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A kutatds els6 évében az elGzetes tervnek megfelel6en tudtunk haladni. Kidolgoztunk egy statisztikai
modszert a genom vizsgalatara. Modelliink egy fej és egy farok motivum részbdl all és a vizsgdlt
genomot a lehetséges fej-farok parok gyakorisdgaval irjuk le a koztik lévé tavtarté hosszanak
flggvényében. Ez az egyes fej-farok mintazatokra kapott frekvencia profilok sorozata. A modellt két
valtozatban is teszteltlik: az egyszer(ibben a fej és a farok is 5-5 bazisbdl all és a tavtarté hossza 0 és
54 kozé esik, a bonyolultabb modellben a fej és a farok is 6-6 bazis, de 2-2 bazis |6tyogés
megengedett.

A vizsgalat szempontjabdl azok a fej-farok mintazatok érdekesek, amelyek frekvencia profilja egy
lapos alapvonal képét mutatja egyetlen mély minimummal. Az ilyen profil arra utal, hogy a fej-farok
mintadzat egy bizonyos kritikus relativ tavolsagban az atlagosnal lényegesen ritkabb. A szamitast
elvégeztiik emberi és éger genomon is. Mindkét esetben nagy szdmban talaltunk ilyen mintazatokat.
A mintazatok listaja az két genom kozott ~70%-ban atfed. A taldlt mintazatokban a direkt fej-farok
érintkezés dominal - vagyis a kritikus relativ tavolsag tipikusan 0.

Az igy kapott mintazat-konyvtarak alapjan az emberi és egér genomban azonosithatdk azok a
szakaszok, ahol a relativ ritka mintazatok koncentrdltan fordulnak el6. Elvégezve a szamitast azt
kaptuk, hogy a mintazat-klaszterek jellemz&en 18-25 bdzis hossziak és els6sorban genetikailag
kitintetett helyeken fordulnak el6. A legnagyobb koncentrdciéban az 5' UTR elején taldltunk
klasztereket - kozvetlenil a transzkripcids starthely mindkét oldalan. Ehhez képest kisebb mértékd
felhalmozddast talaltunk az exon/intron hatarok intron feléli oldalan. Harmadsorban a gének 3' UTR
szakaszan is taldltunk szignifikansan magas klaszter koncentraciot.

Szamos ellen6rz6 szamitast végeztiink kiilonb6z6 mddszerekkel elGallitott referencia szekvenciakkal
annak igazoldsa érdekében, hogy a talalt ritka mintazatok nem a mar ismert genetikai sajatsagok
kozvetlen kbvetkezményei, hanem merében Uj genetikai jelenségekre utalnak. Ennek sordn kizartuk a
repetitiv szekvencidkat és a CpG szigeteket, mint lehetséges okozdit a jelenségnek. Tovabba
megdllapitottuk, hogy a klasztereink nem mutatnak szignifikdns korreldciét az ismert miRNS
szekvencidkkal és az ismert transzkripcios faktor kot6helyekkel sem esnek egybe.

Viszont jelentés mértéki korrelaciot talaltunk a kisérletesen meghatdrozott polimeraz Il kot6helyek
és a klasztereink kozott. Ennél is érdekesebb, hogy a klasztereink nagymértékben atfednek az
ENCODE régidban kisérletesen taldlt nem kédold kis RNS-ekkel. Ezt az RNS tipust egyre tobb esetben
mutatjak ki kisérletesen kilonb6z6 mintdkban, viszont senki sem tudja pontosan, hogy mi a szerepik
a sejten beliil. Abban viszont mindenki egyetért, hogy nem véletleniil vannak jelen. Ugy is



mondhatnank, hogy a felgydlt kisérletes adatok mogott jelenleg még hianyzik az elméleti hattér a
nem kédold kis RNS-ek tekintetében. Eddigi eredményeink azt sugalljak, hogy a klasztereink tovabbi
vizsgalataval kozelebb lehet jutni az ncRNS-ek sejten beliili szerepének felderitésében. A talalt
motivumokat "spanion"-nak neveztiik el az 6gorog "ritka" szé utdn.

A kutatds masodik évében sikeriilt tovabblépniink az elsé év eredményeire épitve. A kutatasi tervnek
megfelel6en megvizsgdltunk tovdbbi nyilvanosan elérheté genomokat. A vizsgalt genomok: éleszté,
neurospora, fondlféreg, gylimolcslégy, maldria szdnyog, fugu, zebrahal, tiskés pikéd, csirke, kutya,
marha, macska, 16 és sertés.

Minden vizsgdlt genomban talaltunk 'spanionokat'. Az egyszer(ibb él6lények esetén kevesebbet, a
fejlettebbek esetén tdbbet. A két vizsgalt gomba genomjaban éppen csak kimutathaté mennyiségben
vannak 'spanionok'. Ezek a genomok elég kicsik a tobbi vizsgalthoz képest és evolucids értelemben is
igen tavol allnak télik. Ezek a genomok a modellel részletesen nem vizsgalhatok.

A fonalféregt6l kezdve viszont a modell egyre novekvé szdmban azonositott 'spanionokat' az adott
él6lény evolucids fejlettségével aranyos mértékben. A csirke genomtél kezdve az Osszes genom
elemzése igen hasonlé képet mutat. A 'spanion' listdk nagy mértékben atfednek és statisztikus
tulajdonsagaik is kozel azonosak. igy ezek a genomok a modell segitségével jol elemezheték.

Az emberi genom részletes elemzését megkezdtilk a madsodik évben. A 'spanion' klaszterek
elsGsorban a génatiras kezd6helye koril fordulnak elS. Koézbilsé exonokban szinten jelentGs
mennyiségben vannak 'spanion' klaszterek, de itt nincs egyértelmlien kitlintetett genomi
elhelyezkedés az exonok végeihez képest. A 3'UTR szakaszok viszonylag kevés 'spanion' klasztert
tartalmaznak, viszont ezek a szakaszok a 3’UTR szakaszok 5' végén fordulnak jellemz&en el6.

A masodik kutatasi évben nem remélt és igen kedvez6 fordulat allt be. Taft és munkatarsai lekdzoltek
egy kisérletes adatsort, amely human THP-1 sejtvonalon végzett elemzésiiket tartalmazta (VOLUME
41, NUMBER 5, MAY 2009 NATURE GENETICS, pp. 572) Azonositottak egy 18 - 20 bazis hosszu nem-
kddold RNS sokasagot, amely a géndtirds kezd6pontjat kovetd genomi helyrél szarmazik és 'tiRNS'
néven Uj RNS tipusként kozolték. Osszevetve az adatbazisukat a statisztikus modell 'spanion’
klasztereivel, a két halmaz 70%-ban azonos. Gyakorlatilag a statisztikus modelliink egy igen hatékony
tiRNS becsl6 médszer.

A tiRNS-ek sejten belilili szerepe egyel6re nem ismert, de kézenfekvének latszik, hogy a
génszabalyozas egy teljesen Uj és altaldnosan elterjedt formdajaban vesznek részt. A 'spanion'
modelliink igen hasznos lehet a tiRNS-ek kutatasaban, mivel Iényegében megadjak az elméleti alapot
a megfigyelések értelmezéséhez.

A human genomot megvizsgaltuk az észlelt 'spanion’ klaszter tartalom szempontjabdl az egyes gének
5' vége korili 6 Kb hosszu régidban. A géneket sorba rendezve a 'spanion’ klaszter tartalom szerint és
kivalasztva az 500, 'spanion' klaszterben leggazdagabb gént azt kaptuk, hogy ezen géneknek
megfelel6 GO-kifejezésekben  statisztikusan szignifikdns mértékben felillreprezentdlt a
génszabalyozassal kapcsolatos funkcio.

A kutatas harmadik évében lekozoltuk az elsé két év eredményeit (Cserzo et al. Biology Direct 2010,
5:56). K6zleménylinkben ismertetjik a statisztikus elemzés minden részletét az alkalmazott ellenérzé
szamitdsokkal egyitt. Ismertetjik az ember és egér genomok statisztikus jellemz8it a megtalalt



’spanion’ klaszterekre vonatkozdan. Leirjuk a ’‘spanion’ klaszterek relativ helyzetét az emberi
genomban a kitlintetett genomi pozicidkhoz képest (transzkripcids iditd helyek, exon/intorn hatérok,
'Fig. 2." az eredeti kdzleményben). Bemutatjuk a ‘spanion’ klaszterek egybeesését két, kisérletesen
meghatarozott adatsorral (RNS polimeraz Il kt6helyek és tiRNS adatbazis, ‘Fig. 3 & 4’ az eredeti
kozleményben). Tovabba kozoljik a ‘spanion’ klaszterekben kiilondsen gazdag géneken végzett GO-
kifejezés elemzés eredményét ('Fig. 5 & Tab. I’ az eredeti kozleményben).
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Figure 2 Normalized distribution of spanion clusters around distinct genetic landmarks. Human fragments are aligned at six key genetic
landmarks and the preferred location of spanion clusters are presented on the plot. The individual distributions arranged into a single plot
concatenating them in head to tail fashion representing a hypothetical gene. The original distributions are represented by alternating colours
IGR/5" UTR (blue); 5" UTR/intron (red); intron/exon (blue); exon/intron (red); intron/3” UTR (blue) and 3’ UTR/IGR (red). In each case the point
of the alignment is the junction of the two genetic features in question. The possible number of hits decreases with the distance from the
selected landmark as fragments are considered only up to the next genetic borderline or 1 kb distance at most. Therefore the raw counts
normalised with the maximal number of possible hits at each given position relative to the aligned landmark.
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Figure 3 Co-localization of spanion clusters and experimental RNA polymerase Il sites. The distribution of the distance between the
upstream end of a spanion clusters and the downstream end of the closest reported RNA polymerase |l sites in upstream position relative to
the spanion cluster [16]. The original measurement has been done on confluent HEK cells. In the reference dataset the local spanion cluster
patterns of the genes were mapped to the chromosomes using the global coordinates of randomly picked different genes. Real dataset: squares,
reference set continuous line, The distribution is asymmetric due to the way the distance is measured. Alternative metrics were also tested and
provided similar results (data not shown). The peak around zero in the reference case reflects to the common general preference of the
transcript zero position of the two genetic features. Note that the RNA polymerase Il sites span a few hundred bases typically while the most
common size of the spanion clusters is around 25 bases. (See Figure 1 and Figure 1 of Sultan et al [16])
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Figure 4 Co-localisation of spanion clusters and experimentally detected tiRNAs. The distribution of the distances between the upstream
end of a spanion cluster and the downstream end of the closest reparted tiRNA hit in upstream position relative to the spanion cluster [7]. The
real dataset is marked by squares; the reference set (continuous line) was generated as in the case of the RNA polymerase Il dataset (see above).
The typical size of the tiRNAs and the spanion clusters is directly comparable: 20 - 25 bases. The peak at -20 indicates that typically the 5" ends
of the two kinds of segments are only a couple of bases apart.
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Figure 5 The relation of spanion cluster concentration and GO terms. The protein coding Hurman genes were ranked according to the
spaninon cluster content of the 6 kb transcript proximal region. The frequency of the GO terms associated with the 500 top scoring genes was
obtained and compared with the GO term frequencies of the full set. In random case one would expect values proportional with the ratio of
the sizes of the two sets. This ratio is indicated by dashed line on the plot. Points above the line correspond to GO terms overrepresented in the
short listed set of high spanion cluster content genes. The 25 most frequent GO terms are listed in Table 2.




Table 2 The 25 most frequent GO terms associated with the 500 genes richest in spanion clusters in their 6 kb
transcript proximal region

Freq GO code GO term

268 GC0006355 regulation of transcription, DNA-dependent

150 GO0M45449 regulation of transcription

99 GO0007275 multicellular organismal development

55 GC0050826 response to freezing

55 GO:0042309 Homoiothermy

49 GO0045944 positive regulation of transcription from RNA polymerase || promoter
49 GC0030154 cell differentiation

47 GC0007186 G-protein coupled receptor protein signaling pathway

46 GO:0007165 signal transduction

45 GO:0000122 negative regulation of transcription from RNA polymerase |l promoter
33 GC0008152 metabolic process

30 GC0007399 nenvous system development

29 GC0007155 cell adhesion

28 GC0009887 organ morphogenesis

27 GC0006468 protein amino acid phosphorylation

26 GO0007156 homophilic cell adhesion

26 GO0006412 Translation

24 GC0006260 DMNA replication

23 GC0007417 central nervous system development

22 GO0045941 positive regulation of transcription

2 GC0008284 positive regulation of cell proliferation

2 GC0007420 brain development

2 GO:0006357 regulation of transcription from RNA polymerase || promoter
21 GO:0007049 cell cycle

20 GC:ome3n Dephosphorylation

Az algoritmus végil is nem bizonyult alkalmasnak internet alapu szolgaltatas beinditasara, mert
ésszer(itlenil nagy adatforgalmat generalt volna. Ehelyett a kozlemény fliggeléke ként lekdzoltiik a
’spanion’ klaszterek teljes listdjat emberre és egérre, valamint a ’spanion’ klaszterek becslésére
szolgdld program forraskédijat is nyilvanossa tettiik.

A cikk megjelenése utan felvettiik a kapcsolatot John Mattick laboratériumaval (University of
Queensland) és elkezdtik kiépiteni egy jovGbeni egylttmiikddés alapjait. John Mattick munkatarsa,
Ryan Taft, érdekl6dést mutatott a munkank irdnt és rendelkezéslinkre bocsajtott egy lényegesen
nagyobb kisérletes kis-RNS adatbdzist tovabbi elemzés céljabdl. Ez a munka jelenleg folyik és az
el6zetes eredményeink igen biztatdak.

A kozles soran felfigyeltiink egy érdekes jelenségre. Bar a ’spanion’ klaszterek alulreprezentalt
motivumokbdl épllnek fel, ez nem jelenti azt, hogy az igy kapott szekvencidk szlikségképpen
egyediek lennének. A megtalalt ‘spanion’ klaszterek kdzt van egyedi, van amelyik néhany példdnyban
fordul el6 és van olyan is, amely tdbbszazszor vagy akar néhany ezerszer is el6fordul. Ezen az alapon
a gének kozt felirhatd egy hdaldzat, amely 6sszekoti azokat a géneket, amelyekben azonos ’spanion’
klaszterek fordulnak elG, akar direkt vagy komplemeter elrendezésben.

Ezt a megfigyelést megemlitettik a cikkben, de nem fejtettiik ki részeltesen. A tovabbi kutatast ebbe
az irdnyba tervezziik folyatatni. Ezert egylittmi{kodést kezdeményeztiink Hutvagner Gyoérggyel
(University of Dundee), aki a kis, nem-kddold RNS-ek teriiletén nemzetkozi szaktekintélynek 6rvend.
Terveink szerint kivdlasztunk néhany ’spanion’ klasztert és ezekeket megprdébaljuk kisérletesen
kimutatni néhany emberi sejtvonalban. Sikeres elGkisérletek utdn nagy atereszté képességl



modszerek segitségével megpréobaljuk feltérképezni a teljes kis-RNS spektrumot néhany emberi
sejtvonalon. Tovdbba célzott kisérletek segitségével megprdébaljuk meghatarozni az érintett bioldgiai
jelpdlyakat és mechanizmusokat, amelyekben a ’spanion’ klasztereknek megfelel6 RNS-ek részt
vehetnek.

A munkat poszter formajaban harom alkalommal mutattuk be nemzetkézi konferencidkon a palyazat
futamideje alatt: 1); ‘German Conference on Bioinformatics 2009’, Halle, Germany, 2); ‘CSHL Genome
Informatics 2010°, Hinxton, UK, 3); 'EMBL|EMBO Symposium: Non-Coding Genome 2010,
Heidelberg, Germany. Ez utébbi kiilondsen eredményes volt, mert itt nyilt alkalom a Ryan Tafttal vald
személyes taldlkozéra. A pdlyazat lejarta el6tt a kutatdst riport formdjaban ismertette a ’Project
Magazine’. Ez a lap az Eurdpdban folyd kutatdsokrdl ad rendszeres attekintést ezzel tdmogatva a
tudomanypolitika valamint az innovativ ipar dontéshozéinak munkajat.



