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Zusammenfassung

Im Rahmen des bioinformatischen Praktikums im Sommerseme-
ster 2008 haben wir uns mit der Evolution von MicroRNAs (miRNA)
beschiftigt. Diese noncoding RNA Molekiile bilden eine groflie Gruppe
von kleinen regulatorischen RNAs in Eukaryoten. Basierend auf der
miRBase Version 11.0 wurden sémtliche von Hertel et al. identifizierte
Cluster in Hinblick auf ihre phylogenetische Entwicklung analysiert
[2]. Dabei wurde die Vorgehensweise von Tanzer et al. angewendet [6].
Anhand der gewonnenen phylogenetischen Baume sowie der genomi-
schen Positionen wurde versucht, daraus die evolutionéire Geschichte
zu rekonstruieren.

1 Einleitung

MicroRNAs sind Gegenstand relativ junger Forschung und bilden eine grofle
eigenstindige Gruppe von noncoding RNA Molekiilen in Eukaryoten. Sie
bestehen aus einer Precursor Sequenz mit etwa 100 nt Lange, die in einen
Stemloop faltet. In diesem Stem befindet sich ein etwa 20 nt langer und hoch-
konservierter Bereich, der als Mature RNA oder 'reife’ miRNA bezeichnet
wird. Teilweise existiert im zur Mature Sequenz gegeniiberliegendem Stem
eine so genannte Mature Star Sequenz. Verschiedene miRNA Familien bil-
den Cluster, d.h. sie sind in kurzen Abstéinden im Genom lokalisiert.

Nach Faltung des priméren Transkriptes eines Clusters in die typische
Sekundérstruktur wird dieses durch ein RNA bindendes Protein erkannt
und durch die zellkernspezifische Ribonuklease III, Drosha, zu pre-miRNAs



verkiirzt. Diese werden durch den Transporter Exportin-5 ins Cytoplasma
transportiert. Dort wird durch das Enzym Dicer der Bereich der reifen miR-
NA als doppelstringiges Molekiil heraus geschnitten. Im Folgenden wird die
Bindung der mature (oder evtl. mature star) Sequenz an den RNA induced
silencing complex (RISC) durch Dicer vermittelt. Danach wird der kompli-
mentéire RNA-Strang abgebaut. RISC erkennt zur reifen miRNA komple-
mentidre mRNA Ziele und spaltet diese spezifisch. Dadurch kann die Transla-
tion dieser mRNAs nicht erfolgreich stattfinden. Insgesamt z&hlt dieser Me-
chanismus als 'posttranskriptionelles Gensilencing’.
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Abbildung 1: Funktionsweise des posttranskriptionellen Gensilencing mit
miRNAs

2 Durchfiihrung

Im Vorfeld wurden bereits alle zu diesem Zeitpunkt annotierten miRNAs
gegen eine umfangreiche Auswahl von Genomen geblastet. Der Blastoutput
bildete die Grundlage fiir das weitere Arbeiten. Anhand dessen wurden chro-
mosomenweise akkumulierte Fenster aus den entsprechenden Genomen her-
aus geschnitten. Zusédtzlich wurde das Fenster um 10 nt an beiden Seiten
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erweitert, da die miRBase Sequenzen moglicherweise zu kurz annotiert wor-
den sind. Fiir jede Familie wurden die gewonnenen Sequenzen zusammen mit
den annotierten miRNAs mittels ClustalW aligniert. Das Alignment wurde
im Emacs im ralee-mode “geputzt®. Dabei wurden Duplikate sowie nicht
faltende und nur auflerhalb der Mature passende Sequenzen entfernt. Un-
ter Umstinden wurde das Alignment noch per Hand verbessert, indem die
Sequenzen bzw. Sequenzteile an besser passenden Stellen im Alignment ver-
schoben wurden. Zum Schlufl wurde das Alignment an beiden Seiten abge-
schnitten, sodass nur die eigentlichen Precursor das Alignment bilden. Aus
diesen Alignments wurde mittels SplitsTree phylogentische Baume erstellt.
Mit ihrer Hilfe konnte eine vorldufige Einteilung der Familien in Gruppen
vorgenommen werden. Auflerdem wurden die zurecht geschnittenen Sequen-
zen nochmals zuriick gegen die Genome geblastet um die genauen Genompo-
stionen herauszufinden. Auf Grundlage der Genompositionen und der phylo-
gentischen Baume aller Familien eines Clusters konnte die evolutiondre Ge-
schichte des Clusters rekonstruiert werden. Basierend auf der Theorie der
zwei Genomduplikationen bei Vertebraten und der zusétzlichen Duplikation
bei Teleost Fischen konnten die Stammbé&ume interpretiert werden [3] [5].
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Abbildung 2: Ubersicht iiber Arbeitsablauf



3 Ergebnisse

3.1 mir-1 Cluster
3.1.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-1 Cluster besteht uas 2 Familien mir-1 und mir-133. Man findet das
Cluster in allen Metazoa. In den Protostomia, den Echinodermata und den
Urochordata findet man eine Kopie. Spéter kam es zu Duplikationen, sodass
man in den Teleostei in bis zu 5 Kopien findet und ind Arthropoda bis zu
4 Kopien. Aufgrund von Problemen mit den Genomversionen des Canis fa-
milaris ist nicht genau bestimmbar wieviele Kopien der Canis familaris hat.
Wahrscheinlich ist, dass er 3 Kopien wie der Homo sapiens hat. Besonders an
der mir-1 ist, dass die Mature eine palindromische Sequenz hat. So findet man
die mir-1 oft auf beiden Strangen im Genom an der selben Position. In der
Mus musculus ist eine mir-1 Sequenz auf den antisense, die mmu-mir-1-2-as,
annotiert. Jedoch wurde sie experimentell nur in sehr viel geringerer Konzen-
tration gefunden als die mmu-mir-1-2. Diese liegt an der selben genomischen
Position jedoch auf dem andere Strang. Aus diesem Grund vermuten wir das
es sich bei der experimentell gefunden mmu-mir-1-2-as um ein Abbauprodukt
des Hairpin handelt. Deshalb und weil in keinem anderen Organismus eine
mir-1 auf den antisense Strang annotiert war, wurde sie im Alginment nicht
betrachtet.

3.1.2 Evolutionire Geschichte

Zu Beginn gab es einen Cluster der aus der mir-1a und der mir-133a bestand.
In den Protostomia blieb dieser Cluster auch so erhalten. Die Nematode ver-
loren aber die mir-133a. Ebenso verloren B. mori, A. gambiae, H. robusta
und A. california die mir-133a. A. california duplizierte das Cluster noch
einmal. Auch in den Echinodermata und Urochordata ist das urspiingliche
Cluster noch zu finden. Danach fanden 2 Duplikationen die zu 4 Kopien des
Clusters finden. P . marinus verlor alle der Kopien bis auf mir-133a-Ib und
mir-133b-1IB. In den Teleostei wurden die mir-la-IA und die mir-133a-IA
nochmals dupliziert. D. rerio verlor den soeben duplizierten Cluster wieder.
Die anderen Teleostei wurde die mir-1b-1IB und die mir-133b-I1IB. Wihrend
O. latipes die mir-1a-IA verlor, verloren die anderen die zweite Kopie der mir-
133a-IA. T. rubripes verlor zusétzlich noch die mir-1a-I1B. X. tropicalis und
G. gallus verloren keine der Kopien die bei den Genomduplikationen in den



Vertebraten entstanden sind. In den Mammalia ging die mir-1b-IIB und die
mir-133b-1IB verloren. Zusétzlich verloren P. troglodytes und R. norvegicus
die mir-1b-ITA und die mir-133b-1TA. B. taurus verlor die mir-133a-1B.
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Abbildung 4: Konservierung des mir-1 Clusters in Homo sapiens



3.2 mir-3 Cluster
3.2.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-3 Cluster besteht aus 5 Familien mir-3, mir-4, mir-5, mir-6 und
mir-286. Das Cluster wurde in Drosophila einmal und in Anopheles gambiae
zweimal gefunden. Wahrend in Drosophila alle Familien des Clusters vorhan-
den sind, sind in Anopheles gambiae nur mir-3 und mir-286 vorhanden. Die
Familie mir-6 gibt es in 3 Kopien, die auf dem Chromosom hinter einander
liegen. Die Familie mir-3 ist in 2 Kopien vorhanden, jedoch hat Anopheles
gambiae eine Kopie verloren.

3.2.2 Evolutionire Geschichte
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Abbildung 5: Ubersicht iiber die vermutliche evolutionire Entwicklung des
mir-3 Clusters

In den Arrthropoden war zunéchst ein Cluster vorhanden, welcher wahr-
scheinlich aus einer mir-286a und einer mir-309(mir-3 Familie) bestand. Die-
ser Cluster duplizierte sich in Anopheles gambiae, sodass dort nun ein Typ
I Cluster und ein Typ II Cluster auf 2 unterschiedlichen Chromosomen zu



finden sind. In Drosophila kam es zu einer inversen Duplikation. Der Clu-
ster besteht nach dieser aus mir-286a, mir-309, mir-3 und mir-286b in dieser
Reihenfolge. Danach entstanden mir-4, mir-5 und mir-6a. Danach duplizierte
sich die mir-6a zur mir-6b und schlieflich diemir-6b zur mir-6¢.
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Abbildung 6: Konservierung des mir-3 Clusters in Drosophila melanogaster
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3.3 mir-8 Cluster
3.3.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-8 Cluster besteht laut Namensgebung aus vier miRNA-Familien:
mir-8, mir-141, mir-200 und mir-429. Allerdings wurde entdeckt dass alle Fa-
milien von einander abstammen. Dabei fungiert die mir-8 als urspriingliche
microRNA und alle anderen sind im Laufe der Evolution daraus entstanden.
Man findet in allen Vertretern der Deuterostomia Spuren dieser Familien und
auch in den Protostomia kommen sie, wenn auch deutlich weniger, vor. Der
voerst fertige, Deuterostomia spezifische, Cluster enstand schon vor den bei-
den Genomduplikationen, wobei diese keinen Einfluss auf den Aufbau hatten.
Nach der Enstehung der Mammalia kam es dann zu einem genomweiten Um-
bau und zu grofien Neuordnungen im Genom sodass eine unvollstindige 2.
Kopie entstand.

3.3.2 Evolutionire Geschichte

Die Rekonstruktion der Evolutionsgeschichte gestaltete sich bei diesem Clu-
ster etwas schiwerig, da in relativ vielen Arten der basalen Deutorostomia
zunéchst keine bzw. nur sehr wenige miRNAs dieses Clusters gefunden wur-
den. Zahlreiche miRNAs wurden per Hand im Trace Archive der NCBI ge-
blastet, wobei diese Genome noch nicht vollstindig assembliert sind und es
somit noch sein kann, dass die dargestellten Cluster noch nicht der Wirklich-
keit entsprechen. Dennoch konnte man anhand des phylogenitischen Baumes
des Clusters sehr gut die Verwandschaftsbeziehungen der einzelnen microR-
NAs nachvollziehen. So ist deutlich zu erkennen dass die anzestrale RNA
eine mir-8 gewesen sein muss, die noch heute in den Protostomia in dieser
Form vorkommt. Ausgehend von dieser "Urform’ kam es nach Abspaltung der
Hemichordaten zu einer ersten Clusterduplikation an deren Ende ein Cluster
mit der mir-429 und mir-200a stand. Demenstprechend hat man in Orga-
nismen wie S.kowalevskii und S.purpuratus nur eine miRNA gefunden, diese
hatte sich allerdings schon ein wenig von der Urform entfernt. Die 2.Cluster-
duplikation, bei der sich die mir-429 duplizierte und die mir-200b entstand,
muss vor der Abspaltung der Urchordaten geschehen sein. Denn im Oiko-
pleura dioica und in der Gattung Ciona tauchen 3 verschiedene microRNAs
auf.

Durch die lange individuelle Entwicklung dieser und anderer frither Organis-
men ist es nicht verwunderlich dass die entdeckten Sequenzen vorallem im Be-
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reich des Loops und der Mature-star-Region deutliche genomische Verédnde-
rungen aufweisen. Des Weiteren gab es sogar in der Mature Region kleine
Mutationen, ohne aber an der Familie der RNA zweifeln zu kéonnen. Um
trotz dieser teils groflen Differenzen eine zuverléssliche Aussage iiber die Art
der jeweiligen miRNA treffen zu kénnen wurde noch ein Alignment der Ma-
turesequenzen angefertigt, da diese Bereiche ja einer starken Konservierung
unterlegen sind. Anhand dieses Baumes lie8 sich vorallem die frithe Evolu-
tionsgeschichte sehr gut rekonsturieren.So erkennt man aber auch deutlich,
dass die in der miRBase annotierten csa-mir-200a und cin-mir-200a in Wirk-
lichkeit der mir-200b zugeordnet werden muss. Die Sequenzen der frithen
Deuterostomia lielen sich alle einer bestimmten mir-Gruppe zuordnen, so-
dass man mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgehen kann dass
der Cluster den Grundaufbau, wie nach der 2.Clusterduplikation beschrie-
ben, hatte. Selbst die beiden in der Evolution folgenden Genomduplikationen
danderten am Cluster nichts, sodass davon ausgegangen werden muss, dass je-
weils die zusétzliche Kopie gleich wieder verloren ging. Dies wird durch die
gefundenen Sequenzen im Neunauge und im Hai bestétigt, die jeweils keine
Anzeichen eines Duplikats erkennen lassen. Die Teleost Fische durchliefen
noch eine spezifische Genomduplikation, sodass es nicht verwundert zumin-
dest im Danio rerio eine komplette Kopie zu finden. Alle anderen Teleostei
verloren demnach dieses Duplikat wieder. Die wirklich interessante Entwick-
lung geschah aber erst nach der Trennung der Theria von den Protheria und
den Saurpsida, denn in allen Gattungen der Theria taucht der Cluster mit ei-
ner unvolstindigen Kopie auf einem spereaten Chromosomen auf. Die ist ein
erstes Indiz dafiir dass diese Kopie ein Ergebniss eines Mammaliaspezifischen
genomweiten Rearrangements ist. D.h zu dieser Zeit fanden grofie Umlage-
rungen, Verschiebungen und Duplikationen im gesamten Genom statt, sodass
durchaus solch eine Entwicklung zu erklaeren ist. Beim Homo sapiens liegen
zumal beide Kopien in einer genomischen sehr aktiven Region. Der urspriing-
liche Cluster auf dem Chromosomen 1 liegt sehr nah an der Telomerregion,
sodass es durchaus sein kann dass sich Teile davon auch an andere Positionen
oder Chromosomen kopierten. Die 2.Kopie befindet sich auf Chromosomen
12, auch nah am Telomer und in der Néhe gibt es viele Bereiche die vermut-
lich von anderen Chromosomen kopiert wurden, was eventuell die Ursache
fiir das Entstehen dieses Dulikats ist. Es bleibt noch zu erwéhnen dass in
allen Primaten, bis auf den Menschen, die mir-200b verloren gegangen ist.
Die letzten Veranderungen des Clusters, nach Abspaltung der Protheria, be-
darfen einer genaueren Untersuchung, da iiber solche Ereignisse noch wenig
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bekannt ist.
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3.4 mir-23 Cluster
3.4.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-23 Cluster besteht aus den 3 Familien mir-23, mir-24 und mir-27,
welche scheinbar nicht miteinander verwandt sind. Das Cluster wurde nur in
Vertebraten aufgefunden und ist dort fast ausschliellich in mindestens zwei
Kopien vorhanden. In Teleost Fischen sind dabei bis zu 5 Kopien vorhan-
den, wobei eine Clusterkopie nur in Danio rerio zu finden ist. In Mammalia
sind fast in allen Organismen jeweils zwei Kopien vorhanden. Die fehlen-
den Cluster bzw. Familien sind nur bei experimentell gefundenen miRNAs
vorgekommen. Auflerdem wurde bei Gallus gallus nur ein Cluster gefunden.
Dies kénnte zum einen auf einen evolutionédren Verlust oder zum anderen auf
unzureichende genomische Information hindeuten.

3.4.2 Evolutionire Geschichte

Am Anfang der Entwicklung der Vertebraten ist ein mir-23 Cluster de no-
vo entstanden, welches sich hoéchstwahrscheinlich vor Petromyzon marinus
wéahrend einer Genomduplikation verdoppelt hat. Alternativ konnte Petro-
myzon marinus jedoch auch eine eigensténdige Genomduplikation gehabt
haben. Allerdings sind die in dessen Genom gefundenen mir-23 Cluster dhn-
lich zu den Clustern Typ a und Typ b, auch wenn bei dem zu Typ b dhnlichen
Cluster die Familie mir-24 nicht gefunden werden konnte und somit mogli-
cherweise verloren gegangen ist. Vor der Abzweigung der Knorpelfische gab
es dann eine weitere Genomduplikation, welche zu den vier verschiedenen
Cluster Typ a, b, ¢ und e fithrte, wobei Typ ¢ die Kopie von Typ a und Typ
e die Kopie von Typ b anhand des Verwandtschaftsbaum zu sein scheint.
Bei Callorhinchus mali ist sowohl das komplette Typ c-Cluster als auch die
Familien mir-24 sowie mir-27 des Typs e-Clusters verschwunden. Jedoch ist
hier auch méglich, dass die gefundene Typ e mir-23 nur eine nicht lokale
Duplikation der Typ b mir-23 Sequenz darstellt. Bei den Teleost Fischen
kam es zu einer zuséitzlichen Genomduplikation, wobei die Verdopplungen
des Typ a sowie des Typ ¢ in keinem verfiigbaren Knochenfischgenom iden-
tifiziert werden konnten. Die Kopie des Clusters Typ b ist nur im Danio
rerio vorhanden und die Kopie des Typ e Clusters befindet sich upstream
auf demselben Chromosom wie das Typ a Cluster jedoch mit einem Abstand
von durchschnittlich 1 Mb und ist auch bei nicht allen Fischen noch kom-
plett vorhanden. Das Auftreten des Typ b-II Clusters nur bei Danio rerio
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ist durch die lange individuelle evolutiondre Entwicklung des Zebrabéarbling
nicht ungewohnlich. Der komplette Verlust der Kopien von Typ a und Typ
¢ sowie der partielle Verlust des Typs e-II Clusters deutet daraufhin, dass
bei diesen Kopien keine Funktionsaufteilung erfolgte und somit die Kopien
nach einer Zeit wieder verschwanden. Bei Xenopus tropicalis ist sowohl das
Cluster Typ e als auch die Familie mir-24 des Clusters Typ ¢ nicht mehr vor-
handen. Aufgrund der Tatsache, dass sowohl das Cluster Typ ¢ als auch Typ
e nach dem Krallenfrosch nicht mehr aufgefunden werden konnte, handelt es
sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um Clusterverluste auf dem kompletten
evolutionédren Ast. Ob das Cluster Typ e vor oder nach dem Krallenfrosch ver-
loren ging oder ob nur Xenopus tropicalis dieses Cluster nicht mehr besitzt,
kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Mit zuséatzlichen genomischen
Daten von Amphibien konnten in Zukunft dazu noch verldsslichere Aussa-
gen getroffen werden. Mit Ausnahme von Gallus gallus konnte in allen gut
annotierten Amniota das Cluster Typ a und b komplett lokalisiert werden.
Vertreter bei denen das Cluster zunéchst nur experimentell bestimmt werden
konnte, wurden von der Betrachtung hier ausgeschlossen, da dies auf unvoll-
stdndige Genome hindeutet. Zusammenfassend wére somit zu bemerken, dass
fiir eine gesicherte evolutionidre Geschichte dieses Clusters die vorhandenen
Genome nicht ausreichen.
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Abbildung 8: Ubersicht iiber die vermutliche evolutionire Entwicklung des
mir-23 Clusters
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3.5 mir-58 Cluster

Der mir-58 Cluster besteht aus den beiden Familien mir-58 und mir-270. Die
letztere ist als 'nonfamilied’ gekennzeichnet, d.h. sie ist in noch keinen ande-
ren Organismen gefunden worden. Die bereits annotierten Sequenzen wurden
jeweils an ihrer assemblierten Position wiedergefunden. Des Weiteren ist es
nicht gelungen die mir-270 in einem anderen Organismus als in C.elegans zu
lokalisieren.

mir-58

chr — oy -

mir-270 mir-58

cel - chriv [N .

Abbildung 9: Aufbau des mir-58 Clusters

Eine Rekonstruktion der evolutionsspezifischen Geschichte ist nun relativ

trivial, da die mir-58 nur in Vertretern der Gattung Ceanorhabditis vorkom-
men, d.h. sie sind wahrscheinlich nach der Abspaltung der Strongyloidea
entstanden. Des Weiteren scheint es so, als sei die Entwicklung der mir-270
ein rein C.elegans spezifischer Vorgang gewesen, denn beim blast gegen die
weiteren Genome dieser Gattung, entstand beziiglich der mir-270 kein wei-
terer Hit. Um den gesamten Clusterautbau genauer abzukldren miisste man
die Sequenzen noch gegen verschiedene andere Nematodengenome im Trace
Archive blasten.
Jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um hochspezifische microR-
NAs handelt hoch, sodass man davon ausgehen kann dass diese Familie Cea-
norhabditis-spezifische Entwicklungsprozesse steuert. Allerdings wurde in der
Tarbase und Wormbase kein Hinweis auf eine bisher bekannte Aufagbe ge-
funden.
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3.6 mir-61 Cluster

Das mir-61 Cluster besteht aus den zwei Familien mir-61 und mir-250. Beide
wurden nur in mehreren Genomen von Caenorhaditis lokalisiert. Die Clu-
ster in Caenorhabditis elegans und Caenorhabditis briggsae sind bereits in
der mirBase annotiert gewesen und wurden mit Hilfe von Blast auch dort
wieder gefunden. Zusétzlich wurde das Cluster noch in Caenorhabditis bren-
neri (cbn), Caenorhabditis japonica (cja), Caenorhabditis novel (cno) sowie
in Caenorhabditis remanei (cre) lokalisiert. Allerdings konnte in Caenorhab-
ditis japonica nur die Familie mir-250 entdeckt werden. Diese Familie ist in
Caenorhabditis japonica hochstwahrscheinlich verloren gegangen, da sie sich
etwa 2000 nt vor dem Ende des Contigs befindet.

mir-61 mir-250
cbn

mir-61 mir-250 408
cbrchrV . N

mir-250 mir-61 429
celv I 0090909090

mir-250 440
ciaContig2o7z NN

mir-61 mir-250 289

ceContigh15 NN EEEEEEN 2=
415

Abbildung 10: Aufbau des mir-61 Clusters

Die Rekonstruktion der evolutioniren Geschichte ist in diesem Fall nicht
eindeutig moglich, da sich die Organismen alle in der gleichen Gruppe befin-
den. Man kann nur die Aussage treffen, dass die Genome von Caenorhabditis
brenneri und Caenorhabditis novel sehr nah verwandt sind. Die Reihenfolge
der Familien innerhalb des Clusters ist nicht aussagekriftig, da die Anno-
tierung des plus- bzw. des minus-Stranges willkiirlich erfolgt, solange keine
Referenzgene oder zirkuldre Erbmaterialien vorliegen. Eine Konservierung
iiber diese Gruppe hinweg konnte nicht entdeckt werden. Es handelt sich so-
mit um eine microRNA, welche hochstwahrscheinlich wurmspezifische Ent-
wicklungsprozesse steuert und deshalb in keiner anderen Organismengruppe
wiedergefunden werden konnte. Ein von der Tarbase genanntes Ziel ist z.B.
das Gen vav-1, welches auf die Translationshemmung des dazugehorigen Pro-
teins vav-1 einwirkt. In dem Paper von Norman et al. wird das Protein vav-1
als Rho/Rac-Family guanine nucleotide exchange factor funktionell einge-
ordnet [4]. Es soll dabei in Caenorhabditis elegans fir die Regulation von
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grundlegenden rhythmischen Verhaltensweisen verantwortlich sein.
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3.7 mir-90 Cluster
3.7.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-90 Cluster besteht aus drei miRNA-Familien: der mir-90, der mir-
80 und der mir-238. Alle drei Familien treten ausschliefflich in der Gattung
Caenorhabditis auf und der Clusteraufbau ist weitgehend iiber alle Arten
konserviert. Die vorher als 'nonfamilied’ gekennzeichnete mir-238 konnte in
allen fiinf lokal vorliegenden Genomen wiedergefunden werden. Des Weiteren
sind die einzelnen Familien untereinander nicht verwandt.

3.7.2 Evolutionire Geschichte

C.elegans
C.japonica
C.brenneri C.briggsae

C.remanei :

mir-90-1
mir-90-1
<> mir-238

O 1F

mir-80

Abbildung 11: Ubersicht iiber die vermutliche evolutionire Entwicklung des
mir-90 Clusters

Alle drei Familien sind Caenorhabditis spezifisch, da in den lokal vorhan-
denen Genomen und im Trace Archive kein Hinweis auf ein Vorkommen in
Organismen wie Haemonchus contortus und Ancyclostoma canium gefunden
wurde. D.h. alle drei miRNAs sind nach der Abspaltung der Strongyloidea
in etwa zur gleichen Zeit entstanden, wobei es nicht moeglich ist zu differen-
zieren welche der Familien sich zuerst entwickelt hat. Im Folgenden blieb der
Cluster in seiner Form erhalten, was darauf schlieflen lasst, dass alle miRNas
eine regulatorische Funktion ausiiben und somit von grofleren Mutationen
verschont geblieben sind. Uber die genaue Evolution des Clusters kann man
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nur spekulieren, da er nur in einer einzigen Gattung vorkommt und fast allen
Arten denselben Aufabu haben.

Auffallig ist lediglich die zusétzliche Kopie der mir-90 im Caenorhabditis
briggsae, die sich vor den anderen Familien des Clusters angelagert hat. Aus
dem Baum, welcher den gesamten Cluster zeigt, kann man vermuten dass
die mir-90-2 die urspriingliche microRNA ist, wohingegen die mir-90-1 aus
einer Tandemduplikation entstanden ist. Der grobe Aufbau des Clusters stellt
sich anhand der gewonnenen Genompositionen folgendermaflen dar: Am ups-
tream Ende des Clusters befindet sich die mir-90, an die sich downstream in
allen Arten eine relativ grofie Liicke von bis zu 14kb anschliet. Danach fol-
gen die mir-238, die trotz Thres 'nonfamilied” Status in allen Vertretern der
Gattung gefunden wurde, und die mir-80. Ein genauer Riickschluss der Evo-
lutionsgeschichte auf die jeweiligen Artspezifischen Abstéinde zwischen den
Familien ist leider nicht moglich, da C.japonica, C.brenneri und C.remanei
noch nicht vollstédndig sequenziert sind und somit nicht eindeutig geklaert
werden kann an welchen exakten Positionen die miRNAs letztendlich liegen.
Daher kann auch der zuvor geschilderte Aufbau des Clusters nur als Ver-
mutung im Hinblick auf die schon fertigen Genome betrachet werden. Die
Duplikation der mir-90 148t nun einigen Raum um die Evolution ein wenig
zu interpretieren. So ist es zum Beispiel moglich dass die Duplikation erst
nach dem Abzweig des C.briggsae stattfand, und sie somit ein individuelles
Ereignis war. Auf der anderen Seite kann es aber auch sein, dass die mir-90
schon vor der Abspaltung der einzelenen Arten als 2. Kopie vorlag, sie dann
aber in allen Vertretern bis auf C.briggsae verloren ging. Des Weiteren kann
man dariiber spekulieren ob die Duplikation upstream, d.h. vor den Cluster,
oder downstream, d.h. vor die 2.miRNA, stattfand. Nur kann leider niemand
die genaue Entwicklung mit Sicherheit beweisen noch die anderen wiederle-
gen.

Da alle im Cluster enthaltenden microRNAs ausschliellich in dieser einen
Gattung vorkommen, kann man vermuten dass sie ganz spezielle regulato-
rische Aufgaben ausfithren. Diese konnten aber mit der Tarbase und der
Wormbase nicht genauer spezifiziert werden.
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3.8 mir-96 Cluster
3.8.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-96 Cluster besteht aus den 3 Familien mir-96, mir-182 und mir-183,
welche scheinbar nicht verwandt sind. Das Cluster wurde nur in Deuterosto-
mia identifiziert, wobei es in Echinodermaten nicht gefunden wurde. In Ur-
chordaten wurde nur mir-183 entdeckt, in Branchiostoma floridae zuséatzlich
dazu noch die mir-96. Die dritte Familie, mir-182, konnte zuerst in Callorhin-
chus mili identifiziert werden. Alle weiteren untersuchten Vertebratengenome
bis auf Petromyzon marinus sowie die Sauropsida enthielten das komplette
mir-96 Cluster. Dabei konnte im Genom von Gallus gallus sowohl die mir-96
als auch die mir-182, in Anolis carolinensis die mir-96 und in Taeniopygia gut-
tata die mir-182 nicht lokalisiert werden. Schlussfolgerung sind durch die sehr
frithen Genomversionen daraus zunéchst nicht zu treffen, wobei ein teilwei-
ser oder kompletter Verlust der MicroRNAs mir-182 und mir-196 durchaus
moglich wére.

3.8.2 Evolutionire Geschichte

Bei der evolutiondren Geschichte sind zwei Varianten moglich. Zum einen
konnten das komplette Cluster schon bei der Abzweigung der Urchordaten
vorhanden gewesen sein und nur bei Ciona intestinalis bis auf eine Familie
verloren gegangen sein. Auflerdem hétte dann auch Branchiostoma floridae
eine Familie wihrend der eigenstdndigen evolutiondren Entwicklung verloren.
Zum anderen koénnte es sich bei den Familien mir-96 sowie mir-182 um de
novo Innovationen handeln, die vor der Abzweigung der Knorpelfische ent-
standen sind. Jedoch lésst sich aufgrund von fehlenden Informationen nicht
genau sagen, zu welchem Zeitpunkt die Familien entstanden sind, da zu we-
nig genomische Daten von basalen Chordaten vorhanden sind. Die aktuellen
Daten wiirden dafiir sprechen, dass die erste de novo Innovation vor den
Urchordaten, die zweite vor den Cephalochordaten und die dritte vor den
Vertebraten stattgefunden hat. Mit mehr genomischen Daten kénnten diese
Zeitpunkte in Zukunft noch prézisiert werden. Als gesichert hingegen ange-
nommen werden, dass die Vertebraten das komplette Cluster besitzen und
sich dieses Cluster bei der Teleost eigenen Genomduplikation dupliziert hat.
Allerdings ist in Danio rerio diese Clusterkopie im Laufe seiner individuellen
Entwicklung verloren gegangen.
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3.9 mir-181 Cluster
3.9.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-181 Cluster besteht aus nur einer Familie. Man findet ihn in min-
destens je 4 Kopien in den Teleostemi. In den Teleostei kam es zunéchst zu
einer Duplikation und danach zu Verlusten in den verschiedenen Arten. Auch
in den Mammalia kam es zu einer Duplikation.

3.9.2 Evolutionire Geschichte

Am Anfang gab es wahrscheinlich eine einzelne mir-181. Durch Genom-
Duplikation entstand daraus ein Cluster bestehend aus mir-181a und mir-
181b. Bei einer zweiten Genomduplikation entstand duplizierte sich der kom-
plette Cluster auf ein anderes Chromosom. Nach diesen beiden Duplikatio-
nen, welche noch vor der Abspaltung der Teleostei erfolgten, gab es mir-181a-
1 und mir-181b-1 auf einem Chromosom und auf einen anderen mir-181a-2
und mirl81b-2. Welches von den beiden die urspriingliche war, ist aus dem
Alignment nicht ersichtlich. In den Teleostei trat eine dritte Genomduplika-
tion auf, bei der sich das komplette Cluster nocheinaml duplizierte. D. rerio
duplizierte zuséatzlich nocheinmal die mir-181a-1 Typ II und die mir-181b-
1 Type II, verlor aber spéiter die duplizierte mir-181b-1 Type II. O. latipes
verlor 5 der 8 miRNAs: mir-181b-1 Typ I und Typ II, mir-181a-2 Typ I und
Typ II und die mir-181b-2 Type II. G.aculaeatus verlor nix und duplizier-
te auch nix. 7. rubripes und T. nigroviridis verloren mir-181a-1 Typ II und
mir-181b-2 Typ II. X. tropicalis und G. gallus behielten die vor den Teleoste:
vorhanden 4 miRNAs in diesem Cluster. In den Mammalia kam es zu einer
Duplikation der mir-181a-1 und mir-181b-1 zu mir-181c und mir-181d.
s
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3.10 mir-191 Cluster
3.10.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-191 Cluster besteht aus 2 Familien mir-191 und mir-425. Es ist in
allen Tetrapoda einmal zu finden. Das reveres Komplement der dre-mir-462
passt sehr gut zu der mir-191 Familie.

3.10.2 Evolutionire Geschichte

Q mir-191
- o0 O
M.dome;uca\/ Eutheria
—O0—13 O
O.anatinu\/
—o0—1F < a

X. tropicalis\/Mammalia

H

Atrapoda

Abbildung 15: Ubersicht iiber die vermutliche evolutionire Entwicklung des
mir-191 Clusters

Im Cluster lagen zunéchst die mir-191 und die mir-425 getrennt durch
mehrere tausend Basen getrennt nebeneinander. Dieser Abstand verkiirzte
sich immer weiter. So betréigt der Abstand im X. tropicalis rund 3500 Basen.
Im O. anatinus ist er auf rund 2700 Basen verkiirzt und im M. domestica
sogar auf 2600 Basen. Bei diesen 3 Tetrapoda beinhalten die Zwischenstiicke
repeat regions. In den Futheria sind zwischen 762 und 779 Basen zwischen
der mir-191 und der mir-425. Das Zwischenstiick beinhaltet keine annotierten
Bereiche.
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Abbildung 16: Konservierung des mir-191 Clusters in Homo sapiens
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3.11 mir-193 Cluster
3.11.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-193 Cluster besteht aus den zwei Familien mir-193 und mir-365,
welche scheinbar nicht miteinander verwandt sind. Das Cluster wurde nur
in den Vertebraten in zwei Clusterkopien ab Callorhinchus mili gefunden,
wobei dabei die Familie mir-193 nur einmal gefunden wurde. Bei den Teleost
Fischen hat Danio rerio drei Kopien, wohingegen die anderen Knochenfische
nur ein Cluster noch besitzen. Sowohl in Xenopus tropicalis als auch Anolis
carolinensis ist nur noch jeweils eine Kopie vorhanden. Bei Mammalia konn-
ten bei einzelnen Familien bestimmte miRNAs nicht lokalisiert werden und
bei Rattus norvegicus ist der komplette Typ a Cluster verschwunden.

3.11.2 Evolutionire Geschichte

Als Resultat der ersten zwei Clusterduplikationen konnten die zwei Cluster-
kopien Typ a und Typ b in den meisten Vertebraten wieder gefunden wer-
den. Dabei sind teilweise Cluster partiell oder komplett verloren gegangen.
Hauptséchlich bei partiellen Verlusten in Mammalia ist es wahrscheinlicher,
dass diese Verluste auf unvollsténdige Genome zuriickzufiihren sind. In den
Knochenfischen erfolgte eine weitere Clusterduplikation. Das Clusters Typ
a wurde dabei auf das gleiche Chromosom wie das Cluster Typ b kopiert
jedoch etwa 8 Mb upstream kopiert. Allerdings ist das urspriingliche Cluster
Typ a und b nur noch im Danio rerio vorhanden und die Kopie des Clusters
Typ b ist in allen Teleost Fischen verloren gegangen. Zu den nicht gefun-
denen Clusterkopien in Anolis carolinensis sowie in Xenopus tropicalis 1dsst
sich nicht mit Bestimmtheit sagen, ob es sich dabei um verlorene Cluster oder
noch nicht gefundene Cluster handelt. Jedoch ist durch die groflen Zeitraume
evolutiondrer Entwicklung durchaus denkbar, dass die vorhandenen Cluster
die Hauptaufgaben dieser miRNAs iibernommen haben und die jeweils ande-
ren sich dann unterschiedlich entwickelt haben. Dadurch konnte ihre miRNA
Funktionalitat vollstédndig verloren gegangen sein oder sich verdndert haben,
wodurch das Cluster dann nicht mehr durch Blast gefunden wird.
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Abbildung 17: Ubersicht iiber die vermutliche evolutionire Entwicklung des
mir-193 Clusters
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3.12 mir-221 Cluster
3.12.1 Ubersicht iiber das Cluster

Das mir-221 Cluster besteht nur aus der Familie mir-221, wobei diese sich in
die bereits in der miRBase annotierten Unterfamilien mir-221 und mir-222
aufspaltet. Bei einer der Genomduplikationen hat sich dabei die urspriing-
liche miRNA auf das gleiche Chromosom dupliziert, wodurch nun das Clu-
ster aus den zwei nebeneinanderliegenden Unterfamilien besteht. Das Cluster
konnte erst in den Vertebraten ab Callorhinchus mili gefunden werden und
ist dann in fast allen Vertebraten vorhanden. Die nicht entdeckte mir-221 in
Callorhinchus mili konnte auf einen evolutionédren Verlust wihrend der sepa-
raten Entwicklung der Knorpelfische hinweisen. Dies miisste jedoch noch mit
zusatzlichen genomischen Daten dieser Klasse verglichen werden, um diese
Vermutung zu untermauern. Die nicht gefundene mir-222 in Pan troglodytes
lasst sich hochstwahrscheinlich durch das unvollstédndige Genom erkléaren.

3.12.2 Evolutionire Geschichte

Waéhrend der Genomduplikationen kam es zu einer Tandemduplikation der
urspriinglichen miRNA Familie, welches das Cluster aud den Unterfamilien
mir-221 und mir-222 bildete. Die Teleost Fische haben durch ihre zusétzliche
Genomduplikation eine Kopie dieses Clusters, wobei in Oryzias latipes das
Type-1I Cluster und in Tetraodon nigroviridis das Type-II Cluster verschwun-
den ist. Da beide Cluster nach der Duplikation noch die selbe Funktion in der
Zelle erfiillen, ist dieser Verlust eines der Cluster nicht weiter ungewohnlich.
Ab Xenopus tropicalis konnten beide Clusterkopien aufler in Pan troglody-
tes in allen untersuchten Genomen vollstindig lokalisiert werden. Als Target
der MicroRNA 221 und 222 wurde das Gen Kit und die dadurch herun-
terregulierte Translation des Rezeptors Kit in der Tarbase annotiert. Diese
Translationshemmung hat laut dem Paper von Felli et al. eine Inhibition der
Erythropoese und des normalen Wachstums von Erythroleukédmiezellen zur
Folge [1], wobei das zweitere das Potential einer Krebstherapie mit Hilfe von
miR-221 und miR-222 bieten koénnte.
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Abbildung 18: Ubersicht iiber die vermutliche evolutionire Entwicklung des
mir-221 Clusters
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3.13 mir-232 Cluster

Der mir-232 Cluster ist kein Cluster im eigentlichen Sinne, da er nur aus einer
microRNA besteht.Allerdings bestand in der fritheren miRBase-Version ein
doppelter Eintrag fiir die mir-232, sodass man davon ausging es handele sich
um mehrere Familien. Da dieser Irrtum nun ausgerdaumt ist, hat man nur noch
eine einzelne miRNA-Familie. Die gegebenen Inputsequenzen wurden nur auf
den korrespondierenden Chromosomen wiedergefunden. D.h. die microRNA
ist Caenorhabditis spezifisch und kommt in keinen weiteren Organismen vor.
Beide Sequenzem sind schon in der miRBase annotiert.

mir-232
cbr IV I
300
mir-232
cel WV |
303

Abbildung 19: Aufbau des mir-232 Clusters

Eine Rekonstruktion der evolutionsspezifischen Geschichte ist nun relativ

trivial, da beide miRNAs nur im C.elegans und C.briggsae vorkommen, d.h.
sie sind wahrscheinlich nach der Abspaltung der Strongyloidea entstanden.
Um dies genauer abzukldren miisste man die Sequenzen noch gegen verschie-
dene Genome der Gattung Caenorhabditis bzw andere Nematoden blasten
(vorrangig im Trace Archive).
Jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um hochspezifische microR-
NAs handelt hoch, sodass man davon ausgehen kann dass diese Familie Cea-
norhabditis-spezifische Entwicklungsprozesse steuert. Allerdings wurde in der
Tarbase und Wormbase kein Hinweis auf eine bisher bekannte Aufagbe ge-
funden.
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3.14 mir-275 Cluster

3.14.1 Ubersicht iiber das Cluster

Der mir-275 Cluster besteht aus den Familien mir-275 und mir-305. Beide
wurden in verschiedenen Vertretern der Mandibulata wiedergefunden, wobei
jeweils nur ein Cluster pro Genom gefunden wurde. Es wurden alle in der
miRBase annotierten miRNAs gefunden; dariiber hinaus wurden die Sequen-
zen in den Arten Daphnia pulex und Tribolium castaneum als kompletter

Cluster entdeckt.

3.14.2 Evolutionire Geschichte

dpu

Mandibulata

ame

tca

bmo

aga

—— dme

Abbildung 20: Aufbau des mir-275 Clusters

Die Rekonstruktion der Evolutionsgeschichte ist relativ einfach, da das
gesamte Cluster hochst wahrscheinlich nach dem Entwicklung der Mandibu-
lata entstanden ist. Um dies genauer in Erfahrung zu bringen miisste noch
gegen Irodes scapularis geblastet werden, wobei dieses Genom noch nicht
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richtig assembliert ist und deswegen auch keine vollstaendige Auflésung brin-
gen kann. Der Versuch die Sequenzen in Nematoden beziehungsweise in Mol-
luscen oder Anneliden zu finden schlug fehl. D.h. es sind mit hoher Sicherheit
sehr spezifische microRNAs. Dies erkennt man auch am Clusterautbau und
dem Clusterbaum, denn die Sequenzen zeigen eine hohe Konservierung und
der Clusteraufbau ist iiber alle Vertreter der Mandibulata konsistent. Le-
diglich bei Daphnia pulex wurden beide miRNAs auf verschiedenen Contigs
gefunden, da aber das Genom noch nicht volsténdig ist, auf vielen einzelnen
Contigs verstreut liegt und bei allen anderen Arten ein einheitlicher Aufbau
zu erkennen ist liegt die Vermutung nahe, dass dies auch hier der Fall ist.
Einen Aufschluss iiber eine mogliche regulatorische Verwendung konnte die
Tarbase leider nicht liefern.
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4 Clusteraufteilung

Clustername | Verantwortlicher
mir-1 Lydia
mir-3 Lydia
mir-8 Sebastian

mir-23 Christian
mir-34 Axel
mir-58 Sebastian
mir-61 Christian
mir-90 Sebastian
mir-96 Christian
mir-130 Axel
mir-181 Lydia
mir-191 Lydia
mir-193 Christian
mir-221 Christian
mir-232 Sebastian
mir-249 Axel
mir-275 Sebastian
mir-302 Axel
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