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OSSZEFOGLALAS

Az U3 kis nukleolaris RNS (angol neve utan roviditve: U3 snoRNA) a C/D boxot tartalmazo kis
molsilyy, nukleolaris lokalizici6ji RNS csaldd legnagyobb koépia szdml képviselSje.
Ribonukleoprotein (RNP) komplex formajaban létfontossigu szerepet tolt be a pre-riboszémalis
RNS (pre-rRNS) érésében.

Munkank soran a Chlamydomonas reinhardtii (Cre) egysejtii zoldalga U3 kis nukleolaris
RNS masodlagos szerkezetének elemzését végeztik el in vivo koriilmények kozou. Az RNP-ben
az U3 RNS molekuldhoz mind a C/D box RNS-ekkel kézos mind U3 specifikus fehérék
kotédnek, Az RNS-fehérje kapcsolodésokrél a mai napig kevés informécié 4ll rendelkezésiinkre,
Az in vivo és kontrolként in vitro korillmények kozott kapott kémiai modifikacios és enzimatikus
hasitdsi mintazatok Osszehasonlitisival lehetdségiink volt: a) a Cre U3 RNS masodlagos
szerkezetének meghatérozasira és a potencidlis fehérjekotd helyek feltérképezésére, b) a
kozelmultban publikalt 18S rRNS és U3 RNS kozotti direkt bazisparosodast leir6 modellek
tovabbi finomitaséra.

KONKLUZIOK:

A CRE'U3 KIS NUKLEOLARIS RNS 5’ DOMAINJE

/1] A Cre U3 RNS elsGdleges és masodlagos szerkezete az eddig azonositott U3 RNS-ek koziil a
magasabbrendii nvények U3 RNS-ével mutat legnagyobb homolégiat.

12/ A magasabbrendli névényekben az U3 RNS 5’ domainje elméleti modellek alapjan kettds
hajtihurok strukturit vesz fel. A Cre U3 RNS 5° domainje esetében kisérleti eredményeink
igazoljak ezt a szerkezetet in vifro korilmények kozott, azonban in vivo a kettds hajtiihurok
struktira helyett az 53 — 67 nukleotidok kdzétti régié egyesszalu szakaszként értelmezhetd.

/3/ A hélixeket 6sszekotd egyesszdli régidk, az Gn. hinge 1 és hinge 2 a Cre U3 RNS esetében
magasabbrendii névények U3 RNS-ével dsszevetve hosszabb.

14/ In vivo végzett modifikicids kisérleti eredményeink alapjin a Cre U3 RNS és a 18S rRNS
kozotti bazisparosodasra médositott modellt 4llitottunk fol.



A CRE U3 KIS NUKLEOLARIS RNS 3’ DOMAINIE

/5/ A computeres model altal javasol Stem/Loop II, Central Stem és a 3° Stem szerkezeti
egységek megléte modifikdcids kisérleteink alapjian igazolhatd. A Stem II, bir egy erdsen
compact strukturat alkot in vitro, in vivo joval relaxaltabb.

/6/ A Cre U3 RNS 3’ domainjében mindossze a 3’ Stem és a B box régié ad azonos modifikaciés
mintézatot in vitro és in vivo.

/11 A Stem/Loop IIT régié (Stem/Loop I, Central Stem, Multibranch Loop) modifikécios
mintézata nagyon heterogén oldatban. A molekula ezen része a WT-1 szerkezet mellett egy
alternativ in. WT-2 kétdimenzios szerkezetet is kialakit. A Stem/Loop III instabilitasiért felelés
szerkezeti elemeket foltérképeztiik szubsztitucios (M) és delécids (AM) mutinsok segitségével.
/8/ A Cre U3 RNS 3’ domainje in vivo a WT-1 struktirét veszi fel. A sejtmagban az U3 RNS-
hez kot6do snoRNP fehérjék stabilizéljak a WT-1 struktira kialakulasat, és parhuzamosan
gatoljak a WT-2 létrejottét.

/9/ A C'/D és a B/C motivumok a fehérje kotGdésben esszencidlis szerepet téltenek be, igy
virhat6 volt, hogy fehérjék jelenlétében és in vitro koriilmények kozott modifikicidés mintazatuk
jelentds eltéréseket mutat. Jn vivo mindkét elem a 15.5kD-os fehérje koté helyre jellemzd
struktardba is hajtogathaté. Sajnalatos médon, mivel csak az adenine és cytosine béazisokat
tudtuk térképezni a kozvetlen fehérje kotd helyet nukleotid szinten nem tudtuk megadni.

/10/ Oldatban a Cre U3 RNS C box szekvenciija —amennyiben a WT-1 konformaciét veszi fel- a
Loop II régiéval képes egy 5 bazispirbdl &ll6 pseudoknot kialakitisira. Szisztematikus
vizsgalatok utan megallapitottuk, hogy az eddig ismert &sszes U3 RNS-ben a C box — Loop III
tipusti pseudoknot szerkezet 1étrejohet, amely kivald protein kétd helyként funkcionalhat.



BEVEZETES

A kis nukleolaris RNS-ek (snoRNA) az eukaryota sejmagban létfontossagu szerepet toltenek be
a pre-riboszdmélis RNS-ek posttranszkripcios érésében. Néhany kis nukleolaris RNS a rRNS
prekurzor tobblépcsds hasitasi folyamataban vesz részt, melynek soran képzodnek a 188, 5.8S és
a 25S/288S rRNS-ek (Eichler and Craig, 1994; Raue and Planta, 1995). A kis nukleolaris RNS-ek
dontd tobbsége mint szekvencia specifikus dn. guide RNS miikodik. Konzervilt szekvencia
elemeik ill. masodlagos szerkezeti elemek jele-n'le'te alapjan két fo csoportba sorothatok. A H és
ACA boxot tartalmazo kis nukleolaris RNS-ek a rRNS pszeudourydilaciéjat iranyitjak (Bortolin
et al., 1999; Ganot et al., 1997a; Ganot et al., 1997b); a C és D boxot tartalmazék a rRNS 2°-O-
methylacidjaért felelosek (Kiss-Laszlo et al., 1998; Kiss-LaszI0 et al., 1996).

Az U3 RNS, jelen disszerticié témaja, a C/D boxot tartalmazé kis nukleolaris RNS-ek
csalddjaba sorolhat6. Az U3 RNS génje a telomerdz RNS génje mellett az eddig ismert egyetlen
olyan gén, melyet kiilénb6z6 RNS polimeraz enzim ir at a kilonb6zd él6lényekben (Kiss et al.,
1991, Greider, 1996). Laboratériumunkban a Chlamydomonas reinhardtii (Cre) egyseijti
z6ldalga kis nukledris RNS-einek azonositasdval és funkcionilis vizsgilatat végeztik el az
elmilt években. Kisérleteink igazoltik, hogy a Cre U3 RNS génjét a polymeraz III irja it (Antal
et al.,, 2000). In vivo az U3 RNS fehérjékhez kapcsolddva ribonukleoprotein komplex (RNP)
forméjaban miikdik a pre-rRNS A0, Al és A2 helyeinek hasitasiban (Beltrame and Tollervey,
1995; Hughes and Ares, Jr. 1991). Az U3 RNS és a pre-rRNS intermolekuliris
bazisparosodasira az elsd modellt filogenetikai iisszehasonlité elemzések alapjin Huges
javasolta (Hughes, 1996), majd élesztGben végzett in vivo kisérletek eredményei szerint Méreau
médositotta (Méreau et al., 1997).

Az U3 RNS milekula az evolicié soran nagyfokil konzervaltsigot 6rzétt meg. Minden
U3 RNS molekula hat konzervalt szekvencia elemet tartalmaz, melyek kéziil az A, A’ és B
motivum U3 specifikus, a C, C’ és D elem minden C/D box RNS-re jellemzd. Az U3 RNS
molecula kétdimenzios szerkezete 5' és 3* domainre oszthaté (Parker and Steitz, 1987; Jeppesen
et al., 1988; Ségault et al., 1992; Hartshorne and Agabian, 1994; Méreau et al., 1997; Fournier et
al., 1998).

Az 5’ domaint funkcionélis domainnek is nevezziik. Itt taldthaté az A és A’ box, melyek
a 18S rRNS-sel Iépnek interakcioba, hogy a hasitasi helyek kijelélése mellett elésegitsék a 18S



rRNS-ben a pseudoknot szerkezet korrekt hajtogatodasit (Hughes, 1996). Az U3 RNS egy
masik, nem konzervilt szekvenciaju egyes szilu régi6ja az 5’-ETS szakaszhoz kapcsolodik
(Beltrame and Tollervey, 1995). Az 5’ domain masodlagos szerkezete nem egységes, egy
hajtihurok struktirit alkot a magasabbrendl eukaryétikban, mig kettds hajtihurok szerkezetet
vesz fel élesztdben és magasabbrendii ndvényekben.

A 3’ domain az RNP komplex fehérjéinek kotédési helye. A B/C és C’/D boxok két,
feltételezhetden konzervalt mésodlagos szerkezetli motivumot alkotnak, melyek korabbi
kisérletek alapjan a kotodési helyeket képezhetik (Venema et al., 2000; Lukowiak et al., 2000;
Colley et al., 2001).

Napjainkig t6bb modellt allitottak f5! mind az U3 RNS-rRNS, mind az U3 RNS-fehérje
interakcidk kialakulasara. Azonban még az sem pontosan tisztazott, hogy milyen elsddleges és
masodlagos szerkezeti elemek sziikségesek akar maginak az RNP-nek a felépitéséhez, akar a
rRNS-sel valo kotddéshez. Munkank a Chlamydomonas reinhardtii U3 kis nukleolaris RNS
szerkezetének meghatéarozisaval in vivo kériilmények kbzott elsdként mutatja be egy névényi U3
RNS miésodlagos szerkezetét és lehetdséget ad arra, hogy filogenetikailag kiszélesitve a vizsgalt
RNS-ek korét, a kordbbi modelleket pontositsuk.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A Chlamydomonas reinhardtii egysejtii zoldalga CW15-6s sejtfal muténs térzsével végeztik
kisérleteinket. Az izolalt U3 RNS-t szekveniltuk, majd cDNS-t készitettiink és klénoztuk
(PCRU3WT). Ez a konstrukci6 szolgalt templatul az in vitro transzkripciés kisérletekhez
(Chabot, B. 1994).

A Cre U3 RNS 5’ domainjét Liick programjanak segitségével hasonlitottuk dssze més U3
RNS-ekkel (Liick et al., 1999).

Az in vitro modifikdci6s kisérletekben DMS, CMCT és kethoxal kémiai reagenseket
valamint RNase V1 enzimet alkalmaztunk (Ehresmann et al., 1987). Az in vivo modifikaciés
kisérleteket DMS-sel végeztik (Zaug és Cech 1995). A modifikiciok és enzimatikus hasitisok
helyeit primer extenziés kisérletekben végjeldlt oligonukleotidok felhasznalasival hatiroztuk
meg.



EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

Kisérleti munkink célja a Chlamydomonas reinhardtii U3 kis nukleolaris RNS masodlagos

szerkezetének meghatérozasa in vivo kériilmények kozétt és az eredmények alapjén funkcionélis

modell felallitisa volt.

1.

Elsdként filogenetikai 6sszehasonlitt moddszer segitségével komputeres masodlagos
szerkezeti modellt készitettiink az U3 RNS-ek 5’ domainjére vonatkozoan. Ez alapjin
megallapithatd, hogy a Cre U3 RNS 5’ domainjének mésodlagos szerkezete a
magasabbrendii ndvényi U3 RNS-ekkel mutat a legnagyobb homoldgiat, ennek megfeleloen
kettds hajtihurok struktirat alkot.

Az §’ domaiﬁ modifikiciés mintdzata in vitro és in vivo jelentds eltérést mutat. In vitro a
kisérleti eredmények alatimasztjak az elméleti modellt, azonban in vivo a szerkezet teljesen
felbomlik. Az in vivo modifikaciés mintdzat alapjan a Huges és Méreau éltal javasolt
modelleket modositottuk.

A Stem/Loop Ib-ben a stem 5 szira nagy részt védett, ami az S5’-ETS-sel vald
béazisparosodasra utalhat. Ezt tdmasztja alé az is, hogy az osszes vizsgélt névény esetében
hasonld bazisparosodas ezzel a szakasszal 1étrejchet.

A 3’ domain in vitro modifikaciés mintazata arra utal, hogy fehérjék hianyiban ez a régio
legalabb két alternativ szerkezetbe hajtogatodhat (WT-1, WT-2). Delécids és szubsztitiicios
mutansok vizsgilatéval sikeriilt stabilizalni mind a WT-1 mind a WT-2 szerkezetet.

A 3° domain az é16 sejtben kisérleti eredményeink alapjan a WT-1 szerkezetet veszi fel.

A C és a C’ box in vivo modifikiciés mintézata alapjan feltételezhetd, hogy a két fehérjekoté
motivumként tekintett régio folveheti a 15.5 kD-os fehérje kotdhelyére jellemzd szerkezetet.
A 3’ domainben in vitro a C box és a Stem-loop ITI kbz6tt a modifikiciés eredmények szerint
kialakulhat egy pszeudoknot struktira. A pszeudoknot kialakulasanak lehetésége evolucidsan

konzervalt.
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