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1 ncRNA’s - ein Uberblick

ncRNA sind kleine RNA-Molekiile, die von der DNA transkribiert wurden, aber anschlieffend
nicht in ein Protein iibersetzt werden, d.h. sie erfiillen ihre zelluldren Aufgaben in RNA-form.
Non coding RNA Molekiile kommen in den verschiedensten Organismen vor und erlebten in
der Evolution eine weitgehende Konservierung, sodass sie heute vielfiltigste enzymatische und
regulatorische Aufgaben im zelluldren Stoffwechsel {ibernehmen:

miRNA micro RNA sind einzelstringige RNA Molekiil von ca 21-23 Nukleotiden Lénge. Sie
erkennen eine bestimte Ziel-mRNA, d.h. sie sind komplementéir zu einer Teilsequenz,
und regulieren deren Genexpression.

snoRNA small nucleolar RNAs sind Molekiile, die chemische Modifikationen an rRNA’s (z.B.
Methylierung oder Pseudouridylierung) katalysieren.



2 EINFUHRUNG IN DIE STRUKTURVORHERSAGE

siRNA small interfering RNAs sind ca. 20 - 25 bp lange doppelstringige RNA Molekiile, die
vorallem im RNA interference pathway eine tragende Rolle spielen. Dabei sind sie Teil
eines Proteinkomplexes (RISC), der z.B. virale RNA oder bestimmte mRNA erkennt.
Anschlieftend werden diese Targets zerschnitten und somit unbrauchbar gemacht.

Diese Liste ist nur ein Auszug aus den vielfiltigsten Funktionen, die ncRNAs iibernehmen.
Aber viele der Mechanismen sind noch nicht erforscht, da das Gebiet der ncRNAs ein sehr neues
ist. So fallt es z.B. auch viel schwerer ncRNAs im Genom zu identifizieren als proteinkodierende
Gene. Dies ist dadurch begriindet, dass man fiir proteinkodierende Gene die Positionen im
Genom durch Promoter, Enhancer, Silencer und andere bekannte Bindungsmotive sehr gut
identifizieren kann. All diese bestimmten Sequenzen sind fiir ncRNA Molekiile noch nicht
bekannt, vielleicht gibt es sie auch gar nicht in dieser Form.

Es gibt aber auch bestimmte Charakteristika fiir ncRNAs. Man kann z.B. davon ausge-
hen, dass die vielen Funktionen der ncRNAs durch die Sekundirstruktur begiinstigt bzw. erst
ermoglicht werden. In diesemn Punkt unterscheiden sie sich nicht von proteinbasierenden Ka-
talysatoren. Daher ist es auch von grofem Interesse, die Sekundérstruktur der einzelnen RNA
Molekiile zu kennen, um somit ihre Funktionen und die ganze Komplexitdt zu verstehen.

2 Einfiihrung in die Strukturvorhersage

Die Vorhersage von Sekundarstrukturen ist ein breites Feld , bei dem es viele mégliche Ansétze
gibt. Einige werden nun néher beschrieben.

2.1 Minimal Free Energy (MFE)

Der Basis-Algorithmus wurde von Nussinov vorgeschlagen und er versuchte einfach diejenige
Struktur zu finden, welche die maximale Anzahl von Basenpaaren enthielt. Heutige Imple-
mentationen nutzen aber fiir die Berechnung der Minimal Freien Energie viele Faktoren, wie
zum Beispiel stem energy (Lange des Stammes und die Art der Wasserstoffbriicken zwischen
den Basenpaaren), Temperatur, Grifle von Loops usw. Dies macht die Berechnung natiirlich
deutlich schwieriger. Trotz dieser vielen Beriicksichtigungen bei der Berechnung der Struktur
ist die gefundene, sprich die mit der geringsten freien Energie hdufig nicht die korrekte. Pro-
gramme sind: mfold, RNAfold; RNAsubopt liefert als Output eine Liste von Strukturen, die
nach ihrem MFE aufsteigend sortiert werden.

2.2 comparative prediction

Die eben beschriebenen Schwierigkeiten und auch Ungenauigkeiten fiihrten zu der Idee, dass
eine bessere Genauigkeit dadurch erzielt werden kann, indem man mehrere &hnliche Sequenzen
analysiert. Es ist bekannt, dass die Sekundirstrukturen in den einzelnen ncRNA-Familien
stérker konserviert sind als deren Sequenz. Ein weiterer Vorteil besteht in der Moglichkeit eines
solchen Vorgehens neue ncRNA Molekiile zu finden, da sich vielleicht neue Molekiile von dem
anfinglichen Set an RNAs strukturell doch deutlich unterscheiden. Es gibt einige Programme,
die eine einheitlich Struktur bestimmen wenn man ihnen als Input ein Sequenzaligment liefert:
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3 RNACAST - RNA CONSENSUS ABSTRACT SHAPES TECHNIQUE

RNAalifold. Andere Programme, z.B. RNAforester, berechnen globale Strukturalignments,
wobei man dafiir aber die Struktur der Sequenzen kennen muss.

2.3 Sankoff-Ansatz

Sankoff entwickelte als Erster einen dynamic programming algorithm fiir das zeitgleiche alignie-
ren und falten von mehreren RNA Sequenzen. Dabei beachtet der urspriingliche Algorithmus
alle moglichen Faltungen und alle méglichen Alignments fiir die gegebenen Sequenzen. Dadurch
ist er relativ langsam und speicheraufwiindig. Fiir 2 Sequenzen bewegt man sich in O(n9) fiir
die Laufzeit und in O(n?) fiir den Speicheraufwand, wobei n die Sequenzlinge beschreibt. Fiir
mehr Sequenzen steigt der Aufwand exponentiell mit der Anzahl der Sequenzen. Es gibt eine
Fiille von Programmen die diesen Ansatz verfolgen und dabei versuchen die Ressourcen zu
schonen: Stemloc arbeitet dafiir mit einer stochastic context free grammar und besitzt Vor-
ldufe um jede Sequenz einzeln zu falten bzw. paarweise zu alignieren. Andere Vertreter sind
Pmcomp, Dynalign (allerdings nur fiir 2 Sequenzen)

3 RNAcast - RNA consensus abstract shapes technique

RNAcast beschreibt einen Ansatz, der lediglich versucht die optimale Sekundérstrukturen
fiir eine Inputmenge von Sequenzen zu finden, wobei die Sequenzen nicht aligniert werden.
Vielmehr wird einfach versucht eine consensus structure zwischen den einzelnen Sequenzen,
bzw. deren Strukturen zu finden, die fiir jede einzelne Sequenz eine suboptimale, aber fiir die
Gesamtheit die optimale Lésung darstellt.

shape: Familie von Sekundérstrukturen die einen gemeinsamen Grundaufbau besitzen, d.h.
dhnliches Muster und &hnliche Anordnungen von Helices.

3.1 RNA shape analysis

RNAcast arbeitet mit dem Programm RNAshapes, welches zu einer gegebenen Sequenz ver-
schiedene Faltungen und shapes berechnet. Im Folgenden werden die Grundlagen zur Analyse
von Faltungen und shapes erldutert.

Faltungsraum: jede Sequenz s besitzt einen Faltungsraum F(s), der alle akzeptablen sub-
optimalen Strukturen enthélt. Diese Faltungen werden durch das RNAshape Programm
ermittelt. Zu jeder Faltung x € F(s) kann die freie Energie E(z) berechnet werden.

minimal free energy: mfe(s) ist diejenige Struktur = € F(s), fiir die F(z) minimal ist

Darstellung: S ist eine string-like domain von Strukturen; P eine string-like domain fiir sha-
pes. Dies bedeutet, dass sowohl Strukturen als auch shapes in String Notation geschrieben
und verarbeitet werden.

Mapping: =« ist eine Mappingfunktion von S nach P.
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3 RNACAST - RNA CONSENSUS ABSTRACT SHAPES TECHNIQUE

as()=¢ os()=z¢

m5(.8) = ms(s) gs(.5) = os(s)

ns(s.) = 7s(s) 0s(s5.) = 05(5)

75((s)) = [e5(s)] 05((s)) = gs(s)

ms5((s)s”) = [o5(5)Ims(s")  @5((5)s") = ms((s)s")

m()=¢ 03((s)) = g3(s)

m3(.8) = m3(s) @3(s5) = m3(s) In all other cases

m3(s.) = m3(s)
73((s)) = [o3(s)]
m3((s)s") = [o3(s5)]m3(s")

Tabelle 1: Definitionen der Mappingfunktionen fiir die Abstraktionsniveaus 3 und 5

shapes: Die Menge aller shapes zu einer Sequenz s wird definiert durch:

P(s) = {m(z) |z € F(s) }
shape-cluster: Eine Klasse aller p-shaped-Strukturen ist beschrieben durch:
F(s|p) ={z|lzeF(s), n(z) =p}

shrep: Ein shrep p ist diejenige Struktur eines shapes p mit der kleinsten freien Energie

Das Programm RNAshapes arbeitet nun so, dass es fiir eine Input-Sequenz s und einen
vorher definierten Energiebereich R alle shapes und deren jeweilige shreps in einer geordneten
Liste berechnet. Der Output sieht folgendermafen aus: [(p1, p1), ..., (pr, Px ) ]. Da die
Liste nach minimaler freier Energie geordnet ist, befindet sich an erster Stelle der shape pq,
der die Struktur mit dem kleinsten Energieniveau enthélt, also den mfe(s).

Die Verwendung von shapes hat verschiedene Vorteile. Zum Einen ist der Ansatz nicht
heuristisch sondern mathematisch wohl definiert und gibt einen guten Uberblick iiber den Fal-
tungsraum (innerhalb einer Energieschranke R), wodurch eine Reduzierung der zu betrach-
tenden Strukuren auf alle shreps ermoglicht wird. Zum Anderen ist dies auch ein generischer
Ansatz, da es durch die Mappingfunktion mehrere Moglichkeiten gibt eine Struktur auf ein
shape abzubilden, je nach gewiinschtem Abstraktionsniveau.

Tabelle 1 beschreibt die Mappingfunktion, die einen Struktur-String (in dot-bracket Schreib-
weise) in einen String iiberfithrt, der einen shape charakterisiert. Abgebildet sind allerdings
nur Level 3 und Level 5, wobei die Abstraktionsniveaus von 1 bis 5 reichen. Mit steigendem
Niveau schwindet der Einfluss den Loops, Bulges oder Helix-Unterbrechungen auf den shape
haben. D.h. Level 5 verzichtet ganz auf diese Einfliisse.

So wird z.B. die Struktur > (((...(C..((C...))))).((...))..)))? im hochsten Abstrakti-
onsniveau auf den shape ’[[1[]1]° gemappt, wohingegen der shape des 3.Levels so aussieht:

>[L011 070,

3.2 consensus shape prediction

Nun kann man anfangen einen vergleichenden Algorithmus zu entwickeln, der mittels shape
prediction versucht die natiirlichen Strukturen der Eingabesequenzen zu berechnen. Bevor der
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3 RNACAST - RNA CONSENSUS ABSTRACT SHAPES TECHNIQUE

Shape: [[[11[1[1] Score: -223.50
CCUUUGCAGGCAGCGGARAUCCCCACCUGGUAACAGGUGCCUCUGCGGCCAAARAGCCACGUGUAUAAGAUACACCUGCARAGG

COOOCOO000aa 00l Cannnns COCCCCaeead )20 (e s IIbee (00 Cennns 11130000000 )) (-34.10) R = 2
CCUUUGCAGGCAGCGGAAUCCCCCACCUGGUGACAGGUGCCUCUGCGGCCGARAGCCACGUGUGUAAGACACACCUGCARAGE

COOOCOO000aa 00l Cannnns COCCCCaeead )20 (e s IIbee (00 Cennns 11130000000 )) (-39.10) R = 2
GCACGCRAGCCGCGGGARCUCCCCCUUGGUARCAAGGACCCGCGGGGCCGARAGCCACGUUCUCUGAACCUUGCGUGU

COCOOOOOOOEEOEilansenns COCCCaaed 2D e wees DI ee CCCCaeD)22))) 000D (-34.10) R = 2
GCAUGAUGGCUGUGGGARCUCCCCCUUGGUARCAAGGACCCACGGGGCCARRAGCCACGUCCUCACGGACCCAUCAUGT

COOCOOOOOEEEiiileneenns COCCCaaad D))= e e ees DI e C0CCaeaa)))YINNI0D) (-34.70) R = 3
GCAUGACGGCCGUGGGARCUCCUCCUUGGUARCAAGGACCCACGGGGCCARRAGCCACGCCCACACGGGCCCGUCAUGU

COOOOOOOOEEEEi(lea s COCCCCaaad )N e e ees DI e COCCaaaa)))NNNN0D) (-41.90) R = 1
GCAUGUUGGCCGUGGGAACACCUCCUUGGUARCARAGGACCCACGGGGCCGARAGCCAUGUCCUARCGGACCCAACAUGU

COCCOCOOOOEEEO0Cennens COCCCCaew eI D00 e e s 1)) e CCCCaee=))) )00 000)) (-39.60) R =1

Abbildung 1: Output von RNAcast

Algorithmus beschrieben wird, miissen allerdings noch 2 Definitionen eingefiihrt werden.
Fiir ein Set von Sequenzen {si,...,s;} und deren shape spaces P(s1), ..., P(sk) gilt :

k
DEFINITION 1: p ist common shape & p € () P(s;)
i=1
DEFINITION 2: consensus shape fiir Sequenzen {s; ...sg} ist derjenige common shape p mit
minimalem rank (p;...pg). Wobei der rank {iber eine Scorefunktion berechnet wird,
welche im 3. Schritt des Algorithmus néher erldutert wird.

Der folgende Algorithmus gliedert sich in 3 Teile:

stepl Der Input wird durch eine Menge von Sequenzen {si,..., s} und einer Energieschran-
ke R beschrieben. Zu jeder einzelnen Sequenz wird das Tool RNAshapes aufgerufen,
welches die zugehorigen shapes und shreps berechnet.

step2 Aus allen resultierenden shapes werden nun alle common shapes bestimmt, sodass eine
Liste mit der Form [ (p1, [P, ..., DL 1), .o, (o1, [BY, ..., DL ])] ensteht. Dabei enthilt
jeder shape eine Liste mit seinen zugehorigen shreps.

step3 Auf allen berechneten common shapes wird nun die Scoringfunktion angwandt und es
entsteht somit eine geordnete Liste, sodass der consensus shape an erster Stelle steht.
Fiir die Scorefunktion gibt es verschiedene Ansédtze. So ist z.B. denkbar den rank eines
shape als Summe aus den einzelnen ranks seiner shreps zu berechnen . Am Besten erwies
sich jedoch die folgende Funktion: rank(p;, [pY, ..., pi]) = E(PY) + ... + E(pL), d.h.
derjenige shape dessen shreps die geringste freie Energie besitzen, wird der consensus
shape. Als Output erhdlt man neben dem consensus shape auch fiir jede Sequenz den
jeweiligen shrep.

Abbildung 1 zeigt den mdoglichen Output, wobei man sieht, dass RNAcast keine Alignments
berechnet. Jetzt kann man z.B. diese Ausgaben in das Tool RNAforester geben, welches mul-
tiple Strukturalignments berechnet. Die Ausgabe fiir das Beispiel aus Abbildung 1 sieht man
in Abbildung 2.
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4 RNASPA - A SHORTEST PATH APPROACH
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Abbildung 2: Output von RNAforester

4 RNAspa - a shortest path approach

Das Programm RN Aspa nutzt einen anderen Ansatz und sucht mittels eines Graphen zwischen
allen suboptimalen Strukturen die Ahnlichsten. Zur Vorbereitung wird das Tool RNAsubopt
genutzt, welches zu einer gegebenen Sequenz eine benutzerdefinierte Menge von suboptimalen
Faltungen aufsteigend nach minimaler freier Energie zuriick gibt.

4.1 finding the shortest path

Der Algorithmus gliedert sich in drei Schritte, wobei die ersten beiden zum Aufbau des Graphen
genutzt werden und der dritte zum bestimmen des kiirzesten Pfades dient. Dieser Ablauf wird
anschlieffend mehrfach wiederholt, wie nachfolgend n&her beschrieben wird.

stepl Der Input besteht wie bei RNAcast aus einer Menge von unalignierten Sequenzen
{s1, $2, ..., Sp}. Im ersten Schritt wird zu jeder Sequenz s;, aus der Inputmenge, RNA-
subopt genutzt um eine Menge von V suboptimalen Faltungen zu berechnen: {s}, s?,...,s}.In
dieser Menge befindet sich nun die optimale Struktur sowie v — 1 suboptimale. (Versuche
haben ergeben dass zu jeder Sequenz mit sehr grofer Wahrscheinlichkeit die optimale

Struktur innerhalb der ersten 150 Faltungen von RNAsubopt liegt.)

step2 Im Folgenden wird nun aus den einzelnen Faltungen ein Graph konstruiert. Dabei
beschreibt jede Faltung sg einer Sequenz s; einen Knoten im Graphen. Der Graph besteht
aus n Schichten, d.h. jede Fingabesequenz s; beschreibt eine solche Schicht. Eine Schicht
besteht wiederum aus v Knoten, ndmlich genau denjenigen Knoten, die RNAsubopt zu
der Sequenz s; als mogliche Faltungen errechnet.

Die Schichten werden nun {ibereinander gestapelt, sodass der Layer fiir die Sequenz s an
oberster Stelle liegt. Darunter folgen die Schichten der Sequenzen s, s3 usw. . Des Weite-
ren ist jeder Knoten der Schicht s; mit einer gerichteten und gewichteten Kante mit allen
Knoten der Schicht s;41 verbunden. Die Gewichte berechnen sich aus den Ahnlichkeiten
der beiden Strukturen, die sich hinter dem jeweiligen Knoten verbergen, sodass das Ge-
wicht die Editierdistanz (ED) beider Faltungen wiederspiegelt. Der Editierabstand wird
durch den Needleman-Wunsch Algorithmus fiir globale Alignments berechnet.

step3 Im dritten Schritt wird der kiirzeste Pfad im Graph von der ersten bis zur n-ten
Schicht gesucht, sodass jede Schicht genau einmal besucht wird. Dies geschieht mit einem
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4 RNASPA - A SHORTEST PATH APPROACH

modifzierten Ansatz zur Breitensuche und lduft in linearer Zeit gemessen zur Anzahl der
verschiedenen Sequenzen. Die Kosten eines Pfades ergeben sich dabei aus der Summe
der Kosten der enthaltenen Kanten. Je kiirzer so eine Pfad ist, desto dhnlicher sind sich
die enthaltenen Strukturen, denn &hnliche Faltungen ergeben auch die kleinsten scores.
Im Endeffekt enthélt der Pfad fiir jede Sequenz eine Faltung und beschreibt den besten
Kompromiss zwischen den verschiedenen Strukturen.

Im Folgenden werden die Schritte 2 und 3 mehrmals wiederholt, allerdings immer mit
einer anderen zufilligen Reihenfolge der eingegebenen Sequenzen. Dies ist notwendig, weil der
Vergleich auf Ahnlichkeit zwischen Strukturen lediglich zwischen den Knoten der Schicht s; und
s;+1 stattfindet. Daher ist es méglich, dass die Input-Reihenfolge die Strukturvorhersage in eine
negative Richtung beeinflusst. Natiirlich ist es nicht moglich alle n! Anordnungen durchlaufen
zu lassen, da sonst die Laufzeit exponentiell zur Anzahl der Samples steigt. In der Studie
wurden mit einem Samplespace von 4 relativ gute Ergebnisse erzielt. Dieser Ansatz hat zur
Folge dass RNAspa in den seltensten Fillen die optimale Struktur vorhersagt, da man dafiir alle
Permutationen berechnen miisste. Die Reduzierung der Vergleiche, von einer Sequenz s; mit
allen anderen Sequenzen auf den Vergleich von Nachbarsequenzen, ermdglicht im Endeffekt
die fast lineare Skalierung des Algorithmus. Des Weiteren ist die Giite der Strukturen nur
minimal schlechter als die optimale Struktur.

Die aus der Iteration entstandenen kiirzesten Pfade werden anschliefend verglichen und der
mit dem kleinsten sum-of-pair score ist derjenige, der den “echten” Strukturen am &dhnlichsten
ist. Der sum-of-pair score berechnet sich aus den Gewichten aller H("TH) Knotenpaare, die in
einem Pfad enthalten sind. In der Ausgabe sind alle Faltungen des “gesamtkiirzesten” Pfades
enthalten, sodass RNAspa fiir n Inputsequenzen die dhnlichsten n Faltungen berechnet. Der
gesamte Ablauf des Algorithmus ist in Abbildung 3 noch einmal erklért.

4.2 Laufzeit und Verbesserungen

Die Laufzeit des vorgestellten Algorithmus liegt in:

O(NL? + SNV?L? + SN?L?)

N ... Anzahl von Sequenzen
L ... Sequenzlinge
S ... Anzahl der Iterationen
V ... Anzahl der suboptimalen Strukturen
NL? ... Laufzeit von RNAsubopt
SNV?2L? ... Zeit um den Graphen aufzubauen
SN2L? ... Zeit zur Berechnung der sum-of-pair scores
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4 RNASPA - A SHORTEST PATH APPROACH

GGTTCCATAGTAGTAGCGGTTAGCACTCA
GGACTCTGAATCCTGCGACCCGAGTTCA
AATCTCGGTGGGACCT

ceoe 6o 00Qe  egee
efdee oo :’oé XXX
ecoe eee ®oe coee

shortest path = shortest path = shortest path = shortest path =
EDN@® . @) ED@® . @) @D . @) EXNG . @)+
ED(@ . @)=22 ED@ . @)= 14 ED(@ . @)=19 ED@ . @)= 28
Sum=ot=Fairs = Sume=of=Faire = Sumeof=Fairs = Sum=ot=Pairc =
E@®. @)+ E@®. @)+ DD . @)+ EDI@D . @)+
EO(@ . @)+ E@D.®)+ E0 . @)+ EN@®.®)

ED@ . @)=34 ED@ . @)=25 D@ @)=23| EN@ . @)=45

Abbildung 3: RNAspa im Einsatz

Da die Parameter N und S relativ klein sind, wird die Laufzeit haupsichlich durch L? und
V2 L? bestimmt. Da man aber die Faltungen von RNAsubopt benétigt, liegt der eigentliche
Flaschenhals dieses Ansatzes in der Berechnung der Kantengewichte. Denn dort werden zwi-
schen 2 benachbarten Schichten jeweils alle Knoten miteinander verglichen um die V? Kanten
zu berechnen. Der Vergleich folgt dem Ansatz zur Berechnung der Editierdistanz zwischen 2
Strukturen die als string in bracket-Notation dargestellt werden, also dem Needleman-Wunsch
Algorithmus fiir ein globales Alignment, welcher in O(L?) liegt.
Um diesen Aufwand ein wenig zu minimieren gibt es folgenden Ansatz:

Da jeder Layer nur unter Voraussetzung des jeweiligen direkt dariiber liegenden berechnet
wird ist es moglich einige zahlreiche Berechnungen zu verkiirzen bzw. zu streichen. Zum Einen
wiire es ein Fortschritt fiir den Vergleich von 2 Strukturen auf Ahnlichkeit nur eine bestimmte
Anzahl von k Mismatches, Insertionen und Deletionen zuzulassen. Dies ist relativ einfach zu
implementieren indem man in der Alignmentmatrix nur die 2k Diagonalen zuldsst. Wenn in der
ganzen oberen Schicht kein Knoten diese Bedingung erfiillt verdoppelt man einfach den k-Wert
und durchléuft diese Berechnung noch einmal. Dieser Ansatz fithrt dazu, dass die Laufzeit fiir
den Vergleich von O(L?) zu O(KL) sinkt. Zum Anderen ermdglicht eine zweite Verbesserung
sogar, dass man auf bestimmte Berechnungen ganz und gar verzichten kann: Wenn man zu
einem Knoten sg den ED-Wert berechnen will, kann man die Berechnung der Editierdistanz
zwischen diesem Knoten und dem Knoten s? ; streichen, falls die aktuelle ED in Knoten s? ;
schon grofer ist, als die ED in sg bzw. die ED von s? | + k grofer der ED von sg ist. In diesem
Fall kann man gleich mit der Berechnung der Distanz zwischen sg und s?_"'ll fortfahren. Diese
Modifizierungen ergeben eine Ersparnis von ca. 25% der Laufzeit. Im Endeffekt skaliert der
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5 VERGLEICH VON RNACAST UND RNASPA

Algorithmus fast linear mit der Anzahl der Sequenzen, da der aufwendige sum-of-pair score
lediglich im letzten Schritt notig ist.

5 Vergleich von RNAcast und RNAspa

Um vorhergesagte Strukturen vergleichen zu kénnen, muss man zuerst ein Maf fiir die Giite
einer Prediction entwickeln.
Solch ein Wert ist Matthews Correlation Coefficiant (MCC), der sich wie folgt berechnet:

TP x TN — FP x N

Mee = JIP+FP) x TP+ FN) « (IN + FP) = (IN + FN)

Diese Formel wird genutzt um eine Strukturvorhersage eines beliebigen Algorithmus mit
der “echten” Struktur zu vergleichen. Dies geschieht Base fiir Base zwischen beiden Faltun-
gen. Man zdhlt die Falsch Positiven (FP), Falsch Negativen (FN), Richtig Positiven(TP) und
Richtig Negativen (TN) und setzt sie in die Formel ein. Somit ensteht ein Wert, der in dem
Intervall [—1, 1] liegt. Dabei gilt: Je ndher der Koeffizient an der 1 liegt, um so genauer ist die
vorhergesagte Struktur, d.h. wenn der MCC = 1 ist, sind beide Faltungen identisch.

Der Datensatz, der zum Vergleich beider Algorithmen benutzt wird, setzt sich aus mehreren
verschiedenen ncRNA Familien zusammen.

lind miRINA Kleine RNA, die teilweise an target-RNAs binden kann um somit deren Trans-
lation zu unterbinden.

tRNA Transfer RNA, welche bei der Translation die passende Aminosiure zum jeweiligen
Codon liefert.

5S rRNA Ribosomaler RNA Bestandteil der 50S- (Prokaryoten) und 60S-Untereinheit (Eu-
karyoten).

SRP RNA Diese RNA ist Bestandteil des signal recognition particles, welches sich an Prote-
ine anlagert (wahrend deren Translation) und diese unter GTP-Verbrauch an das Endo-
plasmatische Retikulum bindet, wo spéter eine Modifizierung des Proteins stattfindet.

IRES Virale internal ribosom entry site element, welches eine bestimmte Faltung annehmen
kann, wodurch die Translation umgehend gestartet werden kann.

purine RS Eine RNA, die die Proteinbiosynthese reguliert und dabei speziell Guanin erkennt.

SAM RS Dieses Riboswitch ist bei der Methionin- und/oder Cysteinbiosynthese in gram-
positiven Bakterien involviert, wobei es vorallem die Termination der Tranksription re-
guliert.

snRNA Ul, U2, Ul2 sind kleine RNA Molekiile, die im Zellkern von Eukaryoten vorkommen.
Sie dienen vielen Regulationsmechanismen, wie dem RNA splicen, der Regulation von
Tranksriptionsfaktoren oder der RNA Polymerase I1. Dabei sind sie immer mit Proteinen
assoziiert, mit denen sie sogenannte snRNPs bilden: small nuclaer ribonucleoproteins
oder auch snurps.
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5 VERGLEICH VON RNACAST UND RNASPA

Family Average run-time per sequence in seconds
RNAspa StemLoc pmMulti FoldAlignM  RNAcast
(RNA 13 47 21 549 <l
Tymo 8 70 12 93 <l
SAM 13 3 18 248 <l
Lysine 20 11 69 1076 <l
Purine 84 339 135 1518 <1
Cobalamin 133 105 no data no data <l
FMN 56 6 141 5042 <l
glmS 58 60 no data no data no data

Abbildung 4: Vergleich der Laufzeiten von RNAspa, StemLoc, pmMulti, FoldAlignM und
RNAcast

Family Avg. MCC
Sﬂ;ﬁ?; RNAspa RNAcast
-t5-c 10 -t5-c20 43— 10 -t3-c20
(default)
lin4 66% 0.86 0.73 0.73 no data 0.72
RNA 50% 0.81 0.42 0.42 no data 0.65
55 RNA 59% 0.58 0.62 0.62 no data 0.84
U2 78% 0.74 0.72 0.72 0.69 0.69
S box 67% 0.75 0.69 0.69 0.78 0.78
riboswitch
SRP RNA 52% 0.95 0.99 0.99 0.94 0.94
IRES 66% 0.97 0.93 0.93 0.90 0.90
Purine 56% 0.93 0.78 0.78 0.81 0.81
riboswitch
Ul 65% 0.67 0.72 0.72 no data 0.76
Uiz 83% 0.76 0.50 0.50 no data 0.68

Abbildung 5: Vergleich der Genauigkeit bei den Strukturvorhersagen zwischen RNAspa und
RNAcast

Im Folgenden werden verschiedene Aspekte fiir die Giite eines Algorithmus erldutert. So
wird in Abbildung 4 die Laufzeit verschiedener Ansitze mit diversen ncRNA Familien un-
tersucht. Dabei stellte man fest, dass RNAcast signifikant schneller ist als alle anderen Algo-
rithmen, aber auch zu einem Datensatz gar keine Ausgaben lieferte. RNAspa ist langsamer,
aber im Vergleich zu den restlichen Algorithmen etwa gleich schnell (StemLoc) oder schneller
(pmMulti und FoldAlignM), wobei alle Programme mit deren default - Einstellungen getestet
wurden.

Abbildung 5 gibt einen grofen Uberblick iiber die verschiedenen Einstellungen von RNAcast
im Vergleich zu RNAspa. Dabei beschreibt t das Abstraktionsniveau fiir das Mappen der Struk-
tur auf den shape und cist die Energieschranke, die RNAshapes fiir die shape-Analyse ben6tigt.
An dieser Auswertung sieht man, dass die Genauigkeit der Vorhersagen von Familie zu Familie
teilweise recht deutlich variiert, unabhéngig wie dhnlich die Sequenzen sind. RNAspa lieferte
in 6 von 10 Familien bessere Resultate, in den anderen 4 Familien lief RNAcast besser, wobei
nicht von vornherein zu sagen ist, welche Einstellungen die besten Ergebnisse erreicht. Dies
diirfte aber kein Problem sein, da RNAcast sehr schnell Resultate liefert, sodass man auch
mehrere Einstellungen laufen lassen kann.
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Family McCC
RNAspa RNAcast
lin4 0.86 no data
tRNA 0.80 0.42
58 RNA 0.51 no data
U2 0.72 no data
S box 0.77 0.82
riboswitch
SRP RNA 0.93 0.78
IRES 1.00 no data
Purine 0.90 0.78
riboswitch
Ul 0.61 no data
uUl2 0.83 no data

Abbildung 6: Vergleich der Robustheit der Algorithmen von RNAspa und RNAcast

Abbildung 6 zeigt die verschiedenen Ergebnisse, wenn man beide Programme auf einem
kontaminierten Datensatz laufen lasst, d.h. dass sich in dem Datensatz einer bestimmten
ncRNA Familie eine Sequenz einer anderen Familie eingeschleust hat. Hier ist deutlich die
Schwiiche von RNAcast zu erkennen, denn in 6 von 10 ncRNA Familien konnte RNAcast
keinen common shape ,also somit auch keinen consensus shape, finden. RNAspa hingegen
konnte zu jeder Familie einen Output generieren, der von der Qualitiat der Strukturen sogar
im Bereich der nicht kontaminierten Datensétze liegt.

FAZIT:

Zusammenfassend kann man sagen, dass RNAspa die besseren Vorhersagen liefert, besonders
wenn der Datansatz womoglich verunreinigt ist. RNAcast ist dagegen sehr schnell und nur
minimal ungenauer, hat aber Probleme mit relativ inhomogenen Datensitzen. Egal fiir welches
Tool man sich zur Vorhersage von Sekundirstrukturen von ncRNAs entscheidet, muss man
sich dariiber im Klaren sein, dass es noch kein Programm gibt, welches zu jedem Datensatz
absolut zufriedenstellende Ergebnisse liefert.
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