienhwacheense

Hypoxylon_sp_Cl_4A

Kylaria_sp_J3573

Endocalyx_cinctus:

0,72 L
Daldinia_eschsc
2 Daldinia_sp_EC12
Jackrogersella_multiformis
093 I_O - Hypaxylon_submonticulosum
Hypementagnella_monfticulosa
0,76
0.93 —| 0,76
Hypoxylon_fragiforme
.79 Annulohypoxylon_truncatum
0,92

Annulohypoxylon_stygium

043

Rosellinia_necatrix

Xylaria_longipes

084

0,47

073

Xylaria_polymorpha

e e I

Amphiroseliinia_nigrospera

Xylaria_fiabelliformis

Xylaria_grammica

Kretzschmaria_deusta

Xylaria_multiplex

Xylaria_hypoxylon

26. abra A CO27-5 stwintronjaihoz hasonlo szekvencidak jelenléte vagy hianya

Hypoxylaceae fajokban
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