Vorhersage der Sekundarstruktur
von Ribonukleinsaure (RNA)

Moglichkeiten und Limitierungen

Uwe Menzel, Januar 2009



RNA und Proteinsynthese

Transport to cytoplasm for
protein synthesis (ranslation)

Cell membrana



RNA als Tell des Ribosoms

Basen sind weiss
Zucker-Phosphat Backbone

Proteine



Funktionen der RNA

A Proteinsynthese (MRNA, tRNA)
A Teil des Ribosoms

A Spleissen von Introns

A Genregulation

A Immunsystem

A...



Struktur

A biologisches Polymer; Monomere = Nukleotide
A typisch ca. 103 Nukleotide

A Nukleotide bestehen aus einer Ribose (Zucker), einer
Phosphatgruppe und einer von 4 moglichen organischen
Basen

A 4 Basen: G, C, A, U
A einstrangig



Nukloetid

base
{here guanine)

Q{ -

? OH
phosphate Q= T—O
o)



Rihonucleic acid
RIMA

NH,
|

i
=

N

NH,

.-"'-. H"'Q:"N



Basenpaarung

Waston-Crick Paare



Waohhle-Basenpaare

Watson-Crick: A-U: C-G

Wobble: G-U

thermodynamische Stabilitat ist vergleichbar mit einem Watson-Crick Basenpaar



Faltung zur
Sekundarstruktur



Faltung der RNA
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Faltung der RNA




Sekundarstruktur der RNA

Sinel Hairpin
Ingie Internal A C
strands loop A




RNA-Sekundarstruktur

loop

interior

I =

hairpin loop
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bulge
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multi-loop
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Problemstellung

A Berechne Sekundarstruktur fhr eine gegebene
Primarstruktur (Nukleotidsequenz)
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1. Basenpaar-Maximierung

A Finde die Faltung, die eine
maximale Anzahl von

komplementaren SO
Basenpaarungen ergibt. R e T
A Anzahl der Basenpaare fhr Seskes M IR LY
eine bestimmte Konfiguration
sel S (0Scoreo)
TR S
A 1 Basenpaarung = 1 Punkt e e

S=32 (nur H,-Brhckenbindungen zahlen)



oOoBr-tbeceo ni chi

A RNA mit N Nukleotiden kann in & 1.8N mdgliche
Strukturen gefaltet werden (Zuker, 1984)

AN=100Y 120mdogliche Strukturen

ABerechne 10000 Struk¥ur
Jahre



Dynamic Programming (DP)

A Lésung eines Problems wird auf die
L°sung okl ei nerer o Te
zurhckgefhhrt (N=5 ¥ N=6 Y N=7 Y

A Rekursive Losung des Gesamtproblems

A DP ist in der Bioinformatik weit verbreitet
(Needleman-Wunsch, Smith-Waterman,
Viterbi)




Nussinov-Algorithmus

._ - - =
i i k-1 k
j bindet nicht j bindet i Bifurkation: j bindet k
SO, 1) =30, 1-1) S, ) =S(i+Lj-D+1 | SG.1)=max{sik-+sk i

Maximum bestimmen!!



Nussinov-Algorithmus

é S, j- 1) [j bindetnicht]
(G, j) = max S(i+1j-1)+1 [j bindet i
Lmax_.;[S( k- 1)+ S(k, j)] [j bindet K]

o homal  SitLi-D+l [j bindeti]
1) = )qlfma>g<k¢j[3(i,k'1)+S(k’j)] [j bindetk odergarnichi

(S(i+1,j—1)+1 [ifi bm

S(if) = max 4 e Ly (=i
S(5,j—1) K=

LI/IlaXi<k<]' S(Z,k) = & S(k = 1,])




Nussinov-Algorithmus

é S, j- 1) [j bindetnicht]
(G, j) = max S(i+1j-1)+1 [j bindet i
Lmax_.;[S( k- 1)+ S(k, j)] [j bindet K]

o homal  SitLi-D+l [j bindeti]
1) = )qlfma>§<k¢j[8(i,k'1)+S(k’j)] [j bindetk odergarnichi

A Die S(i,j) konnen nach diesem Schema
rekursiv berechnet werden

A Die S(i,j) konnen dazu praktischerweise in
einer Matrix angeordnet werden
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Matrixdarstellung fhr den Score
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Matrixdarstellung fhr den Score
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(1, ]) )ql MaX e [S(| k- 1)+ S(k, j)] [J bindetk odergarnlch]

1=3; |=7

&

S(3,7) = max
| MaXs 7

 C O 0O O >» C >

Fhllen der Matrix
Si+1j-D+1

S(4,6) +1
[S(3 k- 1) +S(k,7)] [7bindetk odergarnichi

J
C

[j bindeti]

[Base? bindetBase3]
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Fhllen der Matrix

S(3,7) = maxie
| MaXs 7

1=3; j=7

S;+S,

K

4
| 5 |s(3,4)+5(5,7)
| 6

-

S(3,6)+S(7,7)

S(4,6) +1 [j bindeti]
[S(3 k- 1) +S(k,7)] [j bindetk odergarnichi
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Matrixelemente, die zur Berechnung von
S(3,7) beitragen

& S(4,6) +1 [3bindet7]
S(3,7) =max L .
max,_.,[S@3 k- 1)+ Sk,7)] [jbindetk odergarnichi
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Traceback
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Voraussage

Erstes A mit letztem U
Zweites U mit vorletztem A
Drittes A mit vor-vorletzem U
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Maximaler Score: 5
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Nachtelle Basen-Maximierung

A Starke der Bindung zwischen den
Basenpaaren wird nicht beachtet
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2. Energie-Minimierung

A Jede Basenpaarung hat eine negative
Bindungsenergie

A Die Konfiguration mit der niedrigsten
Gesamtenergie wird gesucht

A diese Konfiguration ist am stabilsten im
thermodynamischen Gleichgewicht
(Boltzmann-Gleichung)



Tinoco-Uhlenbeck Postulat

I Annahme: Bindungsenergie eines jeden
Basenpaares ist unabhangig von allen

anderen Basenpaaren (und von Loop-
Strukturen)

I Folgerung: totale Bindungsenergie der RNA
Ist einfach die Summe der Bindungsenergien
der einzelnen Basenpaare



Hydrogen-Bond Modelle

Major Mathews
Bindung Bindungsenergie Bindung Bindungsenergie
GC -3 kcal/mol GC -3 kcal/mol
AU -2 kcal/mol AU -2 kcal/mol
GU -1 kcal/mol GU -2 kcal/mol
approximiert die relative Anzahl der

Starke der Bindungen

S, J) = mim"

S(i+1 j - 1)+ DG

Wasserstoff-Briicken

[j bindeti]

Min,,;[S(,k - 1) +S(k, j)] [j bindetk odergarnichi



Matrixdarstellung fhr Energie-Minimierung
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Voraussage

Erstes A mit letztem U
Zweites U mit vorletztem A
Drittes A mit vor-vorletzem U
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Totale Freie Energie: -12 kcal/mol



Nachteile der Major- und
Mathews Modelle

A jedes Basenpaar wird nur isoliert fur sich
betrachtetY Wi der spruch zu ex
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3. Individual Nearest Neighbor
Model

A Einfluss benachbarter Basenpaare auf die
Bindungsenergie wird berlcksichtigt =
Stackingo

A Nach diesem Modell berechnete Strukturen

stimmen besser mit experimentellen Daten
hberein



Energie-Zuordnung

A stabilisierenden Regionen (Helices) wird eine
negative Energie zugeordnet
i wird Ubergangen zwischen Basenpaaren zugeordnet
I Energie hangt (nur) vom benachbarten Basenpaar ab

I Stacking-Energien werden experimentell an kleinen
synthetischen RNAs ermittelt.

A destabilisierenden Regionen (Bulges, Loops,
usw.) wird eine positive Energie zugeordnet
I ebenfalls experimentell ermittelt




Stacking - Energien

Werte fiir freie Energien fiir helikale Strukturen (in kcal/mol bei
37°C):

A/U C/G G/C U/A G/U U/G
A/U -09 -18 -23 -11 -11 -08
C/G -17 29 -34 -23 21 -14
G/C -21 -20 -29 -1.8 -1.9 -12
U/A -09 -17 -21 -09 -10 -05
G/U -05 -12 -14 -08 -04 -0.2
Uu/G -1.0 -19 -21 -11 -15 -04

Tabelle: Daniela Nitsch; Universitat Ulm



Destabilisierende Energien von
Schleifen

Werte von freien Energien (in kcal/mol bei 37°C) fiir Schleifen,
abhangig von deren GroBe :

GroBe innere Schleife Ausbuchtung Haarnadel-Schleife

1 : 3.9

2 4.1 3.1

3 5.1 3.9 -
4 4.9 4.2 4.9
5 53 4.3 4.4
10 6.3 5.5 5.3
15 6.7 6.0 5.8
20 7.0 6.3 6.1
25 7.2 6.5 6.3
30 7.4 6.7 6.5

Tabelle: Daniela Nitsch, Universitat Ulm



Turner Lab

UNIVERSITY OF ROCHESTER
ment of Chemistry

(Updated 06/15

(A Windows version of the Zuker algorithm for predicting RNA secondary structure)

(Updated 06/15
(Updated 06/1

(Updated 06/1 )




Energieberechnung

4 nt loop +5. 94——-|AUU

. -----b» -1.1 terminal mismatch of hairpin
—p- -2.9 stack

—p -2.9 stack (special case of 1 nt bulge)

—- -1 .8 stack
—p- -().9 stack
—- - 1.8 stack
—- -2, ] stack
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Hairpin loop

Interior loop

Bulge loop

Interior loop

Bulge loop
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Programmierung des Stacking-
Modells

A dynamische Programmierung, wie oben

A aufgrund der Nachbar-Wirkung der Stacking-
Parameter mhssen zwei Matritzen gehalten
werden

A Zuker-Al gor it hmus (Zuker
Fold

&



Nachteile des INN - Modells

A nur die Struktur mit der absolut niedrigsten Energie wird
berechnet

A Oft gibt es mehrere Sekundarstrukturen mit nahezu
gleicher Energie

A RNA-switches (Flamm 2001)

A Algorithmus muss so abgewandelt werden, dass auch
Faltungen mit etwas hoherer Gesamtenergie gefunden
werden Y Suboptimale Strukturen Y Mfold (Zuker,
1989)



ZukerolsioMf ol d (

A Findet sub-optimale Losungen fhr Freie Energie

Wz’,j — min{W¢+1’j,
Wi i—1,
Vi

szlgj{Wz k+ Whg1;}

}

‘/73,3' == min{Hi,j,
S5
VBI; ;,
VM@"J'
¥

VBIli; = Z<rp<'?< iy + Vit

V M; ; = min W, W -
0 = 0. AWitie + Wetaj-1)



Programme

A Fold, Mfold
A Zuker & Stiegler (1981) Nuc. Acids Res. 9: 133-48

A Zuker (1989) Science 244:48-52
A http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cq;

A RNAfold

A Vienna RNA secondary structure server
A Hofacker (2003) Nuc. Acids Res. 31: 3429-31

A http://rna.tbi.univie.ac.at/

A RNAstructure

A Mathews Lab, Windows, free
A http://rna.urmc.rochester.edu/rnastructure.html



http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/
http://rna.urmc.rochester.edu/rnastructure.html

Mfold - Webserver
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Vienna RNA package

Vienna RNA VebServers

[Home|Help]
RNA stuff @ tbi.univie.ac.at

This server provides programs, web services, and databases, related to our work on RNA secondary structures. For general information and other offerings from our group
see the main TBI web server.

The Vienna RNA Servers:

RMAfold server predicts minimum free energy structures and base pair probabilities from single RNA or DNA seguences.

+ RNAalifold server predicts consensus secondary structures from an alignment of several related RNA or DNA sequences. You need to upload an alignment.
+ RNAinverse server allows you to design RNA sequences for any desired target secondary structure.
« RMAcofold server allows you to predict the secondary structure of a dimer.
« RMAup server allows you to predict the accessibility of a target region.
+ LocARMNA server generates structural alignments from a set of sequences. In collaboration with the Bioinformatics Group Freiburg.
« barriers server allows you to get insights into RMA folding kinetics.
« RMAZ server will assist you in detecting thermodynamically stable and evolutionarily conserved RNA secondary structures in multiple sequence alignments.
« Structure conservation analysis server will assist you in detecting evolutionarily conserved RNA secondary structures in multiple sequence alignments.
+ RNAstrand server allows you to predict the reading direction of evolutionarily conserved RNA secondary structures.
« RMAXS server assists you in siRNA design.
Downloads

Get the Source code for:

« the Vienna RNA Package, our basic RNA secondary structure analysis software.
« The ALIDOT package for finding conserved structure motifs (add-on)
« The barriers program for analysis of RNA folding landscapes.

Databases

+ Atlas of conserved Viral RNA Structures found by ALIDOT

Institute for Theoretical Chemistry | University of Vienna | rna@tbi.univie.ac.at



University of Rochester Medical Center

Mathews Lab

RNAstructure, Version 4.6

updated 5/6/2008

RNAstructure 15 a Windows program for the prediction and analysis of
RNA secondary structure. It works with Windows ME, Windows NT 4,
Windows 2000, Windows XP, and Windows Vista. (Note that with
Windows Vista, vou will need to mstall the older Windows help reader
by following the mstructions provided by Microsoft to use the online
help. We are working to change this.) Version 4.6 mcludes a secondary
structure prediction algorithm, a sequence editor, an mtegrated drawing
tool, the OhigoWalk program, OligoScreen, Dynalign, and a partition
function calculator. RNAstructure uses the most current thermodynamic
parameters from the Turner lab.

New for version 4.6 are stochastic sampling of secondary structures and
the ability to constrain the prediction of the lowest free energy structure
with SHAPE data.

We ask you to register before downloading so that we may occasionally
notify you of significant updates. RNAstructure 1s free of charge.

Register to Download




4. Vergleichende Sequenzanalyse

AdbGol d standar do

A Konservierte Doméanen sind Kandidaten
far Helices (Stems)

A z. B. Dynalign



Kovariation

Anticodon loop

Ein CG/GC i Paar in der
Kleeblatt-Struktur ist an der
Bildung eines Stems
beteiligt



Nich

Anticodon loop

Mutation in nur einer Base
verklrzt oder zerstort den
Stem



