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Next‐Genera2on Sequencing  



454 Life Sciences / Roche 
(FLX Titanium Series) 

1 million reads 
400 bp 

Solexa / Illumina 
(Genome Analyzer) 

40 million reads  
35 bp 

Applied Biosystems 
(SOLiD System) 

70 million reads  
35 bp 

Massively Parallel Sequencing technologies 



microRNAs 
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Data 



355,453 reads 

map reads to genome (segemehl) 

Cluster reads  

783,052 clusters 
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Clusters  
in repeat‐associated regions 

or 
overlapping with already annotated ncRNAs 

Interes-ng clusters 

26,904 

1,119 



Cluster 

Cluster 

Cluster Cluster 

>= 40nt 

< 39nt 



Bioinforma-cs pipeline 



hairpin structure 



Cluster  Flanking Flanking 
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RNAplfold (L=120; W=120)   &   Nussinov (longest unbranched hairpin) 
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dicer cleavage 



Friedländer 2008 



Schwarz 2006 



hairpin stability 
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Stable hairpin structure 

No stable hairpin 
P‐value: 4e‐7 



Workflow 
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New 
microRNA 
candidates 



RNAmicro 

Recall of known 
microRNAs (chrom1): 
 ~50% 

New candidates: 46 

tripletSVM 

Recall of known 
microRNAs (chrom1):  
~66% 

New candidates: 41 

inter 

intron 

exon 

splice‐site 

inter 

intron 
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splice‐site 



Example of novel microRNA 
candidate 



>chr1:66866690-66866810      Cluster4847
                                                                  TAGGACTCATATAGTGCCAGGTGT
                                                                  TAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                  TAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                  TAGGACTCATATAGTGCCAGGTG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGGTGT
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCC
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGGT
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCAGG
                                                                 ATAGGACTCATATAGTGCCA
                                AGACACTATACGAGTCATAT             ATAGGACTCATATAGTGCCAGG                               
CACTAGATGGAATCGAATTTCCCTAAAGGGCCAGACACTATACGAGTCATATAAGGGAAGGCATTATAGGACTCATATAGTGCCAGGTGTTTTGTGGGACACTATTCGATGGATCTCAGG
(.((((((...(((((((((((((((((.(((.(.(((((((.(((((.(((((.(.....).))))).))))).))))))).).))).))))).)))).)..)))))))..)))).)))



                                     AGACACTATACGAGTCATAT

         GGA                     G   A A       C     A     G  G
CACT-AGAT   ATCGAAT--T-TCCC-TAAAG GCC G CACTATA GAGTC TATAA G   A 
| || ||||   |||||||  | |||| ||||| ||| | ||||||| ||||| ||||| |   A
G-GACTCTA   TAGCTTATCACAGGGTGTTTT TGG C GTGATAT CTCAG ATATT C   G 
         G-G                     G   A C       A     G     A  G

                                TGTGGACCGTGATATACTCAGGAT
                                 GTGGACCGTGATATACTCAGGAT
                                  TGGACCGTGATATACTCAGGAT
                                  TGGACCGTGATATACTCAGGAT
                                    GACCGTGATATACTCAGGATA
                                  TGGACCGTGATATACTCAGGATA
                TGGACCGTGATATACTCAGGATA
                    GACCGTGATATACTCAGGATA
                   GGACCGTGATATACTCAGGATA
                   GGACCGTGATATACTCAGGATA     
                    TGTGGACCGTGATATACTCAGGATA
                    GACCGTGATATACTCAGGATA
                                  TGGACCGTGATATACTCAGGATA
                                 TGGACCGTGATATACTCAGGATA
                                   GGACCGTGATATACTCAGGATA
                                    GACCGTGATATACTCAGGATA
                                      CCGTGATATACTCAGGATA
                  TGGACCGTGATATACTCAGGATA
                  TGGACCGTGATATACTCAGGATA
                                   GGACCGTGATATACTCAGGATA
                                     ACCGTGATATACTCAGGATA
                                   GGACCGTGATATACTCAGGATA



microRNA detec2on: 
•  new machine learning approach 
•  new features   

ncRNA Classifica2on: 
•  using locaRNA to search for similar structures as tRNA, snRNA, etc. 
•  include preprocessed genome‐wide predic-ons for snoRNAs and  
  snRNAs, etc.  

Outlook 



New machine learning approach  
for Deep‐Sequencing data 

Features: 
‐ Structure 

‐ Energy 
‐ Loop 
‐ 5‘ and 3‘ Stems 
‐ Bulges 

‐ Posi-on of reads 
‐ Dicer cleavage (2nt overhang, valid products) 
‐ Distance to loop 
‐ Cluster size (shijed reads) 

‐ Hairpin stability 
‐  ....... 
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ncRNA Classifica2on: 
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  snRNAs, etc.  

Outlook 



Thanks To 

Uni Leipzig 

Peter F. Stadler 
Clara I. Bermudez Santana (clustering, known ncRNAs) 

Jana Hertel (microRNAs, RNAmicro) 
Steve Hoffmann (segemehl)   

TU Munich 

Mar-n Sturm (machine learning) 


