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Abstract

SnoRNAs sind nicht kodierende RNAs, die fiir die Modifikation und Pro-
zessierung der pre-rRNA zustidndig sind und dadurch zur Stabilisierung der
ribosomalen RNA beitragen. Die ribosomale RNA wird durch zwei unter-
schiedliche snoRNA-Typen modifiziert. SnoRNA-Typ Box C/D ist fiir die 2-
O-Methylation der ribosomalen RNA zusténdig; snoRNA-Typ Box H/ACA
modifiziert die ribosomale RNA durch Pseudouridylierung.

Im Genom liegen beide snoRNA-Typen sowohl in Intronen, die ihre Aufgabe
in der Translation haben, als auch auf Hostgenen, die funktionslos und als
Tragergen fiir die snoRNA vorhanden sind.

Ziel dieser Diplomarbeit war zum einen die detaillierte Suche nach neuen
snoRNAs in den Vertebraten. Zu Beginn der Arbeit waren insgesamt 25
Teleosten-snoRNAs in o6ffentlichen Datenbanken publiziert. Bei der Suche
nach neuen snoRNAs wurde besonderer Augenschein auf die &ltesten Verte-
bratengenome geworfen. Zum anderen war ein weiteres Ziel der Diplomarbeit
eine detaillierte Beschreibung der Evolution der snoRNA anhand ausgewéhl-
ter Vertebraten.

Bevor evolutiondre Aussagen getroffen werden kénnen, miissen neben den
schon veroffentlichten snoRNAs neue snoRNAs an unterschiedlichen Geno-
men gefunden werden. Zu Beginn der Arbeit existierten zwei Programme,
die fiir die Suche nach snoRNAs spezialisert sind (Programm Fisher und
Programm SnoScan) Mit dem Programm Fisher und anschliessend mit dem
Programm SnoScan wurden neue snoRNAs am Genom des Takifugu rubripes
gesucht. Die Homologiemethode Blast wurde des Weiteren zur Suche neuer
snoRNAs an unterschiedlichen Genomen verwendet. Die mittels den Pro-
grammen Fisher, SnoScan und Blast gefundenen snoRNAs wurden durch
Bestimmung der ribosomalen Bereiche, Lokalisation im Genom und Sequenz-
homologie verifiziert.

Anhand der aus der Suche gewonnenen Daten wurden, basierend auf phyloge-
netischen Analysen, evolutionére Szenarien fiir vier unterschiedliche snoRNA-
Klassen aufgestellt (E1/U17, E2, E3 und U36). Dabei zeigte sich, dass es in
der Evolution der snoRNA zu Genduplikationen, -mutationen und zu Spriin-
gen in der genomischen Lokalisation gekommen ist.
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Kapitel 1

Einfiihrung

1.1 Nicht kodierende RNA

Fast 98 % der menschlichen Transkripte bestehen aus nicht kodierender RNA.
Unter nicht kodierender RNA werden alle RNA-Transkripte verstanden, die
nicht die Féahigkeit haben, Proteine zu kodieren. Diese Definition schliefit zu
einem die Introns, als auch die Exons, die keine Proteinkapazitit besitzen,
ein [87].

Innerhalb der letzten 20 Jahre ist eine grofe Zahl von nicht kodierenden
RNAs gefunden worden (Tab.: 1.1). Das zentrale Dogma der Molekularbio-
logie besagt, dass die genetische Information, die als DNA vorliegt, an einem
Strang zu RNA-Molekiilen transkribiert wird. Diese RNA gelangt als mes-
senger RNA (mRNA) ins Cytoplasma. Dort erfolgt mittels transfer RNA-
Molekiilen (tRNA) dann die Bindung der mRNA an die Ribosomen und
danach die Translation der mRNA in ein Protein.

Dieses Postulat, das 1956 von Francis Crick aufgestellt wurde, hat bis heute
seine Giiltigkeit bewahrt. Allerdings beriicksichtigt es nicht die Moglichkeit
der reversen Transkripition und, dass eine Anzahl von bestimmten RNAs exi-
stiert, die keine kodierende Funktion haben. Sondern eine funktionelle Rolle
haben - die nicht kodierenden RNAs.

Nicht kodierende RNAs haben wichtige Aufgaben: Zum einen in der Prozes-
sierung und Modifikation der RNA, zum anderen auch in der Regulation der
Transkription. Small nuclear RNA (snRNA) hat ihre Funktion in der Prozes-
sierung der mRNA, indem sie im Spleifivorgang der pre-mRNA involviert ist.
MicroRNA (miRNA)(Kap.: 1.4.2) und siRNA (small interfering RNA) sind
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nicht kodierende RNAs, die fiir die Regulation der Transkription zustdndig
sind. Weiterhin existiert eine ganze Reihe von ncRNAs, denen noch keine
Funktion zugeordnet werden kann. Ein Beispiel einer solchen nicht kodie-
renden RNA ist Y RNA. Diese RNA ist eine kleine cytoplasmatische RNA,
deren Funktion noch nicht bekannt ist, obwohl viele Jahre daran geforscht
wurde [86].

Gabriele Storz sagte im Jahre 2002 “A big challenge for the future will be to
identify the whole complement of ncRNAs and to elucidate their functions.

This is an exciting time for investigations whose work focused on ncRNAs
[86].¢

Nicht kodierende RNAs

NcRNA Funktion

tRNA Translation von genetischer Information

rRNA Bestandteil des Ribosoms

snRNA Bestandteil des Spliceosoms, Splicing der pre-mRNA
snoRNA RNA Modifikation der snRNA und der rRNA
RNase P RNA  Anderung der 5-Enden der pre-tRNA

miRNA Unterdriickung der Translation von pre-mRNA
tmRNA Trans-Translation

siRNA Unterdriickung der Translation von pre-mRNA
dsRNA doppelstrangige RNA, involviert im RNA Silencing

Tabelle 1.1: Verzeichnis einiger nicht kodierender RNAs deren Funktion be-
kannt ist.

1.2 SnoRNA

Der Zellkern besitzt ein Organell, den Nucleolus, in dem die Prozessierung
der ribosomalen RNA stattfindet. Neben der pre-mRNA befindet sich im
Nucleolus noch die snoRNA, die so genannte small nucleolar RNA.

Die Aufgabe von ein paar wenigen snoRNAs ist die Spaltung der pre-rRNA.
Der Hauptteil der snoRNAs hat jedoch die posttranslationale Modifikation
der rRNA [5], snRNA [44] und mRNA als Aufgabe. SnoRNAs modifizieren
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die genannten RNA-Arten durch die 2’-O-Methylierung oder durch die Pseu-
douridylierung. SnoRNAs konnen entsprechend der unterschiedlichen Mo-
difizierungsarten in zwei Subklassen unterteilt werden, Box C/D und Box
H/ACA. Beide Klassen zeichnen sich durch das Auftreten zweier konservier-
ter Sequenzmotive aus.

1.2.1 Struktur der snoRNA Boxen
Box C/D

Box C/D ist fiir die 2’-O-Methylierung der rRNA, der snRNA und der mRNA
zustiandig [44]. Der Begriff Box C/D entwickelte sich aus der Benennung der
konservierten Elemente der snoRNA. Als charakteristische Merkmale dienen
bei der Box C/D folgende zwei Sequenzmotive: Box C (5’'UGAUGA3’) und
Box D (5’CUGA3’). Diese Sequenzmotive befinden sich in der Nihe vom 5’-
und 3’- Ende.

5 CUFA 3
L Uf‘ﬁ.l GA-3
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'\, -
. RUG%L( A-3 f
[DD]

E 'F?‘ug - |||||H$m -

(a) (b)

Abbildung 1.1: (a) Struktur der Box C/D mit ihren Erkennungsmotiven.
Im blau markierten Bereich ist snoRNA komplementér zur rRNA. (b) Die
Methylierungsstelle ist 5 Nukleotide von der Box D (D’) entfernt (Abbildung
Bachellerie[2002])

Neben diesen zwei Sequenzmotiven tritt zusétzlich eine Kopie der Box C (Box
C’) und der Box D (Box D’) auf. Box C’ ist in der Mitte der Struktur situiert,
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Box D’ befindet sich in der 5’- Hilfte [6]. Innerhalb der Bereiche Box C/D’
und Box C’/D sind die so genannten antisense elemente lokalisiert [4]. Diese
Bereiche sind 10 - 20 Nukleotide lang und komplementar zur ribosomalen
RNA. Die snoRNA kann an diesen Stellen eine direkte Basenpaarung mit
der Targetsequenz, der rRNA, eingehen, die das zu methylierende Nukleotid
enthilt. Das Target fiir die 2’-O-Methylierung liegt 5 Nukleotide entfernt von
Box D (Abb. 1.1) [25].

Box H/ACA

Auch die zweite Klasse von snoRNAs, Box H/ACA, hat zwei sie auszeich-
nende Erkennungsmotive Box H ((5> ANANN(N)A 3’), N steht hier fiir alle
Nukleotide) und Box ACA (5’ACA 3’). Die 3 Nukleotide des Erkennungsmo-
tives ACA befinden sich immer 3 nt entfernt vom 3’-Ende [32, 5.

Die Sekundarstruktur dieser Klasse stellt eine Haarnadelstruktur dar. Box

e 5'$m— HA
5 H ACA—7 ¥ R 5

e
5= ANANNA-F 14-15 nt

(a) (b)

Abbildung 1.2: (a) Konservierte Sekundérstruktur der Box H/ACA. Blau
markierte Bereiche stellen die zur rRNA komplementéiren Bereiche dar.(b)
Modifizierungsstelle liegt 14 - 15 nt von Box H und Box ACA entfernt (Ab-
bildung: Bachellerie [2002])

|

H/ACA ist aus zwei Doménen aufgebaut. Jede Doméne besteht aus Stamm-
und Schleifenregionen. In einer inneren Schleife, begrenzt von den Stammre-
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gionen, liegen die Bereiche, die komplementéar zur rRNA und fiir die Pseudou-
ridylierung zustidndig sind (Kap.: 1.3.4). Die Pseudourdiylierungs-Bereiche
sind 4 - 8 nt lang und auf zwei Stellen der Schleife verteilt. SnoRNA und
Targetsequenz gehen, wie die Box C/D, eine direkte Basenpaarung ein und
formen zwei kleine Duplexe, die 4 - 8 bp lang sind. Die Bereiche fiir Pseu-
douridylierung treten wie bei Box C/D in definierter Distanz zur Box H oder
ACA auf. Sie liegen 15 bp vor der Box H oder ACA (Abb. 1.2.1) [44].

Die Ausbildung von unterschiedlichen H/ACA snoRNAs beruht auf der Va-
riation der Anzahl von Nukleotiden innerhalb der Doménen [5].

1.2.2 Genomische Organisation der snoRNAs

Die genomische Organisation der snoRNAs ist sehr vielfiltig. Zum einen kon-
nen snoRNAs in Introns der pre-rRNA oder in Hostgenen vorkommen. Zum
anderen sind snoRNAs auch in unabhéngigen polycistronischen Genen vor-
handen.

Die mono- bzw. polycistronische Organisation kommt speziell bei Pflanzen
oder bei der Hefe vor. SnoRNAs der Vertebraten sind in Introns oder in Host-
genen zu finden [89, 10].

Wihrend bei den polycistronischen Transkripten mehrere snoRNAs auftreten
konnen, kann in den Introns nur eine snoRNA auftreten. In den Hostgenen
kann allerdings auch mehr als nur eine snoRNA vorkommen [89, 10].

Die Mehrzahl der intronischen snoRNAs liegt auf Genen, die ihre Funktion
bei der Translation haben. Diese Gene sind zum Beispiel ribosomale Proteine
(RPS3, RPS8, RPL1a, RPL5, RPL7a und RPL13a), Proteinsynthese Fakto-
ren (eIF4A, EF-2 und EF-15) und nukleolare Proteine (Nucleolin, hsc70) [5].
Eine Ausnahme dazu bilden die Hostgene der Vertebraten. Hostgene haben,
im Gegensatz zu den Introns, keine Funktion im Translationsmechanismus.
Sie stehen fiir snoRNAs als Trégergen zur Verfiigung [72]. Die intronische
Sequenz ist bei den Hostgenen snoRNAs besser konserviert als die exonische
Struktur, da der alleinige funktionelle Teil des Hostgens die snoRNA ist [5].
Beiden genomischen Organisationen intronischer und nicht-intronischer snoR-
NA ist jedoch ein Schritt in der Prozessierung der snoRNA gemein. Beide
Organisationen werden durch die 5’ - 3° Exonukleasen Ratlp und Xrnl pro-
zessiert. Die Spaltung der snoRNA aus den unterschiedlichen Lokalisationen
verlduft unterschiedlich (Abbildung: 1.3). Die intronischen snoRNAs oder die
snoRNAs, die auf einem Hostgen sitzen, konnen durch Spleifivorgang oder
durch Endonukleasen von der pre-rRNA gespaltet werden (Abbildung: 1.3).
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Polycistronische Sequenzen, auftretend bei Pflanzen und bei der Hefe, werden
durch die Endonuklease RNase III gespalten [5, 89].

A) Introncoded snoRNAs
exon exon

SNORNA Monocistronische Transkript Polycistronische Transkript

;
1] — -] snoRNA

B) SnoRNAs prozessiert durch unabhéangige Gene

snoRNA

A A o G o —

p snoRNA snoRNA
4 Endonucleolytic cleavage of the introns T T T T T T

Splicing 1) Endonukleolytische Spaltung des
Lariat debranching Precursor (in Hefe durch Enyzm RNase ||}

(G ) R ——

(Ratlp)

Abbildung 1.3: (a) Prozessierungsschritt der snoRNAs die auf Introns oder
Hostgenen liegen. Prozessierung kann mittels einem kleineren und groferen
Modifizierungsschritt vollzogen werden. (b) Prozessierungsschritt der poly-
cistronischen snoRNA in den Pflanzen. (Abbildungen nach Bachellerie [2000])

Gehirnspezifische snoRNAs

Neben snoRNAs, die in Introns oder in Hostgenen kodiert sind und in allen
Gewebearten auftreten, wurden auch snoRNAs gefunden, die nur oder vor-
herrschend im zentralen Nervensystem exprimiert werden |79, 12].
Besonders sechs menschliche gehirnspezifische snoRNAs, alle auf einem In-
tron kodierend, fielen in Augenschein, da sie auf dem Bereich einer viterlich
imprinted Transkriptionseinheit, [C-SNURF-SNRPN, liegen. Der Bereich der
Transkriptionseinheit umfasst insgesamt 150 Exone und umspannt einen Be-
reich von 460 kp.

Es gilt der Grundsatz: SnoRNAs sitzen in Introns oder in Hostgenen, Introns
beheimaten immer nur eine snoRNA (Kap. 1.2.2)[80|. Die Transkriptionsein-
heit dient als Hostgen fiir viterlich exprimierte snoRNAs, die auf den Introns
der Transkriptionseinheit lokalisiert sind. Dem obigen Grundsatz nicht ent-
sprechend sind allerdings bei der Transkriptionseinheit IC-SNURF-SNRPN
3 snoRNAs vorhanden, die auf einem Exon liegen. Des Weiteren beinhalten
vier Introns jeweils zwei snoRNAs [80].

Die Transkriptionseinheit IC-SNURF-SNRPN ist involviert in neuronale Er-
krankungen, wie z. B dem Prader-Willi Syndrom (PWS) oder dem Angelman-
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Syndrom (AS).

Die véterlich vererbte Loschung von IC-SNURF-SNRPN fiihrt bei der Maus
dazu, dass Symptome auftreten, die fiir PWS charakteristisch sind. Durch die
Lage der snoRNAs auf dem Bereich des IC-SNURF-SNRPN stellt sich die
Frage, ob snoRNAs beim Prader-Willi-Syndrom eine Rolle spielen konnen.
Als signifikantes Merkmal gegeniiber nicht gewebespezifischen snoRNAs zei-
gen die gehirnspezifischen snoRNAs keine Komplementaritiat zur rRNA, snR-
NA auf. Die gehirnspezifische snoRNA MBII-52, weist allerdings eine 18 nt
lange Sequenz auf, die komplementér zu einem menschlichen und méauslichen

Rezeptor 5HT 2C mRNA ist [12].

1.2.3 Wie funktionieren snoRNAs?

Die Modifizierung der ribosomalen RNA vollzieht sich in den ersten Spal-
tungsvorgéingen der 35S pre-rRNA (Kap.: 1.3.3)[30]. Da die snoRNA die ri-
bosomale RNA nicht alleine modifizieren kann, tritt sie immer in einem Kom-
plex spezifischer Proteine auf. Box C/D hat vier konservierte Proteine: Fibril-
larin (Noplp), Nop56p, Nop58p und Snul3p. Die Proteine Cbf5p/Dyskerin,
Garlp, Nhp2p und Nop10p assoziieren mit der Box H/ACA snoRNA (Tab.: 1.2)
[30, 25, 6].

Die Bindung der ribosomalen RNA findet zwischen komplementéren Berei-
chen der snoRNA und der ribosomalen RNA statt. Die Modifizierung dieser
komplementiren ribosomalen RNA wird durch jeweils ein bestimmtes Pro-
tein katalysiert. Fibrillarin katalysiert als 2’-O-Methyltransferase die 2’-O
Methylation, Cbf5 katalysiert als Pseudosynthase die Pseudouridylierung.
Fiir die Box C/D snoRNA sind neben Fibrillarin die Proteine Nop56p und
Nop58p wichtig. Beide Proteine bilden mit Fibrillarin einen Komplex. Das
Protein Snul3p bindet direkt an Box C und Box D und formt dadurch eine
Kink-Turn-Struktur (K-Turn) [44, 93, 45]. Unter einem Kink-Turn versteht
man eine bestimmte Sekundéarstruktur, die in der LSU rRNA, SSU rRNA
und in der U4 snRNA zu finden ist. Die Consensusstruktur eines Kink-Turn
besteht aus zwei Nukleotidstimmen, die durch einen drei nukleotidlangen
einzelstrangigen Bereich getrennt sind (Abb.: 1.2.3) [38]. Der Stamm 1 zeich-
net sich durch zwei G-C Basenpaare aus; Stamm 2 hat zwei aufeinander
folgende G-A Basenpaare.

Der zweite Nukleotidstamm hat eine wichtige Funktion: Er erzeugt eine Ba-
senpaarung zwischen der Box C und Box D. Nopb8p bindet im Bereich der
Box C; Fibrillarin bindet im Bereich der Box D [38]. Aufgrund dessen ist das
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Abbildung 1.4: (a)Konsensustruktur des Kink-Turn (b)Fibrillarin und
NOP58 konnen im Stamm 2 an die Struktur binden (Abbildung: Henras
[2004])

K-Turn-Motiv ein Schliisselsignal fiir die genaue Positionierung der Methyl-
transferase und damit fiir die richtige exonukleolytische Prozessierung der
intronischen C/D snoRNA [38, 5].

Uber die Protein-RNA-Bindung bei eukaryotischen H/ACA snoRNAs ist bis
heute noch nichts bekannt. Bei den archaischen H/ACA snoRNAs wurden
allerdings auch Sequenzmotive erkannt, die eine K-Turn-Sekundérstruktur
ausbilden kénnen [77]. Die Rolle des K-Turn-Motives bei den archaischen
H/ACA snoRNA wurde noch nicht genau untersucht. Da das Motiv im Ab-
stand von fiinf bis sechs Basen zum modifizierenden Nukleotid entfernt ist,
geht man davon aus, dass die Pseudosynthase RPL7Ae in der Nihe des mo-
difizierenden Nukleotids fiir die prézise Lokalisierung der Synthase zustindig
ist [38].

Assoziierende Proteine mit snoRNAs

Protein snoRNA Funktion

Fibrillarin Box C/D Katalyse der Methylierung
Nop58p Box C/D Stabilitat der snoRNA

Nopb6p Box C/D nur in Verbindung mit Fibrillarin
15.5kD/snul3p Box C/D Stabilitét der snoRNA

Garlp Box H/ACA glycine-argine reiche Doméne
Cbfsp Box H/ACA Pseudouridinesynthase

Nhp2p Box H/ACA RNA Bindung

Nopl0p Box H/ACA RNA Bindung

Tabelle 1.2: Proteine, die mit den snoRNA einen Komplex bilden.
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1.2.4 Modifikation unterschiedlicher nicht kodierender
RNAs

SnoRNAs modifizieren entweder die durch RNA-Polymerase I transkribierte
1885, 5.8S, 28S rRNAs oder die durch RNA-Polymerase I und III spezifische
snRNA. Die Modifikation der entstandenen Transkripte, rRNA und U6 snR-
NA, wird durch die Synthese von snoRNP (Tabelle 1.2) vollzogen.

Bei den snRNAs U1, U2, U4, U5 zeigte sich allerdings eine andere Modifikati-
onsweise. Wahrend die Pol I1l-spezifische U6 snRNAs im Nukleolus durch die
snoRNA modifiziert wird, wandern die Pol II-spezifischen snRNA ins Cyto-
plasma. Im Cytoplasma assoziieren die snRNAs mit dem Sm Protein, wobei
eine 3’ - End Prozessierung durchlaufen wird. Das neu gebildete snRNP wird
wieder in den Nukleolus importiert. Bevor es in den Nukleolus transportiert
wird, assoziieren die snRNAs mit einem nukleoplasmatischen Organell, den
Cajal Bodies [17, 83|. Cajal Bodies (auch coiled Bodies genannt) kommen in
der Nachbarschaft zum Nukleolus vor und sind involviert in der snRNP Bio-
genese und der Wanderung der snoRNPs und snRNP durch die Cajal Bodies
zum Nukleolus [31, 83]. Alle vier Pol II - spezifischen snRNAs assoziieren
mit den Cajal Bodies. Es wird angenommen, dass die Modifikation dieser
vier snRNA nicht im Nukleolus, sondern in den Cajal Bodies stattfindet [43].
Daher kann angenommen werden, dass sich snoRNAs auch auferhalb des
Nukleolus befinden konnen. Sowie sie auch aufserhalb des Nukleolus ihrer
Funktion nachgehen kénnen [44].

1.2.5 Evolutionirer Ursprung der snoRNA

Das heutige Leben ist hochstwahrscheinlich aus einer RNA-Welt entstanden,
in der RNA-Molekiile die biochemischen Reaktionen katalysierten und die ge-
netische Information inne hatten [69]. Am E. coli-Genom wurde festgestellt,
dass vier Nukleotide der E. coli rRNA durch 2’-O-Methylierung modifiziert
wurden sowie 11 Nukleotide durch Pseudouridylierung. Jedoch werden diese
Nukleotide nicht durch eine modifizierende RNA, sondern durch spezifische
Proteinenzyme modifiziert [18, 36, 66]. TruA und TruB sind Enzyme, die
Nukleotide der E. coli transfer oder ribosomalen RNA modifizieren [48]

Das prokaryotische Genom Archaea besitzt keinen Zellkern. Jedoch finden
auch hier DNA Replikation, Transkription und Translation in dhnlicher Wei-
se zu den Eukaryoten wie zu den Bakterien statt. Am prokaryotischen Ar-
chaea-Genom existieren Homologien zu eukaryotischen Box C/D-Sequenzen
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und zum eukaryotischen snoRNP Fibrillarin und Nop56 [68]. Keine Homolo-
gien zwischen den Box H/ACA snoRNAs bestehen zwischen den Eukaryoten
und Archaea. Die bestehenden Homologien zu eukaryotischen snoRNAs am
prokaryotischen Archaea-Genom zeigen, dass sich das auf snoRNA basierende
Modifizierungssystem vor zwei bis drei Milliarden Jahren im gemeinsamem
Vorfahren von Archaea und Eukaryoten entwickelt haben kann [47, 44].
Diese zwei unterschiedlichen Modifizierungssysteme in Bakterien und Euka-
ryoten liefsen die Frage aufkommen, wie die Evolution vom proteinbasieren-
den Modifizierungssystem zum snoRNA basierenden Modifizierungssystem
verlaufen ist. Homologievergleiche haben gezeigt, dass das bakterielle Enzym
TruB mit Cbf5p verwandt ist. Es wird vermutet, dass ein Vorfahre vom Pro-
tein Cbf5p (Tabelle: 1.2) durch eine Duplikation des Genes, das fiir die Codie-
rung des Enzymes TruB zusténig ist, entstanden ist. Dieses Protein war fahig,
Bindungen zwischen einem Vorfahren der Box H/ACA und der pre-rRNA
einzugehen. Vermutlich kénnte ein Vorfahre der Box H/ACA snoRNA snR30
gewesen sein. Cbf5p konnte mittels dieser snoRNA mit der ribosomalen RNA
verbunden worden sein. Diese snoRNA hat nicht die RNA-Modifikation als
Aufgabe, sondern nur die Prozessierung der pre-rRNA. Durch Duplikation
und Mutationen der Box H/ACA snoRNA kann es mit der Zeit zur Menge
der existierenden verschiedenen Box H/ACA snoRNAs gekommen sein [48].
Die Entwicklung der Box C/D snoRNA kénnte genauso durch Duplikation
und Mutation einer moglichen Box C/D snoRNA, die nicht ihre Aufgabe in
der Modifizierung besaf, verlaufen sein [48|.

Lafontaine schliesst aus der Tatsache, da snoRNAs nicht in Bakterien vor-
kommen, dass snoRNAs nicht aus einer RNA-Welt hervorgegangen sind. Es
wire allerdings auch moglich, dass snoRNAs der urspriingliche Zustand sind
und das snoRNA-basierende Modifizierungssystem in den Bakterien verloren
gegangen ist. Um eine Entscheidung zu treffen, ist noch zu wenig iiber die
Evolution der nicht kodierenden RNA bekannt.

Ein Beispiel fiir die zweite Moglichkeit ware tmRNA. Bakterien, Chloropla-
sten und die Mitochondrien der Reclinomonas americana [46] benutzen die
tmRNA zur Termination von unvollstindigen Translationsprodukten, wo-
hingegen diese Aufgaben in Eukaryoten von Protein-Enzymen erfiillt werden
|62, 42].
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1.3 Ribosomale RNA

Viele Zellen enthalten Tausende von Ribosomen. Ribosomen bestehen aus
zwei Untereinheiten: einer grofien und einer kleinen (Kap.: 1.3.1). Diese Ein-
heiten werden jeweils aus RNA-Molekiilen und Proteinen gebildet; der Kom-
plex wird als ribosomale RNA (rRNA) bezeichnet. Ungefahr zwei Drittel
eines Ribosoms besteht aus rRNA. Aufgrund der Fiille an Ribosomen in ei-
ner Zelle und wegen des Massenanteils der rRNA am Ribosom ist die rRNA
der héufigst vorkommende RNA-Typ [11].

Die Ribosomen haben die Aufgabe, wihrend der Proteinbiosynthese die tRNA-
Molekiile mit den Codons der mRNA zu verbinden und die Bildung der Pep-
tidbindung zu katalysieren.

Die Synthese der ribosomalen Untereinheiten findet bei den Eukaryoten im
Nukleolus statt (Kap.: 1.3.3). Die ribosomalen RNA-Gene werden zuerst aus
dem Primértranskript transkribiert, dann die RNA prozessiert und schliefs-
lich mit den aus dem Cytoplasma importierten Proteinen verbunden. Die
gebildeten Untereinheiten werden dann wiederum ins Cytoplasma transpor-
tiert.

1.3.1 Struktur der Ribosomen

Ribosomen bestehen aus zwei Untereinheiten: einer grofsen Untereinheit und
einer kleinen Untereinheit. Eukaryotische Ribosomen haben zwei Unterein-
heiten, die 60S und die 40S Untereinheit. Der S-Wert gibt den Sedimentati-
onskoeffizenten an |9]. Die grofe Untereinheit des eukaryotischen Ribosoms
gliedert sich in drei rRNAs (28S; 5,8S und 5S) und in 49 Proteine. Die kleine
Untereinheit besitzt nur eine rRNA, die 185 rRNA und hat 33 Proteine.
Bei den Prokaryoten teilt sich die grofe Untereinheit in 23S und in 5S
rRNA auf. Diese prokaryotische Einheit enthélt 31 Proteine. Die kleine pro-
karyotische Untereinheit besitzt nur die 16S rRNA, die 21 Proteine enthélt.
Abbildung 1.6 gibt einen Uberblick iiber die jeweiligen Untereinheiten bei
Prokaryoten und Eukaryoten. Tabellarisch wird dargestellt, dass die Anzahl
an RNA-Molekiilen grofer ist als die Anzahl an Proteinen und die RNA-
Molekiile bei den Eukaryoten grofer sind und mehr Proteine als die Proka-
ryoten besitzen (Abbildung: 1.6) [52].

Die Funktion des Ribosoms spiegelt sich in der Struktur wider. Das Ribo-
som verkniipft die aminosiurebeladene tRNA mit der mRNA. Es besitzt drei
Bindungsstellen fiir die tRNA und eine Bindungsstelle fiir die mRNA. Die
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Abbildung 1.5: Genomische Organisation der eukaryotischen ribosoma-
len RNA. Ay - E sind Syntheseschnittstellen der pre-rRNA. (Abbildung:
Fromont-Racine|[2003])

Bindungsstellen der tRNA sind die so genannten P-; A- und E-Stellen. Die
Bindungsstelle, die die tRNA mit der wachsenden Polypeptidkette verbin-
det, ist die P-Stelle (Peptidyl-tRNA-Stelle). Die Aminoacyl-Stelle (A-Stelle)
nimmt die tRNA auf, die neue Aminosduren liefert. An der E-Stelle (Aus-
trittsstelle) verlassen ungebundene tRNAs das Ribosom [52].

Das Ribosom hilt die tRNA- und mRNA-Molekiile fest beieinander und ka-
talysiert die Bindung der Aminosdure an die freie Carboxylgruppe der Poly-
peptidkette.

1.3.2 Genomische Lokalisation der rRNA

Das Ribosom enthélt je eine Kopie von unterschiedlichen rRNA-Molekiilen.
Am wirkungsvollsten ist es, wenn jeweils die gleiche Menge der unterschied-
lichen rRNAs in der Zelle synthetisiert wird. Allerdings kann auch jeweils
eine dem Verbrauch unterschiedliche Menge von rRNA in der Zelle syntheti-
siert werden. Nach dem Verbrauch der rRNA, die in kleinster Menge vorliegt,
wiirden jedoch die anderen rRNA-Molekiile im Uberfluf iibrig bleiben.
Damit rRNA nicht verschwenderisch produziert wird, werden rRNAs in glei-
cher Menge synthetisiert. Dies wird durch eine TRNA-Transkriptionseinheit
gewahrleistet. Hier liegt je ein Satz von rRNA-Molekiilen in einer Einheit vor.
Das Produkt der Transkription, das Primértranskript, ist eine RNA-Vorstufe,
die alle rRNAs besitzt, die durch kurze Spacer getrennt sind (Abb: 1.5). Die
Spacer werden durch Bearbeitungsgéinge entfernt, so dass rRNA freigesetzt
wird [9].
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40S
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Abbildung 1.6: Tabellarische Zusammenfassung der rRNA Untereinheiten bei
den Bakterien und Sdugetieren.

1.3.3 Reifung der rRNA

Unter rRNA Reifung versteht man die Modifikation der pre-rRNA zur fertig
synthetisierten, getrennten rRNA.

Die Reifung der rRNA und die Assemblierung in die ribosomalen Unter-
einheiten benotigt insgesamt 170 Proteine. Diese Proteine unterteilen sich in
Exon- und Endoribonukleasen, ATP-abhéngige RNA-Helikasen und Assemb-
lierungsfaktoren [30]. Auferdem spielen auch die snoRNP eine wichtige Rolle
in der rRNA Reifung durch die Methylierung und die Pseudouridylierung der
rRNA.

Der erste Schritt, um ein funktionstiichtiges Ribosom zu erhalten, ist die
Synthese der pre-rRNA. Die 35S rRNA ist der erste erkennbare Zwischenzu-
stand der rRNA in der Hefe. Diese pre-rRNA besteht aus 5’ und 3’ “external
transcribed” Regionen (ETS) und den Bereichen der 185 rRNA, 5.8S rRNA
und 25S rRNA, die durch intergenisch transkribierte Bereiche (ITS) getrennt
sind (Abb.: 1.3.3) [30].
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Abbildung 1.7: Synthese der rRNA von der pre-rRNA. (A) Genomische Or-
ganisation der pre-rRNA und Angabe der Schnittstellen. (B) Darstellung der
Prozessierung von der 35S pre-rRNA zur 55, 18S und 28S rRNA (Abbildung:
Fromont-Racine [2003])

Die rRNA Komponente der kleinen Untereinheit 40S ist die 18S rRNA.
Die grofe Untereinheit (60S) hat als Komponente die 5.8S und 25S rRNA
(Abb: 1.6) (Kap. 1.3.1).

Die Spaltung der 35S pre-rRNA an Stelle Aq im 5-ETS Bereich fiihrt zur
Erstellung der 33S pre-trRNA. Sofern die 35S pre-RNA am 5’-Ende der 18S
rRNA, Position Aj, gespaltet wird, kommt es zur Ausbildung der 32S pre-
rRNA (Abb.: 1.3.3). Nach der Generierung der 32S pre-rRNA wird durch
einen Spaltungsvorgang an Stelle A; die pre-rRNA 20S und 27SA; herge-
stellt. Die 20S rRNA ist der Vorlaufer der fertig synthetisierten 185 rRNA.
Die 185 rRNA wird im Cytoplasma durch eine Spaltung an Stelle D prozes-
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siert. Die 27SA, kann auf zwei verschiedene Weisen zur 5.S und 25S rRNA
gespalten werden. Eine Spaltung an Stelle A3 durch RNase MRP und eine
Kiirzung der 5°, bzw. 3’ Enden zur 27B;5 kommt zu 85 % vor. Die restlichen
15 % der 27SA, pre-rRNA werden an Stelle By gespalten.

Der Prozessierungsweg der 27S B und 27S B, verlauft daraufhin wieder véllig
identisch. Durch eine letzte Spaltung an Stelle C'; und C5 sowie Verkiirzung
der 5’, bzw. 3’-Enden kommt es zur Ausbildung der 5.85 rRNA und der 28S
rRNA [30, 3]

1.3.4 Warum wird die rRNA modifiziert?

Es stellen sich die Fragen: Warum wird die rRNA modifiziert? Was fiir einen
Nutzen hat die Modifikation der rRNA?

Die Aufgabe der snoRNA ist die Modifizierung von rRNA, snRNA und mR-
NA durch Pseudouridylierung und Methylierung (Kap.: 1.2). Die zu modifi-
zierenden Nukleotide der ribosomalen RNA werden am haufigsten durch die
Methylierung und Isomerizierung des Uridins verdndert. Insgesamt je 100
Nukleotide der rRNA des Menschen werden durch die zwei Methoden modi-
fiziert [30].

Es stellt sich daher als erste Frage: Wie funktionieren die Pseudouridylie-
rung und die Methylierung? Die Umwandlung des Uridins in ein Pseudou-
ridin erfolgt durch eine enzymatische Spaltung und anschliefend durch eine
180°-Rotation um die Achse des Uracil-Rings (Abbildung: 1.3.4). Durch die
Rotation wechselt das Kohlenstoffatom (C5) seinen Platz mit dem Stick-
stoffatom (N7). Das Cs-Atom geht eine Bindung mit dem Kohlenstoffatom
des Glycosyl ein. Um die Bindung eingehen zu kénnen, gibt das Kohlenstof-
fatom C5 sein Wasserstoffatom unter der Freisetzung von Wasserstoff ab.
Als zweiter Modifizierungsschritt erhélt das Stickstoffatom (IV;) noch ein
Wasserstoffatom [67]. Bei der Methylierungsreaktion wird eine zusétzliche
Methylgruppe durch die S-Adenosylmethion-Methyltransferasen angeheftet
(Abbildung: 1.3.4) |67, 48].

Nachdem die erste Frage geklart ist, wie die rRNA chemisch modifiziert wird,
stellt sich als zweite Frage: Warum wird die rRNA pseudouridyliert bzw. me-
thyliert?

Ein wichtiger Aspekt der Pseudouridylierung ist, dass am Stickstoffatom N;
ein neuer Wasserstoffdonor gebildet wird. Dieser zuséitzliche Wasserstoffdo-
nor fithrt zur erhohten Stabilisation der rRNA. Durch das Wasserstoffatom
ist die rRNA stabiler geworden, um dann intra- bzw. intermolekulare Basen-
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Abbildung 1.8: (a) Strukturformeldarstellung der Transformation des Uridins
in Pseudouridin (b) Prozess der Methylation als Strukturformel dargestellt
(Abbildung: Lafontaine [1998])

C

paarungen eingehen zu konnen [67].

Die zwei Griinde, warum rRNA Nukleotide modifiziert werden, sind: Zum
einen wirkt es sich auf eine erhdhte Stabilisation der rRNA aus und zum
anderen wird durch die Modifikation die Ribosomenaktivitit bei der Trans-
lation verfeinert [30]. Abbildung 1.9 stellt die 16S rRNA der P.abyssi mit
ihren zu modifizierenden Nukleotiden dar.

1.3.5 Evolution der ribosomalen RNA

Ribosomale RNA Gene kommen in einer hohen Kopienanzahl (100 - 1000
Genkopien) in den Genomen vor. Die jeweiligen rRNA-Molekiile (23S, 5S,
16S) liegen im Genom auf einem einzigen Operon (Kap.: 1.3.2). Liao verglich
die Genkopien der 16S rRNA innerhalb einer Organismenart und zwischen
19 verschiedenen bakteriellen und archaeischen Spezien [54]. Durch eine phy-
logenetische Analyse konnte ermittelt werden, dass die Genkopien innerhalb
einer Spezie vollig identisch sind und die Genkopien zwischen verschiedenen
Organismen sich sehr gering unterscheiden [54]. Die Homogenitét zwischen
den einzelnen Spezien ist so grof, dass die Genkopien verschiedener Organis-
men phylogenetisch ndher verwandt sind als intrachromosomale Genkopien
[90].

In den intergenischen Bereichen, die die einzelnen rRNA-Molekiile umgeben,
kommt es zu Insertionen, Deletionen und Mutationen. Die Distanz zu den
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Abbildung 1.9: Sekundarstruktur der P.abyssi 16S rRNA mit den zu modifi-
zierenden Nukleotiden. Zur rRNA komplementére Bereiche wurden farblich
markiert, Kreise zeigen das zu modifizierende Nukleotid (Abbildung: Gaspin
[2000])

16S rRNA-Molekiilen ist ein Indiz fiir die Heterogenitit des Bereiches. Je
groker die Distanz zum rRNA-Molekiil ist, umso hoéher ist die Mutations-,
Insertions- und Deletionsrate. Der Bereich um die rRNA-Molekiile liegend,
ungefihr 150 Basen, zeigt ebenso hohe Homogenitét zueinander wie die ein-
zelnen rRNA Kopien [53].

Diese Ergebnisse zeigen, dass TRNA Gene dem Mechanismus der konzer-
trierten Evolution unterliegen. Von konzertrierter Evolution wird gesprochen,
wenn paraloge Sequenzen in tandem repeats angeordnet sind und gemeinsam
evolvieren. Ein Kennzeichen der konzertrierten Evolution ist, dass mehrere
Duplikate des RNA-Molekiiles innerhalb einer Spezies und zwischen verschie-
denen Spezien eine sehr geringe Divergenz haben (Abbildung 1.3.5) [90]. Die
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Hypothese der “molecular clock “ [96] besagt, dass sich homologe Proteine
bzw. DNA-Sequenzen iiber die Zeit mit einer etwa konstanten Evolutions-
rate entwickelt haben. Die Mechanismen der konzertrierten Evolution und
Grund fiir die Homogenitét sind Gene Conversion (Abb.: 1.3.5) und unglei-
ches Crossing Over [53]. Sich dispergierende Gene werden iiber Gene Con-
version homogenisiert. In Abbildung 1.3.5 wird der Mechanismus der Gene
Conversion detailliert dargestellt. Die Kopien sind im Chromosom in tandem
repeats angeordnet. Sofern eine Genkopie mutiert, werden die intraspezifi-
schen Genkopien iiber intrachromosomale Homogenisierung angeglichen. Die
Homogenitdt zwischen den einzelnen Spezien auf homologen Chromosomen
wird iiber die Gene Conversion erreicht. Eine paraloge Genkopie wird ho-
mogenisiert; diese Kopie fiihrt dann wieder iiber intrachromosomale Homo-
genisierung dazu, dass alle Genkopien gleich sind [53]. Ein weiteres Kenn-

intrachromosomal
homogenization

interchromosomal
gene conversion
(rate-limiting step)

S —HT o —H D H D> H T >—H- >S5

intrachromosomal
homogenization

Abbildung 1.10: Ablauf der konzertrierten Evolution eines RNA-Molekiils an
zwei unterschiedlichen Organismen. Kodierende Bereiche werden durch Pfeil,
nicht kodierende Bereiche durch Linie dargestellt. Mutation wird durch X
angegeben. (Abbildung: Liao [1997])
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zeichen der konzertrierten Evolution ist die Heterogenitdt der intergenischen
Bereichen. Dies zeigt, dass im Laufe der Evolution nicht ein ganzes Operon,
sondern nur bestimmte Bereiche des Operons, die rRNA-Molekiile, kopiert
wurden.

1.4 Evolution anderer nicht kodierender RN As

Dieses Kapitel befasst sich mit zwei weiteren evolutiondren Geschichten von
RNA-Molekiilen, transfer RNA und microRNA. Die Darstellungen der Evo-
lutionen werden zeigen, dass beide RNA-Molekiile auf unterschiedliche Arten
evolvieren. Transfer RNA evolviert genauso wie die ribosomale RNA durch
konzertrierte Evolution (Kap.: 1.4.1, Kap.: 1.3.5). Die paralogen Kopien der
microRNA evolvieren unabhéngig voneinander (Kap.: 1.4.2).

1.4.1 Transfer RNA

Der genetische Code hat sich aus einem einfacheren, weniger spezifischen
Code entwickelt [15, 23]. Durch die Analyse aller bekannter tRNA-Molekiile
wurde festgestellt, dass bestimmte tRNAs, die zum Beispiel als Startzeichen
fiir die Translation dienen, in allen Spezien verwandt sind und sich selbst
durch einen phylogenetischen Baum darstellen lassen. Der Baum zeigt, dass
selbst die am weitesten entfernten tRNA-Molekiile Ahnlichkeiten aufweisen.
Daraus resultiert, dass die friihere tRNA bis heute noch gut erhalten sein
muss [24]. Der frithere genetische Code enthielt weniger als 20 Aminoséu-
ren. Er besall die Figenschaft, dass die Idenitéit eines Triplet-Nukleotides,
spiter die Identitdt zweier Nukleotide, zur Spezifizierung der Aminosiduren
ausreichte. Die ersten vier Codons waren vermutlich Glycin, Asparginséure,
Alanin und Valin [23, 24]. Alle vier Codons zeichnen sich durch einen hohen
GC-Gehalt aus.

Der heutige genetische Code identifiziert die spezifische Aminosdure iiber
drei Nukleotide. Unser heutiger genetischer Code entwickelt sich aus vier
Codons, die dem Muster GNC entsprechen. Im Jahre 1981 wurde von Eigen
eine evolutiondre Entwicklungsgeschichte des genetischen Codes aufgestellt.
Eigen sagt, dass sich aus dem ersten genetischen Code (GNC), ein geneti-
scher Code entwickelte der an Stelle des Cytosins ein purines Nukleotid (Y)
hat (GNY). In der weiteren Entwicklung bildete sich aus dem Guanin (erste
Nukleotid) eine pyrimidines Nukleotid (R). Damit alle drei Nukleotide ami-
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nosaurenspezifisch sind kann an der Position des purinen Nukleotides auch
ein pyrimidines Nukleotid stehen und das pyrimidine Nukleotid durch ein
purines Nukleotid ersetzt werden.

GNC — GNY — RNY —- RNN — NNN
Entwicklungslinie des genetischen Codes.

Der Wandel von einem zu drei spezifischen Nukleotiden kann nur durch
die Entwicklung von verschiedenen anderern transfer RNA (tRNA) erklért
werden [15]. Eigen und Hopfield trafen Aussagen iiber das erste tRNA-
Molekiil. Das erste tRNA-Molekiil entspricht der 3’-Halfte der heutigen tRNA
(Abb.: 1.4.1). Uber eine komplementire Reproduktion der 3'-Hilfte konnte
die 5’-Hilfte ermittelt werden. Die beiden Hélften bilden gemeinsam die Se-
kundarstruktur der heutigen tRNA, das Kleeblatt. Im Laufe der Evolution
der tRNA muss es zu einer Sequenzduplikation der 3’-Hilfte gekommen sein.
Die Evolution der tRNA ist, genauso wie die Evolution der rRNA (Kap.:
1.3.5), ein Beispiel fiir konzertrierte Evolution. Transfer RNA-Molekiile tre-
ten in verschiedenen eukaryotischen Genomen auf zwei verschiedenen Arten
auf: Zum einen treten tRNA-Molekiile, die je einen Abstand von 100 - 500
Basen haben, in Clustern auf, zum anderen kénnen tRNA-Molekiile auftre-
ten, die als einzige auf dem Gen lokalisiert sind [55].

Die Ahnlichkeit von tRNA-Kopien zueinander ist auch hier wieder identisch.
Die intergenischen Bereiche, die zwischen den tRNA-Kopien liegen, haben
eine schlechtere Konservierung zueinander als die tRNA-Kopien.

Es ist ersichtlich, dass auch bei der Evolution der tRNA nicht das ganze
Operon auf einmal kopiert wurde, sondern nur einzelne Bereiche. Auch in
der Evolution der tRNA-Kopien wurde als Methode die Gene Conversion
verwendet (Abb.: 1.3.5).

Des Weiteren konnten einzelne tRNA-Molekiile in nicht verwandte Bereiche
iiber RNA intermediates eingebracht werden. Diese tRNA-Molekiile liegen
als Pseudogene, als funktionslose Molekiile, in den einzelnen Genen.

1.4.2 MicroRNA

MicroRNAs (miRNA) haben genauso wie die siRNA die Aufgabe, die Trans-
lation zu unterbrechen; sie vollziehen somit eine regulatorische Funktion. Sie
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haben gleichfalls wie die snoRNA eine haarnadelédhnliche Sekundérstruktur.
Jede miRNA ist aus einer 75 nt langen pre-miRNA entstanden. Diese liegt als
einzige Kopie im Genom. Ein paar wenige pre-miRNA bestimmter miRNAs
konnen allerdings auch in zwei- oder dreifacher Ausfertigung im Chromosom
vorkommen. Des Weiteren konnen bestimmte miRNA aus zwei oder mehr
unterschiedlichen pre-miRNA gebildet werden. MiRNA liegen iiblicherweise
auf Introns von bekannten Genen oder in intergenischen Bereichen [65].
MiRNA werden in einer Biogenese, die aus zwei Schritten besteht, gebildet
|51]. Zuerst wird aus einer pri-miRNA, die 75 nt lang ist, eine pre-miRNA
hergestellt. Die primary miRNA (pri-miRNA) wird so gefaltet, dass eine
stabile Stamm-Schleifen-Struktur entsteht. Diese Struktur wird vom Enzym
Drosha erkannt [26], welches die pre-miRNA aus der pri-miRNA spaltet. Pri-
miRNA liegt im Nukleus vor, pre-miRNA wird iiber ein Exportin-5, einem
tRNA Transportfaktor fiir den weiteren Prozessierungsschritt ins Cytoplas-
ma transportiert.

Im Cytoplasma wird die miRNA aus der pre-miRNA mittels DICER, einem
RNase III- dhnlichen Enzym gespalten. Dieser Vorgang gleicht dem bei der
siRNA. Bei der siRNA wird aus einer dsRNA mittels DICER die doppel-
strangige RNA in zwei einzelstriangige RNAs gespalten [65]. Zwei Strénge
der siRNA sind stabil und kénnen mit dem RISC-Komplex eine Bindung
eingehen. Bei der microRNA geht jedoch bei zwei pre-miRNA Stringen nur
einer eine Bindung mit dem mRNA-Target ein. Wie bei der siRNA muss
auch die miRNA ebenfalls einen Komplex mit dem RISC (RNA induced si-
lencing complex) eingehen, um sich an das mRNA Target binden zu konnen.
Der RISC-Komplex fiihrt an der bindenden Stelle dazu, dass die Translation
unterdriickt oder eine neue mRNA hergestellt wird.

Die Evolution der miRNA wurde von Andrea Tanzer anhand des mirl7 Clu-
ster untersucht [88]. Dabei wurde erkannt, dass microRNA in Clustern auftre-
ten. Mirl7 besteht aus den microRNA mirl7/mir18/19a/20/19b [61, 49]. Auf
dem Homo sapiens-Genom ist das mir17 Cluster auf dem Chromosom 13 [49].
Paraloge von diesem mirl7 Cluster konnten auf dem menschlichen X Chromo-
som (mir106a/18X/20X/19b/92) und dem Chromosom 7 (mir106b/93/25)
festgestellt werden. Mirl7 ist homolog zu mirl106 [61]; mir19b-1 ist homolog
zu mirl9b-2. Tanzer untersuchte in ihrer Arbeit neun verschiedene Wirbel-
tiere auf Paralogie zum mirl7 Cluster, um ein denkbares Evolutionsszenario
der microRNA aufstellen zu kénnen.

Es wurde festgestellt, dass insgesamt drei Genome (Ratte, Maus und Schim-
panse) die gleiche genomische Organisation wie das menschliche mirl7 Clu-
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Abbildung 1.12: Mirl7 Cluster an verschiedenen Organismen (Abbildung:
Tanzer [2004])

ster besitzen. Bei den Fischen (D. rerio, T. rubripes, T. nirgoviridis) konnte
keine vollige Konservierung erkannt werden, da nur vier Kopien des mirl7
Clusters wieder gefunden wurden [88]. Des Weiteren konnten zwei mirl7 Clu-
ster im X. tropicalis-Genom und ein mirl7 Cluster im C. familiaris entdeckt
werden (Abb.: 1.4.2) [88].

Aufbauend auf diese Ergebnisse wurde von Andrea Tanzer eine phylogeneti-
sche Analyse der drei paralogen Cluster an den unterschiedlichen Genomen
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass zwei Typen von Clustern unter den mirl7
Clustern existieren. Die beiden mirl7 Cluster, die auf den Chromosomen 1
und X lokalisiert sind, waren homolog zueinander (TYP I). Das mir17 Cluster
lokalisiert auf Chromosom 7, konnte mit beiden Clustern nicht gut aligniert
werden (TYP II). TYP I und TYP II Cluster sind hochstwahrscheinlich durch
Cluster- und Tandemduplikationen sowie durch den Verlust von microRNA
entstanden [88].

Ein mogliches Evolutionsszenario fiir das mirl7 Cluster ist, dass das Cluster
durch eine Anzahl von Duplikationen und Verlusten von anfinglichen Dupli-
kationen entstanden ist (Abbildung: 1.13) [88].

Es wird angenommen, dass mir17/19/92 am Ursprung der Clusterevolution
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Abbildung 1.13: Evolutionéres Szenario des mirl7 Cluster (Abbildung: Tan-
zer [2004])

steht. Mir17/19 wurden nur in den Vertebraten gefunden, wobei mir92 nur
im C. elegans, D. melangoster auftritt. Der erste wichtige Evolutionsschritt
war die Aufspaltung von mirl8 aus mirl7. Ein weiterer wichtiger Schritt in
der Evolution des microRNA Clusters war die Duplikation vom gemeinsamen
Vorfahren mir17/18/93/19/19b/92 in die TYP I (mir17/18/19a/20/19b/92)
und TYP II (mir106b/93/25) Cluster [88].
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1.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Diplomarbeit ist zum einen die detaillierte Suche nach neuen snoR-
NAs in den Vertebraten. Zu Beginn der Arbeit waren insgesamt 25 Box C/D
und Box H/ACA Teleosten-snoRNAs in 6ffentlichen Datenbanken publiziert.
Aufgrund dessen wurde bei der Suche nach neuen snoRNAs besonderer Au-
genschein auf die dltesten Vertebratengenome geworfen. Zum anderen ist ein
Ziel der Diplomarbeit eine detaillierte Beschreibung der snoRNA-Evolution
anhand ausgewihlter Vertebraten snoRNAs.

1.6 Vorgehensweise

Um evolutiondre Aussagen treffen zu kénnen, miissen homologe Kopien der
snoRNAs an den unterschiedlichen Genomen gefunden werden. Zwei Pro-
gramme, die fiir die Suche nach snoRNAs spezialisiert sind, existierten zu
Beginn der Diplomarbeit: Fisher und SnoScan. Ein weiteres Programm
snoGPS wurde am Ende der Diplomarbeit veroffentlicht. In der Arbeit wurde
versucht iiber das Programm Fisher und anschlieffend iiber das Programm
SnoScan neue snoRNAs am Genom des Takifugu rubripes zu finden. Als
weitere Methode wurde versucht iiber einen Homologie-Vergleich, Programm
Blast, neue snoRNAs an unterschiedlichen Genomen zu finden. Die durch
die Programme Fisher, SnoScan und Blast gefundenen snoRNAs sind durch
Bestimmung der ribosomalen Bereiche, Lokalisation im Genom und Sequenz-
homologie verifiziert wurden. Mittels den neu gewonnenen snoRNAs wurden
evolutionédre Szenarien fiir vier unterschiedliche snoRNA-Klassen, basierend
auf phylogenetischen Analysen, aufgestellt. Die evolutiondre Analyse zeigt,
dass es in der Evolution der snoRNA zu Genduplikationen, -mutationen und
zu Spriingen in der genomischen Lokalisation gekommen ist.

Die Arbeit besteht aus vier Kapiteln. Im ersten Kapitel, das bereits ab-
gehandelt ist, wird in das Thema snoRNA eingefiihrt und die Evolutionen
verschiedener nicht kodierender RNAs vorgestellt. Das zweite Kapitel gibt
einen Einblick in die Vorgehensweise der bioinformatischen Programme, mit-
tels denen nach neuen snoRNAs gesucht wurde. Im darauf folgenden Kapitel
werden die Ergebnisse der bioinformatischen Programme ausgewertet und die
Resultate bzw. Probleme der einzelnen Programme dargestellt. Die Evoluti-
on der snoRNA wird im letzten Kapitel anhand vier ausgewéhlter snoRNAs
beschrieben.



Kapitel 2

Bioinformatische Programme

Bei der Suche nach neuen RNAs kann die Standardsuchmethode BLAST [2]
verwendet werden. Bei einer BLAST-Suche wird das Genom komparativ mit
bekannten snoRNAs auf Homologie verglichen (Kap. 2.3).

Des Weiteren existiert eine Anzahl von Programmen (tRNAscan-SE [56], QRNA
[75], SnoScan (Kap.: 2.2), Fisher (Kap.: 2.1), snoGPS [82]), die speziell fiir
die Suche von nicht kodierenden RNAs entwickelt worden sind.

Da SnoScan und Fisher spezielle Programme fiir die snoRNA-Suche sind,
wird in den néchsten Kapiteln ndher auf das Suchverfahren der beiden Pro-
gramme eingegangen.

2.1 Fisher: Suche nach H/ACA snoRNAs

Das von Paul Gardner entwickelte Programm kann {iber bekannte H/ACA
snoRNAs nach neuen H/ACA snoRNAs suchen. Die Suche basiert auf der
Primérstruktur. Fiir die Priméarstruktursuche sind die Erkennungsmotive der
Box H/ACA sowie bestimmte definierte Distanzen zwischen den jeweiligen
Boxen und Pseudouridylationsstellen notwendig [21]. Diese durch die Pri-
maérstruktursuche ermittelten Sequenzen werden durch verschiedene Sekun-
darstrukturfilter verifiziert.

Die Sequenzen, die Ergebnisse bei der Priméar- und Sekundarstruktur liefern,
werden im letzten Schritt anhand der Daten aus der Priméar- und Sekundér-
struktur bewertet [21].

Gardner durchsuchte anhand dem Programm Fisher das Hefegenom und
konnte drei H/ACA snoRNA, sowie weitere 47 Kandidaten ermitteln.
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Priméirstruktursuche

Zuerst wird das Genom auf die Erkennungsmotive der Box H und der Box
ACA untersucht. Die Boxen und Pseudouridylationsstellen treten in defi-
nierten Abstdnden zueinander auf. Diese Distanzen sind ein Indiz fiir die
Primarstruktur der snoRNA. Im Programm werden folgende Distanzen be-
nétigt: Lange von Anfang zur Box H, Linge von Box H zu 5, Lénge von 5
zu 14, Lange von Box H zu Box ACA (Abb.: 2.1).

Die Sequenz wird zuerst nach konservierten Box H-Elementen durchsucht.

FOO 0 O =

<« Y

X

Abbildung 2.1: Distanzen einer H. sapiens H/ACA snoRNA. Linge von An-
fang zu Box H (W), Linge von Box H zu 5 (Y), Linge von 5 zu vy (Z),
Lénge von Box H zu Box ACA (X).

Von diesen vermutlich gefundenen H-Boxen wird ein Score mit Wahrschein-
lichkeitsfrequenzen aus den variablen Stellen der Box H (AN; ANy N3N, N5,
wobei Ny oder N5 = A) errechnet. Die Frequenzen der variablen Positionen
wurden am Hefegenom ermittelt. Sofern die Basen der H-Boxen miteinander
iibereinstimmen, erhalten die Matches einen Score von 200; wenn die Basen
nicht ibereinstimmen, erhalten sie den aus der Nukleotidmatrix entsprechen-
den Wert (Tab.: 2.1).

Bei einem Score iiber 800 wird die H-Box als glaubwiirdig eingestuft. Die Se-

% N N, Nj Ny N;

A 1250 25.00 18.75 81.25 87.50
U 625 6250 43.75 6.25 12.50
C 0 6.25 37.50 0 0
G 8125 6.25 0 12.50 0

Tabelle 2.1: Haufigkeiten der Nukleotide, die benotigt werden, um die H-Box
zU scoren
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quenzen, die eine Box mit einem Score iiber 800 besitzen, werden als néchstes
ab der H-Box auf ihre Distanzen zu den -Stellen (¢35 und 1;) untersucht.
Von den -Stellen muss sich dann in bestimmter Distanz die ACA-Box be-
finden.

Durch diese Vorgehensweise wird die Primérstruktur einer Box H/ACA snoR-
NA gefunden.

Sekundirstrukturfilter

Die durch die Primarstruktursuche gefundenen SnoRNA-Sequenzen werden
im zweiten Schritt auf ihre Richtigkeit untersucht. Die Sequenzen werden
mit 100 - 200 Nukleotiden abwérts von der H-Box durch das Subprogramm
RNAfold des Vienna RNA Package [39] gefaltet.

Dies bietet die Moglichkeit, die Gemeinsamkeiten von Primér- und Sekun-
dérstruktur im Mountain Plot darzustellen (Abbildung: 2.2) [41, 60]. Dieser
Typ an Sekundarstrukturdarstellung bildet auf der X-Achse die n-Nukleotide
der Sequenz ab und auf der Y-Achse die Anzahl der Basenpaarungen, die die-
ses Nukleotid umschliefen. Ein weiterer Vorteil fiir diese Darstellung ist, um
einen Score auszurechnen, dass bei unterschiedlicher Sequenzlénge die Moun-
tain Plots normalisiert werden konnen.

Der erste Sekundarstrukturfilter beruht auf den Eigenschaften des Mountain
Plots. Der entstandene Mountain Plot wird erst dann akzeptiert, wenn sich
ein lokales Minimum in der N&he der H-Box befindet. In Abbildung 2.2 kann
man erkennen, dass die Sekundarstruktur aus zwei separaten Mountains be-
steht. Der erste Mountain stellt den Bereich vor der H-Box dar, der zweite
Mountain ist der Bereich zwischen H-Box und ACA-Box.

Das Programm Fisher versucht, nicht nur den Bereich der snoRNA zwischen
Box H und Box ACA zu finden, sondern auch den Bereich vor der Box H.
Der Bereich vor der Box H bildet gleichermafen wie der Bereich zwischen
Box H und ACA eine Schleifenstruktur aus. Im Bereich vor Box H treten
auch ribosomale Bindungsstellen auf.

Die Kandidaten, die im ersten Filter akzeptiert wurden, passieren einen
weiteren Filter. Der zweite Filter vergleicht den resultierenden normalisier-
ten Mountain Plot mit den alten (v1.3) und neuen (v1.4) Faltparameter [58]
des Vienna Packages. Die Parameter konnen als zweiter Filter herangezogen
werden, da sich die Sekundérstrukturen der snoRNA bei beiden Parametern
sehr dhneln. Durch die zwei unterschiedlichen Faltparameter werden zwei ver-
schiedene Distanzen aus dem normalisierten Mountain Plot errechnet. Die
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Abbildung 2.2: Sekundérstrukturdarstellung einer H/ACA snoRNA mittels
Mountain Plot

Sequenzen werden beim zweiten Filter akzeptiert, wenn sie der Gleichung
dotg — Apew < 300 entsprechen.

Scoring

Im letzten Schritt werden die aus der Primér- und Sekundérstruktur erhal-
tenen Informationen gescort.

Als zweiter Score wird der Score der ACA-Box berechnet. Die ACA-Box kann
anstelle des Cytosin auch die nicht motivtypischen Basen Adenine oder Uri-
din einnehmen. Dieser Score wird zu dem, bei der Primérstrukturfiltersuche
errechneten Wert dem H-Box Score, addiert. Die beiden addierten Scores
werden normalisiert auf einen Wert zwischen Null und Eins. Zuziiglich wer-
den drei weitere Quantititen P,, P;, P, dazu addiert.

P, wird gleichgesetzt 1, wenn X < 40 (Abbildung: 2.1), ansonsten P, = 0,5.
Wenn 66 < X+Y < 100, dann P; = 1, sonst P; = 0,5. Quantitit P4 stellt
die durchschnittliche Distanz dar. Hier gilt: Wenn P, = 0 ansonsten

i-]d-d

P pr—
* d

Alle vier Quantitdten werden durch folgende Gleichung zu einem Score zu-
sammengerechnet:

w1 Py 4+ woPo + w3 Py 4 w4 Py
w1+w2+w3+w4

Ptot - 100 X
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W sind konstante Gewichte, die mittels der Nelder-Mead Methode [64] er-
rechnet wurden.

Sofern der Score grofer 70 ist kann die gefundene Sequenz als glaubwiirdig
angesehen werden. Der Score von 70 ist ein Schwellenwert, der von den Ent-
wicklern gewahlt wurde, um die Anzahl an Sequenzen einzugrenzen (personl.
Kommunikation).

2.2 SnoScan: Suche nach C/D snoRNAs

Neben Fisher existiert ein weiteres SnoRNA-Suchprogramm, welches fiir die
Suche nach Box C/D snoRNAs spezialisiert wurde. Fisher, Kap.: 2.1, und
SnoScan haben gemeinsam, dass zuerst nach den snoRNA Sequenzmerkma-
len gesucht wird. SnoScan verwendet den Greedy Such-Algorithmus, um Box
C/D snoRNAs zu finden [57|. Der Greedy-Algorithmus analysiert den aktuel-
len Zustand anhand einer Bewertungsfunktion. Alle méglichen Folgezusténde
werden errechnet und dann die Md6glichkeit ausgewihlt, welche den grofiten
Gewinn verspricht.

Fiir SnoScan sind bei der Suche nach Box C/D snoRNAs folgende Merkma-
le wichtig: Box D, Box C, komplementiarer rRNA Sequenzbereich, Box D’,
Stellen der Methylation (Guide Sequenz) und Terminal Stem [57]. SnoScan
untersucht die Sequenz in folgender Weise (Abb.: 2.3). Zuerst wird die Box
D (A/CUGA) auf der Sequenz identifiziert. Sofern das Pattern der Box D
gefunden wurde, wird in 35 - 200 bp aufwirts des Box D Musters nach der
hochst gescorten Box C gesucht. Alle moglichen Box C Muster im Abstand
von 35 - 200 bp werden durch einen logarithmischen odds Score [7] eingestuft.
Da zwischen dem Bereich von Box C und Box D der Bereich liegt, der kom-
plementdr zur ribosomalen RNA ist, wird nach komplementiren rRNA Se-
quenzen gesucht. Erst wird nach komplementédren Sequenzen gesucht, die 9
bp oder linger sind sowie weniger als vier Mismatches besitzen. In der Nahe
des 3’-Endes des TRNA komplementiren Bereichs liegt die Box D’. Zuletzt
wird nach rRNA-Methylierungsstellen fiinf Nukleotide abwirts von Box D
oder Box D’ gesucht [57].

Um alle falsch Positiven zu eliminieren, werden die Strukturmerkmale nach
fest definierten Kennzahlen durchsucht. Alle SnoRNA Kandidaten werden
gegen ein SnoRNA Modell aligniert (Tab.: 2.2).
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Abbildung 2.3: Suchvorgehensweise des Programm SnoScan.



2.3. BLAST: HOMOLOGIE-VERGLEICHE 31

SnoRNA Modell

Merkmal Modell Consensus Score (Hoch Mittel Niedrig)
Terminal Stem SCFG, 4 bis 8bp 6bp 7.60/ 3.09 /0.35

Box C 7 bp AUGAUGA 12.73/ 11.63/ 5.84
Gap Lénge 6-10bp -1.59/ -2.09/ -4.76
Guide Sequenz HMM 12 bp Duplex 15.67/ 11.11/ 2.54
Box D’ 4 bp CUGA 7.34/ 4.85/ -3.74

Gap Lange 36-45 bp -1.59/ -2.43/ -5.36
Box D 4bp CUGA 8.05/ 7.92/ 5.43

Gap Lange 56-75bp -1.5/-2.1/ -4.17
Guide Sequenz HMM 14bp Duplex 18.96/ 13.98/ 9.95

Tabelle 2.2: Zusammenfassung des snoRNA Modells verwendet bei SnoScan
[57] .

Alle durch oben beschriebene Primérstruktursuche ermittelten snoRNAs wer-
den zum Schluss anhand einem log odds-Score [7], der alle Informationen der
SnoRNA-Merkmale vereinigt, gescort.

2.3 Blast: Homologie-Vergleiche

Als dritte Methode zur snoRNA-Suche soll die Standardmethode zur Suche
von nicht kodierenden RNAs dargestellt werden |2]. Mittels dieser Methode
wurden kleine regulatorische RNAs an Vertebraten und Nichtvertebraten ge-
funden [71].

Zur Suche von neuen snoRNAs wurden bekannte publizierte menschliche
snoRNA gegen die Nukleotid-Datenbank von NCBI geblastet.

Gefundene Blast-Hits, die in Homologie zu Danio rerio, Takifugu rubripes,
Cyprinus carpio, Gallus gallus, Xenopus tropicalis standen wurden in einem
zweiten BLAST gegen das Fugugenom geblastet. Diese gefundenen homolo-
gen Fugusequenzen wurden wiederum gegen die NCBI Nukleotiddatenbank
[2] auf Ahnlichkeiten zu bekannten snoRNA, snoRNP und ribosomalen Pro-
teinen untersucht.

Um die Sequenzen zu verifizieren, wurden folgende Schritte angewendet: Als
erstes wurden die Sequenzen, die im Homologievergleich gegen die Nukleotid-
datenbanken Ahnlichkeiten zu snoRNAs hatten, im Fugu Ensembl Browser
[84] auf ihre Lokalisation im Genom untersucht. Alle Sequenzen, die im Fu-
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gugenom auf einem ribosomalen Protein oder auf einem Gen liegen, das fiir
die rRNA- oder mRNA-Prozessierung zusténdig ist, wurden durch weitere
Schritte untersucht.

Durch ein Alignment aller snoRNA Familienmitglieder samt der Fugu snoR-
NA wurde die Konservierung der snoRNA ermittelt. In diesem Schritt ist
besonders wichtig, dass die spezifischen snoRNA-Motive (Box C/D oder Box
H/ACA) auf gleicher Nukleotidposition konserviert sind. Neben den spe-
zifischen Motiven miissen die Sequenzen Bindungstargets fiir die jeweilige
rRNA-Untereinheit an gleicher Nukleotidposition haben. Diese rRNA Bin-
dungstargets miissen im Alignment konserviert sein.

Sofern die Sequenz die Kriterien erfiillte, wurde sie als snoRNA eingestuft.
Eine Zusammenfassung aller Schritte dieser Methode wird in Tabelle 2.3 dar-
gestellt.

Als zweiter Homologievergleich wurden anstelle der Homo Sapiens Sequen-
zen bekannte Fisch snoRNA Sequenzen gegen die Orzyias latipes, Takifugu
rubripes, Tetradon nirgovirdis und Danio rerio Genome geblastet. Hier wur-
den die Schritte 1 - 3 aus Tabelle 2.3 zu einem Schritt zusammengefasst und
danach sofort mit der Verifikation der Sequenzen begonnen.

Homologieverfahren

Schrittnr. Methode

1 Blast bekannter H. sapiens-Sequenzen gegen
Nukleotiddatenbank

2 2. Blast von Sequenzen aus fiinf bestimmten Vertebraten
gegen T. rubripes

3 3. Blast Fugu-Sequenzen werden mittels Nukleotiddatenbank
verglichen

4 Lokalisation der Fugu-Sequenz mittels dem
Ensembl Fugu Genome Browser

5 Vergleich der Consensusstruktur bekannter snoRNA
des Types mit gefundener snoRNA

6 Alignen der Sequenz gegen bekannte snoRNAs des Types

mittels clustalw

Tabelle 2.3: Zusammenfassung der Schritte, die bei der Homologiemethode
angewendet werden
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2.4 Das Vienna RNA Package

Das Vienna RNA Package bietet die Moglichkeit, RNA Sekundérstrukturen
iiber die kleinste Energie vorherzusagen. Das Paket beinhaltet drei Arten von
dynamischen Strukturvorhersage-Algorithmen:

1. Algorithmus der kleinsten frei werdenden Energie von Zuker und Stieg-
ler, der eine einzige optimale Struktur vorhersagt [97]

2. Partition Function Algorithmus von McCaskill, der die Basenpaarwahr-
scheinlichkeiten errechnet [59].

3. Suboptimal Folding Algorithmus von Wuchty, der alle suboptimalen
Strukturen in einem bestimmten Energierahmen vorhersagt [94].

RNAfold

RNAfold ist ein Subprogramm aus dem Vienna RNA Package [39]. Dieses
Programm liest RNA Sequenzen aus dem stdin ein und berechnet ihre mfe
Struktur, Partition Function und die Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrix
|59]. Die mfe Struktur wird in der Bracket Notation in den Standardoutput
zuriickgeschrieben. Des Weiteren wird im Standardoutput die Energie, die
freie Energie des thermodynamischen Ensembles und die Haufigkeit der mfe
Struktur im Ensemble erhalten. Zudem wird ein Ausgabefile im Postscript-
Format erzeugt, das zum einen die resultierende Sekundarstruktur und zum
anderen einen Dotplot der Basenpaarwahrscheinlichkeiten skizziert. Der Dot-
plot wird als quadratische Matrix dargestellt (Tab.: 2.4). In der unteren Half-
te stehen die proportionalen Paarungswahrscheinlichkeiten und in der oberen
Hilfte die Paarungen in der mfe Struktur. Das Output von RNAfold wird im
Programm alidot als Input bendtigt [39, 40].

RNAalifold

RNAalifold kann die Consensus Sekundirstruktur einer Menge alignierter
RNA oder DNA Sequenzen vorhersagen. Diese Methode gelingt durch die
Kombination eines Standard-Sekundarstruktur-Energiemodelles mit dem Ko-
varianzterm.

Jeder moglichen Sekundérstruktur wird ein Mean-Energiewert zugewiesen,
gemessen am Durchschnitt aller Alignmentsequenzen. Zuziiglich wird zur
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(B)

Abbildung 2.4: Strukturdarstellung einer tRNA, (A) tRNA als Sekundér-
struktur dargestellt, (B) tRNA als Dotplot dargestellt.

Mean-Energie der Sequenz Bonuswerte fiir kompensatorische und konsisten-
te Mutationen dazugerechnet und Bonuspunkte fiir Basenpaarungen, die bei
allen anderen Sequenzen nicht auftreten, abgezogen.

2.5 Methoden der phylogenetischen Analyse

2.5.1 Neighbor-Joining

Neighbor Joining wendet als algorithmische Approximation das Minimum-
Evolution-Prinzip an [81]. Die Ausgangsdaten der Analyse liegen als Di-
stanzmatrix, der Anfangsbaum liegt als Sternbaum vor. Zuerst wird die Ge-
samtastlinge fiir jedes mogliche Paar S;; ausgerechnet. Das Paar S;; mit dem
minimalsten Wert wird als erste Verzweigung in den phylogenetischen Baum
iibernommen. Nach der Bildung der ersten Gruppe wird die neue Distanz-
matrix, mit einem Taxon weniger, neu durch Mittelwertbildung errechnet.
In jedem weiteren Schritt werden zwei Verzweigungen zu einer Verzweigung
zusammengefiihrt, solange, bis zwei Verzweigungen iibrigbleiben, die durch
einen gemeinsamen Ast getrennt werden. Als Ausgangsbaum erhilt man im
Phylogenie-Programm Phylip [27] bei der Anwendung des Algorithmus einen
ungerichteten Baum.
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2.5.2 Bootstrap

Das Bootstrapverfahren analysiert die Stabilitit der Stammbaumverzweigun-
gen. Die Bootstrapwerte sind ein Indiz fiir die Vertrauenswiirdigkeit der Ver-
zweigungen [22]. Teile der Datenmatrix werden zufillig herausgeschnitten
oder kopiert und wieder eingefiigt, um einen verdnderten Datensatz gleichen
Umfangs zu erhalten. Einige Stichproben aus der Anfangsdatenmenge wer-
den nicht mehr vorkommen, andere dafiir aber mehrfach [27].

Felsenstein integrierte das Bootstraping-Verfahren in das Programm Phylip
[27, 28]. Uber das Programm segboot wird eine neue Datenmenge durch das
zufillige Ziehen aus der Orginalmenge gewonnen. Das Programm consense
ermittelt aus allen errechneten B&umen, die {iber den Neighbor Joining-
Algorithmus ermittelt wurden, einen Consensusbaum. Consense errechnet
den Baum nach dem Majoritétsprinzip und gibt an jeder Verzweigung den
entsprechenden Bootstrapwert an. Dieser Wert ist proportional zum Vorkom-
men des Teilbaumes in allen ermittelten Béumen [27]. Bei hohen Bootstrap-
werten iiber 75% kann die Verzweigung als ausreichend gesichert gesehen
werden. Verzweigung mit einem niedrigerem Bootstrapwert miissen jedoch
nicht unbedingt falsch sein.



Kapitel 3

Neue snoRNAs in den
Vertebraten

Bis zum heutigen Stand sind in der RFAM-Datenbank [35] insgesamt 25 snoR-
NAs auf unterschiedlichen Teleostengenomen publiziert. Diese snoRNAs wur-
den am Danio rerio, Takifugu rubripes, Oncorhynchus mykiss und Cyprinus
carpio gefunden (Tab.: 3.1).
Durch Homologievergleiche der publizierten Fischsequenzen gegen die Geno-

Publizierte snoRNAs

Gefundene snoRNAs

Familie Vorkommen Anzahl
U14 Danio rerio 4
Onchorhynchus mykiss 1
U1ls Takifugu rubripes 1
uU1r Onchorhynchus mykiss 1
Takifugu rubripes 4
Danio rerio 4
U23 Onchorhynchus mykiss 1
Cyprinus carpio 2
U24 Takifugu rubripes 1
U36a Takifugu rubripes 1
U36b Takifugu rubripes 1
U4 Danio rerio 1
u70 Danio rerio 1
U8 Danio rerio 2

Familie Vorkommen Anzahl
U14 Tetradon nirgovirdis 8
Takifugu rubripes 2
U117 Orzyias latipes 1
Tetradon nirgovirdis 4
Danio rerio 4
E2 Takifugu rubripes 1
Danio rerio 2
E3 Takifugu rubripes 2
Tetradon nirgovirdis 2
Danio rerio 6
U23 Danio rerio 3
Tetradon nirgovirdis 1
Takifugu rubripes 1
U24 Tetradon nirgovirdis 1
U36a Tetradon nirgovirdis 1
Orzyias latipes 1
U36b Tetradon nirgovirdis 1
Orzyias latipes 1
U2 Tetradon nirgovirdis 4
Takifugu rubripes 6

Tabelle 3.1: Auflistung aller publizierten und gefundenen snoRNAs an unter-
schiedlichen Fischen.
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me Tetradon nirgovirdis, Orzyias latipes, Takifugu rubripes und Danio rerio
konnten insgesamt 52 weitere snoRNAs gefunden werden. Die gefundenen
snoRNAs verteilen sich wie folgt auf die Familien U17, E2, E3, U23, U24,
U36a/b, U2 und U14 (Tab: 3.1).

3.1 Ergebnisse der Fisher snoRNA Suche

Im Programm Fisher [21| (Kap.: 2.1) werden snoRNA des Types H/ACA
mittels bekannten Mustern gesucht. Die Muster, auf denen die Suche nach
H/ACA snoRNA basiert, sind bekannte Box H-Muster sowie bekannte Se-
quenzmuster der i-Bereiche. Die bestimmten Erkennungsmerkmale einer
H/ACA snoRNA treten innerhalb definierter Distanzen auf. Um snoRNAs zu
finden, miissen Pattern von ribosomalen Targets und die organismenspezifi-
schen Distanzen bekannt sein. Da nicht geniigend Takifugu rubripes H/ACA
Sequenzen bekannt sind, um aus den Sequenzen die Distanzen als auch die
ribosomalen Bindungsstellen herauszufinden, wurde das Programm anhand
einer Trainingsmenge bekannter menschlicher H/ACA-Sequenzen gegen das
X. tropicalis-Genom getestet. Durch die resultierenden X. tropicalis H/ACA-
Sequenzen sollte das Fugu-Genom untersucht werden.

3.1.1 Analyse der y-Bereiche und Distanzen

Die Erkennung von H/ACA snoRNAs am X. tropicalis-Genom wurde mit
Targetsequenzen folgender bekannter H. sapiens snoRNA-Sequenzen voll-
zogen. Die 1-Bereiche wurden durch einen Homologievergleich der rever-
se komplementéren humanen rRNA-Sequenzen (3’-5’) gegen die humanen
snoRNA-Sequenzen (5-3’) (Tab.: 3.2) ermittelt. Die gemeinsamen Homolo-
gien zwischen den Sequenzen miissen sechs bis zehn Nukleotide grof sein,
um annehmen zu kénnen, dass es sich um eine Bindungsstelle handelt. Von
drei humanen Sequenzen konnten alle vier Pseudouridylationsstellen gefun-
den werden (Tab.: 3.3). Diese drei Sequenzen dienen als Pattern fiir die Suche
nach X. tropicalis Sequenzen.

Nachdem die ribosomalen Targets feststanden, wurden die Sequenzen auf die
Distanz zur Box H, die Distanz zwischen Box H und 3, Distanz zwischen 3
zu ¥4 und der Gesamtlinge von Box H zu Box ACA untersucht. Durch einen
Primérstrukturvergleich aller Sequenzen (Tab.: 3.2) wurden je die minimale
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Accession Nummer Beschreibung

Y11164 H.sapiens U70 small nucleolar RNA gene
Y11163 H.sapiens U69 small nucleolar RNA gene
Y11162 H.sapiens U68 small nucleolar RNA gene
Y11161 H.sapiens U67 small nucleolar RNA gene
Y11160 H.sapiens U66 small nucleolar RNA gene
AY 349599 Homo Sapiens HACA box snoRNA U98b, complete sequence
Y11167 H.sapiens U72 small nculeolar RNA gene
AF492209 Homo Sapiens U93 scaRNA gene, complete sequence
AY 349598 Homo Sapiens HACA box snoRNA U98a, complete sequence
AB070559 Homo sapiens RPL30 and U72 genes for ribosomal
protein L30 and U72 snoRNA, complete cds and sequence
AB061842 Homo sapiens RPS20, U54 genes for ribosomal

protein S20 and U54 snoRNA,

complete cds and sequence

AB061835 Homo sapiens RPL39, U69 genes for ribosomal
protein L39 and U69 snoRNA,

complete cds and sequence

AF375472 Homo sapiens small nucleolar RNA M2,
complete sequence and LAMRI1

gene, intron2

M14061 Human U3 small nuclear RNA gene
107384 Homo sapiens E3 small nucleolar RNA
L07383 Homo sapiens E2 small nucleolar RNA
L16791 Human complete UL7A small nuclear RNA (U17A) gene
X94290 H.sapiens small nuclear RNA
563405 E1 small nucleolar RNA
AY 349600 Homo sapiens HACA box snoRNA U99
gene, complete sequence
AJ007015 Human sapiens U23 gene
116792 Human complete U17B small nuclear RNA (U17B) gene

Tabelle 3.2: H. sapiens HACA snoRNA

Sequenzname Box H [ o Ps Py
Y11164 ACAGCA CUGUGUG CAGCCAU AACCCAU GUCCC
Y11162 ACAGCA CCUAA GAGGAGGA CAGCCCCCC AGGGGC
Y11161 AUAGAA CCUCU UAGCA GCUUAUU UUCCUU

Tabelle 3.3: Sequenzen, deren v;_, Bereiche Pattern fiir Programm Fisher
sind.

als auch die maximale Distanz ermittelt. Durch den Priméarstrukturvergleich
ergab sich, dass die minimale Distanz von Anfang der Sequenz zu Box H
47 Basen betrigt, die maximale Distanz lag bei 168 Basen. Die Distanz von
Box H zu 13 bei den menschlichen Sequenzen hat als maximale Distanz 63
Basen. Die Liange des Abstandes von Pseudouridylationstelle v3 zu 1, hatte
als grofsten Abstand 12 Basen. Die Gesamtlinge der Sequenzen von Box H
zu Box ACA lag in einem Intervall von 24 bis zu 125 Basen.

Beim Vergleich der minimalen und maximalen Distanz vom H. sapiens und
vom S. cerevisiae-Genom ist ersichtlich, dass die Distanzen sich stark &h-
neln. Die Distanzen zwischen 3 und v, variieren innerhalb der Genome. Die
minimale Distanz von 13 zu 1, am Hefegenom ist grofer als beim Menschen-
genom.
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Sequenzname W X Y Z
Y11164 62 60 34 2
Y11162 60 60 21 8
Y11161 61 60 8 -
Y11160 60 60 18 7

AY 349599 47 74 14 -

Y11167 58 62 34 2

AY 349598 58 58 0 3
M14061 84 - 63

L07384 59 63 0 3

1.07383 73 66 46 -
22116791 109 82 -
X94290 60 125 -

S63450 110 80 52 -

AY 349600 58 78 0 12

AY007015 61 63 14 -

L16792 168 24 - -

L07382 - 86 - -

Minimale Distanz 47 24 0 2

Minimale Distanz (Hefe) - - 0 30

Maximale Distanz 168 125 63 12

Maximale Distanz (Hefe) - 135 53 -

Tabelle 3.4: Distanzen aller H. sapiens H/ACA snoRNAs sowie maximale
und minimale Distanzen der H. sapiens und S. cerevisiae H/ACA snoRNA.
W: Liange vom Anfang zur Box H, X: Distanz von Box H zu ACA, Y: Linge
von Box H zu 3, Z: Lange von 13 zu ¢4. Minimale Distanzen von W und Z
werden im Programm nicht benotigt.

Vergleich der Nukleotidwahrscheinlichkeiten

Die Nukleotidwahrscheinlichkeiten der einzelnen variablen H-Box Positionen
wurden mittels den im Homologie-Blast gefundenen Vertebraten-Sequenzen
(sieche Anhang A) errechnet.

Beim Vergleich der Nukleotidwahrscheinlichkeiten der S. cerevisiae (Tabel-

% N1 N2 N3 N4 N5

A 34.00 23.00 26.00 79.00 87.10
U 800 39.00 21.00 7.00 4.30
C 13.00 13.00 24.00 0 2.90
G 45.00 25.00 29.00 14.00 5.70

Tabelle 3.5: Ermittelte Nukleotidhdufigkeiten in den variablen Postionen der
Vertebraten Box H

le: 3.6), benutzt im Programm Fisher, und den Wahrscheinlichkeiten der
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Vertebraten (Tabelle: 3.5) fillt auf, dass besonders die variablen Positionen
N1, Ny und Nj sich prozentual unterscheiden. Es ist zu erkennen, dass jede
variable Position der S. cerevisiae ein Nukleotid besitzt, das hauptséchlich
konserviert ist. Die variablen Positionen der Vertebratensequenzen (Nj,N3)
liegen fast gleichverteilt vor. Position Ny und N5 dhneln sich prozentual an
den Genomen der Hefe und der Vertebraten.

% N N, N; Ny N;

A 1250 25.00 18.75 81.25 87.50
U 625 6250 43.75 6.25 12.50
C 0 6.25 37.50 0 0
G 8125 6.25 0 12.50 0

Tabelle 3.6: Haufigkeiten der Nukleotide in den variablen Positionen der S.
cerevisiae Box H.

3.1.2 Resultate des Testlaufs

Das Programm Fisher wurde mit den ermittelten minimalen und maxima-
len humanen Distanzen (Tab.: 3.4) und humanen ¢, Targets (Tab.: 3.3)
implementiert und gegen das X. tropicalis-Genom getestet.

Aus dem Testlauf resultierten fiir die drei Mustersequenzen ungefihr 4500
Ubereinstimmungen.

Fiir die Datenauswertung sind Ubereinstimmungen mit einem totalen Score
bis zu 75 % verwendet worden. Aus der ersten Mustersequenz ergaben sich 30
Ubereinstimmungen, aus der zweiten 90 und aus der dritten weitere 90 Uber-
einstimmungen. Diese 210 moglichen snoRNAs wurden mittels NCBI-Blast
[2] auf Homologie zu ribosomalen Proteinen iiberpriift.

Durch diesen Homologievergleich ergaben sich aus den drei Mustersequenzen
20 snoRNAs, die Ahnlichkeiten zu einem ribosomalen Protein im Bereich
von Box H zu Box ACA haben. Die Strukturen dieser 20 snoRNA (siehe
Anhang A) zeigen alle Ahnlichkeiten zu einer Haarnadel, wobei Box H und
Box ACA weitgehend im einzelstringigen Bereich liegen (Tab.: 3.7). Die ge-
fundenen snoRNAs haben Ahnlichkeiten zu folgenden ribosomalen Proteinen
oder snRNAs: RPS1, RPS8, RPL14, U5 snRNP specific protein, U7 snRNA,
ELrB (ribonucleoprotein) (Anhang A).
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Die 20 méglichen snoRNAs wurden des Weiteren gegen bekannte menschliche
reverse komplementire rRNAs geblastet, um die ribosomalen Bindungsstellen
in der Sequenz zu finden. Hier konnten bei allen Sequenzen die ribosomalen
Bindungstellen zwischen Box H und Box ACA (3 und 14) gefunden werden.
Die ribosomalen Targets vor der Box H (¢/; und ;) konnten nur vereinzelt
entdeckt werden (Tab.: 3.7).

Box H | Box ACA | ’(/)3,4 | 1/)1,2
12/20 | 17/20 | 20/20 | 14/20

Tabelle 3.7: Statistik iiber die Anzahl der einzelstrianigigen Box H und ACA-
Motive und die Anzahl der gefundenen 1, 4-Bereiche an den 20 moglich
gefundenen snoRNA-Sequenzen

3.1.3 Probleme

Die Auswertung der Ergebnisse mittels des Vienna RNA-Package [39] zeigte,
dass die spezifischen Boxen H und ACA nur vereinzelt auf einzelstringigen
Bereichen liegen. Die ribosomalen Bindungsstellen wurden weitgehend im
Abstand von 15 Basen zur Box H bzw. Box ACA gefunden. Jedoch konnte
mittels eines Homologie-Blastes gegen die reverse komplementiren rRNAs
nicht fest definiert werden, an welcher Position die ribosomalen Bindungs-
stellen genau liegen. Durch den Blast wurden 10 nt lange Bereiche gefunden
die komplementar zur reversen TRNA waren. Nur durch experimentelle Ver-
suche kdnnte genau bestimmt werden, an welche 4 - 8 Basen die rRNA binden
kann.

Auch die Entwickler des Programmes berichteten iiber ihre Probleme bei der
Verifikation der gefundenen S. cerevisiae snoRNAs. Die von ihnen gefundenen
snoRNA konnten nur durch ein weiteres snoRNA Suchprogramm snoGPS von
Peter Schattner genau verifiziert werden (persoén. Mitteilung). SnoGPS sucht
im ersten Schritt nach neuen snoRNAs iiber einen deterministischen Suchal-
gorithmus. Die gewonnenen Sequenzen werden im zweiten Schritt durch einen
Vergleich der snoRNA-Merkmale gegeniiber bekannten snoRNAs bewertet.
Durch die Analyse von Schattner konnte gesichert werden, dass nur drei von
den 47 Testkandidaten des Fisher mdgliche snoRNAs sind [82].

Des Weiteren ist die lange Suchlaufzeit (Tabelle: 3.8) eine Schwachstelle des
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Programmes Fishers. Das Programm brauchte zwei Tage um das Xeno-
pus tropicalis-Genom auf snoRNAs zu untersuchen. Die lange Laufzeit vom
Programm Fisher liegt daran, dass es zuerst die Boxen H und ACA sucht
und alle gefundenen Sequenzen, die diese Targetsequenzen enthalten, mit-
tels dem Vienna RNA Package faltet. Erst in spéteren Filterschritten werden
die Haarnadelstrukturen auf mégliche Pseudouridylierungsstellen untersucht
und die Anzahl an positiven snoRNA Sequenzen minimiert. Durch das Falten
aller Sequenzen benotigt das Programm viel Zeit. In Tabelle 3.8 wurde eine
Targetsequenz (Tabelle: 3.3) unter dem Aspekt der Suchlaufzeit gegen das
X. tropicalis-Genom getestet. Insgesamt 102232 mogliche Sequenzen wurden
gefunden, die alle gefaltet wurden. 95% der Programmlaufzeit wird alleine
durch das Falten in Anspruch genommen. Fill array und LoopEnergy sind
Funktionen, die fiir die Faltung der Sequenzen zustindig sind.

Da zum einen die Verifikation der von mir gefundenen Daten nur durch ein

% Zeit Sekunden  Aufrufe Funktion

57.23 2069.62 - fill arrays
38.63 1387.32 - LoopEnergy

1.31 47.53 - get_line

0.84 30.44 - get arrayl

0.59 21.51 - check symnetry
0.55 19.78 - HairpinE

0.33 12.02 - make ptypes
0.18 6.59 102232  CheckHtoAHA
0.15 5.45 - space

0.11 3.89 43470336 wobbler4

0.10 3.75 - ignore__comment
0.07 2.70 - rd_int22

0.04 1.47 6440616  wobbler3

0.04 1.37 11148 local min low
0.03 1.08 - backtrack

0.02 0.90 - gettype

0.00 0.14 - main

Tabelle 3.8: Tabellarische Zusammenfassung der prozentual benétigten Zeit,
Anzahl von Sekunden und Aufrufen der einzelnen Funktionen im Programm
Fisher. Funktionen wurden sortiert nach der prozentualen Zeit. Daten wur-
den mit dem Programm Gprof ermittelt.

weiteres H/ACA snoRNA Programm vollzogen werden kann, kann nicht mit
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den gefundenen X. tropicalis Sequenzen das T. rubripes-Genom untersucht
werden.

Es sind noch weitere Trainingsldufe des Programmes Fishers mit bekannten
snoRNAs gegen reduzierte Genome noétig, um die Sensitivitat des Program-
mes zu testen.

Allerdings muss auch ein Fehler in der von mir durchgefiihrten Analyse ein-
gerdumt werden. Der Vergleich der Nukleotidwahrscheinlichkeiten der va-
riablen Positionen (Kap.: 3.1.1) zeigte, dass sich die Wahrscheinlichkeiten
der einzelnen variablen Positionen zwischen der Hefe und den Vertebraten
unterscheiden. Daher kénnen nicht die von mir verwendeten Nukleotidwahr-
scheinlichkeiten der S. cerevisiae benutzt werden, um Sequenzen an den Ver-
tebratengenomen zu finden.

3.2 Suche nach Box C/D snoRNAs mit SnoScan

3.2.1 Auswertung der Ergebnisse

Das Programm SnoScan (Kap. 2.2) wurde am Tetradon und am Fugu-Genom
angewendet. Alle Fugu Sequenzen, die einen ’Strong Terminal’ besitzen, wur-
den durch den Ensembl Fugu Genome Browser [84] auf ihre Lokalisation im
Genom untersucht. Durch den Genome Browser konnen snoRNAs ermittelt
werden, die auf Genen liegen, die in der Translation involviert sind. 12 Se-
quenzen konnten gefunden werden, die entweder auf einem ribosomalen Pro-
tein oder auf auf einem Gen fiir mRNA /rRNA-Prozessierung sitzen.

Diese Sequenzen wurden gegen alle bekannten Box C/D snoRNA Familien
aus der RFAM-Datenbank [35] aligniert, um die Sequenz einer etwaigen Fa-
milie zuzuordnen. Eine Sequenz, lokalisiert auf scaffold 757 Position 94612
- 94688, zeigte gute Konservierungen zu den spezifischen Boxmotiven. Diese
Sequenz liegt im Fugu-Genom auf dem ribosomalen Protein RPL0. Durch das
Alignieren gegen alle bekannte Box C/D snoRNA-Familien zeigt die Sequenz
die beste Konservierung zu den snoRNA-Familien U27, U33, U50, U73. Durch
die Analyse mit dem Programm HMMER [20| wurden die Erwartungswerte der
Alignments ermittelt, die sich im Bereich von E = 1.0 - 2.0 bewegen. HMMER
ist eine Moglichkeit statistische Modelle von multiplen Sequenzalignments zu
erhalten. HMMER erstellt Profile HMMs, die Aussagen iiber die Konservierung
einer Alignmentzeile iiber den Erwartungswert geben.

Neben der Konservierung zu einer snoRNA-Familie ist auch die Konservie-
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rung zu komplementér ribosomalen Bindungsstellen entscheidend. Alle vier
Alignments sind gegen reverse komplementére ribosomale RNAs aligniert
worden. Beim Vergleich der ribosomalen Stellen zwischen den bekannten
Familiensequenzen und der Sequenz zeigte snoRNA-Familie U50, dass sie
die gleiche ribosomale Bindungsstelle 285 rRNA hat wie die Sequenz (Abb.
3.1). Die ribosomale Bindungsstelle weifit bei der Fugusequenz an Position
59 - 69 fiinf Matches zur bekannten ribosomalen Bindungsstelle der humanen
Ub50-Sequenz auf. Eine Sequenz aus der snoRNA Familie U50 (Acc.Numb.:
X96662) hat an der Stelle 14 - 24 das 28S Target. Die Box C ist vollig kon-
serviert, Box D ist teilweise konserviert. Die teilweise Konservierung von Box
D riihrt von einer 2 nt langen Deletion her. Eine weitere Familie U33 zeigte

CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment

XXXXX  —----—- CCCCCC-RRRRRRRRRRR- -~ - === == — e oo
HsU50  TATCTGTGATGATCTTATCCCGAACCT--GAACTTCTGTTGAAAAAAAAA
TrU50  -ACCTGTGATGAAGCCGTCTCTCTCCCAGGAGCGTGTGTGGGAAACACCA

* Kook ok Kok ok kx ok kk kk ok ok kkk ok kkk kK

XXXXX - -—-————-— rrrrrrrrrrrDDdddd

HsU50 ACTTTTACGGATCTGG-CTTCTGAGAT-

TrU50 GTAAACCGGGAGCAGCTCCCCTCTGATG
kkk ok ok ok kk kokK

E-value: 2.0

Abbildung 3.1: Alignment der snoRNA Familie U50 gegen Fugu-Sequenz
Scaffold 757 (Tr_U50). C: Box C, D: Box D, R: ribosomale Bindungsstel-
le (Homo sapiens), r: ribosomale Bindungsstelle (Takifugu rubripes/ Homo
sapiens)

auch sehr gute Konservierungen an den Box C und Box D Stellen auf (Abb.:
3.2). Jedoch sind die ribosomalen Bereiche, die bei Position 20 - 33, 36 - 46
der humanen snoRNA U33 Sequenz (Acc.Numb.: AB028893) und bei der T.
rubripes-Sequenz auf Position 59 - 69 liegen, nicht so gut konserviert, wie bei
Familie U50. Auch die snoRNA Familie U33 hat wie die Takifugu rubripes-
Sequenz als Bindungsstelle 285 TRNA.

Die einzelnen Sequenzen der snoRNA (U33, U50 und scaffold _757) liegen al-
le auf unterschiedlichen Proteinen, so dass ausgeschlossen werden kann, dass
es sich um Tr U33 oder Tr U50 handelt. Auch aus den Erwartungswer-
ten kann geschlossen werden, dass es sich nicht um eine bekannte Box C/D
snoRNA handelt.
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CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment

XXXXXX  ------ CCCCCC------- RRRRRRRRRRRRRR--RRRRRRRRRRR----

Hs_U33  GGCCGGTGATGAGAACTTCTCCCACTCACATTCGAGTTTCCCGACCATGA

Mm_U33  AGCTTGTGATGAGA-CATCTCCCACTCATGTTCGAGTTGCTCGACTATGA

Tr_U33 -ACCTGTGATGAAGCCGTCTCTCTCCCAGGAGCGTGTGTGGGAAACACCA
*  skokokokkokok * okkkk kK kK Kk ok * k%

XXXXXX  —--———————— rrrrrrrrrrr--DDDD-----

Hs_U33  GATGACTCCACATGCACTACCATCTGAGGCCA

Mm_U33  GATGACTCTACATGCACTACCATCTGAGGCTG

Tr_U33  G-TAAACCGGGAGCAGCTCCCCTCTGATG---
x k ok k ok Kk kk kokokkk ok

E-value: 1.0

Abbildung 3.2: Alignment der snoRNA Familie U33 gegen Fugu-Sequenz
Scaffold 757 (Tr_U33). C: Box C, D: Box D, R: ribosomale Bindungsstelle
(Saugetiere), r: ribosomale Bindungsstelle (Takifugu rubripes).

3.2.2 Probleme

Das Programm SnoScan bietet die Moglichkeit, sehr schnell mégliche snoRNA-
Sequenzen iiber das Subprogramm snoscan zu finden. Dieses Programm un-
tersucht das Genom iiber die im Kap. 2.2 beschriebene Vorgehensweise. Eine
genauere und sichere Methode wire allerdings das Subprogramm scan-yeast
gewesen. Dieses Programm untersucht die Genomsequenz nach der beschrie-
benen Vorgehensweise und mittels bekannten Methylierungsstellen der rR-
NA. Die Methylierungsstellen der Takifugu rubripes rRNAs sind nicht be-
kannt und hétten ebenfalls durch experimentelle Versuche ermittelt werden
miissen.

Neben der experimentellen Suche nach Methylierungsstellen gibt es als zweite
Moglichkeit das Blast2-Sequenzprogramm [2], um Methylierungsstellen zu
finden. Maria Carmela Accardo verwendete diese Moglichkeit bei der Unter-
suchung des Drosophila melangoster-Genoms [1]. Sie alignierte die bekann-
ten S. cerevisiae-Methylierungsstellen gegen das S. cerevisiae-Genom und
markierte diese gefundenen Stellen auf den D. melangoster rRNAs. Durch
einen Test der gefundenen D. melangoster-Methylierungsstellen gegen das
S. cerevisiae-Genom konnte sie wiederum feststellen, ob die D. melangoster-
Methylierungsstellen die richtige S. cerevisiae snoRNA finden.

Diese Methode kann auch an den Vertebraten angewendet werden. Sie wére
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in dieser Diplomarbeit zum FEinsatz gekommen, sofern die Publikation von
Maria Carmela Accardo nicht erst kurz vor Ende der Diplomarbeit erschienen
ware.

3.3 Resultate des NCBI-Blast

3.3.1 Die Geschichte der snoRNA-Familie U17/E1

Die snoRNA Familie U17 ist die am haufigsten publizierte snoRNA Familie
mit ihren 89 Publikationen (Stand: September 2004). Die Forschungsgruppe
von Cecconi stellte einen evolutiondren Vergleich dieser Familie auf sowie
auch Cecconi die einzige bis heute publizierte H/ACA snoRNA am Takifugu
rubripes-Genom fand [14, 16|. Durch einen Homologievergleich konnten wir
weitere U17 snoRNAs an den Teleostengenomen Tetradon nirgovirdis, Danio
rerio, Orzyias latipes und an den Sdugetieren Sus scrofa, Canis familiaris,
Pan troglodytes, Rattus norvegicus und Bos taurus finden (Abbildung: 4.3).

Eigenschaften und Aufgabe der U17

SnoRNA U17/E1 wurde bis heute an verschiedenen Organismen (Sdugetie-
ren, Amphibien, Reptilien, Teleosten und an der Hefe (snR30)) gefunden.
U17 besitzt bei den Vertebraten eine Linge von 205 - 225 nt, snR30 bei der
Hefe ist um 100 bp lénger [3].

Die Funktion der Mehrzahl von H/ACA snoRNA ist Pseudouridylierung von
rRNA. H/ACA snoRNA U17 hat allerdings die Spaltung der pre-rRNA aus
der 5° ETS (external transcribed spacer), die zur Entstehung der 18S rRNA
fithrt als Aufgabe [16].

In der humanen U17 Sequenz ist die snoRNA im RCC1 Gen lokalisiert. Bei
den Reptilien und Teleosten sind die snoRNAs in den Introns des ribosoma-
len Protein RPS7 verteilt [14]. Am Sdugetier (Mensch, Maus, Ratte) wurde
keine Sequenz gefunden, die sich auf dem Gen RPS7 befindet. Bei einem evo-
lutiondren Vergleich zwischen Vertebraten, Amphibien und Teleosten stellte
Cervelli fest, dass sich der evolutiondre Sprung zwischen dem ribosomalen
Protein RPS7 und dem Hostgen RCC1 in der Entwicklung vom Vogel zum
Saugetier ergeben hat. Diese Ergebnisse von Cervelli beruhen auf der Tat-
sache, dass beim Sekundérstrukturvergleich aller Organismen die Sekundér-
struktur der Gallus gallus U17 Sequenz eine geringe Verkiirzung der Sequenz
zeigt und das rRCSI-Motiv fehlt.
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Die Takifugu rubripes Sequenzen sind auf dem ribosomalen Protein RPS7
lokalisiert. Das Protein besteht aus sieben Exonen und sechs Intronen. In
jedem Intron ist eine Kopie der Ul17 zu finden, wobei nur bei den letzten
vier Intronen eine funktionstiichtige U17 Kopie existiert. Bei den Kopien lo-
kalisiert auf Intron 1 und 2 wurde festgestellt, dass es sich um Pseudogene
handelt [14], da den Kopien U17a und U17b im Gegensatz zu Kopie Ul7c-f
die rRCS-Motive fehlen.

Spezielle Merkmale der U17

U17 snoRNA haben spezielle Motivsequenzen rRCSI, rRCSIII sowie zwei
weitere definierte konservierte Sequenzen (Tab.: 3.9).

sequenzen rRCSI, rRCSIII sowie zwei weitere definierte konservierte Sequen-
zen (Tab.: 3.9).

rRCSI und rRCSIII wurden nach ihrer Funktion als rRNA komplementére
Sequenz benannt. Alle vier Motive haben als Funktion mit der 18S rRNA zu
interagieren. Im Vorkommen unterscheiden sich die Motive. Fiinfzig Nukleo-
tide vor Box H tritt in jedem Vertebraten das Motiv rRCSIII auf. rRCSI tritt
ca. 5 nt nach der Box H auf. Dieses Motiv kommt allerdings nur bei Amphi-
bien, Reptilien und Teleosten vor. Das Fehlen des Motives ist ein Merkmal
dafiir, dass sich der evolutionidre Wandel zwischen Végeln und Sdugetieren
vollzogen haben kann (Kap.: 3.3.1) [16].

Motive m1 und m2 haben die 185-Produktion als Aufgabe. Auch sind sie fiir
die Zelllebensfiahigkeit wichtig. Die Produktion von rRNA wirkt sich auf die
Zelllebensfdhigkeit aus. Wenn weniger rRNA produziert wird konnen weniger
Proteine produziert werden. Beide Motive kommen neben den Vertebraten
auch in der Hefe vor [3].

Suche nach U17 snoRNA an den Teleosten

Von der bekannten Fugu snoRNA U17 (Acc. Numb: X94942) ausgehend wur-
de ein Homologievergleich gegen die Tetradon nirgovirdis, Danio rerio und
Orzyias latipes-Genome durchgefiihrt. Nukleotidstriange mit einer Linge von
214 Basen (Tetradon) wurden von den vorhandenen 217 Basen gefunden.
Prozentual bestand zwischen den T. rubripes und T. nirgovirdis-Sequenzen
eine Homologie von 90 %. Die Sequenzhomologie bei den D. rerio- und T.
rubripes-Sequenzen betrug 86 % bei einer gemeinsamen Lénge von 186 Nu-
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Spezielle U17 Features

Benennung Sequenz Merkmale Vorkommen

rRCSI TGTCCCCGGCC 18S Target Amphibien, Teleosten,
humaner Kopie f

rRCSIIT TCTGTCCTGG 18S Target Vertebraten

ml ATATTCCTA 18S Produktion Hefe, Vertebraten

m2 AAACCAT 18S Produktion Hefe, Vertebraten

Tabelle 3.9: Sequenzmotive, die in bestimmten Distanzen zu Box H bzw. Box
ACA bei der snoRNA U17 auftreten.

kleotiden. Der Homologievergleich der Fugu-Sequenzen gegen das Orzyias la-
tipes-Genom wurde durch das NIG DNA Sequencing Center vollzogen. Der
Vergleich der Sequenzen gegen das Genom erbrachte hier eine Homologie von
191 Nukleotiden, prozentual betrigt die Homologie 90 % gegeniiber dem Ta-
kifugu rubripes.

Bei ndherer Analyse der Sequenzen zeigte sich, dass die Sequenzen gleiche
Konservierungen an den fiir die U17 snoRNA spezifischen Motiven sowie an
Box H und Box ACA haben (Abb.: 3.3). Die spezifischen Motive rRCSIII,
rRCSI, m1 und m2 kommen, wie von Atzorn [3] und Cervelli [16] beschrie-
ben, an definierten Positionen in der U17 vor. Die Motive m1 und m2 bilden
den ungepaarten Nukleotidbereich der 3’ Haarnadel. Die ersten beiden Nu-
kleotide von m1 und die letzten zwei Nukleotide von m2 gehen als einzige
Nukleotide der beiden Motive eine Basenpaarung ein. Motiv m1 kommt im
Alignment (Abb.: 3.3) an Position 147 - 155 der Tetradon nirgovirdis Sequenz
(Tn_E1 1) vor. Das Motiv m2 tritt bei allen Vertebraten sieben Nukleotide
vor der Box ACA auf.

Motive rRCSI und rRCSIII kommen an den Positionen 110 - 120 bzw. im
Positionsbereich 32 - 40 der Tetradon nirgovirdis Sequenz (Tn_E1_1) vor.
Bei beiden Motiven sind zwei Nukleotide nicht konserviert. Am Motiv rRC-
SI tritt eine Mutation beim dritten Nukleotid der Orzyias latipes Sequenz
auf. Anstelle der Motivbasensequenz TGTCCCCGGCC tritt die Basense-
quenz TGCCCCCGGCC auf. Die Mutation an Stelle 3 hat allerdings keine
Auswirkung auf die Komplementaritit der Target Region. Motiv rRCSI der
Orzyias latipes Sequenzen kann noch an die 18S rRNA binden. Die Muta-
tion des Motives rRCSIII tritt an Position 8 und 9 bei den Sequenzen von
Orzyias latipes und Danio rerio auf. Die Orzyias latipes-Sequenzen haben an
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Position 8 anstelle eines T ein G, die Danio rerio-Sequenzen haben anstelle
der Basenkombination TG die Basenkombination GT.

Box H tritt bei allen Sequenzen an gleicher Position auf. Das Sequenzmuster
ANANNA entspricht bei den Sequenzen von O. latipes, T. rubripes, D. rerio
der Box H. Die Sequenzen vom T. nirgovirdis Genom entsprechen dem Box
H-Muster ANANNNA. Atzorn schreibt in seiner Veroffentlichung iiber die
U17 snoRNA, dass nur die Konservierung der Nukleotide A; und A3 unab-
dingbar ist fiir die Anheftung der 18S rRNA [3].
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Abbildung 3.3: Alignment der Orzyias latipes, Takifugu rubripes, Tetradon
nirgovirdis, Danio rerio, Onchorhynchus mykiss und Salmo trutta U17 snoR-
NA.

Genomische Organisation der U17 snoRNA

U17 snoRNA kommen entweder auf einem Hostgen bei den Sdugetieren oder
auf einem ribosomalen Protein bei den Amphibien, Reptilien und Teleosten
vor (Kap.: 3.3.1). Die Sequenzen der U17 snoRNA liegen auf dem ribosoma-
len Protein RPS7. Insgesamt existieren vier Kopien der U17 snoRNA, die
jeweils auf einem eigenen Intron des Gens liegen. Auch durch die Publikati-
on von 'He’ (unveroffentlichtes Paper) iiber die U17 snoRNA Sequenzen des
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Zebrafisches ist bekannt, dass auf dem ribosomalen Protein RPS7 snoRNA-
Sequenzen liegen. Ausgehend von dieser Tatsache fing die Suche nach den
U17 snoRNA-Sequenzen an den Teleostengenomen an.

Anhand des Ensembl Genome Browsers wurde die genomische Organisati-
on der Zebrafisch-Sequenzen festgestellt. Alle vier Sequenzen liegen auf dem
RPS7 Gen (Abb.: 3.4) und sind verteilt zwischen einzelnen Introns. Die Se-
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Abbildung 3.4: BlastHit der Danio rerio U17 snoRNA Sequenzen. Alle vier
U17 snoRNA Kopien (rote Rechtecke) liegen auf dem ribosomalen Protein
RPS7. Exonstruktur des Genes RPS7 wird im Genome Browser griin darge-
stellt.

quenzen vom Tetradon nirgovirdis liegen gleichfalls auf verschiedenen Introns
des ribosomalen Proteins RPS7. Von diesen Tatsachen ausgehend, dass al-
le bisherigen Teleostensequenzen auf verschiedenen Introns eines Genes la-
gen, wurde die genomische Organisation der Orzyias latipes Sequenzen iiber
GeneID [70] untersucht. GeneID ist ein Programm zur Vorhersage von Genen
in anonymen Vertebraten DNA-Sequenzen. Das Programm sucht im ersten
Schritt nach Gensignalen, wie z.B Start- und Stopcodon, die durch eine Posi-
tionsgewichtsmatrix (PWM) gescort werden. Danach wird aus den gefunde-
nen Signalen mogliche Exone konstruiert, die aus der Summe der einzelnen
Gensignalscores bewertet werden. Aus den vorhergesagten Exonen wird im
letzten Schritt eine Genstruktur assembliert.

Durch das Programm konnte festgestellt werden, dass der Bereich, auf dem
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die snoRNA liegen, aus sieben Exonen besteht.

Die Orzyias latipes U17 Sequenzen liegen auf folgenden Bereichen (Abbil-
dung 3.5):

e OlU17c Bereich 214869 - 215099
e OlU17d Bereich 215567 - 215783
e OlU17e Bereich 216226 - 216439
e OlU17f Bereich 216787 - 217002

Die Exone, die diese snoRNA umspannen liegen in den Bereichen: Exon 1
(214200-214276), Exon 2 (214738- 214811), Exon 3 (215133- 215229), Exon 4
(215970- 216034), Exon 5 (216501- 216644), Exon 6 (217071- 217142), Exon
7 (217226- 217310).

Aus den obigen Daten kann man erkennen, dass OlU17c zwischen den Exo-
nen 2 - 3 liegt, OlU17d zwischen Exon 3 - 4, OlU17e zwischen Exon 4 - 5,
OlU17f zwischen Exon 5 - 6. Aus der Exonstruktur und Lage der snoRNAs
kann festgestellt werden, dass die genomische Organisation der Orzyias la-
tipes-Sequenzen der genomischen Organisation der Takifugu rubripes U17
entspricht.

3.3.2 Familie U24

Familie U24 ist ein Mitglied der Box C/D snoRNA. Diese Familie enthélt
zwei komplementire Bereiche zur 2’-O-Methylation der 285 rRNA, die 12
bis 21 nt lang sind. Beide komplementére Bereiche sind verwandt mit den
ribosomalen Bindungstargets der snoRNA Familien U14, U20, U21 [73].
Eine weitere Funktion der snoRNA U24 ist die Anheftung der snoRNA U14
an die Terminalstruktur der snoRNA U24. Des Weiteren enthélt snoRNA
U24 Signale fiir die Prozessierung der Ul4 aus dem Hostgen hsc70. Beim
Vergleich der U24 snoRNA in Vertebraten und Hefe zeigte sich, dass wih-
rend der Evolution dieser Spezien Mutationen aufgetreten sind [73|. Jedoch
hatten diese Mutationen keinen Einfluss auf die Komplementaritat der snoR-
NA zur ribosomalen RNA.

Die U24 snoRNA ist im Genom auf einem fiir sie spezifischen Gen zu finden.
U24 ist beim Gallus gallus und Homo sapiens auf dem zweiten Intron des
ribosomalen Proteins RPL7 lokalisiert.
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Abbildung 3.5: Genomische Organisation der Orzyias latipes U17 snoRNA
Sequenzen. Der obere Bereich stellt den 5’-3’ dar, der im Bereich von 214000-
219000 3 Exone hat. Im unteren Teil wird der 3’-5" Bereich visualisiert. Die
U17 Sequenzen liegen im 3’-5’ Bereich, der insgesamt 7 Exone (farbige Recht-
ecke) hat. Zwischen den Exonen sind die U17 Sequenzen lokalisiert

Lediglich eine Sequenz dieser Familie wurde am Tetradon nirgovirdis gefun-

den. Die Sequenz wurde durch Homologie zur Takifugu rubripes U24 Sequenz
entdeckt (Abbildung: 3.6).
Interessanterweise hat U24 an den Fischsequenzen nicht die iibliche H-Box
Konservierung. Das sechste Nukleotid der Box H ist sowohl an der Fugu-
Sequenz als auch an der Tetradon-Sequenz mutiert [73]. Interessant wéren
Homologe von Danio rerio und Orzyias latipes gewesen, um betrachten zu
konnen, ob auch hier die Mutation stattgefunden hat.
"Qu’ publizierte, dass snoRNA U24 aus zwei 12 Nukleotid langen Sequenzen
besteht, die komplementéar zur 28S rRNA sind.
Die Tetradonsequenz hat an zwei Stellen Komplementaritiat zur 285 rRNA
gezeigt. Die Fugu-Sequenz U24 hat allerdings im ersten komplementéren Be-
reich eine Nukleotid-Deletion. Dieser Bereich zeigt keine Komplementaritit
zur 28S rRNA.
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Abbildung 3.6: Zusammenfassung aller U24 Sequenzen. Alignment zeigt Con-
sensusstruktur aller Sequenzen. Erste Zeile gibt komplementére ribosomale
Stellen an (X), Box C (C) und Box D (D) an.



Kapitel 4

Evolution der snoRNA

Zwei evolutiondre Szenarien der snoRNA sind bis zum heutigen Zeitpunkt
bekannt. Jonathan Gilley und Mike Fried untersuchten die Evolution der
snoRNA U36 (Kap.: 4.2.3). Die Evolution der snoRNA U17/E1 entschliissel-
te Martina Cervelli (Kap.: 4.2.1).

Beide Szenarien zeigen, dass die Evolution der snoRNA interessant abgelau-
fen ist. Zum einen duplizieren snoRNA innerhalb der Spezies und zwischen
unterschiedlichen Organismen rezent, zum anderen evolvierten snoRNAs im
Laufe der Entwicklung auf unterschiedliche Hostgene.

Weitere zwei evolutiondre Szenarien fiir die snoRNA E2 und die snoRNA E3
wurden an den Wirbeltieren (Kap.: 4.2.2) aufgestellt.

4.1 Stammbaum der Wirbeltiere

Die Wirbeltiere lassen sich in fiinf Klassen unterteilen: Osteichthyes, Amphi-
bien, Reptilien, Vogel und Sdugetiere. In der zweiten Unterteilung werden die
Vertebraten unterschieden nach kiefertragendem Tier und nach kieferlosem
Tier.
Alle Tiere, die zur Klasse Amphioxus und Agnatha gehoren, gruppieren sich
zur Klasse der kieferlosen Tiere (Abb.: 4.1). Die Klassen der kiefertragenden
Tiere, in die iiber 95 % der heute lebenden Wirbeltiere eingeordnet werden,
sind Chrondrichtyes, Osteichthyes, Coelacanthimorpha (Latimeria), Dipnoi
(Lungenfische) Amphibien, Reptilien, Vigel und die Sdugetiere.

Die kieferlosen Fische waren die ersten Tiere, die auf der Erde auftauch-
ten. Die Agnatha sind kieferlose Fische und der Ursprung der Vertebraten.
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Abbildung 4.1: Stammbaum der Vertebraten, fett markierter Punkt ist der
Ursprung der Vertebraten (Abbildung nach Fritzsch [2004]).

Erst 160 Millionen Jahre spiter sind wahrscheinlich die kiefertragenden Fi-
sche entstanden. Diese Gruppierung bildete im Gegensatz zu den kieferlosen
Fischen einen Kiefer und paarige Flossen aus [92]. Eine rasante Entwick-
lung durchliefen die kiefertragenden Fische in ihrer Schwimmeigenschaft und
Nahrungsaufnahme. Nach der Entstehung der Agnatha kam es zur Ausbil-
dung der Quasten- und Strahlenflosser (Sarco- und Actinopterygii). Fast alle
heutigen Fische stammen von den Strahlenflossern ab. Aus der Gattung der
Strahlenflosser entwickelten sich auch die Teleosten. Zu dieser Gruppierung
gehoren die vier Modellfische Takifugu rubripes, Tetradon nirgovirdis, Orzyi-
as latipes und Danio rerio (Abbildung: 4.1).

Die Entwicklung der Amphibien beruht auf den im Wasser schlecht iiber-
lebenden Quastenflosser. Der Ubergang vom Fisch zur Amphibie war der
wichtigste evolutionédre Schritt in der Entwicklung der Vertebraten. Anato-
misch bildete sich bei den Amphibien neben den ehemaligen Kiemen Lungen
aus, was sie iiberlebensfihig auf Land und zu Wasser machte [85]. Aus der
Gruppierung der Amphibien kann fiir phylogenetische Analysen der Xenopus
laevis und Xenopus tropicalis verwendet werden. Beide Amphibien-Genome
stehen sich in ihrer Phylogenie sehr nahe.

Die Reptilien waren die erste Tiergruppe, die vollstindig auf dem Festland
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lebte. Sie entwickelten sich aus primitiven Amphibien. Zwei verschiedene
Stammbaumzweige sind aus dem Reptilienstamm hervorgegangen: Vogel und
Reptilien. Da zum einen Archosauria Beziehungen zu den Vigeln haben und
zum anderen die Synapsiden dhnlich zu den Sdugetieren sind, kam es zur
Zweiteilung des Reptilienstammbaumes (Abb.: 4.1). Ancestrale Formen der
Reptilien differenzieren nur wenig zu den Amphibien.

Die Saugetiere haben sich aus den Reptilien entwickelt. Es existieren zahl-
reiche Ordnungsklassen verschiedener Sdugetiere. Sdugetiere, die von uns in
der phylogenetischen Analyse verwendet wurden, sind in folgenden Siugetier-
ordnungen zu finden: Primaten, Rodentia (Nagetiere), Carnivora (Raubtiere)
und Paraxonia (Paarhufer) [85]. Schaf (Ovis aries), Rind (Bos taurus) und
Pferd (Equus caballus) gehoren zur Gattung der Paarhufer. Die beiden erst
genannten lassen sich des Weiteren in die Klasse der Wiederkiduer einteilen.
Felis catus und Canis familiaris gruppieren sich in der Klasse der Raubtiere.
Mus musculus und Rattus norvegicus sind Nagetiere. Pan troglodytes, Ho-
mo Sapiens sind Primaten. Die phylogenetischen Verhéltnisse der einzelnen
Vertebraten, deren Genom weitgehend fertig sequenziert ist, sind in Abbil-
dung 4.1 zusammengefasst. Tabelle 4.1 gibt ein Uberblick iiber die momenta-

Homo sapiens l’_HumanJT
Pan troglodytes (Comimon chimpanzes) n
Iacaca mulaita (Rhasus macaque)

Mdus muscoalus (Hous e mouse) g

Rattus nonvegicus (Norway raty e

Canis familiaris (Domestic dogl

Fabs catus (Domestic cat)

Equus cabaius (Horse) ”-

Sus scrofa (Domestic pig ”’

Bos taums (Domestic cattle)

Cvis avies (Domestic sheep)

Gallus gailus {Domestic fow) B

Kenopus laevis (African clawed frog) ‘

Xenopus tropicals (T ropical clawed froginl

Dranio renio (Zebrafish)

Ciyzias iatipes (Japansse medaka) ey

Tetreodon nigroviiols (Spotted green pufferfish) oigg
Takifugu rubripes (Tiger pufferfish or “Torafugu™)

| Palzozoic | Mesozoic | Cen. |
T T T

T T T T
4000 o0 200 100 0
Million years ago

Abbildung 4.2: Phylogenetischer Baum der die Verwandtschaftsverhaltnisse
der Vertebratengenome darstellt, die sequenziert wurden (Abbildung: Hedges
[2002])

nen Assemblierungszustinde, der in den Analysen verwendeten Organismen.
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Organismus | Art | Gattung | Genomdatenbank | Status

H. sapiens Genome Primaten NCBI vollstandig
Nature 15.02.2001

P. troglodytes Genome Primaten NCBI unvollstdndig

M. musculus Genome Saugetier NCBI vollstandig
Nature 05.12.2002

R. norvegicus Genome Saugetier NCBI vollstandig
Nature 01.04.2004

C. familiaris Genome Sdugetier NCBI unvollsténdig

S. scrofa EST Saugetier Roslin Institute unvollstandig

B. taurus Genome Saugetier Cattle Genome unvollstandig

Database

G. gallus Genome Vogel NCBI unvollstandig

X. laevis Genome Amphibien TIGR unvollstandig

X. tropicalis Genome Amphibien JGI unvollstindig

D. rerio Genome Fisch NCBI unvollstandig

O. latipes EST Fisch TIGR unvollstéandig

T. nirgovirdis Genome Fisch Genoscope unvollstandig

T. rubripes Genome Fisch JGI vollsténdig
teilweise 6ffentlich
Science 23.08.2002

Tabelle 4.1: Auflistung aller verwendeten Organismen mit Nennung des Her-
kunftortes und Genomzustand.

4.2 Szenarien der snoRNA-Evolution

4.2.1 Evolution der snoRNA U17/E1

Die Evolution der snoRNA U17 ist sehr vielseitig (Abb.: 4.3). Zwischen den
Teleosten und Saugetieren kam es im Laufe der Entwicklung zu Duplikatio-
nen, Mutationen. Auch wurde das Hostgen der snoRNA U17 gewechselt.

In den Teleosten liegen jeweils vier funktionstiichtige Kopien der snoRNA
U17 im Gen RPS7 vor [14]. Im Gen RPS7 kommen zusétzlich noch zwei wei-
tere Kopien der U17 snoRNA des Takifugu rubripes vor, die allerdings keine
Funktion haben. Diese Kopien konnten an den Genomen des Zebrafisches (D.
rerio), Medaka (Orzyias latipes) und am griinen Pufferfisch (7T. nirgovirdis)
nicht mehr gefunden werden (Kap.: 3.3.1).

Im Laufe der Entwicklung kam es jedoch zwischen dem Danio rerio und dem
Xenopus laevis wieder zur Ausbildung von zwei weiteren Kopien. X. laevis
enthilt insgesamt sechs Kopien der snoRNA U17, die sich auf die Introns
1 bis 6 des ribosomalen Proteins RPS8 (Synonym von RPS7) verteilen. Im
phylogenetischen Baum ist die Verzweigung und die Ausbildung von sechs
X. laevis-Kopien mit einem Bootstrapwert von 963 gesichert.

Zwischen X. laevis und G. gallus kam es zum Wechsel des Hostgenes [16]. Die
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Abbildung 4.3: Evolutionére Geschichte der snoRNA E1 (Mitte) und snoRNA
E2 (rechte Seite).

urspriingliche Organisation der snoRNA U17 wurde zwischen Xenopus trop-
cialis und Gallus gallus gedndert. In den Vogeln und Sdugetieren liegen die
Kopien der snoRNA U17 auf dem Gen RCC1 ( zellenregulatorisches Prote-
in). Eine homologe Kopie der snoRNA U17 ist auf dem Gen RCC1 lokalisiert.
Eine Kopie der snoRNA U17 des X. tropicalis duplizierte wahrscheinlich als
einzige Kopie auf das Huhn.

Es ist evolutiondr bekannt, dass es zu einer erneuten Duplikation der snoR-
NA U17 zwischen X. laevis und M. musculus gekommen ist. Um konkreter
sagen zu konnen, zwischen welchen Organismen die Duplikation von einem
Homolog zu zwei homologen Kopien der U17 stattgefunden hat, wurden wei-
tere Saugetier-Genome (C. familiaris, S. scrofa, P. troglodytes, B. taurus)
nach Paralogen der snoRNA U17 untersucht. Es konnte festgestellt werden,
dass jeweils eine Kopie der snoRNA U17 am Genom des Sus scrofa und des
Bos taurus vorkommt. Weiterhin existieren zwei Kopien am Canis familiaris
und am Pan troglodytes.

Es ist daher moglich, dass sich die Duplikation der snoRNA U17 von einem
Duplikat auf zwei Duplikate zwischen S. scrofa und C. familiaris vollzogen
hat.

Dies sollte durch eine phylogenetische Analyse (Abbildung: 4.4) bestitigt
werden. Die Verzweigung der S. scrofa, B. taurus und C. familiaris im phylo-
genetischen Baum zeigt, dass die Sequenzen des B. taurus, C. familiaris und
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S. scrofa verwandt sind. Die Verzweigungen zwischen den Organismen wird
im phylogenetischen Baum nicht korrekt dargestellt, da die Sequenz des S.
scrofa zwischen den Sequenzen des B. taurus und C. familiaris stehen miisste.
Da die Bootstrapwerte zwischen B. taurus und C. familiaris sowie zwischen
der Gruppierung B. taurus, C. familiaris und S. scrofa sehr gering sind, kann
jedoch trotzdem angenommen werden, dass der Sprung von einem Dupli-
kat auf zwei Duplikate zwischen S. scrofa und C. familiaris stattgefunden hat
und die Verzweigungen zwischen den Organismen im phylogenetischen Baum
falsch dargestellt wurden.

Die zwei Duplikate des C. familiaris wurden auch an den Genomen der Prima-
ten und M. musculus wieder gefunden. Im phylogenetischen Baum (Abb.: 4.4)
ist erkennbar, dass drei M. musculus Kopien der snoRNA U17/E1 und nur ei-
ne R. norvegicus Kopie der snoRNA U17/E1 existieren. Auf dem Gen RCC1,
Tragergen der snoRNA U17/E1 ab dem G. gallus, konnte nur auf dem M.
musculus Genom zwei Kopien der snoRNA U17/E1 gefunden werden. Zu-
sitzlich dazu konnte allerdings eine Kopie auf dem Gen LAMRI, Triagergen
der snoRNA E2, am Genom des M. musculus und R. norvegicus gefunden
werden. Der phylogenetische Baum zeigt, dass die Nagetiersequenzen der
snoRNA U17 miteinander verwandt sind. Der Bootstrapwert aller Nagetier-
sequenzen hat einen Wert von 628 bei 1000 Replikationen.

4.2.2 Evolutionsszenarien fiir snoRNA E2 und E3

Neben der U17/E1 (Kap.: 3.3.1) wurden im Jahre 1993 zwei weitere H/ACA
snoRNA, E2 und E3, gefunden. Da zu diesem Zeitpunkt die Existenz der
zwei verschiedenen snoRNA-Boxen noch nicht bekannt war, erhielten die er-
sten drei H/ACA snoRNAs eine andere Benennung |78, 74, 63]. Alle drei
snoRNAs unterscheiden sich hinsichtlich der Liange, Aufgabe und Vorkom-
men und haben ausgenommen von den zwei spezifischen H/ACA-Boxen keine
Gemeinsamkeiten (Tab.: 4.2).
SnoRNA E2 ist insgesamt 154 Nukleotide lang und hat als Aufgabe die Mo-
difikation der 285 rRNA. Sie kommt in den Intronen des laminbindenden
Proteins (LAMRI, Synonym: RPSA und RPS4) vor.
In den Intronen des Transkriptionsfaktors EIF4A2 kommt die snoRNA E3
vor. Diese snoRNA hat eine Lange von 135 nt und modifiziert, genauso wie
snoRNA U17/E1, die 18S rRNA.

Neben den beschriebenen Unterschieden (Tab.: 4.2) der snoRNA Typen
weisen alle drei snoRNAs Unterschiede in ihrer Evolution auf. SnoRNA E2,
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Abbildung 4.4: Stammbaumrekonstruktion der snoRNA U17/E1 erstellt mit
der Neighbor-Joining Methode im Programm Phylip. Die Astlingen entspre-
chen der evolutiondren Distanz. Distanzen wurden im Programm dnadist
ermittelt. Die Werte an den Verzweigungen stellen Bootstrapwerte dar, die
nach 1000 Replikationen erhalten wurden. Die unterschiedlich farblichen Bo-
xen zeigen die unterschiedlichen Vertebratengattungen auf. Besonders her-
vorgehoben wurde die Gruppierung der Nagetiersequenzen, die auf das Gen
der snoRNA E2 gesprungen sind (hellblaues Rechteck) Hs: Homo sapiens,
Pt: Pan troglodytes, Mm: Mus musculus, Rn: Rattus norvegicus, Oc: Oryc-
tolagus cuniculus , Cf: Canis familiaris, Bt: Bos taurus, Ss: Sus scrofa, Gg:
Gallus gallus, X1: Xenopus laevis, Dr: Danio rerio, Tr: Takifugu rubripes,
Tn: Tetradon nirgovirdis Ol: Orzyias latipes, Om: Onchorhynchus mykiss,
St: Salmo trutta.
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SnoRNA  Aufgabe Vorkommen Lange
El Modifikation von 185 rRNA RCC1, bzw. RPS7 207 nt
E2 Modifikation von 285 rRNA LAMRI1 154 nt
E3 Modifikation von 185 rRNA EIF4A2, bzw. RPLP0 135 nt

Tabelle 4.2: Auflistung der Unterschiede der snoRNA E1, E2 und E3 in Bezug
auf Vorkommen, Linge und Aufgabe.

snoRNA E3 und snoRNA U17/E1 (Kap.: 4.2.1) wurden alle in ihrer Evolu-
tion von den Teleosten bis zu den Primaten verglichen (Abb. 4.5).

Wie bei der Evolution der snoRNA U17/E1 beinhaltet auch die Evolution der
snoRNAs E2 und E3 neben einer Serie von Duplikationen und Verlusten von
Duplikaten ebenfalls genetische Spriinge zwischen verschiedenen Hostgenen.

Evolution der snoRNA E2

Die evolutionére Geschichte der snoRNA E2 enthélt eine Reihe von Duplika-
tionen und Spriingen der snoRNA-Duplikate zwischen den einzelnen Intronen
des Hostgenes LAMR1 (Abb.: 4.5).

Der Pufferfisch Takifugu rubripes besitzt eine Kopie der snoRNA E2 im In-
tron 3 des Hostgenes. Zwischen dem Zebrafisch und dem Pufferfisch kommt
es zur ersten Duplikation und zu Spriingen zwischen den Intronen des Host-
genes. Das Gen LAMR1 des Danio rerio hat zwei Duplikate der snoRNA E2
in den Intronen 1 und 2 (Abb.: 4.6). Diese zwei Kopien wechselten wiederum
ihre Position beim Xenopus tropicalis. Im Gen LAMRI sind beim Xenopus

tropicalis und beim Gallus gallus die snoRNA E2 in den Intronen 3 und 4
wieder zu finden.

Ein erneuter Positionswechsel der Gallus gallus snoRNA E2, lokalisiert auf
Intron 3 des Hostgenes, fand zwischen Gallus gallus und Canis familaris statt.
Der Hund besitzt zwei Kopien der snoRNA E2 in den Intronen 2 und 4 des
Hostgenes LAMRI.

Nach der Evolution des Hundes kam es zu einer Aufspaltung zwischen den
Rodentia und den Primaten. An den Genomen von Rattus norvegicus und
Mus musculus sind jeweils zwei Duplikate der snoRNA E2 und je eine Kopie
der snoRNA U17/E1 zu finden. Bei der phylogenetischen Analyse der U17/E1
snoRNA (Abb. 4.4) ist ersichtlich, dass die Mus musculus-Sequenzen, loka-
lisiert auf dem Tragergen der snoRNA E2, verwandt mit den U17 snoRNA
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Abbildung 4.5: Evolution der snoRNA E2 und snoRNA E3 an den Orga-
nismen H. sapiens, M. musculus, R. norvegicus, C. familiaris, G. gallus, X.
tropicalis, T. rubripes, T. nirgovirdis und am D. rerio. In der ersten Spalte
wird die Evolution der snoRNA E2 dargestellt, in der zweiten die Evolution
der snoRNA E3. Exone sind durch Rechtecke dargestellt, griine Kreise stellen
snoRNA E3 dar. Blaue Kreise snoRNA U17/E1, rote Kreise snoRNA E2.

Kopien, lokalisiert auf Triagergen RCC1, sind (Bootstrapwert: 628). Die ge-
sprungenen Sequenzen der snoRNA (Ms_9 X1, Rn_8 XI1) sind homolog
zu den M. musculus Duplikaten auf dem Hostgen RCC1. Zwei Kopien der
snoRNA E2 in den Intronen 2 und 4 und eine Kopie der snoRNA U17/E1
im Intron 3 des Hostgenes existieren in den Nagetieren (M. musculus und
Rattus norvegicus).

Die Kopie der snoRNA U17/E1 fehlt bei den Primaten (H. Sapiens). Die
Primaten besitzen je zwei Kopien der snoRNA E2 in den Intronen 2 und 4
des Hostgenes LAMRI. Die Verzweigungen der Sdugetieren gelten mit ih-
ren Bootstrapwerten von 923 (Kopie 2) und 750 (Kopie 1) als statisch sicher.
Am Pan troglodytes konnte keine Aussage iiber das Vorhandensein der snoR-
NA getroffen werden, da die zweite Kopie der E2 snoRNA am Anfang eines
scaffolds (Tabelle: 4.1) sitzt.

Evolutionires Szenario der snoRNA E3

Die Evolution der snoRNA E3 verlief im Gegensatz zur snoRNA E2 vol-
lig anders. Zwei Kopien der snoRNA E3 befinden sich in den Pufferfischen
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Abbildung 4.6: Stammbaumrekonstruktion der snoRNA E2 erstellt mit der
Neighbor-Joining Methode im Programm Phylip. Die Astlingen entsprechen
der evolutionédren Distanz. Distanzen wurden im Programm dnadist ermit-
telt. Die Werte an den Verzweigungen stellen Bootstrapwerte dar, die nach
1000 Replikationen erhalten wurden. Die unterschiedlich farblichen Boxen
zeigen die unterschiedlichen Vertebratengattungen auf. Hs: Homo sapiens,
Pt: Pan troglodytes, Mm: Mus musculus, Rn: Rattus norvegicus, Cf: Canis
familiaris, Gg: Gallus gallus, Xt: Xenopus laevis, Dr: Danio rerio, Tr: Taki-
fugu rubripes, Tn: Tetradon nirgovirdis.
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auf dem Hostgen RPLPO (Abb.: 4.5). Am Takifugu rubripes und Tetradon
nirgovirdis liegen je zwei Kopien der E3 vor. Bei beiden Duplikaten des T.
rubripes ist ersichtlich, dass beide auf das Genom des Tetradon nirgovirdis
dupliziert sind (Abb.: 4.7). Beide Duplikate zeichnen sich durch einen hohen
Bootstrapwert von 885 bzw. 966 aus sowie der Homologisierungsgrad sehr
hoch ist. Sechs Duplikate wurden auf dem Danio rerio gefunden. Beim phy-
logenetischen Vergleich der Kopien zeigte sich, dass Kopie E3_1, E3 3 und
E3_5 Duplikate (Bootstrapwert: 793) voneinander sind, ebenso Kopie E3_4
und Kopie E3_6 (Bootstrapwert: 997).

Zwischen der Evolution des Zebrafisches und den Froschen kam es zum Wech-
sel des Hostgenes, auch in der Evolution der snoRNA E3 wurde der urspriing-
liche Zustand gewechselt. Insgesamt zwei Kopien der snoRNA E3 werden am
Genom des Xenopus tropicalis auf dem Gen EIF4A2 gefunden. Die snoRNAs
sind auf dem Gen EIF4A2 in den Intronen 8 und 9 lokalisiert.

Auf dem Hostgen EIF4A2 des Gallus gallus-Genom kann lediglich nur im
Intron 8 eine Kopie der snoRNA E3 gefunden werden. Beim C. familaris
kommen jedoch wieder zwei Kopien der snoRNA E3 in den Intronen 8 und
9 des Hostgenes EIF4A2 vor. Diese zwei Kopien haben phylogenetisch keine
Gemeinsamkeiten. Cf 34 E3 1 ist eine Kopie der G.gallus Sequenz, die auf
dem Intron 8 lokalisiert ist. Die zweite Kopie muss ein Paralog der Gallus
gallus-Sequenz sein. Ab dem Canis familiaris liegt eine klare Trennung zwi-
schen Duplikat 1 und 2 im phylogenetischen Baum vor (Abb.: 4.7).

In der Entwicklung von Canis familaris und Rattus norvegicus kommt es des
Weiteren zu einem Sprung der snoRNA von Intron 8 und 9 in Intron 3 und 5
des Hostgenes EIF4A2. Die M. musculus-Kopien kommen allerdings wieder
in den Intronen 6 und 9 des Genes EIF4A2 vor. Daher kann angenommen
werden, dass die Kopien des R. norvegicus ebenfalls auf den Intronen 6 und
9 liegen. Meiner Vermutung nach handelt es sich hierbei um einen Annota-
tionsfehler des Genome Browser.

In der Evolution von Maus und Schimpanse kommt es nochmals zu einer
weiteren Duplikation. Die Primaten besitzen drei Kopien in den Intronen 6,
8 und 9.

4.2.3 Evolution der snoRNA U36

Familie U36, eine Box C/D snoRNA, kommt auf den Intronen des ribosoma-
len Proteins RPL7a in mehreren Kopien vor. Die Kopien der snoRNA U36
liegen auf den Introns 4 (U36b) und 5 (U36a) des ribosomalen Proteins. Des
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Abbildung 4.7: Stammbaumrekonstruktion der snoRNA E3 erstellt mit der
Neighbor-Joining Methode im Programm Phylip. Die Astldngen entsprechen
der evolutionédren Distanz. Distanzen wurden im Programm dnadist ermit-
telt. Die Werte an den Verzweigungen stellen Bootstrapwerte dar, die nach
1000 Replikationen erhalten wurden. Die unterschiedlich farblichen Boxen
zeigen die unterschiedlichen Vertebratengattungen auf. Hs: Homo sapiens,
Pt: Pan troglodytes, Mm: Mus musculus, Rn: Rattus norvegicus, Cf: Canis
familiaris, Gg: Gallus gallus, Xt: Xenopus tropicalis, Dr: Danio rerio, Tr:
Takifugu rubripes, Tn: Tetradon nirgovirdis.
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Weiteren kommt eine dritte Kopie der snoRNA U36 beim Menschen und bei
der Maus vor. Diese Kopie (U36¢) liegt auf dem sechsten Intron des riboso-
malen Proteins, RPL7a.

Das Auftauchen von mehreren snoRNA-Kopien auf ein und demselben Host-
gen bzw. auf verschiedenen Introns eines Genes ist nicht selten. Dies zeigten
schon die Evolutionen der snoRNA E1, E2 und E3.

SnoRNAs der Familie U36 wurden bis heute an folgenden Genomen gefunden:
Homo sapiens, Mus musculus, Gallus gallus und Takifugu rubripes. Zudem
ist die snoRNA U36 homolog zur snoRNA R47. SnoRNA R47 konnte an den
Genomen Oryza sativa und S. cerevisiae entdeckt werden.

Evolutionszenario von Gilley und Fried

Jonathan Gilley und Mike Fried konnten bei ihrer Suche nach U36 snoRNA
die Homologen der Takifugu rubripes U36 snoRNA ausfindig machen [34].
Am T. rubripes Genom existieren zwei Kopien der U36 snoRNA in den In-
tronen des T. rubripes RPL7a Genes. Die Kopienanzahl der snoRNA U36
kann auf dem Gen RPL7a unterschiedlich sein. H. sapiens und M. musculus
erhalten je drei U36 snoRNA Kopien auf den Intronen 4, 5 und 6. Am Genom
des G. gallus und T. rubripes kommen allerdings nur zwei Kopien auf den
Intronen 4 und 5 vor.

Entsprechend der Eigenschaft der Box C/D snoRNAs enthalten alle Kopien
der U36 Bereiche, die komplementar zur rRNA sind. SnoRNA U36 hat als
Besonderheit, dass der erste ribosomal komplementéire Bereich 28S rRNA
binden kann sowie der zweite Bereich komplementér zur 18S rRNA ist. Diese
Eigenschaft tritt bei den Kopien des T.rubripes und bei den Kopien des G.
gallus auf. Am Genom der Rodentia und Saugetiere tritt nur an einer Kopie
(U36b) Komplementaritéit zur 18S rRNA und 28S rRNA auf. Kopien U36a
und U36¢ haben jeweils nur zu einer rRNA Komplementaritit. SnoRNA U36a
kann nur an die 185 rRNA binden, U36¢ kann nur 28S rRNA binden.
Wihrend der Evolution der snoRNA U36 kam es bei einem gemeinsamen Vor-
fahren von Ratte und Mensch zu einer Genduplikation. Dieser gemeinsame
Vorfahre, der je eine Kopie der U36a und U36b snoRNA besitzt, duplizierte
die Kopie der U36a snoRNA |34]. Die Duplikation der snoRNA U36 lokali-
sierte sich auf dem néchsten Intron des Genes RPL7A (Abb.: 4.8).

Die Duplikation erhéhte die Menge an 18S und 28S rRNA die modifiziert
werden konnte. Um das urspriingliche Gleichgewicht an modifizierter rRNA
zu erhalten, mutierte je eine rRNA-Bindungsstelle der Kopie U36a und U36¢
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Abbildung 4.8: Szenario, dass die Evolution der snoRNA U36 vom den Teleo-
sten bis zu den Primaten beschreibt. Die unterschiedlichen reverse komple-
mentiren Bereichen werden bei 18S rRNA rot, bei 28S rRNA blau dargestellt.

snoRNA, so dass nur eine Kopie in der Lage war, entweder 18S rRNA oder
28S rRNA zu binden. Die Mutation fiihrte dazu, dass die Kopie U36a keine
28S rRNA modifizieren kann und U36¢ keine 18S rRNA [34].

Erweitertes Evolutionsszenario

Durch den von uns durchgefiihrten Homologievergleich mit der T. rubripes-
Sequenz konnten jeweils eine T. nirgovirdis, D. rerio, O. latipes Sequenz fiir
die Kopien der snoRNA U36a und snoRNA U36b gefunden werden. Die Kon-
servierung dieser Sequenzen wird in Abb.: 4.9 und in Abb.: 4.10 dargestellt.
Auch hier zeigen die Sequenzen die nicht iibliche H-Box Konservierung. Bei
beiden Kopien der Familie U36 (U36a und U36b) ist das sechste Nukleotid
gleichfalls zur snoRNA U24 (Kapitel: 3.3.2) mutiert.

Bei den Sequenzen aller drei Genome kommt es ebenfalls zu einer Differen-
zierung der ribosomalen Targets. Die beiden Kopien U36a und U36b der
Organismen kénnen ebenso wie die T. rubripes-Sequenz 28S rRNA und 18S
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HERBRRRS CCCCCC  XXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXD
01U36b_1 TGATGTTCAGAATTTCTTCACCTGAAACTTTCTATGATGGTTTTTGAGCTTTTTAACCC
01U36b_2 TGATGTTCAGAATTTCTTCACCTGAAACTTTCTATGATGGTTTTTGAGCTTTTTAACCC
01U36b_3 TGATGTTCAGAATTTCTTCACCTGAAACTTTCTATGATGGTTTTTGAGCTTTTTAACCC
DrU36b TGATGTCT-GAATTTCTTCACCTGAACAACCATGTGGTT-TAAATGAGCTTTTTAACCC
TrU36b TGATGACTTGAATTTCTTCACCTGAAACCTTCAGTGATGCTTTTTGAGCTTTTTAACCC
TnU36b TGATGACTTGAATTTCTTCACCTGATGGCTTCAGTGATGCGTATTGAGCTTTTTAACCC
HkKKK e kKRR KRR K K *K K KA KKK KKK K
SecStr  ......... CCCCCCCCennnn I M)
#usnHn DDD
01U36b_1 TGA
01U36b_2 TGA
01U36b_3 TGA
Dr_U36b TGA
TrU36b TGA
TnU36b TGA
HokK
SecStr .

Abbildung 4.9: Zusammenfassung aller U36b-Sequenzen. Alignment zeigt
Consensusstruktur aller Sequenzen. Erste Zeile gibt komplementére riboso-
male Stellen an (X), Box C (C) und Box D (D)an.

rRNA binden.
Neben den Homologen am Fisch wurde noch nach weiteren Homologen bei

##H#RH CCCCCC  XXXXXXXXXXXXXX
TrU36a TGATGT-TTGAATTTCTTCACCTGAAGTCTCTATGTAGATCAAAACAGACGCGCTTTTTA
TnU36a TGATGT-TTGAATTTCTTCACCTGAAGTCACTGTGTAGATCAAAACAGACGAGCTTTTTA
01U36a TGATGT-CTGAATTTCTTCACCTGAATCCTCCGTGTGGATCCAAACATACGAGCTTTTTA
DrU36a TGATGTCTTGAATTTCTTCACCTGAATTCAAACTGAAGATCAAAAT--ACGAGCTTTTTA
* Hok kKKK KKK HokoK KRR KKK
#SecStr AR ((Y (PN (P C O SRR D 5D DD D) D 1D ) FI NI
#i#HH DDDD
TrU36a ACCCTGA
TnU36a ACCCTGA
01U36a ACCCTGA
DrU36a ACCCTGA
kR KKK
#SecStr  .......

Abbildung 4.10: Zusammenfassung aller U36a-Sequenzen. Alignment zeigt
Consensusstruktur aller Sequenzen. Erste Zeile gibt komplementére riboso-
male Stellen an (X), Box C (C) und Box D (D)an.

den Saugetieren gesucht, um den Sprung von zwei Duplikaten beim G. gallus
zu drei Duplikaten bei der Maus néher eingrenzen zu kénnen.

Uber den Ensembl Genome Browser [84] wurden Homologe am Canis famila-
ris, Rattus norvegicus, Pan troglodytes gesucht; iiber NCBI Blast |2] wurden
die Genome von Ovis aries, Felis catus und Sus scrofa untersucht. Jeweils
drei homologe Kopien der snoRNA U36 (U36a - c) konnten lediglich am
Schimpansen-Genom und an der Ratte gefunden werden. Die Homologen an
den anderen Genomen (C. familiaris, S. scrofa, F. catus und O. aries) konn-
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ten, aufgrund der noch nicht vollstandig sequenzierten Genome (Tabelle: 4.1)
nicht gefunden werden.

Auch diese Sequenzen wurden phylogenetisch untersucht. Bei der Analyse
des Baumes konnten Entwicklungslinien erkannt werden (Abb.: 4.11). Laut
dem phylogenetischen Baum hat sich aus der Kopie A die dritte Kopie an den
Nagetieren und Primaten (Kopie C) entwickelt. Die G. gallus Kopie B, die
nahe verwandt mit der Kopie B des Danio rerio ist, fiilhrte zur Ausbildung der
Kopie B bei den Saugetieren; Kopie A des G. gallus fiihrte zur Entwicklung
der Kopie A bei den Sdugern.
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Abbildung 4.11: Stammbaumrekonstruktion der snoRNA U36 erstellt mit der
Neighbor-Joining Methode im Programm Phylip. Die Astlangen entsprechen
der evolutionédren Distanz. Distanzen wurden im Programm dnadist ermit-
telt. Die Werte an den Verzweigungen stellen Bootstrapwerte dar, die nach
1000 Replikationen erhalten wurden. Die unterschiedlich farblichen Boxen
zeigen die unterschiedlichen Vertebratengattungen auf. Hs: Homo sapiens,
Pt: Pan troglodytes, Mm: Mus musculus, Rn: Rattus norvegicus, Gg: Gallus
gallus, Ol: Orzyias latipes, Tr: Takifugu rubripes, Tn: Tetradon nirgovirdis.



Kapitel 5

Diskussion und Ausblick

5.1 Diskussion der Ergebnisse

Ein Ziel dieser Diplomarbeit war neue snoRNAs in den Vertebraten zu finden.
Insgesamt 80 snoRNAs wurden an unterschiedlichen Genomen gefunden. Bei
der Suche wurde insbesonders Augenmerk auf die Teleosten-Genome gewor-
fen. Hier konnten allein 55 snoRNAs ermittelt werden.

Die 80 snoRNAs wurden durch einen Homologievergleich bekannter snoR-
NAs gegen die jeweiligen Genome gefunden.

Zur Bestimmung der Richtigkeit wurden drei Kriterien angewendet:

1. Sequenzihnlichkeit
2. Genomischer Kontext
3. Bestimmung der ribosomalen Targets.

Zu Beginn der Arbeit war iiber die Evolution der snoRNA bekannt, dass sich
snoRNAs im Laufe der Zeit dupliziert haben, mutiert und zwischen einzelnen
Hostgenen gesprungen sind.

Da bis heute die Evolution der snoRNAs in einzelnen Gattungen der Verte-
braten, wie z. B. den Schildkr6ten naher untersucht wurden, war ein weiteres
Ziel der Diplomarbeit die Evolution der Vertebraten von den Sdugern bis
zum Ursprung zuriick zu verfolgen. Vier unterschiedliche snoRNAs wurden
fiir die Suche ausgewéhlt: U17/E1, E2, E3, U36.

Mit Hilfe von phylogenetischen Badumen wurde die Evolution der vier snoR-
NAs anhand ihrer Homologen rekonstruiert. Die Evolution der U17/E1 war
zu Teilen am Anfang der Arbeit bekannt [16]. Im Laufe der Evolution der
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U17/E1 kam es zum Wechsel des Hostgenes zwischen X. laevis und G. gallus.
Nach Anderung der genomischen Organisation lag ein Homolog der U17 im
Genom des G. gallus vor. Da es zwischen dem G. gallus und M. musculus
zu einer Duplikation gekommen ist, wurde versucht den Sprung von einem
Homolog auf zwei Homologe néiher einzugrenzen. Je eine Kopie der snoRNA
U17 kommt am B. taurus und beim S. scrofa vor, zwei Kopien sind allerdings
schon beim C. familiaris vorhanden. Durch phylogenetische Analysen ldsst
sich der Zeitraum der Duplikation ndher eingrenzen. Sie muss zwischen Sus
scrofa und Canis familiaris stattgefunden haben.

Ein zweites Evolutionsszenario wurde mit der snoRNA E2 aufgestellt. Dieses
Szenario stellte mich am Anfang vor ein grofes Rétsel. Ausgehend von den
Pufferfischen besitzt das Gen LAMRI eine homologe Kopie der snoRNA bis
es zur Duplikation der snoRNA im Danio rerio kommt. Diese zwei Homolo-
gen verteilen sich bis zum Canis familiaris auf zwei Introns des Genes. Bei
der Suche nach Homologen der Nagetiere konnte anfinglich nur eine Kopie
der snoRNA gefunden werden. Dies gab Rétsel auf, was nun im Laufe der
Evolution passiert sei, da bei den Primaten wieder zwei homologe Kopien
gefunden wurden. Es stellte sich heraus, dass die homologe Kopie an den Na-
getieren eine Kopie der U17/E1 snoRNA ist und zwei Kopien der snoRNA
E2 in den Intronen des Gen LAMRI1 zu finden sind. Dieser Fund zeigt, dass
zum einen die snoRNA genetisch mobil sein kann. Zum anderen muss es in
der Evolution der E2 zwischen den Primaten und den Nagetieren zu einer
Spaltung gekommen sein.

Das Szenario der snoRNA E3 Evolution ist ein Szenario, das bestimmt ist
von Duplikationen, Verlusten und vom Wechsel des Hostgenes. Wahrend der
Evolution kam es zwischen den Teleosten und Reptilien zum Wechsel des
Hostgenes und zur Anderung der genomischen Organisation. Ab dem X. tro-
picalis kommen die homologen Kopien der snoRNA E3 auf dem Transkri-
pitionsfaktor EIF4A2 vor, bei den Teleosten liegen sie auf dem ribosomalen
Protein RPLO.

Die Evolution zeigte auch, dass nicht unbedingt beide Kopien auf ein anderes
Genom duplizieren miissen. Von den Sequenzen des X. tropicalis duplizierte
nur eine auf das Genom des G. gallus.

Im letzten Evolutionsszenario wurde ein Blick auf die snoRNA U36 gewor-
fen. Die Evolution der snoRNA verlief, wie von Gilley und Fried festgestellt,
besonders interessant, da ab den Nagetieren drei Kopien der snoRNA exi-
stierten. Diese drei Kopien verdnderten ihre ribosomalen Targets so durch
Mutation, dass das Gleichgewicht der ribosomalen Bindungstarget zwischen
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Teleosten, Reptilien und Siugetieren wieder hergestellt wurde. Auch hier
wurde versucht, den Sprung der Duplikate von zwei Homologen auf drei Ho-
mologe nidher einzugrenzen. Es konnten allerdings keine Kopien an C. fa-
miliaris, S. scrofa und am B. taurus gefunden werden. Die phylogenetische
Analyse zeigte die Entwicklungslinien der homologen Kopien. SnoRNA U36a,
fiihrte wahrscheinlich zur Ausbildung der Kopien U36¢ in den Sdugetieren,
die Gallus gallus Kopie U36a fiihrte, zur Ausbildung der Kopien U36a und
die Gallus gallus Kopie U36b fiihrte zur Ausbildung der Kopie U36b in den
Saugetieren.

Durch die vier Stammbdume der unterschiedlichen snoRNA konnte festge-
stellt werden, dass es im Laufe der Evolution der snoRNA in den einzelnen
snoRNA-Familien zu keiner zeitgleichen Evolution gekommen ist. Alle vier
Evolutionen zeichnen sich jedoch durch die gleichen Mechanismen aus: die
Duplikation, Mutation und den Wechsel des Hostgenes.

Des Weiteren zeigte sich, dass im Laufe der Evolution zwei verschiedene
snoRNAs, die unterschiedlichste Funktionen haben, auf dem gleichen Host-
gen vorkommen koénnen.

5.2 Ausblick

Wihrend dieser Arbeit entstanden immer neue Fragen, die in ferner Zukunft
gelost werden sollten. Unterliegt die Evolution der snoRNA auch dem Me-
chanismus der konzertrierten Evolution? Wie verhalten sich die umliegenden
Bereiche der Hostgene? Heterogen oder Homogen?

Wie verlief nun die Evolution der snoRNA? Entwickelten sich die snoRNAs
aus Proteinen oder entwickelten sie sich auch aus einer RNA-Welt, die bei
den Bakterien durch Proteine ersetzt wurde? Diese Frage ist sicherlich, eine
der spannendsten Fragen im Bereich der snoRNA!

Eine weitere Frage, die sich wihrend des Schreibens stellte: Wie sind die Ver-
wandtschaftsverhiltnisse der einzelnen snoRNA-Familien zueinander? Haben
E1, E2, E3 aufgrund ihrer Benennung doch etwas gemein?

Ersichtlich ist, dass im Bereich der snoRNA noch einige Fragen zu 16sen sind.
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Sequenzen und Strukturen

A.1 Sekundarstrukturen

Abbildung A.1: 20 moglich gefundene X. tropicalis snoRNAs mittels Pro-
gramm fisher. Rot markierter Bereich stellt die Boxen H bzw. ACA dar,
blau markierter Bereich v3/4-Bereiche.
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Abbildung A.2: Homologien der snoRNAs zu folgenden ribosomalen Protei-

nen
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A.2 Sequenzen
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IT1

Tabelle A.1: Sequenzen der U17/E1 snoRNA

>Tr_E1_1[X94942|1504-1721
CTGACGTGGACATCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCGTATGGGAGCGTAG
CTTTTCAGCAGAGACGTACATTCCCGTTCCACACCGTCAGAGAGAAAGCTCTGTCCCCGGCC
TCTGGCTGGCGTGGACGAGCGTCCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGTCCTACTGGACCG
TTACTGGGGAGCTAAACCATGCAGTGCACAT

>Tr_E1_2|X94942.1]2086-2301
CCGACGTGGACATCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCGTATGGGAGCGTAG
CTTTCAGCAGAGACGTACATTCCCGTTCCACACCGTCGGAGAGAAAGCTCTGTCCCCGGCCT
CTGGCTGGCGTGGACGAGCGTCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGTCCTACTGGACCGTT
ACTGGGGAGCTAAACCATGCAGTGCACAT

>Tr_E1_3|X94942.1|2747-2965
CCGACGTGGACATCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCGTATGGGAGCGTAG
CTTTTCAGCAGAGACGTACATTCCCGTTCCACACCGTCGGAGAGAAAGCTCTGTCCCCGGCC
TCTGGCTGGCGTGGACGAGCGTCCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGTCCTACTGGGCCG
TTACTGGGGAGCTAAACCATGCAGTGCACAT

>Tr_E1_4[X94942.1|3702-3921
CCGACGTGGACATCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCAGTATGGGAGCGTA
GCTTTTCAGCAGAGACGTACATTCCCGTTCCACACCGTCGGAGAGAAAGCTCTGTCCCCGGC
CTCTGGCTGGGGTGGACGAGCGTCCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGTCCTACTGGACC
GTTACTGGGGAGCTAAACCATGCAGTGCACAA

>Bt_E1|BM030695.1]271-471
CCAACGTGGATACCCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCAGGTGGCGAACGGGAGCG
TAGGGCTCTGCTCAGTGACGTACAGTCCCTTTCCACAACGTTGGAGATGAAGCTGGGCCTTG
AGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCTCAGAGTCCTGTGGACAATGACTGAGGAGACAA
ACCATGCAGGAAACA

>Cf_2_E1_1|Chr2|72632675-72632877
TCCAACGTGGATACTCCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCAGGTGGCGTATGGGAG
CTCAGGGCTCTGCCCCGTGACGTACAGTCCCTTTCCACAACGTTGGAGATGAAGCCGGGCTT
GAGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCTCAGAGTCCTGTGGACCATGACTGAGGAGACA
AACCATGCAGGAAACAT

>Cf_2_E1_2|Chr2|72633598-72633793
CCAACGTGGATACTCCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCAGGTGGCGTGCGGGAGC
TCAGGGCTCTGCCCGGTGACGTACAGTCCCCTTCCACAACGTTGGAGATGAAGCCGGGCCTT
GAGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCTCAGAGTCCTGTGGACCATGACTGAGGAGACA
AACCATGCAGGAAACA

>Hs_E1_1_1|Chr1|28521389-28521595
TCCAACGTGGATACACCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCAAGTGGCGTAGGGGAG
CATAGGGCTCTGCCCCATGATGTACAAGTCCCTTTCCACAACGTTGGAAATAAAGCTGGGCC
TCGTGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCCCAGAGTCCTGTCGACAATTACTGGGGAGA
CAAACCATGCAGGAAACAGCC

>Hs_1_E1_2|Chr1|28522579-28522786
TCCAACGTGGATACCCTGGGAGGTCACTCTCCCCAGGCTCTGTCCAAGTGGCATAGGGGAGC
TTAGGGCTCTGCCCCATGATGTACAGTCCCTTTCCACAACGTTGAAGATGAAGCTGGGCCTC
GTGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCCCAGAGTCCTGTGGACAATGACTGGGGAGACA
AACCATGCAGGAAACATAT

>01_E1_1
AAACCCGACGCGGACGTCCAGAGAGTTATGCTCCTGGTTCTGTCCGGGTGGCGTATGGGAGC
GTAGCTTTGAGCTGAGACGTACATTCCCGTTCCACAGCGTCGTACAGAAAGCTCTGCCCCCG
GCCTCGGCTGGTGAGGGCGGGCGTCCTGCATATTCCTACATCTTCCCAGAGTCCTTTGGGCC
GTTACTGGGGAGCTAAACCATGCAGTGCACAT
>Mm_4_E1_1|Chr4[130937113-130937303
TCCGACGTGGATATCCCGGGCTCTGTCCTAGTGGCGAGCGGGAGCTTAGGCATTGCCCGGTG
ATGTACAGTCCCTTTCCACAAACGTTGGACATAAAGCTGGGCTTTCGAGTCTGCGCCTGCAT
ATTCCTACGACTTCTCCAGAGTCCTGTGGACCATGACTGAGAGACAAACCATGCAGGAAACA
GTT
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>Mm_4_E1_2|Chr4|130937549-130937754
TCCAACGTGGATATCCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCTAGTGGCGAACGGGAGC
TTAGGGCATTGCCCGGTGATGTACAGTCCCTTTCCACAACGTTGGAGATGAAGCTGGGCTTT
CGAGTCTGCGCCTGCATATTCCTACGACTTCTCAGAGTCCCGTGGACCATGACTGAGGAGAC
AAACCATGCAGGAAACAAA

>Pt_1_E1_1|Chr1[29224911-29225116
TCCAACGTGGATACACCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCAAGTGGCGTAGGGGAG
CATAGGGCTCTGCCCCATGATGTACAGTCCCTTTCCACAACGTTGAAGATGAAGCTGGGCCT
CGTGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCCCAGAGTCCTGTGGACAATTACTGGGGAGAC
AAACCATGCAGGAAACAGC

>Pt_1_E1_2|Chr1|29226091-29226298
TCCAACGTGGATACCCTGGGAGGTCACTCTCCCCAGGCTCTGTCCAAGTGGCATAGGGGAGC
TTAGGGCTCTGCCCCATGATGTACAGTCCCTTTCCACAACGTTGAAGATGAAGCTGGGCCTC
GTGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCCCAGAGTCCTGTGGACAATGACTGGGGAGACA
AACCATGCAGGAAACA

>Rn_8_E1|Chr8|125121509-125121716
TTTCCAACGTGGATAACCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCTAGTGGCGTCAGGGA
GCAGAGGCATTGCCCAGTGATGTACAGTCCCTTTCCACAACGTTGGAGATGAAGCTGGGCTT
CGTGCTCGCACCTGCATATTCCTACAACTTCTCAGAGTCCTGTGGACGATGACTGAGGAGGC
AAACCATGCAGGAAACAGTCC

>0m_E1_r|AJ310189.1|1-225
CCAACGTGGACATCCGGTGAGGTTGCTCTCgcATGGCTCTGTCCTTGTGGCGTTTGGGAGCG
TAGTACTTCacaGTACTGTGACGTACAGTCCCGTTCCACGACGTTGGAGAGCAAGCtTTGTC
CCCGGCCTTCGGGCTGGTGAGGAGGGTGTTCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGCCCTTT
GGGCCATGACTGGGGGGCTAAACCATGCAGTGTACAACC
>St_E1_r|AJ310189.1(1-223
CCAACGTGGACATCCAGTGAGGTTGCTCTCgcATGGCTCTGTCCATGTGGCGTATGGGAGCG
TAGCACTTCaGTGTAGTGACGTACAGTCCCGTTCCACGACGTTGGAGAGCAAGCETTGTCCC
CGGCCCTCCGGCTGGTGAGGACGGCGTTCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGCCCTTTGG
GCCATGACTGGGGGGCTAAACCATGCAGTGTACAACT
>Dr_E1_3r|Chr20|327261758-37261979
CCAACGTGGACATCCTGTGAGATGCCTCTCatGTGGCTCTGTCCGTGTGGCGTATGGGAGCG
TAGCACTTCaGTGTTGTGACGTACAGTCCCGTTCCATGACGTTGGATAGCAAGCTTGTCCCC
GGCCTCTGGCTGGTGTGGACTGCGTCCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGCCCTTTGGGC
CATTACTGGGGAGGTAAACCATGCAGTGCACATAA
>Dr_E1_4r|Chr20|37262302-37262523
CCAACGTGGACATCCCGTGAGATGCCTCTCatGTGGCTCTGTCCATGTGGCGTATGGGAGCG
TAGCACTTCgGTGTTGTGACGTACAGTCCCGTTCCACGACGTTGGATAGCAAGCTTGTCCCC
GGCCTCTGGCTGGTGTGGACTACGTCCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGCCCTTTGGGC
CATTACTGGGGAGGTAAACCATGCAGTGCACACT
>Dr_E1_1r|Chr20|37260279-37260500
CCAACGTGGACATCCTGTGAGATGCCTCTCatGTGGCTCTGTCCGTGTGGCGTATGGGAGCG
TAGCACTTCgGTGTTGTGACGTACAGTCCCGTTCCATGACGTTGGATAACAAGCTTGTCCCC
GGTCTCTGGCTGGTGTGGACTGCGTCCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGCCCTTTGGGC
CATTACTGGGGAGGTAAACCATGCAGTGCACAACC
>Dr_E1_2r|Chr20|37261101-37261321
CCAACGTGGACATCCTGTGAGATGCCTCTCatGTGGCTCTGTCCGTGTGGCGTATGGGAGCG
TAGCACTTCgGTGTTGTGACGTACAGTCCCGTTCCATGACGTTGGATAGCAAGCTTGTCCCC
GGCCTCTGGCTGGTGTGGACTGCGTCCTGTATATTCCTACATCTTCCCAGAGCCCTTGGGCC
ATTACTGGGGAGGTAAACCATGCAGTGCACAGCC
>X1_E1_3r|X71801.1(|4425-4646
CCAATGTGGATATCCTTAGAGGTCTCTCTTGGGCTCTGTCCAGGTGGCGTATGGGAGCATAt
aGCCCTTAaagGTGCAGTGACGTATAATCCCCTTCCACAACATTGGAGAACAAGCATGTCCC
CAGCCATTAGGCGGGTGTGGGCAGCATCCTGTATATTCCTAAAACTTCCCAGAGCCCTTGGG
CAATATCTGGGGAGACAAACCATGCGGGATACATTT
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>X1_E1_6r|X71801.1|12459-12678
CCAACGTGGATATCTCATGAGGTTACTCTCaTAGGCTCTGTCCTGGTGGCGTATGGGAGCGTCGCCCTGTgagGCACAGT
GACGTATAACCCCTTCCACAACGTTGGAGAACAAGCATGTCCCCGGCCATTCGGCTGGTGTGGGCATCACCCTGTATATC
CTACAACTTCCCAGAGCCCTCGGGCAGTGACCGGGGAGACAAACCATGCAGGATACAGAC
>X1_E1_4r|X71801.1/6865-7083
CCAACGTGGATATCTCATGAGGTTACTCATGGGCTCTGTCTTGGTGGCGTATGGGAGCGTCGCCCTGTgagGCGCAGTGA
CGTATAATCCCCTTCCACAACGTTGGAGAACAAGCATGTCCCTAGCCTTCGGCTGGTGTGGGCAGCACCCTGTATATTCC
TACAACTTCCCAGAGCCCTCGGGCAATGACTGAGGAGACAAACCATGCAGGACACACAA
>X1_E1_2r|X71801.1|3489-3711
TCAATGTGGATATCCTGTGAGGTTACTCTCaTGGGCTCTGTCCAAGTGGCGTATGGGAGCGTAgtGCTTTATEGCGCAGT
GACGTACAATCCCTTTCCACAACATTGAAGAACAAGCATGTCCTCGGCCATTAGGCTGTTGTGGGCAGCGTCCTGTATAT
TCCTACAACTTCCCAAAGCCAAAATGGCTCTTACTGGGGAGACAAACCATGCAGGTTACATCT
>X1_E1_1r|X71801.1|1462-1682
CCAACGTGGATATCTCATGAGGTTACTCTCaTGGGCTCTGTCTTGGTGGCGTATGGGAGCGTCGCCCTGTgagGCGCAGTG
ACGTATAATCCCCTTCCACAACGTTGGAGAACAAGCATGTCCCCGGCCATTCGGCTGGTGTGGGCATCACCCTGTATATTC
CTACAACTTCCCAGAGCCCTCGGGCAGTGACTGAGGAGACAAACCATGCAGGATACATT
>X1_E1_5r|X71801.1|9191-9412
CCAACGTGGATATCTCATGAGGTTACTCTCaTGGGCTCTGTCTTGGTGGCGTATGGGAGCGTCGCCCTGTgagGCGCAGTG
ATGTATAATCCCCTTCCACAACGTTGGAGAACAAGCATGTCCCCGGCCATTCGGTTGGTGTGGGCAGCACACTGTATATTC
CTACAACTTCCCAGAGCCGTCGGGCAGTGACCGGGGAGACAAACCATGCAGGATACATTA
>0c_E1_1r|U64696.1|3-159
TCTCCCCGGGCTCTGTCCAGGTGGCATAGGGGAGCACAGGGCTCTGCCCGATGACGTACAGTCCCTTCCCACGCCGTTGGA
GAGGAAGCGGGCCTCGAGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCCCAGAGTCCTGTGGACAATGACTGGGGAGAC
>Ss_E1_1|BI342555.1|248-448
CCAACGTGGATACCCCGGGAGGTCACTCTCCCCGGGCTCTGTCCTGGTGGCGTAGAGGAGCATAGGGCTCTGCCCCATGATG
TACAGTCCCTTTCCACAACGTTGGAGATGAAGCTGGGCCTTGAGTCTGCGCCTGCATATTCCTACAGCTTCTCAGAGTCCTG
TGGACAATGACTGAGGAGACAAACCATGCAGGAAACA

>Tn_E1_1|Chr14|9588563-9588781
CCGACGTGGACGTCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCCTATGGGAGCGTAGCTGTCCGGCCGAGACGTACA
GTCCCGTTCCACGCCGTCGGAGACAGAGCTGTGTCCCCGGCCTTGGCTGGTGTGGACCGGCGTCCTGCATATTCCTACATCT
TCCCAAGACCTAACGGGCCGTTGCTGGGGGGCTAAACCATGCAGTGCAC

>Tn_E1_2|Chr14]9589252-9589464
CGTGGACGTCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCCTATGGGAGCGTAGCTGTCCGGCCGAGACGTACAGTCC
CGTTCCACGCCGTCGGAGACAGAGCTGTGTCCCCGGCCTTGGCTGGTGTGGACCGGCGTCCTGCATATTCCTACATCTTCCC
CAGCACGCTAACGGGCCGTTACTGGGGGGCTAAACCATGCAGTGCAC

>Tn_E1_3|Chr14|9589909-9590120
CGTGGACATCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCCTATGGGAGCGTAGTGTCCGGCCGAGACGTACAGTCCC
GTTCCACGCCGTCGGAGACAGAGCTGTGTCCCCGGCCTTGGCTGGTGTGGACCGGCGTCCTGCATATTCCTACATCTTCCCA
GAGCCCTAACGGGCCGTTACTGGGGGGCTAAACCATGCAGTGCACAT

>Tn_E1_4|Chr14|9590478-9590689
CGTGGACATCCAGCGAGCTGCTCTCCTGGCTCTGTCCTGGTGGCCTATGGGAGCGTAGCTGTCCGGCCGAGACGTACAGTCC
CGTTCCACGCCGTCGGAGACAGAGCTGTGTCCCCGGCCTTGGCTGGTGTGGACCGGCGTCCTGCATATTCCTACATCTTCCC
AGAGCCCTAACGGGCCGTTACTGGGGGGCTAAACCATGCAGTGCAC

>Mm_9_E1|Chr9|120114860-120115066
TATCCAACGTGGACAACCCAGGAGGTCACTCTCCCTGGGCTCTGTCCTAGTGGCATAGGGGAGCATAGGCCTTGCCCAGTGA
CGTACAGTCCCTTTCCACGGCGTTGGAGATGAAGCTGGGCTTTGTGCCCGCGCCTGCATATTCCTACGACTTCTCAGAGTCC
TGTGGACAGTGACTGAGGAGGCAAACCATGCAGGAAACAGTG

>Gg_E1|ChrUn|9714-9874
GCTCTCTCTCGGCTCTGTCCGTGTGGCGCACGGGAGCGTAGGCCTTCGGGCCCCGAGACGTATATTCCCCTTCCACATCGTTG
GAGAACAAGCTGGGCCTCGAGCCTGCAGCCTGCATATTCCTACTGCTTCTCTGAGCCCTCGGGCAGTGACAGAGGAGAT
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Tabelle A.2: Sequenzen der E2 snoRNA

>Cf_23_E2_1|Chr23|12080172-12080321
GCTGCACACTATTAAAGCTCAAGGTTGAGGCCACCGTGGCCAATGAACTTCTGAGTGTCGG
AAGTGTGCTATATAAACAGCAGGGTTTTCGCTAACACCAGTAGAGCTTGTCTCTATGACTG
GAGTTTGATAGTACTCACTGCTACATTG

>Cf_23_E2_2|Chr23|12082742-12082897
CTCTGCACATTGTTAGAGCTTGGAGTTGAGGCCACTGGCTGGCCGATGAACTCACAAGTGT
AGGTAGTGTGCTACATGAGGGGCAAGTCTTTTCGCTAACACCACAAGGGTCTCTGGCCCAA
TGAGTGGAGTTTGATAGTAATTCTTGCTACAAG
>Dr_E2_1|Zv4_NA8930.1|68513-68669
ACGCACACTGTTAAAACCTCACACTAATGTTGGTGTTAAGGTGTCGGAAGTGTGCTAGAGTG
ATTCAGCCGGGATTTCGCTAACACCAGTAGGGCTGTTACGCCCCTTGACTGGAGTTTGATAG
CAACCTGAGCTACATTTATCCCAACTCAACCT
>Dr_E2_2|Zv4_NA8930.1|69001-69157
ATGCACACGGTTAAAGCCTGGCACTGATGTTGGTGTTTGGGTGTCGGAAGTGTGCTAAATAA
ACATGGCTAGGTATTCGCTAACACCAGTAGGGCTGAAGCGCCTCATGACTGGAGTTTGATAG
CAACCTTTGCTACATTTGATCTAAATTCATAT

>Tr_E2_1|scaffold_3749|675-830
TGCACACTGTTAAAGCTAGGCAACACTGTCAGTGTCTAGGTGTCGGAAGTGTGCTAAAGCAA
GTGGACAAGGTTTTCACTAATGCCATGAGGACTTCTGTCTTGTGACTGGCAATTGATAGTGA
CCTTAGCCACACTTCTGTAACAAAATCAAAA

>Gg_E2_2|Chr2|43447109-43447267
TGCACACTGTTAAAGCTTGATGCTGAGGTCAGTTCTGACCAATGAGCTCTCAAGTGTCGGAAG
TGTGCTACACAAAGCTGTTGGCAGGGTGCTTGCTAATGCCAGGAGAGGAGCTGCCTCTATGAT
TGGAGTTTGATAGCAGCCCTCCGACATGCT

>Gg_E2_1|Chr2|43445870-43446024
CACACAGTTGGAACTTGGGAGCTGAGAGCCAACCTGTGGCCAAGGAACTCTCAGTGTAGGATGT
GTGCTACAGTAACATGGCAGGACTTACTGACAGCCTGAGGGCCTTTGTGGCCCAATGAAAGGAG
TTTGGTAGTCAATCTTGCCACAGTT

>Hs_3_E2_1|Chr3|39410473-39410622
TGCACACTATTAAAGCTCAGGGTGGAGGCCAGTCTTGGCTCATGAACTTCTGAGTGTCGGAAGT
GTGCTATATCAATGGCAGGATTTTCGCTAACACCAGTAGAGCTTGCCTCTATGACTGGAGTTTG
GTAGTACTCGCTGCCACATAG

>Hs_3_E2_2|Chr3|39413136-39413290
TGTGCACATTGTTAGAGCTTGGAGTTGAGGCTACTGACTGGCCGATGAACTCGCAAGTGTAGGT
AGTGTGCTACATGAGGGGCAAGTTTTCGCTAACACCACAAGGGTCTCTGGCCCAATGAGTGGAG
TTTGATAGTAATTCTTGCTACAAGTA

>Mm_9_E2_1|Chr9|120114293-120114448
CTGCACACTATTAAAGCTCAGAGTGGAGGCCAGTCTTGGCCAGTGAACTTCTGAGTGTCGGAAG
TGTGCTACATTGAATTTATGGCAGGATTTTCGCTAACACCAGTAGAGCTTGCCTCTATGACTGG
AGTTTGGTAGTGGTCACTGCCACATGC

>Mm_9_E2_2|Chr9[120115926-120116071
CCCTGCACATTGTTAGAGCTTGGAGTTGAGGTCACACGCTGGTCGATGAACTCACAAGTGTAGGT
AGTGTGCTAAAAGAGTGGCAAGGTTTTCGCTAACACCCCACTCTGGTCCAGTGAGTGGGGTTTGA
TAGTAACCTTTGCTA
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VII

>Rn_8_E2_1|Chr8|125120943-125121091
TGCACACTATTAAAGCTCAGGGTGGAGGCCAGATTTGGCCAGTGAACTTCTGAGTGTCGGAAGTG
TGCTACATTGAACATACGGCAGGATTTTCGCTAACACCAGTAGAGCTTGCCTCTATGACTGGAGT
TTGGTAGTGGTCACTGCCACATAC

>Rn_8_E2_2|Chr8|125122686-125122841
CCCTGCACATTGTTAGAGCTTGGAGTTGAGGTCACACGCTGGTCGATGAACTCCTAAGTGTAGGT
AGTGTGCTAAACGAGCGGCAAGGTTTTCGCTAACACCCCACTCTGGTCCAGTGAGTGGGGTCTGA
TAGTAACCTTTGCTACAAGTTTGAT

>Xt_E2_1|scaffold_22171|633-785
TGCACACTGTTAAAGCTCAGATGAAGCCATGCTGGCTAATGAACTCTTGAGTGTCGGAAGTGTGC
CATAGCATTATTGTGGCAAGATTTTCGCTAACACCGTCAGAGTCCTTGGCTCAATGATCGGCGTT
TGATAGTGATCTCTGCTACAGTT

>Xt_E2_2|scaffold_22171]1969-2120
TTGCACACAGTTAGAACTTGGAGCTGAGGCCTTTTCAGCCAATGAACTCTGAGTGTAGGATGTGT
GCTACATTAACATGGCAGACTTTTCGCTAACGCCACAAGGAGCTTTAGAGCTCCAGTGACTGGAG
TTTGATAGTAATTCTTGCCACAGCT

Tabelle A.3: Sequenzen der E3 snoRNA

>Cf_34_E3_1|Chr34|19473959-19474073
TACAATATAGCTGTGAAGTGCTATATTGTCCTTACCCCTGCTGAAAGCAACTGTTTCCTACAATCT
CTGTCTAGCTCAATTCTATAGTAAGACAGGGACGCTTGGTCTCAAACAT
>Cf_34_E3_2|Chr34|19475059-19475175
TACAATGTAGCTATAAAGTGCTGCCTTGTCTTTACCCCCTGCTCAAAATAAAACTGTTATCTTTCT
AGCCCTGTCCGCCATGGTGCTTAGCAGCCAGGGATGCAGGGTCTCAGACAT
>Gg_9_E3_1|Chr9|15488664-15488795
AAAGCAGGATAAGTTATGATATAGCTGTGCAGTGCTGTATTATCGTTCCCCCTGCTTAAAGAAAAA
TGTTTCCTTCTATCCCTACCTGCTTAGTTCCCACAGCAGGTAGGGACGCTGGGTTTCATACATCC
>Hs_3_E3_1|Chr3|187825023-187825149
AATGCAGGTACTGTTACAATACAACTGATGTGTTTTGTTGTCGTTCCCCCTGCTTAAAGCACTTGA
TGCATAACTCTGTCTACCTTCATTCCGTAGTAAGACAGAGACGCTTGGCTTCAGACATTT
>Hs_3_E3_2|Chr3|187826000-187826135
AAAGCAGGATTCAGACTACAATATAGCTGCTAAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCTTAAAATAA
AGTTGTTTCTTAACTATACCTGTCTGCTATTCTCCTGTAGCAGCCAGGGACGCTTGGTCTCATACA
TGT
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>Mm_16_E3_1|Chr16|22954373-22954502
TCATGCAGGTACAGTTACAATAAAACTGAAGTGTTCTATTGTCGTTCCCCCTGCTTAAAGCATTTG
ATACATTACTATCTCTGCCTAGCTCTACCATACTAAGGCAGAGACGCTTGGTTTCAAACATTT
>Mm_16_E3_2|Chr16|22955292-22955425
TTAAGCAGGATTTAACTACAATATAGCTGCTCAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCTCAGAATAA
TTGTTTCTTAACTATACCTGTCTGCCATCTGCCTGTAGCAGCCAGGGACGCTTGGTCTCAAACATGA
>Pt_2_E3_1|Chr2|192078762-192078885
AATGCAGGTACTGTTACAATACAACTGACGTGTTTTATTGTCGTTCCCCCTGCTTAAAGCACTTGA
TGCATAACTCTCTCTAACTCCATTCCGTAGTAAGACAGAGACGCTTGGCTTCAAACAT
>Pt_2_E3_2|Chr2|192079738-192079872
AAAGCAGGATTCAGACTACAGTATAGCTGCTAAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCTTAAAATAA
AGTTGTTTCTTAACTATACCTGTCTGCTATTCTCCTGTAGCAGCCAGGGACGCTTGGTCTCATACA
TGT

>Rn_11_E3_1|Chr11/80010709-80010823
TACAATATGGCTGCTCAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCTCAGAACAATTGTTTCTTAACTATA
CCTGTCTGCTGTCTACCTGTAGCAGCCAGGGACGCTTGGTCTCATACAT
>Rn_11_E3_2|Chr1180012052-80012181
TCATGCAGGTACAGTTACAATAAAACTGAAGTGTTCTATTGTCGTTCCCCCTGCTTAAAGTATCTG
ATACATTACTATCTCTGCCTAGCTCTACCATAGTAAGGCAGAGACGCTTGGTTTCAAACATTT
>Xt_E3_1|scaffold_11263|6840-6962
ATGCAGGATAAGTTACAATATAGCTGGGCAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCTGAAAGTAAATG
TTTCCTTCTATTCCTGTCTGTTTCTATAGCAGACAGGAACGCTTGGTCTCAAACAA
>Xt_E3_2|scaffold_11263|5880-6010
CTGCAGGTTAAGTTACAATACATCTGTGCAGTGTTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCAAAAAATAAACT
GCTTCCTACTATCCCTGTCTGTTCTGACACTATCCCAGCAGACAGGGACGCTTGGTCTCAGACAT
>Dr_25_E1_3|Chr25|557916-558049
GTGCAGGTTTAGTTACGGACTGGCTGTTGCAGTGCTTGTTCGTCGTTCCCCCTGCAGAAATAAACA
TGTTTCCTACTATCCCTGTCTGTCTACTACTTAGATCTGCAGGGACGCTTGGTCTCAGACATTTCAAT
>Dr_25_E3_2|Chr25|556141-556274
GTGCAGGTTCAGTTATGGACAGGCTGTTGCAGTGCTTGTTCGTCGTTCCCCCTGCACAAATGAACAT
GATTCCTTCTATCCCTGTGTGTCTGCTTCTCATGACTTGCAGGGACGCTGGTCTCAGACACGTTTAT
>Dr_25_E3_1|Chr25|552173-552306
GTGCAGGTTTAGTTACGGACTGGCTGTTGCAGTGCTTGTTCGTCGTTCCCCCTGCAGACATAAACAT
GTTTCCTACTATCCCTGTTTGTCTACTACTTAGATCTGCAGGGACGCTTGGTCTCAGACATTTCAAT
>Dr_25_E3_4|Chr25|560532-560666
GTGCAGGTTTAGTTACGGACTGGCTGTTGCAGTGCTTGTTTGTCGTTCCCCCTGCAGAAATAAACAT
GATTCCTTCTATCCCTGTCTGTTTGCATCCTACAACTAACAGGGACGCTGGTCTCAGACAATTTAATC
>Dr_25_E3_5|Chr25|564135-564268
GTGCAGGTTTAGTTACGGACTGGCTGTTGCAGTGCTTGTTCGTCGTTCCCCCTGCAGAAATAAACAT
GTTTCCTACTATCCCTGTCTGTCTACTACTTAGATCTGCAGGGACGCTTGGTCTCAGACATTTCAAT
>Dr_25_E3_6|Chr11|567675-567809
GTGCAGGTTTAGTTACGGACTGGCTGTTGCAGTGCTTGTTTGTCGTTCCCCCTGCAGAAATAAACAT
GATTCCTTCTATCCCTGTCTGTTTGCATCCTACAACTAACAGGGACGCTGGTCTCAGACAATTTAATC
>Tr_E3_1|scaffold_149|217573-217707
CATGCAGGATAAGTTACAGTGCAGCCTGTGTAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCAAAAAATGACA
TGTTTCCTCGCTATACCTGTCAAGTCAACTTCCCTAGATTGACAGGGACGTAAGGTTTCAGACAAGTA
>Tr_E3_2|scaffold_149|217937-218065
ACAGCAGGATAAGTTACAGTGCAGCTTGTGAAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCACAAACTAACT
TGTTTCCAGCTATCCCTGTTTGTCTCTTTCATTGGACAACCAGGGACGCAAGGTCTCGGACA
>Tn_E3_2|SCAF14663|197666-197801
CGTAGCAGGATAAGTTACAGTGCAGCTTGTGAAGTGCTGTGTTGTCGTTCCCCCTGCAAAAACTAAC
CTGTTTCCAGCTATCCCTGCTTGTCTTCCTTCGTAGACACCCAGGGACGCAAGGTCTCAAACAGTTGCC
>Tn_E3_1|SCAF14663|197267-197401
CATGCAGGTTAGGTTACAACGCAGCCTGTGAAGTGCTGTTTTGTCGTTCCCCCTGCAAAAAGTGACA
TGTTTCCTCGCTATACCTGTCAAGTCACCCTCTCTTGACTGACAGGGACGTAAGGTTTCAGACAAGTA



A.2. SEQUENZEN IX

Tabelle A.4: Sequenzen der U36 snoRNA

>Pt_U36_3|Chr11]118286841-118286909
TGAACTTTTGCCAGTGATGGTTAAGAATTTCTTCACCTGAATAAACCATGTGGTCAGCATTGCATCTGA
>Pt_U36_2|Chr11]118286455-118286524
CTTGCAATGATGTGAATCTCTCACTGAATTCAACCTTGAAGTGCGAATCCATGAGCTTTTTAACCCTGA
>Pt_U36_1|Chr11]118286094-118286163
GTTGCAGTGATGTAAAATTTCTTCGCCTGAAATTACTGTGAAGAGTAAAACCGAGCTTTTTAACACTGA
>Mm_U36_3|Chr2|26872870-26872936
TGCCAGTGATGCTTAGGAATTTCTTCACCTGAATCAACTATGTGGTCACACTGTTGTCTGAGGCAA
>Mm_U36_2|Chr2|26872240-26872309
GTGCAGTGATGTGTGAATTTCTTCACCTGAAAATATTGTGAAGAGTAAATCGAGCTTTTTAACCCTGAGT
>Mm_U36_1|Chr2|26872551-26872621
TTGCAATGATGTCAATCTTTGACTGAAGTGACCTTGAAGTGCAATTACTGAGCTTTTTAACCCTGAGCAA
>Hs_U36_1|X52138.1[3930-4011
TTGCAATGATGTGAATCTCTCACTGAATTCAACCTTGAAGTGCGAATCCATGAGCTTTTTAACCCTGAGCAA
>Hs_U36_2|X52138.1|4300-4372
GTTGCAGTGATGTAAAATTTCTTGGCCTGAAATTACTGTGAAGAGTAAAACCGAGCTTTTTAACACTGAGT
>Hs_U36_3|X52138.1|4693-4760
TTGCCAATGATGGTTAAGAATTTCTTCACCTGAATAAACCATGTGGTCAGCATTGCATCTGAGGCAAA
>Gg_U36_1|Chr17|3534505-3534579
TTGCAATGATGTATGAATTTCTTCACCTGAATCAACAATGAAGAGCAAAATGAGCTTTTTAACACTGAGCAA
>Gg_U36_2|Chr17|3534958-3535030
ATGGCAGTGATGTATGAATTTCTTCACCTGAGCTCAAAGTGAAGAGCGAAATAGACGAGCTTTTTAACCCTGA
>01_U36_1
TGATGTCTGAATTTCTTCACCTGAATCCTCCGTGTGGATCCAAACATACGAGCTTTTTAACCCTGA
>01_U36_2
ATGATGTTCAGAATTTCTTCACCTGAAACTTTCTATGATGGTTTTTGAGCTTTTTAACCCTGA
>Tn_U36_1|Chr4|3068454-3068522
TGATGACTTGAATTTCTTCACCTGATGGCTTCAGTGATGCGTATTGAGCTTTTTAACCCTGA
>Tn_U36_2|Chr4|3068731-3068797
TGATGTTTGAATTTCTTCACCTGAAGTCACTGTGTAGATCAAAACAGACGAGCTTTTTAACCCTGA
>Tr_U36_2|scaffold_416]116217-116282
TGATGTTTGAATTTCTTCACCTGAAGTCTCTATGTAGATCAAAACAGACGCGCTTTTTAACCCTGA
>Tr_U36_1|scaffold_416]115938-116000
TGATGACTTGAATTTCTTCACCTGAAACCTTCAGTGATGCTTTTTGAGCTTTTTAACCCTGA
>Rn_U36_3|Chr3|5810326-5810391
TTGCCAATGATGGTTAAGAATTTCTTCACCTGAATCAACTATGTGGTCATACTCTTCTTGTCTGA
>Rn_U36_2|Chr3|5809987-5810052
TTGCAATGATGTGAATCTTTTGCTGAAGTGACCTTGAAGTGTAATTCCTGAGCTTTTTAACCCTGA
>Rn_U36_1|Chr3|5809666-5809743
TGTGCAATGATGTGTGAATTTCTTCACCTGAAATCACCGTGAAGAGTAATTTAAGTAATCGAGCTTTTTAACCCTGA
>Dr_U36_1|Zv4_NA6576.1|74728-74793
TGATGTCTTGAATTTCTTCACCTGAATTCAAACTGAAGATCAAAATACGAGCTTTTTAACCCTGA
>Dr_U36_2|Zv4_NA6576.1|75085-75145
TGATGTCTGAATTTCTTCACCTGAACAACCATGTGGTTTAAATGAGCTTTTTAACCCTGA
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