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BEVEZETES

Az eukariota sejtmag szamos kis méretii, rendkiviil stabilis in. , nem-kdédolé™ nuklearis kis
RNS-t (small nuclear RNA, snRNS) tartalmaz. Nem-kédolé RNS-ek dontd szerepet jatszanak
szamos alapvetd sejtfolyamatban, mint példaul a génmiikédés szabalyozasaban. Minden frissen
atirédott RNS molekula tbb érési 1épésen megy keresztiil, mig funkcionalisan aktiv RNS-sé valik.
Az snRNS-ek legnagyobb csoportja mas RNS-¢ck érési folyamataihoz sziikséges poszt-transzkripcids

médositasok vagy nukleolitikus hasitasok iranyitasiban vesz részt.

A nuklearis kis RNS-ek fehérjékkel kapcsolddva ribonukleoprotein komplexeket tn.
ribonukleoprotein partikulumokat (snRNP) alkotnak. Egy snRNP egy révid, altalaban 60-300
nukleotid hosszii RNS molekuldbdl és szamos fehérje alegységbdl all. Sok esetben a szubsztrat
RNS és az snRNS kozétt kialakulé bazisparosodas a szubsztrat molekula szekvencia specifikus
felismeréséhez sziikséges, mig a fehérje komponensek mint katalitikus ill. szabalyozé alegységek

vesznek részt a reakcidban.

Sejtmagon beliili eloszlasuk alapjan megkiilénbéztethetiink nukleoplazmatikus és
nukleoléris snRNP-ket (Yu et al., 1999). A legnagyobb mennyiségben eléforduld
nukleoplazmatikus snRNP-k, az U1, U2 és U4-U6 szplajszoszémalis snRNP-k, a prekurzor
hirvivé RNS-ek (pre-messenger RNS, pre-mRNS) nem kédold (intron) szakaszainak cltavolitasat
végzik (Villa et al,, 2002). Az U7 snRNP a hiszton mRNS-ek 3* végének kialakulasat, mig az
RNz P endoribonukledz a transzfer RNS-ek (tRNS-ek) 5° végének érését iranyitja (Yu et al.,
1999). A telomeraz RNP a kromoszéma végeken 1év§ telomer régié szintézisét végzi, és fontos
szerepet jatszik a rakos folyamatok kialakulasdban (Collins and Mitchell, 2000). A szintén nagy
képiaszamban el6fordulé 7SK RNS a P-TEFb transzkripcio elongacids faktor aktivitasanak
szabalyozasat végzi (Nguyen et al., 2001; Yang et al., 2001) .

A nukledluszban legaldbb 200 killsnféle nukleoliris kis RNS (snoRNS) tallhato,
melyeket evoliciésan konzervélt szekvencia motivumaik és masodlagos szerkezetiik alapjan két
csaladba sorolhatunk (Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997b). Legtsbbjiik a riboszémalis RNS-
ek (rRNS) meghatarozott nukleotidjainak poszt-transzkripcios médositisahoz szilkséges. Az
eukariéta TRNS-ek és szplajszoszomalis snRNS-ek t6bb mint kétszdz poszt-transzkripcidsan

szintetizdlt pszeudouridint és 2’-O-ribéz-metilalt nukleotidot tartalmaznak. A box C/D



nukleolaris kis RNS-ek a cél (target) nukleotidok 2’-O-ribéz-metilacidjat (Kiss-Laszlé et al.,
1996), mig a box H/ACA snoRNS-ek meghatirozott uridinek pszeudouridinné térténé
izomerizacidjat iranyitjak (Bortolin et al., 1999; Ganot et al. 1997a; Ni et al., 1997). Emcllett az
RNS polimeraz I1I (pol III) 4ltal szintetizalt U6 snRNS ribéz-metilaciéjat is box C/D snoRNS-ck
végzik (Ganot et al., 1999; Tycowski et al., 1998). A médositott nukleotidok szintézisét iranyitd
snRNS-ek egy nemrégiben felfedezett 0 osztilya kizarélag a nukleoplazmaban talalhatd Cajal
testben (korabban coiled body) halmozddik fel és az RNS polimeraz II altal atirt
szplajszoszémalis snRNS-ek ribéz-metilaciojat és pszeudouridilacidjat végzi. Ezen RNS csalad
tagjait lokaliziciéjuknak megfelelden scaRNS-eknek (small Cajal-body specific RNA) nevezziik.
Szerkezetileg a scaRNS-ek sok esetben box C/D és box H/ACA snoRNS-szeri doménekbd!
épiilnek fel. Modositott nukleotidok kiilsngsen abundansak az RNS-ek evoliciésan konzervalt,

funkcionalis régidiban és szamos esetben nélkiil§zhetetlenek az RNS funkcidjahoz.

Box C/D vagy box H/ACA szerkezeti elemek ugyanakkor nem csak nukleotidok
modositast iranyitdé RNS molekuldkban fordulnak elé. Szémos box H/ACA (pl. snR30/U17) ill.
box C/D (pl. U3) snoRNS az rRNS-ek éréséhez sziikséges meghatarozott nukleolitikus hasitasok
kivitelezésében jatszik szerepet. A kromoszoma végek szintéziséhez szilkséges telomeraz RNS

(hTR) 3’ vége is egy esszencialis box H/ACA scaRNS-szerli domént hordoz.

CELKITUZESEK

Doktori munkam f& célkitlizése az emberi sejtekben eléforduld, eddig ismeretlen sejtmagi
kis RNS-¢k azonositasa és jellemzése. Mikozben a nagy genom-programok rendkiviil hatasosak
a fehérjéket kodold gének azonositasaban, természetiikbsl adédéan az snRNS-ek génjeinek
meghatirozasa sokkal bonyolultabb feladat. A nem kédolé RNS-ek szekvencia konzervaltsaga
igen kis mértékd, ill. sok esetben csak a masodlagos szerkezet konzervaltsiga jellemz8. Az RNS
gének nem tartalmaznak ,,olvasdsi keretet” (open reading frame, ORF), és a poli(A) farok hianya
kévetkeztében nem fordulnak el6 az EST (expressed sequence tag) kényvtarakban sem.
Statisztikailag lényegesen kevesebb informécidt hordoznak, mint a fehérje kodold gének igy
szamitégépes azonositdsuk is nehézkes. Ugyanakkor az snRNS-eket nagy szimban tartalmazé
cDNS kényvtarak szisztematikus szekvencia analizise mar sok esetben bizonyitotta
hatékonysagét olyan 1j snRNS-ek azonositasaban is, melyek nem mutattak semmiféle szerkezeti
hasonlésagot korabban mar ismert RNS-sekkel (Kiss-LaszIé et al., 1996; Ganot et al., 1997a;
Huttenhofer et al., 2001)



Mig a tRNS-ekben eléfordul6 nagyszami médositott nukleotid szintézisét fehérje
enzimek végzik, az eukariéta rRNS-ekben és szplajszoszomalis snRNS-ekben eléforduld két
leggyakoribb nukleotid modositasért (a ribdz-2-O-metilacidjaért és az uridinek
pszeudouridinekké torténd izomerizaciéjaért) sejtmagi ribonukleoproteinek két eltérd csaladja
felelés. Mindazonaltal, mig az RNS polimeraz II altal szintetizalt U1, U2, U4 és US snRNS-ek
§sszesen 21 pszeudouridint és 13 riboz-metilalt nukleotidot tartalmaznak, munkank kezdetekor
csupan egyetlen moédositast iranyité snRNP volt ismert. Munkank célja az volt, hogy felderitsitk
milyen mértékben vesznek részt snRNP-k a szplajszoszomalis snRNS-ekben t5rténé nukletid

mddositasi folyamatokban.

A riboszomalis RNS-ek és az RNS polimeraz III altal atirt U6 snRNS érési és nukleotid
modositasi folyamatai a sejtmagon beliil a nukle6luszban térténnek. Munkank soran
megvizsgaltuk, a sejt mely kompartmentjében térténik az RNS polimeraz li-specifikus snRNS-ek

nukleotid médositasa.

Az eml8s rRNS-ek és snRNS-ek t6bb mint sziz pszeudouridint hordoznak. Ugyanakkor
csak korlatozott szami olyan humén box H/ACA snRNS volt ismert, mely ezen folyamatokban
vett részt; tovabba a box H/ACA szerkezeti domén jelen van olyan létfontossagii snRNS-ekben is
melyek nem pszeudouridin szintézist irdnyitanak. Célunk a human sejtekben eléforduld box
H/ACA snRNS-ek szisztematikus azonositasa volt, hogy teljesebb képet kapjunk a

pszeudouridin szintézist végzé molekularis folyamatokrél.

EREDMENYEK

1. KOZLEMENY : EGY UJ RNS CSALAD FELFEDEZESE : A CAJAL TEST-SPECIFIKUS NUKLEARIS KIS
RNS-EK (SCARNS).

Human snRNS-ekbdl készitett cDNS kényvtar analizise sordn azonositottunk hét uj
snRNS-t melyek funkcionalisan egy 1ij osztalyba sorolhatéak. Az ij RNS-ek a nukleoplazmaban
talathaté Cajal testben halmozddnak fel és az RNS polimeraz I 4ltal atirt szplajszoszémalis
snRNS-ek ribéz-metilacidjat és pszeudouridilacidjat végzik (Darzacq et al., 2002). Szerkezetileg
az tij snRNS-ek a box H/ACA, a box C/D vagy a nemrégiben fetfedezett box C/D-H/ACA
kiméra snRNS csaladba tartoznak. Eredményeink hozzajarultak annak felismeréséhez, hogy a



Cajal-test a szplajszoszomalis snRNS-ek poszttranszkripcids nukleotid médositasaiban vesz

részt.

2. KOZLEMENY: EGY SZOKATLAN SZERKEZETU PSZEUDOURIDILACIOT IRANYITO UJ CAJAL TEST-
SPECIFIKUS NUKLEARIS KIS RNS AZONOSITASA ES JELLEMZESE: AZ U93 Box H/ACA-H/ACA

SCARNS.

A cDNS kényvtarunk vizsgélata sorin azonositottunk egy szokatlan szerkezetli nuklaris
kis RNS-t, mely két box H/ACA RNS-szerii doménbdél épiil fel. Az U93 snRNS a
szplijszoszomalis U2 snRNS egy konzervalt pszeudouridinjének szintézisét iranyitja. /n situ
hibridizacios kisérletek igazoltak, hogy az U93 snRNS is a Cajal-testben talalhatd. Mutéciés
kisérletekkel megallapitottuk, hogy az U93 snRNS minden szerkezeti doménje sziikséges a teljes
RNS stabilitasahoz, noha mind az §°, mind a 3’ régi6 képes egymasto! fiiggetleniil

akkumulalédni a sejtmagi Cajal-testben.

3. KOZLEMENY PSZEUDOURIDILACIOT IRANYITO HUMAN BOX H/ACA SNRNS-EK
SZISZTEMATIKUS AZONOSITASA: 63 UJ, NUKLEOTID MODOSITAST VEGZO SNRNS AZONOSITASA ES

JELLEMZESE

Humén box H/ACA snRNS-ek cDNS konyvtaranak vizsgélata soran azonositottunk 61
kordbban ismeretlen box H/ACA snRNS-t és két box C/D snRNS-t. Varakozéasunknak
megfeleléen az Gj RNS-ek legtSbbje a riboszémalis és szplajszoszémalis RNS-ek pszeudouridin
szintézisében vesz részt. Jelenleg a riboszomalis és szplajszoszémalis RNS-ekben taldlhaté
pszeudouridilaciés helyek t6bb mint 80 %-4hoz tudunk box H/ACA snRNS-t rendelni. Néhany tj
snRNS azonositasa kordbban még nem ismert pszeudouridilaciés helyet jelzett, melyek meglétét

kisérletesen bizonyitottuk.

Azonositottunk 12 1j box H/ACA snRNS-t is melyek funkciéja nem ismert. Munkéank
sordn megvizsgéltuk az vj snRNS-ek genomi elhelyezkedését is. Minden eddig ismert és ijonnan
azonositott nukleotid mddositast iranyitd box H/ACA snRNS mas gének introni régi6jdban
helyezkedik el. A ,,gazda” gének legttbbje riboszémalis fehérjét vagy a riboszéma érésében
szerepet jatszé fehérjét kédol, ill. nagy szdmban fordultak el§ olyan gének is, melyek terméke a

genom szerkezetének biztositdsdban vesz részt. Szamos gén nem rendelkezett fehérje kodold



kapacitassal, ezen génck puszia feladata a benniik tatathaté snRNS gének kifejezddésének

biztositasa.
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