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Uberblick
e Sekundarstrukturen von RNA
e \Jorhersage von Sekundarstrukturen
e Anwendung auf Genome der Virenfamilie Flaviviridae
e Pseudoknoten
e Erweiterung des Algorithmus um Pseudoknoten vorherzusagen

e Anwendung auf RNA Beispiele die Pseudoknoten enthalten



RNA Sekundarstrukturen
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Sekundarstrukturen formen sich vor Tertiarstrukturen.

Eine Sekundarstruktur ist eine Liste von Basenpaaren, die folgende Bedin-
gungen erfullen:

e Eine Base darf hochstens an einem Basenpaar teilnehmen.

e Basenpaare diirfen sich nicht liberkreuzen, das heiBt, keine zwei Paare (i.j) und (k.l)

diirfen folgendermaBen angeordnet sein: ¢« < k < j <l (keine Pseudoknoten)



Darstellung von Sekundarstrukturen
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Der Effekt von Mutationen

Einzelmutation
- grosser Effekt in Struktur

/

original Struktur

Einige kompensatorische Mutationen
- gleiche Struktur



Was sagt uns das uber konservierte Strukturen?

e 10% Zufallsmutationen in der Sequenz fihren mit groBer Sicherheit zu

verschiedenen Strukturen.

e Gemeinsame Sekundarstrukturen in einer Gruppe von Seqguenzen mit
weniger als 95 % durchschnittlicher paarweiser Identitat sind sehr wahr-

scheinlich das Ergebnis einer stabilisierten Selektion.

e \Wenn Selektion Strukturelemente aufrechterhalt, dann mussen diese

eine Funktion haben.



Suche nach konservierten Sekundarstrukturen
e Multiples Sequenzalignment (ClustalWw)
e Ermittlung von Basenpaar-Wahrscheinlichkeits Matrix

e Verknupfung von Strukturvorhersage und Sequenzalignment zur Erstel-

lung einer Liste moglicher Kandidaten konservierter Strukturen

e Kompensatorische und inkonsistente Mutationen geben Auskunft, ob ei-

ne Struktur angenommen oder verworfen wird.

Free Software, C source code and fold servers available at
http://www.tbi.univie.ac.at/“ivo/RNA/



T hermodynamisches Falten: RNAfold

Vorhersage der Basenpaar Wahrscheinlichkeits Matrix basierend
auf McCaskills Algorithmus zur Bestimmung von Zustandsfunktionen

Thermodynamisches Gleichgewicht:
alternative niedrige Energiezustande

sind besetzt




Verbindung von Strukturvorhersage und Sequenz Alignment

SEQl GCCAGCAUGACCACGCCAACCCCUCCCUCUGACCCCCACUCCUGAULGECCY
SEQ2 AGUACGACCCACGCCACCCAUCCUUGUCCUCCAACUUGUCCUUCUCCUAA

| Alignment
e SEQL GCCAGCAWGA- CCACGCCAACCGOUCGEUGUGAGCCCCAGUCEUG GOU- -
[McCaskills Algorithmus | SE% -- ch'z!GACCCACGCCA- cCC ceﬂacqcc- M&agmaCaAA
3,40: UG
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Multiples Sequenzalignment
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Credibility Ranking
reiht Basenpaare nach:
* kompensatorischen Mutationen

* inkonsistenten Mutationen
* mittlerer Wahrscheinlichkeit
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konservierte Substrukturen




Genus

Hepatitis G Virus
Hepatitis C Virus
Pestivirus
Flavivirus

Familie Flaviviridae

Species

Dengue Virus

Jap. Enceph. Virus
Yellow Fever Virus
Tick-borne Enceph. Virus

homol.

39.8
87.1
74.9
85.4
95.6
91.7
69.8

Transl.
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Flavivirus: Genomorganisation
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Genomkarte von Flaviviren mit konservierten Strukturelementen



Konservierte Strukturen im Genus Flavivirus
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Hepatitis G Virus, Hepatitis C Virus und Pestivirus

HEPATITIS C VIRUS
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Pseudoknoten in tmRNA von E. coli
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tmRNA (Escherichia coli)
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Was sind Pseudoknoten?




kombinierte Paartafel

aliknot

Credibility Ranking
reiht Basenpaare nach
* kompensatorischen Mutationen

* inkonsistenten Mutationen
* mittlerer Wahrscheinlichkeit
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konservierte Substrukturen

Zwei Wege:

1. Zuerst ursprungliche Se-

kundarstruktur in erste Zeile
schreiben, dann andere Paare
nach ihrem Ranking in hohere
Zeilen fiillen (LD).

Zuerst alle moglichen Stacks
finden und bewerten, dann
ganze Stacks in Zeilen fullen,
wobei die erste Schicht wie-
der die wahrscheinlichste Se-
kundarstruktur enthalt (SD).



Ergebnisse von aliknot

tMmRNA verglichen zu

tMmRNA aus E. coli

N korrekte korrekte falsch positive korrekte
Basenpaare Stems Helices Pseudoknoten
SRP RNA 7 90.1% 6/6 0 1/1
RNase P RNA | 8 74.2% 16/18 3 1/2
tMRNA 38 78% 12/12 2 4/4
Vergleich mit anderen Algorithmen
Am Beispiel SRP RNA berechnet mit SD
korrekte korrekte falsch positive korrekte
Basenpaare Helices Helices Pseudoknoten
aliknot 86 % 8/8 0 1/1
hxmach 91.9% 8/8 0 1/1
ilm 86% 7/8 1 0/1
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Mutationen zur Uberprufung der vorhergesagten Struktur
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Strang Neudoerfl,
ein Tick-borne

Encephalitis Virus

Neudoerfl: U27495
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