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1. Bevezetés

A XX. szazad masodik felétdl kezd6déen rohamosan ndtt a
molekularis biologia és genetika teriiletén szerzett ismereteink szdma,
melyek napjainkig intenziven gyarapodnak. Az elmult par tiz évben a
kutatok olyan mddszereket és eszkozoket fejlesztettek ki, melyek lehetové
teszik, hogy célzottan modositsuk egy-egy sejt vagy organizmus genetikai
allomanyat, illetve valaszokat talaljunk bizonyos genetikai betegségek

kialakulasanak mechanizmusaira.

Az stwintronok, s0t az intronok felfedezését megelézden is mar
szamos fontos megallapitas keriilt leirdsra a genetikai 6rokitéanyaggal
kapcsolatosan, mely informaciok elengedhetetlenek voltak ahhoz, hogy a
kutatok tovabbhaladhassanak a molekuldris biologia, mar részben
kitaposott dsvényein. Az egyik legjelentdsebb felfedezés valdsziniileg a
DNS szerkezetének meghatarozasa volt (Watson és Crick, 1953), melyen
hosszii éveken at dolgozott James Watson, Francis Crick, Maurice
Wilkins és Rosalind Franklin. A négy kutatdo koziil Watson, Crick és
Wilkins megosztott ovosi Nobel-dijat vehettek at 1962-ben. Rosalind
Franklin munkdssagat a tudomanyos tarsasag nem honoralta Nobel-dijjal,
feltehetdleg részben korai haladlanak is koszonhetden; annak ellenére,
hogy 6 készitette el azt a vilaghiriivé valt rontgendiffrakcios képet, mely
alapjan a kutaték kikovetkeztethették a DNS kettds hélixének pontos
szerkezetét (Maddox, 2013).

1993-ban Richard J. Roberts és Phillip A. Sharp felfedezéseit szintén

Nobel-dijjal ismerték el, akik 1977-ben - egymastol fiiggetleniil -
1



mutattak ki adenovirusokkal végzett kisérleteik soran, hogy a gének tobb,
egymastol nem kodolo szakaszokkal elvéalasztott szegmensbdl épiilnek fel
(Berget és mtsai, 1977; Chow ¢és mtsai, 1977). A kutaték azt is
megallapitottak, hogy ezek a DNS darabok nem képezik az érett mRNS

részet, valamilyen médon abbol eltavolitasra keriilnek.

Mivel mindezidaig a kutatok Ggy vélték, az mRNS molekuldk minden
esetben hii masolatai a kodoldo DNS szalaknak, az 1977-ben leirt kiilonos
jelenség elkezdte foglalkoztatni a tudomanyos kozéletet. Egy évvel
késobb, 1978-ban Walter Gilbert fel is teszi a kérdést: ,,Why genes in
pieces?”’; vajon miért allnak darabokbdl a gének? Gilbert ezeket a kodolo
régiokat megszakitdo szakaszokat ,.intron”-oknak nevezi, az intragenic
region kifejezésbodl eredeztetve, mig a kdodolo szegmenseket ,.exon”-
oknak kereszteli, mint expressed sequences, azaz kifejez6dd, atir6do

szekvencidk (Gilbert, 1978).

Az intronok kiilonboz6 tipusait ¢€s lehetséges funkcioit taglald
publikaciok mellett dsszetett, tobb intronbol felépiild struktirak leirdsara
is sor keriilt a XX. szazad végén. 1991-ben Donald W. Copertino ¢és
Richard B. Hallick Euglena gracilis alga kloroplasztiszanak genomjaban
irtak le kiilonleges, két egymasba ékelddott intronbol 4llo szekvenciakat,
melyeket ,twintron”-0knak neveztek el, a twin (iker) és intron szavak

Osszetételével (Copertino és Hallick, 1991).

A Debreceni Egyetem Biomérndki Tanszékén jomagam is hasonld
struktardkat vizsgaltam PhD hallgatoként. Mivel az altalunk leirt
twintronok spliceoszomalis intronokbol épiilnek fel , stwintron”-nak

kereszteltiik 6ket, mint spliceoszomalis iker-intronok (Flipphi és mtsai.,
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2013). Ezek az Osszetett szerkezetek (hasonldoan az alga kloroplasztban
leirtakhoz) két, egymast kovetd kivagasi (splicing) I€pés soran

keriilhetnek csak teljes eltavolitasra az els6dleges mRNS atiratbol.

Az elmult néhany évben tobb, kiillonbdzo tipust stwintront is sikertiilt
kimutatnunk fonalas gombak egyes génjeiben, beleértve a jelen értekezés
alapjat képez6 eredményeket is (Flipphi és mtsai., 2013; Ag és mtsai.,
2015; Fekete és mtsai., 2017; Flipphi és mtsai., 2017; Kavalecz és mtsai.,
2019). Kezdetben célunk minél tobb ilyen struktira leirasa volt, majd
esetleges funkcioiknak a feltarasa. Emellett remek modell rendszereknek
tiinnek, melyek segitségével feltérképezhetéek az intronok evolicios
eseményi, valamint egyes alternativ splicing jelenségek lejatszodasdhoz

fiz6do6 szerepiik.

Ugy vélem, az stwintronok jelenléte nem korlatozodik a gombék
orszagara; nagy valoszinliséggel megtalalhatbak magasabb rendi
cukaridta szervezetek génjeiben is. Ezen egyszerii organizmusok
vizsgalata soran elért eredményeink a késobbiekben azonban
felhasznalhatéak lehetnek akar human genetikai betegségek, vagy

aberrans splicing folyamatok mogott allo jelenségek megértéséhez is.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Spliceoszomalis intronok

Az eukariota szervezetek sejtmagi génjei mozaikos felépitésiiek; a
fehérjekodold részeket, exonokat, nem kodold szakaszok, intronok
tagoljak (Gilbert, 1978). A transzkripcidé soran, az elsddleges mRNS
atiratba még mind az exonok, mind az intronok atirasra keriilnek;
utobbiak késébb, az mRNS érése soran, egy ,,splicing”-nak nevezett
folyamat révén kivagasra, eltavolitasra keriilnek (Irimia és Roy, 2014). A
splicing folyamatot egy rendkiviil 6sszetett ribonukloeprotein komplex, a
spliceoszoma katalizalja (Nilsen, 2003; Rino és Carmo-Fonseca, 2009;
Will és Lithrmann, 2011; Papasaikas ¢s Valcarcel, 2016; Yan és mtsai.,
2019), mig az cukaridtakra jellemzO, kivagddasukhoz spliceoszomat
igényl6 megszakitd szekvencidkat spliceoszomalis intronoknak nevezziik.
Az Onhasitd, ribozim aktivitassal rendelkezd, Group I és Group II tipusu
intronok jelenléte eukariotdkban a mitokondrialis, illetve kloroplasztisz

genomra korlatozodik (Bonen és Vogel, 2001).

Kétféle spliceoszomalis intront irtak le, az U2 és a joval ritkabban
eléforduld U12 tipust (Bartschat és Samuelsson, 2010). A két kiilonb6z6
intron fajta splicingjat kettd, eltér6 felépitésii spliceoszoma katalizalja; az
U2-es intronok eltavolitdsat a f6-, mig az Ul2-esekét az ugynevezett
minor spliceoszoma (Turunen és mtsai., 2013). Minden spliceoszoéma 06t,
kiilonbozé snRNP-bdl, kis nukledris ribonukleoproteinbdl all; az snRNP-
k egy SnRNS-bol és kiilonboz6 fehérjékbol épiilnek fel. Az U2-tipust
spliceoszoma esetében az U1, U2, U4, US és U6 snRNP-k (Yan és mtsai.,
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2019), mig az Ul2-tipusu, minor spliceoszoéma esetén az Ull, Ul2,
Ud4atac, Ub6atac ¢és US vesznek részt a makromolekularis gépezet
kialakitasaban, illetve a splicing folyamat katalizalasaban (Turunen és
mtsai., 2013).

A spliceoszéma bizonyos konzervalt nukleoditokat,
szekvenciaelemeket ismer fel az intronon beliil, melyekkel interakcidba
Iép ¢és megkezdi a kivagési folyamatot. A spliceoszomalis intronokra
jellemz6 splicing motivumok az 5’ hasitohely, azaz a donor szekvencia, a
3’ hasitohely, azaz az akceptor szekvencia és az elagazasi pont, vagy
lariat szekvencia. U2 tipusu intronok esetén a leginkabb konzervalt
nukleotidok, melyek a spliceoszomalis intronok dontd héanyadaban
megegyeznek, az 5’ hasitohely els6 két nukleotidja (GT), illetve a 3’
hasitohely utolsé két nukleotidja (AG), tovabba mindenképp jelen kell
lennie egy adeninnek (A) az akceptor szekvencia kozelében, mely
elengedhetetlen a lasszo szerkezet kialakitasahoz (Rogozin és mtsai.,
2012).

Az intronikus szakaszok eltavolitasa két, egymast kovetd
transzészterifikacios reakcido révén valosulhat meg, melyekben a fent
bemutatott szekvenciaelemek és ezeket felismerve, a spliceoszéma vesz
részt (1. abra). A spliceoszémalis komplexet felépitd, kiilonb6z6 protein
komponensek is szerves részt wvallalnak a kivagasi folyamat

lebonyolitasadban (Yan és mtsai., 2019).
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1. abra: A spliceoszémalis intronok spliceoszoma altali eltavolitasanak
mechanizmusa (sajat szerkesztésii 4bra Will és Lithrmann, 2011 alapjan)

Mivel elsdsorban fonalas gombak genomjaban vizsgaltam Osszetett,
spliceoszomalis intron strukturdkat, fontos megemliteni, hogy ezen
megszakitd szekvencidk egyedi sajatsdgokat mutatnak a magasabb rendil
eukariota szervezetek oOrokitGanyagaban feltart intronokhoz képest.
Kupfer és munkatarsai, 6t kiilonboz6 éleszt6-, illetve fonalas gombafaj
genomjanak, illetve intronjainak vizsgalata soran arra a megallapitasra
jutottak, hogy a fungalis intronok altalaban egészen rovidek, maximum
par szaz nukleotid hossziisaguak. Ezenkiviil, a polipirimidin traktus

jellemzden az 5° hasitohely és az eladgazdsi pont szekvencia kozott
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talalhatd meg bennik (mig példaul emlésokben a 3’ hasitohely
kozelében), viszont az 5° GT---AG 3’ kanonikus struktura rajuk is
jellemzé (Kupfer és mtsai., 2004). A fungélis intronokban feltart egyedi
jellemzOk miatt a kutatok joggal feltételezik, hogy splicing
mechanizmusaikban is mutathatnak eltérést magasabb rendii, gerinces

eukariotakhoz képest.

2.1.1. Intronok eredete, evolucidja, mobilitasa

A spliceoszomalis intronok megjelenését eukariota genomokban a mai
napig rejtély ovezi. A kutatok véleménye megoszlik eredetiiket illetéen;

erre vonatkozoan két emlitésre érdemes elmélet latott napvilagot:

1. Az ,introns early”, korai intron hipotézis szerint mar az evolucid
korai szakaszaban is nagy szdmban jelen voltak intronok az
eukariota génekben. Sot, jelenlétiikkel Ilehetdséget adhattak
rekombinacios események lejatszodasara, ezaltal eldsegitve 1j,

Osszetettebb fehérjéket kodold gének kialakulasat.

2. Ezzel szemben az ,,introns late”, kései intron tedria azt allitja,
hogy az intronok az evolicidé kés6bbi szakaszaiban jelentek meg
az eukaridta genomokban, fehérjekodold szekvencidkba torténd

beagyazodas révén (Koonin 2006).

Fontos megjegyezni, hogy a két elmélet alapvetGen nem zarja ki

egymast.

A spliceoszoémalis intronok dsei valdsziniileg Group II tipust intronok
lehettek. A ribozim intronok ugyan nem igénylik spliceoszoma
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kozremiikodését — kivagodasukhoz, mégis felfedezhetéek  splicing
mechanizmusaikban olyan hasonldésagok, melyek erre a feltevésre
engednek kovetkeztetni (Lambowitz és Zimmerly, 2004). Azt is
kimutattak, hogy a spliceoszomalis intronok, ortolog gének adott
pozici6ibdl eltiinhetnek, de 0j intronok is barmikor megjelenhetnek, tehat
az intron-exon struktura allandéan valtozik. Az intron szerzés és intron
vesztés dinamikus egyensulyban van egymadassal, az intron evolucié

folyamatos (Carmel és mtsai., 2007).

Néhany gén esetén azt is észrevették, hogy az adott intron hasonlo,
kozeli (maximum 15 nukleotiddal tavolabbi), de nem azonos pozicioban
talalhatd meg, kiilonbozé organizmusok genomjat Osszehasonlitva. A
megfigyelt jelenség alatamasztja, hogy az intronok képesek nemcsak
eltinni, vagy megjelenni, hanem el is ,,csiszni” a genomban, akar
minddssze egy nukleotiddal is. A folyamatot angolul ,,intron sliding”,
Hintron drift”, vagy ,,ntron shift”-ként szoktdk emliteni (Rogozin ¢és
mtsai., 2000). K6zeli rokonfajok ortolog génjeit 6sszehasonlitva nagyfoka
konzervaltsagot tapasztalhatunk; sokkal ritkdbban taldlkozunk intron
elcsuszassal, mint evolucidsan egymastol tavolabb allé fajok intron
pozicioit dsszevetve. Viszont érdekes, hogy a szekvencidk homologija
nem befolyasolja a jelenség lejatszodasanak valoszintiségét (Henricson és
mtsai., 2010). Persze azt is nehéz megbecsiilni, hogy ezekben az
esetekben valdban az intron elcstiszasardl van-e szo, vagy intronvesztés,
majd Gjboli inszertacié torténik (Stoltzfus és mtsai., 1997). Mindenestere,
paraldg gének Osszehasonlitdsdnak eredményeképp a kutatok szamos

croe

mtsai., 2008; Lehmann és mtsai., 2010). Az intron-sliding mechanizmus
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létét tovabba egyértelmiien alatdmasztja a nem megegyezd, de kozeli
pozicidban talalt intronok szignifikdns szekvencia homologidja is

(Sakharkar és mtsai., 2001).

2.1.2. Intronok lehetséges funkcioi

Annak ellenére, hogy az eukaridta intronokra hosszu éveken &t
Junk”, azaz szemét, hasztalan DNS szekvenciakként gondoltak,
napjainkra egyre inkabb bizonyossagot nyer, hogy fontos szerepiik lehet
szamos  mechanizmusban,  tobbek  kozott, a  génexpresszid

szabalyozasaban ¢€s a protein diverzitds novelésében (Parenteau és Elela,
2019).

Fontos megjegyezni, hogy a spliceoszomalis intronok atirasa,
splicingja és az eltavolitasuk utani degradacioja jelentGs energiaraforditast
igényel a sejt részérdl, ami dnmagaban felveti a kérdést, hogy ugyan miért
lennének jelen a genomban, hogyha nincs semmiféle funkcionalis
hasznuk? Az intronok szama, foképp magasabb rendii eukariotakban
szamottevé; a human genom mintegy egynegyedét teszik ki (Sakharkar és
mtsai., 2004). Egyes elméletek szerint az intronok minddssze ,,0nz6”
DNS-darabok, melyek eldszeretetettel ,tdmadjak meg” a fehérjekodold
géneket, eukaridta genomokban, ezzel akar egy populacid méretét is

befolyasolva (Lynch, 2002).

A molekularis biologiai és bioinformatikai médszerek fejlodésével
egyre tobb lehetdségiink nyilik arra, hogy kozelebbrdl is megismerjiik a

spliceoszomalis intronokat, illetve lehetséges szerepeiket.



Az elmult idészakban bizonyossagot nyert, hogy intronok direkt modon

részt vehetnek:

- alternativ splicing
- génexpresszid
- nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) mechanizmus

- mRNS transzport és kromatin szervezddés

szabalyozasaban, de emelett bizonyitottan birhatnak szamos indirekt

funkcioval is (Jo és Choi, 2015).

2.1.3. Alternativ splicing

Az alternativ splicing (AS) mechanizmus fontos szerepet tolt be a
génexpresszios komplexitas és protein diverzitas novelésében. A teljes
human genom megszekvenalasa eldtti idokben a kutatok ugy vélték, hogy
megkozelitdleg 100.000 gén vehet részt az ember orokitéanyaganak
felépitésében, am kideriilt, hogy a valdos szam a korabban becsiiltnek
maximum mintegy negyede (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2004). A génekrdl atirod6 fehérjék szama, azonban valdéban
sokszorosa ennek. A meglepé jelenségre a valasz részben a pre-mRNS

molekuldk alternativ splicingjaban keresendd.

A mechanizmus lehetdséget nyujt arra, hogy egyetlen génrdl tobbféle
fehérje is képzddjon; az AS jelenség felfedezésével tehat megddlt az ,.egy
gén — egy fehérje” hipotézis is. Ma mar tudjuk, hogy a tobb exont
tartalmaz6 human génekrdl képz6dé6 mRNS-ek mintegy 95%-a ateshet
AS folyamatokon, igy teoretikusan egynél tobbféle fehérje transzlalodhat
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roluk (Pan és mtsai., 2008; Nilsen és Graveley, 2010). Széls6séges
esetekben egyetlen génrél akar tobb ezer, kiillonbozé fehérje is
keletkezhet az alternativ splicingnak koszonhetéen. Drosophila Dscam
génje esetén példaul, to6bb mint 38.000 protein izoformat mutattak ki,

melyek mind err6l az egyetlen génrdl transzlalédnak (Schmucker és
mtsai., 2000).

Az AS mechanizmus kovetkeztében, ugynevezett korai STOP kodont
tartalmazo mRNS-ek is keletkezhetnek, melyekré]l nem tud fehérje termék
transzlalodni. Ezen transzkriptumok tobbnyire a nonsense-mediated
MRNA decay (NMD) mechanizmus altal keriilnek felismerésre és
lebontasra. AS jelenségek lejatszodasanak, az NMD mechanizmussal
kar6ltve tehat fontos szerepiik lehet poszttranszkripcionalis szint(i
génexpresszid szabalyozasban is (McGlincy és Smith, 2008). Persze
felmeriil a kérdés, hogy az AS események vajon valdban az eukaridta
sejtek egy jol bevalt regulacios eszkoze, vagy a funkcioképtelen mRNS
termékek képzddése egyszerlien csak a pontatlan splicing események

elkeriilhetetlen kdvetkezménye (Saudemont és mtsai., 2017).

Az AS mechanizmusnak 6t fobb tipusat kiilonboztethetjiik meg

(Wang és mtsai., 2015), melyek a kovetkezdek (2. abra):

- Exon skipping: az adott exon vagy benne marad az érett mRNS

atiratban, vagy kivagasra keriil az 6t hatarold intronokkal egyiitt a

pre-mRNS-bo1.

- Egymast kizar6 exonok: egy adott exon jelenléte a végsé mRNS

atiratban kizarja egy masik exon jelenlétét, és forditva.
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- Alternativ 3’ hasitéhely

- Alternativ_5’ hasitohely: alternativ 5° vagy 3’ hasitohelyek

hasznalataval kiilonb6z6 méreti mRNS termékek képzddhetnek.

- Intron retencio: az exonokkal egyiitt intron szekvencia is benne

marad a végso, érett mRNS atiratban.

Exon | Exonll | Exonlil

A Exonl_|_IntronT | Exonl | intronl | Exonll ] > ]
S

ol A \‘7"\-\,\
T [CExonl | Exonll | ExoniV ]
B [ExonT [ TntronT | Exonl [ Intron!l ISXHYIMN_Intron [ Exon V| —»
e v [ Exonl HETTA
oo
~_ —

/ Exonl [ Exonll Exonlil
C [Exonl | IntronT JExonll Intron I | Exonlll_] B
[ExonT [ Exon Tl Exonll |

Exonl [ Exonll ExonIil
Exonl I Exon I Exonlll

N

D [ Exonl [ Intronl Exon 1| Intron 1l | Exonl

v

Exon | Exon Il | Exonll

E Exon| Intron Exon |l 0 Exon I

v

[ ExonT [ Exonll [ Intron Il | ExonlIl

2. abra: Az alternativ splicing leggyakoribb tipusai (A: exon skipping, B: egymast
kizard exonok, C-D: alternativ 3’ vagy 5’ hasitohelyek hasznalata, E: intron retencid)
(sajat szerkesztésti abra Wang és mtsai., 2014 alapjan)

A felsorolt jelenségek koziil magasabb rendli eukariotékra és gerinces
¢lélényekre az exon skipping a leginkabb jellemzd, mig az intron retencid
a legritkabban eloforduldo AS esemény; ezzel szemben alacsonyabb
rendiiek esetén pont az utdbbi tipus az, amelynek lejatszodasat a
legnagyobb szamban tudtak igazolni (Kim és mtsai.,, 2007). Alternativ

splicing élesztdgombakban nagyon ritkan fordul eld, ami az
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¢lesztogenomok csekély intron tartalmaval is magyarazhato (Kempken,
2013). Ezzel szemben kutatocsoportunk vizsgalati alanyai, a fonalas
gombdk esetén, transzkriptom analizisek elvégzésével, szamos AS
jelenséget leirtak a kozelmultban (Wang és mtsai., 2010; Kempken, 2013;

Griitzmann és mtsai., 2014; Xie és mtsai, 2015).

2.2. Twintronok

Olyan, egymasba ¢ékelddott, dsszetett intron strukturdkat neveziink
Ltwintron”-nak, melyek kivagodasa tobb, egymast kdvetd splicing reakcid
révén mehet csak végbe. A szo0sszetételt Copertino és Hallick alkottak
meg, a twin (iker) és az intron szavak Osszevonasaval (Copertino és
Hallick, 1991). A kutatok Euglena gracilis egysejtii alga kloroplasztisz
genomjaban irtak le twintronokat, melyek group II, illetve group III

tipusti intronokbdl épiilnek fel (Copertino és Hallick, 1993).

A group Il intonok ribozimnak tekinthetéek; sajat kivagodasukat
katalizaljak transzészterifikacios reakciok révén. Ilyen tipust intronokat
gombak, novények, protisztadk sejtorganellumainak riboszémalis-,
transzfer-, és messenger RNS-ében, valamint egyes baktériumok mRNS-
¢ben irtak le (Bonen és Vogel, 2001). Group Il intronokat gyakorlatilag
csak az euglenoid kloroplsztisz genomban talalhatunk; szerkezetiiket
tekintve a group II intronok degradalodott, lerovidiilt valtozatainak

tekinthetdek (Christopher as Hallick, 1989).

A ribozim intronok k6zé tartoznak a Group | intronok is, melyeket
fOleg protisztak nuklearis genomjaban, baktériumokban,

bakteriofagokban, esetleg gombak mitokondrialis genomjaban talalhatunk
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meg (Haugen és mtsai., 2005). Group I tipusu intronok is részt vehetnek
twintronok kialakitasaban, akar group II intronokkal egyiitt, ,kevert”
strukturakat 1étrehozva (Zumkeller és mtsai., 2020).

A tRNS intronok f6képp Archedk genomjaban fordulnak eld, tRNS
molekuldkban. Kimutattak egymasba ¢ékel6dott tRNS intronokbol
felépiild twintronokat is, példaul Thermofilum pendens Archea fajban
(Tocchini-Valentini és mtsai., 2009).

Kizarolag spliceoszomalis  intronokbol felépiild  twintronokat
(stwintronokat) munkacsoportunk irt le el6szor, fonalas gombak
genomjaban (Flipphi és mtsai., 2013). Az els6 ilyen felfedezett struktirat

kovetden szamos tovabbi, kiillonbdzo tipusu stwintront azonositottunk.

Sok esetben egyéb, Osszetett, intronikus szerkezeteket is (tévesen) a
twintronok k6z¢é sorolnak, mint az U2 / U12 spliceoszémalis intronokbol
felépiilo, vagy egyéb, alternativ splicingot mutatd Szekvencidk. Hafez és
Hausner egy review cikkiikben részletesen Osszefoglaljak a kiilonb6z6

twintronokat €s twintron-szeru struktirakat (Hafez és Hausner, 2015).

2.2.1. Ribozim tipusu twintronok

Mint az korabban is emlitésre kerilt, a twintron, azaz iker-intron
szo0sszetételt Copertino és Hallick alkottak meg 1991-ben, miutan
Euglena gracilis alga kloroplasztisz DNS-én (cpDNS) lokalizalt, a
citokrom b-559 f-alegységét kodolod, psbF génjében egy érdekes intron
Osszetételre lettek figyelmesek. Egy 1.024 bp hosszsagt, Group II tipust
intron két, egymast kovetd splicing reakcid révén tavolitodik el. E16szor

egy 618 bp hosszisagi szakasz vagodik ki, majd a maradék 424 bp
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nagysagl; ezek utan képzodik meg az érett psbF mMRNS (Copertino és
Hallick, 1991).

A psbF gén érdekes, egymasba ékelddott intronjairol mar Michel és
munkatarsai is emlitést tesznek egy korabbi tanulmanyukban (Michel és
mtsai., 1989). Leirjak, hogy a plasztid gén egyik Group II intronjanak V
katalitikus doménjébe bedgyazodva taldlhatdo egy masik Group II tipust
intron; de 6k még nem hasznaljdk a twintron elnevezést. Egy évvel ezeldtt
pedig az E. gracilis kloroplasztisz genomjanak vizsgalata soran a
kutatoknak szemet szir a psbF gén szokatlanul hossza, 1.024 bp
nagysagu intronja, de ,,intron az intronban” elrendezddésr6l még nem

tesznek emlitést (Cushman €s mtsai., 1988).

A legelsd, felfedezett twintron utan a kutatdcsoport tjabb hasonlo
struktira bizonyitasanak Oriilhetett. Ezuttal egy Group 11/Group IlI
felépitésii twintront mutattak ki, az Euglena plasztisz riboszomalis

proteint kodold, rps3 génjében (Copertino és mtsai., 1991 b).

Nem sokkal késobb sikeriilt Group III/Group III tipusa stwintronok
létezését is bizonyitani, szintén Euglena cpDNS-ében. Az rpl6 (L16
riboszomalis proteint kodold) gén elsé intronjardl, illetve az rpoCl (RNS
polimeraz alegységet kodold) gén elsd, harmadik és tizenegyedik
intronjar6l deriilt ki, hogy az emlitett tipusba sorolhatd, Osszetett
twintronok (Copertino és mtsai., 1992). Mind a négy intronikus szakasz
szokatlanul hossznak tiint, kétszer akkora atlagos hosszal (~200 nt), mint
mas Group III intronok, ezért feltételezték, hogy két intront foglalnak

magukba, azaz twintronok lehetnek.

15



Hamar kideriilt, hogy az E. gracilis kloroplasztisz genom bévelkedik
nem csak intronokban, de twintronokban is. Az elsé Group 11/Group Il
twintron leirdsat kovetéen tovabbi, Group II és/vagy Group III
intronokbol felépiild struktarakat is Kimutattak (Copertino és mtsai.,
1994; Doetsch és mtsai., 1998). Megfigyelték, hogy mind Group I, mind
Group Il intronok lehetnek kiilsé és/vagy belsé intronok, a twintron
szerkezetek kialakitasanal (Copertino és Hallick, 1993). Emellett leirtak
olyan, tobbszordsen Osszetett iker-intronokat is, melyek esetében egy
kiils6 intronba beékelédve nem csak egy, hanem tobb belsé intron is

talalhato (Drager és Hallick, 1993; Hong és Hallick, 1994).

Twintron, vagy twintron-szerii strukturak természetesen nem
kizarolagosan az Euglena gracilis kloroplasztiszanak genomjaban
fordulnak el6. Kimutattak Group Il intronokbol felépiilé twintronokat
Pyrenomonas salina (Maier és mtsai., 1995), Monomorphina aenigmatica
(Pombert és mtsai., 2012), illetve Porphyridium purpureum (Perrineau és
mtsai., 2015) algak CpDNS-ében is. Khan ¢és Archibald pedig
,,degeneralodott” twintronokrdél szamol be Rhodomonas salina alga
kloroplaszt genomjaban, mely esetben, feltételezésiik szerint a belsd
intron elveszitette splicing képességét és tulajdonképpen egybeolvadt a

kiils6 intronnal (Khan és Archibald, 2008).

Prokariotak kozott is talalunk példat Group Il intronokbol felépiild
twintron-szer(i struktirak formacidjara. Trichodesmium erythraeum és
Thermosynechococcus elongatus cianobaktériumok esetében
bizonyitottak létezésiiket (Pfreund és Hess, 2015; Mohr és mtsai., 2010).
Tovabba, egy metantermel6 Archea faj (Methanosarcina acetivorans) és

Desulfitobacterium hafniense Gram-pozitiv baktérium genomjaban is
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talaltak twintron-szerti, Group II intronok egymasba agyazddasa révén
kialakult szerkezeteket (Dai ¢és Zimmerly, 2003). A prokariota
twintronokat, helyesebb ,,nested intron”-oknak nevezni, mivel kisérletes
bizonyiték nem 4all rendelkezésiinkre arra vonatkozoan, hogy ezen
szekvencidk esetén is mindenképp sziikséges-e a belsd intron eltavolitasa

a kiils6 intron kivagddasat megel6z6en (Hafez és Hausner, 2015).

Zumkeller és munkatarsai korpafiivek és becdsmohak mitokondrialis
genomjaban irtak le Group I/Group Il, illetve Group 11/Group II tipust
intron az intronban struktirékat (Zumkeller és mtsai., 2020). Ezek koziil
egyeseknél a belsd intron eltdvolitasa nem feltétele a kiilsé intron
kivagddasanak, am 6t esetben bizonyitottan sensu stricto twintronokrol

van szo.

A szintén ribozim intronok kozé tartozé6 Group I intronok is részt
vehetnek twintron-szerii strukturdk kialakitasaban. Ugynevezett twin-
ribozim intronokat mutattak ki Didymium iridis nyalkagombaban,
Neagleria gruberi ostoros amdébaban, valamint egy Allovahlkampfia
améba fajban (Johansen és Vogt, 1994; Einvik és mtsai., 1998; Tang és
mtsai., 2014; Nielsen és Johansen, 2009).

Tobb Ascomycota gombafaj mtDNS-ében is talaltak egymasba
¢kelddott, Osszetett intronokat. Cryphonectria parasitica
(gesztenyepenész) és Ophiocordyceps tricentri rns génjében egy Group
I/Group I tipusut, mig Chaetomium thermophilum ortolog génjében egy
,kevert” twintron-szerQi struktarat, ahol egy Group II intront taldlunk egy

Group | intronba beékelédve (Hafez és mtsai., 2013). Grosmannia
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piceiperda mitokondidlis genomjaban szintén leirtak Group I tipust

intront tartalmazo, 6sszetett szerkezeteket (Rudski és Hausner, 2012).

2.2.2. Spliceoszomalis twintron-szerii strukturak

Az eukariotak fehérjekodold génjei, az exonok mellett jellemz6en
megszakitd szekvenciakat, intronokat is tartalmaznak. Az intronok
eltavolitasat az elsddleges mRNS atiratbol egy ribonukleoprotein
komplex, a spliceoszoma végzi (Nilsen, 2003). Kétféle spliceoszomalis
intron tipust kiilonbdztethetiink meg, az U2, illetve a sokkal ritkabban
eléforduld U12 tipust (Bartschat és Samuelsson, 2010; Turunen és mtsai.,
2013).

Rovarok ¢és gerincesek egyes sejtmagi génjeiben olyan, szintén
twintronnak nevezett struktirakat irtak le, melyek esetén egy U12 tipusu
intront talalunk egy U2 tipusba beagyazddva, vagy forditva (Scamborova

¢és mtsai., 2004; Janice és mtsai., 2013).

A fent emlitett elrendez0dést mutato, spliceoszéma altal eltavolitasra
keriild twintronok talan legismertebb példaja a Drosophila melanogaster
prospero (pros) génjében talalhatd szerkezet, ahol egy U2 tipust intront
talalunk egy Ul12 tipusba beagyazddva. Az ecetmuslica pros génje a
Prospero transzkripcios faktort kodolja, mely az éretlen idegsejtekben
fejez6dik ki foképp az embriogenezis soran (Scamborova és mtsai., 2004;
Borah és mtsai., 2009).

Az Osszetett intron szerkezet és annak eltavolitasa az alternativ

splicing egy ritka és szokatlan esete; az U2 intron splicingja kizarja az
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U12 intron kivagodasat, igy a pre-mRNS-rél két kiilonbdzd érett mRNS
izoforma keletkezhet. Amennyiben az U2 tipust intron tavolitodik el, az
ugynevezett pros-L mRNS képzddik, mig az Ul2 tipusu intron
splicingjaval a pros-S izoforma keletkezik (amely 87 nukleotiddal
rovidebb, mint a pros-L). A kutatok kisérletesen megallapitottak, hogy a
Drosophila embriogenezisének korai szakaszaban inkabb a pros-L
izoforma a gyakoribb, mig a késdbbiekben a pros-S; a folyamat felénél
aranyuk kozel azonos (Scamborova és mtsai., 2004). A két splicing
utvonal szigoruan szabalyozott, melyben szamos ribonukleoprotein részt

vesz az embriogenezis soran (Borah és mtsai., 2009).

D. melanogaster mellett, mas a Diptera rendbe tartozo rovarfajok
genomjaban is talaltak U2/U12 tipusu twintronokat, de emellett magasabb
rendli eukariotdkban (beleértve a human genomot) is eléfordulnak ilyen,
egymasba ¢kelédott intronok (Mount és mtsai., 2007; Janice és mtsai.,

2013).

Ugynevezett ,nested intron”-okat irtak le a human disztrofin gén
(DMD) szokatlanul nagyméretii intronjaban. Az emberi genomban
megtalalhatd intronok atlagos hossza nagyjabol 5.500 bp (Sakharkar és
mtsai., 2004), mig a DMD génben talalt gigantikus megszakitd
szekvencia 110.199 bp hosszsagu (Suzuki és mtsai., 2013). A gén
kifejez0dése soran a pre-mRNS-bdl eldszor eltavolitasra keriil két
beagyazddott, ,nested” intron, majd ezutan torténik meg a harmadik,
,,host” intron splicingja. A beé¢kel6dd, belsd intronok nem szakitjak meg a
kiilsé intron esszencialis splicing elemeit, igy a struktira nem tekinthetd

sensu stricto twintronnak, am valosziniileg fontos szerepe van a két intron
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elsddleges eltavolitasanak, mivel ezéltal joval kdzelebb kertil egymashoz
a kiils6 intron 5° és 3’ hasitohelye. Ez nagyban eldsegitheti a megszakitod
szekvencia pontos eltavolitasat és az mRNS megfeleld érését (Suzuki és
mtsai., 2013).

Twintron strukturat, pontosabban nested intront talaltak Herpes
Simplex virus (HSV-1), latency assosiated transcript (LAT) génjében is. A
gén 8.300 bp hosszu; két exonjat egy kiilonleges, 0sszetett, mintegy 2.000
bp nagysagu intron szakitja meg. A struktira érdekessége, hogy az
eltavolitasa megtorténhet egy lépésben, de két, egymast kovetd splicing
esemény soran is. Utobbi esteben eldszor a be¢kelddott, nagyjabol 500 bp
nagysagu ,nested” intron keriil eltavolitasra, majd ezek utan, masodik

1épésként a maradék 1.500 bp-nyi szekvencia (Brinkman és mtsai., 2013).

Szokatlanul nagyméretii intronok eltavolitdsanak egy masik
stratégiaja lehet a rekurziv splicing. A jelenséget el6szor D. melanogaster
Ultrabithorax (Ubx) génjében irtak le (Hatton és mtsai., 1998). Az ilyen
intronok jellegzetességei az RS vagy ,rachet site”-ok, amiket
tulajdonképpen két szomszédos intron olyan csatlakozasi pontjanak
irhatunk le, ahol az elsO intron 3’ hasitohelye kdzvetlentiil kapcsolddik az
utana kovetkez6 intron 5 hasitohelyéhez (AGGT). Azt is mondhatnank,
hogy a két intron egy nulla nukleotidbol all6 exont hatérol, tehat a két
szekvencia nincs exon altal megszakitva. Ezek a hosszll intronok egymast
kovetd splicing folyamatok révén tavolitodnak el, az egybefiiggd intron
szekvencia 5° végérdl kezdédden. Az ecetmuslica genomjanak vizsgalata
sordn tovabbi gének esetén is bizonyitottdk intronok rekurziv splicing
altali eltavolitasat (Burnette és mtsai., 2005; Duff és mtsai., 2015; Joseph

¢s mtsai., 2018).
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A jelenség lejatszodasat szamos human intron vizsgalata sordn is
bizonyitottdk (Sibley és mtsai.,, 2015; Kelly ¢és mtsai, 2015;
Georgomanolis és mtsai., 2016; Zhang és mtsai., 2018). A kutatok arra a
megallapitasra jutottak, hogy human sejtekben a rekurziv splicing nem
kizarja, hanem kiegésziti a kanonikus splicing eseményeket, hossza
intronok  eltavolitasdnak egy masik lehetséges stratégidjaként.
Bizonyitottan RS-sel rendelkezd, nagyméretii intronok eltavolitasra
keriilhetnek mindkét splicing folyamat révén, a preferalt splicing Gitvonal

pedig sok esetben sejttipus fliggd (Zhang €és mtsai., 2018).

A nested ¢€s a rekurziv splicing mechanizmusok mellett leirtdk az
ugyneveztett intrasplicing jelenségét is, amely szintén twintron-szert,
hosszii intronok eltavolitasara szolgalhat. A splicing folyamatot
gerincesek 4.1R ¢és 4.1B paralég génjeiben mutattak ki, melyek
citoszkeletéalis adaptor fehérjéket kddolnak (Parra és mtsai., 2008; Parra
¢és mtsai., 2012). Az intrasplicing érdekessége, hogy az intron tobblépéses
eltavolitasakor egy bizonyos szekvenciadarab, ,,intraexon” az elso
splicing esemény soran exonikus régioként viselkedik, mig a kovetkezo

1épésben az intron részeként kivagodik.

A nested splicing, rekurziv splicing és intrasplicing mechanizmusok
tehat lehetdséget adhatnak nagyméreti intronok pontos eltavolitasara,
illetve alternativ splicing események lejatszoddsara, és ezzel a protein
diverzitas novelésére. Lathatjuk majd, hogy ezek az &sszetett intron
struktirak felépitésikben ¢€s eltavolitasuk modjaban tobb-kevesebb
hasonlosagot mutatnak a spliceoszomalis iker-intronokkal, am szigortian

véve nem nevezhetbek stwintronnak.
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2.2.3. Stwintronok

A spliceoszomalis iker-intronok, azaz stwintronok olyan kiilonleges
megszakité szekvencidk az eukaridta genomban, ahol egy kanonikus U2
tipusi spliceoszomalis intront talalunk egy masik U2 tipust intron
valamelyik esszencidlis splicing elemébe beagyazodva (Flipphi és mtsai.,
2013). A splicing motivum, melybe beékelédhet a belsé intron az 5’
hasitohely, vagy masnéven donor szekvencia, a 3’ hasitohely, azaz
akceptor szekvencia, tovabba a lariat elagazasi pont szekvencia lehet.
Megszakitva ~a  kiils6 intron, eldbbiekben  felsorolt  egyik
szekvenciaelemét, annak splicingja gatolva van mindaddig, amig a belsé
intron eltavolitasra nem keriil. Kutatocsoportunk altal feltart stwintron
struktarakra tehat abszolut illikk a Copertino ¢és Hallick altal
megfogalmazott twintron definicid, miszerint szigoruan véve akkor
nevezhetiink egy Osszetett intron strukturat twintronnak, ha a kiilsé intron
eltavolitasanak elofeltétele a belsd intron kivagodasa, tehat tobb, egymast
kovetd splicing reakcid révén tavolitodhat el a teljes struktira (Copertino
¢és Hallick, 1991). Ez, az altulunk feltart szerkezetek esetén, igaznak is
bizonyul; am az stwintronok, 1évén spliceoszémalis intronokbol épiilnek

fel, kivagddasukhoz spliceoszéma kozremiikdodését igénylik.

A bels6é intron orientacidja alapjan, mint ahogy az a 3. abran is
lathato, harom kiilonb6z6 stwintron tipus létezhet; a kiilsé intront, a
beékel6do, belsé intron a donor, az akceptor vagy az elagazasi, masnéven
lariat szekvenciajaban szakithatja meg. Ezek alapjan
megkiilonboztethetiink [D], [A], illetve [L] tipusi stwintronokat. A
megszakitott splicing motivumra utald betli utan pedig feltiintetiink két
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szamot az stwintronok elnevezésekor, mely a belsd intron donor-,
akceptor-, vagy elagazasi hely beli pontos orientacidjat adja meg. Mivel a
donor ¢és lariat szekvencidk hat-hat, az akceptor pedig harom nukleotidot
foglal magéaba, elméletileg 12 kiilonbdzd tipusti stwintron létezhet. A
kovetkezOkben ismertetem, hogy ezek kozil mely tipusok Iétezését

bizonyitottuk ezidaig.

|D] stwintron

upstream exon |8

|L] stwintron

upstream exon |08

|A] stwintron

.4 downstream exon

upstream exon [ )8

3. abra: A harom stwintron tipus sematikus abraja ([D]: donor szekvenciaban
megszakitott; [L]: lariat szekvenciaban megszakitott és [A]: akceptor szekvenciaban
megszakitott stwintron; Dy: a belsé intron donor eleme, Ly: a bels6 intron elagazasi pont
szekvenciaja, Ap: a belsd intron akceptor eleme, Dy: a kiils intron donor eleme, Li: a
kiils6 intron elagazasi pont szekvencidja, Ax: a kiilsé intron akceptor eleme; a bels6
intronok kék, a kiils6 intronok piros szinnel jel6lve) (Kavalecz és mtsai., 2019)

Fungélis genomok vizsgalata soran kutatocsoportunknak sikeriilt tobb,
donor szekvenciaban megszakitott stwintron Ilétezését bizonyitania,
kiilonboz6 gombafajok és gének esetén. Fusarium verticillioides PIH2
(egy putativ imidin hidrolaz paralogot kodold) génjében egy [D1,2] tipust
stwintron struktura keriilt leirasra, ahol a bels6 intron a kiilsé intron 5’
hasitohelyét, azaz donor szekvencidjat szakitja meg, annak elsd és

masodik nukeotidja kozott. A spliceoszomalis iker-intron 1éte az egymast
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kovetd splicing reakciok és az mRNS intermedierek Kimutatas révén

bizonyitast nyert (Flipphi és mtsai., 2013).

Trichoderma reesei bioDa (egy kétfunkcios, a biotin bioszintézisé¢hez
szilkséges enzimet kodold) génjében egy [D2,3] tipust stwintron 1étét
sikeriilt igazolni, mig Botrytis cinerea PIH1 (egy putativ imidin hidrolaz
paraldbgot  kodold) génjében egy feltételezett [D4,5] tipusu

spliceoszomalis twintront talaltak (Flipphi és mtsai., 2013).

Helminthosporium solani gomba aox (alternativ oxidazt ko6dolo)
génjében egy nagyon érdekes, kétféle utvonalon kivagodni képes,
[D1,2]/[A2,3] stwintron keriilt leirasra. A  splicing reakciok
lejatszodésatol fliggden a struktara tekinthetd [D1,2], illetve [A2,3] tipust
stwintronnak is. Mindkét alternativ splicing esemény 1étezése bizonyitast
nyert, tovabba megallapitasra kertilt, hogy nincsen egyértelmiien preferalt
utvonal, mind a ketté splicing reakcio lejatszodhat in vivo. Az stwintron
akar [D1,2], akar [A2,3] strukturaként keriil eltavolitasra, az mRNS érési
folyamaténak végén ugyanazon transzkriptumot kapjuk, tehat azonos
fehérje fog képzédni (Ag és mtsai., 2015). H. solani egy masik, putativ
aldéz mutarotazt k6doldo génjében is hasonld elrendez6désii stwintront
talaltak, am itt csak az egyik, a [D1,2] tipusu alternativ splicing ut vezet
olyan érett mRNS termék keletkezéséhez, amely alapjan funkcioképes
fehérje termék transzlalodhat (Ag és mtsai., 2015).

M¢ég nem publikélt kutatdsi eredményeink egy [L4,5] tipusu, tehat
lariat szekvencidban megszakitott stwintron létezését sejtetik Aspergillus
nidulans egyik génjében. Igy elmondhaté, hogy minharom stwintron

tipusra talalunk példat fonalas gomba genomokban.
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3. Célkitizések

A legelsé spliceoszomalis iker-intron strukturak felfedezését és az
stwintron fogalom bevezetését kovetden célul tiztik ki minél tobb
Osszetett megszakitod szekvencia leirasat. Ennek érdekében megprobaltunk
létrehozni  egy stwintron modellt, melynek segitségével célzottan
vizsgalhatunk at elérhetd gomba genomszekvencidkat, egy adott tipust

stwintron utan kutatva.

A szinte naprol napra gyarapodd szekvenciaadatok és elérhetd,
megszekvenalt genomok pedig lehetdveé teszik, hogy megvizsgaljunk
ortolog géneket tobb szaz, vagy akar tobb ezer rokonfajban. Ezt
kihasznalva célunk volt feltdrni az stwintronok ¢és ezaltal a
spliceoszomalis intronok evolicidjanak, eltlinésének, megjelenésének

rejtélyeit gombagenomokban.

Stwintronok kimutatdsa és splicing intermedierjeik azonositasa utan
szerettiink volna valaszt kapni arra a kérdésre is, hogy vajon milyen
funkciot toltenek be ezek a kiilonleges, 0sszetett, intronikus struktirak a
genomban. Birhatnak-e valamilyen szabdlyozé funkcioval? Esetleg
szerepet  jatszhatnak-e az  alternativ  splicinggal  kapcsolatos

mechanizmusok végbemenetelében?
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4. Anyagok és modszerek
4.1. Bioinformatikai modszerek

4.1.1. Putativ  stwintron  struktirak  Kkeresése  teljes
genomszekvenciakban

A fungalis intronokra jellemz6é sajatsagokat figyelembe véve,
kutatocsoportunk  megalkotott egy stwintron modellt, melynek
segitségével teljes gombagenomokban kutathatunk putativ iker-intron
strukturdk utdn. A legelsd stwintronokra még teljesen véletleniil
bukkantak ra (Flipphi és mtsai., 2013; Ag és mtsai., 2015), gombagének

mas aspektusu vizsgalata soran.

A modell alapjat A. nidulans esetén megallapitott konzervalt splicing
motivumok szekvencidi képezik (Kupfer és mtsai., 2004). A 4. abran
bemutatott Kupfer-féle altalanos intron séman lathatd, hogy az 5’ donor
¢s a lariat elagazasi szekvencia hat-hat nukleotidbol all, mig a 3’
akceptorhely csak harom nukleotidot foglal magaban. A leginkabb
konzervalt helyek a donor elsé kettd (GT), az akceptor utolso kettd (AG),
illetve az elagazasi pont szekvencia 6todik nukleotidja, amely minden

esetben adenin (A).

GTRWGY (58)RYTRAY(15)YAG

4. abra: Kupfer intron modellje A. nidulans-ra (Kupfer és mtsai., 2004) (a
konzervalt nukleotidokat aldhuizassal jeloltem és G: guanin, T: timin, A: adenin R:
adenin vagy guanin, W: adenin vagy timin, Y: citozin vagy timin; Comm. IlUPAC-1UB,
1970)
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A modellt némi ,megenged6” valtoztatas bevezetése (a lariat
elagazasi szekvencia elsé nukleotid pozicidjanak definidlasakor ,,D”-t
hasznaltunk ,,R” helyett, az akceptor szekvencia elsé helyén pedig ,,H”-t
,Y” helyett) utan alkalmaztuk (5. abra).

\ GTRWGY(58)DYTRAY (15 HAG \

5. abra: A Kkorrigalt intron modell (a konzervalt nukleotidokat alahuzassal, a
korrekcidkat pedig zolddel jeloltem és G: guanin, T: timin, A: adenin R: adenin vagy
guanin, W: adenin vagy timin, Y: citozin vagy timin, D: adenin, guanin vagy timin, H:
adenin, citozin vagy timin; Comm. IUPAC-1UB, 1970)

A korrigallt intron séma segitségével manudlisan létrehoztuk a
fungalis stwintron modellt, ahol két intron egymasba agyazodasat
modellezve 6t jellemz6 szekvenciamotivumot kaptunk. Ezek koziil kettd
,hibrid” elem, ugyanis egy, vagy tobb nukleotidot mind a kiils6, mind a

belsd intron szekvenciajabol magaban foglal.

A konzervalt splicing motivumokon til meghataroztuk az egyes

elemek kozti tadvolsagtartomanyokat is az alabbi informaciok birtokaban:

1. A legrovidebb, A. nidulans-ban kimutatott intron 42 nukleotid

hosszusagu.

2. A minimalis tavolsag az eldgazasi pont szekvencia ¢és az
akceptorhely kozott 4 nukleotid lehet; 4 és 24 kozotti tartomany
értéket allitottunk be.

3. A donorhely és az elagazasi pont szekvencia kozti tavolsag mindig
nagyobb, mint az elagazasi pont és az akceptorhely kozotti; ennek

az értéknek 25 és 120 nukleotid kozotti tartomanyt adtunk meg.

27



4. Az atlagos intronhossz A. nidulans genomjaban 73 nukleotid, mig

a 160 nukleotidnal hosszabb kanonikus intronok igencsak ritkak

(Kupfer és mtsai., 2004).

gy [D1,2] tipusi stwintronok kereséséhez a 6. abran bemutatott
modellt hasznaltuk, teljes genomszekvenciak atvizsgalasahoz, a Fuzznuc

programot alkalmazva (Rice és mtsai., 2000).

GGTRWGYN(25,120)DYTRAYN(4,24)HAGTRWGYN(25,120)DY
TRAYN(4,24)HAG

6. abra: Az altalunk hasznalt [D1,2] stwintron modell (kékkel jeldltem a bels intron,
pirossal a kiils6 intron slpicing motivumait, alahtizassal pedig a konzervalt nukleotidokat
és G: guanin, T: timin, A: adenin R: adenin vagy guanin, W: adenin vagy timin, Y:
citozin vagy timin, N: barmelyik nukleotid, D: adenin, guanin vagy timin, H: adenin,
citozin vagy timin; Comm. IUPAC-1UB, 1970)

Egyszerti atalakitasokkal (természetesen) mas tipusa stwintronokra is

megalkothaté a modell, amit munkank soran ki is hasznaltunk.

Aspergillus  nidulans FGSC A4  (Accession  Number:
AACDO01000000) genomjan lefuttatva a keresést, szamos [D1,2]
stwintron-jeloltet kaptunk eredményként, melyeket manualisan is

megvizsgaltuk, az alabbi szempontok szerint:

1. A talalt szekvencia hol helyezkedik el a genomban, megszakit-e

bizonyitott vagy putativ kodolo szekvenciadarabokat.

2. Amennyiben rendelkezésre allt, megvizsgaltuk az expresszios,
RNASeq adatokat is, melyeket az Aspergillus Genome Database
(AspGD) adatbazisabol értiink el (Cerqueira és mtsai., 2014).
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3. Megvizsgaltuk mas, az AspGD adatbazisban elérhetd, Aspergillus
torzsek ortolog génjeinek szekvenciait is. Arra voltunk kivancsiak,
hogy ezekben is kimutathato-e putativ [D1,2] stwintron, azonos

pozicidban.

A modellt a kés6bbiekben, megfeleld modon atalakitva [D5,6] tipusu
stwintronok keresésére is hasznaltuk. Ebben az esetben a belsd intront a
kiilsé intron donor szekvencidjanak 6todik €s hatodik nukleotidja kozeé

helyeztiik el (5’-GTRWG|H).

GTRWGGTRWGH(25,120)DYTRAY (4,24)HAGH(25,120)DYTR
AY(4,24)HAG

7. abra: Az atalakitott, [D5,6] tipusu stwintronok kereséséhez alkalmazott modell
(a szin- és betlikodok megegyeznek a 6. abran hasznaltakkal)

A 7. abran bemutatott szekvenciamotivum alapjan kutattunk
potencialis [D5,6] stwintronok utan A. nidulans genomjaban, a Sequence
Manipulation Suite-ot (Stothard, 2000) hasznalva.

A kimutatott putativ struktirakat ebben az esetben is manualis

vizsgalat ala vetettiik, a korabbiakban ismertetett szempontok alapjan.

4.1.2. Ortolég gének vizsgalata (genome mining)

A National Centre of Biotechnology Information (NCBI) és a US
Department of Energy Joint Genome Institute (JGI) adatbazisokban
nyilvanosan elérhet6 gomba genomszekvenciakat TBLASTN programmal
(Altschul és mtsai., 1997) elemeztiik a bizonyitottan stwintront tartalmazo

gének ortologjai utan kutatva.
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A DHAI ortolégok vizsgalatakor olyan gének utdn kutattunk
Ascomycota genomokban, melyekrél a képz6do fehérje termék, aminosav
sorrendjét tekintve, legalabb 45%-ban azonos A. nidulans AN3270-es
lokuszon lokalizalt, stwintront tartalmazé génjérél atiréd6 DHALI
proteinnel. A valos kodolo szekvencidkat, amit az ortologok kereséséhez
hasznaltunk referenciaként, cDNS adatokbol (GenBank Accession
Number: KY315812) kovetkeztettiik. A leirt modszerrel megtalalt, tobb
mint 500 gén intron-exon strukturajat manualisan hataroztuk meg, melyek
segitségével a késobbiekben kovetkeztethettiink a teljes fehérjekodolo

szekvenciara.

Az A. nidulans AN5404 16kuszon talalhatdo, 326 aminosavbol
felépiilo, reticulon-like proteint kodold gén (rtnA) ortologjainak
felkutatasa sordn is az el6zdekben ismertetett modon jartunk el. A
feltételezett hét darab, fehérjekodoldo exont tartalmazd génmodellt
kisérletesen igazoltuk (GenBank Accession Number: MK410458) és
referenciaként hasznaltuk az ortolégok kereséséhez. A talalt gének intron-
exon struktirdjanak megallapitasat ebben az esetben is manualisan

végeztik.

4.1.3. Masodlagos fehérjestruktira meghatarozasa

A reticulon-like proteint (RtnA) kodold gének vizsgalatakor a
fehérjék masodlagos, transzmembran hélix strukturajat az online elérhetd
TMHMM (version 2) szerver (Krogh és mtsai., 2001) segitségével
prediktaltuk. A strukturdlis eltérések kimutatisdhoz a DISOPRED3

(Jones és Cozzetto, 2015), tovabba a ,coiled-coil” struktarak
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megtalalasahoz a PCOILS (Gruber és mtsai., 2006) programokat

hasznaltuk.

4.1.4. Filogenetikai analizis

Filogenetikai analizisek elvégzéséhez a fehérje szekvencidkat a
MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform, version7)
(Katoh ¢és Standley, 2013) programmal hasonlitottuk Gssze.

A DHA1 fehérjék esetén, a 256 db Pezizomycotina protein
Osszehasonlitasahoz az E-INS-i algoritmust és a BLOSUM 45
hasonlosagi matrixot hasznaltuk. A szekvencia-illesztések 459 informativ
régidjat BMGE (Block Mapping and Gathering with Entropy, version
1.12) program (Criscuolo és Gribaldo, 2010) segitségével kerestiik meg,
BLOSUM 35 matrixot és 3-as blokk méretet hasznalva.

A putativ lipaz ortolégok analiziséhez 292 db fehérjét hasonlitottunk
0ssze, E-INS-i algoritmust és BLOSUM 62 hasonldosagi matrixot
alkalmazva. A MAFFT program (Katoh és Standley, 2013) segitségével
elvégzett illesztés adatait a BMGE szoftver (Criscuolo és Gribaldo, 2010)
segitségével rendeztilkk, BLOSUM 30 hasonlosagi matrixot és 5-6s blokk

meéretet hasznalva.

A bifunkcionalis BioDA fehérje tanulmanyozasahoz 298 db protein
szekvencidt hasonlitottunk 0ssze, szintén a MAFFT program (Katoh és
Standley, 2013) és E-INS-i algoritmus segitségével, BLOSUM 45, majd a
BMGE szoftver (Criscuolo és Gribaldo, 2010) hasznalatakor BLOSUM

55 hasonldsagi matrixot hasznaltunk 5-0s blokk mérettel.
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A putativ reticulon-like fehérjék torzsfajanak elkészitéséhez 779 db
proteint hasonlitottunk 6ssze a MAFFT programot (Katoh és Standley,
2013) és L-INS-i algoritmust hasznalva, amely egy konzervalt domén
felismerésére alkalmas. A fa gyokerének megtalalasahoz a vizsgalatba
bevontunk kilenc, Mortierellomycotina fajokb6l szarmazo putativ
reticulon-like fehérjét. A MAFFT program altal elvégzett illesztés
rendezését ismét a BMGE programra (Criscuolo és Gribaldo, 2010)

biztuk, kiilonb6zd hasonlosagi matrixok €s blokk-méretek kiprobalasaval.

A maximum likelihood torzsfakat a PhyML 3.0 programot és WAG
szubsztiticiés modellt hasznalva készitettiik el (Guindon és mtsai., 2010).
A reticulon-like fehérjék torzsfajahoz automatikus szubsztitucios modell
valasztast (Lefort és mtsai.,, 2017) alkalmaztunk, a szoftver minden

esetben az LG+G+I modellt preferalta.

A fa aghosszainak kiszamitasahoz az Approximate Likelihood Ratio
Test-et (Anisimova és Gascuel, 2006) és a PhyML programot hasznaltuk,
Chi-2 alapt, parametrikus feltevéssel. A fak megrajzolasaban a FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/,  version  1.4.3), utdlagos

szerkesztésében pedig az Adobe Illustrator program volt segitségiinkre.
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4.2.

Gombatorzsek

A kisérletes munka soran hasznalt gombatdrzseket az alabbi

tablazatban foglaltam Gssze:

1. tablazat: A kisérletek soran hasznalt gombatorzsek

Torzs neve

Referencia
genomszekvencidhoz

Referencia taptalajhoz
és novekedési
paraméterekhez

Aspergillus nidulans
R21 (ATCC 48756)

Wortman és mtsai., 2009

Pontecorvo és mtsai., 1953

Aspergillus niger ATCC
1015

Andersen és mtsai., 2011

de Vries és mtsai., 2004

Trichoderma reesei QM
9414
(ATCC 26921)

Vitikainen és mtsai., 2010

Mandels és Andreotti, 1978

Helminthosporium
solani B-AC-16A

Mattupalli és mtsai., 2014

Mimee és mtsai., 2011

Botrytis cinerea B05.10

Amselem és mtsai., 2011

Fekete és mtsai., 2012

Neurospora crassa Galagan és mtsai., 2003 Vogel, 1956
OR74A
Malbranchea Morgenstern és mtsai., 2012 | Morgenstern és mtsai., 2012
cinnamomea
CBS 343.55
Az egyes torzsek fenntartdsdhoz haszndlt taptalajok pontos

Osszetételét jelen dolgozatban nem részletezem, azok elérhetéek a 1.

tablazatban megadott referenciak alapjan.
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4.3. Nukleinsav izolalas

A vizsgalt gombatorzseket nukleinsav izolalashoz 500 ml-es
Erlenmeyer-lombikokban novesztettiik ki, azokat razogépben (Infors HT
Multitron) 200 rpm-en és az adott torzsre nézve optimalis novekedési
homérsékleten inkubaltuk. A lombikok egyenként 100 ml tapoldatot (1.
tablazat) tartalmaztak, melyeket az adott gombatorzs vegetativ sporajaval
oltottunk le. A torzs novekedésének gyorsasagatol fiiggden, 16-24 oras
inkubaciot kovetden ,,gyiijtottiik be” a biomasszat. A lombikok tartalmat
steril Miracloth sziirétextilen (Calbiochem) keresztiil leszlrtik. Az
Osszegylilt gombamicéliumot jéghideg, steril, ioncserélt vizzel mostuk,
majd két papirtorld réteg kozott viztelenitettiik. A mintdkat folyékony
nitrogénben azonnal lefagyasztottuk, majd felhasznalasig -80°C-0s

mélyfagyasztdban taroltuk.

A mintdk poritdsat dorzsmozsarakban végeztiik, folyékony nitrogén
folyamatos adagolasa mellett. A nukleinsav kivonasiat Macherey-Nagel
NucleoSpin kit-ek (NucleSpin Plant 11-t DNS izolalashoz és NucleoSpin
RNA Plant-et RNS izolalashoz) segitségével, a gyartd utasitasait kovetve

crcr

spektrofotométerrel hataroztuk meg az izolalast kovetden.
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4.4. Reverz transzkripcios PCR (RT-PCR) reakciok

Az RT-PCR reakciok kivitelezéséhez elsé lépésként cDNS-t
szintetizaltunk reverz transzkripcio révén, melyhez minden esetben
pontosan 1 ug RNS-t, illetve oligo(dT) primert €és a First Strand CDNA
Synthesis Kit-et (Thermo Scientific) hasznaltunk.

A PCR reakciokhoz 4 puLL ¢cDNS-t hasznaltunk templatként (25 pL
reakcid-végtérfogathoz), melyekrdl kiilonb6zd génspecifikus primerek
segitségével DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific)
alkalmazasaval szaporitottuk fel a szdmunkra relevans fragmenseket. Az
RT-PCR reakcidk soran alkalmazott paramétereket a 2. tablazat, mig az
oligonukleotid primerek listajat a 12.1. Figgelék 3. és 4. tablazata

tartalmazza.

2. tablazat: Az alkalmazott PCR reakciok 1épései, paraméterei

Lépés Hémérséklet Idétartam Ciklus
1. Elédenaturacio 95°C 2 min 1
2. Denaturécio 95°C 30 sec
3. Anellacié 56/60°C 1 min 40
4. Elongacid 72°C 1 min
5. | Végs6 polimerizacid 72°C 5 min 1

Az amplifikdlt PCR termékeket agardz gélben valasztottuk el

egymastol, gélelektroforézist alkalmazva.
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Annak érdekében, hogy a prediktalt splicing intermediereket ki tudjuk
mutatni, olyan primerparokat alkalmaztunk az RT-PCR reakciok soran,
melyek nem az érett mRNS templatokrol szaporitanak fel terméket. Ezen
primerek egyikét jellemzéen ugy terveztik meg, hogy az intron-exon
csatlakozasnal tapadjanak, néhany nukleotidjukkal a feltételezett
stwintron kiils6é intronjanak 3’ végéhez kotddve. Ezekkel az
oligonukleotidokkal altalaban két termék amplifikalodik a PCR soran,
melyek koziil a kisebb méretii a szamunkra relevans. Ez ugyanis azon
intermedier jelenlétére utal, mely esetén a bels6 intron kivagasra keriilt,
de a masodik splicing reakcid még nem jatszodott le, tehat az stwintron
kiilsé intronjat még tartalmazza a szekvencia. Ezzel szemben a nagyobb
méretli PCR termék az elsddleges mRNS atiratrol felszaporodd amplikon.

A késdbbiekben mindkét fragmens megszekvenaltatasa megtortént.

Minden RT-PCR reakciot kétszer végeztiink, egymastol fliggetlen
razatott lombikos tenyészetekb6l nyert biomasszabol izolalt RNS-t

hasznéalva.

4.5. Szekvenalas

A PCR termékek agar6z gélben torténd elvalasztdsa utan mar
prediktalhato, hogy mely esetekben szaporodott fel a keresett fragmens,
tehat mely strukturak esetén beszélhetiink valdoban stwintronrél. Ahhoz,
hogy ezt bizonyitsuk, a méretiik alapjan megfeleldnek itélt amplikonokat
Kitisztitottuk, NucleoSpin Gel & PCR Clean-up (Macherey-Nagel) kit
segitségével, majd vektorba klénoztuk pGEM-T Easy Vector System |

(Promega) rendszert hasznalva. A plazmid izolalast NucleoSpin Plasmid
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EasyPure kit (Macherey-Nagel) segitségével végeztik, kovetve a gyartd

utasitasait.

Minden esetben harom, fliggetlen plazmid klont kiildtiink el
szekvenaltatasra (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany). A cég olyan
univerzalis primerek (pUC/M13 Primer, Forward and Reverse)
segitségével végzi a szekvenalast, melyek a vektor konstrukcid

meghatéarozott szakaszaival hibridizalnak.

Jelen értekezésben bemutatott kisérletek szekvenalasi eredményei
mentésre keriiltek a GenBank-ban, az alabbi sorszamok alatt: K'Y315812-
KY315816; MF612150-MF612153; MK410458-MK410473; MK421638-
MK421641.
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5. Eredmények

5.1. DHAI ortologok vizsgalata

5.1.1. [D1,2] stwintron bizonyitasa A. nidulans dhaoS génjében

A korabbiakban megalkotott bioinformatikai eszkdz (mely az
»Anyagok ¢és modszerek” fejezetben részletes bemutatasra Kkerdlt)
segitségével elkezdtiink putativ stwintron struktardk utdn kutatni,
Aspergillus nidulans, Ascomycota modellorganizmus genomjaban. A
gombafaj AN3270-es lokuszon lokalizalt génjében detektaltunk egy
lehetséges [D1,2] tipust stwintront. A gén egy transzmembran fehérjét
kodol, mely az ,,1-es tipusa” drug : H antiporter csaladba (DHA1) (Pao
¢és mtsai, 1998) tartozik. Az AN3270-es lokuszi, A. nidulans gént dhaoS-
nek neveztiik el, a ,,drug: H* antiporter family one gene with stwintorn”

angol elnevezésbél roviditve.

A szekvencia alapjan tgy véltik, hogy a dhaoS génrél képz6do
elsddleges mRNS atirat tartalmaz egy Osszetett, 113 nt hosszisagu
megszakitd szekvenciat. Az intronikus szakasz kivagddasat igazoltuk is a
gén teljes cDNS-ének megszekvenaltatasa révén, mely egy 1.611 nt
hosszasagu ORF (GenBank Accession Number: KY315812). A prediktalt
protein termék tehat 536 aminosavbol all, az stwintron struktura pedig a
108. kodont (Leul08 UUA) szakitja meg, a masodik uracil utan. A 105.
¢s a 112. aminosav kozott talalhatd szekvenciamotivum (WGPLSELY)
nagyfokt konzervéltsagot mutat szdmos fungalis DHA1 fehérjében,
melyek koziil rdaddsul gyakori, hogy a kodold gén egyaltalan nem

tartalmaz intronokat.
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A feltételezett dhaoS [D1,2] stwintron egy 56 nt hosszasagu, U2 kiilsé
intronbol, illetve egy 57 nt hosszusagu, szintén U2 tipust belsd intronbdl
¢épiil fel; utobbi a kiilsé intront az 5° donor szekvencidjaban szakitja meg,
annak elsé és masodik nukleotidja k6zott. A struktara felépitése (8. abra)
merOben hasonlit a korabbiakban, kutatocsoportunk altal karakterizalt

stwintronokéhoz (Flipphi és mtsai., 2013; Ag és mtsai., 2015).

_ Exon [D1,2] stwintron Exon IT

. >
Lame S >

[--CCAUUgguaagu--gcugac--cagliaagu--gcuaac-cagAUCU--|

Els6 splicingi

Exon I Kiils6 intron Exon II
-~ > <>

[--CCAUUguaagu--gcuaac--cagAUCU--|

Masodik splicingl

ExonI ExonlIl
<>

[-—CCAUUAUCU--|

8. abra: A nidulans DHA1 fehérjét kodolo dhaoS génjében leirt [D1,2] tipusu
stwintron és kétlépéses kivagddasi mechanizmusanak bemutatasa (az stwinton bels6
intronjat vilagossziirke hattérrel és kék betlikkel, a kiilsd intronjat s6tétsziirke hattérrel és
piros betiikkel jeloltem) (sajat szerkesztésii abra Fekete és mtsai., 2017 alapjan)

RT-PCR reakcidk révén sikeresen amplifikaltuk a kivagodasi koztest;
ehhez egy olyan specialis primerpart hasznaltunk, melyek koziil az egyik
(forward primer) szekvenciaja teljes mértékben exonikus, mig a masik
(reverse primer) atfed a feltételezett stwintron kiils6 intronjanak 3’
végével (a modszer részletes leirasra keriilt az ,,Anyagok és modszerek”
fejezetben). Ezeket az oligonukleotidokat és cDNS templatot hasznélva a

PCR reakciokhoz, jellemzden két, kiilonbozé méretli terméket tudtunk
39



detektalni. Ezek koziil a kisebb méretii amplikon (GenBank Accession
Number: KY315814) reprezentalja az stwintron azon allapotat, amikor a
belsé intron mar eltavolitasra keriilt, tehat az elsd splicing reakcid6 mar
lejatszodott. A nagyobb méretli fragmens ezzel szemben az elsddleges,
kivagatlan transzkriptumnak felel meg, ahol az stwintron teljes strukturaja

megtalalhatd még az mRNS szekvenciaban.

5.1.2. Stwintront tartalmazoé dhaoS ortolégok azonositasa

Az A. nidulans stwintron leirasat kovetéen célul tiiztik ki a gén
ortologjainak feltérképezését €és vizsgalatat. Olyan géneket kerestiink,
TBLASTN-t hasznalva, melyek DHAI1 transzmembran fehérjéket
koédolnak és aminosav sorrendjiilkben legalabb 45%-0s azonossagot
mutatnak A. nidulans DhaoS proteinjével. T6bb szaz, a kivanalmaknak
megfelel6 gént sikeriilt talalnuk, Pezizomycotina gombafajok
genomjaban. A Kimutatott DHA1 homoldég proteineket felhasznalva
(6sszesen 89 darabot) létrehoztunk egy Maximum Likelihood fat, melyen
beliil észrevehetd egy 73 proteint tartalmazo, jol elkiiloniilé csoport, az A.
nidulans DhaoS-t is beleértve. Ezek a fehérjék aminosav sorrendjiikben,
nagyobb, mint 64%-o0s azonossagot mutattak. Egy 16 fehérjét magaba
foglalo csoport 56-62%-o0s megegyezést mutatott az A. nidulans DhaoS
fehérjével, igy Ok a putativ ortolog klad kiilcsoportjat képezik. A vizsgalt,
89 protein evolicios kapcsolatat a 12.2. Filiggelék 18. abrajan lathatjuk.

A torzsfan elkiilonold, 73 ortolog fehérje kodold génjeinek
mindegyike tartalmaz valamilyen megszakitd szekvenciat pontosan abban

a pozicioban, vagy kozvetleniil annak 3’ végénél, ahol az A. nidulans
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dhaoS génjében az stwintront talaljuk. A 73 gén koziil 21 hordoz egy
masodik intront is, 329 bp tdvolsagra az elsd intron poziciotol,
downstream irdnyba. A tobb szdz, 6sszegyljtott, DHAL fehérjéket kodolo
gént megvizsgalva, egy kivételtdl eltekintve, ugy lattuk, hogy az 5’ intron
pozicid a 73 elkiiloniilé dhaoS ortolog egyedi sajatsaga. A kiilcsoporthoz
tartoz6 16 fehérje (melyek 56-62%-o0s azonossagot mutatnak az A.
nidulans proteinnel) kodold génjei pedig egyaltalin nem tartalmaznak
intronokat.

[D1,2] tipust stwintron esetén, a belsd intron akceptor szekvencidja
sziikségszertien atfedésbe keriil a kiilsé intron donor szekvenciajaval.
Korabbi megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy amennyiben az
stwintron két oldalan taldlhatdo exonikus régiok intronnal kdzvetleniil
érintkez6é nukleotidja guanin (G) az els6dleges mRNS atiratban, akkor a
szoban forgd [D1,2] stwintron egyuttal egy [A2,3] tipusu intron is
egyben. A 73 DHAI ortolég gén koziil, 36 esetben szigortan [D1,2]
tipust stwintront azonositottunk, mig 28 gén esetén olyan stwintronokat
talaltunk, melyek elméletileg az emlitett masik, alternativ moédon is

eltavolitasra kertilhetnek.

5.1.3. [D1,2]/[A2,3] stwintron T. reesei DHA1 ortolégjaban

T. reesei dhaoS ortolog génjében (lokusz: TRIREDRAFT 43701)
talalt stwintron egyike azoknak, amely a génszekvenciaja alapjan egy
alternativ kivagodasra képes, [D1,2]/[A2,3] tipus, hasonlatosan a
korabban H. solani-ban detektalt stwintronhoz, mely egy alternativ

oxidazt kodolo génben (aox) keriilt leirasra (Ag és mtsai., 2015).
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A kettd megszakito szekvenciat tartalmazo, 1.548 bp hossziusagii ORF
egy 515 aminosavbol felépiild proteint kodol. Ennek bizonyitdsahoz a gén
mRNS atiratarol készitett, majd PCR-rel felszaporitott cDNS fragmenst
klonoztuk, majd megszekvenaltattuk (GenBank Accession Number:
KY315813). Az els6é intronikus régid6 a szekvenciaban a putativ
[D1,2]/[A2,3] stwintron, ami a 125. kodont (Leul25 CUG) szakitja meg,
annak masodik nukleotidja utan, feltéve, hogy [D1,2] tipusként keriil
eltavolitasra. Az stwintront kodolo, 154 nt hosszisagu szekvencia két,
alternativ belsé intront foglal magaban, melyek egyetlen nukleotidban,
nevezetesen guaninban fednek at. Az 5° intron 66 nt hosszlisagu; a
kozvetleniil eldtte talalhato elsd, mar exonikus régidhoz tartozo nukleotid
pedig guanin, amennyiben a struktarat [D1,2] stwintronnak tekintjiik. A
3’ intron 88 nt hosszusagu és az utana kovetkez6 elsé exonikus nukleotid
szintén guanin, hogyha [A2,3] stwintronnak feltételezziik. Sikeriilt
amplifikalnunk mindkét alternativ kivagddasi uthoz tartozo splicing
intermediert. A fragmenseket klonoztuk ¢és megszekvenaltattuk,
bizonyitva ezzel, hogy T. reesei dhaoS ortologja valoban egy
[D1,2]/[A2,3] alternativ stwintront (9. abra) hordoz (GenBank Accession
Number: KY315815 és KY315816).

Az NCBI EST (expressed sequence tags) adatbazisaban tobbszaz
expresszios adatot talalhatunk T. reesei vizsgalt génjér6l. Ezek koziil a
legtobb az altalunk is feltételezett, az ortolog génrdl képzddo, érett
MRNS-t reprezentalja. Talaltunk azonban két EST-t (Accession Number:
CB901225 és CF871013), melyek szekvenciajuk alapjan, az [A2,3] tipust

splicing intermediernek felelnek meg. Ennek fényében feltételeztiik, hogy
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a spliceoszoma preferaltan az [A2,3] Gtvonalon tavolitja el T. reesei

potencidlis alternativ stwintronjat.

Exonl ExonlIl
-~ <

|--CcucuguUCC--
Masodik splicingT
_Exonl Kiilsé intron  ~ Exon II

[--CCUCUgGHaagl- ~geuaae-aagGucC-—
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Exon I [D1,2] stwintron Exon II

3 P
>k > >

[--CCUCUgguaagu--gcuaau--uagiaagu- -geuaac-aagGUCC--|
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~ Exonl [A2,3] stwintron Exon II

Els6 splicingi
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>
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Masodik splicingl

ExonI ExonII
-~ >

--CCUCUGUCC--

9. abra: T. reesei-ben kimutatott alternativ [D1,2]/[A2,3] stwintron felépitésének és
kivagédasi mechanizmusanak sematikus abraja. A felfelé mutatdé nyilak
reprezentaljak a struktura [D1,2] stwintronként, mig a lefelé mutatdo nyilak [A2,3]
stwintronként valé eltavolitasat. (A szinkdédok megegyeznek a 8. abran hasznaltakkal.)
(sajat szerkesztésli abra Fekete és mtsai., 2017 alapjan)

Kisérletesen igazoltuk mindkét kivagddasi koztes 1étét, egy olyan,

specidlis reverz primert alkalmazva az RT-PCR reakcidok soran, amely a
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génben talalhaté masik intron szekvenciajan beliil hibridizal a templattal,
329 nt tavolsagra az stwintrontol, downstream iranyba. Ugyanazt az
mRNS templatot hasznalva, a klonozott és megszekvenalt RT-PCR
termékek tulnyomod része [D1,2] splicing intermediernek felelt meg, de
sikeresen kimutattunk az [A2,3] kdztest, az elsddleges transzkriptumot és
az érett mRNS-t is, melybdl mar a teljes stwintron struktura eltavolitasra
keriilt. A kapott eredmények azt sugalljak, hogy az altalunk alkalmazott
tenyésztési koriilmények mellett, a mintavétel idopontjaban a [D1,2]-es
utvonal volt a meghatarozo, azonban kijelenthetjiik, hogy T. reesei DHA1
ortologjaban leirt [D1,2]/[A2,3] stwintron bizonyitottan eltavolitasra

kertilhet mindkét, alternativ utvonalon.

5.1.4. A [D1,2]/[A2,3] stwintron belsé intronjanak alternativ

elvesztése

Az azonositott DHA1 ortolog gének koziil 11-ben nem talalhato
stwintron, csak egy normal, kanonikus intron a vizsgalt pozicidban. A
filogenetikai adatok alapjan is valdsziniisithetd, hogy a 73 DhaoS fehérjét
kodoloé gén koziil azok, amelyek kanonikus intronnal rendelkeznek,
kordbban szintén stwintront hordozhattak, melynek belsd intronjat
elveszitették. Két faj, nevezetesen Chalara longipes és Coniochaeta
ligniaria esetén azt lattuk, hogy az intron, elsé esetben leucin (Leu),
illetve a masodik gomba genomjaban metionin (Met) kodonjat valasztja el
egy szerint (Ser) kodolo triplett6l. Mivel két kodon ko6zé talaljuk
beékelédve, phase-0 intronrdl van sz6, ami az alternativ [D1,2]/[A2,3]

stwintron belsd intronjanak [A2,3]-kénti elvesztésével alakulhatott ki. A
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tobbi, kanonikus intront hordoz6é genom esetében, a Leu kodonja van
megszakitva, annak masodik és harmadik nukleotidja kozott, tehat az
intron phase-2 intron és az stwintron bels6 intronjanak [D1,2] tipusu

stwintronkénti elvesztésének kovetkezménye.

Az intronvesztés torténhet egy reverz transzkriptaz altal medialt
mechanizmus révén (Fink, 1987; Roy és Gilbert, 2006) is, azonban az
altalunk  vizsgalt esetek pontosan reprezentaljdk az alternativ
[D1,2]/[A2,3] stwintron belsé intronjanak kivagasat az els6dleges mRNS

atiratbol, illetve elvesztését DNS szinten (10. abra).
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10. abra: Az egy nukleotidos intron elcsizas mechanizmusanak bemutatisa, egy
o6si, alternativ [D1,2]/[A2,3] stwintronbdl kiindulva. Az stwintron belsé intronjanak
elvesztése, kivagodasatol fiiggden, két eltérd intron poziciét eredményez DNS szinten.
(sajat szerkesztésli abra Fekete és mtsai., 2017 alapjan)

45



5.2. LipS ortologok vizsgalata

5.2.1. Egy uj [D1,2] stwintron A. nidulans és A. niger putativ

lipaz génjében

Az ,,Anyagok és modszerek” részben ismertetett modon, a Iétrehozott
stwintron modell segitségével, tovabb kutattunk [D1,2] tipusu
stwintronok utan A. nidulans genomszekvenciajaban. Tobb mas jelolt
mellett, egy putativ [D1,2] stwintronra (11. abra) bukkantunk, az emlitett
fonalas gomba AN7524-es 1okuszon talalhatd génjében. Ez a gén auto-
annotaci6 alapjan két megszakité szekvenciat tartalmaz, egyet 69 nt
tavolsagra a start kodontol, mely egy rovid, 52 nt hosszisagu kanonikus
intron és egy masik, 289 nt hosszusagt phase-2 intront, az els6t61 497 nt
tavolsadgra downstream iranyba, amely egy arginint (Arg) koédold kodont
(CGA) szakit meg. Ezek alapjan az érett mRNS pedig egy 824
aminosavbol allo fehérjét kodol. Az stwintron séma alapjan lefuttatott
keresés egy [D1,2] stwintron jelenlétét mutatta a masodik, nagyméretii
intron 5° végén, melynek feltételezett donor szekvencidja az stwintron
belsd, 53 nt hosszu intronjahoz tartozhat. Ez a prediktalt belsé intron egy
46 nt nagysagu kiilsd intronba bedgyazodva taldlhatd, annak donor
szekvencidjat megszakitva az els6 és masodik nukleotidja kozott.
Ahogyan az a 11. abran is lathato, a 99 nt hosszasagu, prediktalt stwintron
két egymast kovetd U2 splicing reakcid révén keriilhet eltavolitasra, és
egy prolint (Pro) koédold kodont (CCC) valaszt ketté, annak elsd és
masodik nukleotidja k6z¢é beékelddve. Az intron definiciot (Berget, 1995)

szigortan véve, a masodik intron pozicioban taldlhatd stwintron és a
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harmadik pozicidban 1€vé intron eltdvolitasa utan, a koztiik talalhato, 142
nt hosszisagli exon a kodold szekvencidban marad, melyet az auto-
annotacio nem ismert fel. A 289 nt nagysagu, auto-annotalt intron masik
végén egy rovid (49 nt), kanonikus U2 intron jelenlétét feltételeztiik. Az
AN7524-es 10kusz altalunk prediktalt intron-exon strukturaja alapjan a

gén négy exont tartalmaz.

Exonl [D1,2] stwintron . ExonIl
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11. abra: A. nidulans putativ lipazt kodolé génjében leirt [D1,2] stwintron és
kétlépéses splicingjanak sematikus abraja. (A szinkodok megegyeznek a korabbi
abrakon hasznaltakkal.) (sajat szerkesztésii abra Flipphi és mtsai., 2017 alapjan)

Az elérhet6 RNA-seq (RNS szekvencia) adatok (Cerqueira és mtsai.,
2014) azt mutattak, hogy a vizsgalni kivant A. nidulans gén sokkal
nagyobb mértékben expresszalodik, ha a gombat komplex taptalajon
novesztjilkk, minimal taptalajon t6rténd ndvesztéssel Osszevetve. Nem
talaltunk viszont olyan szekvenciaadatot, amelybdl a komplett stwintron
struktira, sem olyat, melybdl az auto-annotacid alapjan prediktalt
nagyméretii intron hianyozna. Ugy dontottiink, hogy megprobaljuk
kisérletresen igazolni az in silico kimutatott stwintront, illetve a génen
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beliil fellelheté harom megszakit6 szekvencia splicingjat, az ,,Anyagok ¢€s
modszerek” fejezetben ismertetett RT-PCR technika segitségével. A
kimutatott cONS (GenBank Accession Number: MF612150) egy 2.616 nt
nagysagu ORF-et hatdroz meg, amely feltehetéen egy 871 aminosavbol
allo fehérjét kodol. Az elsé intron a His23 és Tyr24 kodonok kozé
¢kelddik be, mig a [D1,2] stwintron a Pro189, a harmadik intron pedig a
Ser236 kodont szakitja meg. Kisérleteink eredményeként kimutattuk a
[D1,2] stwintron feltételezett kivagddasi koztesét is, a korabbiakban
ismertetett médon tervezett specialis primerpar segitségével. Az RT-PCR
reakciok utan detektalt termékek koziil a kisebb méretli annak az mRNS
intermediernek felelt meg, melybdl az 53 nt nagysagl belsd intron mar
kivagodott és ezaltal a kiilsé intron donor szekvenciaja funkcioképessé
valt. A kivagodasi koztes altalunk meghatarozott, pontos szekvenciaja
megtalalhatdé a GenBank adatbazisaban (GenBank Accession Number:
MF612152).

A feltételezett, ,,négyintronos” génmodelliink valédisagat alatdmasztja
A. niger egy elérhet6 EST klonja (Asn 02874; Accession Number:
DR703192). Bizonyitottuk a [D1,2] stwintron és a két masik intron
pozicidjat is az ortolég génben (lokusz: ASPNIDRAFT 53020), cDNS
szekvenaltatas révén, beleértve a teljes kodold régio cDNS-ét (GenBank
Accession Number: MF612151), mely egy 909 aminosavbol felépiild
fehérjét kodol A. niger ATCC1015 torzsben. A 109 nt hosszu stwintron a
Pro184 kodont (CCU) szakitja meg, az els6 citozin utan (12. abra). A
prediktalt stwintron 52 nt hosszusagl belsd intronjaaz 57 nt-bol allo kiilsé
intront a donor szekvenciajaban szakitja meg, az elsd és a masodik

nukleotidja kozott. A. niger esetében is sikeriilt kisérletesen igazolnunk a
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feltételezett splicing intermediert (GenBank Accession Number:

MF612153), melybdl a belsé intron mar eltavolitasra kertilt.

Exon [D1,2] stwintron . ExonIl

) A

<
<

[--GCACgguaaga--gcuaac--cagligagu--gcuaau-cagCUAAA--

Elsé splicingl

Exon I Kiils6 intron Exon II
<~ > >

[--GCACgugagu- —gcuaau - cagCUAAA--|

Masodik splicingl

Exonl Exonll
<

[--GCACCUAAA--]

12. abra: A. niger putativ lipazt koédolo génjében leirt [D1,2] stwintron és kétlépéses
splicingjanak sematikus abraja. (A szinkédok megegyeznek a korabbi abrakon
hasznaltakkal.) (sajat szerkesztésii abra Flipphi és mtsai., 2017 alapjn)

5.2.2. Ortolog gének vizsgalata

Az ANT7524-es lokuszon lokalizalt, stwintront tartalmazé génrdl
képzddd fehérjetermék nagyfoku hasonlosdgot (46%-os egyezést) mutat
egy putativ, 316 aminosavbol felépiil6, bakterialis lipaz/észteraz (EC
3.1.1-carboxylic ester hydrolase) enzimmel (RefSeq Protein Accession
Number: WP_054929686). Ez a bakterialis fehérje tartalmaz egy
jellegzetes a/f hidrolaz fold 3 domént (Pfam07859) és a hormone-
sensitive lipase like 1 enzimcsaladba soroljak az a/f hidrolaz
superfamily-n beliil (Lenfant és mtsai., 2013). Az AN7524-es l6kuszon
talalhato gént ezért lipS-ként (lipase gene with stwintron) nevezetiik el,
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utalva ra, hogy egy stwintront tartalmazo, putativ lipdz enzimet kodolo
génrdl van szd. A fungélis fehérje jelentésen nagyobb, mint a bakterialis
o/f hidrolazok. Az elézetes BLAST keresések azt mutattdk, hogy
megtalalhatd egy nagymértékii hasonldosagot mutatd ortolog protein
Pezizomycotina-k és Taphrinomycotina-k korében, illetve a f6bb
Basidiomycota osztalyokon beliil is; az ortoldog gén viszont hianyzik
Saccharomycotina-k genomjabol. Ascomycota-k esetén nem talaltunk
nagyfoku hasonlosagot mutatd paralogokat, mint példaul a Drug/H*
antiporter (DHAI1) esetén, ahol 73 Pezizomycotina fajban sikeriilt

kimutatnunk a gént és az stwintront.

Az a 46 aminosav hosszusagl szakasz, mely a szekvencia kdzponti
részén talalhaté és a bakterialis o/f hidrolaz ,,fold 3” doménnel mutat
nagyfokot egyezést, a gén harmadik exonja altal kodolt, mely a [D1,2]
stwintron €s a tdle downstream iranyban taldlhaté normal intron kozott
helyezkedik el. A kimutatott stwintron tehat a fehérje egy jol definialt,
konzervalt elemének kodold régidjat szakitja meg, ami megkonnyiti az
ortolog génekben vald elterjedtségének vizsgalatat. TBLASTN
segitségével, az A. nidulans fehérjét véve alapul, tobb szaz potencialis
lipS ortologot gyiijtottiink 6ssze mindkét Dikarya torzs gombafajainak
genomjat vizsgalva. 52 Basidiomycota ortolog esetén azt vettiikk észre,
hogy az stwintron pozicid6 nem hordoz megszakitd szekvenciat, annak
ellenére, hogy a gén, szamos faj esetén bdvelkedik intronokban;
Basidioascus undulatus példaul 22 intront hordoz a lipS génjében, Mrakia
frigida pedig 18-at. Az Ascomycota-k, azon beliil Taphrinomycotina-k
kozé tartozo Taphrina fajok rendelkeznek egy egyedi intron pozicidval,

21 nt tavolsagra a start kodontdl, mig masik ot faj (pl: Saitoella
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complicata) esetén a gén egyetlen intront sem tartalmaz. Masrészt,
szamos Pezizomycotina faj esetén azt lattuk, hogy az stwintron és az
utana kovetkezé intron poziciot is elfoglalja valamilyen megszakito
szekvencia; az stwintron pozici6é tehat az altdrzs egyedi jellemzdjeként
irhat6 le. Erre a megallapitasra azutan jutottunk, hogy mintegy 150 lipS
homoldg gén intron-exon struktrajat manualisan meghataroztuk nem-
Dikarya fajokban, melyek koziil egyesek akar tobb tucat lipS paralogot is
hordoznak (Conidiobolus incongruus példaul 27-et).

A 292 Ascomycota faj putativ LipS fehérjéje alapjan késziilt
Maximum Likelihood torzsfat a 12.2. Fiiggelék 19. abraja mutatja be,
ahol a Taphrinomycotina proteinek szerepelnek kiilcsoportként. A
fehérjék evolucids rokonsdga nagymértékben tiikkr6zi a gombafajok
taxonomiai viszonyait. Azon fajok esetén, melyek a koran divergélo
Pezizomycetes-ek és Orbiliomycetes-ck kozé tartoznak, abban az intron
pozicioban, melyet Aspergillus-okban a [D1,2] stwintron foglal el, egy
normal intront talalunk. Tuber melanosporum esetén az U2 intron
jelenlétét ebben a pozicioban EST adatok (Accession Number:
FP429675) is megerdsitik. Dactylellina haptotyla fajnal egy kivételes
dolgot vettiink észre: a lipS gén duplikalodott a genomban; mindkét kopia
tiz intront tartalmaz, illetve két olyan exont, melyek meglepden Kkicsi
méretiick. Ezzel szemben Pyronema omphalodes ugy tlinik, hogy egy
kivételével az Osszes intronjat elveszitette, beleértve az stwintron
pozicidban talalhatot is. Az Aspergillus-oknal jellemz6, harmadik intron
pozicido (142 nt tavolsagra az stwintrontdl, downstream irdnyba) pedig
érdekes modon egyaltaldn nem hordoz megszakitd szekvencidt a két,
koran divergald Pezizomycotina osztaly fajai kozott; Ggy tinik, hogy ez a
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pozici6 a Leotiomyceta-k (Schoch és mtsai., 2009) egyedi jellemzdje. Az
elsé Aspergillus intron pozicio (69 nt tavolsagra a start kodontol) viszont

T. melanosporum ortoldgjaban is jelen van, tehat valoszintileg dsibb.

A lipS [D1,2] stwintron jelen van Eurotiomycetes, Lecanoromycetes
¢s Leotiomycetes osztalyokba tartozd gombafajok ortolog génjeiben és
valdszintileg Osibb struktira lehet, mint a tobbi, altalunk kimutatott
stwintron. Ezekben a Leotiomyceta fajokban mindharom intron pozicio,
mely az A. nidulans génben is jelen van konzervaltnak tiinik, habar
szamos mas osztaly tagjai vesztettek el intronikus szekvencidkat.
Sordariomycetes és Dothideomycetes osztalyokban épp az ellenkezd
esettel talalkozhatunk: nem taldlunk megszakitdé szekvenciat sem az
stwintron, sem a harmadik A. nidulans intron pozicioban. Nagy résziik
hordoz intront, az Aspergillus-okra is jellemzé els6 helyen, viszont
példaul Pleosporales fajoknal a lipS gén intron-exon struktiraja egészen
mas mintdzatot mutat harom, az eddig ismertetettektdl teljesen kiillonb6zo
intron poziciokkal. A legtobb Capnodiales fajban a lipS gén pedig
egyaltatlin nem is tartalmaz intront. Leotiomyceta-k k6zott nem talalunk
példat arra, hogy az stwintron poziciét egy normal, kanonikus intron
foglalna el, ez csak a Pezizomycetes és Orbiliomycetes fajoknal figyelhetd
meg. A LipS torzsfa és a kiillonb6z6 osztalyok gombafajainak intron
mintazata alapjan azt feltételezhetjik, hogy a [D1,2] stwintron
evoliciosan késdbb alakulhatott ki, egy intron (belsd intron), egy masik,

mar meglévo intronba (kiilsd intron) térténd agyazddasa révén.

A 12.2. Fiiggelék 20. és 21. abrain lathatjuk azokat az Eurotiomycetes
¢s Leotiomycetes nemzetségeket, melyek bizonyos gombafajai

rendelkeznek stwintronnal, a torzsfan jeloltem az stwintron vesztési
52



folyamatokat is. Eurotiomycetes-ek esetén az stwintron teljes mértékben
hianyzik (12.2. Fiiggelék, 20. abra) Chaetothyriales, Verrucariales és
Phaeomoniellales rendekbe tartozo, elérheté genomszekvenciaval
rendelkez6 gombafajokbol, tovabba az Eurotiales rendbe tartozo
Penicillium, Monascus ¢és Xeromyces nemzetségek egyedeinek
genomjabol. Leotiomycetes-ek koziil pedig nyolc fajban nincs jelen (12.2.
Fiiggelék, 21. 4bra). Erdemes még azt is megjegyezni, hogy az emlitett
fajok esetében, ahol az stwintron eltiinését detektaltuk, azt figyeltiilk meg,
hogy a harmadik Aspergillus poziciobol is eltiint az intron. Egyediil A.
terreus, A. apis ¢és ,,G. candidum 3C” esetében talalkoztunk azzal az
esettel, hogy a downstream intron benne maradt a génszekvenciaban, mig
Marssonina brunnea és Calycina herbarum fajoknal pont az ellenkez6jét
tapasztaltuk: egyediil a harmadik intron pozicidjukbdl veszitettek el

megszakito szekvenciat.

53. Egy [D2,3] stwintront tartalmazé bioDA @gén és
BioDA ortologok vizsgalata

Egy korabbi projektiink alkalmédval mar azonositottunk egy masik 6si
stwintron struktirat is, egy, a D-biotin bioszintézis¢hez sziikséges,
bifunkcionalis enzimet kodold struktargénben (bioDA). A protein mind
detiobiotin szintetaz (EC 6.3.3.3 - BioD), mind S-adenozil-L-metionin:8-
amino-7-oxononanoat aminotranszferdz (EC 2.6.1.62 — BioA) aktivitast
mutat (Magliano és mtsai., 2011). Kimutattuk, hogy a Sordariomycetes
osztalyba tartozo fajok nagy részében (szamszerint 31 gombafajban),

tovabba kett6é, a Dothideomycetes osztaly, Botryosphaeriales rendjébe
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tartozo6 fajban egy [D2,3] stwintron talalhato az elsé (A. nidulans bioDA
génje alapjan) intron pozicidoban. Filogenetikai analizis (Flipphi és mtsai.,
2013;) eredményeként azt lattuk, hogy a két Botryosphaeriales protein a
Sordariomycetes fehérjékkel alkot egy klasztert, nem pedig a tobbi
Dothideomycetes (24 faj) eredetii proteinnel. Nectria haemotococca
(korabbi nevén: Fusarium solani f. sp. pisi) fajban egy normal intront
talalunk abban a pozicioban, amelyet mas Sordariomycetes-ekben,
beleértve mas Fusarium fajokat is stwintron foglal el. 2013 tavaszatol
tobbszaz j Pezizomycotina genomszekvencia valt nyilvanosan elérhetévé
kiilonb6z6 adatbazisokban. Ezaltal frissithettiik a bioDA stwintronnal

kapcsolatos korabbi, evolicios aspektust analizisiinket.

Atvizsgaltuk tehat az adatbazisokat TBLASTN segitségével, az A.
nidulans fehérjét (Accession Number: ACR44943) véve alapul. A keresés
tobb szaz, potencialis bioDA gént eredményezett, melyek intron-exon
struktardjat manudlisan hataroztuk meg. Az 0j adatok fényében, arra a
megallapitasra jutottunk, hogy az intron pozicid, melyet egyes esetekben
stwintron foglal el, a gombak evolacidjanak (Hibbett és mtsai., 2007) mar
korai szakaszaban is jelen volt. A szoban forgd intron pozicid egy
standard U2 intront hordoz Mucoromycotina, Mortierellomycotina,
Entomophthoromycotina és Chytridiomycota fajokban, viszont hianyzik
Rhizophagus irregularis (Glomeromycota) ¢és Blastocladiomycota
fajokbol.  Megemlitend6  tovabbd, hogy  mindkét, elérhetd
genomszekvenciaval rendelkez6 Batrachochytrium dendrobatidis torzs
ezen intronjanak donor eleme egy ,,nem-kanonikus” szekvencia: 5’-
GAAAGA. Az intron pozicio konzervalt a Basidiomycota torzs

mindhdrom altdrzsén beliil. Az stwintron pozicidban normal intront
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talaltunk tovabba harom Saccharomycetales faj (Saprochaete clavata,
Lipomyces starkeyi és Sugiyamaella xylanicola) esetén is, azok koziil,
melyek genomjaban egyaltalan megtalalhato a bioDA gén. Masrészt
abban a hét, bioDA génnel rendelkezé Taphrinomycotina fajban, melyek
genomja elérhetd, a vizsgalt pozicibban nem talalunk semmilyen

intronikus szekvenciat.

Filogenetikai analizist végeztiink 298 Ascomycota BioDA protein
bevonasaval, melyeket manualisan hataroztunk meg, a bioDA ortolog
gének szekvencidja alapjan. A torzsfan a Taphrinomycotina torzs
kiilcsoportként jelenik meg, mig a Saccharomycotina fehérjék a
Pezizomycotina-k testvér kladjaként (12.2. Fiiggelék, 22. abra).

A putativ lipaz (LipS) fehérje evoluciés vizsgalata esetén
tapasztaltaktol eltér6en, a Pezizomycotina-k BioDA proteinjei nincsenek
0sszhangban a fungélis taxondmidval; nem mutat monofiletikus jelleget,
tobbek kozott a Sordariomycetes (Maharachchikumbura és mtsai., 2015),
Dothideomycetes (Hyde és mtsai., 2013) és Eurotiomycetes (Geiser és
mtsai., 2006) osztalyokon beliil.

A vizsgalt intron pozicid6 azonban sokkal konzervaltabbnak tiinik a
Pezizomycotina-k bioDA génjében. A [D2,3] tipusu stwintron jelen van a
legtobb Sordariomycetes és Botryosphaeriales (Dothideomycetes) fajban,
melyek raadasul egy kladba rendezédnek (amint az a 12.2. Fuggelék, 22.
abrajan is lathatd), habar nem minden faj rendelkezik a bioDA
stwintronnal a kladon belil. A tobbi Dothideomycetes (beleértve
Pleosporales és Capnodiales rendeket), csaktigy, mint az Eurotiomycetes

osztaly tagjai esetén egy standard U2 intron van jelen az stwintron
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pozicioban.  Masrészr6l, a  Leotiomycetes osztaly és az
Umbilicariomycetidae csalad elérhetd genomszekvenciaval rendelkezd

fajaiban ez az 6si intron pozicié mar egyaltalan nincs jelen.

Néhany, a Sordariomycetes osztaly Ophiostomatales rendjébe tartozo
fajnal Gigy tlinik, hogy a bioDA gén egy Leotiomycetes 6stdl eredeztethetd
¢s nem tartalmaz semmilyen intronikus elemet a gén vizsgalt
pozicidjaban. Valosziniileg ez az egyik legmeggy6z6bb bizonyiték a
bioDA gén lateralis transzmissziéjara, nem kozvetleniil rokon
Pezizomycotina taxonok k6zott. Ez a kiilonds géntranszfer jatszodhatott le
Ophiostomales fajok, Rafaelea quercivora és Leptographium procerum
esetében is, akik rendelkeznek a bioDA stwintronnal és BioDA proteinjiik
a Sordariomycetes rendbe tartozo fajok fehérjéivel klaszterezdédik. Az
ilyen események nem egyediek a biotin bioszintéziséhez sziikséges
struktargének tekintetében, ugyanis példaul a bioA, illetve bioD gének
Saccharomyces cerevisiae élesztégombaban bizonyitottan bakterialis
eredetiick (Hall és Dietrich, 2007).

A 12.2. Fiiggelék 23. abrajan részletesebben bemutatasra keriiltek
azon fajok rokonsagi viszonyai, melyek hordozzak a bioDA stwintront. A
putativ lipaz stwintronnal megfigyeltekt6l eltéréen, a bioDA stwintron
elvesztése legtobb esetben egy standard intron jelenlétét eredményezi
ebben a pozicioban. A belsd intron elvesztésére az stwintronbol legaldbb
ot, egymastol fiiggetlen példat talalunk a kladban, mely magaban foglalja
a Sordariomycetes fajok tilnyomoé hanyadat. A Botryosphaeriales rend 11
vizsgalt faja koziil 6t esetben figyeltiik meg a belsd intron elvesztését. Ez
két fliggetlen esemény lejatszodasat feltételezi. Tovabba, két

Botryosphaeriales faj, Phyllosticta capitalensis és Neoscytalidium
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dimidiatum esetében nem talalunk semmilyen, megmaradt intronikus
szekvenciat az stwintron pozicidban, annak elvesztését kdvetden. Jelen
filogenetikai analizis azt sugallja, hogy a komplett stwintron elvesztése N.
dimidiatum bioDA génjébdl egyetlen esemény soran kovetkezett be,
csakugy, mint a lipS gén esetén megfigyelt mechanizmusok soran (12.2.
Fuggelék 20. és 21. abra). Ett6l eltéréen, P. capitalensis stwintron
vesztése feltehetdleg két, egymast kovetd 1épésben tortént meg, ugyanis
kozeli rokona, P. citricarpa rendelkezik egy standard intronnal ebben a

pozicidban.

Szamos faj, a Diaporthales rendb6l, azon beliil a Diaporthaceae és
Valsaceae csaladokbol, szintén rendelkezik a bioDA génnel, melyb6l az
egész stwintron hianyzik. Az 6t, egy klaszterbe rendez6dé Diaporthales
proteint kodoldo gén ugy tinik, hogy a Botryosphaeriales taxonbol
eredeztethetd, mely a f6 Sordariomycetes agbol divergalt. Erdekességként
meglemithetd, hogy Valsa mali, szintén a Diaporthales rendbe tartozo faj,
két bioDA génnel is rendelkezik (Accession Number: JUIY00000000 és
JUIZ00000000), melyek koziil az egyikbdl az stwintron teljes mértékben
hianyzik, mig a masik a teljes [D2,3] stwintron strukturat hordozza. Az
elvégzett filogenetikai analizis eredménye arra enged kovetkeztetni, hogy
a bioDA stwintron szekvenciak hianya az 6t Diaporthales fajban (pl.: N.
dimidiatum-ban) egyetlen intron vesztési esemény eredménye, mig a
Botryosphaeriales rend egy masik, divergalo agaba rendez6d6 fajok
(Lasiodiplodia theobromae) (még mindig) hordoznak stwintront a

vizsgalt génben.
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54. Egy [D5,6] stwintron és lehetséges szerepeinek

feltarasa

5.4.1. [D5,6] stwintron A. nidulans rtnA génjében

A. nidulans genomjaban, az AN5404 16kuszi génben egy lehetséges
[D5,6] stwintront azonositottunk, mely esetén a belsé intron a kiilsé
intront, annak donor szekvenciajaban, az 6todik és a hatodik nukleotid
kozott szakitja meg. A potencialis iker-intron az els6 megszakito
szekvencia a génben, kézel az 5° véghez; emellett még tartalmaz tovabbi
ot U2 intront. A gén teljes, érett mRNS-érél atirt cDNS-t klonoztuk és
megszekvenaltattuk  (GenBank  Accession  Number: MK410458).
Sikeresen kimutattuk a splicing intermediert is, melyb6l a 75 nt
hossziisagl belsd intron mar eltavolitasra keriilt, viszont a 76 nt nagysagu
kiils6 intron még megtalalhatdo a szekvenciaban (GenBank Accession
Number: MK410459). Az stwintronokra jellemzd, kétlépéses eltavolitasi

mechanizmus a 13. dbran keriil bemutatasra, a [D5,6] stwintron esetén.

Az AN5404-es lokusz feltételezhetben egy 326 aminosavbol allo
,reticulon-like” proteint kodol (UniProt Accession Number: C8VGLY;
GenBank Accession Number: CBF81965). Az auto-annotacié a PF02453
fehérjecsaladba sorolta, amely olyan proteineket tartalmaz, melyeknek a
funkcidja ismeretlen, de az endoplazmatikus retikulummal hozhatéak
kapcsolatba, valosziniileg ahhoz asszocialva toltik be szerepiiket. Ilyen,
,reticulon-like”-nak nevezett fehérjék (Rtn) széles korben elterjedtek az
Eukarya doménen beliil (Oertle és mtsai,, 2003). A. nidulans RtnA
proteinje feltételezhetden négy transzmembran és egy ,.coiled-coil”
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doménbdl épiil fel. A coiled domén (melyet a 250-300 aminosav kodol)
egyértelmiien kimutathato mind a 779 ortolog szekvencidt Osszevetve.
Viszont azt human RTN4 fehérjevariansok esetén is kimutattak, hogy a

fehérjeszekvencia végei rendezetlenséget mutatnak (Li éa Song, 2007).

Hét fonalas gombafaj (A. nidulans, illetve rajta kiviil még hat masik
faj) esetén vetettiik kisérletes vizsgalat ald a reticulon-like ortologokat.
Olyan lehetséges Rtn fehérjéket valasztottunk ki, melyek szekvenciajuk

alapjan szintén rendezetlenek az N-, illetve C-végiikon.

Exonl [D5,6] stwintron __ExonIl

-

< >

[--GCCAguaagguaaga--gcugau--cagii--acuaau- - cagACAUC--|

Els6 splicingl

Exonl Kiils6 intron Exon IT

- <€ >

[--GCCAguaagu--acuaau--cagACAUC--

Masodik splicingl

Exon]l ExonlIl
<

—-—GCCAACAUC--

13. abra: A [D5,6] stwintron strukturajanak és kétlépéses splicingjanak sematikus
abraja. (A szinkédok megegyeznek a korabbi éabrakon hasznaltakkal.) (sajat
szerkesztésli abra Kavalecz és mtsai., 2019 alapjan)
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5.4.2. Ortologok vizsgalata

A. nidulans rtnA génjének ortologjait szerettilk volna feltarni mas
Acomycota gombak genomjaban is. A keresés eredményeként azt lattuk,
hogy a [D5,6] stwintron majdnem minden, elérhetd genomszekvenciaval
rendelkezd, vizsgalt Pezizomycotina fajban jelen van, beleértve a koran
divergald Pezizomycetes és Orbiliomycetes fajokat is. Osszesen 754 gént
gyljtottiink ki az adatbazisokbol és vizsgaltuk, hogy tartalmazzak-e a
[D5,6] stwintron struktGrat. Szamos gombafaj esetén, melyek a
Dothideomycetes, Xylonomycetes vagy Lecanoromycetes osztalyokba
tartoznak, feltételeztiik egy masik stwintron jelenlétét is, a gén masodik

crcr

intront hordoz.

A [D5,6] stwintron struktura meglétét kisérletesen igazoltuk A.
nidulans utan Aspergillus niger (Eurotiomycetes), Botrytis cinerea
(Leotiomycetes), Trichoderma reesei (Sordariomycetes), Neurospora
crassa (Sordariomycetes) és Helminthosporium solani (Dothideomycetes)
genomjaban is (12.3. Filiggelék, 5. tablazat). Ezenkiviil, az NCBI EST
adatbazisaban talalt szekvenciaadatok (Accession Number: FP417649)
egyértelmilen bizonyitjak, hogy Tuber melanosporum (Pezizomycetes)

ortolog génje is rendelkezik [D5,6] stwintronnal.

Az ortolog RtnA fehérjék alapjan készitettiink egy Maximum
Likelihood torzsfat (az abra, annak komplexitdsa miatt jelen dolgozatban
nem Kkeriil bemutatasra; elérhet6 Kavalecz és mtsai.,, 2019 referencia

alapjan) is, mely jol illusztralja az evolicios viszonyokat. Néhany faj
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esetén (<3%) azt talaltuk, hogy az stwintron belsé intronja hianyzik,
vagyis csak egy normal U2 intronnal rendelkeznek a vizsgalt pozicioban.
A bels6 intron véletlenszerii hidnya tobbszori, fliggetlen (stw)intron
vesztési események lejatszodasat sugallja. Annak ellenére, hogy a
masodik intron pozicioban (A. nidulans alapjan) is [D5,6] stwintront
talalunk Pleosporales, Hysteriales és Botryosphaeriales fajok esetén,
Dothideomycetes  genuszok  (pl.:  Capnodiales,  Myriangiales,
Aureobasidium) tagjai egyaltalan nem is hordoznak megszakitd
szekvenciat a génben. A Sordariomycetes osztalyba tartozo fajok rtnA
ortologjai pedig a harmadik, negyedik és 6todik intron pozicionak (A.
nidulans alapjan) megfeleld helyeken nem tartalmaznak intronokat,
viszont rendelkeznek egy, csak erre az osztalyra jellemz6 intronnal, 14 nt
tavolsagra a negyedik intron poziciotdl, downstream iranyba. Ezenkiviil,
Orbiliomycetes-ek és Pezizomycetes-ek ortolog génjiikben hordoznak egy
tovabbi intront, 70 nt tavolsadgra, downstream iranyba a hatodik intron
poziciotol (A. nidulans alapjan). A gén 3’ végéhez kozeli intron poziciok
alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a reticulon-like gének szamos, a két
masik Ascomycota altorzshoz tartozo faj esetén bona fide ortologjai A.
nidulans rtnA génjének. Mindemellett, egyetlen fajt sem talalunk a
Taphrinomycotina vagy Saccharomycotina altorzseken beliil, amely
hordozna [D5,6] stwintront a reticulon-like génjében. Talaltunk
(stwintront nem tartalmazo) strukturalis homolog géneket nem Dykaria
torzsekben is, Glomeromycota, Mucoromycotina és Mortierellomycotina
fajok esetén; ezzel szemben a Dykaria Basidiomycota-kban nem. Ugy
tinik, hogy a kimutatott [D5,6] stwintron evolicidsan stabil a

Pezizomycotina altorzson beliil.
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5.4.3. A [D5,6] stwintron és a szomszédos exon elvesztése

A phase-1 tipusu megszakitdo szekvenciakat, melyek az elsé A.
nidulans intron poziciét foglaljak el (ilyen példaul maga a [D5,6]
stwintron is), valamint a szekvenciaban utana elhelyezkedd, masodik
intron poziciot, az RtnA protein N-terminalisanak kdzelében talaljuk meg.
Ez a régio rendezetlen, és mind aminosav sorrendjében, mind hosszaban
kisfoki konzervaltsagot mutat a Pezizomycotina altérzson beliil. Ez a
variabilis régidé nagy valdszinliséggel remek lehetdséget nyujt az intron-
exon struktira természetes modon torténd atalakulasaira. Sok esetben azt
lattuk  az  Eurotiomycetes,  Sordariomycetes,  Orbiliomycetes,
Pezizomycetes osztalyokon beliil, hogy a masodik intron poziciobdl a
megszakité szekvencia eltlint, a mellette, upstream iranyban elhelyezkedo
exonnal egyiitt. Azon gombafajok koziil, melyeket kisérletesen is
vizsgaltuk (12.3. Fuggelék, 5. tablazat), T. reesei esetén mutattuk ki ezt a
jelenséget. Az stwintron mellett, downstream irdnyban taladlhaté exon 15
nt hossziisagi a fekete Aspergilli-k esetén, mig mas Aspergilli és
Penicillia fajokban 24 nt nagysagu (12.2. Fiiggelék, 24. 4bra). Az
Aspergillaceae csalad mas nemzetségeinek korében, mint Monascus-ok
¢és Xeromyces-ek, a masodik exon ¢és a masodik intron is hidnyzik az rtnA
génbdl; ngy tlnik, hogy a [DS5,6] stwintron egy 3’ irdnyba
meghosszabbodott valtozata helyettesiti 6ket. A Trichocomaceae csalad
minden egyedénél, melyek genomszekvencidja elérhetrd, azt lattuk, hogy
szintén hidnyzik a masodik intron és exon. Minden Eurotiales faj esetén a
harmadik A. nidulans intron poziciotol upstream iranyba talalhaté exon

szintén nagyon konzervalt. Megfigyeléseink alatamasztjak feltevésiinket,
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miszerint exonikus szekvencia intronizacioja (Irimia és mtsai., 2008)
torténhetett az exon II esetén, mely eredetileg az stwintron és a tdle
downstream iranyba talalhatdé normal intron kozott helyezkedett el (A.
nidulans els6 ¢és masodik intron pozicidja). Exonikus szekvenciak
elvesztése (pl.: Trichocomaceae, Monascus, Xeromyces fajok esetén)
megtorténhetett ugy is, hogy egy intron ,,bekebelezte” azt, mint ahogyan a
[D5,6] stwintron kiilsé intronjanak részévé valt az exon II. Ezt az
intronizacios, evolucios folyamatot akar egy filogenetikailag allandosult,
DNS szinten lejatszodo alternativ splicing eseménynek is felfoghatjuk,
amely az exon II kihagyasat eredményezte a kodolod szekvenciabol (14.

abra).

Exon | [D5,6] stwintron Exon Il Intron 2 Exon llI

[ --NNgurwggurwgh--dyuray--hagh dyuray=-hagN----Ngurwgh=-dyuray==hagNN--| A

Exon | [D5,6] stwintron Exon Il Intron 2 Exon IlI

- -

| --NNgurwggurwgh--dyuray--hagh=-dyuray--hagh--dyuray--hagN----Ngurwgh--dyuray--hagNN--| B
L1 A1

Exon | [D5,6] stwintron Exon Il

[ --NNguEwggurwgh--dyuray--hagh--dyuray--hagh--dyuray--hagn----ngurwgh--dyuray--hagNN--| C
L2 A2

Exon | [D5,6] stwintron Exon Il

Y [--NNgEEWggurwgh-—-------------- dyuray--hagh dyaray-—HagNN--| D

14. abra: A vizsgalt [D5,6] stwintron szerepe exon skipping és evolicios exon
vesztés lejatszodasaban. Az A. nidulans transzkript, alternativ 3’ hasitohely hianyaban,
nem képes alternativ kivagodasra, az exon II mindig benne marad az érett mRNS
szekvenciaban (A). Ezzel szemben A. niger els6dleges mRNS Aatirata alternativ
kivagodasra is képes; igy exon II vagy benne marad a transzkriptumban, vagy kivagasra
keriil (B és C). Végiil, Monascus ruber transzkript esetén azt lathatjuk, hogy egy
hasitohely elvesztésének kovetkeztében, az A. niger esetén alternativ kivagodasra képes
exon II ezen fajban teljes mértékben intronizalodott és mindig eltavolitasra keriil (A
szinkodok megegyeznek a korabbi abrakon hasznaltakkal, a piros nyil jelzi az exon
vesztési folyamat iranyat.) (sajat szerkesztésti abra Kavalecz és mtsai., 2019 alapjan)
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5.4.4. Exon skipping jelenség kimutatasa A. niger rtnA génjének

transzkriptumaban

Vizsgalataink azt mutattak, hogy a [DS5,6] stwintron részt vehet az
NnA transzkriptum alternativ splicingjaban is, exon skipping jelenség
lejatszddéasa révén, melynek kovetkeztében az exon II is kivagodik. Az
exon skipping gy mehet végbe, hogy az stwintron belsd intronjanak
kivagodasat kovetden, a masodik splicing reakcioban a kiilsé intron donor
szekvenciaja mellett az stwintrontél downstream iranyba talalhato,
kanonikus intron (intron 2) akceptor szekvenciaja vesz részt. Az
stwintronhoz kotott alternativ splicing jelenség lejatszodasat olyan
szempontbdl is megkozelithetjiik, hogy két, alternativ [DS5,6] stwintron
létezését fogadjuk el. Az egyik (nevezziik elsddleges stwintronnak),
melynek splicingja az intron definicionak szigorian megfeleve torténik €s
egy masodik, az elobbiekben ismertett, masodlagos stwintron, mely
magaban foglalja az elsddleges stwintron, exon II és intron 2
szekvencidjat is. Ennek a masodlagos alternativ stwintronnak a kétlépéses
eltavolitasa exon I és exon III kozvetlen kapcsolodasat eredményezi,
mikdzben exon II eltavolitasra keriil a masodik splicing reakcidban, az

intronikus szakaszokkal egyiitt.
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Exon| Exon lll
B e B

Masodik splicing T

Exon | Kiilsé intron Exon IlI

--CACAGuaagU--acugac--Uaggegeucucgeaaaggguaaau--ucugac ~uagGCCce-1|

Els6 splicing

Exon | [D5,6] stwintron Exon II|

--CACAGEaagguacga--gcugau--caguucugaa- -cagi--acugac--uaggegeucucgcaaaggguaaau-—nengass=uagGCCCC--

T Stwintron splicing és exon skipping

--CACAguaagguacga--gcugau--caguucugaa--cagu--acugac--uagGCGCUCUCGCAAAGGguaaau-- c--uagGCCCC--

i Stwintron splicing és intron splicing

Exon | [D5,6] stwintron Exon Il Intron 2 Exon Il]
= -CACAéuaagguacga— -gcugau--cagliucugaa--cagu g .._gGCGCUCUCGCAAAGGr g _.gécccc- -]
Elsé splicing
Exon | Kilsé intron Exon Il 5 Intron 2 Exon Il|
- CACAFIEEGUCHgAAS S eag e UEaE  EECCGCUCUCGOARAGG i eI S EECCCCC |

Masodik splicing

Exon | Exon Il Intron 2 Exon Il]

—--CACAGCGCUCUCGCAAAGGHUAaau-~Heugae==uagGCCCC—-|

Harmadik splicing

Exon | Exon Il Exon Il]

|--CACAGCGCUCUCGCAAAGGGCCCC--|

15. abra: Az A. niger rtnA transzkriptumanak alternativ splicingja. Az els6dleges
mRNS atirat szdmunkra relevans szakaszat az abra kozepén helyeztem el. A lefelé
mutatd nyilak irdnyaba haladva lathatjuk azt a harom, egymas utani splicing eseményt,
melyek kovetkeztében, a 15 nt hosszsagu exon II (vilagossarga hattérrel jeldlve) benne
marad a végsé mRNS termékben. A felfelé mutato nyilak iranyaba haladva két, egymast
kovetd splicing reakcid sematikus abrazolasat és az exon I, intronikus szakaszokkal
egylitt torténd kivagasat latjuk. (A szinkodok megegyeznek a kordbbi éabrakon
hasznaltakkal.) (sajat szerkesztésii abra Kavalecz és mtsai., 2019 alapjan)

Az stwintron szekvencidkat atfogd vizsgalat ala vetettlik mas
Aspergillaceae fajok esetén is. Kivancsiak voltunk, hogy az ortolog gének

stwintronjai kozott talalunk-e még példat erre a jelenségre, hogy a belsd
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intron egy alternativ 3’ akceptorhelyet hasznalhat kivagodasahoz. Azt
lattuk, hogy az esemény lejatszodhat A. niger esetén, ahol egy 5°-CAG
talalhaté 26 nt tavolsagra a CAG akceptor szekvenciatol, downstream
iranyba az elsédleges stwintron belsd intronjaban (15. abra). Az alternativ
3> hasitohely asszocialhat egy tavolabbi lariat elagazasi pont
szekvenciaelemmel. Ennek kovetkeztében a masodlagos belsé intron 29
nukleotiddal hosszabb lesz a 3’ vég iranyaba és az eltavolitisa egy
kanonikus donor elemet (5’-GUAAG|U) eredményez, ez azonban nem
tud az elsddleges stwintron kiilsé intron akceptorjaval asszocialni, mivel a
putativ elagazasi pont szekvenciaelem, a nagyobb méretii belsd intron
eltavolitasanak kovetkeztében, tul kozel keriil a donor elemhez. A kiilso
intron donor szekvenciaja igy kénytelen a kovetkez6 lehetséges lariat és
akceptorhelyet hasznalni, melyek tulajdonképpen a kanonikus intron 2-
h6z tartoznak. A [D5,6] stwintron kiilsé intronja igy magaban foglalja az
a kivagodasa. Feltételezhetd, hogy a masodlagos kiilsé intron kanonikus
donor szekvencidgja (5’-GUAAG|U) a normdl intron 2 donor
szekvencidjaval (5’-GUAAAU) ,verseng” ugyanazon 3’ hasitohelyért
(15. abra). Ebben valosziniileg szerepet jatszanak bizonyos asszociacios

fehérje komplexek is, mint az Exon Junction Complex (Hauer és mtsai.,

2016; Woodward és mtsai., 2017).

Ugyanazokat a primereket hasznalva, mint az elsddleges stwintron
splicing intermedierjeinek kimutatasahoz, azt tapasztaltuk, hogy az RT-
PCR reakcidk soran felszaporodd cDNS klonok kis hanyada (<5%) nem
tartalmazta a 105 nt hosszl alternativ bels6 intront (GenBank Accession

Number: MK410463), amit a masodlagos stwintron feltételezése esetén
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prediktaltunk. Kiilonb6z6 exonikus primereket alkalmazva, kimutattunk
az érett mRNS-nek megfeleld, cDNS fragmenseket is, melyekbdl a 15
nukleotid nagysagi exon II is hianyzik (GenBank Accession Number:
MK410462). A. niger rtnA transzkriptumanak altalunk kimutatott
alternativ splicingja osszhangban van az NCBI Sequence Read Archive
(SRA) (Kodama és mtsai.,, 2012) adatbazisaban fellelheté szekvencia
adatokkal is.

5.45. Exon skipping jelenség kimutatasa N. crassa rtnA

génjének transzkriptumaban

Az NCBI adatbazisat behatobban vizsgalva, talaltunk tiz EST adatot
N. crassa rtnA génjérol, melyekben a 33 nt hosszisagi exon Il
bennemaradt az mMRNS szekvenciaban, viszont tovabbi harom EST esetén
kivagodasra keriilt (Accession Number: GH144932, GH 135593 és
GH146396). A talalt szekvencia adatok erdteljesen azt sugalltak, hogy A.
niger-hez hasonléan, N. crassa rtnA génje is alternativ splicingon, exon
skipping-en eshet at, az mRNS érése soran. A masodlagos stwintron
kivagodasat bizonyitd splicing intermediert szintén detektaltak; a
szekvencia megtalalhatd az NCBI Sequence Read Archive (SRA)
(Kodama és mtsai., 2012) adatbazisaban. Ennek az alternativ bels6
intronnak az 5> vége megegyezik az elsédleges [D5,6] stwintron belsd
intronjanak donor szekvenciajaval (16. abra), a 3’ hasitohelye pedig az
elsédleges [DS5,6] stwintron kiilsé intronjanak akceptor végével. Az
alternativ stwintron belsé intronjanak kivagodasa tehat nem teljesen az A.

niger-nél tapasztaltakkal analdg modon torténik, de az eredmény
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ugyanahhoz az eseményhez, az exon II eltavolitodasahoz vezet. A bels6
intron kivagodasanak kovetkeztében egy 0j donorhely generalodik (5°-
GUAAG]IA), amely a legkozelebbi lehetséges elagazasi pont és akceptor
szekvenciaval fog interakcioba 1épni, melyek ebben az esetben az intron 2
szekvenciaelemei. Igy a meghosszabbodd, méasodlagos kiils6 intronnal

egyiitt exon II is kivagddik, tehat exon skipping jatszodik le.

Exon | Exon Il
B e i E—

Masodik splicing T

Exon | Kilsé intron Exon IIl

gUESGeHAEEESHEGGCCCC—|

Elsé splicingT
Exon | [D5,6] stwintron Exon II]
[--AACAGEAGguacgu--gcuaac--cagu--acugac- -uagicgeugeuucugcauaugaugecgugacgaaggguaugu-~genaae- -uagGeCCcC--

Stwintron splicing és exon skipping

--AACAguaagguacgu--gcuaac--cagu--acugac--uagACGCUGCUUCUGCAUAUGAUGCCGUGACGAAGGguaugu--gcuaac--uagGCCCC-~

Stwintron splicing és intron splicing

Exon | [D5,6] stwintron Exon Il Intron 2 Exon Il
[--AACAGEEAGguacgu--gcuaac--caglis sacugaes “UagACGCUGCUUCUGCAUAUGAUGCCGUGACGAAGGHIANGH - ~gouaae==uagGCCCC-~
Elsé splicingl
Exon | Kilsd intron Exon Il Intron 2 Exon Il

~-AACAGUAAGHE" ~ACUGAC- “UAGACGCUGCUUCUGCAUAUGAUGCCGUGACGAAGGIUANGH - ~gouaae - ~uageccce--

Masodik sp|icing¢

Exon | Exon Il Intron 2 Exon Il
|--AACAACGCUGCUUCUGCAUAUGAUGCCGUGACGAAGGHUANGN - ~gauaas-=lageccce--|
Harmadik splicingl

Exon | Exon Il Exon I

[~=AACAACGCUGCUUCUGCAUAUGAUGCCGUGACGAAGGGCCCC--|

16. abra: N. crassa rtnA transzkriptumanak alternativ splicingja. A [D5,6]
stwintront és az intron 2 kanonikus U2 intront magéban foglald exon skipping jelenség
bemutatasa N. crassa-ban. A kivagodo exon II ebben az esetben 33 nt hosszisagu. (Az
abra felépitése és szinkodjai megegyeznek a 15. abranal ismertetettekkel.) (sajat
szerkesztésli dbra Kavalecz és mtsai., 2019 alapjan)
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Eredményeink alatdmasztjak az rtnA gén elsédleges mRNS atiratanak
alternativ splicingjat, A. niger és N. crassa fonalas gombakban. Tovabba
jogosan feltételezhetjiik, hogy a jelenség lejatszodasaban kulcsfontossagu

szerepet jatszik a leirt [D5,6] tipusu stwintron.

5.4.6. Egy dualis komplex megszakité szekvencia feltarasa M.

cinnamomea-ban

Két kivételtol eltekintve, minden vizsgalt, elérhetd
genomszekvenciaval rendelkez6 Onygenales faj rendelkezik komplex,
Osszetett megszakitd szekvenciaval a reticulon-like gén elsé intron
pozicidjaban. Esetiikben is egy [DS5,6] stwintront tudtunk azonositani, mig
a masodik intron poziciét egy kanonikus U2 intron foglalja el. Az
Aspergilli  fajok esetén megallapitott génmodell nagyban hasonlit
Onygenales-ek rtnA génjére, az utolso 4 intron pozicio ezen fajok esetén
is erdsen konzervalt, azonban az stwintron, illetve a masodik intron nem
minden esetben phase-1 helyzetii. Az Onygenales fajok csaknem felénél
azt talaltuk, hogy az exon II nukleotidjainak szdma nem oszthato
harommal. Ezenkiviil, 12 faj esetében, ahol az exon hossza ugyan harom
tobbszorose, a szoban forgd szekvencia tartalmaz egy stop kodont is. Mas
fajok génszekvencidjdnak vizsgalata soran pedig arra lettiink figyelmesek,
hogy amennyiben a teljes [D5,6] stwintron és a masodik U2 intron is

eltavolitasra keriil, az mRNS szekvencia nem tartalmaz start kodont.

Byssoonygena  ceratinophila és  Ophidiomyces ophiodiicola
gombafajok esetén pedig csak Ot intront tartalmaz a vizsgalt gén, hat

helyett; s6t mi tobb, ezek mindegyike kanonikus, normal intron. Az
69



emlitett két faj esetében az elsd intron pozicidban egy phase-1 tipust U2
intron talalhat6, amely feltételezéseink szerint a gén els6 két megszakitd

crcr

iranyba, az Aspergilli fajoknal leirtakkal azonos poziciokban talalhatoak.

A génszekvenciak alapjan feltételeztiik, hogy minden mas Onygenales
fajban egy funkcionalis [D5,6] stwintront (az elsé pozicidban), tovabba
egy kanonikus U2 intront (a masodik pozicidban) koriilvesz egy komplex
megszakitd szekvencia, mely a két emlitett intronikus szakaszt el is
valasztja egymastdl, tovabba koriiloleli 6ket mind az stwintrontdl 5°,
mind az U2 introntdl 3’ iranyba (17. abra). A harom, ,intronizalodott”
szekvencia 0si kodolo régiokbol eredeztethet6. Ezt a nem mindennapi
megszakitd szekvenciat ,,dualis” intronnak is nevezhetjiik, ugyanis tobb
splicing reakcio lejatszodasa sziikséges, hogy a struktura teljes mértékben
eltavolitasra keriiljon az mRNS érése soran. B. ceratinophila és O.
ophiodiicola fajokban ez a dualis megszakitd szekvencia egy kanonikus
U2 intronna alakult at, miutan elveszitette a belsdé intron-exon
struktarajat. Ezt a hipotézist, kiilonboz6 Onygenales fajok elérhet6
expresszids adatai is alatamasztjak, ahol az érett mRNS-t nem szakitja
meg a feltételezett dualis intronikus szekvencia. Az NCBI Expressed
Sequence Tags ¢és Transcriptome Shotgun Assembly adatbazisaibol
szarmazd6 EST és TSA adatok megtaldlhatdak a 12.3. Fiiggelék 6.
tablazataban. A lista tartalmaz egy adatot B. ceratinophila rtnA mRNS-
ére vonatkozodan is, mely bizonyitja egy Ujonnan kialakult kanonikus

intron 1étét az elsd pozicidoban.
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Dualis megszakité szekvencia

Exon | ; [D5,6] stwintron : ; Intron 2 ' Exon ||
[ --CAGCCAGGUACGUCCGUCU--UGAUCAGIAadgugagu--acugac--cagis ~Heleae ~GagGCACGC - -GCCAGUACUGACAAUGHUAGGN - - aclga e “UAGAUCUCGGGCUCGCAGGGGCU--|
Elsé splicing¢
lsé intr
Exon | Kiilsé intron Intron 2 Exon I

| =—CAGCCAGGUACGUCCGUCU--UGAUCAGHAAGH - ~HENEAE = ~EagGCACGC--GCCAGUACUGACAAUGGUAEGU = ~acUgas - ~UagAUCUCGGGCUCGCAGGGGCU -~

Masodik splicing¢

n ||
Exon | , ; Intron 2 : . ‘EXO S
-=-CAGCCAGGUACGUCCGUCU-~-UGAUCAGCACGC-~-GCCAGUACUGACAAUGHY USGAUCUCGGGCUCGCAGGGGCU -~
Harmadik splicing¢
Exon | Masodrendii intron Exon ||

--CAGCCAGguacguccgucu--ugaucagcacgc--gccaguacugacaaugaucucgggeucgecagGGGCU=--

Negyedik splicing
Exon | Exon Il

—=CAGCCAGGGGCU-~-

17. abra: Malbranchea cinnamomea rtnA génjének dualis megszakité szekvenciaja és a teljes eltavolitasahoz sziikséges négy, egymast
koveto splicing reakcié sematikus abraja. A dualis megszakito szekvencia magaban foglalja a [D5,6] stwintront, az Intron 2 kanonikus
intront és egy megszakitott, masodrendii intront, melybe beagyazodva talaljuk az eldbbi kettét. A dualis megszakitd szekvencia egyes
elemeinek feltételezett eltavolitasi sorrendje a kovetkez6: 1. a [D5,6] stwintron belsd intronja (vilagossziirke hattérrel és kék betiikkel
jelolve), 2. a [D5,6] stwintron kiils6 intronja (s6tétsziirke hattérrel és piros betiikkel jelolve), 3. Inron 2 (szintén sotétsziirke hattérrel és piros

betiikkel jel6lve), 4. Masodrendii intron (sarga hattérrel, fekete, illetve a splicing elemei lila szinnel jel6lve).

roror

(sajat szerkesztésli abra Kavalecz és mtsai., 2019 alapjan)
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Malbranchea cinnamomea (Morgenstern és mtsai., 2012) reticulon-
like fehérjét kodold génjében kisérletesen is igazoltuk a dudlis megszakito
szekvencia jelenlétét (GenBank Accession Number: MK421638). A 17.
abran lathatd, hogyan torténik az Osszetett szekvencia eltavolitasa; a
[D5,6] stwintron ¢és a masodik intron pozicioban talalhaté kanonikus U2
intron kivagodasanak kell eldszor megtorténnie, hogy az utana kialakuld,
,masodrendii” intron splicingja is megtorténhessen. Az elsddleges mRNS
atiratban a masodrendi intron harom, egymastol mas szekvenciak altal
elvalasztott darabban van még jelen. Az 5° donor régidja a [DS5,6]
stwintrontdl upstream irdnyban taldlhatd, az elagazési pont szekvencidja
az stwintron és az intron 2 k6zott, mig a 3” akceptor szakasza az intron 2-t
kovetden helyezkedik el a szekvencian beliil. A méasodrendii intron igy, az
stwintron belsé ¢és kiilsé intronjanak, valamint a kanonikus intron
eltavolitasanak megtorténte utan, egy negyedik splicing reakcid révén

keriilhet kivagasra, kialakitva ezaltal az érett mRNS szekvenciat.

Kisérletesen igazoltuk a harom splicing intermediert, valamint
kimutattuk az érett mRNS-t is M. cinnamomea-ban (GenBank Accession
Number: MK421639, MK421640, MK421641, MK410473). Az egyes
splicing reakciok lejatszodasanak sorrendje esetenként eltéré Ilehet.
Elméletileg az intron 2 eltavolitisa megtorténhet az stwintron kiilsé
intronjdnak kivagodasa eldtt, de akdr mar a belsé intron splicingjat
megel6zden is. Az sem zarhatd ki, hogy az egyes splicing események
sorrendje idonként kiilonb6zd, azonban az utolsd eltavolitasi 1épés,
értelemszerlien mindig a ,,masodrendi” U2 intron kivagasa. Habar
Ascomycota gombakban mindeziddig nem keriilt pontos meghatarozasra

az exon fogalma (Berget, 1995; De Conti és mtsai., 2013), az Onygenales
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rnA transzkriptum esetén azt tapasztaltuk, hogy a teljes dualis, komplex
megszakitd szekvencia eltdvolitdsa semmiképp nem torténhet meg
egyetlen 1épésben, ugyanis a ,,masodrendli” intron harom splicing eleme
(5’-donor, lariat elagazasi ¢és 3’-akceptor szekvencia) egymastol

elszeparaltan helyezkedik el, a beagyazodo intronikus szakaszok révén.

Coccidiodes immitis és Coccidiodes posadasii fajok EST adatai kozott
talaltunk harom szekvenciat (GenBank Accession Number: GH365468,
GH423005, GH438822), melyek a ,masodrendi” intront egy
folytatdlagos, egybefliggd szekvenciadarabként tartalmazzak. Az elsé két
sequence tag esetén a szekvenciabol hianyzik a tobbi, komplex
megszakitd szekvenciatol downstream irdnyba taldlhaté kanonikus intron
(intron 3-6). Ebb6] arra kovetkeztethetiink, hogy a ,,masodrendd” intron
az utolsoként eltavolitara keriil6 megszakitd szekvencia az rtnA mRNS-
ben, annak ellenére, hogy ez talalhatd legkdzelebb a gén 5° végéhez. A
harmadik EST (GH438822) viszont még tartalmazza a negyedik és 6todik

kanonikus intront is, a ,,masodrend(i” intron mellett.

Eredményeink révén bizonyitast nyert tehat egy komplex ,,dualis”
megszakito szekvencia Iéte, mely négy, egymast kovetd splicing reakciot

kovetden kerlilhet csak teljes eltavolitasra.
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6. Eredmények megvitatasa

6.1. DHA1 ortologok és az egy nukleotidos intron
elcsuszas vizsgalata egy alternativ stwintronon

keresztiil

A dhaoS gén vizsgalata soran leirt, egy nukleotidos intron elcsuszas
(exonikus informacio elvesztése, vagy szerzése nélkiil egy ORF-en beliil)
nem magyarazhatd a genom mutacio altali megvaltozasaval, sokkal
inkabb egy, az intron egyik végén végbemend kompenzacios eseménnyel
(Stoltzfus és mtsai,, 1997; Lynch, 2002). Egy olyan lehetséges
forgatokonyv is valdszintitlennek tiinik ebben az esetben, melynek soran
az intron-exon csatlakozasi pont elmozdulasa eredményezi az intron
elcsuszasat. Erre a jelenségre tobb bizonyitott példat is talalunk, azonban
ezeknél az intron-exon csatlakozasi pont elcstszasa altalaban egy masik
hasitohely hasznalatanak eredménye, melynek kdvetkeztében mind ez
exonikus, mind az intronikus szekvenciak hossza megvaltozik
(Higashimoto ¢és Liddle, 1993; Schéfer és mtsai., 1999). Egy , kiegészit6”
mutacidé lejatszodasa az intron egyik végén szintén eredményezhet
hasonld intermediert (Lehmann ¢és mtsai.,, 2010), habar komparativ
vizsgalatok alkalméval azt figyelték meg, hogy az egyes szekvencidk
esetén, az intron-exon kapcsolodasi pontok kozelében detektalhato
eltérések gyakran tévesek (Bocco és Cslirds, 2016). Mindenesetre Ugy
tlinik, hogy bizonyos intron poziciok elterjedésében nagyban hozzajarul
az alternativ splicing mechanizmus és egyes intron elcsuszasi események

lejatszodasa a genomban (Séraphin és Rosbash, 1990; Brackenridge és
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mtsai., 2003; Tarrio és mtsai., 2008). Konkrét intermediereket azonban
mindezidaig nem tudtak azonositani, melyek az alternativ splicing
kovetkeztében Iétrejott intron elcsuszast bizonyitandk. Egy masik
lehetséges alternativ mechanizmus, amely magéaban foglalja az intron
kivagodasat, reverz splicingjat, reverz transzkripcidjat €s homolog
rekombinacidjat (Martinez és mtsai., 1989), pedig talsagosan komplex
ahhoz, hogy egy ilyen esemény lejatszodasat feltételezziik a jelenség

mogott.

A leirt [D1,2]/[A2,3] stwintron €s alternativ eltavolitdsi mddjainak
vizsgalata segitségével ésszerli magyarazatot adhatunk az egy nukleotidos
intron shift jelenségére, eukaridta genomban. Mindemellett bizonyitottuk

az stwintronok relevancidjat az intronok evollicios vizsgalatat illetden.

A szakirodalomban nem talalunk ra példat, hogy korabban kimutattak
volna intron elcsuszasi folyamatot a koztes lépések feltarasaval egyiitt.
Erre nekiink a [D1,2] és [A2,3] stwintronok (Flipphi és mtsai., 2013)
evolucios stabilitasa és egymasba vald atalakulasuknak lehetésége adott
modot. Ellentétben az intron-exon csatlakozasi pontok kozelében
lejatsz6do szekvencia atalakuldsokkal, az stwintron medialt intron shift
lehetdséget nyujt a kodold régiok és igy a géntermék szekvencidjanak
pontos megdrzésére. Egy stabil, koztes allapot alakul ki DNS szinten,
miel6tt az intronvesztés bekovetkezne. Fontosnak tartom kiemelni, hogy
€z az Uj, intron elcstszast el6idéz6 mechanizmus, mely alternativ
kivagodasra képes stwintronokbdl eredeztethetd, csak szomszédos
poziciokba torténd elmozdulast eredményezhet, nem ad magyarazatot a

nagyobb tavolsdgokba torténd intron elcsiiszasi eseményekre.
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Az elért kutatasi eredmények, melyek egy A. nidulans génben leirt
[D1,2] stwintron felfedezésébdl indultak, segitségiinkre voltak, hogy az
ortolog gének vizsgalata soran rabukkanjunk az alternativ [D1,2]/[A2,3]
stwintronra. Tobb ortologot is bevonva a vizsgalatba, azt lattuk, hogy
egyes esetekben, csak normal, kanonikus intronokat taldlunk szomszédos
pozicidkban. A rendelkezésre all6 genomadatok alapjan azonban nem
donthetd el egyértelmiien, hogy melyik intron pozicid volt jelen a k6zos
dhaoS ortoldég ésben. Az sem allapithatd tehat meg teljes bizonyossaggal,
hogy az 6si megszakito szekvencia egy phase-0 vagy phase-2 kanonikus
intron volt-e, vagy egy [D1,2], avagy [A2,3], esetleg egy alternativ
[D1,2]/[A2,3] stwintron. Viszont azon feltételezésiink bizonyitast nyert,
miszerint a [D1,2]/[A2,3] stwintron belsé intronjdnak elvesztése DNS

szinten, intronok egy nukleotidos elcstiszasat eredményezheti (10. abra).

6.2. A BIioDA és LipS ortolégok, és stwintronok

e rers

A BioDA ortologok vizsgalata soran kapott eredményeink azt
mutatjak, hogy a fehérje filogenezise nem idomul a fungalis
taxonémidhoz, azonban gombak azon csoportjai, melyek rendelkeznek a
[D2,3] stwintronnal, egy jol elkiilonithetd klaszterbe csoportosulnak
(12.2. Fliggelék, 22. abra). A [D2,3] stwintron a legtébb Sordariomycetes
esetén és egyes Botryosphaeriales fajokban azon poziciéban talalhato,
melyet Dothideomycetes és Eurotiomycetes fajokban egy normal, U2
intron foglal el. Ugy tiinik, hogy ez egy rendkiviil ési intron pozicio;

emiatt felvetddik a kérdés, hogy vajon a vizsgalt [D2,3] stwintron valdban
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ugy alakulhatott-e ki, hogy egy mar meglévd ,host” intron donor
elemének masodik és harmadik nukleotidja koz¢ be¢kelddott egy masik
intron, ezzel kialakitva az stwintron strukturat a bioDA génben? Az is
elképzelhetd, hogy a belsé intron, szekvenciabeli atrendezddések
kovetkeztében alakult ki a ,host” intronon beliil, egy altalunk korabban
,,stwintronizacid”-nak elnevezett folyamat révén (Flipphi és mtsai., 2013),
mely hasonlatos az exonikus szekvenciak intronizacidéjahoz (Irimia és
mtsai., 2008). Egy masik lehetséges forgatokonyv lehet a [D2,3]
stwintron kialakulasat illetéen, hogy intron inszercio tortént valamilyen
varatlan esemény kovetkeztében, példaul a DNS kettds szalanak torését
kovetd ,,non-homologous end joining” javitomechanizmus lejatszodasa
révén (Farlow és mtsai., 2011). Az stwintron kialakuldsanak, azaz egy 1
intron felbukkandsanak egy, a genomban mar meglévé intron
hasitohelyének belsejében, itt felvazolt két, eltér6 modja segithet
altaldnossagban is megérteni az egyes organizmusok kiilsé forrasokbol

torténd intron szerzését (Yenerall és Zhou, 2012).

A putativ lipaz (LipS) protein filogenezise (12.2. Fliggelék, 19. abra)
arra enged kovetkeztetni, hogy a [D1,2] stwintron, melyet megtalalhatunk
szamos, a Leotiomycetes taxon Kkiilonboz6 osztalyain beliil, intron
inszercid révén johetett létre, egy kanonikus U2 intront mar tartalmazo
pozicibban. A koran divergald Pezizomycetes és Orbiliomycetes
osztdlyokban ez utébbi megmaradt standard intronként, mig
Leotiomyceta-k stwintronjanak kiilsé intronja eredeztetheté ebbdl a
kanonikus intronbol. Osszegyiijtott adataink alapjan azonban nem
egyértelmil, hogy a lipS stwintron az elétt vagy utan jelent meg, hogy a

Sordariomycetes  osztaly kiilonvalt a tobbi  Leotiomyceta-tol.
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Mindenesetre azt lattuk, hogy a Sordariomycetes-ek semmilyen
intronikus elemmel nem rendelkeznek a lipS gén stwintron pozicidjaban.
Noha ez egy, ebben a pozicidban korabban jelen 1évé standard intron,

vagy stwintron struktura elvesztésének kdvetkezménye is lehet.

A lipS ortologok evollicidja soran, stwintron vesztési események nagy
valosziniséggel szamos alkalommal lejatszodhattak a Leotiomyceta
osztalyokon beliil, beleértve mas mechanizmusokat, melyek az stwintron
hianyahoz vezettek a Dothideomycetes osztaly tagjainal, az
Eurotiomycetes osztaly Chaetothyriomycetidae szuperrendjénél és a
Penicillium genusz (Eurotiomycetes osztaly, Eurotiales rend) minden
egyes tagjanal. Erdekes, hogy minden esetben, ahol az stwintron eltiinését
tapasztaljuk, ott a gén harmadik intron pozici6jabol (az Aspergillus lipS
alapjan), 142 bp tavolsagra az stwintront6l, downstream iranyba, szintén
eltint vagy legaldbbis hianyzik az intron. Kiilonb6zé megszakitd
szekvenciak egyideji elvesztése 4 faj kivételével (A. terreus, A. apis, C.
variabilis és ,,G. candidum 3C”) minden mas esetben megfigyelhetd
(12.2. Fuggelék 20. és 21. abra).

Masrészt, Sordariomycetes-ek esetén az stwintron elvesztése a bioDA
génbdl, egy kivételtdl eltekintve, egy normdl U2 intron szekvencia
hatramaradésat ereményezte (12.2. Fiiggelék, 23. abra). Ugy tiinik tehat,
hogy a legtobb Sordariomycetes bioDA ortolog génben, azok az
események, melyek egy bels intron megjelenését idézik eld, forditott

esetben a hidnyahoz is vezethetnek.

A vizsgalt két, Osi stwintron kozti szembetlind kiilonbség ellenére,

minden egyes megfigyelt intron vesztési esemény egyetlen
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mechanizmusra vezethetd vissza, mely egyes transzkriptumok reverz
transzkripciojat és az igy Ilétrejott cDNS ¢és a genom megfeleld
lokuszanak homolog rekombinaciojat foglalhatja magaban (Derr, 1998;
Roy ¢és Gilbert, 2006). Ez a mechanizmus eredményezheti, egyazon exont
két oldalrol hataroldo két intron egyidejii eltinését, ugyanakkor egy
stwintron belsé intronjanak elvesztését is, amennyiben az stwintron
koztes kivagddasi transzkriptum a reverz transzkripcido templatja, nem
pedig az érett mRNS. A feltételezett folyamat lejatszodasanak esélye,
mely soran egy stwintron egy normal intronna alakul, nagyban fiigghet a
splicing intermedier sejtmag beli élettartamatol is, valamint a belsd,
illetve a kiils6 intron eltdvolitasanak, illetve a transzport folyamatoknak a

gyorsasagatol.

6.3. Egy stwintronhoz kotheté alternativ splicing esemény

és egy komplex megszakito szekvencia kimutatasa

Az rtnA ortologokban leirt [D5,6] stwintron segitségével kozelebb
keriiltiink a spliceoszomalis iker-intronok lehetséges funkcidinak
megértéséhez. A 788 vizsgalt gombafaj koziil, az Onygenales rendbe
tartozoak esetén 1) intron alakult ki az stwintron és egy masik, kanonikus
U2 intron koriil, feltehetdleg intronizacids folyamat révén. A létrejott,
Osszetett struktura rendkiviil komplex. A teljes stwintron és a normal
intron splicingjanak is végbe kell mennie, ahhoz, hogy a koriil6ttiik
kialakult masodrendii intron kivagodhasson. Eredményeinkbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az U2 intronok nem feltétleniil ko-

transzkripciondlisan keriilnek eltavolitasra.
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A Pezizomycotina altorzs kiilonbdz6 taxonjaiban a [D5,6] stwintrontdl
downstream irdnyban talalhaté exon hidnyzik az rtnA génbél. Ugy tiinik,
hogy az stwintron szekvencidja 3’ iranyba kibdviilt, ,bekebelezve” a
mogotte elhelyezkedd exont és U2 intront is. Ezen exonikus szekvencidk
latszolagos intronizacidja értelmezhetd az exon skipping jelenségének
allandosulasaként. Az stwintron szerepet jatszhat az alternativ splicing
emlitett tipusaban, mivel megvan ra a lehetdség, hogy a belsd intronja egy
alternativ akceptorhelyet hasznaljon kivagodasa soran. A. niger és N.
crassa gombafajokban bizonyitottuk is a jelenség lejatszodasat.
Amennyiben a [D5,6] stwintron belsé intronja a tavolabbi, alternativ 3’
hasitohelyet haszndlja, eltavolitasa utan a kiils intron 5’ donorhelyének
nincs lehetésége a konvencionalis akceptorhelyét hasznalni. Ehelyett a
téle downstream iranyba elhelyezkedd kanonikus intron 3’ hasitohelyét
veszi igénybe, melynek kovetkeztében a koztiik 1€vo exonikus szakasz is

eltavolitasra kerul.
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7. Osszefoglalas

Az stwintronok olyan specialis megszakité szekvencidk az eukariota
genomban, melyek felépitésiiket tekintve két, egymasba agyazodott
spliceoszomalis intronbdl allnak. Az egyik intront (belsd), egy masik
(kiils6) intron valamely, a splicing folyamat végbemeneteléhez sziikséges
szekvenciaelemébe (5° hasitohely, vagy donor szekvencia / 3’ hasitohely,
vagy akceptor szekvencia / lariat, vagy elagazasi pont szekvencia)
be¢kelddve talaljuk. Mivel a belsé intron a kiilsé intron egy, a kivagodas
végbemenetele szempontjabdl esszencialis motivumat szakitja meg, a
belsd intron eltavolitdsdnak mindenképp meg kell elézznie a kiils6 intron
splicingjat. Az stwintronok felfedezését €s egyes tipusaik karakterizalasat
kovetden szerettilk volna mélyrehatobban vizsgalni a struktardk splicing

mechanizmusait, funkcioit és evoluciojat.

A. nidulans dhaoS génjében bizonyitottuk egy [D1,2] tipusu stwintron
jelenlétét. Ezen strukttra esetén a belsd intron a kiilsé intron donor elemét
szakitja meg, annak elsé és masodik nukleotidja kozott. T. reesei ortolog
génjében, azonos pozicidban pedig egy alternativ kivagodasra képes
[D1,2]/[A2,3] stwintront karakterizaltunk, mely esetében két kiilonbozo,
egymassal egyetlen nukleotidban (G) atfedd belsd intront fedezhetiink fel.
Kisérletesen bizonyitottuk a struktura [D1,2] és [A2,3] Gtvonalon torténd
eltavolitasat is, illetve, hogy mindkét ut azonos mRNS termékhez vezet.
Bizonyitottuk tovabba, hogy az alternativ stwintron egyik, vagy masik
belsd intronjanak alternativ elvesztése kozeli, de nem azonos intron

poziciokat eredményezhet a genomban; ezzel egy lehetséges
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magyarazattal szolgalva az egy nukleotiddal torténd intron elcsuszas

jelenségére.

Az egyre nagyobb szamban rendelkezésre 4ll6 genomszekvencia
adatoknak hala, a lipS és bioDA génekben leirt [D1,2], valamint [D2,3]
tipusu stwintronokat, azok kialakulasat, vagy éppen eltlinését vizsgalni
tudtuk gombak egész rendjein és osztalyain belill. A lipS ortologok
vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az stwintron pozicidt egyes fajok
esetén egy normal intron foglalja el. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a
[D1,2] stwintron egy j intron, mar korabban jelenlévé intronba torténd
beagyazodasaval johetett 1étre. Leotiomycetes-ek és Eurotiomycetes-ek

kozott viszont az stwintron teljes eltlinésére is talalunk példat.

Ezzel szemben a bioDA ortologok vizsgalatanal azt lattuk, hogy az
stwintron pozicidt bizonyos esetekben szintén egy normal intron foglalja
el, viszont intron vesztési események lejatszodasaval, amit egyes
Sordariomycetes és Botryosphaeriales fajoknal mutattunk ki, a [D2,3]
stwintron csak a bels6 intronjat veszitette el, egy normal U2 intront

hatrahagyva.

Tobb fonalas gombafaj ortolog génjében is kisérletesen igazoltuk, az
elészor A. nidulans rtnA génjében kimutatott [D5,6] tipusi stwintron
jelenlétét. A. niger és N. crassa esetén bizonyitottuk, hogy a struktira egy
alternativ splicing esemény lejatszodasaban is részt vehet, mégpedig a
szekvencidban mellette elhelyezkedd (downstream iranyban) exon
kivagasa révén. Amennyiben az stwintron belsd intronja alternativ 3’
hasitohely hasznalataval keriil eltavolitdsra, a kiilsd intron, a

szekvenciaban utana kovetkez6 normal intron akceptorhelyét veszi
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igénybe, ezzel egyetlen nagy intronként kivagédva, magaban foglalva az

emlitett exonikus szakaszt is.

Az rtnA ortolégok tovabbi vizsgalata soran kimutattuk, hogy 29
Onygenales faj esetén egy tobblépéses splicing mechanizmus jatszodik le
a transzkriptum érése soran; ugyanis a gén egy komplex megszakito
szekvencidt tartalmaz, mely magaban foglalja a [D5,6] stwintront, a
szomszédos kanonikus U2 intront, €s egy ezeket koriiloleld masodrendii
intront is. A teljes struktira eltavolitasahoz sziikséges négy splicing
reakcid kivagodasi kozteseit kimutattuk M. cinnamomea fonalas

gombaban.

Végezetiil elmondhatd, hogy a megalkotott stwintron modell
segitségével, fonalas gombak kiilonboz6 génjeiben in silico wjabb
spliceoszomalis iker-intronokat sikeriilt dekteltatunk és splicing kozteseik
kimutatasa révén létezésiiket bizonyitanunk. Emellett bebizonyosodott,
hogy ezek a kiilonleges stwintron strukturak remek modell rendszerek
mobilitasat illetéen. Részben valaszt kaptunk arra a kérdésre is, hogy
vajon mi lehet a feladatuk, funkcidojuk a genomban, hiszen kimutattuk,
hogy szerepet jatszhatnak alternativ splicing mechanizmusok (jelen
esetben exon skipping) lejatszodasdban. Biztos vagyok benne, hogy
emellett még szdmos mas funkcidval, akdr a génexpresszioval kapcsolatos
regulacios szereppel birhatnak, de ezeknek a rejtélyeknek a megoldasat

mar masra hagyom.
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8. Summary

Stwintrons are unconventional intervening sequences in the
eukaryotic genome. They consist of two spliceosomal introns; one of the
introns (internal intron) is nested within one of the three canonical
splicing motifs (5’ splice site or donor sequence / 3’ splice site or acceptor
sequence / the lariat sequence around the branch point adenosine) of
another intron (external intron). While the internal intron interrupts a
sequence essential for splicing in the external intron, its removal has to
take place first. After the discovery of stwintron structures our aims were
to examine the function, evolution and splicing mechanisms of these

unique intervening sequences.

We evidenced the existence of a [D1,2] stwintron in the dhaoS gene
of A. nidulans, in which an internal intron interrupts the donor sequence
of an external intron, between its first and second nucleotide. An
alternative [D1,2]/[A2,3] stwintron has also been characterized in the
ortholougous gene of T. reesei. In this case we can detect two different
internal introns, which overlap in one single nucleotide (G). The two
alternative splicing pathways of this [D1,2]/[A2,3] stwintron has been
experimentally proved and we concluded that both routes result the same
MRNA product. Furthermore, the alternative loss of the internal intron
can result close, but not identical intron positions in the genome;
revealing a possible explanation for the one-nucleotide intron shift

phenomenon.
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Thanks to the increasing number of accessible genome sequences, we
had the opportunity to study the emergence, loss and evolution of the lipS
[D1,2] and the bioDA [D2,3] stwintrons throughout whole taxa and
classes of fungi. We showed that the stwintron position is occupied by a
canonical intron in some lipS orthologues. Thus, we hypothetised that this
[D1,2] stwintron emerged by the appearence of a new intron within
another ancient intron. However, we can find examples of total

dissapearence of the stwintron among Eurotiomycetes.

We experienced a different scenario regaring to bioDA orthologues:
the stwintron position can also be occupied by a normal intron, however
intron loss can take place among Sordariomycetes and Botryosphaeriales
species, which results the presence of a canonical U2 intron in the

stwintron position by loss of the internal intron.

We proved the presence of a [D5,6] stwintron (first described in A.
nidulans rtnA gene) in orthologous gene of many filamentous fungi. We
showed the relevance of the stwintron regarding to alternative splicing
events, namely exon skipping, in A. niger and N. crassa. If the internal
intron of the stwintron is using an alternative 3’ splice site, the external
intron has to use the acceptor site of the neighbouring canonical intron in
the gene sequence, thus the external intron is cleaved together with this

U2 intron and a small exon in between.

In 29 species of Onygenales a complex intervening sequence has been
revealed including the [D5,6] stwintron, the neighbouring U2 intron and a

,»second order intron”. The total removal of this compex structure requires
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four consecutive splicing reactions as it has been experimentally proved
in the transcript of the M. cinnamomea orthologous gene.

Summarizing the results, we can say that new stwintrons were found
in silico using the recently created bioinformatic tool and experimentally
confirmed via the detection of splicing intermediates. We proved that
stwintrons can serve as excellent model systems regarding to
spliceosomal intron loss or emergence, mobility and evolution.
Furthermore, we showed that stwintrons can participate in alternative
splicing events (in this case exon skipping), so we are closer to solve the
mystery about stwintrons and their role in the genome. In my view, these
unique structures would have many other functions connected to gene
expression and regulation among others. However, I’ll let others to solve

these mysteries in the future.

86



9. Irodalomjegyzék

Altschul, S. F., Madden, T. L., Schiffer, A. A., Zhang, J., Zhang, Z.,
Miller, W., & Lipman, D. J. (1997). Gapped BLAST and PSI-BLAST: a
new generation of protein database search programs. Nucleic acids
research, 25(17), 3389-3402.

Amselem, J., Cuomo, C. A., Van Kan, J. A., Viaud, M., Benito, E. P.,
Couloux, A., .. & Fournier, E. (2011). Genomic analysis of the
necrotrophic fungal pathogens Sclerotinia sclerotiorum and Botrytis
cinerea. PL0S genetics, 7(8), €1002230; 10.1371/journal.pgen.1002230

Andersen, M. R., Salazar, M. P., Schaap, P. J., Van De Vondervoort, P. J.,
Culley, D., Thykaer, J., ... & Berka, R. M. (2011). Comparative genomics
of citric-acid-producing Aspergillus niger ATCC 1015 versus enzyme-
producing CBS 513.88. Genome research, 21(6), 885-897.

Anisimova, M., & Gascuel, O. (2006). Approximate likelihood-ratio test
for branches: a fast, accurate, and powerful alternative. Systematic
biology, 55(4), 539-552.

Ag, N., Flipphi, M., Karaffa, L., Scazzocchio, C., & Fekete, E. (2015).
Alternatively spliced, spliceosomal twin introns in Helminthosporium
solani. Fungal Genetics and Biology, 85, 7-13.

Bartschat, S., & Samuelsson, T. (2010). U12 type introns were lost at
multiple occasions during evolution. BMC genomics, 11(1), 106.

Berget, S. M., Moore, C., & Sharp, P. A. (1977). Spliced segments at the
5" terminus of adenovirus 2 late mRNA. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 74(8), 3171-3175.

Berget, S. M. (1995). Exon recognition in vertebrate splicing. Journal of
Biological Chemistry, 270(6), 2411-2414.

Bocco, S. S., & Csilirés, M. (2016). Splice Sites Seldom Slide: Intron
Evolution in Oomycetes. Genome Biology and Evolution, 8(8), 2340.

Bonen, L., & Vogel, J. (2001). The ins and outs of group Il
introns. TRENDS in Genetics, 17(6), 322-331.
87



Borah, S., Wong, A. C., & Steitz, J. A. (2009). Drosophila hnRNP Al
homologs Hrp36/Hrp38 enhance U2-type versus Ul12-type splicing to
regulate alternative splicing of the prospero twintron. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 106(8), 2577-2582.

Brackenridge, S., Wilkie, A. O., & Screaton, G. R. (2003). Efficient use
of a ‘dead-end’GA 5’ splice site in the human fibroblast growth factor
receptor genes. The EMBO journal, 22(7), 1620-1631.

Brinkman, K. K., Mishra, P., & Fraser, N. W. (2013). The half-life of the
HSV-1 1.5-kb LAT intron is similar to the half-life of the 2.0-kb LAT
intron. Journal of neurovirology, 19(1), 102-108.

Burnette, J. M., Miyamoto-Sato, E., Schaub, M. A., Conklin, J., & Lopez,
A. J. (2005). Subdivision of large introns in Drosophila by recursive
splicing at nonexonic elements. Genetics, 170(2), 661-674.

Carmel, L., Wolf, Y. I., Rogozin, I. B., & Koonin, E. V. (2007). Three
distinct modes of intron dynamics in the evolution of eukaryotes. Genome
research, 17(7), 1034-1044.

Cerqueira, G. C., Arnaud, M. B., Inglis, D. O., Skrzypek, M. S., Binkley,
G., Simison, M., ... & Wymore, F. (2014). The Aspergillus Genome
Database: multispecies curation and incorporation of RNA-Seq data to
improve structural gene annotations. Nucleic acids research, 42(D1),
D705-D710.

Chow, L. T., Gelinas, R. E., Broker, T. R., & Roberts, R. J. (1977). An
amazing sequence arrangement at the 5’ ends of adenovirus 2 messenger
RNA. Cell, 12(1), 1-8.

Christopher, D. A., & Hallick, R. B. (1989). Euglena gracilis chloroplast
ribosomal protein operon: a new chloroplast gene for ribosomal protein
L5 and description of a novel organelle intron category designated group
I11. Nucleic acids research, 17(19), 7591-7608.

Copertino, D. W., & Hallick, R. B. (1991). Group Il twintron: an intron
within an intron in a chloroplast cytochrome b-559 gene. The EMBO
journal, 10(2), 433-442.

88



Copertino, D. W., Christopher, D. A., & Hallick, R. B. (1991). A mixed
group Il/group Il twintron in the Euglena gracilis chloroplast ribosomal
protein S3 gene: evidence for intron insertion during gene
evolution. Nucleic acids research, 19(23), 6491-6497.

Copertino, D. W., Shigeoka, S., & Hallick, R. B. (1992). Chloroplast
group III twintron excision utilizing multiple 5’-and 3’-splice sites. The
EMBO journal, 11(13), 5041-5050.

Copertino, D. W., & Hallick, R. B. (1993). Group Il and group 111 introns
of twintrons: potential relationships with nuclear pre-mRNA
introns. Trends in biochemical sciences, 18(12), 467-471.

Copertino, D. W., Hall, E. T., Van Hook, F. W., Jenkins, K. P., & Hallick,
R. B. (1994). A group Il twintron encoding a maturase-like gene excises
through lariat intermediates. Nucleic acids research, 22(6), 1029-1036.

Criscuolo, A., & Gribaldo, S. (2010). BMGE (Block Mapping and
Gathering with Entropy): a new software for selection of phylogenetic
informative regions from multiple sequence alignments. BMC
evolutionary biology, 10(1), 210.

Cushman, J. C., Christopher, D. A., Little, M. C., Hallick, R. B., & Price,
C. A. (1988). Organization of the psbE, psbF, orf38, and orf42 gene loci
on the Euglena gracilis chloroplast genome. Current genetics, 13(2), 173-
180.

Dai, L., & Zimmerly, S. (2003). ORF-less and reverse-transcriptase-
encoding group Il introns in archaebacteria, with a pattern of homing into
related group Il intron ORFs. RNA, 9(1), 14-109.

De Conti, L., Baralle, M., & Buratti, E. (2013). Exon and intron definition
in pre-mRNA splicing. Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA, 4(1), 49-
60.

Derr, L. K. (1998). The involvement of cellular recombination and repair
genes in  RNA-mediated recombination in  Saccharomyces
cerevisiae. Genetics, 148(3), 937-945.

89



de Vries, R. P., Burgers, K., van de Vondervoort, P. J., Frisvad, J. C.,
Samson, R. A., & Visser, J. (2004). A new black Aspergillus species, A.
vadensis, is a promising host for homologous and heterologous protein
production. Applied and Environmental Microbiology, 70(7), 3954-3959.

Doetsch, N. A., Thompson, M. D., & Hallick, R. B. (1998). A maturase-
encoding group Il twintron is conserved in deeply rooted euglenoid
species: are group Il introns the chicken or the egg?. Molecular biology
and evolution, 15(1), 76-86.

Drager, R. G., & Hallick, R. B. (1993). A complex twintron is excised as
four individual introns. Nucleic acids research, 21(10), 2389-2394.

Duff, M. O., Olson, S., Weli, X., Garrett, S. C., Osman, A., Bolisetty, M.,
Plocik, A., Celniker, S. & Graveley, B. R. (2015). Genome-wide
identification  of  zero  nucleotide  recursive  splicing in
Drosophila. Nature, 521(7552), 376-379.

Einvik, C., Elde, M., & Johansen, S. (1998). Group | twintrons: genetic
elements in myxomycete and schizopyrenid amoeboflagellate ribosomal
DNAs. Journal of biotechnology, 64(1), 63-74.

Farlow, A., Meduri, E., & Schlétterer, C. (2011). DNA double-strand
break repair and the evolution of intron density. Trends in genetics, 27(1),
1-6.

Fekete, E., Fekete, E., Irinyi, L., Karaffa, L., Arnyasi, M., Asadollahi, M.,
& Sandor, E. (2012). Genetic diversity of a Botrytis cinerea cryptic
species complex in Hungary. Microbiological research, 167(5), 283-291.

Fink, G. R. (1987). Pseudogenes in yeast? Cell, 49(1), 5-6.

Flipphi, M., Fekete, E., Ag, N., Scazzocchio, C., & Karaffa, L. (2013).
Spliceosome twin introns in fungal nuclear transcripts. Fungal genetics
and biology, 57, 48-57.

Galagan, J. E., Calvo, S. E., Borkovich, K. A., Selker, E. U., Read, N. D.,
Jaffe, D., ... & Rehman, B. (2003). The genome sequence of the
filamentous fungus Neurospora crassa. Nature, 422(6934), 859-868.

90



Geiser, D. M., Gueidan, C., Miadlikowska, J., Lutzoni, F., Kauff, F.,
Hofstetter, V., .. & Aptroot, A. (2006). Eurotiomycetes:
Eurotiomycetidae and Chaetothyriomycetidae. Mycologia, 98(6), 1053-
1064.

Georgomanolis, T., Sofiadis, K., & Papantonis, A. (2016). Cutting a long
intron short: recursive splicing and its implications. Frontiers in
physiology, 7, 598.

Gilbert, W. (1978). Why genes in pieces? Nature, 271(5645), 501-501.

Gruber, M., Soding, J., & Lupas, A. N. (2006). Comparative analysis of
coiled-coil prediction methods. Journal of structural biology, 155(2),
140-145.

Griitzmann, K., Szafranski, K., Pohl, M., Voigt, K., Petzold, A., &
Schuster, S. (2014). Fungal alternative splicing is associated with
multicellular complexity and virulence: a genome-wide multi-species
study. DNA research, 21(1), 27-39.

Guindon, S., Dufayard, J. F., Lefort, V., Anisimova, M., Hordijk, W., &
Gascuel, O. (2010). New algorithms and methods to estimate maximum-
likelihood phylogenies: assessing the performance of PhyML
3.0. Systematic biology, 59(3), 307-321.

Hafez, M., Majer, A., Sethuraman, J., Rudski, S. M., Michel, F., &
Hausner, G. (2013). The mtDNA rns gene landscape in the
Ophiostomatales and other fungal taxa: twintrons, introns, and intron-
encoded proteins. Fungal genetics and biology, 53, 71-83.

Hafez, M., & Hausner, G. (2015). Convergent evolution of twintron-like
configurations: one is never enough. RNA biology, 12(12), 1275-1288.

Hall, C., & Dietrich, F. S. (2007). The reacquisition of biotin prototrophy
in Saccharomyces cerevisiae involved horizontal gene transfer, gene
duplication and gene clustering. Genetics, 177(4), 2293-2307.

Hatton, A. R., Subramaniam, V., & Lopez, A. J. (1998). Generation of
alternative Ultrabithorax isoforms and stepwise removal of a large intron
by resplicing at exon—exon junctions. Molecular cell, 2(6), 787-796.

91



Hauer, C., Sieber, J., Schwarzl, T., Hollerer, 1., Curk, T., Alleaume, A.
M., Hentze, M. W. & Kulozik, A. E. (2016). Exon junction complexes
show a distributional bias toward alternatively spliced mRNAs and
against mRNAs coding for ribosomal proteins. Cell Reports, 16(6), 1588-
1603.

Haugen, P., Simon, D. M., & Bhattacharya, D. (2005). The natural history
of group I introns. TRENDS in Genetics, 21(2), 111-119.

Henricson, A., Forslund, K., & Sonnhammer, E. L. (2010). Orthology
confers intron position conservation. BMC Genomics, 11(1), 412.

Hibbett, D. S., Binder, M., Bischoff, J. F., Blackwell, M., Cannon, P. F.,
Eriksson, O. E., ... & Lumbsch, H. T. (2007). A higher-level phylogenetic
classification of the Fungi. Mycological research, 111(5), 509-547.

Higashimoto, Y., & Liddle, R. A. (1993). Isolation and characterization of
the  gene  encoding rat  glucose-dependent insulinotropic
peptide. Biochemical and biophysical research communications, 193(1),
182-190.

Hong, L., & Hallick, R. B. (1994). A group Il intron is formed from
domains of two individual group Il introns. Genes & development, 8(13),
1589-1599.

Hyde, K. D., Jones, E. G., Liu, J. K., Ariyawansa, H., Boehm, E.,
Boonmee, S., .. & Diederich, P. (2013). Families of
Dothideomycetes. Fungal diversity, 63(1), 1-313.

International Human Genome Sequencing Consortium. (2004). Finishing
the euchromatic sequence of the human genome. Nature, 431(7011), 931.

Irimia, M., & Roy, S. W. (2014). Origin of spliceosomal introns and
alternative splicing. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 6(6),
a016071.

Irimia, M., Rukov, J. L., Penny, D., Vinther, J., Garcia-Fernandez, J., &
Roy, S. W. (2008). Origin of introns by ‘intronization’of exonic
sequences. Trends in Genetics, 24(8), 378-381.

92



Comm. IUPAC-IUB. (1970). Abbreviations and symbols for nucleic
acids, polynucleotides and their constituents. Biochimica et biophysica
acta. Nucleic acids and protein synthesis. Biochemistry, 9(20), 4022-4027

Janice, J., Jakalski, M., & Makatowski, W. (2013). Surprisingly high
number of Twintrons in vertebrates. Biology direct, 8(1), 4.

Jo, B. S., & Choi, S. S. (2015). Introns: the functional benefits of introns
in genomes. Genomics & informatics, 13(4), 112.

Johansen, S., & Vogt, V. M. (1994). An intron in the nuclear ribosomal
DNA of Didymium iridis codes for a group | ribozyme and a novel
ribozyme that cooperate in self-splicing. Cell, 76(4), 725-734.

Jones, D. T., & Cozzetto, D. (2015). DISOPRED3: precise disordered
region predictions with annotated protein-binding
activity. Bioinformatics, 31(6), 857-863.

Joseph, B., Kondo, S., & Lai, E. C. (2018). Short cryptic exons mediate
recursive splicing in Drosophila. Nature structural & molecular
biology, 25(5), 365-371.

Kastner, B., Will, C. L., Stark, H., & Lithrmann, R. (2019). Structural
insights into nuclear pre-mRNA splicing in higher eukaryotes. Cold
Spring  Harbor  perspectives in  biology, 11(11), a032417,
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a032417

Katoh, K., & Standley, D. M. (2013). MAFFT multiple sequence
alignment software version 7: improvements in performance and
usability. Molecular biology and evolution, 30(4), 772-780.

Kelly, S., Georgomanolis, T., Zirkel, A., Diermeier, S., O'Reilly, D.,
Murphy, S., Langst, G., Cook, P., R. & Papantonis, A. (2015). Splicing of
many human genes involves sites embedded within introns. Nucleic acids
research, 43(9), 4721-4732.

Kempken, F. (2013). Alternative splicing in Ascomycetes. Applied
microbiology and biotechnology, 97(10), 4235-4241.

Khan, H., & Archibald, J. M. (2008). Lateral transfer of introns in the
cryptophyte plastid genome. Nucleic acids research, 36(9), 3043-3053.

93


https://doi.org/10.1101/cshperspect.a032417

Kim, E., Magen, A., & Ast, G. (2007). Different levels of alternative
splicing among eukaryotes. Nucleic acids research, 35(1), 125-131.

Kodama, Y., Shumway, M., & Leinonen, R. (2012). The Sequence Read
Archive: explosive growth of sequencing data. Nucleic Acids
Research, 40(D1), D54-D56.

Koonin, E. V. (2006). The origin of introns and their role in
eukaryogenesis: a compromise solution to the introns-early versus
introns-late debate? Biology direct, 1(1), 22.

Krogh, A., Larsson, B., Von Heijne, G., & Sonnhammer, E. L. (2001).
Predicting transmembrane protein topology with a hidden Markov model:
application to complete genomes. Journal of molecular biology, 305(3),
567-580.

Kupfer, D. M., Drabenstot, S. D., Buchanan, K. L., Lai, H., Zhu, H.,
Dyer, D. W., Roe, B. A. & Murphy, J. W. (2004). Introns and splicing
elements of five diverse fungi. Eukaryotic cell, 3(5), 1088-1100.

Kyndt, T., Haegeman, A., & Gheysen, G. (2008). Evolution of GHF5
endoglucanase gene structure in plant-parasitic nematodes: no evidence
for an early domain shuffling event. BMC Evolutionary Biology, 8(1),
305.

Lambowitz, A. M., & Zimmerly, S. (2004). Mobile group Il
introns. Annual Review Genetics, 38, 1-35.

Lefort, V., Longueville, J. E., & Gascuel, O. (2017). SMS: smart model
selection in PhyML. Molecular biology and evolution, 34(9), 2422-2424.

Lehmann, J., Eisenhardt, C., Stadler, P. F., & Krauss, V. (2010). Some
novel intron positions in conserved Drosophila genes are caused by intron
sliding or tandem duplication. BMC evolutionary biology, 10(1), 156.

Lenfant, N., Hotelier, T., Velluet, E., Bourne, Y., Marchot, P.,, &
Chatonnet, A. (2013). ESTHER, the database of the o/p-hydrolase fold
superfamily of proteins: tools to explore diversity of functions. Nucleic
Acids Research, 41(D1), D423-D429.

94



Li, M., & Song, J. (2007). The N-and C-termini of the human Nogo
molecules are intrinsically unstructured: Bioinformatics, CD, NMR
characterization, and functional implications. Proteins:  Structure,
Function, and Bioinformatics, 68(1), 100-108.

Lynch, M. (2002). Intron evolution as a population-genetic
process. Proceedings of the National Academy of Sciences, 99(9), 6118-
6123.

Maddox, B. (2003). The double helix and the ‘wronged
heroine'. Nature, 421(6921), 407-408.

Maharachchikumbura, S. S., Hyde, K. D., Jones, E. G., McKenzie, E. H.,
Huang, S. K., Abdel-Wahab, M. A,, ... & Hongsanan, S. (2015). Towards
a natural classification and backbone tree for Sordariomycetes. Fungal
Diversity, 72(1), 199-301.

Magliano, P., Flipphi, M., Sanglard, D., & Poirier, Y. (2011).
Characterization of the Aspergillus nidulans biotin biosynthetic gene
cluster and use of the bioDA gene as a new transformation
marker. Fungal genetics and biology, 48(2), 208-215.

Maier, U. G., Rensing, S. A,, Igloi, G. L., & Maerz, M. (1995). Twintrons
are not unique to the Euglena chloroplast genome: structure and evolution
of a plastome cpn60 gene from a cryptomonad. Molecular and General
Genetics MGG, 246(1), 128-131.

Mandels, M. M. & Andreotti, R. E. (1978) Problems and challenges in the
cellulose to cellulase fermentation. Process Biochemistry, 13, 6-13.

Martinez, P., Martin, W., & Cerff, R. (1989). Structure, evolution and
anaerobic  regulation of a nuclear gene encoding cytosolic
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from maize. Journal of
molecular biology, 208(4), 551-565.

Mattupalli, C., Glasner, J. D., & Charkowski, A. O. (2014). A draft
genome sequence reveals the Helminthosporium solani arsenal for cell
wall degradation. American journal of potato research, 91(5), 517-524.

95



McGlincy, N. J., & Smith, C. W. (2008). Alternative splicing resulting in
nonsense-mediated mMRNA decay: what is the meaning of
nonsense? Trends in Biochemical Sciences, 33(8), 385-393.

Michel, F., Kazuhiko, U., & Haruo, O. (1989). Comparative and
functional anatomy of group Il catalytic introns - a review. Gene, 82(1),
5-30.

Mimee, B., Avis, T. J., Boivin, S., Jabaji, S., & Tweddell, R. J. (2011).
Effect of iron and nitrogen on the development of Helminthosporium
solani and potato silver scurf. Canadian journal of plant pathology, 33(4),
506-511.

Mobhr, G., Ghanem, E., & Lambowitz, A. M. (2010). Mechanisms used
for genomic proliferation by thermophilic group Il introns. PLoS
biology, 8(6).

Morgenstern, 1., Powlowski, J., Ishmael, N., Darmond, C., Marqueteau,
S., Moisan, M. C., Quenneville, G. & Tsang, A. (2012). A molecular
phylogeny of thermophilic fungi. Fungal Biology, 116(4), 489-502.

Mount, S. M., Gotea, V., Lin, C. F., Hernandez, K., & Makatowski, W.
(2007). Spliceosomal small nuclear RNA genes in 11 insect
genomes. RNA, 13(1), 5-14.

Nielsen, H., & Johansen, S. D. (2009). Group | introns: moving in new
directions. RNA biology, 6(4), 375-383.

Nilsen, T. W. (2003). The spliceosome: the most complex
macromolecular machine in the cell? Bioessays, 25(12), 1147-1149.

Nilsen, T. W., & Graveley, B. R. (2010). Expansion of the eukaryotic
proteome by alternative splicing. Nature, 463(7280), 457-463.

Oertle, T., Klinger, M., Stuermer, C. A., & Schwab, M. E. (2003). A
reticular rhapsody: phylogenic evolution and nomenclature of the
RTN/Nogo gene family. The FASEB Journal, 17(10), 1238-1247.

Pan, Q., Shai, O., Lee, L. J., Frey, B. J., & Blencowe, B. J. (2008). Deep
surveying of alternative splicing complexity in the human transcriptome
by high-throughput sequencing. Nature genetics, 40(12), 1413.

96



Pao, S. S., Paulsen, I. T., & Saier, M. H. (1998). Major facilitator
superfamily. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 62(1), 1-34.

Papasaikas, P., & Valcarcel, J. (2016). The spliceosome: the ultimate
RNA chaperone and sculptor. Trends in biochemical sciences, 41(1), 33-
45,

Parenteau, J., & Elela, S. A. (2019). Introns: Good Day Junk Is Bad Day
Treasure. Trends in Genetics, doi: 10.1016/j.tig.2019.09.010.

Parra, M. K., Tan, J. S., Mohandas, N., & Conboy, J. G. (2008).
Intrasplicing coordinates alternative first exons with alternative splicing
in the protein 4.1 R gene. The EMBO journal, 27(1), 122-131.

Parra, M. K., Gallagher, T. L., Amacher, S. L., Mohandas, N., & Conboy,
J. G. (2012). Deep intron elements mediate nested splicing events at
consecutive AG dinucleotides to regulate alternative 3’ splice site choice
in vertebrate 4.1 genes. Molecular and cellular biology, 32(11), 2044-
2053.

Perrineau, M. M., Price, D. C., Mohr, G., & Bhattacharya, D. (2015).
Recent mobility of plastid encoded group Il introns and twintrons in five
strains of the unicellular red alga Porphyridium. PeerJ, 3, e1017.

Pfreundt, U., & Hess, W. R. (2015). Sequential splicing of a group Il
twintron in the marine cyanobacterium Trichodesmium. Scientific
reports, 5, 16829.

Pombert, J. F., James, E. R., Janouskovec, J., & Keeling, P. J. (2012).
Evidence for transitional stages in the evolution of euglenid group Il
introns and twintrons in the Monomorphina aenigmatica plastid
genome. PLoS One, 7(12).

Pontecorvo, G., Roper, J. A., Chemmons, L. M., MacDonald, K. D., &
Bufton, A. W. J. (1953). The genetics of Aspergillus nidulans. Advances
in genetics 5, 141-238.

Radtke, M., Srndic, I.,, & Schroeder, R. (2017). Genome-wide
identification of intrasplicing events in the human transcriptome and hints
to their regulatory potential. BioRxiv, 159350.

97



Rice, P., Longden, I., & Bleasby, A. (2000). EMBOSS: the European
Molecular Biology Open Software Suite. Trends in Genetics, 16, 276-
2717.

Rino, J., & Carmo-Fonseca, M. (2009). The spliceosome: a self-organized
macromolecular machine in the nucleus? Trends in cell biology, 19(8),
375-384.

Rogozin, I. B., Carmel, L., Csuros, M., & Koonin, E. V. (2012). Origin
and evolution of spliceosomal introns. Biology direct, 7(1), 11.

Rogozin, I. B., Lyons-Weiler, J., & Koonin, E. V. (2000). Intron sliding
in conserved gene families. Trends in Genetics, 16(10), 430-432.

Roy, S. W., & Gilbert, W. (2006). The evolution of spliceosomal introns:
patterns, puzzles and progress. Nature Reviews Genetics, 7(3), 211-221.

Rudski, S. M., & Hausner, G. (2012). The mtDNA rps3 locus has been
invaded by a group | intron in some species of
Grosmannia. Mycoscience, 53(6), 471-475.

Sakharkar, M. K., Chow, V. T., & Kangueane, P. (2004). Distributions of
exons and introns in the human genome. In silico biology, 4(4), 387-393.

Sakharkar, M. K., Tan, T. W., & de Souza, S. J. (2001). Generation of a
database containing discordant intron positions in eukaryotic genes
(MIDB). Bioinformatics, 17(8), 671-675.

Saudemont, B., Popa, A., Parmley, J. L., Rocher, V., Blugeon, C.,
Necsulea, A., Meyer, E. & Duret, L. (2017). The fitness cost of mis-
splicing is the main determinant of alternative splicing patterns. Genome
biology, 18(1), 208.

Scamborova, P., Wong, A., & Steitz, J. A. (2004). An intronic enhancer
regulates splicing of the twintron of Drosophila melanogaster prospero
pre-mRNA by two different spliceosomes. Molecular and cellular
biology, 24(5), 1855-1869.

98



Schéfer, U. A., Reed, D. W., Hunter, D. G., Yao, K., Weninger, A. M.,
Tsang, E. W., Reaney, M. J. T., MacKenzie, S. L. & Covello, P. S.
(1999). An example of intron junctional sliding in the gene families
encoding squalene monooxygenase homologues in Arabidopsis thaliana
and Brassica napus. Plant molecular biology, 39(4), 721-728.

Schmucker, D., Clemens, J. C., Shu, H., Worby, C. A., Xiao, J., Muda,
M., Dixon, L. E. & Zipursky, S. L. (2000). Drosophila Dscam is an axon
guidance receptor exhibiting extraordinary molecular
diversity. Cell, 101(6), 671-684.

Schoch, C. L., Sung, G. H., Lépez-Girdldez, F., Townsend, J. P,
Miadlikowska, J., Hofstetter, V., ... & Gueidan, C. (2009). The
Ascomycota tree of life: a phylum-wide phylogeny clarifies the origin and
evolution of fundamental reproductive and ecological traits. Systematic
biology, 58(2), 224-239.

Séraphin, B., & Rosbash, M. (1990). Exon mutations uncouple 5’ splice
site selection from U1 snRNA pairing. Cell, 63(3), 619-629.

Sibley, C. R., Emmett, W., Blazquez, L., Faro, A., Haberman, N., Briese,
M., Trabzuni, D., Ryten, M., Weale, M., E., Hardy, J., Modic, M., Curk,
T., Wilson, S., W., Plagnol, V. & Ule, J. (2015). Recursive splicing in
long vertebrate genes. Nature, 521(7552), 371-375.

Stoltzfus, A., Logsdon, J. M., Palmer, J. D., & Doolittle, W. F. (1997).
Intron “sliding” and the diversity of intron positions. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 94(20), 10739-10744.

Stothard, P. (2000). The sequence manipulation suite: JavaScript
programs for analyzing and formatting protein and DNA
sequences. Biotechniques, 28(6), 1102-1104.

Suzuki, H., Kameyama, T., Ohe, K., Tsukahara, T., & Mayeda, A. (2013).
Nested introns in an intron: evidence of multi-step splicing in a large
intron of the human dystrophin pre-mRNA. FEBS letters, 587(6), 555-
561.

99



Tang, Y., Nielsen, H., Masquida, B., Gardner, P. P., & Johansen, S. D.
(2014). Molecular characterization of a new member of the lariat capping
twin-ribozyme introns. Mobile DNA, 5(1), 25.

Tarrio, R., Ayala, F. J., & Rodriguez-Trelles, F. (2008). Alternative
splicing: a missing piece in the puzzle of intron gain. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 105(20), 7223-7228.

Tocchini-Valentini, G. D., Fruscoloni, P., & Tocchini-Valentini, G. P.
(2009). Processing of multiple-intron-containing pretRNA. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 106(48), 20246-20251.

Turunen, J. J., Niemel4, E. H., Verma, B., & Frilander, M. J. (2013). The
significant other: splicing by the minor spliceosome. Wiley
Interdisciplinary Reviews: RNA, 4(1), 61-76.

Vitikainen, M., Arvas, M., Pakula, T., Oja, M., Penttild, M., &
Saloheimo, M. (2010). Array comparative genomic hybridization analysis
of Trichoderma reesei strains with enhanced cellulase production
properties. BMC genomics, 11(1), 441, 10.1186/1471-2164-11-441

Vogel, H. J. (1956). A convenient growth medium for Neurospora crassa.
Microb. Genet. Bull., 13, 42-43.

Wang, B., Guo, G., Wang, C., Lin, Y., Wang, X., Zhao, M., Guo, Y., He,
M., Zhang, Y. & Pan, L. (2010). Survey of the transcriptome of
Aspergillus oryzae via massively parallel mRNA sequencing. Nucleic
acids research, 38(15), 5075-5087.

Wang, Y., Liu, J., Huang, B. O., Xu, Y. M., Li, J., Huang, L. F., Lin, J.,
Zhnag, J., Min, Q. H., Yang, W. M. & Wang, X. Z. (2015). Mechanism of
alternative splicing and its regulation. Biomedical reports, 3(2), 152-158.

Watson, J. D., & Crick, F. H. (1953). Molecular structure of nucleic
acids. Nature, 171(4356), 737-738.

Will, C. L., & Lihrmann, R. (2011). Spliceosome structure and

function. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 3(7), a003707,
https://dx.doi.org/10.1101/cshperspect.a003707

100


https://dx.doi.org/10.1101/cshperspect.a003707

Woodward, L. A., Mabin, J. W., Gangras, P., & Singh, G. (2017). The
exon junction complex: a lifelong guardian of mRNA fate. Wiley
Interdisciplinary Reviews: RNA, 8(3), e1411.

Wortman, J. R., Gilsenan, J. M., Joardar, V., Deegan, J., Clutterbuck, J.,
Andersen, M. R., ... & Von Déhren, H. (2009). The 2008 update of the
Aspergillus nidulans genome annotation: a community effort. Fungal
Genetics and Biology, 46(1), S2-S13.

Xie, B. B., Li, D., Shi, W. L., Qin, Q. L., Wang, X. W., Rong, J.C., ... &
Chen, X. L. (2015). Deep RNA sequencing reveals a high frequency of
alternative  splicing events in  the fungus  Trichoderma
longibrachiatum. BMC genomics, 16(1), 54.

Yan, C., Wan, R., & Shi, Y. (2019). Molecular mechanisms of pre-
mRNA splicing through structural biology of the spliceosome. Cold
Spring  Harbor  Perspectives in  Biology, 11(1), a032409,
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a032409

Yenerall, P., & Zhou, L. (2012). Identifying the mechanisms of intron
gain: progress and trends. Biology direct, 7(1), 29.

Zhang, X. O., Fu, Y., Mou, H., Xue, W., & Weng, Z. (2018). The
temporal landscape of recursive splicing during Pol Il transcription
elongation in human cells. PLoS genetics, 14(8).

Zumkeller, S., Gerke, P., & Knoop, V. (2020). A functional
twintron, ‘zombie’twintrons and a hypermobile group II intron invading
itself in  plant  mitochondria. Nucleic  Acids Research. doi:
10.1093/nar/gkz1194

101


https://doi.org/10.1101/cshperspect.a032409

10. Tudomanyos tevékenység

Az értekezés alapjat képezo publikaciok:

1. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Scazzocchio C, Flipphi M, Fekete
E (2019): A spliceosomal twin intron (stwintron) participates in
both exon skipping and evolutionary exon loss. Scientific Reports,
9(1), 1-11.

Impakt faktor: 3,998

2. Flipphi M, Ag N, Karaffa L, Kavalecz N, Cerqueira G,
Scazzocchio C, Fekete E (2017): Emergence and loss of
spliceosomal twin introns. Fungal Biology and Biotechnology,
4:7.

3. Fekete E,Flipphi M, Ag N, Kavalecz N, Cerqueira G,
Scazzocchio C, Karaffa L (2017): A mechanism for a single
nucleotide intron shift. Nucleic Acids Research, 45: 9085-9092.

Impakt faktor: 11,561

102



Egyéb publikaciok:

1. Ag N, Kavalecz N, Pénzes F, Karaffa L, Scazzocchio C, Flipphi
M, Fekete E (2020): Complex intron generation in the yeast
genus Lipomyces. Scientific Reports, 10: 6022.

Impakt faktor: 3,998

2. Fekete E, Orosz A, Kulcsar L, Kavalecz N, Flipphi M, Karaffa
L (2016): Characterization of a second physiologically relevant
lactose permease gene (lacpB) in Aspergillus
nidulans. Microbiology-SGM, 162: 837-847.

Impakt faktor: 2,151

Az értekezés témajaban bemutatott poszterek:

1. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Scazzocchio C, Flipphi M, Fekete
E: Involvement of spliceosomal twin introns in instances of
alternative splicing in Aspergillus (15" European Conference of
Fungal Genetics, Rome, Italy, 2020)

2. Ag N, Kavalecz N, Pénzes F, Karaffa L, Claudio S, Flipphi M,
Fekete E: A spliceoszomalis iker-intronok (stwintron) szerepe az
alternativ splicing két tipusdban (Biotechnoldogia a Debreceni
Egyetemen Tudomdnyos Szimpozium, Debrecen, 2019)

3. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Flipphi M, Fekete E: Role for
spliceosomal twin introns in two modes of alternative splicing
(8" FEMS Congress of European Microbiologists, Glasgow, UK,
2019)

103


https://m2.mtmt.hu/api/author/10060293
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000107
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002326

4. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Scazzocchio C, Flipphi M, Fekete
E: A spliceosomal twin intron (stwintron) participates in both
exon skipping and intron evolution (4 Magyar Mikrobiologiai
Tarsasag XVIII. nemzetkozi nagygyiilése, Budapest, 2019)

5. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Scazzocchio C, Flipphi M, Fekete
E: A spliceosomal twin intron conserved across all classes of the
Pezizomycotina subphylum (30th Fungal Genetics Conference,
Pacific Grove, California, USA, 2019)

6. Kavalecz N, Flipphi M, Ag N, Karaffa L, Cerqueira G,
Scazzocchio C, Fekete E: Genesis and loss of spliceosomal twin
introns  (“stwintrons”) (5" Central European Forum for
Microbiology [CEFORM], Keszthely, Hungary, 2017)

7. Rimaszombati F, Kavalecz N, Ag N, Fekete E: Spliceoszomalis
iker-intronok (stwintronok) detektalasa és vizsgalata Aspergillus
nidulans fonalas gombaban (Szent-Gydrgyi Albert Konferencia,
Budapest, 2017)

8. Fekete E, Flipphi M, Ag N, Kavalecz N, Cerqueira G,
Scazzocchio C, Karaffa L: Pivotal role for the alternatively
spliced, spliceosomal twin intron in one-bp intron drift
(29" Fungal Genetics Conference, Pacific Grove, California,
USA, 2017)

Egyéb poszterek:

1. Ag N, Kavalecz N, Pénzes F, Karaffa L, Scazzocchio C, Flipphi
M, Fekete E: Formation of a new intron within an extant intron:
how can stwintronisation happen? (15" European Conference of
Fungal Genetics, Rome, Italy, 2020)

104


https://m2.mtmt.hu/api/author/10060293
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000107
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002326
https://m2.mtmt.hu/api/author/10060293
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000107
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002326
https://m2.mtmt.hu/api/publication/30626993
https://m2.mtmt.hu/api/publication/30626993

2. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Flipphi M, Fekete E: A new class
of spliceosomal twin intron revealed in Aspergillus nidulans: A
role in gene expression through alternative splicing? (8" FEMS
Congress of European Microbiologists, Glasgow, UK, 2019)

3. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Flipphi M, Fekete E: A lariat
branch point motif-interrupted spliceosomal twin intron
in Aspergillus nidulans (2nd Splicing Conference, Costa da
Caparica, Portugal, 2018)

4. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Flipphi M, Fekete E: A lariat
branch point motif-interrupted spliceosomal twin intron
in Aspergillus nidulans (14" European Conference of Fungal
Genetics, Haifa, Israel, 2018)

5. Kulcsar L, Orosz A, Kavalecz N, Flipphi M, Fekete E, Karaffa L:
Lactose uptake is mediated by differentially regulated permeases
in Aspergillus nidulans, one of which is also involved in
cellobiose catabolism (13" European Conference of Fungal
Genetics, Paris, France, 2016)

Az értekezés témajaban elhangzott el6adasok:

1. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Flipphi M, Pénzes F, Fekete E:
Fungalis stwintronok (spliceoszomalis iker-intronok) szerepe
alternativ splicinghoz kothetd mechanizmusokban
(Biotechnologia a  Debreceni  Egyetemen  Tudomanyos
Szimpozium, Debrecen, 2019)

105


https://m2.mtmt.hu/api/author/10060293
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000107
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002326

Egyéb eloadasok:

1. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Flipphi M, Fekete E: Egy tj tipusa
spliceoszomalis iker-intron leirasa Aspergillus nidulans gombaban
(Magyar Mikrobiologiai Tarsasag Nagygyiilése, Eger, 2018)

2. Kavalecz N, Ag N, Karaffa L, Flipphi M, Fekete E: A lariat
branch point motif-interrupted spliceosomal twin intron
in Aspergillus nidulans (2" International Caparica Conference in
Splicing, Costa da Caparica, Portugal, 2018)

3. Kavalecz N: The first instance of a lariat branch point motif-
interrupted spliceosomal twin intron in Aspergillus nidulans (7th
Interdisciplinary Doctoral Conference, Pécs, 2018)

106



11. Koszonetnyilvanitas

Mindenek eldtt szeretnék készonetet mondani témavezetémnek, Dr.
Fekete Erzsébet, egyetemi docensnek, aki mindvégig motivalt ¢és
figyelemmel kisérte tudomdnyos munkdmat egyetemi éveim alatt.
Barmilyen problémaval bizalommal fordulhattam hozza, szakmai
hozzaértésével és Otleteivel pedig nagyban eldésegitette a kisérletek

sikerességét. Koszondm a rengeteg tdmogatast €s tiirelmet!

Koszonettel tartozom Dr. Karaffa Levente egyetemi docens, az
MTA doktora, tanszékvezetonek, akitél lehetéséget kaptam, hogy a
Biomérnoki Tanszék laboratoriumaiban végezzem a disszertaciom
elkésziiltéhez sziikséges kisérleteimet. Ehhez nem csak az anyagi és
technikai feltételeket biztositotta, de figyelemre méltdé szakmai tudasaval

is tamogatta a kutatasi projekteket.

Hatalmas koszonet illeti az stwintron kutatocsoportunk tovabbi
tagjait is. Dr. Michel Flipphi holland kutatonak szeretném megkdszonni
a publikaciok elkésziiltében nyujtott nélkiilozhetetlen segitségét; Dr. Ag
Norbert egyetemi adjunktusnak pedig elsésorban a relevans molekularis
biologiai moddszerek elsajatitdsdban, valamint az abrak elkészitésében

nyUjtott segitségét.

Természetesen a Biomérnoki Tanszék minden korabbi, illetve
jelenlegi dolgozojanak halas vagyok, aki valamilyen iton-mddon segitette
a munkamat. Kiilon kiemelném Dr. Németh Zoltant, akihez barmilyen

kritikus helyzetben fordulhattam tandcsért, illetve Fekete Zoltan tanszéki

107



mérndkot, aki segitségemre volt a felmeriild technikai problémak

athidalasaban.

Szeretném megkdszonni a rengeteg segitséget és tdmogatast PhD
hallgaté tarsaimnak, kiilonosképp Kollath Istvan Sandornak, Pénzes
Fruzsinanak, Marton Alexandranak és Biré Viviennek, akikre nem

csak munkatarsként, de baratként is szamithattam, szamithatok.

Ko6szondm azon volt, illetve jelenlegi biomérnok BSc és MSc
hallgatok munkdjat, akik szakdolgozoként részt vettek az stwintron

kutatocsoport projektjeiben és hozzajarultak a kisérletek sikerre viteléhez.

Végezetiil szeretném megkoszonni csaladomnak ¢és barataimnak,
hogy hittek bennem ¢és mindvégig tdmogattak, illetve Liptak Noémi
Csillanak és Rubisco-nak, hogy toleraltak és mellettem voltak még a

leggyengébb pillanataimban is!

Koszonom!

A kutatas a GINOP-2.3.2-15-2016-00008 szamu projekt keretében,
az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap
tarsfinanszirozasaval valosult meg, valamint az EFOP-3.6.1-16-2016-
00022 szamu projekt keretében az Eurdopai Unié tamogatdsaval, az

Eurodpai Szocialis Alap tarsfinanszirozésaval.

108



12. Fiiggelék

12.1. A Kkisérletek soran alkalmazott oligonukleotid

primerek

3. tablazat: Splicing intermedierek azonositasahoz hasznalt primerek

Gombatorzs Lokusz Primer neve Szekvencia (5°-)

A. nidulans R21

AN327 P1
(ATCC 48756) 3270 CTGTGGCTATACTGGCTGGT
A. nidulans R21

AN327 P
(ATCC 48756) 3270 3 CAGTTCAGATCTGATCATGT
T. reesei QM9414

TRIREDRAFT 43701 | P1
(ATCC 26021) 4370 GACGACAAGAGCAACCCCAT
T. reesei QM9414

TRIREDRAFT 43701 | P TTCGGACCTTGTAGATTGTA
(ATCC 26021) 4370 3 GTTCGGACCTTGTAGATTG
T. reesei QM9414

TRIREDRAFT 43701 | P2
(ATCC 26021) 4370 GTCCTCTGGTAAGTTGTCT
T. reesei QM9414
(ATCC 26921) TRIREDRAFT 43701 | P4 CCAACCGATATACTCAGTCG
T. reesei QM9414
(ATCC 26921) TRIREDRAFT 43701 | P1 GACGACAAGAGCAACCCCAT
T. reesei QM9414
(ATCC 26921) TRIREDRAFT 43701 | P5 CATCCAACAGGTTTTGAGCT
A. nidulans R21
(ATCC 48756) ANT7524 PLF ATTGCGAGGCGAGTGGATTG
A. nidulans R21
(ATCC 48756) ANT7524 P2 R GCGGTAGTCGGCTTCTATTC
A. nidulans R21
(ATCC 48756) ANT7524 P3 R TAGCGGCAGTCCTTGGTCAC
A.niger ATCC 1015 | ASPNIDRAFT 53020 | PL F GTGGATTGAGATGAAGGATG
A niger ATCC 1015 | ASPNIDRAFT 53020 | P2 R GCGCCAGGCGATATTTAGCTG
A niger ATCC 1015 | ASPNIDRAFT 53020 | P3_R AGGGAGAAATTAAAATAGCAC
A. nidulans R21 Anid_D5.6_P1
(ATCC 48756) AN5404 CTTGCAGTTTCATCGCTTCT
A. nidulans R21 AN5404 Anid_D5.6 P2 | CGACTCCTTGATGTCTGCAA
(ATCC 48756) Me_bs:o_
A. nidulans R21 AN5404 Anid D5.6 P3 | GTGGTGGTCGAAGGAATCAC
(ATCC 48756) Me_bs:o_
A.niger ATCC 1015 | ASPNIDRAFT 198312 | Anig D5.6 Pl | CTTTGCGAGAGCGCCTAAGC
A niger ATCC 1015 | ASPNIDRAFT_198312 | Anig D5.6_P2 | GCAGTGGTAGATGAAGGGCTA
A niger ATCC 1015 | ASPNIDRAFT 198312 | Anig D5.6_P3 | TTGAAGAACCAACGGAGGAG
T. reesei QM9414

Q TRIREDRAFT_44705 | o D56 P1 | CACAGCTCTCGACCTCTCTT

(ATCC 26921)
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T. reesei QM9414

(ATCC 26921) TRIREDRAFT_44705 Trire_D5.6_P2 CGGCTTCTAGAGCTCATCGT

T. reesei QM9414 TRIREDRAFT 44705 Trire_D5.6_P3 TCTCCCAGGAGAAGAGATGG

(ATCC 26921) - rire_Do.6_

B. cinerea B05.10 BCIN_07g03170 Bcin_D5.6_P1 ACACAACCGCCTTTCCATCA

B. cinerea B05.10 BCIN_07g03170 Bcin_D5.6_P2 GGCAGCTGCAGATGCATCTAAA

B. cinerea B05.10 BCIN_07g03170 Bcin_D5.6_P3 CGTTCACGACACTTTGAGTGA

H. solani B-AC-16A HELSOL_RTNA Hsol_D5.6_P1 TTGCGGTTGTTAGAGTGTGC

H. solani B-AC-16A HELSOL_RTNA Hsol_D5.6_P2 CCGTTTCAAACCACTCGACCA

H. solani B-AC-16A HELSOL_RTNA Hsol_D5.6_P3 CAGGACCTGTGGGGAATTTA

H. solani B-AC-16A HELSOL_RTNA Hsol_D5.6_P4 GGGCATTTGCAAGATCAGAA

N. crassa OR74A NCU06361 Ncra_D5.6_P1 GACTTGACAGCTTCATCCTC

N. crassa OR74A NCU06361 Ncra_D5.6_P2 GTCTATTGGGATGCAAGTCAG

N. crassa OR74A NCU06361 Ncra_D5.6_P3 TCACGGCATCATATGCAGAAG

N. crassa OR74A NCU06361 Ncra_D5.6_P4 CTAACAGAGAAGATGGCAGCG

?",’L'l'g'ggamomea CBS | Malci1p7_008099 Malci_D5.6_P1 | GTACGTCCGTCTCCTTTGTTT

g’kg'ggamomea CBS | Malci1p7_008099 Malci_D5.6_P2 | GAATGTGTGAGACGACTATC

< anamomea CBS | Malci1p7_008099 Malci_D5.6_P3 | AGAGACAACAGACGCATCGA
4. tablazat: cDNS szekvenaltatashoz hasznalt primerek

Gombatorzs Lokusz Primer neve Szekvencia (5°-)

A. nidulans R21

(ATCC 48756) AN3270 AN3270_seq Forwl | CTGTGGCTATACTGGCTGGT

A. nidulans R21

(ATCC 48756) AN3270 AN3270_seq_Revl ACTGTCCCGTAGATGATGGC

A. nidulans R21

(ATCC 48756) AN3270 AN3270_seq Forw2 | TCGGTGGATTCGTCTCGCAA

A. nidulans R21

(ATCC 46756) AN3270 AN3270_seq Rev2 TCGCCGTATGTGCTCTAAAC

T. reesei

QM9414 (ATCC | TRIREDRAFT 43701 | Trire_seq_Forwl CATCTTTGCTTCGTTGTCCAG

26921)

T. reesei

QM9414 (ATCC | TRIREDRAFT 43701 | Trire_seq_Revl GCTTCTTGCCCTGGTTCTTC

26921)

T. reesei

QM9414 (ATCC TRIREDRAFT_43701 | Trire_seq_Forw2 CATCATTGGCGTCATCTTCG

26921)

T. reesei

QM9414 (ATCC TRIREDRAFT_43701 | Trire_seq_Rev2 GCAATCTAAGGTAAGTCGTC

26921)

A. nidulans R21

(ATCC 48756) AN7524 AN7524 F1 GCAATGAGCATCCTTGACG

A. nidulans R21

(ATCC 48756) AN7524 P3 R TAGCGGCAGTCCTTGGTCAC

A. nidulans R21

(ATCC 48756) AN7524 AN7524 F2 GAATAGAAGCCGACTACCGC
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A. nidulans R21

AN7524 R AGGTATCAATCTAGCTCCAA
(ATCC ag756) | AN7°24 -
f(');;ger ATCC | ASPNIDRAFT 53020 | 53020_ F1 GGTCATCTTTACCTCCTCTAG
f(');;ger ATCC | ASPNIDRAFT 53020 | P3_R AGGGAGAAATTAAAATAGCAC
f(.);;ger ATCC | ASPNIDRAFT 53020 | 53020_ F2 CAGCTAAATATCGCCTGGCGC
/;(.)nger ATCC | ASPNIDRAFT 53020 | 53020_ R CGACAACCACTGACTGCCAAC
A. nidulans R21
AN5404
(ATCC 48756) 540 AN5404_seq_F1 GCTTCCGCACAGACTCAAAC
A. nidulans R21
AN5404

(ATCC 48756) 540 AN5404_seq_R1 TCATGTCAAAGAAGCAGATT
A. niger ATCC
o1s. PSPNIDRAFT_L983L | Anig_seq_F1 GGTCGTTCCCTTCGTCTTCC
A. niger ATCC
o 1;9 ;‘SPN'DRAFT—19831 Anig_seq_R1 CCGCAATTCTCACAGTTCCATC
T. reesei
QM9414 (ATCC | TRIREDRAFT 44705 | Trire_seq F1 CTCCCACAGCCAGAAGAAAG
26921)
T. reesei
QM9414 (ATCC | TRIREDRAFT 44705 | Trire_seq R1 GAAGGAAAGAACGTGTCGATA
26921)
B. cinerea B05.10 | BCIN_07g03170 Bcin_seq_F1 TCGACTGTTTCCCTTCTTCC
B. cinerea B05.10 | BCIN_07g03170 Bcin_seq_R1 CGTGATTCTCGCTGACTCCTC

~solani B-AC-
TB:O""‘”' B HELSOL_RTNA Hsol_seq_F1 GAAACCCCTCTGTCCGCATTG
H. solani B-AC-
. 620 ant HELSOL_RTNA Hsol_seq_R1 AGCCCAGCCTGCGTTGATACT
N. crassa OR74A | NCU06361 Ncra_seq_F1 GACTTGACAGCTTCATCCTC
N. crassa OR74A | NCU06361 Ncra_seq_R1 GGTATCGTGATCATGGAATCC
M.cinnamomea . Malci_seq_F1 TCGAGTCTCCCGCTCAGCAGC
CBS 343,55 Malcilp7_008099
M.cinnamomea . Malci_seq_R1 TCATCCGATAGTCACAGGGCA
CBS 343.55 Malcilp7_008099
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12.2. A vizsgalt fehérjék filogenetikai fai

Chalara.longipes_C3
- Chrysoporthe.austroafricana_D
Chrysoporthe.cubensis_A
- Chrysoporthe.deuterocubensis_A
Chaetomium.globosum_A
- Aspergillus.niger_An76_D
- Aspergillus.tubingensis_D
-~ Aspergillus.kawachii_D
-~ Aspergillus.awamori_D
-+ Aspergillus.luchuensis_D
Coniochaeta.ligniaria_C3
Acremonium.chrysogenum_A
Pochonia.chlamydosporia_A
-- Talaromyces.islandicus_D
Talaromyces.piceae_D
Talaromyces.cellulolyticus_D
Talaromyces.pinophilus_D
- Talaromyces.verruculosus_D
Talaromyces.aculeatus_D
- Talaromyces.stipitatus_D
- Togninia.minima_D
- Niesslia.exilis_A
- Ascocoryne.sarcoides_A
-~ Aspergillus.carbonarius_D
Fusarium.sp_JS1030_D
- Tolypocladium.sp_Sup5_D
- Tolypocladium.sp_Salcha_D
- Tolypocladium.inflatum_D
Cladonia.macilenta_D
Neosartorya.udagawae_D
- Aspergillus.fumigatus_D
- Neosartorya fischeri_D
- Aspergillus.novofumigatus_D
- Aspergillus. lentulus_D
- Aspergillus.clavatus_D
- Exophiala.xenobiotica_D
-~ Exophiala.spinifera_D
- Trichoderma.reesei_A
- Trichoderma.parareesei_A
- Trichoderma.longibrachiatum_A
Trichoderma.citrinoviride_D
- Ustilaginoidea.virens_A
Epichloe.gansuensis_A
Claviceps.paspali_A
Aciculosporium.take_D
- Penicillium.solitum_D
- Penicillium.freii_A
- Penicillium.verrucosum_A
- Penicillium.nordicum_A
-+ Penicillium.thymicola_A
- Penicillium.griseofulvum_A
-+ Penicillium.paneum_A
-~ Penicillium.chrysogenum_A
- Penicillium.rubens_A
- Penicillium.lanosocoeruleum_A
Penicillium.capsulatum_A
- Penicillium.canescens_A
-~ Aspergillus.nidulans_D
-+ Aspergillus.calidoustus_A
A illus.ustus_D
- Raffaelea.quercivora_C5
Aspergillus sclerotiorum_C5
Aspergillus zonatus_C5
Penicillium.raistrickii_C5
Penicillium.expansum_C5
Penicillium aurantiogriseum_C5
Penicillium janthinellum_C5
Penicillium.citrinum_C5
Hymenoscyphus.varicosporoides_C5
- Talaromyces.purpureogenus_D
- Aspergillus.steynii_D
- Clonostachys.rosea_A
- Microascus.trigonosporus_A
Thielavia terrestris_P
Qidiodendron.maius_Pb
Beauveria.bassiana_P
—| 0% 0% ----- Endocalyx.cinctus_P
1 1 Thozetella.sp_PMI_491_P

Trichoderma.virens_P
o \ Trichoderma.harzianum_P

Trichoderma.citrinoviride_P

1 --+--+-- Trichoderma.atroviride_P

Trichoderma.gamsii_P
Trichoderma.hamatum_P
Cadophora.sp_DSE1049_P
Cadophora malorum_P
Helotiales.sp_VPRI_42388_P
Ascocoryne.sarcoides_P
Oidiodendron.maius_Pa

0.07
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18. abra: Pezizomycotina DHA1 fehérjék filogenetikai kapcsolatit bemutato
Maximum Likelihood fa. Az A. nidulans DhaoS proteinjével nagyfok(i hasonlésagot
(legalabb 45%-0s) mutatdo Pezizomycotina DHA1 fehérjék (89 db) alapjan késziilt
torzsfat lathatjuk az abran. A Maximum Likelihood Ratio teszt értékei feltlintetésre
keriiltek az elagazasokban. Az a 36 ortoldog gén, melyek tartalmaznak [D1,2] stwintront,
a fajnév mogott egy ,, D” jelolést kaptak és fekete szinnel szerepelnek az abran. Azon
fehérjék (28 db), melyek kodold génje egy alternativ [D1,2]/[A2,3] stwintront tartalmaz
azonos pozicioban, ,, A” jelolést kaptak és kék szinnel szerepelnek az abran. A
proteinek (9 db), melyek kodold génje egy kanonikus phase-2 intront hordoz az A.
nidulans stwintron pozicidban, ,, C5” utdtaggal lettek ellatva és piros szinnel vannak
feltiintetve, mig az a két ortolog, mely phase-0 intronnal rendelkezik, ,, C3” jelolést
kapott és zold szinnel keriiltek feltiintetésre. A kiilcsoportba tartozo 16 darab DHAI
proteint (,, P” utotaggal és sziirke szinnel jelolve) kodolo gének egyaltalan nem
tartalmaznak intront; Oidiodendren maius genomjaban a gén raadéasul két kopiaban is
megtalalhaté (,, Pa”-val és ,, Pb”-vel jelolve az abran). Az a 21 fehérje, melyek
félkovér betiikkel Keriiltek feltiintetésre, olyan ortolég gének altal kodoltak, melyek
tartalmaznak még egy normal intront, 329 nt tavolsagra a [D1,2] stwintron poziciotol

downstream iranyba. (sajat szerkesztésli abra Fekete és mtsai., 2017 alapjan)
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Eurotiomycetes

1
r 0.99
| Dothideomycetes
Umbilicaria.muehlenbergii
4 Lasallia.pustulata
P Lecanoromycetes
Ramalina.peruviana_Corr
— 4 1
) 1 Cladonia.metacorallifera
1
Cladonia.macilenta
Leotiomycetes
Sordariomycetes
— 0,54
1
Dactylellina.haptotyla_A
L Orbiliomycetes
Intron 1 . Arthrobotrys.oligospora
Dactylellina.haptotyla_B
Pyr holod
1 Pezizomycetes
Tuber porum
Saitoella.
1 — Taphrina.populina
1 Taphrina flavorubra
2 ggTaphn’na.wiesneri Taphrinomycotina
0,94
Taphrina.deformans_PYCC_5710
1
Taphrina.deformans_JCM_22205
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19. abra: Az Ascomycota LipS ortologok filogenetikai kapcsolatat bemutato
Maximum Likelihood fa. A Taphrinomycotina fehérjék képezik a torzsfa kiilcsoportjat.
A Maximum Likelihood Ratio teszt alapjan kapott értékék (0-1) feltlintetésre keriiltek az
elagazasokban. A fa againak szinezésével kiilonboztettiik meg az egyes Pezizomycotina
osztalyokat, a kovetkezOk szerint: olivazold: Pezizomycetes, barna: Orbiliomycetes, kék:
Sordariomycetes, zo6ld: Eurotiomycetes (beleértve A. nidulans-t is), piros:
Dothideomycetes, narancssarga: Leotiomycetes, lila: Lecanoromycetes. A felsoroltak
koziil, az utolsdé Ot osztdly a Leotiomyceta szuperosztalyba tartozik. A koénnyebb
attekinthet6ség  érdekében, négy osztaly (Sordariomycetes, Eurotiomycetes,
Dothideomycetes és Leotiomycetes) fajait osztalyonként egybevontuk. Azokat az
osztalyokat, melyek gombafajainak genomjaban megtalalhatd a vizsgalt stwintron,
alahuzassal jeloltiik. Azon Pezizomycetes és Orbiliomycetes fajok nevét, melyek az
stwintron pozicioban (az A. nidulans masodik intron poziciéja) egy normal intront
hordoznak az ortolog génben, vilagoskék szinnel tiintettiik fel. Az stwintron létrejottének
feltételezett idejét sarga nyilak jelzik. A megvizsgalt adatok alapjan nem donthetd el
egyértelmiien, hogy az stwintron az el6tt, vagy utan jelent meg, hogy a Sordariomycetes

osztaly divergalt. (sajat szerkesztésii abra Flipphi és mtsai., 2017 alapjan)
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Aspergillus.sydowii
1
1 Aspergillus.sp_Z5

— 1 Aspergillus.versicolor
1 illus.nidulans
Aspergillus.ustus

1

Aspergillus.rambellii
— 097 _| 1
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1
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wentii
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i [E 097 ! Ajellomyces.dermatitidis
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——1< [Chaetoth
0.2
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20. abra: A LipS protein Maximum Likelihood torzsfaja: Stwintron vesztési
események Eurotiomycetes-ek kozott. Az elvégzett filogenetikai analizis alapjan
abrazolt fa (19. abra) ,al”-fajat lathatjuk az abran, melyen az egyes Eurotiomycetes
rendek stwintron vesztési eseményiet részletesebben abrazoltuk. A szinkodok
megegyeznek a 19. abran hasznaltakkal. Azon fajok nevei, melyek lipS génjiikb6l
elveszitették stwintronjukat, piros szinnel lettek az abran feltiintetve. Az abra kdnnyebb
atlathatosaga érdekében gombak egyes csoportjait 6sszevontuk, melyek esetén azonos
intron vesztési/szerzési eseményeket tudtunk kimutatni. Az Gsszevont Chaetothyriales
klad, illetve a Penicillium nemzetség egyik tagja sem hordoz intronikus szekvenciat az
stwintron pozicidban (masodik Aspergillus intron pozicid a génen beliil); az abran piros
négyzettel jeldlve, utalva az stwintron vesztésre. Az stwintron elvesztésének tovabbi,
fiiggetlen eseteit piros haromszogek jelzik. (sajat szerkesztésti abra Flipphi és mitsai.,

2017 alapjan)
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Umbilicaria.muehlenbergii

Lasallia.pustulata

Lecanoromycetes

Ramali iana_Corr

I_ Cladonia.metacorallifera

1

—

Cladonia.macilenta

borealis
0,99
[— Botrytis. paeoniae
il
Botrytis.cinerea_T4
A hotheca.resinae
Oidi maius
-> Caimeyella.variabilis
1 Leotiomycetes
Calycina.herbarum
- 053 i repandus

—" Glarea

Marssonina.brunnea

Cadophora.malorum

0,88

Fungal.sp_EF0021

0.05
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21. abra: A LipS protein Maximum Likelihood torzsfaja: Stwintron vesztési
események Leotiomycetes-ek kozott. Az elvégzett filogenetikai analizis alapjan abrazolt
fa (19. abra) ,al”-fajat lathatjuk az abran, melyen az egyes Leotiomycetes rendek
stwintron vesztési eseményiet részletesebben abrazoltuk. A szinkodok megegyeznek a
19. abran hasznaltakkal. Azon fajok nevei, melyek lipS génjiikbol elveszitették
stwintronjukat, piros szinnel lettek az abran feltiintetve. Az stwintron elvesztésének
tovabbi, fliggetlen eseteit piros haromszogek jelzik. (sajat szerkesztésti abra Flipphi és

mtsai., 2017 alapjan)
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22. abra: Az Ascomycota BioDA protein Maximum Likelihood torzsfaja: egy [D2,3]
stwintron megjelenése. A fan a Taphrinomycotina fehérjék képezik a kiilcsoportot. Az
Approximate Likelihood Ratio Teszt értékei (0-1) az elagazasi pontokban keriiltek
feltiintetésre. A kiilonb6z6 szinli agak az egyes Pezizomycotina osztalyokat
reprezentaljak, a szinkdodok megegyeznek a 19. &bran hasznaltakkal. A jobb
attekinthetGség érdekében egyes gombataxonok Osszevonasra keriiltek az abran. Azok az
osztalyok, rendek, melyekben az stwintron megjelenését detektaltuk (Sordariomycetes és
Botryosphaeriales), alahuzassal lettek jelolve. A bels6 intron felbukkanasat, egy mar
meglévo masik intronon beliil, sarga nyil jeldli. Ez a ,host” intron jelen van tobb, nem-

Dikarya génben is. (sajat szerkesztésii abra Flipphi és mtsai., 2017 alapjan)
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23. abra: A BioDA protein Maximum Likelihood torzsfiaja: Példak intron vesztésre.
Ezen az abran bemutatott fan részletesebben lathatéak az stwintron vesztési események,
a Sordariomycetes és Botryosphaeriales taxonokon beliil. A szinkodok megegyeznek a
19. abran hasznaltakkal. Azon fajok neveit, melyek elveszitették bioDA stwintronjuk
belsé intronjat, a pozicidban egy normal intront hatrahagyva, az abran zold szinnel
tiintettem fel. Az egyszerliség kedvéért egyes gombafajokat/csoportokat dsszevontunk,
melyek azonos moédon viselkedtek (stw)intron vesztés szempontjabol. Az egymastol
fliggetlen, belsé intron vesztési eseményeket zo6ld haromszog jeloli. Az intronikus
kladba tartozo, illetve két Botryosphaeriales faj esetén — a fajnevek az abran piros
szinnel jeldlve), egyetlen, vagy két, egymast kovetd intron vesztési esemény
kovetkezménye is lehet. A teljes stwintron elvesztésének eseményeit piros haromszogek

jelzik az abran. (sajat szerkesztésii abra Flipphi és mtsai., 2017 alapjan)
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24. abra: A reticulon-like fehérjét (RtnA) kédolé gén masodik exonjanak evoltcioja
az Eurotiomycetidae alosztalyon beliil. Az abra a Pezizomycotina fehérjék alapjan
készitett Maximum Likelihood torzsfa egy részletét mutatja be, magaban foglalva
Eurotiales és Onygenales rendeket. Az Approximate Likelihood Ratio Teszt értékei a fa
againak elagazasi pontjaiban keriiltek feltiintetésre. Az Eurotiales renden beliil harom,
elérhet6 genomszekvenciaval rendelkezé csalad lathato az abran; ahol az Aspergillus és
Penicillium rendbe tartoz6 fajok Gsszevonasra keriiltek. Minden egyes gombafaj (esetleg
nemzetség) neve utan egy szam kertilt zaroljelben feltiintetésre. Ezek a szamok az egyes
fajokhoz tartozo exon-hosszakat adjak meg, nukleotidban. A. nidulans esetén ez a
kisméretli exon a [DS5,6] stwintron és a masodik intron kozott helyezkedik el. A legtdbb
Pezizomycotina taxon esetén, exon II nukleotidjainak szama harom t6bbszorose, avagy
,,bekebelezésre” keriilt a [D5,6] stwintron 3’ végének kiterjedése révén. Azon esetekben,
ahol exon II hianyzik a génszekvenciabol, egy [absent] jelolést hasznaltunk a fajnév
utan. Minden Penicillium faj esetén, exon Il mérete 24 nt, csaklgy, mint Aspergillus-
okban, kivéve a Nigri szekcio tagjait és A. sclerotium, A. persii és A. steynii fajokat
(esetiikben 15 nt). Az Onygenales rendbe tartozo fajok csaknem felénél (14 gombafaj)
exon Il hossza nem t6bbszorose haromnak. A fennmaradé 15 fajnal az exon mérete 48
vagy 45 nt, tehat harommal oszthatd, azonban harom gombafajt leszamitva egy korai
stop kodont tartalmaz a szekvencia. Azon fajokat, melyek exon Il1-ben korai stop kodont
hordoznak, az abran [*] jeloléssel lattuk el. Két Onygenales faj, B. ceratinophila és O.
ophiodiicola esetén, az exon II hianyzik a génbdl és az stwintron (intron 1), valamint
intron 2 (mas fajok esetén intron 3) egy 1j, kanonikus intronnal van helyettesitve. Az
exon hianyara ezekben az esetekben is [absent] jeloléssel utaltunk. (sajat szerkesztésii

abra Kavalecz és mtsai., 2019 alapjan)
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12.3. Egyéb fiiggelék

5. tablazat: Kisérletesen igazolt [D5,6] stwintronok az rtnA transzkriptumban, o6t
Pezizomycotina osztalyon beliil. Az stwintron belsd intronjanak konzervalt splicing
elemei kékkel, a kiilsd intron splicing elemei pirossal jelolve; a kozottik feltiintetésre
keriil6 szamok a koztiik 1évo tavolsagot adja meg, nukleotidban.

Fajnév Accession number Accession number
(stwintron splicing intermedier) (érett mRNS)
Aspergillus nidulans MK410459 MK410458

guaagguaaga-45-gcugau-15-cagu-49-acuaau-12-cag

Aspergillus niger ’ MK410461 ‘ MK410460

guaagguacga-47-gcugau-14-cagu-42-acugac-15-uag

Botrytis cinerea ‘ MK410470 ‘ MK410469

guaagguaagc-34-gcuaau-7-uagu-37-acuaau-9-uag

Helminthosporium solani ‘ [11:MK410465  [2]: MK410466 ’ MK410464

[1] gugagguaggu-37-gcuaac-1ll-cagu-38-ucuaac-7-aag

[2] gugaggugagu-66-gcugac-15-cagu-172-gcuaaa-7-cag

Malbranchea cinnamomea ‘ MK421639 ‘ MK421640

guaaggugagu-6l-acugac-32-cagu-58-ucucac-8-cag

Neurospora crassa I MK410472 ‘ MK410471

guaagguacgu-6l-gcuaac-8-cagu-69-acugac-1ll-uag

Trichoderma reesei | MK410468 | MK410467

guaagguaugc-1lll-gcugac-12-cagu-55-gcugac-9-uag

Tuber melanosporum FP417649 FP444195; FP402467; FP393188;
FP389271; FP402157; FP414860;
FP429142; FP445968; FP396067;
FP398543; FP425519; FP449366

gugagguuagu-49-gcuaac-14-uagc-64-acugau-6-uag
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6. tablazat: Onygenales fajok EST és TSA adatainak elérése, melyek bizonyitjak a
»dualis megszakité szekvencia” jelenlétét a reticulon-like fehérjét kodolé ortolog
gének transzkriptumaiban.

Fajnév Accession Number (EST/TSA)

Amauroascus mutatus GDQZ01000714

Amauroascus niger GDRA01006022

Byssoonygena ceratinophila (canonical GDRB01009133

u2)

Chrysosporium gueenslandicum GDRC01001023

Coccidioides immitis GH391836; GH382243; GH384133;
GH376123; GH384898; GH337422

Coccidioides posadasii GH414948; GH428981; GH446754;
C0007951; GH435960; GH428556;
BF253074; GH437168; GH428674;
GH448138; BF251975; BF252780;
C0001624; CO021040; BF251988;
C0003313; GH407932; GH423405;
GH448484; C0023342; GH449542

Paracoccidioides brasiliensis CA583413

Trichophyton rubrum DW696795; AJ884154; AJ883503;
AJB81778; AJ882612; AJB81400;
DW687691
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