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ÖSSZEFOGLALÁS 

Az U3 kis nukleoláris RNS (angol neve után rövidítve: U3 snoRNA) a C/D boxot tartalmazó kis 

mólsúlyú, nukleoláris lokalizációjú RNS család legnagyobb kópia számú képviselője. 

Ribonukleoprotein (RNP) komplex formájában létfontosságú szerepet tölt be a pre-riboszómális 

RNS (pre-rRNS) érésében. 

Munkánk során a Chlamydomonas reinhardtii (Cre) egysejtű zöldalga U3 kis nukleoláris 

RNS másodlagos szerkezetének elemzését végeztük el in vivo körülmények között. Az RNP-ben 

az U3 RNS molekulához mind a C/D box RNS-ekkel közös mind U3 specifikus fehérék 

kötődnek. Az RNS-fehérje kapcsolódásokról a mai napig kevés információ áll rendelkezésünkre. 

Az in vivo és kontrolként in vitro körülmények között kapott kémiai modifikációs és enzimatikus 

hasítási mintázatok összehasonlításával lehetőségünk volt: a) a Cre U3 RNS másodlagos 

szerkezetének meghatározására és a potenciális fehérjekötö helyek feltérképezésére, b) a 

közelmúltban publikált 18S rRNS és U3 RNS közötti direkt bázispárosodást leíró modellek 

további finomítására. 

KONKLÚZIÓK: 

A C f t £ U 3 KIS NUKLEOLÁRIS R N S 5 ' DOMAINJE 

/!/ A Cre U3 RNS elsődleges és másodlagos szerkezete az eddig azonosított U3 RNS-ek közül a 

magasabbrendű növények U3 RNS-ével mutat legnagyobb homológiát. 

I7J A magasabbrendű növényekben az U3 RNS 5' domainje elméleti modellek alapján kettős 

hajtűhurok struktúrát vesz fel. A Cre U3 RNS 5' domainje esetében kísérleti eredményeink 

igazolják ezt a szerkezetet in vitro körülmények között, azonban in vivo a kettős hajtűhurok 

struktúra helyett az 53 - 67 nukleotidok közötti régió egyesszálú szakaszként értelmezhető. 

fit A hélixeket összekötő egyesszálú régiók, az ún. hinge 1 és hinge 2 a Cre U3 RNS esetében 

magasabbrendű növények U3 RNS-ével összevetve hosszabb. 

/4/ /n vivo végzett modifikációs kísérleti eredményeink alapján a Cre U3 RNS és a 18S rRNS 

közötti bázispárosodásra módosított modellt állítottunk föl. 
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A CRE U3 KIS NUKLEOLÁRIS RNS 3' DOMAINJE 

/S/ A computeres model által javasol Stem/Loop II, Central Stem és a 3' Stem szerkezeti 

egységek megléte modifikációs kísérleteink alapján igazolható. A Stem II, bár egy erősen 

compact struktúrát alkot in vitro, in vivo jóval relaxáltabb. 

161A Cre U3 RNS 3' domainjében mindössze a 3' Stem és a B box régió ad azonos modifikációs 

mintázatot in vitro és in vivo. 

Ili A Stem/Loop III régió (Stem/Loop III, Central Stem, Multibranch Loop) modifikációs 

mintázata nagyon heterogén oldatban. A molekula ezen része a WT-1 szerkezet mellett egy 

alternatív ún. WT-2 kétdimenziós szerkezetet is kialakít. A Stem/Loop III instabilitásáért felelős 

szerkezeti elemeket föltérképeztük szubsztitúciós (M) és deléciós (AM) mutánsok segítségével. 

ISI A Cre U3 RNS 3' domainje in vivo a WT-1 struktúrát veszi fel. A sejtmagban az U3 RNS-

hez kötődő snoRNP fehérjék stabilizálják a WT-1 struktúra kialakulását, és párhuzamosan 

gátolják a WT-2 létrejöttét. 

19/ A C'ID és a B/C motívumok a fehérje kötődésben esszenciális szerepet töltenek be, így 

várható volt, hogy fehérjék jelenlétében és in vitro körülmények között modifikációs mintázatuk 

jelentős eltéréseket mutat. In vivo mindkét elem a lS.SkD-os fehérje kötő helyre jellemző 

struktúrába is hajtogatható. Sajnálatos módon, mivel csak az adenine és cytosine bázisokat 

tudtuk térképezni a közvetlen fehétje kötő helyet nukleotid szinten nem tudtuk megadni. 

/10/ Oldatban a Cre U3 RNS C box szekvenciája -amennyiben a WT-1 konformációt veszi fel- a 

Loop ü l régióval képes egy S bázispárból álló pseudoknot kialakítására. Szisztematikus 

vizsgálatok után megállapítottuk, hogy az eddig ismert összes U3 RNS-ben a C box - Loop IH 

típusú pseudoknot szerkezet létrejöhet, amely kiváló protein kötő helyként funkcionálhat. 
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BEVEZETÉS 

A kis nukleoláris RN'S-ek (snoRNA) az eukaryóta sejmagban létfontosságú szerepet töltenek be 

a pre-riboszómális RNS-ek posttranszkripciós érésében. Néhány kis nukleoláris RNS a rRNS 

prekurzor többlépcsős hasítási folyamatában vesz részt, melynek során képződnek a 18S, S.8S és 

a 2SS/28S rRNS-ek (Eichler and Craig, 1994; Raue and Planta, 1995). A kis nukleoláris RNS-ek 

döntő többsége mint szekvencia specifikus ún. guide RNS működik. Konzervált szekvencia 

elemeik ill. másodlagos szerkezeti elemek jeleriléte alapján két fő csoportba sorolhatók. A H és 

ACA boxot tartalmazó kis nukleoláris RNS-ek a rRNS pszeudourydilációját irányítják (Bortolin 

et al., 1999; Ganot et al., 1997a; Ganot et al., 1997b), a C és D boxot tartalmazók a rRNS 2'-0-

methylációjáért felelősek (Kiss-László et al., 1998; Kiss-László et al., 1996). 

Az U3 RNS, jelen disszertáció témája, a C/D boxot tartalmazó kis nukleoláris RNS-ek 

családjába sorolható. Az U3 RNS génje a telomeráz RNS génje mellett az eddig ismert egyetlen 

olyan gén, melyet különböző RNS polimeráz enzim ir át a különböző élőlényekben (Kiss et al., 

1991, Greider, 1996). Laboratóriumunkban a Chlamydomonas reinhardtíi (Cre) egysejtű 

zöldalga kis nukleáris RNS-einek azonosításával és funkcionális vizsgálatát végeztük el az 

elmúlt években. Kísérleteink igazolták, hogy a Cre U3 RNS génjét a polymeráz ü l írja át (Antal 

et al., 2000). In vivo az U3 RNS fehéijékhez kapcsolódva ribonukleoprotein komplex (RNP) 

formájában működik a pre-rRNS A0, Al és A2 helyeinek hasításában (Beltrame and Tollervey, 

1995; Hughes and Ares, Jr. 1991). Az U3 RNS és a pre-rRNS intermolekuláris 

bázispárosodására az első modellt filogenetikai üsszehasonlitó elemzések alapján Huges 

javasolta (Hughes, 1996), majd élesztőben végzett in vivo kísérletek eredményei szerint Méreau 

módosította (Méreau et al., 1997). 

Az U3 RNS milekula az evolúció során nagyfokú konzerváltságot őrzött meg. Minden 

U3 RNS molekula hat konzervált szekvencia elemet tartalmaz, melyek közül az A, A' és B 

motívum U3 specifikus, a C, C' és D elem minden C/D box RNS-re jellemző. Az U3 RNS 

molecula kétdimenziós szerkezete 5' és 3' domainre osztható (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 funkcionális domainnek is nevezzük. Itt található az A és A' box, melyek 

a 18S rRNS-sel lépnek interakcióba, hogy a hasítási helyek kijelölése mellett elősegítsék a 18S 
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rRNS-ben a pseudoknot szerkezet korrekt hajtogatódását (Hughes, 1996). Az U3 RNS egy 

másik, nem konzervált szekvenciájú egyes szálú régiója az S'-HTS szakaszhoz kapcsolódik 

(Beltrame and Tollervey, 199S). Az 5' domain másodlagos szerkezete nem egységes, egy 

hajtűhurok struktúrát alkot a magasabbrendű eukaryótákban, míg kettős hajtűhurok szerkezetet 

vesz fel élesztőben és magasabbrendű növényekben. 

A 3' domain az RNP komplex fehérjéinek kötődési helye. A B/C és C'/D boxok két, 

feltételezhetően konzervált másodlagos szerkezetű motívumot alkotnak, melyek korábbi 

kísérletek alapján a kötődési helyeket képezhetik (Venema et al., 2000; Lukowiak et al., 2000; 

Colley et al., 2001). 

Napjainkig több modellt állítottak föl mind az U3 RNS-rRNS, mind az U3 RNS-fehérje 

interakciók kialakulására. Azonban még az sem pontosan tisztázott, hogy milyen elsődleges és 

másodlagos szerkezeti elemek szükségesek akár magának az RNP-nek a felépítéséhez, akár a 

rRNS-sel való kötődéshez. Munkánk a Chlamydomonas reinhardtii U3 kis nukleoláris RNS 

szerkezetének meghatározásával in vivo körülmények között elsőként mutatja be egy növényi U3 

RNS másodlagos szerkezetét és lehetőséget ad arra, hogy filogenetikailag kiszélesítve a vizsgált 

RNS-ek körét, a korábbi modelleket pontosítsuk. 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

A Chlamydomonas reinhardtii egysejtű zöldalga CWIS-ös sejtfal mutáns törzsével végeztük 

kísérleteinket. Az izolált U3 RNS-t szekvenáltuk, majd cDNS-t készítettünk és kiónoztuk 

(pCRU3WT). Ez a konstrukció szolgált templátul az in vitro transzkripciós kísérletekhez 

(Chabot, B. 1994). 

A Cre U3 RNS 5' domainjét Lück programjának segítségével hasonlítottuk össze más U3 

KNS-ekkel (Lück et al., 1999). 

Az in vitro modifikációs kísérletekben DMS, CMCT és kethoxal kémiai reagenseket 

valamint RNase VI enzimet alkalmaztunk (Ehresmann et al., 1987). Az in vivo modifikációs 

kísérleteket DMS-sel végeztük (Zaug és Cech 1995). A modifikációk és enzimatikus hasitások 

helyeit primer extenziós kísérletekben végjelölt oligonukleotidok felhasználásával határoztuk 

meg. 
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EREDMÉNYEK ÉS DISZKUSSZIÓ 

Kísérleti munkánk célja a Chlamydomonas reinhardtii U3 kis nukleoláris RNS másodlagos 

szerkezetének meghatározása in vivo körülmények között és az eredmények alapján funkcionális 

modell felállítása volt. 

1. Elsőként filogenetikai összehasonlító módszer segítségével komputeres másodlagos 

szerkezeti modellt készítettünk az U3 RNS-ek 5' domainjére vonatkozóan. Ez alapján 

megállapítható, hogy a Cre U3 RNS 5' domainjének másodlagos szerkezete a 

magasabbrendü növényi U3 RNS-ekkel mutat a legnagyobb homológiát, ennek megfelelően 

kettős hajtühurok struktúrát alkot. 

2. Az 5" domain modifikációs mintázata in vitro és in vivo jelentős eltérést mutat. In viíro a 

kísérleti eredmények alátámasztják az elméleti modellt, azonban in vivo a szerkezet teljesen 

felbomlik. Az in vivo modifikációs mintázat alapján a Huges és Méreau által javasolt 

modelleket módosítottuk. 

3. A Stem/Loop Ib-ben a stem 5' szára nagy részt védett, ami az S'-ETS-sel való 

bázispárosodásra utalhat. Ezt támasztja alá az is, hogy az összes vizsgált növény esetében 

hasonló bázispárosodás ezzel a szakasszal létrejöhet. 

4. A 3' domain in vitro modifikációs mintázata arra utal, hogy fehérjék hiányában ez a régió 

legalább két alternativ szerkezetbe hajtogatódhat (WT-1, WT-2). Deléciós és szubsztitúciós 

mutánsok vizsgálatával sikerült stabilizálni mind a WT-1 mind a WT-2 szerkezetet. 

5. A 3' domain az élő sejtben kísérleti eredményeink alapján a WT-1 szerkezetet veszi fel. 

6. A C és a C' box in vivo modifikációs mintázata alapján feltételezhető, hogy a két fehéijekötő 

motívumként tekintett régió folveheti a 1S.S kD-os fehérje kötőhelyére jellemző szerkezetet. 

7. A 3' domainben in vitro a C box és a Stem-loop Hl között a modifikációs eredmények szerint 

kialakulhat egy pszeudoknot struktúra. A pszeudoknot kialakulásának lehetősége evolúciósan 

konzervált. 
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