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1. Bevezetés

A magasabb-rendli eukariotdk genomjanak tulnyomo része atirodik RNS-sé, azonban az dsszes
RNS (tehat a teljes transzkriptom) csak toredéke kodol fehérjét. A transzkriptom azon része, ami
nem fehérjét kodol RNS-ként funkcionalhat. Az 1950-es években és ezt kdvetden, szamos fehérjét
nem kodoldo RNS (ncRNS) csaladot fedeztek fel; ilyenek a transzfer RNS-ek (tRNS), riboszomalis
RNS-ek (rRNS), kis magi RNS-ek (small nuclear RNA, snRNS), kis RNS-ek (siRNA) és a hosszl
nem-kddoldo RNS-ek (long non-coding RNA, IncRNS). Mig a tRNS, rRNS, snRNS, sRNS stb.
csalddok funkcioja jol ismert, az IncRNS-ek funkcioirdl tovabbra is hianyosak az ismereteink.

A korai feltételezések szerint az IncRNS-ek transzkripcionalis melléktermékek (“transcriptional
noise”) lehetnek. Egyrészt mivel sok koziiliik nagyon alacsony szinten fejezddik ki, mésrészt pedig
jellemzden nem konzervalodtak a torzsfejlddés soran, sok esetben még a kozeli fajokban sem,
éppen ezért az evolucids kivalogatodas nem alakithatott ki funkcionalitast benniik. Azonban
szamos IncRNS esetén megallapitottak, hogy jelenléte/abundancidja szdvet-, szerv-specifikus,
mennyisége pedig valtozhat belsd (pl. fejlédési allapot, hormonhatéasok), vagy kiilsé kornyezeti
tényezOk (pl. biotikus vagy abiotikus stresszhatdsok) hatdsidra. Emellett sok IncRNS érési
folyamatokon (pl. intron kivagodas) is keresztiill megy. Ezek a megfigyelések arra engednek
kovetkeztetni, hogy az IncRNS-ek szabalyozott médon fejezddnek ki, kdvetkezésképpen biologiai
relevancidjuk lehet.

Bar ezidaig tobb ezer IncRNS-t azonositottak kiilonféle organizmusokban, konkrét szerepet csak
néhany tucatnyi esetében sikeriilt bizonyitani. Elképzelhetd, hogy az IncRNS-ek egy aktivan
evolvalodo nukleinsav csoport, melybdl az evolicio folyamatosan “merit” és ruhdz fel szabalyozo
funkcidéval. Ebben a szemléletben tehat az IncRNS-ek kozott akadhat non-funkciondlis
(transzkripcios melléktermék), kialakuldban 1évo “szemi”-funkcionalis (gyenge aktivitast hordozo)
vagy funkcionalis molekula.

Munkank soran egy, a zdrvatermdékben jelenlévd IncRNS csaladot vizsgaltunk. Ezekben az IncRNS
molekuldkban egy rovid szakasz szekvencidja konzervalt (kb. 120 nukleotid (nt)), a fennmaradé
rész (1000-2500 nt) azonban magas variabilitdsi nem-konzervalt régid. Kisérleteinkben
bioinformatikai mddszerekkel elemeztiik a konzervalt régié jelenlétét, szerkezetét és evolucios
eredetét, illetve a nem-konzervalt régiok mikrokonzervaltsagat, variabilitdsat és filogenetikai

jellemzdit. A munka folyaman kialakitott bioinformatikai eszkoztar hasznalata irdnyado6 lehet a



valds bioldgiai funkcid teszteléséhez és megallapitdsdhoz, a vizsgalt IncRNS csalad evolucios
folyamatainak jobb megértéséhez, de segitséget nyujthat altalinosan, més IncRNS-ek hasonlo

vizsgalataban is.

2. Célkituzés

Korabbi munkénk soran molekularis bioldgiai és genetikai modszerek segitségével azonositottunk
egy hore valtozé konzervalt IncRNS csalddot Arabidopsis thaliana modell-névényben. A csalad
harom tagja a GUT15 (Gene with Unstable Transcript 15), a CR20 (Cytokinin-repressed 20),
illetve egy részlegesen konzervalddott homolog 16kusz (4¢1g19397, egy pszeudogén, mely nem
fejezddik ki). A két eldbbi csaladtag (GUT15, CR20) magas hémérséklet hatasara erdteljesen
halmozodik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy szerepiik lehet a hémérsékleti valtozasok
érzékelésében €s/vagy a hostressz valasz szabalyozasaban.

Munkank célja, hogy a korabbiaktdl eltérd, bioinformatikai modszerekkel vizsgaljuk a
GUT15/CR20 IncRNS csaladot:

(1) meghatirozzuk a GUTI15/CR20 lehetséges homologjait az egyes nodvényfajokban ¢és
megvizsgaljuk a homologok kozotti hasonldsagot és eltéréseket;

(i) novényekben és mas eukariotakban ismert IncRNS tulajdonsédgokkal vald Osszevetéssel,
kisérletet tegyiink a (fehérje)partner kotéhelyek (RNS domének, cisz elemek) azonositasara és
ezaltal a feltételezhetd funkcié meghatarozasara;

(ii1) az IncRNS homologjainak azonositasaval és 0sszehasonlitasaval feltérképezziik a lehetséges
evolucids utat, mely a GUT15/CR20 IncRNS csaldd kialakuldsdhoz vezethetett (2. abra);

(iv) mindezeken talmenden, egy olyan automatizalt bioinformatikai munkafolyamatot (“work-
flow”-t) szeretnénk létrehozni, amely alkalmazéasaval atlathatobb és konnyebben vizsgalhatdo mas

IncRNS-ek konzervaltsdga, funkcionalitasa és evolucioja is.

3. Irodalmi attekintés

3.1. Az IncRNS-ek

A nem-kédolé RNS-ek (ncRNS-ek) kutatdsa a bioinformatika és az ujgeneracios szekvenalasi

modszerek fejlodésének koszonhetden egyre nagyobb teret kapott az elmult években (Wang és



mtsai., 2017). Vizsgalatuk jelentdségét igazolja, hogy a magasabbrendli eukariota genomok akar
70-90%-a RNS-re irddhat at, azonban ezeknek csupan toredékérdl (pl. human genom 2%-ardl, ami
kb. 20-25,000 gén) késziil fehérje termék (Rai és mtsai., 2019). A fennmaradé RNS atiratok mind
szerkezet, mind funkcio tekintetében rendkiviil valtozatos molekuldk, emiatt csoportositadsuk nem
minden esetben egyértelmli (Cech & Steitz, 2014; Mattick és mtsai.,, 2023; Peschansky &
Wahlestedt, 2014). Alapvetden két nagy csoportjukat kiillonboztetjiik meg, a haztartasi, strukturalis
funkcidval rendelkez6— és a szabalyoz6 ncRNS-eket. A haztartasi RNS-ek legismertebb képviseldi
a transzfer RNS-ek (tRNS) és a riboszomalis RNS-ek (rRNS), de ide tartoznak a kis magi RNS-ek
(snRNS) és a kis nukleolaris RNS-ek (snoRNS) is. A szabalyozé funkcidt ellaté ncRNS-ek kozé
tartoznak a kis RNS-ek (sRNS, 21-24 nukleotid (nt) hosszisaguak)(Kruszka és mtsai., 2012;
Sunkar és mtsai., 2012) és a hosszii nem-kodolé RNS-ek (IncRNS)(1. dbra)(Mattick és mtsai.,
2023; Morris & Mattick, 2014).

Az ncRNS-ek csoportjan beliil a hosszii nem-kodolé RNS-ek (IncRNS) egy tetszdleges csoportot
alkotnak (konvencionalisan a >200 nt hosszisaguak), ebbdl adéddan heterogén funkcidik vannak.
Alacsony fejlettségli szinten 1év0 organizmusok néhany IncRNS gént hordoznak, mig a
magasabbrendiiekben szdmuk exponencialisan n6 (pl. a human genomban akar 100,000 IncRNS
gént feltételeznek). Az IncRNS-ek tobbsége alacsonyan konzervalt, funkcidjuk sok esetben egyedi.
Az IncRNS-eket 6t csoportba oszthatjuk a genomi elhelyezkedésiik alapjan; természetes antiszensz
IncRNS-ek (natural antisense transcripts, NAT-IncRNAs), intron régiorol szarmazok (intronic
ncRNA), enhancer régiorol szarmazé (enRNAs), promoter-asszocidlt transzkriptumok (promoter
ncRNAs) és hosszu intergénikus ncRNS-ek (long intergenic RNAs, lincRNAs)(Shih & Kung,
2017). Az IncRNS-ek hatésa kifejezOdhet a keletkezési helyiikon, vagyis “cisz ”-ben, vagy tavoli
lokuszokon azaz “transz ’-ban. A cisz-IncRNS-ek esetében a hatas kovetkezhet magabol a molekula
keletkezésének folyamatabodl (transzkripcidé vagy RNS-érés folyamata) vagy az RNS molekula
altal, mig a transz-IncRNS-ek esetén dnmaguk, vagy specidlis esetben a roluk keletkezd “mikro-
peptid” a funkcionalis egység (Choi és ., 2019). Az IncRNS-ek altaldban nem dnmagukban, hanem
tobb molekulabol Osszeszerel6dd komplexek alegységeiként miikddnek, partnereik lehetnek
specifikus genomi lokuszok (DNS), RNS-ek vagy fehérjék. Ezek a komplexek epigenetikai,
transzkripcionalis, poszt-transzkripcionalis, transzlaciés szinten szabalyozhatnak szamtalan

folyamatot.
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1. dabra: A nemkddolé RNS-ek csoportositiasa
Az ncRNS-ek fehérjét nem kodold atiratok. Ezek lehetnek strukturalis (haztartasi), vagy szabalyozo6 funkcioval
rendelkezd RNS-ek is. A haztartasi ncRNS-ek kdz¢ tartoznak a transzfer RNS-ek (tRNS), riboszomalis RNS-ek
(rRNS), a kis-magi RNS-ek (snRNS) és a kis nukleolaris RNS-ek (snoRNS) is. Ezek aktivan részt vesznek az
alapveto sejtfunkciok ellatasaban. A szabalyozo ncRNS-ek pontos funkcidja a legtobb esetben (még) kérdéses,
csoportositasuk emiatt méretiik alapjan torténik. Megkiilonbdztetiink kis RNS-eket (sSRNS), amik mérete 21-24 nt
kozé esik, és hosszi nem-kodold RNS-eket (IncRNS), amik jellemzden 200 nt-néal hosszabbak. Az IncRNS-ek
osztalyozasa torténhet elheylezkedésiik (érési helyiik) alapjan, igy megkiilonboztetiink természtes antiszensz (NAT
IncRNS), az intron régiorol szarmazo (intronic RNS), az enhancer régiordl szarmazo (enRNS), promoter asszocialt
(promoter ncRNS) és hosszu intergénikus RNS-eket (long intergenic RNS). Funkcionalasuk helye alapjan pedig
lehetnek cisz-IncRNS-ek, amik hatasa helyben érvényesiil és lehetnek transz-IncRNS-ek, amik a kifejezédésiikhoz
képest mashol fejtenek ki szabalyozé hatast.

/) :
N h

Mara tobb ezer IncRNS-t azonositottak a névényi organizmusokban (4rabidopsis thaliana, repce,
paradicsom, arpa, buza stb.) is. Legtobb funkcioja ismeretlen, azonban néhany IncRNS-t alaposan
jellemeztek, foleg az A. thaliana modell szervezetben. Az APOLO példaul fontos szerepet jatszik

az auxin jelatvitelben és a gyokérfejlodés szabalyozasaban (Ariel és mtsai., 2014, 2020; Moison és



mtsai., 2021), az asDOGI1 a DOG1 gént antiszenszként szabalyozza, ¢és csirdzas szabalyozasaban
vesz részt (Fedak és mtsai., 2016; Kowalczyk és mtsai., 2017). Tovabbi példa még a FLORE,
amely a cirkadian ritmus szabalyozasiaban vesz részt (Henriques és mtsai., 2017), valamint a
COLDAIR ¢és COOLAIR, amelyek a FLC gén lokuszanak szensz €s antiszensz transzkriptjei, és
fontos szerepet jatszanak a virdgzasi id6 és a vernalizacié szabalyozasaban (Henriques és mtsai.,
2017; Heo & Sung, 2011; Swiezewski és mtsai., 2009), aminek fontos résztvevdje emellett a FLAIL
is (Jin és mtsai., 2023). Ismeriink a hdstressz valaszban részt vevo IncRNS-eket is, az asHSFB2a
példaul az HSFB2a gént annak antiszenszeként szabalyozza, és fontos szerepldje hdstressz

szabalyozasnak (Wunderlich és mtsai., 2014).

3.1.1. GUTI15/CR20 IncRNS csalad

A zarvatermOkben megtalalhato GUT1S5 (Gene with unstable transcript 15) és CR20 (Cytocinin-
repressed 20) IncRNS-eket kozel 30 évvel ezel6tt azonositottdk dohany, illetve uborka fajokban
(Taylor & Green, 1995; Teramoto és mtsai., 1995).

Taylor és Green rovid féléletidejli, instabil ncRNS-eket kerestek dohanyban (Nicotiana tabacum),
ekkor akadtak ra el6szor a GUT15 ncRNS-re (NtGUT15). Az NtGUT15 RNS két splice variansa
1.7 és 1.9 kilobazis (kb) hosszu (Taylor & Green, 1995). Kés6bb A. thaliana-ban is azonositottak
(AtGUT15), illetve megmutattdk, hogy tartalmaz egy rovid szakaszt, mely erds konzervaltsagot
mutat a dohdny homologgal, és mikro-peptid (75-78 aminosav) kodolasra is képes lehet (van Hoof
¢s mtsai., 1997).

2016-ban Hsu és munkatarsai (Hsu és mtsai., 2016) Ribo-Seq mddszerrel azonositottak egy 37
aminosav  (as) hosszusagh  peptidet Arabidopsis  gyOkerekben, mely a GUTIS
génre/transzkriptumra illeszthetd. Ez a peptid azonban nem azonos a GUTI15-ben fellelhetd
leghosszabb, kordbban megfigyelt/prediktalt, 75 as hosszi peptiddel, funkcidja egyeldre
ismeretlen. Feltételezhetd, hogy az AtGUTI1S5 IncRNS riboszoma-szkennelés kovetkeztében
degradalodik (ahogy azt més rendszerekben is felvettették, (Carlevaro-Fita és mtsai., 2016), mely
folyamat hozzajarulhat a rovid félélet-id6 szabalyozasahoz.

A késobbi, dohanyon végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy a NtGUTIS stabilitdsa szovet-
specifikus, pollen sejtekben markansan megemelkedik (Ylstra & McCormick, 1999).

A val6s szerep megallapitasa érdekében a Tsuji labor citokinin hormonra érzékeny géneket vizsgalt

uborkaban (Cucumis sativus). Ezek kozott volt a CR20 (CsCR20); megallapitottak, hogy citokinin



hormon-kezelés hatasara a CsCR20 transzkriptum szintje csokken, de halmozodik sebzéskor,
sOtétben és bizonyos szovet tipusokban (gyokér, felndtt és oregedd levelekben)(Teramoto és
mtsai., 1995). Azt is kimutattdk, hogy a CsCR20 és Arabidopsis homoldgja (AtCR20) tartalmaznak
egy konzervalt régiot (ami a GUT15-ben is jelen van), mely masodlagos szerkezet kialakitasara
alkalmas (Teramoto €és mtsai., 1996).

Végiil a Jarmolowski labor vizsgalta az A. thaliana GUTIS5 IncRNS gént és termékét;
megallapitottak, hogy az RNS Polimeraz II (Pol II) éltal irédik at, 5’-CAP strukturat hordoz és 3’-
poli-adenilalt végli; tovabba, hogy a GUT15 naszcens RNS utolso intronja prekurzorként szolgal
két tRNS-szerli molekula éréséhez, de ehhez biologiai relevanciat nem tudtak tarsitani (Plewka és
mtsai., 2018).

Osszegezve tehat, annak ellenére, hogy évtizedek 6ta, tobb kutatocsoport munkdja nyoman szamos
adat kidertiilt a GUT15/CR20 géncsaladrol (hormonélis szabalyozas, sotét és ho-indukcio, szovet-
specifikus stabilizacid/destabilizacid), meglepd modon a funkcidjuk tovabbra is ismeretlen, valodi

szerepiikr6l mindezidaig csak hipotézisek és feltételezések sziilettek.
3.2 IncRNS-ek vizsgalati lehetdségei

Altalanossagban az IncRNS transzkriptumok abundanciaja egy nagysagrenddel alacsonyabb az
mRNS-ekhez viszonyitva, emiatt nehezebb vizsgalni ezeket a molekuldkat és funkcidikat
genetikai és molekularis biologiai (wet labor) modszerekkel. Bar mas okok miatt, de az IncRNS
gének bioinformatikai (in silico) vizsgélata is sokkal nehézkesebb. Az IncRNS génekben nem
fellelhetd a start kodon (ATG), a stop kodon (TGA, TAG vagy TAA), nincs benniik nyilt leolvasasi
keret (open reading frame, ORF), a GC aranyuk is tagabb hatdrokon beliil mozog (az mRNS-ek
GC aranya kozelit az 50%-hoz, hiszen elméletben az 6sszes aminosavat kodolniuk kell, ami nem
feltétel az IncRNS-ek esetében). Emellett ezek a gének nem konzervaltak, tehat a mas fajokbol
szarmazd informéaci6 nem, vagy csak korlatozott mértékben hasznosithaté. Mindezek
figyelembevételével azonban, mégiscsak van néhany megkozelités, mely fehérje-kodold gének
vizsgalatanal hasznalatos, de az IncRNS gének vizsgélatara is optimalizalhatd. Ezek mellett vannak
olyan specialis modszerek, melyek IncRNS gének/transzkriptumok in silico vizsgélatara

specialisan fejleszetettek ki.



3.2.1. Szekvenciaillesztés

A “Blaszt” vagy pontosabban a “nukleotid blaszt” moddszer a DNS vagy RNS poli-nukleotid
lancban a monomer szerkezeti egységeinek (nukleotidoknak) egymasutanisagat, és az
egymasutanisdg hasonlosaganak mértékét (a konzervaltsagat) vizsgalja két vagy tobb polimér
esetén. Ez a modszer alkalmas a részleges vagy nagymértékii hasonldsdgot mutatd szekvencidk

Osszehasonlitasara.
3.2.2. Filogenetikai elemz¢es

A filogenetikai elemzés lehetdvé teszi a vizsgalt fajokban fellelheté homoldg gének (transzkriptek,
fehérjék) kozotti evolucios kapcsolatok felderitését. Elméleti alapja az, hogy egy csoport (klad)
tagjai azonos evolucioés torténéseken mentek keresztiil, ezaltal hasonlébbak egymashoz, mint a
tobbi, a kladba nem tartozd génhez/transzkripthez/fehérjéhez), ugyanakkor olyan egyedi
jellemzokkel is birhatnak, amik a tadvoli 6sokben nem voltak jelen. A kladisztika harom
alapfeltevésen nyugszik: az Osszes ¢l6lény egy kozos Ostdl szarmazik (ez egyben az evolucid
alapelve is), elagaz6 mintazatot hoz létre és a tulajdonsagokban idével valtozas kdvetkezik be a
kiilonb6zd vonalakban.

A filogenetikai kapcsolatokat filogenetikai fakon abrazoljak. A filogenetikai fdkon az egyes agak
jelolik az egyes fajokat/géneket, ezek pedig kladokat alkotnak. Egy kladba egy faj/géncsoport
legk6zelebbi kozds Ose, és azok leszarmazottai tartoznak.

A fajok kozotti rokonsagi kapcsolatok vizsgéalatdhoz szekvenciaillesztést végezhetiink a fajok
vizsgalni kivant szekvencidi kozott és ezek hasonlosaga alapjan tudunk kovetkeztetni a fajok
kozotti hasonlosagra. A technoldgia fejlodésének kdszonhetden mara béven rendelkezésre allnak
a gyors ¢s felhasznalobarat szoftverek a szekvenciaillesztés elvégzésére, mint példaul a Clustal,
vagy a Malign (Hickson és mtsai., 2000).

A tobbszoros szekvenciaillesztések soran a szoftverek meghataroznak egy kozos ,,0s-szekvenciat”,
amibdl a vizsgalt szekvencidk sokszoros evollcios torténések soran kialakulhattak. Ennek
eredményeképp a vizsgalt szekvencidk minden egyes bazisa valamilyen mddon az Os-
szekvenciabol szarmaztathato. Mivel a kiilonb6zd valtozdsok a szekvencidkban kiilonbozd
mértékit evolicids valtozdsokat eredményezhetnek, ezek vizsgélatdval meghatarozhaté a

szekvencidk kozotti rokonsag fok. Példaul a fehérje kodold gének esetén a kodonok harmadik



tagjanak (“l6tydgd nukleotid”) megvaltozasa sok esetben nem okoz aminosav valtozast, mig a
tripleten beliil 1év6 elsé két nukleotid valtozasa tobbségében igen. Ebbdl kovetkezik, hogy a
megvaltozott szekvencidk pozicidjabol addoddan egy valtozas kisebb és nagyobb evolicids
eseményt is jelolhet (Phillips és mtsai., 2000).

Bér a fent emlitett, és hasonld szekvencia-illeszté szoftverek haszndlata nagy kényelemmel jar,
konnyen torz eredményeket kaphatunk, ami miatt sok esetben sziikséges az utdlagos kézi korrigalas
(Horner & Pesole, 2004). Az RNS-ek vizsgalata kiilon nehézségekbe iitkdzik (Fallmann és mtsai.,
2017): mig a fehérje szekvenciak mar 30% hasonlosag felett aranylag jol illeszthetok, az RNS-
eknél a pontos illesztéshez legalabb 60%-ra van sziikség. Ennek oka a kisebb varidlhatosag (4-féle
nukleotid vs 22-féle aminosav) és az, hogy kiilonb6z6 elsédleges szerkezettel (szekvencidval)

rendelkezd RNS-ek is hasonld méasodlagos szerkezetet alakithatnak ki (Bussotti és mtsai., 2013).

3.2.3. K-mer analizis

A fehérjékkel szemben, ahol szoros kapcsolat all fenn a szekvencia ¢s a funkcio kozott, ezaltal a
homolog szekvencidval rendelkezd fehérjék funkcidja is hasonld lehet, az IncRNS-eknél a
szekvencia maga nem szolgal ilyen erés informacidval. Mindemellett, a homolog IncRNS-ek
funkcidjanak ismerete (mds organizmusban) sem elég d6nmagaban a vizsgalt IncRNS funkciojanak
megértésc¢hez.

Ezek kovetkeztében az IncRNS-ek vizsgalata eltérd technikdkat igényel. Mivel az IncRNS-ek
funkcigjat feltehetdleg a hozzajuk kapcsoloddo RNS-kotd fehérje partnerek hatdrozzak meg, ezek
pedig rovid, 3-8 bp hosszu szakaszokhoz (cisz elemekhez, un. K-merekhez) kotddnek, az
azonos/hasonld funkcidval rendelkezd RNS-eknek tartalmazniuk kell az adott fehérje- (partner-)
kotohelyeket. Tobb esetben azonban megfigyelték, hogy az azonos funkcidval rendelkezd IncRNS-
ek egésziiket tekintve nem rendelkeznek szekvencia homologidval, ami alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy bar tartalmazzék a kotéhelyeket, nem sziikséges, hogy a kotdhelyet kialakito
nukleotidok azonos sorrendben szerepeljenek, ennek kovetkeztében a szekvencia homologia sem
lesz kimutathato.

A K-mer analizis sordn ennek megfelelden az IncRNS-ekrdl egy K-mer ujjlenyomat késziil, a
kiilonbozé K-mer hosszusdgok alapjan (pl. 3-6 nt hosszi K-mer) ¢és ezek kerililnek

Osszehasonlitasra. Az ujjlenyomatok kalkulalasa sordn kiszamitasra keriil a megadott hosszsagu



szakaszra az 0sszes lehetséges K-mer szekvencia variacié gyakorisaga ¢€s ezek 6sszehasonlitdsaval

kaphatjuk meg a teljes szekvencidk kozotti hasonlosag mértékét (Kirk és mtsai., 2018).
4. Anyag és modszer

4.1 Szamitogepes kornyezet

Munkank soran Windows 10 operacids rendszerben és Linux kornyezetben (Linux WSL)
dolgoztunk, illetve amennyiben sziikség volt ra, VirtualBox-on keresztiil futtatott Linux Ubuntu
20.04 operacios rendszerben. A Python programokat Anaconda navigator feliileten keresztiil

Jupyter Notebookban irtuk €s futtattuk és Python 3.8 verziét hasznaltunk hozza.
4.2. Szekvenciaillesztés

A szekvenciaillesztést elvégeztiik lokalisan és online is. A lokalis szekvenciaillesztést az Ensembl

Plants (Ensembl Plants) adatbazisdban taldlhaté genomi, cDNS és ncRNS szekvencidkon az

«y ey

(GACCTTTGCCATGTCAGGTGCGCTTGCATGGCAGGTC). A szekvenciaillesztést az NCBI
Blast+ alkalmazas segitségével végeztiik és egy Python programnyelven altalunk irt programmal

automatizaltuk. Az NCBI Blast+ beallitasait az NCBI Blast weboldalarél (Nucleotide BLAST:

Search nucleotide databases using a nucleotide query (nih.gov)) importaltuk, az eredetileg

megadott beallitasoktdl, csak a ,,Program Selection” szekcioban a ,,Somewhat similar sequences
(blastn)” opcioval tértiink el. Az NCBI Blast+ a szekvenciaillesztés eredményét egy .xml fajlban
adta meg, amit az altalunk irt program dolgozott fel. A program a blast lefuttatasa utan megnyitotta
a .xml eredmény-fajlokat és az azokban taldlhaté keresési eredményekkel dolgozott tovabb,
amennyiben azok e szignifikancia értéke a hatarérték (< 0.01) alatt volt. Minden talélat esetén
azonositotta a szekvenciat tartalmazo fajlt, megkereste benne a szekvencia kezddpontjat és kivagta
a kezdete el6tti 50 bazistdl a kezdete utani 230 bazisig terjedd szakaszt. A szekvencidk tehat
tartalmaztak egy 50 nt hosszu upstream szakaszt, a 120 nt hossza HCR régiot (3. abra), kb 50 nt
GT-gazdag régiot, illetve 10 nt downstream szakaszt. Az igy kivagott szekvenciakat a program

fajnévvel, illetve a kezd6 — és végponttal FASTA formatumban kiirta egy eredmény f4jlba.


https://plants.ensembl.org/index.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome

A cDNS és ncRNS szekvencidk esetén a tovabbi vizsgalatok megkonnyitése érdekében
elvalasztottuk az azonositott HCR el6tti €s utani szakaszt, illetve magat a HCR-t és opcionalissa
tettiik, hogy ezek koziil melyek keriiljenek az eredménytajlba.

Az online szekvenciaillesztést fajonként végeztiik el a korabban megadott GUT15 szekvencia
szakasszal. Ehhez a Biopython NCBIWWW ¢és NCBIXML csomagokat hasznaltuk és a

korabbiakhoz hasonl6an Python programnyelven automatizaltuk. Az eredmények a GUT1S5 teljes

crer

4.3. Filogenetikai elemzés

A szekvenciaillesztés eredményeit Osszegeztilk és minden fajra létrehoztunk egy konszenzus

szekvenciat az EMBOSS Cons online tool (EMBOSS Cons < Multiple Sequence Alignment < EMBL-
EBI) segitségével. Ezekbdl a szekvencidkbol végeztiik el a szekvenciaillesztést.

Mivel az IncRNS-ek eltéré tulajdonsagaibdl addéddéan nem vizsgalhatok pontosan a fehérjék
elemzésére létrehozott programokkal, Erik S. Wright 2020-as cikke alapjan (Wright, 2020) a
szekvenciaillesztést a MAFFT online feliiletén (MAFFT alignment and NJ / UPGMA phylogeny

(cbre.jp)) végeztik el. Bar elsdsorban fehérje szekvencidk vizsgdlatara lett fejlesztve, nagy
pontossaggal végez szekvenciaillesztést az (Inc)RNS-ek esetén is.
A vizsgalt fajokbol a filogenetikai fat az NCBI Taxonomy azonositojuk alapjan az NCBI online

eszkozével készitettiik el (Common Taxonomy Tree (nih.gov)).

Az eredményeket mindkét esetben a MAFFT altal ajanlott Phylo.io-val dbrazoltuk.
A filogenetikai fakat az R ggplot2, ggtree, cowplot, seqinr, ade4 és ape csomagok hasznalataval

hasonlitottuk dssze.
4.4. Masodlagos szerkezet meghatarozasa

Az IncRNS-ek masodlagos ¢és harmadlagos szerkezetének meghatdrozadsdt a cDNS/ncRNS
mintédkon, a legszlikebb értelemben vett, 120 bazis hossza HCR région végeztiik el. Ehhez tobb

programot hasznaltunk, az Mfold (www.mfold.org), McGenus (McGenus: A stochastic algorithm

for the prediction of RNAs secondary structures with pseudoknots (ipht.fr)), Kinefold (KineFold
website (curie.fr)), RNA Composer (RNAComposer (put.poznan.pl)) és az RNAfold (RNAfold

web server (univie.ac.at)) programokat.



https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/emboss_cons/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/emboss_cons/
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi
http://www.mfold.org/
https://tt2ne.ipht.fr/mcgenus.php
https://tt2ne.ipht.fr/mcgenus.php
http://kinefold.curie.fr/
http://kinefold.curie.fr/
https://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi

4.5. K-mer analizis

A K-mer analizist a cDNS és ncRNS szekvencidkon végeztiik el. Ehhez a SEEKR oldalat (SEEKR
(https://app.med.unc.edu/seekr/home)), illetve a Github repository (CalabreseLab/seekr: A library

for counting small kmer frequencies in nucleotide sequences. (github.com)) leirdsa alapjan a
SEEKR Python konyvtarat hasznaltuk, amit PyPI repository-bol toltottiink le és Linux Ubuntu

20.04 operacids rendszeren parancssorban futtattunk.

4.6. Hierarchikus klaszterelemzés

A K-mer analizis soran elvégzett Pearson-korrelacid eredményeit .csv fajlként felhasznalva
végeztiik el a hierarchikus klaszterezést, az R ,,amap” csomag hasznalataval. Az eredményt a

»ggplot” és ,,phytools” csomagok segitségével abrazoltuk.

4.7. ORF-ek azonositasa

Az ORF-ek keresésére az Orfipy Python konyvtarat hasznaltuk, amit a PyPI repository-bol
toltottiink le és Linux Ubuntu 20.04 operacids rendszerben parancssorok segitségével futtattunk,

illetve Python nyelven automatizaltunk.


about:blank
about:blank
https://github.com/CalabreseLab/seekr
https://github.com/CalabreseLab/seekr
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2. abra: a GUT15/CR20 IncRNS-ek vizsgalatanak 1épései
indultunk ki. Szekvenciaillesztés segitségével meghataroztuk GUT15/CR20 homologokat az altalunk
hasznalt adatbazisban elérhetd zarvatermé szekvencidkban, majd vizsgaltuk hasonlésagukat, illetve
illeszkedésiiket a fajok filogenetikai fajara. Az azonositott DNS, cDNS és ncRNS szekvencidknak
meghataroztuk a K-mer ujjlenyomatat, ezek dsszehasonlitasaval pedig kialakitottunk hasonlosagi
csoportokat (klasztereket), ezeket pedig tovabb elemeztiik, kisérletet tettiink a feldisult K-merek, illetve
ennek segitségével a lehetséges fehérje partnerek azonositasara.
A cDNS szekvencidkban nyilt leolvasasi kereteket (ORF) kerestiink és azonositottuk az ezek
szekvencidjara illeszked6 fehérjéket, majd ezeket tovabb elemeztiik.



5. Eredmeények és megvitatasuk

5.1. Szekvenciaillesztés €s filogenetikai elemzes

Munkank soran az Arabidopsis GUT15/CR20 csaldd homoldgokbol indultunk ki. A géncsaladba
val6 tartozas egy magas konzervaltsdgot mutatd szakasz (highly conserved region, HCR) alapjan
allapithato meg. A HCR régidban 1évo elsé hajtii a leginkédbb konzervalt (3. dbra). Elemzéseink
els fazisaban célunk volt (i) megéllapitani, hény fajban és hény képiéban talalhatd meg a
azonositott szekvenciak — és azok teljes HCR hossznyi szekvencw’ga kozott, illetve (iii) ezek milyen

moddon illeszkednek a vizsgalt névények taxondmiai fajara.
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3. abra: az Arabidopsis thaliana GUT15 (AT2G18440) altalunk vizsgalt szekvencia részlete
A GUT15/CR20 IncRNS-ek jellegzetes, masodlagos szerkezetet kialakitani képes konzervalt HCR
régioval rendelkeznek, amit harom hajtii alkot és egy valtozo hossziisagh GT-gazdag régio kovet. Az elsd
hajtii ezek koziil a leginkabb konzervalt, ezért ez alapjan végeztiik el a szekvenciaillesztést.
Az eredmény szekvenciak az els6 hajtli kezdetétdl upstream 50 nt-t6l indultak és tartalmaztak a 3 hajtiit
(120 nt), a GT-gazdag régiot (kb 50 nt) és kb 10 nt downstream szakaszt, igy dsszesen 230 nt hossziak
voltak.

5.1.1 Szekvenciaillesztés

A szekvenciaillesztést az adatbazisokban elérhetd 6sszes faj szekvencidin elvégeztiik. Ez legféképp
zarvatermdket jelentett, ezeken kiviil pedig alga és moha fajok adatait. Osszesen 102 faj genomi
(DNS adat), 105 faj transzkriptom (cDNS adat) és 57 faj IncRNS-ként annotalt szekvencidit
vizsgaltuk.

Ennek eredményeképpen 92 faj genomi szekvenciajaban azonositottunk HCR régidt, 87 faj esetén

legalabb 2 kopidban volt fellelhetd, igy Osszesen 499 HCR-t tartalmazo DNS lokuszt



azonositottunk. A cDNS szekvenciakban 54 fajban Gsszesen 257 esetben, mig az ncRNS adatok
alapjan 4 fajban 6 HCR-t talaltunk (4. dbra). A DNS adatok tanulmanyozésa soran, 10 faj volt
melyben nem talaltuk meg a HCR szekvenciat, ezek a fajok majdnem kizarolag algdk és mohak
koz¢é tartoztak (a fent emlitett 10 faj cDNS és ncRNS szekvenciaiban sem volt fellelheté a HCR
szekvencia). Tovabba az adatbazisokban fellelhetd nyitvatermd fajok szekvencidiban sem
talalhatdé meg a HCR szekvencia (DNS és cDNA/RNS adatok alapjan egyarant, Szaker et al.,
elokésziiletben).

Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a HCR régiot tartalmazd gének jelenléte a
zarvatermdé életmodhoz kapcsolodik (megj: A fehér tiindérrézsa (Nymphaea colorata) genomi
szekvencidiban sem volt megtalalhato a HCR, ami vagy a genomi szekvencia hidnyossadga miatt

van, vagy esetleg egy utdlagos génkiesés magyarazhatja).

cDNS DNS

98 155 338

4. abra: az azonositott HCR-ek mennyiségének 6sszegzése
A szekvenciaillesztést 102 faj elérheté DNS, 105 faj cDNS ¢és 57 faj ncRNS szekvencidin végeztiik el.
Ennek eredményei alapjan a DNS szekvenciakban 499, a cDNS-ekben 257 és az ncRNS szekvenciakban 6
HCR-t azonositottunk. Ezeket fajonként 6sszevetve dsszegeztiik és azonositottuk azokat az eredményeket,
amik mind a genomi, mind a cDNS/ncRNS mintakban jelen voltak.



Mivel sok fajban tobb (legalabb 2) kopidban van jelen a gén, felmeriilt, hogy ennek bioldgiai
relevancidja van, példaul (i) a GUT15/CR20 IncRNS-ek dozisfiiggéen mitkddhetnek, (i) interakcid
van a gének vagy termékeik kozott, €s (iii) egy multimer komplex funkcionalitdsdhoz mindkét
IncRNS egyidejii jelenléte sziikséges.

A novényekre jellemz6 poliploidizacid rokon fajok kozott jelentds eltéréseket okozhat az egyes
gének kopiaszamaban. Annak érdekében, hogy 6sszehasonlithatova tegyiik az egyes fajokban talalt
HCR szamokat, kiszdmoltuk a HCR diploid értéket: Osszesitettiik fajonként kiilon-kiilon a genomi
¢s cDNS/ncRNS taladlatokat, meghataroztuk a fajra jellemz6 ploidia fokot és — amennyiben nem
diploid volt — elosztottuk azzal az értékkel, ahanyszoros volt a ploidia a diploidhoz képest. Ez pl.
egy hexaploid faj esetén 3-mal valo osztast jelentett. Az igy kapott ,.diploid HCR érték” tehat
meghatdrozta azt, hogy 2n kromoszoémakészlet esetén hany HCR-t tartalmazna az adott faj. A
,»diploidizacio™ dsszesen 13 fajt érintett, koztlik 3 Triticum és 2 Brassica fajt is.

A kapott eredmények azt mutattdk, hogy a DNS szekvencidkban a HCR tartalmu génbdl jellemzden
legalabb kettd van jelen (6 fajt azonositottunk 1 HCR-képiaszammal és 19-et kettével), de a 3, 4
¢s 5 HCR-kopia szammal rendelkezd fajok szama is jelentds (X. abra). Mig a fajok tobbségében
ezt a 2-5 kopiaszamot azonositottuk (6sszesen 61 fajban), a diploid HCR érték egyes novényeknél
kiemelkedd értékeket mutatott (pl. a Dioscorea rotundata és a Camelina sativa is 16 HCR kopiat

kodol) (5. abra).



Diploidizalt HCR értékek a DNS és cDNS/ncRNS
szekvenciakban
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5. abra: A novényekben el6fordulé HCR tartalmu gének szama diploid genomra
vonatkoztatva. Az X tengely a diploidizalt HCR koépiaszamot, az Y tengely a fajok szamat
mutatja; DNS adatok (halvanyzdld), cDNS/RNS adatok (sotétzold).

A cDNS/ncRNS szekvenciak vizsgalata soran a diploid HCR értékek valtozatosabb képet mutattak,
mint a DNS mintak esetén. Mig a 0 és 1 kopiaval rendelkez6 fajokbol talaltunk a legtobbet, 20, 22
¢és 56 HCR-tartalmu szekvenciat is azonositottunk a Dioscorea rotundata (56), Brachypodium
distachyon (22) és Aegilops tauschii (20) fajokban. Emellett nem volt elhanyagolhat6 a 2 és 3
kopiaval rendelkezd fajok szama sem.

A diploid HCR értékek mind a DNS, mind a cDNS/ncRNS adatsorok esetén rendkiviil
valtozatosak, ugyanakkor kozottik 1ényeges eltérés mutatkozik. Mig a genomi mintdk alapjan
egyértelmiien megallapithato, hogy a fajok tobbségében legalabb 2, vagy tobb HCR kopia van
jelen, a cDNS-ek és ncRNS-ek adatokban nincs, vagy csak egy HCR homolog taldlhaté meg
fajonként. Az eltérés adddhat abbol, hogy a DNS-ben jelenlévé HCR szekvencidk nem minden
esetben irddnak at RNS-¢, vagy az is elképzelhetd, hogy a transzkriptom adatbazisok hidnyosak az
eltérést mutato fajokban.

Ezzel szemben 3 fajban a genomi DNS szekvencidkndl joval magasabb szamtt HCR kopia van

jelen a cDNS/ncRNS adatokban; elképzelhetd, hogy a kiilonb6zé RNS splice varians annotaciok



okozzak ezt a tobbletet (megj: Arabidopsisban is tobb splice varidnsa van mind a GUT15, mind a
CR20 gén transzkriptumainak, aldtimasztva ezt a felvetést).

Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a GUT15/CR20 gének vagy a roluk atirodo
IncRNS termékek a zarvatermdkben altaldban tobb (leggyakrabban 2) kopidban sziikségesek és
mivel minden vizsgalt zarvatermd csoportban jelen vannak (kivétel a tiindérrozsa), feltehetéen
biologiai funkciodval is rendelkeznek.

Adataink felvetik a lehetdségét annak, hogy a GUT15/CR20 géncsaladon beliil funkcionalis
alcsoportok alakultak ki, és talan emiatt van sziikség két vagy tobb homologra; amennyiben ez

igaz, az alcsoport specialis tulajdonsagait a HCR région kiviili szekvencidk hatarozhatjak meg.

5.1.2 Filogenetikai fa készitése

egy hasonlosadgon alapuld HCR filogenetikai fat és ezt 6sszevetettiik a ndvényi torzsfejlodési faval.
Ehhez el6szor a HCR-t tartalmazd szekvencidknak létrehoztuk fajonként a konszenzus
szekvenciajat (mind a DNS, mind a cDNS/ncRNS adatok felhasznalasaval). Ezeken a konszenzus
szekvencidkon szekvenciaillesztést végeztiink és filogenetikai fan abrazoltuk. A filogenetikai fakat
egyenként, illetve egyméshoz hasonlitva elemeztiik.

A genomi szekvencidk illesztését abrazold filogenetikai fa két nagy csoportra oszthatd, ezekbe a
csoportokba csak az Oryza rufipogon szekvencidja nem illeszkedik bele (6. abra). A két csoport
tovabbi 3-3 alcsoportra tagolodik. A fat a fajok alapjan készitett torzsfaval 0sszehasonlitva azt
tapasztaltuk, hogy bar sok a kiilonbség, a HCR-ek az egyes csoportokban jellemzden hasonldan
valtoznak az evoluciod sordn €s az egy taxonOmiai csoportba tartozo fajok a legtobb esetben
megmaradnak egy alcsoporton beliil. Kivételt képeznek a libatopfélék (Chenopodiaceae) rendjébe
tartozo Chenopodium quinoa és Beta vulgaris, az ajakosviragiak (Lamiales) rendjébe tartoz6 Olea
europaea €s Sesamum indicum, illetve a burgonyaviraguak (Solanales) rendjébe tartozd Solanum
lycopersicum, Solanum tuberosum, Nicotiana attenuata, Capsicum annuum ¢és Ipomoea triloba
fajok, amik kiilon csoportokba keriilnek a filogenetikai fan. A legjelentdsebb konzervaltsag a
perjevirdguak (Poales) rendjében fedezhetd fel, de a rozsavirdghiakban (Rosales) és a
kaposztafélékben (Brassicaceae) is jelentds.

Mig a fajok altalaban kozeli rokonaik mellett helyezkednek el, a rendek pozicidja nem egyezik a

taxonomia fan lathatd elrendezéssel. Péld4ul a taxondmiai fan a Poales €s Rosales rendek egymas



mellett helyezkednek el, ezzel szemben a szekvenciaillesztés eredménye alapjan joval nagyobb
tavolsag van kozottik. Ezzel szemben a Brassicaceae fajok HCR konzervaltsaga joval
hasonlébbnak bizonyul a Poales rend tagjaihoz, mint a taxondmiai fan a két novénycsoport.

Bér voltak eltérések a taxondmiai és a szekvenciadk alapjan elkészitett filogenetikai fak kozott,
Osszességében azt tapasztaltuk, hogy a HCR szekvenciak csoportositdsa nagy vonalakban megfelel
a taxonomiai csoportoknak. Ezt mutatja az is, hogy a jelentds eltérések jellemzden a kis, 2-5
fajszammal rendelkezd rendekben tapasztalhatok, mig a nagyobb létszammal jelenlévé rendeknél

a fajok par kivételtdl eltekintve egy és két csoportban maradtak (6. bra).
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Actinidiaceae —— Chenopodiaceae Lamiales —— Poales

—— Amborellaceae —— Crassulaceae Malpighiales —— Rosales
—— Apiaceae —— Cucurbitaceae Malvaceae = —— Rubiaceae
—— Asparagaceae —— Dioscoreaceae Musaceae —— Sapindales
—— Asteraceae —— Fabaceae Myrtaceae —— Solanales
Brassicaceae Fagales Papaveraceae —— Vitaceae

6. abra: a genomi HCR szekvencidk alapjan készitett filogenetikai fa
Az azonositott HCR-eknek fajonként meghataroztuk a konszenzus szekvenciajat, majd ez alapjan
tobbszoros szekvenciaillesztést végezve létrehoztuk a szekvenciadk hasonlosagan alapulo filogenetikai fat.
A filogenetikai fan a kiilonboz6 szinekkel jeldltiik az eltéré nemzetségekbe tartozo fajokat. A filogenetikai
fa alapjan megallapitottuk, hogy az egyes eltérések ellenére, a HCR-ek konzervaltsdga valoszintileg
valamilyen mértékben kdveti a fajok evolucios valtozasait.
Az elérhetd cDNS/ncRNS adatokbol 1étrehoztunk egy RNS-alaptit HCR konszenzus szekvenciat és
ebbdl készitettiink egy taxondmiai fat, amit Osszevetettiink az érintett fajok (tehat a cDNS
szekvencidkban HCR-t tartalmazé fajok) torzsfejlodési fajaval. A konszenzus szekvencidkon
elvégzett szekvenciaillesztés eredményeit dbrdzolva és Osszehasonlitva a taxonomiai, illetve a
genomi szekvencidkbol készitett faval, a korabbiakhoz (a genomi/DNS alapu adathoz) hasonlé
eredményeket tapasztaltuk: az egyes taxondmiai csoportokba tartozéd fajok (ahogy a DNS
szekvenciak esetén is) egy/kozeli csoportban maradtak, mig a csoportok helyzete valtozott, mind
a genomi szekvenciakbdl 1étrehozott filogenetikai fahoz képest.
Mivel a szekvenciaillesztés eredményeibdl és a taxondmiai rokonsagokbol mas szoftver
segitségével készitettik el a filogenetikai fat, az egyes csoportokon beliili hasonlosagok
valészinlileg nagyobb informécid értékkel birnak, mint maguknak a csoportoknak az
elhelyezkedése.
A filogenetikai elemzések kovetkezd lépéseként a fajokra jellemzd diploid HCR értékeket
Osszevetettiik a rendszertani elhelyezkedésiikkel annak érdekében, hogy meghatarozzuk, van-e
kapcsolat a diploid HCR értékek és a rokonsagi kapcsolatok kozott. Megallapitottuk, hogy a
legtobb esetben kozel rokon fajoknal is lehet akar tobbszords eltérés. Erre példak a Poaceae
(perjefélék), vagy a Brassicaceae (kdposztafélék) csaladok tagjai. Az egyes nemzetségek tagjaiban
nagyobb hasonlosag volt felfedezhetd, de ezek részletes kiértékeléséhez nem allt megfeleld
mennyiségli adat a rendelkezésiinkre.
Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a HCR tartalmt gén mar a zarvatermok korai

dsében megjelent, és szekvencidja erdsen konzervalddott az evolicié soran. Ez egy 6si funkciora



(bioldgiai relevanciara) utal6 jel. Ezzel szemben néhany taxondmiai csoportban szamuk valtozott,
a leggyakrabban 2 kopia helyett megsokszorozodott pl. a Poaceae és Brassicaceae csaladokban,
mely specidlis funkciokra, finomszabalyozésra ad lehetdséget. Mas esetekben pedig, nem zéarhato
ki, hogy a HCR tartalmt gének elvesztek az evolicid soran, pl. a Nymphaea colorata-ban, vagy
egyéb 1 kopiat tartalmazo fajokban (megjegyzés: az 1 kopids vagy HCR nélkiili fajok esetében,
legvaldsziniibb a technikai magyarazat, azaz, hogy az adatbazis hidnyossag miatt nem talaltuk meg;
ugyanis, funkciovesztés esetében az alacsony konzervaltsagi HCR jelenlét lenne jellemzd, de ilyet

egy esetben sem talaltunk).
5.1.3. A HCR régio6 szerkezeti elemzése

A GUT15/CR20 IncRNS géncsalad jellemzd és feltételezhetden a funkcionalitast hordozo régioja
a HCR domén (a konzervalt ~120 nt). Hogy betekintést nyerjiink a struktira és a funkcio esetleges
kapcsolatara, elsé 1épésben prediktaltuk a masodlagos szerkezetét (120 nt hossza HCR domén, az
RNS upstream ¢és downstream szakaszai nélkiil) (3. dbra). Munkénkat az Arabidopsis GUT15
(AT2G18440) HCR szakaszanak vizsgalataval kezdtiik, majd ezt a szerkezetet sszevetettiik a mas
fajokban azonositott HCR-ek masodlagos szerkezetével, illetve a konszenzus HCR struktaraval.
Az AtGUT15 HCR egy harmas hajtli alakzatot hoz 1étre (3-féle prediktalé program nagyon hasonlo
szerkezeteket prediktalt; ViennaRNAfold, McGenus, és RNA Composer, 7. dbra). A struktura, és
konzervaltsaganak vizsgélata sordn megallapitottuk, hogy az elsd hajtli a legkonzervaltabb, mig a
(tdbbnyire) poli-A és egy poli-U nukleotid sorozat alakitja ki. A masodik és harmadik hajtii csticsi
részén nem-konzervalt hosszusagu hurkok helyezkednek el; a csticsi hurkok egy poli-A és egy poli-
U (a McGenus predikcioban U helyett T szerepel) egymassal képesek kolcsonhatni, ezéltal egy
bonyolult haromdimenzids szerkezetet 1étrehozni, aminek esetleg funkcionalis konzekvenciai
lehetnek (megj: a hurkok kozotti kolesonhatas predikcidjara csak a McGenus program alkalmas,
7C abra).

Az eredmények alapjan tobb feltételezésiink van a szerkezet-funkcio kapcsolatra: (i) a harom hajtti
kiilon-kiilon partnerrel és/vagy funkcioval rendelkezik, (ii) az elsé hajtii és a masodik-harmadik
hajtli egytittese kiilon feladatot 14t el, (iii) mindharom hajtli egyiittmikodésben lat el egy egységes
funkcidt, (iv) a kozépsd poli-A/U hajti egy hdérzékeld struktura (alacsony olvadasponttal

rendelkezik) mely “mozgatja” a kétoldalan 1évd elsd illetve harmadik hajtii strukturdt és az



esetlegesen ehhez kotddd partnereket (ezt alatamasztja az a megfigyelés is hogy a GUT15/CR20

hészabalyozott expresszioval bir (Szaker et al., elokésziiletben)).

7. abra: A GUT15 HCR régidjanak in silico prediktalt szerkezete
A GUT15 konzervalt HCR régioja jellegzetes, 3 hajtlivel rendelkezé masodlagos szerkezetet alakit ki. Ezt
tobbféle szoftverrel is meghataroztuk; (A) ViennaRNAfold, (B) RNA composer, (C) McGenus.

5.2. K-mer analizis, hierarchikus klaszterelemzés

A K-mer analizist két céllal végeztiik el; egyrészrdl, hogy megvizsgaljuk (i) az egyes fajok HCR
régiot tartalmazo génjeinek HCR és kornyékbeli szakaszai kozotti (HCR +50nt up- és 60 nt
downstream) hasonlosagat a DNS és RNS adatok alapjan egyarant, (ii) a homologok HCR région
kiviil es6 szakaszok hasonlosagat RNS adatok alapjan, és (iii) amennyiben vannak hasonlosagok

akkor azonositsak hasonlosagi csoportokat. Masrészt pedig, hogy egy fajon beliil 6sszehasonlitsuk



a GUT15/CR20 IncRNS-ek K-mer mintazatdt mds IncRNS-ek mintazataval, és ez alapjan
funkcionalis informéaciot nyerjiink (amennyiben a méas IncRNS-ek jellemzettek). A GUT15/CR20
IncRNS-ek tobb funkcioval rendelkezhetnek; mivel a funkciot a fehérjepartnerek, a
fehérjepartnerek kotddését az IncRNS-ben 1évo kotdhelyek, azaz K-merek hatarozhatjak meg, a K-
mer analizis segitségével elméletben elkiilonithetjiik a kiilonb6z6 IncRNS funkciokat.

A K-mer analizist 3-6 nt hosszsagu értékkel végeztiik el. Az eredményeket két forméaban kaptuk
meg, egyrészt a Pearson-korrelaci6é eredményét, ami az egyes mintdk egymashoz hasonlitott K-
mer ujjlenyomatat tartalmazta, masrészt pedig mintdnként a hossz alapjan normalizalt K-mer
értékeket. A hierarchikus klaszter analizishez a Pearson — korrelaciok eredményeit hasznaltuk és

dendogram, illetve a mintakat klaszterekbe rendezett tablazat formajaban elemeztiik.
5.2.1. A HCR régi6 K-mer tartalmanak vizsgélata

Bar a K-mer analizis els6dlegesen az IncRNS-ek vizsgalatara alkalmas, a K-mer ujjlenyomat fontos
informaciokkal szolgalhat az egyes szekvencidk hasonlosagainak (3-6 nt hosszlsagu, azonos
Osszetételli bazistartalmt szakaszok), vagy éppen kiilonbozdségeinek meghatdrozasahoz a DNS
mintak esetén is, féleg egy erésen konzervalt szakasz esetén.

A DNS HCR régi6 vizsgalatanak eredményei a genomi szekvenciak esetén az dsszes K érték esetén
azt tiikrozték, hogy bar a fajok kozott jellemzden nagyobb a hasonldsag, azokon a fajokon beliil,
ahol t6bb szekvenciat is vizsgaltunk, a legtobb esetben tobb hasonlésagi csoport is elkiilonithetd
volt, mind a fajon beliil, mind a tobbi fajhoz képest is. Ez a mintdzat legjobban a Triticum fajoknal
(Triticum aestivum, dicoccoides, spelta, turgidum, urartu) volt megfigyelhetd. Itt a kiilonbozo
kromoszémakon taldlhatd szakaszok a tobbi faj azonos kromoszémajan 1évékhdéz jobban
hasonlitottak, mint az azonos fajon beliil masik kromoszéman 1évékhoz (8. abra).

A cDNS/ncRNS HCR szekvencidk esetén a K-mer analizist duplikdtumok nélkiil, 6sszesen 142
szekvencian végeztiikk el, a korabbiakhoz hasonléan 3-6 K-mer értékekkel. Az eredmények
megfeleltek a DNS szekvencidknal tapasztaltaknak, azonban — mivel kevesebb faj kevesebb
szekvenciajan végeztiik el — kisebb mértékben mutattdk a kordbban tapasztalt mintdzatokat. Mivel
a cDNS/ncRNS szekvencidk esetén joval kevesebb eredmény allt rendelkezésiinkre, ezekbdl
minddssze annyi kovetkeztetést tudtunk levonni, hogy a DNS kmer vizsgalatban tapasztalt
mintazat itt is jelen volt, tehat a fajokon beliili feltételezhetd csoportok a transzkripcio, illetve a

poszt-transzkripcidos modositasok (pl. RNS splicing) soran is megmaradtak.



5.2.2. Triticum fajok K-mer analizise €s hierarchikus klaszterelemzése

A DNS mintakban, azokon beliil is legjelentdsebb mértékben a Triticum fajoknal latott mintazat
majdnem az GOsszes olyan faj, vagy rokon fajok esetén megfigyelhetd volt, ahol nagyobb szamu
HCR szekvenciat azonositottunk. Ez, bar kevésbé volt szembetiind, szintén jelen volt a
cDNS/ncRNS szekvencidk K-mer analizisének eredményeiben.

Ahhoz, hogy ezt a mintazatot részletesebben megvizsgaljuk, kivélasztottuk a fent is emlitett
Triticum fajokat ¢és ezek DNS és cDNS/ncRNS szekvencidit egyiitt elemeztiik tovabb. Az els
eredmények alapjan azonban egyértelmiivé valt, hogy a DNS és cDNS/ncRNS szekvencidk kozott
jelentds atfedés van, tehat a cDNS/ncRNS adatokban is azonositottuk ugyan azt a HCR-t, mint a
DNS szekvencidkban. Mivel a hasonldsagi csoportok kialakitasa szempontjabol ezek a
szekvencidk irrelevansak voltak, eltavolitottuk a duplikatumokat és Osszesen 49 Triticum
szekvenciaval dolgoztunk tovabb.

Az eredmények a K-mer méret fiiggvényében kiilonbozéképpen alakultak. Altalanossagban az volt
megfigyelhetd, hogy a csoportok €lesen elvaltak egymastol, és az egyes kromoszémakon (1, 2, 4,
6 kromoszomakon) 1évé HCR-ek jobban hasonlitottak egymashoz a nemzetségen beliil, mint a

fajon beliili mas kromoszéman 1évé HCR-hez.
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8. dbra: a Triticum fajok HCR régiéjanak Pearson-korreliciés matrixa (K-mer = 3)

A Triticum fajok HCR-t tartalmazo DNS és cDNS szekvenciait 6sszesitettiik és elvégeztiik rajta a K-mer
analizist, hogy kiilonbdz6 hasonlosagi csoportokat kiilonitsiink el. A Pearson-korrelacios matrix alapjan
megfigyelhetd, hogy az egyes kromoszoémakon (1, 2, 4, 6) talalhaté HCR-ek jobban hasonlitanak
egymashoz, mint a fajon beliili, masik kromoszoéman talalhaté6 HCR-t tartalmaz6 szekvenciakhoz.

A K-mer értékek alapjan is megfigyelhetd, hogy a szekvenciak tobb, nem a fajok alapjan kialakult
csoportra oszlanak és ezek K-mer értékei jelentdsen kiilonbdznek egymastol, azonban mig a
Pearson — korrelacid eredményei alapjan nagy vonalakban meghatdrozhatéak voltak az egyes
csoportok, a K-mer profilok esetén ezek nem valtak el olyan tisztdn. Azonban megfigyelhetdk

egyértelmii eltérések, mint példaul az egyik csoportban az ,,ACG” és ,,GTA” K-merek mennyisége
volt kimagaslo, egy masik csoportban a ,,TAT” és ,,TAC” K-mereké (8.,9. abra).
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9. abra: a Triticum fajok HCR régiéjanak K-mer matrixa (K-mer = 3)

A Triticum fajok K-mer analizisének K-mer matrixa alapjan is megallapithatd, hogy tobb csoport kiiloniil
el, de nem olyan élesen, mint a Pearson - korrelacios matrix esetén. Megfigyelhetok azonban jelentds
eltérések mindkét csoportban, mint példaul a “CCC” és “ATT” esetén, ahol, mig az egyik csoportban

minimalis a K-mer mennyisége, a masikban kimagaslo.

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a kialakult csoportok pontos szamat, illetve azonositsuk
tagjait, a Pearson — korrelacié eredményén hierarchikus klaszterelemzést végeztiink. Mivel a
korabbi eredmények alapjan a 4-es K-mernél tiintek legegyértelmiibbek a csoporthatarok, ezt az
értéket hasznaltuk a klaszterek meghatdrozasakor is. Ahogy a Pearson - korrelacios matrix (8. abra)
alapjan is latszik, két nagy csoport volt elkiilonithetd. Az egyik csoportba kertiltek a 2-es és 6-os
kromoszéman talalhato HCR-ek, a masikba pedig az 1-es és 4-es kromoszoéman 1évok. A kisebb

csoportok elemzése alapjan az volt megfigyelhetd, hogy az A és B HCR-ek mindegyik



kromoszéman kozelebbi csoportokat alkotnak, mig a D jobban eltér a tobbitdl a csoporton beliil
(10. abra).
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10. abra: a Triticum fajok K-mer analizis alapjan meghatarozott klaszterei

A Pearson - korrelacios matrix alapjan elvégeztiik a hierarchikus klaszterelemzést a Triticum fajok
szekvenciain. Ez alatdmasztja a korabbi feltételezéseket, miszerint a szekvencidk a kromoszoma szamuk
alapjan, nem pedig fajon beliili hasonl6sagok alapjan csoportosulnak. Megfigyelheté még emellett, hogy
az egyes csoportokon beliil tobb esetben is nagyobb hasonlosag fedezhet6 fel az A és B genom HCR-ei

kozott, mint a D genoméval.



Fontos megjegyezni, hogy az allopoliploid fajok esetében a kromoszémaszerelvények a sziildk 6si
genomjat hordozzak (7. aestivum két poliploidizaciés esemény kovetkeztében alakult ki a T.
urartu (AA), Aegilops speltoides (BB) és T. tauschii (DD) keresztezddésébdl; az AABB hibrid 0,5
millié éve, az AABBDD pedig 10 ezer évvel ezeldtt jott 1étre); ez alatt az idGintervallum alatt
(kiilonosen az elsd hibridizacios esemény 6ta) szamos mutacid johetett 1étre (El Baidouri és mtsai.,
2017). akar a GUTI15 HCR régidjan beliil is, ami moddosithatta a sub-genom-specifikus HCR
régidkat. Valoban ez figyelhet6 meg: az A és B genomok HCR homolégjai jobban hasonlitanak
egymasra, mint a D genom HCR tartalmu génje, éppen ahogy a két hibridizacids esemény alapjan
elvart. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy egy lassi HCR homolog “uniformizaciod

zajlik”, kovetkezésképpen egy tipust funkcioja lehet az 6sszes HCR tartalmt homolognak.
5.2.3. A HCR région kiviili szakaszok K-mer tartalméanak vizsgalata

A nem-HCR régi6 vizsgalatat azzal a céllal végeztiik el, hogy azonositsunk esetlegesen jelenlévo
cisz elemeket a HCR régiok kornyezetében, amik részt vehetnek szabalyozasukban. A K-mer
analizist elvégeztiikk mind az upstream, mind a downstream szakaszokkal. Az upstream szakaszok
hossza 76 nukleotidtol 2532-ig terjedt és konzervaltsagot csak a fajokon beliil mutatott. Ez volt
elmondhat6 a downstream szakaszrol is, aminek hossza 7-7000 nukleotidig valtozatos hosszusagu

volt. Nem tudtunk jelentésen dusulé K-mer mintazatot meghatarozni (11. ébra).



-0.58-0.4 -0.23-0.050.12 0.3 0.47 0.65 0.82

11. abra: a ¢cDNS és ncRNS szekvenciadk HCR elotti szakaszanak Pearson - korrelicios matrixa
A cDNS és ncRNS szekvenciak K-mer analizise soran nem azonositottunk jellegzetes, egymastol erésen
eltéré K-mer ujjlenyomattal rendelkez6 csoportokat. A vizsgalt szekvenciak a HCR szakaszon kiviil
heterogének, ezért vélhetden nem fehérjepartnereken keresztiil vesznek részt a funkcioban

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a GUT15/CR20 HCR régidin kiviil esé RNS nem vesz
részt partner interakcidban vagy nem-specifikus partner kotésen keresztiil miikodhet.

Hipotézisiink, hogy ezek az RNS szegmensek vagy magénak az IncRNS-ek a szabalyozasat latjak



el (pl. burkoljdk a HCR-t, lokalizaciot befolydsolnak, féléletidét befolyasolnak stb.) vagy
promiszkus kotések altal szabalyozzak a funkciot (pl. a foszfor-cukor lanc negativ toltése pozitiv

feliiletekkel rendelkezd (fehérje)partnereket kot meg).

5.2.4. A ¢cDNS/ncRNS szekvenciak K-mer analizise, hieararchikus

klaszterelemzése €s a kialakult csoportok vizsgalata

vizsgalt szekvencidk egyértelmiien elkiilonithetd hasonlosagi csoportokat alkotnak, tehat a
kiilonb6z6 csoportok eltérd fehérjepartnerekkel rendelkezhetnek. Bar a nagyszami DNS mintak
haszndlata soran a K-mer mintézat jobban felismerhetd, nem hanyagolhat6 el annak a lehetdsége,
miszerint nem az Osszes DNS szekvencidban azonositott HCR-tartalmi gén fejezddik ki a
transzkripcid soran (feltételezésiink szerint a GUT15/CR20 gének aktiv eleme az RNS maga, nem
pedig a DNS). Azért, hogy ezekbdl az esetleges eltérd kifejez6désekbdl addodd hamis
kovetkeztetéseket elkertiljiik, elvégeztik mind a K-mer analizist, mind a hieararchikus
klaszterelemzést a cDNS/ncRNS szekvencidk HCR szakaszain. Ennek eredménye alatdmasztotta
a korabbiakat, a hasonldé mintazatok, bar a kevesebb vizsgalt szekvencia miatt kisebb mértékben,
de hasonléan megjelentek benniik.

A cDNS/ncRNS szekvencidk vizsgalatanak kovetkezo 1épéseként meghataroztuk mind csak a HCR
régiok, mind a teljes cDNS/ncRNS-ek K-mer ujjlenyomatait és az ezek alapjan kialakult
hasonldsagi csoportokat elemeztiik tovabb. Korabbi tapasztalataink alapjan ezeket a vizsgalatokat
is 4-es K-mer értékkel végeztiik el.

A HCR régiok elemzése alapjan 8 hasonldséagi csoportot kiilonitettiink el. Ezeken 0jbol elvégeztiik
a K-mer analizist, hogy megallapitsuk milyen K-merek jellemzdek a csoportokban. Az egyes
csoportok Osszetétele rendkiviil valtozatos volt, tagjaikat jellemzéen nem a kdzeli rokon fajok
alkottak, a nagyobb kopiaszammal rendelkezd fajok pedig tobb csoportra oszlottak. Ezek az
eredmények a kordbbiakat tdmasztjdk ald, a K-mer ujjlenyomatok hasonlosdga nem a
rokonsagokon alapul. Az egyes csoportok K-mer analizise azonban nem hatarozott meg olyan K-
mereket, amik a csoport dsszes tagjaban a tobbinél nagyobb gyakorisaggal fordultak volna eld.
Hasonl6 eredményeket tapasztaltunk a teljes cDNS/ncRNS szekvencidk vizsgalatakor, azonban —
mivel a teljes szekvenciak dsszességében joval heterogénebbek voltak — 15 csoportot kiilonitettiink

el.



Osszesitve tehat, a HCR régi6 és kozvetlen kdrnyezetében magas szekvencia variabilitist K-mer
mintazatokat talaltunk, ami azt sugallja, hogy a HCR régi6 szerkezete, nem pedig a szekvencia-

mintazat (K-mer mintazat) lehet a funkcionalis tulajdonsag.

5.2.5. Arabidopsis thaliana ncRNS szekvenciak K-mer analizise, hierarchikus

klaszterelemzése €s a kialakult csoportok vizsgalata

A kovetkezd 1€pésben az ismert Arabidopsis thaliana ncRNS-eket vizsgéltuk a kordbbiakhoz
hasonloan K-mer analizissel és utana hiearchikus klaszterelemzéssel. Ezzel az volt a célunk, hogy
meghatarozzuk az Arabidopsis thaliana GUT15/CR20 IncRNS-eihez leginkabb hasonl6 IncRNS-
eket és az azokrdl a PlantsEnsemble adatbazisaban elérhetd informdaciok alapjan azonositsunk
potencialis fehérje partnereket. Ezeket a vizsgalatokat 5655 szekvencian végeztiik el 3, 4, 5 és 6
K-mer méretekkel.

Mivel az altalunk vizsgélt IncRNS-ekhez leghasonlobb ncRNS-eket szerettiik volna meghatarozni,
560 klasztert hoztunk létre az eredeti szekvencidkbol, igy kb a 10 leghasonlobb ncRNS-t kaptuk
meg (a klaszterelemzés 560 csoportot alakit ki, és mindegyik mintét a leghasonlobb csoportba teszi,
igy eléfordulhat, hogy nem mindegyik csoportba pontosan 10 ncRNS keriil). Erdekes médon, mig
3-as és 4-es K-mer értéknél a 3 IncRNS (GUT15, GUT15 splice varians, CR20) a GUT1S5 splice
varians valt kiilon a masik kett6tol, 5-6s és 6-os K-mer érték esetén a CR20 kertiilt masik klaszterbe.
Az ezzel a moédszerrel meghatarozott ncRNS-ek kozott azonositottunk snoRNS-eket, illetve
IncRNS-eket, azonban nem talaltunk olyat, aminek a funkcidja és/vagy fehérjepartnerei ismertek,

lennének.



K-mer=3

K-mer =4

K-mer =5

K-mer =6

AT1G08103.1
AT2G18440.1
AT2G22821.1
AT3G02995.1
AT4G05295.1
AT4G36648.1
AT5G01775.1

AT1G11175.1
AT2G13665.1
AT2G13665.2
AT2G13665.3
AT2G18440.2
AT4G07250.1
AT5G06705.1

AT1G05913.1
AT1G06697.1
AT1G06997.1
AT1G09227.1
AT2G06955.1
AT2G18440.1
AT3G04775.1
AT3G07935.1
AT3G24614.1
AT4G05255.1
AT4G05315.1
AT4G14548.1
AT4G36648.1
AT5G02055.1
AT5G02645.1

AT1G09407.1
AT2G07885.1
AT2G18440.2
AT3G08340.1
AT5G05515.1
AT5G06705.1
AT5G09635.1

AT1G03746.1
AT1G26233.1
AT1G74456.1
AT2G04405.1
AT3G03435.1
AT3G03445.1
AT3G09105.1
AT3G13525.1
AT3G58193.1
AT3G58196.1
AT4G07205.1
AT4G36648.1
AT5G01775.1
AT5G06565.1
AT5G08865.1

AT2G18440.1
AT2G18440.2
AT2G24592.1
AT5G05705.1

AT1G04787.1
AT1G07193.1
AT1G07903.1
AT1GO08113.1
AT1G08303

AT1G09723.1
AT1G26233.1
AT1G60073

AT2G04405.1
AT2G04905.1
AT2G07405.1
AT2G08040.1
AT2G22496

AT3G02705.1
AT3G03665.1
AT3G07135.1
AT4G04665.1
AT4G05255.1
AT4G07175.1
AT4G36648.1
AT5G06965.1
AT5G08865.1

AT2G18440.1
AT2G18440.2

1. tablazat: az Arabidopsis thaliana ncRNS-ein végzett hierarchikus klaszteranalizis eredményeinek
osszefoglalasa
Az Arabidopsis thaliana kb 5600 ncRNS-én végeztiink K-mer analizist és annak eredményeib6l
hierarchikus klaszteranalizist, hogy azonositsuk a GUT15 (at2g18440.1, z6ld), GUT15 splice varians
(at2g18440.2, kék) és CR20 (at4g36648.1, rozsaszin) HCR-ekhez leghasonlobb ncRNS-eket. K-mer 3-6
értekekkel végeztiik el a vizsgalatot, mindegyik esetben 2 csoportba keriilt a 3 HCR. Mig 3-as K-mer érték
esetén a két csoport egyenld tagszamu volt €és GUT15 és a CR20 egy klaszterbe keriiltek, 4-es érték esetén
az aranyok kis mértékben eltolodtak és ez a tendencia folytatodott a 6-os K-mer értékig, ahol csak a
GUT15 és annak splice variansa keriiltek egy klaszterbe.

5.3 sORF-ek azonositasa a cDNS és ncRNS szekvenciakban, sSORF funkcionalitas

lehetdségének tesztelése

Az IncRNS-ek definici6 szerint nem kddolnak fehérjét, azonban szdmos olyan IncRNS 1étezik mely
mikro-peptid kdédolasra képes. Mivel a HCR régi6 dnmagaban egy konzervalt szakasz, a HCR
régiot ativeld rovid leolvasasi keretekek (short Open Rearding Frame, sORF) is (legalabbis

részben) konzervaltak lehetnek. Hogy kideritsiik van-e elméleti lehetésége annak, hogy a HCR



tartalmt gének funkciondlis terméke egy HCR-peptid, in silico transzlaltuk a HCR régiot atfedd
sORF-ket (5°-3° iranyban, Start kodon + sORF + Stop kodon tulajdonsidgok jelenlétét
megkovetelve) és elemeztiik ezek konzervaltsagat a torzsfejlddés folyaman. Magas variabilitast
talaltunk a peptidek kozott, mely a hajtliket 6sszekotd szakaszok, a hajtiik csucsi részének és a
ko6zépso hajtli (poliA-poliU) hosszisaganak eltérései és alacsony konzervaltsaga miatt [épnek fel.
Az alacsony konzervaltsagot az Arabidopsis €és kozeli rokonén, a repce (Brassica napus)
GUT15/CR20 homolog génjein példazzuk (megjegyzés: a repcében 12 GUT15 homoldg gén van,
az egyszerliség kedvéért 1 homoldgot mutatunk be ebben az esettanulmanyan). A HCR régidban
mindossze egy olyan sORF taldlhaté meg, mely 10 aminosavnal hosszabb, start és stop kodonnal
rendelkezik; ennek a peptidnek a konzervaltsdga mindossze 22%, mely az elsd hajtii nukleotid

konzervaltsagabol egyenesen kovetkezik, de a tovabbiakban nem fenntartott (12. dbra).

GUT15_ORF2: MSGALAWQVKKLILNKKKILWVLERRSHGLLFFPGISSPLCVSSCLCSISLP-ALSHFIS 59

CR20_ORF2: MTGALAWQVTK-ILNKKKKFRVVEGSSHGGFFLPGFSPLACVSCFSLFVHTTFDLDSFT- 58

BnaGUT15-chrA8_ORF2: MTGALAWQVTL-NNNKNNCFVLVRGVRTGDFFSPGSPFTLCLALSL—————————=————— 45
* 1dokokokkokk . LS * Ik okk EHH

GUT15_ORF2: FLNAHIHSKTDHKQSL 75

CR20_ORF2: 58

BnaGUT15-chrA8_ORF2: 45

12. abra: az AtGUT15, AtCR20 és BnaGUT15 (chrA8) gének HCCR régioival atfedé sORF peptidek
hasonlosagi vizsgalata (a csillag azonos aminosavat, a kettéspont hasonlé aminosavat jelol).
Ezen eredmények alapjan azt gondoljuk, hogy a GUT15/CR20 IncRNS géncsalad funkcionalis

egysége nem mikro-peptid, hanem az IncRNS molekula.

6. Osszefoglalas

Mig kordbban ugy vélték, hogy a hosszi nem-kddold RNS-ek (IncRNS-ek) csak transzkripcionalis
melléktermékek, mara egyre tobb IncRNS-erél bizonyosodik be, hogy szabalyozott moddon
keletkezik ¢és jol meghatirozott funkcidja van. Mivel azonban az IncRNS-ek vizsgalata
konzervaltsaguk hianya miatt nagyon nehéz, egy olyan vizsgélati eszkoztarra van sziikség, mely

alkalmas a funkcionalis kandidansok kivalasztasara.

Munkédnk sordn egy részben konzervalt IncRNS csalddot vizsgalunk meg bioinformatikai

eszkoztarral.



Kovetkeztetéseink az alabbiak:

1. A GUT15/CR20 géncsaladban fellelheté HCR régid erdteljesen konzervalt a torzsfejlodés
soran zarvatermokben;

2. A GUTI5/CR20 génekben megtaldlhatd HCR régid egy konzervalt masodlagos
szerkezettel rendelkezik.

3. A HCR région kiviil es szakasz nem tartalmaz disuldé K-mer ujjlenyomatot, magas
variabilitasu és valtoz6 hosszusag, a GUT15/CR20 IncRNS molekulan beliil a HCR régio6
elhelyezkedése random; mindezek alapjan feltételezziik, hogy a non-HCR régiok nem
vesznek rész specifikus partner kolcsonhatdsban, hanem vagy aspecifikus kotés hoznak
létre (toltéslik révén), vagy a HCR stuktira kifejez0désének, szabdlyozasanak eszkozei
(éréshez sziikségesek, féléteidot szabalyoznak, lokalizaciot modositanak stb.)

4. A HCR-tartalmt gének szdma valtozott (legtobb esetben nétt) a torzsfejlodés folyaman,
feltehetden tobbszords, fliggetlen események kovetkeztében; feltételezziik, hogy a
GUTI15/CR20 IncRNS hatasmechanizmusa dozisfliggd, vagy tobb gén/traszkriptum
kozremiikodésén alapul.

5. A GUTI15/CR20 IncRNS-ek nem kdédolnak konzervalt sORF-et.

Osszegezve, a GUT15/CR20 gének bioldgiai funkcidja nagy valdsziniiséggel a HCR régidhoz
kotddik és annak strukturaja révén valosul meg. A HCR régié magas foki konzervaltsaga arra
enged kovetkeztetni, hogy a zarvatermdk dsében jelent meg egy alkalommal és konzervalodott, és
a zarvatermd ¢életmodhoz kotott dsi funkeiot 14t el.

Ezek fényében a jovoben kisérletet fogunk tenni a meghatarozott csoportok HCR-
(fehérje)partnereinek felkutatasara és pontos funkcidjuk meghatarozasara, ezzel elésegitve a magas
hémérsékleti stressz soran betoltott funkcidjuk megértését.

A munkafolyamat melyet a munkankban alkalmaztunk, a jévében alkalmas lehet mas IncRNS-ek

vizsgalatara is.
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