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Eine RNA-Menagerie

mRNA
tRNA
rRNA
snRNA
snoRNA
miRNA
XIST-RNA
piRNA
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RNA vs. DNA (1): 1 vs 2 Strange
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@ RNA: |.d.R. einzelstrangig, oft
Sekundarstrukturen durch

. intramolekulare
@ DNA: I.d.R. doppelstrangi
Bidquell: Wif:,g,ia 99 Wasserstoffbriicken
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RNA vs. DNA (2): Lange
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@ RNA: ~20 bis mehrere
tausend Nukleotide

Bildquelle: Wikipedia

@ DNA: Millionen von
Basenpaaren
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RNA vs. DNA (3): Biochemie

NH, NH2
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Adenosinmonophosphat (Wikipedia) Desoxyadenosinmonophosphat (Wikipedia)
@ RNA: Ribose @ DNA: 2-Desoxyribose

Die zusétzliche 2-Hydroxylgruppe macht die RNA weniger stabil als die

DNA, da sie leichter hydrolysiert werden kann
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RNA vs. DNA (4): Biochemie
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Uridinmonophosphat (Wikipedia) Desoxythymidinmonophosphat (Wikipedia)
@ RNA: Uracil @ DNA: Thymin

In der RNA ist nicht Thymin (T) sondern Uracil (U) zu Adenin (A)
komplementéar
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RNA vs. DNA (5): Biologische Rollen

DNA

» Tragerin der Erbinformation.

@ RNA

@ Im Gegensatz zur DNA spielt
die Struktur der RNA bei
deren Funktion eine
wesentliche Rolle

@ Katalyse wie bei Enzyme
@ Zahlreiche unterschiedliche

3D-Struktur aus mehreren
kirzeren Helices, dhnlich wie

Proteine

Funktionen ...

Peter N. Robinson (Charité)

cvm:H V)j ﬁ\* o [
e = e
i) S (A5 il
iyt % ﬁiff‘/% PGP
i ,525/ s D) e
1. € = i
. = S LN
LT = ) L1
\)\"\ — Nitragenous, ;/ '\V\" "
" Aﬁ Bas P h 4
rdonne [&] @ f iﬁ [ v
yd Base palr i
> < |
<\‘E/c§ ‘}\:}.‘\ S /V/gi_é’\‘ N\ﬁ/c\
LA = e e AL
S P 2 s
vresll [U ki = - ) T | hymine
= = e
i = (= 1
Mooty '( He, S M

= :
i = = I
»(“\,‘(G»D //74 /7,’\ NS0
RNA

H (/ /._&\/ L
replaces Thyriva i ANA
DNA
Nitrogenous e P Nitrogenous
Bases Ribonucleic acid Deoxyribonucleic acid Bases
Wikipedia
RNA 18. Dezember 2015 8/70



Outline

e mRNA, tRNA, rRNA, snRNA, snoRNA
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Eine RNA-Menagerie

@ Zahlreiche Klassen von RNA

@ Es folgt zunachst ein Uberblick ilber mRNA,tRNA,rRNA,snRNA,
die Sie bereits kennen (sollten)

MIRNA 23%

tRNA 10%

rRNA 7%
snRNA 25%

andere NcRNA 16%

() Verteilung von ca. 13,000 RNA Genen (Quelle Enser;rg’l?NA o
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mRNA

Peter N. Robinson (Charité)

Transport to cytoplasm for
protein synthesis (translation)

Cell membrane

Wikipedia commons
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MRBNA: SpleiBen Wikipedia
mMRNA-Splei3en
[ sen

DNA Dl

Intron 2 Intron Intron ) Intron
¢ (ThaTh (] < I

Exon Intron Exon Intron Exon Intron Exon Intron Exon
RNAW-||||||||n||||||||||||||||||||||
s B e o A

Struktur einer reifen mRNA

The structure of a typical human protein coding mRNA including the untransiated regions (UTRs)

d Coding sequence (CDS 3'UTR v
Cap SUTR| 9 (CDs) Stop tail
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tRNA

@ ~ 85 Nukleotide lang

@ Struktur etwa wie der
Buchstabe "L’

@ Drei-Nukleotid Anticodon auf
der Spitze des L bindet an
komplementares Codon in
mRNA

@ Der "Fu3” des L bindet an eine
der 20 Aminosauren

Anticodonarm: blau, Anticodon: schwarz (Wikipedia commons)
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rRNA

@ ribosomale RNA

@ zusammen mit den { }
ribosomalen Proteinen am J -
Aufbau und der ﬁ? o ety
enzymatischen Aktivitit des s Ve
Ribosoms und damit an der m‘“? 5 %E‘ %
Proteinsynthese beteiligt. gf . I

@ 60S Untereinheit (28S,6,8S,
5S rRNA) und 40S
Untereinheit (18S rRNA)

5’ Doméne der kleinen rRNA (Wikipedia commons)
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snRNA

Das SpleiBosom

@ small nuclear RNA Roles of snRNPs
H HH '. = Ul snRNP binds 5" splice site
° Immer mit SpeZIfISChen =@, * U2 snRNP binds to branch point
Protein assoziiert: small = U4/U6 snRHP. srRMNAS are base
, i ﬁ@ paired. US is catalytic
nuclear ribonucleoproteins B o coniusta i Splice
site
(Sn RN P) - forms tri-snRMNP complex with
U4/Ua

@ SpleiBen

@ Regulation von Assembly of the spliceosome

Transkriptionsfaktoren (7SK o
RNA) E'Spliczsi;z l uzsnRPZEISPhC”W

@ Aufrechterhaltung der

5 shRMP
Telomere & [ gumfuesnmp
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Outline

© RNA-Struktur
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Ebenen der RNA-Struktur

Primarstruktur: Die Nukleotidsequenz
» z.B. die Sequenz CUCUCGGUAAGCUUAGGUACCA

@ Sekundarstruktur: Paare von Nukleotiden, welche eine
Wasserstoffbriickenbildung miteinander eingehen

Hairpin- und Stemloop-Strukturen, Helixstrukturen sowohl
Einzelstrang- als Doppelstrangbereiche.
Tertiarstruktur (3D)

Quartéarstruktur (Beziehung zu anderen e
RNAs/Proteinen im Komplex)
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RNA-Sekundarstruktur

@ G-C: drei Wasserstofforiicken
@ A-U: zwei Wasserstoffbriicken

@ G-U: Eine Wasserstoffbriicke
("wobble pair” — Wackelpaar)

Peter N. Robinson (Charité)

KLEEBLATTSTRUKTUR DER tRNA

Amingsaura-Arm

C-Schleife
D-Schleife

zusatzl, Arm

Anticodon-
Schleife

5 anticodon 3

Wikipedia
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RNA-Sekundarstruktur

@ RNA-Sekundarstruktur: gSilug
haufige Motive wie Hairpin, 4 - ’
Helix, stem loop, bulge loop, IS N
interior loop, multiple loop E {

@ RNA-Strukturbestimmung { !‘;'_\
experimentell schwierig, daher f 7
ein wichtiges Thema fiir die A "'.ﬂ

Bioinformatik

Hairpin loop (Haarnadel)
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Strukturvorhersage durch Maximierung von

Basenpaarungen

@ Minimieren der freien Energie

@ Wasserstoffbriicken sind eine Schliisselkomponente der
RNA-Stabilitat

@ Viele Algorithmen versuchen daher, die Anzahl der
Wasserstoffbriicken zu maximieren

s
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FE,
tRNA-PHE:
Saccharomyces
- cerevisiae
T T T T T T T

0 5 10 15 20 E3 30
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S. cerevisiae tRNA-PHE: Energien alternativer Strukturen (Wikipedia)
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Strukturvorhersage durch Maximierung von
Basenpaarungen

Primary Proximity Constraint
Bilden Nukleotide i/ und j eine Wasserstoffbriicke, dann |i —j| > 3 J

Diese Bedingung ergibt sich aus der Tatsache, dass eine RNA-Kette
nicht ausreichend flexibel ist, damit sich eine Wasserstoffbriicke
zwischen eng benachbarten Nukleotiden bilden kénnte.
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Strukturvorhersage durch Maximierung von
Basenpaarungen

Nesting Constraint

Sind (i,j) und (p, q) zwei Wasserstofforiicken (Paare von Nukleotiden),
wobei i < p <j,danngilt g <j

Diese "Schachtelungsbedingung” verbietet Uberkreuzte
Wasserstoffbriicken, erlaubt dagegen geschachtelte
Wasserstoffbriicken. Uberkreuzte Wasserstoffbriicken, so genannte
Pseudoknoten, kommen relativ selten vor. Algorithmen, welche
Pseudoknoten zulassen, sind wesentlich weniger effizient als solche,
die sie verbieten.
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Strukturvorhersage durch Maximierung von
Basenpaarungen

@ Beispiel: UUGACAUCG

@ Ziel:die Sekundarstruktur mit der maximalen Anzahl an
Basenpaaren finden, wobei zwischen zwei paarenden Basen
mindestens eine Ungepaarte stehen soll

UUGACAUCG -
24+3=5

UUGACAUCG 1+3=4

UUGAC/?_I.JCG Nicht erlaubt

PUGACAUCG Nicht erlaubt

Peter N. Robinson (Charité) RNA 18. Dezember 2015
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RNA-Struktur: Klammern und Punkte

@ Wir kdnnen die RNA-Struktur als Strings mit balanzierten
Klammern und Punkten mit der entsprechenden Schachtelebene
(nesting level) darstellen

UUGACAUCG UUGACAUCG

(..) o) GGee))
011001110 011222210

UUGACAUCG _
I o [ 2+3=5

IljUGACAUC(|3 4324
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RNA-Struktur: Klammern und Punkte

@ Die Sekundarstruktur kann von der Sequenz und
Klammerndarstellung ermittelt werden

@ Beispiel
GGAAAAACC
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Ubung fiir zu Hause

@ die DNA-Sequenz fir das menschliche Mitochondriongenom
aufrufen (Accessionnummer: 17981852)

@ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.
fcgi?db=nuccore&id=17981852

@ in der FEATURES-Liste nach dem Gen flir tRNA-Phe suchen
(Position 579-649), die Sequenz firr dieses Gen im neuen Fenster
aufrufen

@ Display auf FASTA einstellen, die FASTA-formatierte Sequenz
kopieren

@ Die Sequenz mit dem mfold-Programm analysieren

@ http://frontend.bioinfo.rpi.edu/
applications/mfold/cgi-bin/rna-forml.cgi
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Ubung fiir zu Hause
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@ Wieviele Strukturen werden vorhergesagt? Worin unterscheiden

sie sich?
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Outline

@ RNA: Sekundarstruktur
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Bioinformatik der RNA-Faltung

@ Zahlreiche Algorithmen

@ Dynamic programming

@ Freie Energie

@ Hier stellen wir einen vereinfachten DP-Algorithmus vor (Nussinov)
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Bioinformatik der RNA-Faltung

@ Dominiert wird eine RNA Struktur von den Basenpaaren die sich
zwischen komplementéren Basen bilden.

@ Die meisten dieser Basenpaarungen sind Watson-Crick
Basenpaare.

@ “Palindrome” haufig

Stermn

mm [Halson-Crok pans
mm G pars

W Afsmaioh
Peter N. Robinson (Charité) RNA 18. Dezember 2015 30/70



Bioinformatik der RNA-Faltung

@ Eine vereinfachte Version des Nussinov-Algorithmus versucht, die
Anzahl der gepaarten Basen zu maximieren

@ Unser Score: +1 flr Basenpaar, 0 fir alles Andere
@ Wir betrachten eine RNA-Sequenz 1,2,...,n

S(i,j)| Max. Score fur die Subsequenz i,i+1,...,j.

@ S(i,j) kann rekursiv berechnet werden (Dynamic programming)
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RNA-Faltung: DP (1)

Sli+1,j=1)

e Falls i,j ein WC-Baasenpaar sind
S'(i,j))=1+8(i+1,j—1)
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RNA-Faltung: DP (2)

@ Falls i ungepaart bleibt

S2(i,j) = S(i+1,))

T

2. funpaired
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RNA-Faltung: DP (3)

@ Falls j ungepaart bleibt

Ss(i,j) = S(iaj_ 1)

I=1]

3. junpaired
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RNA-Faltung: DP (4)

@ Falls i, jeweils mit anderen Nukleotiden gepaart
sind, handelt es sich um eine Bifurkation, die
Struktur S(i,j) besteht dann aus den Strukturen
fir zwei Subsequenzen i,....kund k+1,...,j:

S*(i,j) = S(i,k)+ S(k+1,j
(7.j) = max S(i, k) + S(k+1.)

Peter N. Robinson (Charité) RNA
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RNA-Faltung: Dynamic programming

@ Falls i und j also ein Basenpaar bilden, wird dem Score ein Punkt
hinzugeflgt, ganz egal was die Struktur der Subsequenz
i+1,...,j—1ist

@ Daher missen wir den Score fir S(i+ 1,j— 1) nicht neu
berechnen

@ Ahnliche Argumente gelten fiir die anderen drei Mdglichkeiten

@ Der optimale Score S(i,j) ist daher lediglich das Maximum der
vier Optionen

1+8(i+1,j—1)

S(i+1,j)

8(171_1)

MaX;<k<; S(i,k)+ S(k+1,j)

S(i,j) = max
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RNA-Faltung: Dynamic programming

@ Realistischere Algorithmen betrachten Stems,

Haarnadelstrukturen, Bulges, innere Schleifen, auch

Pseudoknoten

Bulge Loop (right)

Multiple Loop

Bulge Loop (Ieft)

Grafik: Steffen P, Giegerich R (2005) BMC Bioinformatics 6:224.
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Initialization

NoOORWN

: s = newMatrix(n,n)
. fori<-2tondo

sli,i—1] <0

. end for
:fori<1tondo

s[i,i] <0

: end for

@ DP-Matrix initialisieren

@ Nur die Halfte der
Matrix wird verwendet

@ Wir analysieren die
Faltung der Sequence
GGGAAAUCC

Peter N. Robinson (Charité)
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Flllen der Matrix (1)

1: for s+ 2to ndo

2 i+ 0

3 forj < sto ndo

4: i i+1

5 s[i,j] + max(a, b, c,d)
6 end for

7: end for

@ Die For-Schleifen besuchen
sukzessive die Nebendiagonalen

@ Die DP-Rekursion priift vier
M@églichkeiten (a,b,c,d):

@) 8(i))+S(i+1.j-1)
e b) S(i+1,))
SN =maxs o) s(ij-1)
d) max,<k<js(/,k)+s(k+1,j)

Peter N. Robinson (Charité)

Go
Gs
Aq

As
U7
Cs
Co

Gy G2 Gz Ay As Ag U7 Cg Cg

0| ?
0|0
0
0
0
0
0|0
0|0
RNA 18. Dezember 2015

39/70



Fullen der Matrix (2)

1:
2:

3
4:
5:
6
7:

for s« 2tondo
i+<0
for j < stondo
< i+1
s[i,j] «+ max(a, b, c,d)
end for
end for

@ Die DP-Rekursion pruft
vier Méglichkeiten
(a,b,c,d)

a) 8(i,j)+S(i+1,j—1)
Co b) S(i+1.j)
SEDZI ) (1)
d)  maxj<k<jS(i,k) + S(k+1,j)

@ Option a) priift, ob eine Basenpaarung der Nukleotiden i und j gibt (8 (7, /)).

Gy
Go
G3
Aq
As
As
U7
Cs
Co

&Gg G3 A4 As Ag Uy Cg Cg

0] 2
00
0]0
| |o

o

o

@ Prife, ob die Basenpaarung i.j zusammen mit dem vorausgegangen Alignment in s[i41,j— 1] (in

blau) einen maximalen Score hat

@ §(2,1) ergibt 0, weil G2 und Gy nicht paaren kénnen.

© 5(ij)+sli+1.j—1]1=5(1,2) +s[2,1] =0+0=0.

Peter N. Robinson (Charité)

RNA
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Fullen der Matrix (3)

1: fors+2tondo

2 i+0

3 forj < sto ndo

4: i i+1

5 sli,j] < max(a, b, c,d)
6 end for

7: end for

@ Die DP-Rekursion prift
vier Méglichkeiten

(a,b,c,d)
a) 8(i))+S(i+1,j—1)
S b) S(i+1,))
S(i,j) = max o) S(ij—1)
d)  maxjck<; S(i, k) + S(k+1.))

Gy
Go
Gs
A4
As
Ag
U7
Cs
Co

ﬁGg G3 Ay As Ag U7 Cg Cg

0?2
'ofo
0
0
0
0
0]0
0]0

@ Option b) prift, ob das vorausgegangene Alignment s[i+ 1,j] (in blau) zusammen mit einem

ungepaarten Nukleotid i/ einen maximalen Score hat

@ sli+1,j]=s[2,2]=0.

Peter N. Robinson (Charité)
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Flllen der Matrix (4)

1: fors+2tondo

2 i+0

3 forj < sto ndo

4: i i+1

5 sli,j] < max(a, b, c,d)
6 end for

7: end for

@ Die DP-Rekursion prift
vier Méglichkeiten

(a,b,c,d)
a) 8(i))+S(i+1,j—1)
S b) S(i+1,))
S(i,j) = max o) S(ij—1)
d)  maxjck<; S(i, k) + S(k+1.))

Gy
Go
Gs
A4
As
Ag
U7
Cs
Co

Gy G2 Gz A4 As Ag Uy Cg Cg

0| ?
0|0
0
0
0
0
0|0
0|0

@ Option c) prift, ob das vorausgegangene Alignment s[i,j — 1] (in blau) zusammen mit einem

ungepaarten Nukleotid j einen maximalen Score hat

@ sli,j—1]=s[1,1]=0.

Peter N. Robinson (Charité)
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Fullen der Matrix (5)

1: fors+2tondo

2 i+0

3 forj < sto ndo

4. i i+1

5 sli,j] < max(a, b, c,d)
6 end for

7: end for

@ Die DP-Rekursion pruft
vier Méglichkeiten
(a,b,c,d)

8(ij)+S(i+1.j—1)

S(i+1,))

)
)
) S(i,j—1)
) maXick<j S(i. k) + S(k+1.j)

S(i,j) = max

a6 o

@ Option d) ist in diesem Schritt nicht mdglich, weil es bei i = 1,j = 2 keine Ganzzahl k gibt mit

i<k<j.

@ s[2,1] = max(a,b,c) =max(0,0,0) =0

Peter N. Robinson (Charité)
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Go
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As
Ag
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Fullen der Matrix (6)

; forf:_—gtondo Gy Go Gz As As Ag Uy Cg Cg
3 for j < sto ndo Gy |00
4: it 1 G2|0|0|0
5 sli,j] < max(a, b, ¢, d) Gs ojo|o0
6 end for
7: end for A4 01010
As 0(0|0
?

a) 8(i0)+S(+1j-1) As 010 |&

S(ij)=max{ ) SU+T]) U7 019
' ¢ s(ij-1) Cs 00
) maxjcke; S(i, k) + S(k+1.j) Co 00

@ Die folgenden Schritte sind &hnlich, bis wir Zelle (6,7) erreichen
@ 6(6,7) =1, weil As mit U; eine Basenpaarung bilden kann
@ Daher erreicht §(6,7) + s[7,6] den maximalen Score von 1
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Fullen der Matrix (7)

1: fors<2tondo

G1 G2 Gz Ay As Ag U7 Cg Cg

2: i+0
3 for j < sto ndo Gi|0|0]0
4. [ i+1 G.|o]olo]oO
5: s[i,j] + max(a, b, c,d) Gs olololo
6 end for —
7: end for A4 0/0j0]0
As 0|00} ?
&) )+ SU+1i-1) Ae ool [ |
St —maxd®) SO+1) Uz 0/0]0
B P Cs 0]00
) maxjcke; S(i,k) + S(k +1.j) Cy 5o

@ Zelle (6,7) bekommt den Wert 1 und wir fahren analog fort

@ Die néchste “interessante” Zelle ist (5,7)

@ Es gibt zwei Méglichkeiten, den maximalen Score fiir s[5,7] zu erreichen

Neue Basenpaarung As und U; und Score von s[6, 6] iibernehmen (Option a)

e das As ungepaart lassen und Score von Zelle s[6,7] tibernehmen (Option b)

@ Da s[i,j] nur den maximalen Score einer optimalen Struktur der Subsequence s;. ; speichert, ist es
in diesem Schritt unwesentlich, von welcher Option der besten Alignment-Score kam

Peter N. Robinson (Charité) RNA
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Fullen der Matrix (8)

1: for s+ 2tondo

2 i+~0

3 forj+ stondo

4: je—i+1

5 s[i,j] + max(a, b, c,d)
6 end for

7: end for

®

5(ij)+S(i+1,j—1)
S(i+1,j)

S(i,j—1)

maXi<k<j S(i, k) + S(k+1,j)

Lee

S(i,j) = max

Peter N. Robinson (Charité)

G1 G2 Gz Ay As Ag U7 Cg Cg

oloJofofofoO
oloflofofo]o]1
olojofofol1] 2] |
| [olofofof1]1
ojofof1[1]1
olo|1[1]1
olojo]o
olo]o
ofo

RNA

Hier sieht man die bis zur Zelle (3,8) befilite Matrix

Die Wahl fallt auf Option a und wir setzen s[3,8] = 2.

Option a: Paarung Az und Ug zusammen mit Score fiir beste Substruktur der Subsequenz s4_ 7 (1+1).
Option b: Base i (Ag) ungepaart zusammen mit Score fiir beste Substruktur der Subsequenz s4._ g (1).

Option c: Base j (Ug) ungepaart zusammen mit Score fiir beste Substruktur der Subsequenz s3__ 7 (1).

18. Dezember 2015

Option d: Summe der besten Scores der Subseugenzen s34 und ss._g (0+1) bzw. s3._ 5 und s g (0+1) oder s3_ g und s7__ g (0+0)
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Fullen der Matrix (9)

1: fors«<2tondo

2 i+0

3 forj+ stondo

4. [ i+1

5 s[i,j] + max(a, b, c,d)
6 end for

7: end for

8(ij)+8(i+1.j—1)
S(i+1.4)
S(ij—1)

a)
S(i,j) = max IC);
d)  maxj<k<jS(i,k) + S(k+1,j)

@ Wir fahren bis Zelle (2,9) fort

Gi Go Gz A4 As Ag Uy Cg&

0|jo0|0j0|O|O0| 1|2
ojo|jojo|0|O|1]|2]7
ojojojo|o0|12]2
0j|0|0(O|1T]1]1
0({0|0|1|1}1
0Oj(o|1]1]1
0(0|0]|O0

0j{0]|0

00

@ Der optimale Score wird durch eine Basenpaarung G, mit Cg zusammen mit Score fiir beste

Substruktur der Subsequenz s3_g (1+2) erreicht.

Peter N. Robinson (Charité)
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Fullen der Matrix (10)

;_: forf:ozto ndo Gy G Gs As As Ag Ur Cg Co
3 for j < sto ndo Gi|o|jO0|OfOfO|O|1T|2]?
4: i i+1 G-|0|0O|0O|0O|O|0O]|1]2]3
5 s[i,j] + max(a, b, c,d) Gs olololololil2]2
6 end for A ACICATAEEERE

7: end for 4
Asg 00|01 (1]1
As 0|01 ]1]1

a) 8(ij)+S(i+1,j—1)

S —max] ) SUF1) Uz 0(0|0]|0
’ c) S(i,j—1) . . Cs ololo
d)  maxjcx<; S(i,k) + S(k+1,j) Cg 010

@ Die letzte Zell (1,9) gibt den Score einer optimalen Struktur fir die ganze Sequenz s;_g an

@ Der optimale Score kann hier durch Option a oder b erreicht werden (Uberpriifen Sie!)

Peter N. Robinson (Charité) RNA
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Traceback

@ Der Traceback beginnt immer in der rechten
oberen Ecke der Matrix und verfolgt den Pfad
einer optimalen Struktur

G1 G2 G3 Ay As Ag U; Cg C
@ In diesem Fall ist der Traceback relativ G 01 02 03 04 05 06 17 28 9
einfach, weil keine verzweigte RNA-Strutkur 1 @
vorliegt G|0[0|0Oj0O|0[O|1|2]|D
@ Im einfachen Fall kann man beginnend mit Gs 0[{0|0j0|O]1 @ 2
Zelle (1, N) die Scores der drei umgebenden Ay 0l0|01|O @ 111
ZeIIenl(Ilnks, schrég links unten und L.Jnten) As 0lo0 @ 11111
vergleichen und so schlussfolgern, wie der A 0 R
Score in der aktuellen Zelle zustande 6 @
gekommen sein muss und so eine optimale U7 0/0/0]|0
Struktur finden. Cs 0[{0]|0
@ Oft (wie hier) sind viele Pfade mit demselben Cq 0|0

Score mdglich

@ Siehe das Durbin-Buch fiir Einzelheiten zum
allgemeinen Traceback-Algorithmus.

GGGAAAUCC
)
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Aufgabe

Bestimmen Sie nun eine optimale Sekundarstruktur fir die
RNA-Sequenz AACGCUUGA mit dem Nussinov-Algorithmus
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© miRNAs
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miRNAs

@ Wir werden uns in der verbleibenden Zeit mit micro-RNAs
(miRNAs) beschéaftigen

@ miRNAs sind 1993 in C. elegans entdeckt worden

@ Die groB3e Bedeutung von miRNAs in einer Reihe von biologischen
Prozessen auch bei Saugern ist wohl seit Anfang des
Jahrtausends nach und nach klar geworden, zahlreiche Aspekte
des miRNA-Metabolismus sind noch nicht geklart

@ Wichtiges Thema fir die Bioinformatik: Beitrag der miRNAs zur
Genregulation verstehen
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miRNAs

Sehr kurze RNA-Molekiile (~ 22 nt)
@ Antisense-Regulatoren anderer Gene

@ miRNAs entstehen aus Vorstufen mit ~ 70 nt, welche eine
umgekehrt komplimentére enthalten, die die Bildung einer
Haarnadelstruktur ermdglicht

@ Mindestens tausend miRNAs beim Menschen

@ eine miRNA reguliert i.d.R. bis zu ein paar hundert
proteinkodierende Gene

@ Grundsétzlich eine negative Regulation
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Biogenese der miRNAs (1)

@ miRNA-Vorstufen (pri-miRNAs,
primary microRNAs) werden als
unabhéngige miRNA-Gene
transkribiert oder stellen in anderen e
Fallen Abschnitte von Introns ) 2
proteinkodierender Gene dar o

Pri-miRMNA - §
@ eine pri-miRNA kann Sequenzen |
mehrerer miRNAs enthalten

NN N

(&),

@ pri-miRNAs falten als
Haarnadelstrukturen mit imperfekter
Basenpaarung

Peter N. Robinson (Charité) RNA 18. Dezember 2015
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Biogenese der miRNAs (2)

Pri-miRMNA

@ pri-miRNAs werden dann durch die
Endonuclease Drosha verarbeitet®

@ Das Ergebnis sind ~ 70 nt
Haarnadeln namens pra-miRNAs

| b
%%_\ L-.EIJZIZIEEE(J Pre-miRNA

*) Drosha bindet an das Produkt des DiGeorge syndrome critical region Gens 8 (DGCR8)
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Biogenese der miRNAs (3)

@ In einigen Fallen entstammen die Mirron
Pra-miRNA-Sequenzen E
herausgespleiBten Introns’ o

o Splcng

@ Mirtrons bendtigen daher

DI’OSha—DGCRg nicht mmm{g{d Pre-miRNA

1) Mirtrons kommen bei Caenorhabditis elegans, D. melanogaster und Saugetieren vor.

Peter N. Robinson (Charité) RNA 18. Dezember 2015
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Biogenese der miRNAs (4)

%% mmmmE:O Pre-miRNA
W\%xmﬂins
y )

N

@ pra-miRNAs werden durch Exportin-5
ins Zytoplasma transportiert

_ama

‘._IJ:I]DJ;\'SIO
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Biogenese der miRNAs (5)

@ Im Zytoplasma werden die
pra-miRNAs durch Dicer* gespalten

@ Das Ergebnis ist ein ~ 20 bp
miRNA-Duplex

*) Dicer bildet einen Komplex mit TAR RNA binding protein (TRBP).

Peter N. Robinson (Charité) RNA
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Biogenese der miRNAs (6)

@ Nach der Verarbeitung durch Dicer
werden die miRNAs eingeflgt in
einen Ribonukeloproteinkomplex
namens miRNA-induzierte
Silencing-Komplex (miRISCs)

@ Der Aufbau des miRISC ist an die
pra-miRNA-Verarbeitung gekoppelt

o Ein Strang des Duplex bildet die reife g O\

. . .___JEQE_ 4 4 ARAA
miRNA, der andere wird abgebaut ‘ = O

Translational repression or deadenylation

@ Die wichtigsten Proteinbestandteile
des miRISC sind Proteine der
Argonaut-Familie
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Biogenese der miRNAs (7)

@ Zusammengefasst...

Mucleus Cytoplasm
I 1 I 1
pri-miRNA pre-miRNA pre-miRNA
miR/miR* Mature
duplex miRMA
*x
Drosha E:q:lor!in 5 Dicer RISC
Pasha assembly
> (DGCRAE)
™G5 ppplS }G-J |—-—~ =—p AR LD
Current Biology
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Wie steuern miRNAs die Genexpression?

@ miRNAs steuern die Expression von jeweils bis zu einigen hundert
Genen posttranskriptionell

@ Verminderung der mRNA-Stabilitat
@ Verminderung der mRNA-Translation
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Wie steuern miRNAs die Genexpression?

@ Basenpaarung an die 3’-UTR der Ziel-mRNAs

Perfekte Basenpaarung in der Saatregion (Nukleotide 2—8 der
miRNA)

Die Saatregion initiiert die miRNA-mRNA-Assoziation

Fehlpaarung in der mittleren Region

(Imperfekte) Basenpaarung in der 3’-Region der miRNA
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Wie steuern miRNAs die Genexpression?

@ miRNA-Bindungsstellen sind in der 3’-UTR der Zie-mRNA
gelegen

@ Mehrfache Bindungsstellen sind in der Regel fir eine wirksame
Repression der Genexpression bendtigt

@ Synergistische Wirkung insbesondere von Bindungsstellen, die
nah beieinander gelegen sind (10-40 nt)
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Wie steuern miRNAs die Genexpression?

Deadenylation Proteolysis
(followed by decapping and degradatien) (degradation of nascent peptide)

miRNP binding
Initiation black Elongation block
(repressed cap recognition or 605 joining) (slowed elongation or ribosome ‘drop-off)

Filipowicz W et al. (2008) Nat Rev Genet. 9:102-14. Mature Reviews | Genetics « C*
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miRNAs vs. Transkriptionsfaktoren

Post-transcriptional control
microRMAs, alternative splicing,
alternative polyadenylation, RNA-
binding proteins, etc.

Transcriptional control

Transcription factors, chromatin state,
combinatorial control, co-factors,

alternative promoters, etc.

Mature Reviews | Genetics

Chen K, Rajewsky N. (2007) Nat Rev Genet. 8:93-103.
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Peter N. Robinson (Charité)

i
N)
yel
)

RNA



miRNA-Funktionen

miRNA-Gene stellen ca. 1-2% aller Gene bei Eukaryonten dar. Die
Funktionen der meisten miRNAs sind noch unbekannt.

@ Regulatoren des zeitlichen Ablaufs der Entwicklung der
Larvenstadien (lin-4, lin-7, C. elegans)

Links-rechts-Asymmetrie der Chemorezeptorexpression (Isy-6, C.
elegans)

Apoptose, Fettstoffwechsel (miR-14, D. melanogaster)

°
@ Hamatopoietische Differenzierung (miR-181a, Maus)
@ Spaltung von Hox-B8-Transkripten (miR-196, Maus)
°

Rolle bei Krebs, neurologischen Krankheiten,. . .,?
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mMiRNA vs. siRNA

/ };"’RNA SILENCING
f: s

@ (A) dsRNA von Transposons, (B) Viren (C) miRNAs werden von
Dicer prozessiert
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mMiRNA vs. siRNA

HOW RNAi SUPPRESSES GEMNES if 2 RNA strands are highly

g

_RNA :;m] 3 complimentary- RN
~ Silencing Complex Y is cleaved
RNA sroe :;md : RIse W leoved mRNA A
sl or mici - » 1 ROTEI|
is MADE

N _._Mf : . it 2 IA stoere e Bty / is
’ . mismatched - RISC -
3 mismatched sticks to % » =

RNAW mRNA M

—_—
@ siRNA/miRNA bilden den RNA-induzierten Silencing-Komplex
(RISC)

@ Ist die Bindung an die Ziel-mRNA (nahezu) perfekt, wird die
Ziel-mRNA gespalten (eher der Fall bei siRNA)

@ Ist die Bindung nicht perfekt, wird die mRNA destabilisiert bzw. die
Translation gehemmt (eher der Fall bei miRNA)

UNWIND
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PiIRNAs

Transposan
@ Piwi-Unterfamilie der ) | o Tenscrpt 1 -
Argonautenproteine @@ ﬁl
@ Ziel: Transposons, ° AAA
Retroelemente D@
@ Spaltung der Ziel-mRNA l e
erzeugt eine neue piRNA : )
@ Rolle vor allem im ~1
Keimgewebe, um neue =

Insertionen von Transposons

3'-end processing

zu verhindern pIRNA
—

(*) Chapman, Carrington, Nature Genetics Reviews 2007

Nature Reviews | Genetics
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zum Schluss

@ Email: peter.robinson@charite.de

weiterfiihrende Literatur

@ Filipowicz W, Bhattacharyya SN, Sonenberg N. (2008) Mechanisms of post-transcriptional
regulation by microRNAs: are the answers in sight?Nat Rev Genet. 9:102-14.

@ Eddy SR (2004) How do RNA folding algorithms work? Nature Biotech. 22:1457-1458

@ Durbin R, Eddy SR, Krogh A, Mitchison G (1998) Biological Sequence Analysis Probabilistic Models
of Proteins and Nucleic Acids. Cambridge University Press (Kapitel 10)
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