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Einleitung

Im Jahr 1958 stellte Crick das zentrale Dogma der Biologie auf, welches die Desoxyribo-
nukleinsduren (DNA) als zentralen Informationstréiger in den Mittelpunkt riickte. Dieses
Dogma besagt, dass die genetische Information durch Ribonukleinsduren (RNA) in Prote-
in iibersetzt wird und die Nukleinsduren die Aufgabe als Informationsspeicher (,,Desoxy-
ribonukleinsduren, DNA) und -iibertrager (,,Ribonukleinsiuren, RNA) iibernehmen,
wéhrend die Proteine die chemischen Prozesse in der Zelle bewerkstelligen. Seinerzeit
waren drei Klassen von RNAs bekannt, die messenger-RNAs (mRNA), transfer-RNAs
(tRNA) und die ribosomal-RNAs (rRNA), welche ausnahmslos an der Proteinbiosynthe-
se beteiligt sind. Dieses Dogma wurde strittig, als in den 80er Jahren eine neue Klasse
von nicht-Protein-kodierenden RNAs (,non-coding RNAs“, ncRNA) mit katalytischen
Eigenschaften entdeckt wurde (Guerrier-Takada et al., 1983; Kruger et al., 1982), welche
Ribozyme genannt wurden. Seitdem wurden fortlaufend weitere Klassen von ncRNAs ent-
deckt, welche in der Zelle verschiedenste Funktionen iibernehmen. Diese Funktionsvielfalt
lasst auf ein grofles RNA-gestiitztes Netzwerk divergenter Funktionen und Regulations-
mechanismen schlieffen.

Fire et al. beschrieben 1998, dass in lebende Zellen injizierte RNA mit endogenen mRNAs
wechselwirkt und somit die Degradation der korrespondierenden Ziel-mRNA einleitet. Fiir
diese Experimente erhielten Fire & Mello 2006 den Nobelpreis. Seither wurden weitere
Klassen von RNA-vermittelten Regulationsmechanismen aufgedeckt, zu denen unter an-
derem die Regulation durch microRNAs und small interfering RNAs (siRNAs) gehoren,
auf die in den Abschnitten 1.3.1 und 1.3.1 genauer eingegangen wird. Zu den biochemi-
schen Funktionen und Regulationsmechanismen der kleinen RNAs gehtren neben der
Entwicklung und Differenzierung von Zellgruppen z.B. auch ein Abwehrmechanismus
gegen eindringende Viren (Saumet & Lecellier, 2006). Fiir das bessere Verstédndnis der
Funktionsweise und den Umfang der RNA-vermittelten Regulationsnetzwerke ist es da-
her nétig, weitere Stoffwechselwege oder Prozesse in den Zellen zu identifizieren, die sich
durch eine Beteiligung von kleinen RNAs als Mediator der Regulation auszeichnen. Zur
Bewiiltigung dieser Aufgabe sind bereits einige microRNA-Vorhersageprogramme publi-
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ziert worden; MIRSCAN (Lim et al., 2003), RNAMICRO (Hertel & Stadler, 2006) und
MICROHARVESTER (Dezulian et al., 2006) seien stellvertretend genannt fur drei ver-
schiedene Methoden zur microRNA, wobei in Abschnitt 1.5 nur auf MIRSCAN sowie
MICROHARVESTER eingegangen wird, da diese beiden Ansétze speziell fiir pflanzliche
microRNAs entwickelt wurden.

1.1 Ribonukleinsiduren

RNA und DNA sind vom Aufbau her recht dhnlich und unterscheiden sich vornehmlich
dadurch, dass RNA meist einzelstrangig und DNA meist doppelstringig vorliegt. Auf
weitere Unterscheidungsmerkmale zwischen DNA und RNA wird in Abschnitt 1.2 ge-
nauer eingegangen. Prinzipiell lassen sich RNAs in zwei grofle Gruppen unterteilen, die
Protein-kodierenden Boten-RNAs oder mRNAs und die nicht-Protein-kodierenden RNAs
oder ncRNAs. Dabei besitzen die ncRNAs eine deutlich gréflere Funktionsvielfalt als die
Protein-kodierenden RNAs, auf den in Abschnitt 1.3 anhand einiger Beispiele niher ein-
gegangen wird.

1.2 Primér-, Sekundér- und Tertiirstruktur von RNA

Die RNA ist ein Polymer und besteht aus den vier Nukleobasen Adenin (A), Guanin (G),
Cytosin (C) und Uracil (U), welche kovalent iiber den Phosphatrest am C5’ der Ribose
miteinander verkniipft sind (siche Abbildung 1.1). Die RNA unterscheidet sich chemisch
von der DNA in zweierlei Hinsicht. In der RNA wird anstelle des Nukleotids Thymin (T)
das Nukleotid Uracil (U) eingebaut. Das zweite wichtige Unterscheidungsmerkmal betrifft
die beteiligte Zuckerkomponente des Nukleotids. In der RNA ist die Nukleobase kovalent
mit einer Ribose verkniipft, wihrend die DNA an gleicher Stelle eine 2’-Desoxyribose
besitzt. Die Sequenz ist polar aufgebaut und wird nach der Bindung des Phosphat-Rests
am C5 der Ribose als 5-Ende bzw. dem C3’ der Ribose als 3’-Ende bezeichnet. Die
Abfolge der Nukleotide in 5’-3’-Richtung gelesen wird auch als Priméarstruktur bezeichnet.

Die RNA liegt im Gegensatz zur DNA meist einzelstriangig vor und kann daher durch in-
tramolekulare Wechselwirkungen komplexe Strukturen einnehmen. Grundlage hierfiir ist
die Moglichkeit der Basenpaarausbildung zwischen nicht-benachbarten Nukleotiden sowie
der Stapelwechselwirkungen (,,Stacking®, Dipol-induzierte-Dipol-Wechselwirkungen). Die
Ausbildung intramolekularer Wasserstoftbriickenbindungen besitzt dabei nur einen ge-
ringen Einfluss auf die Gesamtstabilitat einer RNA-Struktur. Den gréfiten energetischen
Anteil an der Gesamtstabilitdt einer RNA-Struktur liefern die Stapelwechselwirkungen,
welche sich zwischen den planaren Basen der Nukleotide ausbilden. Dabei induzieren die
delokalisierten m-Elektronen der planaren, aromatischen Basen ein Dipolmoment in der
benachbarten Base und bewirken somit die Stapelwechselwirkung.

Die einfachste Struktur, die eine RNA einnehmen kann, ist eine sogenannte Hairpin-
Struktur, die durch Riickfaltung auf sich selbst gebildet wird und aus einer Helix und
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einem Loop besteht. Dabei werden die Basenpaare A : U und G : C als Watson-Crick- oder
kanonische Basenpaare bezeichnet. Beispiele fiir Hairpin-Loops und andere Loop-Typen
sind in Abbildung 1.2A gezeigt. Helices steuern aufgrund der ausgebildeten Basenpaare
und vornehmlich iiber die Stapelwechselwirkungen den giinstigsten Beitrag zur thermody-
namischen Gesamtstabilitédt bei. Die Loops iiben hingegen immer einen destabilisierenden
Einfluss auf die Gesamtstabilitdt aus. Die sogenannten extrastabilen Tetraloops, bei de-
nen die Loop-Nukleotide zusétzliche Stapelwechselwirkungen mit der angrenzenden Helix
und weitere nichtkanonische Basenpaare ausbilden, zéhlen zu den am wenigsten destabi-
lisierenden Loops (siehe Abbildung 1.2B).

In der Bioinformatik wird die Sekundarstruktur als eine Liste von Basenpaaren beschrie-
ben, die folgende Bedingungen erfiillen muss: Eine Base kann maximal eine Basenpaarung
eingehen und Basenpaare diirfen sich in einem Graphen nicht {iberkreuzen, d. h. zwei
Basenpaare (i,7) und (k,l) miissen die Bedingungen fiir die Bildung eines Basenpaares
1< j<k<loderi<k<Il<jerfillen.

Auf Basis der Sekundarstruktur bildet sich die Tertidrstruktur einer RNA aus. Un-
ter der Tertidrstruktur einer RNA versteht man die Wechselwirkung einzelner Se-
kundérstrukturelemente untereinander. Die tertiiren Wechselwirkungen lassen sich in drei
Gruppen kategorisieren. Zu den Helix-Helix-Interaktionen gehoren die koaxialen Stapel-
wechselwirkungen, bei denen zwei unterschiedliche Helices weitere Stapelwechselwirkun-
gen untereinander ausbilden, wie z. B. der D- und T-Arm der tRNA (siehe Abbildung 1.3).
Ein weiteres wichtiges Tertidrstrukturelement umfasst die Interaktion zwischen Heli-
ces und ungepaarten Elementen, zu denen unter anderem sogenannte Tripel-Basenpaare
gezihlt werden. Bei diesen bildet ein Basenpaar weitere Wasserstoftbriickenbindungen mit
einem ungepaarten Nukleotid aus. Eine formelle Beschreibung eines Tripel-Basenpaares
erfordert das Vorliegen zweier Basenpaare (i,7) und (k,[), wobei entweder i = k oder
J = 1 gelten muss. Die letzte hier beschriebene Gruppe umfasst die Interaktion zweier
ungepaarter Bereiche. Ein Beispiel fiir ein solches Tertidrstrukturelement ist die Bildung
eines Pseudoknotens, bei denen die Loop-Nukleotide einer Hairpin-Struktur mit einem
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Helix / Base pair stack

3 s <— Buige Loop
Hairpin
Internal Loop Loop
4 |

Dangling end

Bifurcation,
Junction

Abbildung 1.2: Sekundéirstrukturelemente einer RNA. Darstellung A zeigt verschiedene Loo-
ptypen sowie einige weitere verschiedene Sekundérstrukturelemente. Die Loopbildung besitzt
normalerweise einen destabilisierenden Einfluss auf die Gesamtstabilitit. Ausnahmen bilden da-
bei die sogenannten extrastabilen Tetraloops, von denen in Abbildung B drei Konsensussequen-
zen dargestellt sind. Im unteren Teil von Abbildung B sind die Besonderheiten des extrastabilen
UNCG-Tetraloops dargestellt. Die Loop-Nukleotide 1 (U) und 4 (G) bilden in dem gezeigten
Beispiel ein zusétzliches Basenpaar aus und werden zusétzlich auf die angrenzende Helix ge-
stapelt, was einen positiven Einfluss auf die Gesamtstabilitdt mit sich bringt. Das Nukleotid 3
(C) stapelt ebenfalls auf das angrenzende Basenpaar und bildet mit einem Phosphat-Rest wei-
tere Wasserstoffbriicken aus. Das Nukleotid 2 (U) zeigt als einziges nach ,auflen®, stapelt aber
ebenfalls auf die Ribose des Nukleotids 3. Nach Steger (2003)

freien Ende weitere Basenpaare ausbilden. Die formelle Beschreibung eines Pseudoknotens
benotigt wieder das Vorliegen zweier Basenpaare (7, 7) und (k,1), welche die Bedingung
1 < k < j <[ erfiillen.

1.3 Nicht-kodierende RNAs

Traditionell wurden RNAs als Mediator zwischen der auf der DNA kodierten Information
und der zelluldren Translationsmaschinerie angesehen. Ausnahmen bildeten die bekannten
rRNAs als Bestandteil der Ribosomen und die tRNAs als Tréager der Aminoséuren zu den
Ribosomen. Als nicht-kodierende RNAs (ncRNA) werden hingegen die RNAs verstanden,
die unmittelbar nach der Transkription ihre Funktion ausiiben. Im Jahr 1982 wurde zum
ersten Mal von einer RNA in Tetrahymena thermophila berichtet (Kruger et al., 1982),
welche in der 26S-rRNA-kodierenden Region lag und fiir sich Spalt-Aktivitdt ohne Betei-
ligung von Protein-Komponenten zeigte. Diese RNA wurde spéter in die Gruppe I-Intron
eingeordnet und stellte das erste entdeckte Ribozym dar. Ribozyme zeichnen sich dabei
iiber ihre autokatalytische Aktivitdt in Abwesenheit von Proteinen aus. In den folgen-
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Abbildung 1.3: Tertiirstruktur am Beispiel einer tRNA. Darstellung A zeigt die Se-
kundarstruktur einer tRNA in L-Form. Hierbei sind die Bereiche, welche in der 3D-Darstellung
in rdumlicher Ndhe zueinander stehen, ebenfalls in rdumlicher Nihe dargestellt. Anhand dieser
Darstellung lassen sich tertifire Wechselwirkungen verdeutlichen. Darstellung B zeigt die Ter-
tidrstruktur einer tRNA. Der D- und T-Loop steht in rdumlicher Ndhe zueinander und kann
somit tertidre Wechselwirkungen ausbilden.

den Jahren wurden fortlaufend weitere Klassen von ncRNAs entdeckt, darunter auch
die von Fire et al. entdeckten kleinen RNAs (,,small RNAs“, sRNA). Eine andere Klas-
se von ncRNAs sind RNase P-RNAs, welche an der Prozessierung der tRNA-Vorldufer
(pre-tRNA) beteiligt sind und fiir deren Maturierung durch Abspaltung eines 5’-seitigen
leader-Bereichs unverzichtbar in der Zelle sind (Frank & Pace, 1998). Eine weitere Gruppe
von ncRNAs sind die small nucleolar RNAs (snoRNA). Diese RNAs sind im Nukleus lo-
kalisiert und sind an der Prozessierung und Modifikation einer ganzen Reihe von weiteren
ncRNAs, darunter rRNAs und small nuclear RNAs (snRNA), beteiligt (Reichow et al.,
2007). Die snoRNAs sind zusammen mit einigen Proteinen in sogenannten small nucleo-
lar ribonucleoprotein particles (snoRNP) assoziiert und zum einen fiir die Methylierung
des 2’0 der Ribose (C/D snoRNA-Klasse) und zum anderen fiir die Pseudouridylierung
(H/ACA snoRNA-Klasse) entsprechender Ziel-RNAs zusténdig. Die C/D snoRNA-Klasse
bildet dabei iiber ein konserviertes Sequenzmotiv Basenpaarungen zu einer spezifischen
Region in der entsprechenden Ziel-RNA aus, die sich in unmittelbarer Nihe zu der Stel-
le in der Ziel-RNA befindet, die methyliert werden soll. Die snoRNPs bilden iiber die
snoRNA einen intermolekularen RNA-Duplex aus, von dem ausgehend die Methylierung
stattfindet (Kiss-Lészl6 et al., 1996). Die typische Sekundérstruktur der H/ACA snoRNAs
besteht aus zwei Hairpins, welche iiber eine ungepaarte Region miteinander verbunden
sind. Die H/ACA snoRNAs besitzen zwei konservierte Sequenzmotive, wovon das eine in
der Region zwischen den beiden Hairpins (H-Motiv, Konsensussequenz: ANANNA) und
das andere am 3’-Ende lokalisiert ist (ACA-Motiv, Konsensussequenz: ACA) (Ofengand
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et al., 2001). Die beiden konservierten Sequenzmotive bilden einen Duplex mit der zu
modifizierenden RNA aus, welcher das zu isomerisierende Uridin direkt flankiert (Ganot
et al., 1997).

Dies sind exemplarische Beispiele fiir den Funktionsumfang der ncRNAs, welche jedoch
nur einen kleinen Ausschnitt aus der Funktionsvielfalt unter Beteiligung von ncRNAs dar-
stellen. Durch die Identifikation weiterer neuer Klassen von ncRNAs ist das Verstdndnis
um die Funktionsvielfalt von RNAs in regulatorische aber auch funktionale Prozesse deut-
lich gestiegen. Der grofle Umfang an zentralen Aufgaben, der von RNAs in der Zelle
iibernommen wird und deren Konservierung in allen Lebewesen impliziert, dass deren
Funktionalitdt schon friih in der Geschichte des Lebens entstanden ist und seitdem nicht
mehr substantiell verdndert wurde (Michalak, 2006).

1.3.1 Small RNAs (sRNAs)

Die sRNAs sind eine spezielle Klasse von ncRNAs. Sie kommen in Pflanzen, Tieren, Pilzen,
manchen einzelligen Organismen und einigen Viren gleichermafien vor. Man differenziert
die Klasse der kleinen RNAs in short interfering RNAs (siRNA), trans-acting siRNAs
(ta-siRNA, natural antisense transcript-derived siRNAs (nat-siRNA, repeat-associated
siRNAs (ra-siRNA) und microRNAs. In ihrer biologisch aktiven Form sind sie ca. 19-28
Nukleotide lang und fiir die Regulation der Expression ihrer Zielgene auf unterschiedlicher
Ebene von Bedeutung. Zum einen binden sie iiber Ausbildung von Basenpaaren an die
entsprechende Ziel-mRNA und bewirken je nach Grad der Komplementaritdt entweder
die Spaltung der mRNA oder die Inhibition der Translation (posttranscriptional gene si-
lencing, PTGS), wie es in tierischen Zellen gezeigt werden konnte (Hutvégner & Zamore,
2002; Zeng et al., 2002). Des Weiteren konnen sRNAs an epigenetischen Modifikationen im
genetischen Kontext beteiligt sein, was als transcriptional gene silencing (TGS) bezeich-
net wird. Der Oberbegriff fiir dieses Phéanomen ist die sogenannte RNA-Interferenz oder
RNAi (Fire et al., 1998). Biologisch und chemisch unterscheiden sich diese RNAs nicht
oder nur kaum voneinander. Sie werden allein iiber ihren Ursprung und ihre Biogenese
klassifiziert, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird.

MicroRNAs

Die microRNAs sind kleine, genomisch kodierte RNAs, welche die Regulation korrespon-
dierender Gensequenzen in Pflanzen, Tieren, Pilzen und einzelligen Algen vermitteln. Eine
grob vereinfachte Darstellung der microRNA-Prozessierung und -Funktionsweise ist in Ab-
bildung 1.5 zu sehen. Im biologisch aktiven Zustand sind sie ca. 19-24 Nukleotide lang, und
werden von der RNA-Polymerase IT in langen Einheiten (mehrere 100 bis mehrere 1.000
Nukleotide) transkribiert (primary-microRNAs, pri-microRNA). Diese pri-microRNA-
Transkripte besitzen die fiir eine Transkription durch die RNA-Polymerase II typische
3’-seitige Polyadenylierung (Aukerman & Sakai, 2003; Kurihara & Watanabe, 2004) so-
wie eine 5’-Kappe (Xie et al., 2005). Zudem besitzen einige, jedoch nicht alle microRNA-
Gene eine fiir die RNA-Polymerase II typische TATA-Box (Xie et al., 2005). Zudem konnte
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an zwei microRNA-kodierenden Bereichen aus Oryza sativa gezeigt werden, dass inner-
halb des vermuteten microRNA-Vorldufers (precursor-microRNA, pre-microRNA) eine
mogliche Exon-Junction liegt. Dies legt den Schluss nahe, dass das Splicing eine grund-
legende Voraussetzung fiir die Funktionsfdhigkeit einiger microRNAs darstellt (Sunkar
et al., 2005). Die priméren microRNA-Transkripte werden anschlielend von einem Dicer-
like protein 1 (DCL1) und hyponastic leaves 1 (HYL1) prozessiert. Das DCL1 besitzt
zwei RNaselll-Doménen, welche spezifisch doppelstriangige RNAs erkennen und das Aus-
schneiden der funktionalen Stem-Loop-Struktur (pre-microRNA) aus dem pri-microRNA-
Transkript bewerkstelligen. An diesem Prozess ist das Protein HYL1 beteiligt, von dem
bekannt ist, dass es zwei RNA-Bindedoménen (dsRBD) besitzt und spezifisch doppel-
strangige RNAs erkennt und bindet (Song et al., 2007). Die pre-microRNA-Strukturen
bilden charakteristische, unvollstéindig gepaarte Stem-Loop-Sekundérstrukturen aus (sie-
he Abbildung 1.4). In tierischen Zellen sind sie ca. 70 Nukleotide lang, wéhrend ihre Groie
in pflanzlichen Zellen starker divergiert. Hier variiert sie zwischen 70 und 690 Nukleotiden
bei einer durchschnittlichen Liange von ungefahr 170 Nukleotiden. Des Weiteren besitzen
die pre-microRNA-Strukturen ein zwei Nukleotide umfassendes, 3’-seitig {iberhdngendes
Ende, welches fiir die weitere Prozessierung der pre-microRNA eine wichtige Funktion
einnimmt (Sekundérstruktur in Abbildung 1.4 dargestellt). Die weitere Prozessierung
der Stem-Loop-Strukturen iibernehmen ebenfalls DCL1 und HYL1, welche auch an der
Prozessierung der pri-microRNA-Sequenz beteiligt sind. Im Anschluss daran wird der
microRNA /microRNA*-Duplex ausgeschnitten, der die reife microRNA-Sequenz beinhal-
tet. Der microRNA*-Strang bezeichnet dabei den zur reifen microRNA komplementéren
Strang. Der microRNA /microRNA*-Duplex wird anschlieBend von einer Methyltrans-
ferase (HEN1) am 2’0 des jeweiligen 3’-Endes methyliert. Die Methylierung der 3’-Enden
des microRNA /microRNA*-Duplex schiitzt diesen vor einer Degradation durch Exonu-
kleasen (Yu et al., 2005). In tierischen Zellen wird der microRNA /microRNA*-Duplex
durch das Kerntransporter-Protein Exportind aus dem Nukleus in das Zytoplasma ex-
portiert. In Pflanzen geschieht dies durch das Protein HASTY, welches eine signifikante
Homologie zum tierischen Exportin5 aufweist (Park et al., 2005). An dem Export des
microRNA /microRNA*-Duplex ist weiterhin eine RAN-GTPase beteiligt, die essentiell
fiir die Translokation von RNAs und Proteinen durch den nuklearen Poren-Komplex ist
(Kim, 2004; Moore, 1998; Moy & Silver, 2002).

Das Zytoplasma ist der eigentliche Funktionsort der reifen microRNA-Sequenz. Die rei-
fe microRNA-Sequenz wird dort in den RNA-induced silencing complex (RIS-Komplex,
RISC) integriert. Aus dem microRNA /microRNA*-Duplex wird dafiir die Sequenz als
reife microRNA-Sequenz gewihlt, welche das thermodynamisch weniger stabile 5’-Ende
besitzt (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Der korrespondierende microRNA*-
Strang wird sofort degradiert und steht somit nicht mehr als funktionelle microRNA zur
Verfiigung. Der RIS-Komplex fithrt die RNA-vermittelte Genregulation in Pflanzen sowie
Tieren durch. Dabei fungiert der RIS-Komplex als eine Endonuklease, der die Ziel-mRNA
zwischen den Nukleotiden zehn und elf der gepaarten microRNA schneidet. Der Hauptbe-
standteil jedes RIS-Komplexes ist ein Mitglied der Argonauten-Familie (AGO1), das eine
zentrale PAZ-Domiéne (benannt nach den beteiligten Proteinen PIWI (P-element induced
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Abbildung 1.4: Sekundér-Struktur des ath-miri156a-microRNA-Vorldufers. Die Darstellung
zeigt die Sekundérstruktur des in Pflanzen hoch konservierten ath-miri56a-Vorldufers. In rot
ist die reife microRNA-Sequenz hervorgehoben, welche in Arabidopsis thaliana in die Regulation
von sogenannten Squamosa-Promotor Binding Proteins involviert ist.

wimpy testis), Argonaut und Zwille) sowie eine C-terminale PIWI-Doméne besitzen. Die
PIWI-Domaéne bindet die microRNA an ihrem 5’-Ende, wohingegen die PAZ-Doméne das
3’-Ende einzelstrangiger RNAs bindet (Lingel et al., 2004; Ma et al., 2005; Parker et al.,
2004; Song et al., 2003; Yan et al., 2003). Weitere Studien zeigten, dass die PIWI-Doméne
einer RNase H dhnelt, die RNA-Stringe eines RNA-DNA-Hybrids schneidet (Nowotny
et al., 2005). Strukturelle und biochemische Studien zeigten, dass AGO1 die Komponente
mit Endonuklease-Aktivitat im RIS-Komplex darstellt (Liu et al., 2004; Song et al., 2004).
Nach bisherigem Kenntnisstand aus Experimenten an tierischen Zellen héingt es vom Grad
der Komplementaritét ab, ob eine Spaltung oder eine Inhibition der Translation der kor-
respondierenden Ziel-mRNA stattfindet (Hutvagner & Zamore, 2002; Zeng et al., 2002).
Bei perfekter Komplementaritéit wird die Ziel-mRNA geschnitten. Bei geringerer Komple-
mentaritdt findet dagegen eine, iiber einen nicht identifizierten Mechanismus, Inhibition
der Translation statt.

Small interfering RNA (siRNA)

Zur Klasse von sRNAs gehoren die sogenannten small interfering RNAs (siRNA). Die
siRNAs sind zuerst in Pflanzen beobachtetworden und dort in viele Regulations- und
Kontrollprozesse involviert. Hierzu gehoren ein RNA-vermitteltes Immunsystem gegen
RNA-Viren (Almeida & Allshire, 2005), die epigenetische Modifizierung bestimmter Re-
gionen im Genom (Grewal & Moazed, 2003), die Kontrolle von Transposons und Trans-
genen (Almeida & Allshire, 2005) sowie die transkriptionelle (Furner et al., 1998) und
posttranskriptionelle Regulation von mRNAs (Que & Jorgensen, 1998).

Der Unterschied zwischen siRNAs und den microRNAs liegt in ihrem Ursprung und ih-
rer Biogenese. Die microRNAs sind, wie in Abschnitt 1.3.1 beschrieben, genomisch ko-
dierte Hairpin-Strukturen, die von einer RNA-Polymerase Il transkribiert werden. Der
Ursprung der siRNAs ist hingegen deutlich divergenter. Zum einen liegt der Ursprung
in langen doppelstrangigen RNAs und zum anderen in langen, perfekt gepaarten ein-
zelstrangigen RNAs. Sie entstammen endogenen genomischen Bereichen, kénnen jedoch
auch von exogener Natur sein. Endogene siRNAs entstammen aus Transposons, Retro-
transposons, repetitiven Elementen im Genom sowie anormalen mRNAs. Exogene siRNAs
besitzen ihren Ursprung in viralen oder transgenen RNAs. Eine gemeinsame Eigenschaft
einiger dieser siRNAs ist das Vorliegen einer einzelstrangigen RNA, welche von einer RNA-
abhéngigen RNA-Polymerase (RDR-Polymerasen, RDRP) in einen RNA-Doppelstrang
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iiberfithrt wird. Dabei sind unterschiedliche RDR-Polymerasen fiir RNA-Einzelstrénge
unterschiedlichen Ursprungs zusténdig.

Ein Beispiel fiir den Ursprung von siRNAs sind die sogenannten trans-acting siRNAs
(ta-siRNAs) (Peragine et al., 2004; Vazquez et al., 2004). Die ta-siRNAs haben ihren
Ursprung in den sogenannten TAS-Genen, welche ebenfalls von der RNA-Polymerase 11
transkribiert werden. Diese ta-siRNAs werden im Anschluss von einem RIS-Komplex,
welcher mit einer microRNA beladen ist, geschnitten. Eines der Teilstiicke des ta-
siRNA-Vorlaufers wird von einer RNA-abhingigen-RNA-Polymerase (RDR6) in lange
doppelstriangige RNAs iiberfiihrt. Dieser lange RNA-Doppelstrang wird ebenfalls wie-
der von einem Mitglied der Dicer-like proteins (DCL4) in Kooperation mit einem RNA-
Doppelstrang-bindenden Protein (DRB4) in sogenannte ta-siRNA-Duplices geschnitten.
Dies fithrt zu zahlreichen neuen siRNA-Duplices, welche in die Regulation anderer Ziel-
gene involviert sind. Diesen Vorgang der Produktion neuer siRNA-Sequenzen durch eine
microRNA-Sequenz wird auch als Transitivitat bezeichnet. Auch hier werden die entstan-
denen siRNA-Duplices von einer Methyltransferase (HEN1) am 2’-O der 3’-Enden me-
thyliert und somit vor einer Degradation durch eine Exonuklease geschiitzt. Aus diesen
siRNA-Duplices wird auch wieder der Strang mit der reifen siRNA in einen RIS-Komplex
integriert. In RIS-Komplexen kénnen unterschiedliche Mitglieder der Argonauten-Familie
(AGO) integriert sein, welche die weitere Funktionalitét des Komplexes bestimmen. Im
Fall der ta-siRNAs kénnen unterschiedliche Argonauten-Proteine beteiligt sein. Ist AGO1
in den RIS-Komplex inkorporiert, so findet je nach Grad der Komplementaritit eine
Degradation oder Inhibition der Translation statt (zur Ubersicht Jones-Rhoades et al.,
2006).

Weiterhin gibt es in Pflanzen neben der posttranskriptionellen Regulation korrespondie-
render Ziel-mRNAs zusétzliche Regulationsmechanismen. Hierzu gehoren unter anderem
die systemische Verbreitung der kleinen RNAs in der Pflanze sowie die RNA-vermittelte
Methylierung und die Regulation auf transkriptioneller Ebene. Fiir die Regulation auf
transkriptioneller sowie posttranskriptioneller Ebene bzw. der systemischen Verbreitung
des Silencing-Signals sind unterschiedliche siRNAs zusténdig, welche sich durch ihre Lénge
unterscheiden (Hamilton et al., 2002). Diese distinkten Groéflenklassen sind zum einen
die siRNAs der Léange von 19-22 Nukleotiden sowie die siRNAs der Lénge von 24-26
Nukleotiden (Hamilton et al., 2002). Die Klasse kiirzerer siRNAs scheint fiir die siRNA-
vermittelte Degradation der Ziel-mRNAs verantwortlich zu sein, wihrend die Klasse mit
lingeren siRNAs fiir die epigenetische Modifikation genomischer Regionen sowie fiir die
systemische Inhibition der Zielgene zustéindig zu sein scheint. Die Gréfle der kleinen RNAs
wird durch das jeweils verantwortliche Dicer-Protein bestimmt. DCL1 ist vermutlich fiir
die Produktion der 21 Nukleotide langen siRNAs sowie der microRNAs zustédndig (Bonnet
et al., 2006). Das Dicer-like protein 3 (DCL3) scheint dagegen fiir die Produktion von
kleinen RNAs zustédndig zu sein, die fiir die Heterochromatinanordnung benétigt wer-
den. Eine vereinfachte Darstellung der Prozessierung von siRNAs ist in Abbildung 1.6
veranschaulicht.
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1.4 Viroide

Die Viroide stellen eine eigene Klasse von nicht-Protein-kodierenden RNAs dar, werden
jedoch aufgrund ihres exogenen Ursprungs formell nicht zu den ncRNAs gezéhlt. Viroide
wurden zum ersten Mal in den 70er Jahren von Diener (1971) bei dem Versuch, den Erre-
ger der Kartoffel-Spindel-Knollen-Sucht zu identifizieren, beschrieben. Da die Infektiositéat
von Extrakten erkrankter Pflanzen durch eine Behandlung mit Phenol und Proteasen nicht
eliminiert werden konnte, postulierte Diener die Hypothese, dass es sich bei dem infek-
tiosen Agens um eine ,nackte* RNA mit niedrigem Molekulargewicht handeln miisse. In
nachfolgenden Arbeiten wurde die Sequenz der Viroide beschrieben, welche eine Lénge von
246-401 Nukleotiden besitzen. Somit ist ihr Genom ca. zehnmal kleiner als das kleinste
Genom eines RNA-Virus. Das Viroid-Genom ist zirkulédr kovalent geschlossen und besitzt
einen hohen Grad an Selbstkomplementaritdt, was zur Folge hat, dass der RNA-Zirkel
in nativem Zustand eine stdbchenférmige Struktur einnimmt, die in Abbildung 1.7 am
Beispiel des Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) dargestellt ist. Dabei wechseln sich ba-
sengepaarte und ungepaarte Bereiche in der Sekundérstruktur des PSTVd ab. Weiterhin
ist die Tatsache bemerkenswert, dass Viroide fiir keine Proteine kodieren, sodass jegli-
che Funktion wie Replikation und Transport von Wirtsfaktoren vermittelt werden muss
(Gross et al., 1978). Derzeit sind ca. 40 Viroid-Spezies mit verschiedenen Sequenzvarianten
beschrieben. Diese lassen sich in zwei Familien einteilen: die Awvsunviroidae und Pospi-
viroidae. Der namensgebende Vertreter der Avsunviroidae ist das Awvocado Sun Blotch
Viroid (AVSVd), der namensgebende Vertreter der Pospiviroidae ist das PSTVd.

1.4.1 Organisation des Viroids am Beispiel des PSTVd

Mittlerweile sind viele Vertreter der Pospiviroidae bekannt, was einen Sequenzvergleich
ermoglichte. Es zeigten sich Bereiche mit deutlich unterschiedlichen Sequenzhomologien,
was eine Einteilung des PSTVd in verschiedene distinkte Doménen erlaubte. Die zentra-
le konservierte Region (CCR) ist durch ihren hohen GC-Gehalt thermodynamisch sehr
stabil und in die Prozessierung von oligomeren Replikationsintermediaten zu Monome-
ren und deren Ligation zu Zirkeln involviert. An die CCR schliefit sich rechtsseitig die
weniger konservierte variable Region (VR) und linksseitig die pathogenitatsmodulierende
Region (PM oder Virulence-Modulating, VM) an. Nukleotidaustausche in dieser Region
sind fiir stammspezifische Symptomatiken verantwortlich. Diese stammspezifischen Sym-
ptomatiken reichen von relativ milden Symptomen bis hin zu nahezu letalen Symptomen,
wobei dieser Unterschied schon durch einen einzigen Nukleotidaustausch bedingt sein
kann. Begrenzt wird das PSTVd durch zwei terminale Loops, Terminal Left (TL) und
Terminal Right (TR). Das Fehlen offener Enden verleiht den Viroiden zudem eine gewis-
se Resistenz gegeniiber RNasen. Verzweigungen oder tertidre Strukturelemente wurden
fiir das PSTVd ausgeschlossen, jedoch sind einige der ungepaarten Bereiche durch Aus-
bildung nicht-kanonischer Basenpaare in der Lage, komplexe Strukturmotive zu bilden,
welche aus anderen nicht-kodierenden RNAs bekannt sind. Ein Beispiel fiir ein solches
Motiv ist der zentral gelegene Loop E, welcher eine grofie Ahnlichkeit mit dem namens-
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gebenden Loop E der 5S rTRNA oder dem Sarcin/Ricin-Loop aus der 23S rRNA aufweist.
Uber solche lokalen Strukturelemente scheint das Viroid mit seiner molekularen Umwelt
zu kommunizieren. Somit beinhaltet die Sekundarstruktur einen Teil der genetischen In-
formation, wiahrend die Rolle der Primérstruktur des Viroids noch nicht geklédrt werden
konnte.

1.4.2 Replikationszyklus

Die Replikation des Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) ist im Zellkern lokalisiert und
wird von einer wirtseigenen DNA-abhéngigen RNA-Polymerase II durchgefiihrt. Die Re-
plikation des PST'Vd folgt dabei einem asymmetrischen Replikationszyklus (Branch et al.,
1981), bei dem die RNA-Polymerase II zunéchst den RNA-Zirkel mehrfach umlauft und
somit in einen multimeren Gegenstrang transkribiert. Dieser nach Definition als (—)-
Strang bezeichnete Strang dient wiederum als Matrize fiir die Synthese eines multimeren
(4)-Strangs, der zundchst in die monomeren Einheiten geschnitten und schlielich wie-
der zu zirkuldren Molekiilen ligiert wird. Welche Enzyme an der Spaltung und Ligation
beteiligt sind, ist derzeit noch nicht geklart.

Die Replikation der Vertreter der Avsunviroidae (Avsunviroidae) unterscheidet sich grund-
legend vom Replikationszyklus der Pospiviroidae. Im Replikationszyklus der Avsunviroi-
dae wurden neben den monomeren reifen Viroiden zusitzlich monomere (—)-stringige
zirkuldre Replikationsintermediate beobachtet. Somit folgt die Replikation der Awvsunwvi-
roidae einem symmetrischen Replikationszyklus (Daros et al., 2006). Des Weiteren bilden
die Vertreter der Avsunviroidae eine Ribozymstruktur aus, welche eine autokatalytische
Prozessierung bewirkt; somit wird fiir deren Spaltung in die monomeren Einheiten kein
weiterer Wirtsfaktor benotigt. Ein weiterer wichtiger Unterschied in der Replikation die-
ser beiden grofien Familien von Viroiden ist die Lokalisation derselbigen: Avsunviroidae
sind in den Chloroplasten lokalisiert und rekrutieren zur Replikation eine plastiddre RNA-
Polymerase, wiahrend Pospiviroidae im Nukleus repliziert werden.

1.4.3 Transport und Pathogenitét

Die Infektion einer Pflanze mit Viroiden geschieht durch Verletzungen der Zelloberflache
mit anschlieBendem Eindringen der Viroid-Molekiile. Die Infektion erfolgt in der Regel
systemisch, was dazu fithrt, dass nahezu alle Pflanzenteile von Viroiden befallen werden.
Dabei erfolgt der Transport in der Pflanze keineswegs passiv durch Diffusionsprozesse,
vielmehr sind spezifische, durch den Wirt vermittelte Faktoren an diesem Prozess beteiligt
(Ding et al., 2005).

Fiir die Replikation des Viroids muss dieses zunéchst in den Zellkern gelangen. Zu diesem
Zweck wird das Viroid mit hoher Wahrscheinlichkeit in einem Ribonukleoprotein-Komplex
(RNP-Komplex) integriert und spezifisch in den Kern transportiert. Als Mediator dieses
Transports wird derzeit das Viroid-bindende Protein VirP1 diskutiert (de Alba et al.,
2003). VirP1 besitzt ein Kern-Lokalisations-Signal und bindet das Viroid spezifisch an
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einem asymmetrischen Loop in der terminalen rechten Region (TR-Region, sieche Abbil-
dung 1.7), dem sogenannten RY-Motiv. Wegen der charakteristischen Basenabfolge, ab-
wechselnd Purin-Pyrimidin (RY nach der [IUPAC-Nomenklatur), wird dieses Bindemotiv
als RY-Motiv bezeichnet.

Der Langstrecken-Transport in der Pflanze erfolgt iiber das Phloem. Dabei folgt der Trans-
port des Viroids dem Strom der Photoassimilate von den photosynthetisch aktiven Orga-
nen hin zu den Trieben der Blattspitze (Palukaitis, 1987). Es handelt sich jedoch auch bei
dem Langstrecken-Transport nicht um einen passiven Transport-Mechanismus, vielmehr
ist auch dieser Transport von Wirtsfaktoren vermittelt (Owens et al., 2001; Stark-Lorenzen
et al., 1997).

Der Pathogenitétsmechanismus der Viroide ist derzeit noch weitestgehend unverstanden.
Es ist nicht geklart, weshalb unterschiedliche PSTVd-Varianten unterschiedlich stark aus-
gepriagte Symptome ausbilden und schon einzelne Nukleotidaustausche solche drastischen
Unterschiede bewirken kénnen. Anfianglich wurde die pathogene Wirkung der Viroide
auf die Wechselwirkung der Viroide mit essentiellen Wirtsfaktoren zuriickgefiihrt. Da-
bei wurden unterschiedlichste Ansétze diskutiert, zu denen unter anderem Beeinflussung
des mRNA-Splicings oder eine gestorte rRNA-Reifung durch Bildung von Basenpaaren
gehorten (Diener, 2001). Derzeit werden andere Ansétze zur Erklarung der Pathogenitét
diskutiert, wonach die Pathogenitét auf die Bildung von kleinen Viroid-spezifischen RNAs
zuriickzufithren ist (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001), die von den in Abschnitt
1.3.1 beschriebenen siRNAs und miRNAs nur durch ihre Sequenz unterscheidbar sind. Die
in infizierten Pflanzen beobachteten kleinen Viroid-spezifischen RNAs konnten dabei als
eine Reaktion der Pflanze auf die eindringenden RNA-Stringe verstanden werden (Ta-
bler & Tsagris, 2004). Weiterhin fillt auf, dass die stdbchenformige Sekundérstruktur
eine auffallende Ahnlichkeit zu genomisch kodierten microRNA-Vorlaufer-Strukturen auf-
weist, was ein Indiz dafiir sein konnte, dass PSTVd von der Pflanze filschlicherweise als
microRNA-Vorldufer-Struktur erkannt und prozessiert wird. Zudem spricht die Lokali-
sation des PSTVd ebenfalls fiir solch einen induzierten, pathogenen Effekt, da bekannt
ist, dass microRNA-Vorlaufer-Strukturen im Nukleus der Zelle prozessiert werden. Somit
konnte {iber bioinformatische Methoden eine qualitative Aussage iiber PSTVd und seine
Ahnlichkeit zu wirtseigenen microRNAs ein weiteres Indiz darstellen, dass der Pathoge-
nitdtsmechanismus iiber eine fehlgeleitete Regulation essentieller Wirtsfaktoren vermittelt
wird (siehe Abschnitt 1.7). Dieser Mechanismus zur Pathogenitét der Viroide kénnte zu-
dem auch die unterschiedliche Ausprégung der Symptome erklédren, da kleine RNAs durch
Hybridisierung an entsprechende Ziel-mRNAs ihre destruktive Wirkung entfalten. Einzel-
ne Nukleotidaustausche kénnten somit unterschiedlich stark ausgepriagte Hybridisierun-
gen bedingen, was zu einer unterschiedlich stark ausgepragten Regulation der Ziel-mRNAs
fithren wiirde.
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1.5 MicroRNA-Vorhersagemethoden

Die Hypothese der fehlgeleiteten Regulation essentieller Wirtsfaktoren iiber die Pro-
zessierung der Viroide iiber den microRNA-Stoffwechselweg kénnte durch microRNA-
Vorhersagemethoden bestétigt oder abgelehnt werden. Derzeit existieren bereits einige
microRNA-Vorhersagemethoden, welche durch unterschiedliche Vorgehensweisen gegebe-
ne Sequenzen als microRNA bzw. nicht-microRNA klassifizieren. Zwei dieser Anséitze
werden im Folgenden vorgestellt: MICROHARVESTER (Dezulian et al., 2006) erstellt
Homologie-basiert Vorhersagen iiber das Vorliegen einer microRNA; FINDMIRNA (Adai
et al., 2005) erstellt basierend auf vorhandenen intergenischen Sequenzen und vorhande-
nen cDNA-Sequenzen eine Vorhersage iiber das Vorliegen von neuen microRNAs in den
untersuchten intergenischen Sequenzen.

1.5.1 microHARVESTER

MICROHARVESTER (Dezulian et al., 2006) ist ein Beispiel fiir einen Homologie-
basierten Ansatz zur Identifikation von méglichen microRNA-Kandidaten. Dieser Ansatz
geht davon aus, dass einige microRNA-Gene ein typisches Konservierungsmuster aufwei-
sen. In microRNA-Familien sind die reifen microRNAs sehr stark konserviert, da ihre
Sequenz essentiell fiir die Interaktion mit der zu regulierenden mRNA ist. Dagegen ist
der microRNA*-Strang weniger konserviert, unterliegt jedoch einigen Restriktionen, da
er mit der reifen microRNA Basenpaare ausbilden muss. Die restliche Sequenz der pre-
microRNA unterliegt nur wenigen weiteren Beschrankungen und weist daher meist nur
eine sehr geringe Konservierung auf. Der Bereich um den microRNA /microRNA*-Duplex
muss die Moglichkeit besitzen, in eine stabile Hairpin-Struktur zu falten, was die einzige
Beschrankung fiir diesen Bereich darstellt (Zhang et al., 2006).

MICROHARVESTER beginnt seine Klassifizierung mit einer BLAST-Ahnlichkeitssuche
zur Generierung einer Menge von Kandidatensequenzen, auf denen basierend die
Identifikation der microRNA-Homologen stattfindet. Zur weiteren Unterscheidung von
microRNA-Homologen und zufillig dhnlichen Sequenzen wurden einige Filter-Schritte
eingebaut, welche charakteristische strukturelle FEigenschaften von pflanzlichen pre-
microRNA-Strukturen ausnutzen. Die initiale BLAST-Suche findet zum einen mit der
reifen microRNA-Sequenz und zum anderen mit der Sequenz der pre-microRNA statt.
Da eine BLAST-Suche sehr viele falsch-positive Treffer produziert, werden in einem ers-
ten Filter-Schritt all diejenigen Sequenzen verworfen, bei denen die alignierte Sequenz
nicht den grofiten Teil der reifen microRNA-Sequenz abdeckt. In einem weiteren Filter-
Schritt wird nun mit Hilfe eines modifizierten optimalen, paarweisen Smith-Waterman-
Algorithmus (Smith & Waterman, 1981) die Lokalisation der reifen microRNA durch
ein Alignment der Ausgangssequenz und den korrespondierenden BLAST-Treffern be-
stimmt. Unterscheidet sich die Lange der reifen microRNA-Sequenzen um mehr als zwei
Nukleotide, so wird der entsprechende Kandidat verworfen. Der letzte Filter-Schritt um-
fasst die thermodynamische Faltung der Treffer-Sequenzen anhand von RNAFOLD und
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daran anschliefiend die Lokalisation der microRNA*-Sequenz. Eine Sequenz wird verwor-
fen, wenn bei mehr als sechs Nukleotiden keine Basenpaarung vorhergesagt werden kann.
Die verbleibenden Sequenzen werden nun als mogliche, zur Ausgangssequenz homologe,
Kandidaten angesehen.

Ein solcher Homologie-basierter Ansatz zur Identifikation von microRNA-Homologen ist
durch die Menge an bekannten microRNA-Sequenzen begrenzt und eignet sich dem-
nach auch nicht zur Identifikation von neuen, nicht sehr stark konservierten microRNA-
Sequenzen.

1.5.2 findMiRNA

Ein weiterer Ansatz zur Identifikation von moglichen microRNA-Sequenzen wurde von
Adai et al. (2005) beschrieben. FINDMIRNA ist ein sogenannter single-genomic-Ansatz
und benétigt fiir die Vorhersage von moglichen microRNA-Sequenzen nur einen genomi-
schen Sequenzdatensatz inklusive der Informationen iiber das Transkriptom und interge-
nische Bereiche. Die Vorgehensweise des Programms verfolgt prinzipiell den umgekehrten
Ansatz zu bisherigen Programmen fiir die Vorhersage von microRNA-Sequenzen. Im ers-
ten Schritt werden alle {iberlappenden Heptamere (Sequenzen der Linge 7) mit einigen
Einschréinkungen indiziert. Die Einschrankungen umfassen die Nukleotid-Komposition,
wobei jedes Heptamer mindestens zwei Guanin- oder Cytosin-Nukleotide beinhalten muss.
Heptamere mit sich wiederholenden Regionen der Linge zwei oder vier werden dagegen
verworfen. Jedes betrachtete mRNA-Transkript wird in iiberlappende Heptamere aufge-
teilt und mit den indizierten Heptameren der intergenischen Regionen beziiglich ihrer
Komplementaritéit verglichen. Fiir jeden erfolgreichen Vergleich werden die umgebenden
Sequenzen beider Heptamere verldngert und ohne die Einfithrung von Gaps aligniert. Die
entstandenen Alignments werden in einer Fenstergrofie von 18-25 Nukleotiden durchlau-
fen und nach dem folgenden Schema bewertet:

e kanonische Watson-Crick-Basenpaare werden mit einem Score von Zwei bewertet
e G:U-Wobble-Basenpaare werden mit einem Score von Eins bewertet

e Mismatche werden mit Null bewertet

Die errechneten Scores werden auf die Lange des alignierten Bereichs normiert und dabei
der Bereich als microRNA vorhergesagt, der den normierten Score maximiert. Ubersteigt
der errechnete Score einen definierten Schwellenwert (normierter Score von 1,55 bei min-
destens 35 Punkten nach obigem Schema), so wird die die mogliche microRNA-Sequenz
umgebende Region auf ihre Fihigkeit zur Ausbildung einer Hairpin-Sekundérstruktur
untersucht. Dabei wird die mogliche microRNA-Sequenz in einer 400 Nukleotide umfas-
senden Region zentriert und der umliegende Bereich iiber einen dynamischen Program-
mieransatz weiter analysiert.

Der Ansatz der dynamischen Programmierung fiir {iberlappende Treffer (Durbin, 1998)
aligniert die mogliche microRNA-Sequenz an die umgebende, 400 Nukleotide umfassende
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Region durch eine modifizierte Version der Score-Matrix, welche fiir das Alignment der
komplementédren Bereiche verwendet wurde. Die Modifikation liegt einzig in der Vergabe
eines negativen Scores fiir Mismatche; hier wird ein Score von —1 vergeben. Die vor-
hergesagte microRNA-Sequenz wird bewertet und nicht verworfen, wenn ihr normierter
iiberlappender Score (Alignment-Score/microRNA-Lénge) grofier Eins ist. Die so prozes-
sierten iiberlappenden Heptamere der Transkripte werden absteigend nach ihrem kom-
binierten Score aus beiden algorithmischen Ansétzen sortiert und ihre pre-microRNA-
Sequenz als die Region definiert, welche von dem microRNA /microRNA*-Duplex flankiert
wird.

1.6 Statistische Auswertungsmethoden

Da jede Vorhersage mit Fehlern behaftet ist, werden statistische Kenngréfien benétigt,
welche als Ma$ fiir die Giite der Vorhersagemethode dienen. Hierzu wurden in der Statistik
die Begriffe Sensitivitét, Spezifitdat, Segreganz, Relevanz, Korrektklassifikationsrate sowie
Falschklassifikationsrate definiert. Zur Definition der Begriffe werden die in Abbildung 1.8
dargestellten und erlauterten Abkiirzungen TP, FP, TN und FN benétigt.

1.6.1 Statistische Kenngrofien

Der Begriff Sensitivitat (Formel 1.1) wird auch als Richtig-Positiv-Rate oder Empfindlich-
keit eines Klassifikators bezeichnet und beschreibt die Wahrscheinlichkeit, ein tatsédchlich
positives Objekt auch als positiv vorherzusagen. Die Sensitivitdt gibt den Teil der als
positiv vorhergesagten Objekte im Verhéltnis zur Gesamtheit der positiven Objekte an.

TP

Die Spezifitdt (Formel 1.2) wird auch als Richtig-Negativ-Rate bezeichnet und beschreibt
die Wahrscheinlichkeit, ein tatséchlich negatives Objekt als Negativ vorherzusagen. Die
Spezifitdt gibt somit das Verhéltnis der als negativ vorhergesagten Objekte zur Gesamt-
menge der negativen Objekte an.

TN

ifitit = ————
Spezifita TN L FP

(1.2)

Die Falsch-Positiv-Rate (Formel 1.3) ist ebenfalls ein Ausdruck fiir die Spezifitét eines
Klassifikators und beschreibt den Anteil, dass ein tatséchlich positives Objekt als negativ
klassifiziert wurde.



Einleitung

FP-Rate = 1 — Spezifitét
Fpr

= 1.
FP+TN (13)

Der Begriff der Relevanz (Formel 1.4) wird in der Statistik auch als Wirksamkeit des
Klassifikators beschrieben. Die Relevanz ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein positiv-
klassifiziertes Objekt tatséchlich positiv ist. Die Relevanz gibt das Verhéltnis der kor-
rekterweise als positiv vorhergesagten Objekte an der Gesamtheit der als positiv vorher-
gesagten Objekte an.

TP
Relevanz = m (14)

Die Segreganz oder Trennbarkeit eines Klassifikators (Formel 1.5) beschreibt die Wahr-
scheinlichkeit, dass ein negativ-klassifiziertes Objekt tatséchlich zur Gesamtmenge der
negativen Objekte gehort. Die Segreganz gibt also den Anteil der korrekterweise als ne-
gativ vorhergesagten Objekte zur Gesamtmenge der als negativ vorhergesagten Objekte
an.

S __IN (1.5)
egreganz = TN TN .

Sind durch eine Vorhersage Objekte in eine Klasse eingeteilt worden, so ist diese Ein-
teilung zumeist mit Fehlern behaftet. Man spricht dann von einer sogenannten Falsch-
klassifikation. Die Falschklassifikationsrate (Formel 1.7) beschreibt den Anteil an falsch-
vorhergesagten Objekten an der Gesamtheit der zu klassifizierenden Objekte. Die Kor-
rektklassifikationsrate (Formel 1.6) beschreibt analog dazu den prozentualen Anteil der
korrekt-klassifizierten Objekte an der Gesamtmenge.

TP +TN
K ktklassifikati = 1.
orrektklassifikationsrate TPLFPLEN T TN (1.6)
FP+ FN
Falschklassifikationsrate = TP FP 1— FN T TN (1.7)

1.6.2 Receiver Operating Characteristics (ROC)

Eine ROC-Kurve ist eine Methode zur Messung der Effizienz von sogenannten Klassi-
fikatoren und wurde im Zweiten Weltkrieg zur Analyse von Radarbildern angewendet.
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Spater wurde diese Methode zur Analyse und Visualisierung des Verhaltens von Syste-
men in medizinischen Bereichen wie z. B. der Krankheitsdiagnostik iibernommen. Hier
dient die ROC-Analyse héufig als Interpretations- und Evaluationshilfe in der medizini-
schen Diagnostik. In den spéten 80er Jahren wurde von Spackman (1989) die Methode
zum ersten Mal zu Auswertungs- und Vergleichszwecken von Algorithmen beschrieben
und dient heute als Standard-Methode zur Evaluierung und Visualisierung von Klassi-
fizierungsalgorithmen. Ein Beispiel fiir eine solche ROC-Kurve ist in Abbildung 1.9 zu
sehen.

Wie schon in Abschnitt 1.6 erwéhnt, ist jeder Versuch einer Klassifizierung mit Fehlern be-
haftet. Der Klassifizierung liegt ein sogenanntes Klassifizierungsmodell zugrunde, welches
fiir die Objekte der Testmenge eine Klassifikation bzw. Zuordnung zu einer bestimmten
Klasse trifft. Diese Zuordnung steht in Abhéngigkeit eines Schwellenwerts, der dariiber
entscheidet, in welche Klasse die Zuordnung stattfindet. Um die Effizienz eines Klassifi-
kators in Abhéngigkeit eines zu wéhlenden Schwellenwertes beurteilen zu kénnen, werden
die in Abbildung 1.8 und Abschnitt 1.6.1 eingefiihrten statistischen Begriffe benotigt.
Ein Klassifikator, der Objekte aus einer Testmenge in nur zwei diskrete Klassen unter-
teilt, wird auch als binérer Klassifikator bezeichnet. Dieser unterteilt, wie der Name schon
sagt, gegebene Objekte in zwei Klassen. Wird davon ausgegangen, dass die tatséchliche
Einteilung bekannt ist, lassen sich den klassifizierten Objekten die Messgréflien aus der
Tabelle 1.8 zuordnen.

Die fiir die ROC-Analyse benétigten Kenngroflen kénnen aus diesen Messgrofien herge-
leitet werden: die Richtig-Positiv-Rate oder Sensitivitdt (Formel 1.1, Y-Achse) und die
Falsch-Positiv-Rate (Formel 1.3, X-Achse). Diese Werte, die ein Ma8 fiir die Effizienz des
Klassifikators darstellen, werden gegeneinander im Koordinatensystem aufgetragen. Da
die Werte fiir Richtig-Positiv-Rate oder Sensitivitdt und Falsch-Positiv-Rate immer Wer-
te zwischen 0 und 1 einnehmen, markieren diese Werte die Grenzen des Raumes, in dem
die Punkte aufgetragen werden. Dieser durch die Messgréfien definierte Raum wird auch
als ROC-Raum bezeichnet.

Um Aussagen iiber die Effizienz eines Klassifikators beurteilen zu kénnen, werden an
dieser Stelle einige markante Punkte des ROC-Raums erldutert. Es existieren, wie in
Abbildung 1.9 dargestellt, fiinf Punkte bzw. Bereiche des ROC-Raumes, welche unter-
schiedlichste Aussagekraft besitzen. Liegt ein Wertepaar auf der Diagonalen zwischen den
Punkten (0,0) und (1, 1), so entspricht der analysierte Klassifikator dem bloflen Raten
des Ergebnisses, da in diesem Bereich mit gleicher Wahrscheinlichkeit richtig-positive und
falsch-positive vorhergesagt werden. Befindet sich ein Wertepaar in der Néhe des Punktes
(0,1) (siehe Abbildung 1.9 Punkt B), ist dies kennzeichnend fiir einen guten Klassifika-
tor, welcher nahezu nur richtig-positive Aussagen macht und im Gegenzug annidhernd
keine falsch-positiven Klassifizierungen trifft. Allgemein ausgedriickt bedeutet dies, dass
ein Klassifikator umso besser ist, je geringer die Distanz zwischen dem Punkt (0,1) und
seinem tatsdchlichen Wertepaar ist. Der Punkt A an Position (0,0) in der Abbildung 1.9
bedeutet, dass keinerlei falsch-positive Vorhersagen getroffen werden, allerdings auch kei-
nerlei richtig-positive Vorhersagen. Dies ist vergleichbar mit dem blolen Ablehnen eines
jeden gegebenen Objekts. Der Punkt C an der Position (1, 1) ist der umgekehrte Fall zum
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Punkt A an der Position (0, 0). Dieser beschreibt das Verhalten, dass alle richtig-positiven
Objekte als positiv, im Gegenzug jedoch auch alle richtig-negativen als positiv vorherge-
sagt werden. Anders ausgedriickt bedeutet dies, dass jedes Objekt ohne Ausnahme als
positiv klassifiziert wird. Des Weiteren besitzt der ROC-Raum noch zwei charakteristi-
sche Regionen, welche besonders hervorzuheben sind. Die Flache um den Buchstaben D
(in Abbildung 1.9 rot dargestellt) wird als konservativ bezeichnet und steht fiir gerin-
ge Falsch-Positiv-Raten bei gleichzeitig geringen Richtig-Positiv-Raten; der Bereich um
den Buchstaben E (in Abbildung 1.9 rot dargestellt) wird als liberal bezeichnet und be-
schreibt ein Diskriminierungsverhalten mit hohen Richtig-Positiv-Raten, die jedoch mit
hohen Falsch-Positiv-Raten einhergehen.

Fiir die Berechnung eines Schwellenwerts, der beide Klassen optimal diskriminiert, wird
die gesamte Menge an moglichen Schwellenwerten getestet und anhand derer die Falsch-
Positiv- und Richtig-Positiv-Rate berechnet und gegeneinander im ROC-Raum aufgetra-
gen. Der optimale Schwellenwert zeichnet sich durch eine méglichst hohe Richtig-Positiv-
Rate bei gleichzeitig moglichst niedriger Falsch-Positiv-Rate aus. Der optimale Schwellen-
wert eines Klassifikators wird hauptséichlich auf zweierlei Art und Weise berechnet. Zum
einen ist es moglich, die Distanz zwischen den aufgetragenen Punkten und dem Punkt
der bestmdglichen Diskriminierung zu berechnen und den Schwellenwert zu wéhlen, fiir
den diese Distanz minimal wird. Eine zweite Moglichkeit ist der sogenannte Youden-Index
(Perkins & Schisterman, 2006) (1.8). Der Youden-Index markiert den optimalen Schwel-
lenwert, welcher die Summe aus Sensitivitdt und Spezifitit maximiert. Der Youden-Index
(J) ist definiert als:

J = max{Sensitivitdt 4+ Spezifitdt — 1} (1.8)

Neben der maximierten Summe aus Sensitivitidt und Spezifitdt hat das Wertepaar des
Youden-Index die Eigenschaft, dass die vertikale Distanz zwischen der ROC-Kurve und
der Diagonalen des blofien Ratens maximal ist (siche Abbildung 1.9).

1.6.3 Fliche unter der Kurve (Area under the Curve, AUC)

Wie im vorigen Abschnitt bereits beschrieben ist die ROC-Kurve eine zwei-dimensionale
Darstellung der Effizienz eines Klassifikators. Um mehrere Vorhersagemethoden beziiglich
ihrer Effizienz vergleichen zu kénnen ist es notig, diese Effizienz in einem einzigen skalaren
Wert auszudriicken. Eine gebrduchliche Methode ist die Berechnung der Flache unterhalb
der Kurve, auch als Area under the Curve (AUC) bezeichnet. Da die Fléche unterhalb
der Kurve Element des ROC-Raumes ist, liegen die Werte fiir die AUC immer zwischen
0 und 1.

Anstelle der Flachenberechnung durch Integration wird meist die Flache durch das Anle-
gen von geometrischen Figuren an die Kurve angenéhert. Durch Rechtecke bzw. Trapeze
wird mit unterschiedlicher Genauigkeit die Fléache unter Kurve abgeschétzt. Die Flache
des von zwei benachbarten Datenpunkten aufgespannten Trapezes wird iiber die folgenden
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Formel berechnet:

(22 —21) - (y1 + y2)
2

FTrapez = (19)
Die Flache wird fiir alle benachbarten Datenpunkte ausgerechnet und aufsummiert. Bei

entsprechend hoher Anzahl Datenpunkte erhélt man somit eine relativ genaue Berechnung
der Fliache unter der ROC-Kurve.

Die AUC wird meist im Zusammenhang mit einem 95%igem Konfidenzintervall angege-
ben, da die AUC eines bestimmte Klassifikators kein absoluter Wert ist, sondern eine
statistische Grofle, die einem Fehler unterliegt. Dies bedeutet, dass der wahre Wert der
AUC innerhalb des 95%igen Konfidenzintervalls liegt, jedoch eine Chance von 5% vor-
liegt, dass diese Annahme falsch ist. Liegt demnach die untere Grenze der AUC bei einem
95%igem Konfidenzintervall oberhalb von 0.5, so ist der Klassifikator statistisch signifikant
besser, als eine Vorhersage basierend auf dem bloflen Raten des Ergebnisses.

Die AUC ist somit ein Mafl der Effizienz eines Klassifikators und wird als Durchschnitts-
wert der Sensitivitit fiir alle Werte der Spezifitéit interpretiert. Die AUC kann nur Werte
zwischen 0 und 1 annehmen, da die X- und Y-Achse nur jeweils Werte zwischen 0 und
1 annehmen konnen. Grundsétzlich ldsst sich sagen, dass AUC-Werte nahe 1 eine sehr
gute Effizienz des vorliegenden Klassifikators beschreiben. Praktisch betrachtet ist die un-
tere Grenze der AUC eines Klassifikators eine Wert von 0,5, da dies dem bloflen Raten
entspricht.

1.7 Ziel dieser Arbeit

Viroide stellen eine eigene Klasse von pflanzlichen Krankheitserregern dar und entfalten
ihre Funktionalitdt iiber die Rekrutierung von wirtseigenen Faktoren. Sie werden auf-
grund der fehlenden Protein-kodierenden Regionen als nicht-kodierende RNAs bezeich-
net und besitzen aufgrund der charakteristischen Sekundérstruktur eine nicht zu ver-
nachlissigende Ahnlichkeit zu bekannten microRNA-Vorldufer-Strukturen. Zudem wur-
den in infizierten Pflanzen bereits kleine Viroid-spezifische RNAs mit einer Lénge von
vornehmlich 21-22 Nukleotiden identifiziert. Die microRNA-&hnliche Sekundéarstruktur
der Viroide sowie das Vorliegen von kleinen Viroid-spezifischen RNAs, welche eine fiir
reife microRNA-Sequenzen charakteristische Lange besitzen, ldsst die Hypothese zu, dass
die Viroid-vermittelte Pathogenitdt in der Pflanze auf einen microRNA-&hnlichen Me-
chanismus zuriickzufiihren ist. Des Weiteren scheint es moglich zu sein, dass das Viroid
von der wirtseigenen RNA-Interferenz-Maschinerie aufgrund der charakteristischen Se-
kundérstruktur und der Lokalisation im Zellkern félschlicherweise als microRNA-Vorldufer
erkannt und prozessiert wird. Von PSTVd ist bekannt, dass es in Arabidopsis thaliana re-
pliziert und prozessiert wird, einzig der Transport der Viroide in alle Pflanzenteile scheint
nicht vermittelt zu werden (Daros & Flores, 2004; Matousek et al., 2004). In der Literatur
gibt es derzeit keine Hinweise auf eine Akkumulation kleiner Viroid-spezifischer RNAs in
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Arabidopsis thaliana, jedoch kénnte es aufgrund der Konservierung des Regulationsme-
chanismus durch kleine RNAs auch dort zu einer Prozessierung der Viroide und Akku-
mulation kleiner Viroid-spezifischer RNAs kommen. Dies muss jedoch nicht zwangsléufig
mit einer Auspragung von Symptomen einhergehen, da mogliche Zielsequenzen eventuell
zu divergent sind und demnach keine Bindestellen besitzen.

Zelluldre microRNAs bediirfen charakteristischer Sekundérstrukturen und eventuell auch
Primérstrukturelemente fiir ihre Prozessierung in der Zelle. Sollte die Viroid-vermittelte
Pathogenitét iiber den microRNA-vermittelten Regulationsmechanismus funktionieren,
so miisste das Viroid Sequenz- und/oder Strukturcharakteristika aufweisen, die de-
nen der wirtseigenen microRNAs &hnlich sind. Derzeit gibt es einige microRNA-
Vorhersageprogramme, welche jedoch fiir diesen Ansatz nicht erfiillbare Voraussetzun-
gen mit sich bringen. Dies wird besonders am Beispiel von MICROHARVESTER, deut-
lich, das einzig iiber eine Homologie-Suche neue microRNA-Kandidaten ermittelt. Weitere
Ansitze zur de novo-Identifikation von microRNA-Kandidaten bendtigen zu spezifische
Informationen {iber den zugrundeliegenden Organismus wie z. B. Kenntnis iiber das Tran-
skriptom und intergenischer Bereiche (siehe Abschnitt 1.5.2). Arabidopsis thaliana als zu-
grundeliegenden Organismus zu wéahlen begriindet sich zumindest in zweierlei Hinsicht:
die Fiille an verfiigharen Sequenzinformationen und experimentellen Daten sowie die Tat-
sache, dass zumindest ein Teil der Funktionalitidt des PSTVd durch Rekrutierung von
Arabidopsis thaliana-spezifischen Faktoren vermittelt wird.

Da an dieser Stelle nicht davon auszugehen ist, dass die Viroide eine Homologie zu be-
kannten microRNA-Familien aufweisen und derzeit auch keinerlei detaillierte Informatio-
nen iiber das Transkriptom natiirlicher Wirtspflanzen vorliegen, sollte im Rahmen dieser
Arbeit ein neuer Ansatz zur de novo-Identifikation von microRNA-kodierenden Bereichen
allein basierend auf Informationen iiber Sequenz und Struktur von bekannten microRNAs
entwickelt werden.
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der microRNA-Biogenese in Pflanzen. Die microRNA-
kodierende Region wird von der RNA-Polymerase II transkribiert. Daraus resultieren die
sogenannten pri-microRNA, welche mehrere 100 bis 1.000 Nukleotide lang sein kann.
Das Dicer-like protein 1 (DCL1) und hyponastic leaves 1 (HYL1) prozessieren die pri-
microRNAs und schneiden den microRNA-Vorldufer heraus. DCL1 {ibernimmt in Zusammen-
arbeit mit HYL1 zusétzlich die Prozessierung des microRNA-Vorldufers und schneidet den
microRNA /microRNA*-Duplex heraus, der die reife microRNA enthélt. Anschlieflend findet eine
2’0O-Methylierung der 3’-Enden durch HEN1, einer Methyl-Transferase, statt. Der Export in das
Zytoplasma wird durch das Exportin5-Ortholog HASTY vermittelt. Von Exportinb ist bekannt,
dass es in tierischen Zellen fiir den Kernexport kleiner RNAs verantwortlich ist (Park et al., 2005).
Im Zytoplasma wird die reife microRNA in den RNA-induced silencing complez (RIS-Komplex)
eingelagert. Der RIS-Komplex beinhaltet unter anderem ein Mitglied der Argonauten-Familie
(AGO1), welches essentiell fiir die microRNA-vermittelte Regulation ist. AGO1 vermittelt an-
schlieflend je nach Komplementaritétsgrad die Inhibition der Translation oder die Spaltung der
korrespondierenden Ziel-mRNA (Hutvégner & Zamore, 2002; Zeng et al., 2002).
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Abbildung 1.6: Small-interfering-RINA-Biogenese. Ursprung der siRNAs ist ein RNA-
Doppelstrang, der unterschiedlichen Ursprungs sein kann. Der lange RNA-Doppelstrang wird
von einem Mitglied der Dicer-like proteins (DCL), je nach Ursprung DCL3 oder DCL4, in kurze
siRNA-Duplices geschnitten, welche anschliefend von HEN1, einer Methyl-Transferase, am 2’-O
des 3’-Endes methyliert werden. Diese siRNA-Duplices werden je nach Ursprung und Funktion in
unterschiedliche Silencing-Komplexe integriert, welche die Funktion vermitteln. Zum einen gibt
es den RNA-induced silencing complex (RISC), welcher die Inhibition der Translation vermit-
telt, und zum anderen den RNA-induced transcriptional silencing-Komplex (RITS), welcher die
Chromatin-Modifikationen vermittelt. Unterschiedliche Mitglieder der Argonauten-Familie sind
in die RIS- und RITS-Komplexe involviert, von ihnen hingt die jeweilige vermittelte Funktion
ab (Ubersicht in Jones-Rhoades et al.).
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Abbildung 1.7: Sekundérstruktur des PSTVd. Die Darstellung zeigt die Sekundéarstruktur
des PSTVd. Die finf durch Sequenzhomologien ermittelten funktionell relevanten Doménen
(Keese & Symons, 1985) sind durch TL und TR (linker und rechter Terminus), VM (Virulenz-
modulierende Region), CCR (zentral konservierte Region) und VR (variable Region) gekenn-
zeichnet. Basenpaarungen sind durch Punkte dargestellt.
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Klasse Klasse
L. Richtig Falsch

als Positiv Positiv Positiv
vorhergesagt (=TP) (=FP)
. Falsch Richtig

als Negativ Negativ Negativ
vorhergesagt (=FN) (=TN)

Abbildung 1.8: Wahrheits-Matrix. Die sogenannte Wahrheitsmatrix wird auch als Vierfelder-
Tabelle bezeichnet und veranschaulicht die Begriffe Richtig-Positiv, Falsch-Positiv, Falsch-
Negativ und Richtig-Negativ. Die in dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen sind in rot darge-
stellt.
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Abbildung 1.9: Beispielhafte ROC-Kurve. Beispielhafte Darstellung einer ROC-Kurve mit fiinf
charakteristischen Punkten: A bedeutet keine falsch-positive Klassifizierung, allerdings auch kei-
ne richtig-positive; der Punkt B beschreibt eine perfekte Klassifizierung; der Punkt C bedeutet
nur positive Klassifizierungen, allerdings auch viele falsch-positive; die Fldche um den Buchsta-
ben D (rot) wird als konservativ bezeichnet und steht fiir geringe Falsch-Positiv-Raten, aller-
dings auch geringe Richtig-Positiv-Raten; die Fliche um den Buchstaben E (rot) wird als liberal
bezeichnet und bedeutet, dass nahezu alle Objekte korrekt klassifiziert werden, was aber mit
hohen Falsch-Positiv-Raten einhergeht. Der Youden-Index stellt beispielhaft das Wertepaar dar,
an dem die Summe aus Sensitivitdt und Spezifitdt maximal wird. Weiterhin stellt dieser Punkt

die maximal mogliche Distanz zwischen der Diagonalen des blolen Ratens sowie der ROC-Kurve
dar.
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Abbildung 1.10: Abschéitzung der Area under the Curve. Eine Moglichkeit zur Abschéitzung
der Flidche unter der Kurve (Area under the Curve, AUC) ist in dieser Abbildung gezeigt. Zwei
benachbarte Punkte im ROC-Raum definieren ein Trapez im ROC-Raum, dessen Flédche berech-
net werden kann. Wird fiir alle Punkte-Paare im ROC-Raum ein solches Trapez erstellt, dessen
Flache berechnet und die Flicheninhalte aller Trapeze aufsummiert, so ergibt sich daraus eine
Abschitzung fiir die Fliche unter der Kurve.



Material und Methoden

2.1 Entwicklungsumgebung

2.1.1 Hardware

Die Entwicklungsarbeit wurde auf einem Dualcoreprozessorsystem mit zwei Intel-Pentium
D 2,80 GHz Prozessoren sowie 1 GB Arbeitsspeicher durchgefiihrt.

Die Rechnungen fanden zudem auf einem Dualprozessorsystem mit zwei Intel Xeon CPU
3,0 GHz sowie 4 GB Arbeitsspeicher statt.

Die Kommunikation dieser Computer fand in einem geswitchten 100 MB Ethernet-
Netzwerk statt.

2.1.2 Betriebssystem

Als Betriebssystem diente Ubuntu! mit einem GNU/Linux-Betriebssystemkern. Der Be-
triebssystemkern lag in Version 2.6.22-14 vor.

2.2 Programme

2.2.1 Perl

Perl? ist eine Skriptsprache und eignet sich in der Bioinformatik besonders zum Verar-
beiten von Zeichenketten und ist daher sehr geeignet fiir den Umgang mit grofien geno-

L http://www.ubuntu.com/
2 http://www.perl.com/



26

Material und Methoden

mischen Sequenzdaten. Perl wurde in Version 5.8.8 verwendet. Zudem wurde Perl fiir die
Entwicklung des Programms YET ANOTHER MIRNA PREDICTOR (YAMP) verwendet.

2.2.2 BioPerl

BioPerl® (Version 1.4) wurde zum Erstellen von Skripten benutzt und ist eine Zusam-
menstellung von Perl-Modulen, welche die Entwicklung von Skripten zu bioinformati-
schen Fragestellungen erleichtert. Es beinhaltet keine kompletten Programme, bietet je-
doch wiederverwendbare Module zu haufig auftretenden bioinformatischen Problemen,
wie z. B. Sequenz-Manipulation, Zugang zu biologischen Datenbanken, Schnittstellen zu
diversen molekularbiologischen Programmen sowie die Mo6glichkeit, deren Ausgaben zu
analysieren.

2.2.3 HyPa

Fiir die Identifikation neuer moglicher microRNAs war es notig, positiv klassifizier-
te Sequenzen aus intergenischen und intronischen Sequenzbereichen im Genom von
Arabidopsis thaliana lokalisieren zu konnen. Zu diesem Zweck wurde das Programm HYPA
(Gréf, 2004; Strothmann, 2005) verwendet, welches auf der Musterbeschreibungssprache
HyYPAL (Graf, 2004; Gréf et al., 2001) beruht und anhand erstellter Muster genomische
Sequenzdaten effizient durchsuchen kann. Das Programm HYPA wurde in der Version von
2006-09-01 verwendet.

2.2.4 RNAfold

Das Programm RNAFOLD, entwickelt von Hofacker et al. (1994), wurde zu Auswer-
tungszwecken und der grafischen Darstellung von moglichen microRNA-Kandidaten ver-
wendet. RNAFOLD berechnet die thermodynamisch optimale Struktur einer gegebenen
Nukleinsduresequenz iiber die Verwendung thermodynamischer Parameter, die aus expe-
rimentell ermittelten Daten abgeleitet wurden. Verwendete wurde die Option ,,-T*, welche
die Temperatur spezifiziert, bei der die thermodynamisch optimale Sekundérstruktur ei-
ner gegebenen RNA-Sequenz berechnet werden soll. RN AFOLD lag in Version 1.6 vor und
ist Teil des VIENNA-RNA-Paketes (Hofacker, 2003).

2.2.5 RNALfold

Das Programm RNALFOLD, entwickelt von Hofacker et al. (2004), wurde fir die lokale
Faltung von groflen genomischen Sequenzbereichen verwendet um lokal stabile Struk-
turen aufzudecken, welche Basis fiir die anschlieBende Klassifizierung waren. RNAL-
FOLD berechnet lokal thermodynamisch optimale Strukturen in langen Sequenzen unter

3 http://bioperl.org/
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Beriicksichtigung einer maximalen Spannweite fiir die Bildung eines Basenpaares. Die
verwendeten Optionen waren die ,,-T“-Option zur Angabe der Temperatur, bei der die
Faltung berechnet werden soll, sowie die ,-L“-Option, welche die maximale Spannweite
erlaubter Basenpaare in der Sequenz vorgibt. RNALFOLD lag in Version 1.6 vor und ist
Teil des VIENNA-RNA-Paketes.

2.2.6 RNAshapes

Das Programm RNASHAPES, entwickelt von Giegerich et al. (2004), wurde zur Berech-
nung von optimalen und suboptimalen Sekundéarstrukturen verwendet. Da thermodyna-
misch optimale Strukturen nicht den nativen Strukturen entsprechen miissen, ist es notig
auch suboptimale Strukturen zu betrachten. Viele Programme bewerkstelligen die subop-
timale Faltung, produzieren jedoch grofie Mengen an Ausgabe und zeichnen sich durch
eine lange Laufzeit aus. RNASHAPES ist ebenfalls in der Lage, optimale und subopti-
male Sekundéarstrukturen gegebener Sequenzen zu berechnen. RNASHAPES gibt jedoch
nur die Sekundérstrukturen aus, die sich in ihrer Sekundérstruktur auf einem gegebenen
Abstraktionsniveau von anderen Sekundérstrukturen unterscheiden. Die niedrigste Ab-
straktionsstufe enthilt fast alle Informationen einer Sekundarstruktur, hélt jedoch nur
die Lénge gepaarter Bereiche und einzelstrangiger Regionen zuriick. Eine mittlere Ab-
straktionsstufe enthélt Informationen iiber vorliegende gepaarte Bereiche, die Position von
Bulge-Loops und interner Loops, hélt jedoch Informationen iiber andere einzelstringige
Bereiche zuriick. Die hochste Abstraktionsstufe enthélt ausschlieflich Informationen iiber
gepaarte Bereiche, jedoch nicht iiber deren Lange sowie aller einzelstringiger Bereiche.
Als Abstraktionsniveau wurde das mittlere Niveau iiber die Option ,,-t* gewahlt, da die
Kenntnis der Liange nicht-gepaarter Bereiche innerhalb einer Sekundérstruktur fiir diese
Arbeit nicht nétig war. RN ASHAPES lag in Version 2.0 vor.

2.2.7 miRU

Die Vorhersage von neuen méglichen microRNA-Vorldufer-Sequenzen erfordert zudem
die Suche nach moglichen Zielgenen. Der MIRU-Webserver (Zhang, 2005) sucht in den
mRNA-Sequenzen von Arabidopsis thaliana nach komplementéiren Sequenzen und weist
ihnen eine Bewertung zu. Dabei werden Standard-Watson-Crick-Basenpaare mit 0 und
G : U-Wobble-Basenpaare mit 0,5 gewichtet. Die Einfiihrung von Insertionen bzw. De-
letionen wird mit 2,0 gewichtet und jeder andere Mismatch mit 1,0. Zudem wird jeder
Mismatch in der komplementédren Sequenz zwischen den Positionen 2 und 7 zusétzlich
mit 0,5 bestraft, da diese sogenannte Seed-Region fiir die Funktion essentiell ist und nur
wenige Mismatche zulésst. Bleibt der Gesamtscore einer komplementiren Sequenz unter-
halb eines zu wéhlenden Schwellenwerts, so wird diese als mégliche Hybridisierungsstelle
ausgegeben.
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2.2.8 miRanda

Die in Abschnitt 2.2.7 vorgestellte Methode zur Vorhersage von Zielgenen basiert allein
auf Sequenzkomplementaritdt und bezieht keinerlei thermodynamische Berechnungen mit
ein. Das Programm MIRANDA (Enright et al., 2003) bietet eine solche Erweiterung an.
Zunéchst wird mit Hilfe eines dynamischen Programmier-Ansatzes eine, zu einer vorgege-
benen kleinen RNA, komplementére Stelle in gegebenen genomischen Sequenzen gesucht.
Die Erweiterung stellt nun die Berechnung der minimalen freien Energie (Minimum Free
Energy, mfe) fiir die vorher ermittelten komplementéren Bindestellen dar. Diese Berech-
nung stellt eine weitere Verifikation fiir die Bindung einer gegebenen kleinen RNA an
die vorliegenden genomischen Sequenzen dar. Das Programm MIRANDA wurde mit den
Standardeinstellungen und der zusétzlichen Option zur zufilligen Neusortierung der Po-
sitionen in der ermittelten komplementéiren Bindestelle und der damit verbundenen Z-
Score-Berechnung ausgefiihrt. Das Programm MIRANDA wurde in Version 1.9 verwendet.

2.2.9 RNAup

RNAvup (Hofacker et al., 1994; Miickstein et al., 2006) wurde fiir die Berechnung von
RNA-RNA-Interaktionen zur Lokalisation und Verifikation von moglichen Bindestellen
herangezogen. Die RNA-RNA-Interaktion wird dabei in zwei Schritte aufgeteilt. Zunéchst
wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, das die Bindestelle in der Ziel-RNA ungepaart
vorliegt. Als néchstes wird die Energie der Bindung der beiden RNA-Sequenzen berechnet.
Dies geschieht unter der Annahme, dass die Bindestelle ungepaart ist. Als Option wurde
die ,,-Xf“-Option verwendet, welche vorgibt, wie Sequenzen in einer Datei z verarbeiten
sind. RNAUP wurde in Version 1.6 verwendet und ist wie RNAFOLD und RNALFOLD
Teil des VIENNA-RNA-Paketes.

2.2.10 Receiver-Operator- Characteristics-Analyse (ROC-Analyse)

Die Bewertung der Effizienz eines Klassifikators wurde mit Hilfe einer ROC-Analyse
durchgefiihrt. Hierzu wurde das Perl-Paket Statistics:ROC* in Version 0.04 verwendet.
Das Perl-Paket enthélt Bibliotheken zur Analyse gegebener statistischer Messgrofien. Des
Weiteren ist die Moglichkeit der grafischen Darstellung inklusive des Abspeicherns der
ermittelten Koordinaten gegeben, welche fiir die Berechnung der Fléiche unter der Kurve
(AUC) benétigt wurden. Eine genaue Beschreibung der ROC-Analyse wird in Abschnitt
1.6.2 gegeben.

2.3 Sequenzdaten

Die Entwicklung des Programms YAMP (YET ANOTHER MIRNA PREDICTOR), auf das
in Kapitel 3 ndher eingegangen wird, benotigte zu Test- und Trainingszwecken Sequenz-

4 http://search.cpan.org/~hakestler/Statistics-ROC-0.04/1ib/Statistics/ROC.pm
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datensétze (siehe Abschnitt 3.1). Hierzu wurden die folgenden Sequenzdatenbanken ver-
wendet:

2.3.1 NCBI

Die Sequenzdatenbank des National Center for Biotechnology Information® (NCBI)
diente als Bezugsquelle fiir genomische Sequenzdaten von Arabidopsis thaliana, welche
fiir die genaue Lokalisation neuer moglicher microRNA-Sequenzen in den genomischen
Sequenzdaten benétigt wurden. Die genomischen Sequenzdaten inklusive ihrer Annota-
tionen lagen in ihrer Aktualisierung vom 20.April 2007 vor.

2.3.2 The microRNA-Registry (miRBase)

Die MIRBASE® (Griffiths-Jones, 2004; Griffiths-Jones et al., 2006) ist eine Sammlung be-
kannter und teilweise verifizierter microRNA-Sequenzen. Zusétzlich gespeicherte Informa-
tionen zu den Sequenzen der microRNA-Vorlaufer umfassen die reife microRNA-Sequenz,
den Bereich im Genom sowie teilweise Informationen iiber die korrespondierenden re-
gulierten Zielgene. Zu Trainings- und Testzwecken wurden die reifen microRNAs und
Vorlaufer-microRNAs aus Arabidopsis thaliana von der MIRBASE bezogen. Es lagen zwei
Versionen der MIRBASE vor. Der erste Datensatz lag in Version 7.0 vor und beinhaltete
117 microRNA-Sequenzen. Der zweite Datensatz lag in Version 10.0 vor und beinhaltete
neben den 117 microRNA-Sequenzen der Version 7.0 67 weitere microRNA-Sequenzen.
Beide Datensétze dienten in den Abschnitten 3.1 und 3.3 als Trainings- und Testdaten-
satz.

2.3.3 Rfam

Fiir das Training und Testen des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Programms YAMP
wurden richtig-negative Sequenzen benotigt. Zu diesem Zweck wurden nicht-kodierende
RNAs (,non-coding RNAs“, ncRNAs) aus der RFAM-Datenbank” (RNA families data-
base of alignments and Covariance Models) (Griffiths-Jones et al., 2005) bezogen. Die
RraM-Datenbank beinhaltet eine grofie Sammlung multipler Sequenzalignments diver-
ser ncRNA-Familien, darunter auch einige microRNA-Vertreter. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde der RFAM-Alignmentdatensatz von den microRNA-Vertretern bereinigt und
die verbleibenden Sequenzen durch das Entfernen der Gaps dealigniert. Fiir die Zusam-
menstellung des richtig-negativen Sequenzdatensatzes wurde weiterhin nur ein zufalliger
Vertreter einer ncRNA-Familie in den Trainingsdatensatz aufgenommen. Der RFAM-
Alignmentdatensatz lag in Version 7.0 vor und beinhaltete zu diesem Zeitpunkt 455 ver-
schiedene ncRNA-Familien.

5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
S http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml

" http://rfam. janelia.org
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2.3.4 TAIR

The Arabidopsis Information Resource (TAIR; (Garcia-Hernandez et al., 2002)) diente
als Sequenzdatenbank fiir die Suche nach moglichen neuen microRNA-Sequenzen sowie
zur Identifikation von Genen, welche durch die neuen microRNAs reguliert werden. Wei-
terhin dienten die kodierenden Sequenzen (,,coding sequences“, CDS) als Basis fiir eine
zuféllige Auswahl von Hairpin-Strukturen, welche in den Trainingsdatensétzen als richtig-
negative Sequenzen eingesetzt wurden (siche Abschnitt 3.1.2). Hierzu wurden von TATR®
intergenische, intronische sowie kodierende Sequenzen bezogen. Die verwendeten Sequenz-
daten lagen in der Version 7 vor und waren auf den 25.04.2007 (CDS), den 26.02.2007
(intergenische Sequenzen) sowie den 27.02.2007 (intronische Sequenzen) datiert.

2.3.5 The Gene Index Project

Eine weitere Sequenzdatenbank stellt das Gene Index Project? dar. Das Gene Index
Project bietet eine Sammlung von Genen fiir eine ganze Fiille von Organismen an
und versucht Informationen iiber die funktionellen Rollen der Gene und ihrer Produk-
te zu sammeln. Vom Gene Indexr Project wurden die aktuellen Gen-Informationen von
Arabidopsis thaliana verwendet, die auf den 16.06.2006 datiert waren.

2.4 Expressionsdatenbanken

Die Vorhersage von moglichen microRNA-Sequenzen bedurfte einer zusétzlichen Vali-
dierung iiber 6ffentliche Expressionsdatenbanken, welche Informationen {iber das Vorhan-
densein von kleinen RNAs in den entsprechenden Sequenzbereichen zur Verfiigung stellen.
Hierzu wurden zwei Expressionsdatenbanken verwendet, die unterschiedliche Informatio-
nen enthalten.

Die erste in dieser Arbeit verwendete Datenbank ist die ASRP!-Datenbank (Gustafson
et al., 2005). Die in dieser Expressionsdatenbank eingetragenen und dem Genom zuge-
ordneten kleinen RNAs sind in Pyrosequencing-Experimenten (Margulies et al., 2005)
sequenziert worden. Die sequenzierten kleinen RNAs stammen dabei unterschiedlichen
Entwicklungsstadien von Arabidopsis thaliana (Col-0 Okotyp) wie z.B. dem Keimling,
dem Bliitenstand oder dem Blattgewebe. Viele der eingetragenen kleinen RNAs entstam-
men zusétzlich aus Mutanten von Arabidopsis thaliana, welche einen Defekt in einer der
Komponenten des sSRNA-Stoffwechsels aufwiesen. Hierzu gehoren unter anderem alle vier
bekannten Dicer-like proteins (dcll-7, dcl2-1, dcl3-1 und dclf-2) sowie drei bekannte
RNA-abhéngiger RNA-Polymerasen (RDRP) (rdri-1, rdr2-1 und rdr6-15). Derzeit um-
fasst die ASRP-Expressionsdatenbank 218.585 einzigartige kleine RNAs (Backman et al.,
2008)

8 http://wuw.arabidopsis.org
9 http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
10 http://asrp.cgrb.oregonstate.edu/
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Die zweite im Rahmen dieser Arbeit verwendete Expressionsdatenbank ist die Arabidopsis
MPSS plus''-Datenbank. Die Massive Parallel Signature Sequencing-Methode (MPSS-
Methode; Brenner et al. (2000)) identifiziert nahezu jedes in der betrachteten Zelle vor-
kommende Transkript. Hierzu werden 17bp- bzw. 20bp-Signaturen von jedem vorliegenden
Transkript erstellt und dem Genom zugeordnet. Bei dieser Methode wird davon ausgegan-
gen, dass 17bp bzw. 20bp ausreichen um ein Transkript eindeutig zu identifizieren. Weiter-
hin setzt diese Methode voraus, dass bereits Informationen iiber das Transkriptom bzw.
des Genoms vorliegen, um Aussagen iiber die Expressionsrate von beobachteten Tran-
skripten zu treffen. In einem modifizierten Ansatz wurden die in Arabidopsis thaliana ex-
primierten kleinen RN As sequenziert, in einer Datenbank hinterlegt und der Offentlichkeit
zu Auswertungszwecken zur Verfiigung gestellt.

" http://mpss.udel.edu/at/






Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation moglicher microRNAs in genomischen Se-
quenzdaten von Arabidopsis thaliana sowie die moglicher Bereiche im Genom des Potato
Spindle Tuber Viroid (PSTVd), die das Potenzial besitzen, Ursprung kleiner Viroid-
spezifischer RNAs zu sein. Zu diesem Zweck wurde das Programm YET ANOTHER
MIRNA PREDICTOR (YAMP) entwickelt. Derzeit sind 184 mehr oder weniger konservier-
te microRNA-Sequenzen bekannt und es liegt die Vermutung nahe, dass weitere existieren
miissen (Lindow & Krogh, 2005). Schitzungen, die auf der Komplementaritét von interge-
nischen zu Protein-kodierenden Bereichen beruhen, ergaben, dass weitere mehrere hundert
mogliche microRNA-Sequenzen im Genom von Arabidopsis thaliana kodiert sein miissen.
Besonders die nicht-konservierten microRNA-Sequenzen sind schwer zu lokalisieren, da
keinerlei Homologie-Untersuchung von bereits bekannten microRNA-Sequenzen aus an-
deren Organismen durchgefiihrt werden kann. Daher ist es von groflem Interesse weitere,
nicht konservierte oder auch konservierte microRNA-Sequenzen in Arabidopsis thaliana
zu identifizieren. Das Programm YAMP erstellt auf Basis bekannter microRNA-Sequenzen
und -Strukturen ein statistisches Modell und klassifiziert darauf basierend mogliche Kan-
didatensequenzen. Vor die eigentliche Klassifizierung wurden zudem einige Filter-Schritte
geschaltet, die besonders im genomischen Einsatz den Suchraum reduzieren und die Menge
der falsch-positiven Sequenzen minimieren sollten.

Das Programm YAMP lésst sich in zwei voneinander abhéngige Einheiten aufteilen:

Das Training umfasst dabei die Aufstellung eines statistischen Modells und beruht auf
einem richtig-positiven microRNA-Sequenzdatensatz und einem richtig-negativen nicht-
microRNA-Sequenzdatensatz mit unterschiedlicher Komposition. Das Training bildet die
erste Einheit des hier entwickelten Programms (siehe Abschnitt 3.1).

Die zweite Einheit des Programms YAMP beschéftigt sich mit dem Klassifizierungsprozess
und somit der Vorhersage neuer moglicher microRNA-Kandidaten, der auf dem in der
ersten Einheit erstellten statistischen Modell beruht. Die Klassifizierungseinheit bildet
somit den Kern des hier entwickelten Programms, auf das in Abschnitt 3.2 im Detail
eingegangen wird.
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3.1 Training

Die eigentliche Ausfithrung des Programms YAMP fiir die Klassifizierung gegebener Se-
quenzen benotigt zunéchst eine Trainingsphase, in der ein statistisches Modell von richtig-
positiven microRNA- und richtig-negativen nicht-microRNA-Sequenzen erstellt wird, dass
auf Sequenz- und Struktureigenschaften beruht. Das in der Trainingsphase erstellte statis-
tische Modell stellt die Grundlage fiir die Klassifizierung dar (Abschnitt 3.2). Im Folgen-
den werden zunéchst die zugrundeliegenden Sequenzdatensitze, die Trainingsphase und
schliellich die statistische Erhebung des Modells im Detail erlautert bevor in Abschnitt
3.2 detailliert auf den Klassifizierungsprozess eingegangen wird. Das Training ist dabei
einmal initial fiir einen spezifischen Organismus und die zugrundeliegenden Trainings-
datensitze durchzufiithren bevor sie dem folgenden Klassifizierungsprozess zur Verfiigung
stehen.

3.1.1 Richtig-positive Sequenzen

Der Trainingsdatensatz der richtig-positiven Sequenzen umfasste alle in der MIRBASE
annotierten und teilweise verifizierten microRNA-Sequenzen. Dabei stehen dem Training
zwei verschiedene richtig-positive Datensétze zur Verfiigung. Dabei handelte es sich bei
dem ersten richtig-positiven Datensatz um die microRNA-Sequenzen der MIRBASE in Ver-
sion 7.0. Der zweite richtig-positive Trainingsdatensatz umfasste neben der MIRBASE in
Version 7.0 mit 117 microRNA-Sequenzen weitere 67 microRNA-Sequenzen und beinhal-
tete insgesamt 184 teilweise verifizierte und annotierte microRNA-Sequenzen (MIRBASE
in Version 10.0).

3.1.2 Richtig-negative Sequenzen

Der richtig-negative Trainingsdatensatz war eine Zusammenstellung von unterschiedlichen
richtig-negativen Sequenzen. Die Grundmenge der richtig-negativen Sequenzen bestand
aus den folgenden Sequenzklassen:

e 710 mRNA-Sequenzen

631 tRNA-Sequenzen

602 5S-rRNA-Sequenzen

63 5,8S-TRNA-Sequenzen

454 RNA-Familien aus der RFAM-Datenbank

10.000 pseudo-Hairpin-Sequenzen aus Arabidopsis thaliana

8.494 pseudo-Hairpin-Sequenzen aus Homo sapiens (Ng & Mishra, 2007).
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Abbildung 3.1: Umformatierte Struktur der ath-miri56a-Vorldufer-microRNA. Die Abbil-
dung zeigt im obigen Teil die Sekundéarstruktur des ath-miri56a-Vorlaufers. In rot ist die reife
microRNA-Sequenz dargestellt. Die Sekundéarstruktur wird in ein Alignment-#hnliches Format
iiberfiihrt, welches im unteren Teil des Bildes ausschnittsweise zu sehen ist. Die erste Zeile
beschreibt dabei die Vorwérts-Sequenz der Hairpin-Struktur, die vierte Zeile die Riickwérts-
Sequenz der Hairpin-Struktur. In rot ist wieder der Bereich der reifen microRNA-Sequenz
dargestellt. Die Zeilen 2 und 3 beschreiben den strukturellen Zustand, in dem sich die ge-
geniiberstehenden Nukleotide befinden. Ein ,,+* bedeutet ein Basenpaar der beiden Nukleotide,
ein ,,-“ in beiden Zeilen bedeutet ein interner Loop und ein ,,|“ bedeutet einen internen asymme-
trischen Loop oder einen Bulge-Loop. Die Zeile 5 beschreibt den strukturellen Zustand, in dem
sich die gegeniiberliegenden Nukleotide befinden. Ein M beschreibt eine Basenpaarung, ein N
beschreibt die Nicht-Paarung, ein D die Deletion eines Nukleotids im Vorwirts-Strang und ein
I eine Insertion im Vorwirts-Strang.

Die pseudo-Hairpins stellen Sequenzen dar, welche iiber die Fahigkeit zur Ausbildung ei-
ner Hairpin-Struktur aus den complementary DNA-Sequenzen (¢cDNA) ausgewihlt und
extrahiert wurden. Der richtig-negative Trainingsdatensatz stellt im weiteren Verlauf die-
ser Arbeit eine unterschiedliche Zusammenstellung der aufgelisteten Sequenzgruppen dar.
Diese wurden dabei so ausgewihlt, dass das Vorliegen von falsch-negativen Sequenzen mit
Sicherheit ausgeschlossen werden konnte.

3.1.3 Umformatierung der Sekundérstrukturen

Die Trainingsphase beginnt mit der Faltung der richtig-negativen und richtig-positiven
Sequenzdatenséitze durch RN ASHAPES. RNASHAPES wird verwendet, um eine Struktur-
verteilung um die Minimum Free Energy-Struktur (mfe-Struktur) zu berechnen. Die so
berechneten Strukturen, maximal drei Strukturen pro Sequenz, werden anschlieffend in ein
Alignment-&hnliches Format tiberfiihrt (siche Abbildung 3.1) (Nam et al., 2005). Charak-
teristisch fiir die umformatierten Sekundéarstrukturen ist, dass Vorwarts- und Riickwérts-
Strang durch die Einfiihrung von Gaps, bedingt durch asymmetrische Loops und Bulge-
Loops, dieselbe Lénge besitzen. Die umformatierte Struktur im unteren Bereich der Ab-
bildung 3.1 zeigt den Bereich um die reife microRNA-Sequenz im ath-mirl56a-Vorldufer
von Arabidopsis thaliana.
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Weist die Sekundarstruktur einer Sequenz mehr als einen distinkten Hairpin auf, so werden
die von RN ASHAPES berechneten Sekundérstrukturen aufgeteilt, jeder Hairpin extrahiert
und gesondert in der Trainingsphase betrachtet. Da die reifen microRNA-Sequenzen stets
in Hairpin-Regionen auftreten, wurden alle terminalen Loops sowie iiberhdngenden Enden
der Hairpin-Strukturen entfernt, so dass nur die tatséchlichen Hairpin-Regionen in das
Training und die Klassifizierung eingingen (Zhang et al., 2006).

3.1.4 Trainingsverfahren

Dem eigentlichen Training des Programms liegen die in Abschnitt 3.1.3 eingefiihrten
Alignment-ghnlichen Strukturen zugrunde und werden im Folgenden als umformatier-
te Strukturen bezeichnet. Diese werden linear von vorne nach hinten durchlaufen, wobei
sich gegeniiberliegende Nukleotidpaare in Abhéngigkeit ihres jeweiligen Zustands analy-
siert werden. Der Begriff Zustand besitzt im Folgenden eine duale Bedeutung. Zum einen
beschreibt er den strukturellen Zustand und zum anderen die Umgebung, in der sich das
betrachtete Nukleotidpaar befindet. Der strukturelle Zustand beschreibt, wie in Abbil-
dung 3.1 erwahnt, das Vorliegen eines Basenpaares, eines nicht gepaarten Nukleotidpaares
bzw. die Einfiihrung einer Insertion oder Deletion. Der Umgebungszustand definiert, ob
sich das betrachtete Nukleotidpaar innerhalb oder auflerhalb des Bereiches einer reifen
microRNA-Sequenz befindet. Eine Ubersicht der im Programm YAMP implementierten
Zustandsmoglichkeiten ist in Tabelle 3.1 gegeben.

Die beiden oberen Zustandsnamen, state-is und state-not in der Tabelle 3.1, beinhalten
sowohl den strukturellen Zustand als auch den umgebungsabhéngigen Zustand. Dabei sei
erwahnt, dass nur der Bereich der reifen microRNA-Sequenz als state-is und der Rest
der microRNA-Vorlaufer-Struktur als state-not betrachtet wird. Richtig-negative Sequen-
zen werden komplett als state-not betrachtet. Die umgebungsabhéngigen Zustidnde wer-
den weiterhin noch in Abhéngigkeit ihres strukturellen Zustands des aktuell betrachteten
Nukleotidpaares unterteilt. Die fiinfte Zeile in Abbildung 3.1 zeigt dabei drei der vier
moglichen strukturellen Zustande. Dabei bedeutet M (Match) das Vorhandensein eines
Basenpaares, N (Mismatch) zwei sich gegeniiberstehende, nicht gepaarte Nukleotide, D
(Deletion) die Deletion eines Nukleotids im Vorwérts-Strang (Zeile 1) und I die Inserti-
on eines Nukleotids im Riickwarts-Strang (Zeile 4). Somit liegen fiir die beiden oberen
Zustandsnamen insgesamt acht unterschiedliche Zustandskombinationen vor.

Die unteren vier Zustandsnamen, di-nuk-is, di-nuk-not, di-nuk-plus und di-nuk-min aus
der Tabelle 3.1 beschreiben hingegen nur den umgebungsabhéngigen Zustand. Der Zu-
stand di-nuk-is bedeutet dabei, dass das betrachtete Nukleotidpaar innerhalb einer rei-
fen microRNA-Sequenz liegt. Der Zustand di-nuk-not beschreibt hingegen, dass das be-
trachtete Nukleotidpaar auflerhalb einer reifen microRNA-Sequenz liegt. Die beiden wei-
teren Zustinde beschreiben dabei den Ubergang zwischen den beiden eben erwihnten
Zustéinden. Dabei gilt das 5’-Nukleotidpaar einer reifen microRNA-Sequenz als di-nuk-
plus- und das 3’-Nukleotidpaar als di-nuk-min-Zustand.
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Tabelle 3.1: Strukturelle und umgebungsabhiingige Zustinde Die vorliegende Tabelle zeigt die
im Programm YAMP verwendeten strukturellen und umgebungsabhéngigen Zusténde, welche
als Basis fiir die Erhebung des statistischen Modells aus Abschnitt 3.1 dienten.

Zustandsname | Beschreibung

state-is gegeniiberstehendes Nukleotidpaar in
Abhéngigkeit des strukturellen Zustandes
und innerhalb einer reifen microRNA-
Sequenz

state-not gegeniiberstehendes Nukleotidpaar in
Abhéngigkeit des strukturellen Zustandes
und auflerhalb einer reifen microRNA-
Sequenz

di-nuk-is benachbartes Nukleotidpaar befindet sich
im Bereich einer reifen microRNA

di-nuk-not benachbartes Nukleotidpaar befindet sich
nicht im Bereich einer reifen microRNA

di-nuk-plus benachbartes Nukleotidpaar beschreibt
den Ubergang vom Zustand ist-nicht-
mirna zu ist-mirna

di-nuk-min benachbartes Nukleotidpaar beschreibt
den Ubergang vom Zustand ist-mirna zu
ist-nicht-mirna

Eine weitere Pramisse fiir die Einteilung der Strukturen in die jeweiligen Zusténde ist
die Lénge der betrachteten Hairpin-Struktur. Dabei muss die umformatierte Struktur
eine Mindestldnge von 19 Nukleotiden besitzen, was der minimalen Lénge einer reifen
microRNA-Sequenz entspricht.

Es werden zunéchst die Frequenzen der Nukleotidpaare in Abhéngigkeit ihres umge-
bungsabhéngigen und strukturellen Zustands ermittelt. Es werden fiir jeden umgebungs-
abhéngigen und strukturellen Zustand die auftretenden Nukleotidpaare gezédhlt und durch
die Gesamtzahl der auftretenden strukturellen Zusténde dividiert. Dies bedeutet, dass sich
die Frequenzen eines jeden strukturellen Zustands zu 1 aufsummieren. Bei den nur umge-
bungsabhéngigen Zustéinden wird die Frequenz durch Division durch die Gesamtzahl an
Nukleotidpaaren fiir den jeweiligen umgebungsabhéngigen Zustand ermittelt.

Die so ermittelten Frequenzen in Abhéngigkeit des strukturellen und umgebungs-
abhéngigen Zustands werden in einer Datei gespeichert und stehen der Klassifizierung
im Abschnitt 3.2 zur Verfiigung.
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3.2 Klassifizierung

Die in Abschnitt 3.1 geschilderte Trainingsphase und das daraus resultierende statis-
tische Modell der microRNA- und nicht-microRNA-Sequenzen steht im Folgenden der
Klassifizierung gegebener Sequenzen zur Verfiigung. Die eigentliche Klassifizierung neuer
moglicher microRNA-Sequenzen ist Inhalt des Abschnitts 3.2.3. Dabei werden die grund-
legende Funktionsweise, der eigentliche Klassifizierungsprozess, sowie der Einfluss des sta-
tistischen Modells auf die Klassifizierung im Detail erldutert.

3.2.1 Vorbereitende Maf3nahmen

Das Programm YAMP (YET ANOTHER MIRNA PREDICTOR) beginnt zunéchst mit dem
Einlesen der Sequenzen und der Entscheidung, ob es sich um einen genomischen Ansatz
handelt oder einzelne Sequenzen klassifiziert werden sollen. Dabei kann der genomische
Ansatz das Einlesen eines gesamten Genoms oder Chromosoms bedeuten, aber auch das
Einlesen und die anschlieBende Klassifizierung eines langen Sequenzstiicks. Beides wird
jedoch im Folgenden als genomischer Ansatz bezeichnet. Um eine moglichst gute ther-
modynamische Strukturvorhersage zu erreichen, wurde die Grenze zur Entscheidung fiir
einen genomischen Einsatz auf 400 Nukleotide festgelegt. Von Sequenzen mit weniger als
400 Nukleotiden wird mit Hilfe von RN ASHAPES eine Kollektion von Strukturen um einen
vom Benutzer definierten Energiebetrag um die Minimum Free Energy (mfe) erstellt und
fiir die folgende Klassifizierung verwendet. Dagegen werden von Sequenzen mit einer Lange
grofler als 400 Nukleotide und kleiner als 1.000 Nukleotide durch RNALFOLD direkt die
thermodynamisch optimalen Strukturen mit einer Basenpaar-Spannweite von maximal
400 Nukleotiden erstellt, aus der Gesamtsequenz extrahiert und fiir die weitere Klassifi-
zierung vorgesehen. Sequenzen mit einer Linge von mehr als 1.000 Nukleotiden werden in
um 500 Nukleotide iiberlappende 1.000 Nukleotide umfassende Sequenzstiicke geschnitten,
um eine vollstindige Abdeckung moglicher vorliegender microRNA-Sequenzen erreichen
zu konnen. Von diesen Sequenzstiicken werden ebenfalls wieder mit Hilfe von RNAL-
FOLD die thermodynamisch optimalen Strukturen berechnet und deren Sequenz aus der
Gesamtsequenz extrahiert. Dieser Schritt dient einzig der Extraktion lokal stabiler Struk-
turelemente in langen Sequenzen. Die Sekundérstrukturen der extrahierten Sequenzen
werden dabei wieder verworfen.

Noch vor der thermodynamischen Faltung der zu klassifizierenden Sequenzen durch
RNASHAPES findet ein erster Filter-Prozess statt, um moglichst viele falsch-positive
Sequenzen aus der Grundmenge zu eliminieren. Dieser Filter untersucht die gegebenen
Sequenzen auf ihre Nukleotid-Zusammensetzung (Abschnitt 3.2.2) und verwirft alle Se-
quenzen, die diese Filter-Bedingungen nicht erfiillen. Eine Ubersicht iiber den Ablauf von
YAMP ist in Abbildung 3.2 gezeigt.
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Abbildung 3.2: Generelle Vorgehensweise von YamP. Zunéchst wird die Entscheidung getroffen,
ob es sich um einen genomischen Ansatz oder eine Einzel-Sequenz-Klassifizierung handelt. Davon
héngt die weitere Behandlung der Eingabe-Sequenzen ab. Einzel-Sequenzen werden direkt mit
RN ASHAPES gefaltet wihrend léngere Sequenzen aus dem genomischen Ansatz zunéchst durch
RNALFOLD auf mogliche Hairpin-Strukturen untersucht werden. Nach Extraktion der Hairpin-
Strukturen werden beide Ansétze wieder vereinigt, die Filter auf die Sequenzen und Strukturen
angewendet und zuletzt klassifiziert.

3.2.2 Filter-Methoden

Um schon vor der eigentlichen Klassifizierung den Suchraum bzw. die Anzahl falsch-
positiver Sequenzen zu verringern, wurden in YAMP einige Filter-Methoden implemen-
tiert. Diese Filter-Methoden umfassen zum einen die Sequenzkomposition und zum an-
deren strukturbasierte Filter-Methoden. Da aus der Literatur bekannt ist (Bonnet et al.,
2006), dass die Sequenzinformation nur einen geringen Einfluss auf die Funktionalitét ei-
ner microRNA-Sequenz hat, basiert der grofite Teil der Filter-Methoden auf strukturellen
intrinsischen Eigenschaften.

Nukleotid-Filter

Die Eingabesequenzen werden noch vor der thermodynamischen Faltung durch
RN ASHAPES beziiglich ihrer Nukleotid-Sequenz untersucht. Sequenzen, in denen wenigs-
tens ein Nukleotid deutlich unterreprésentiert ist, werden verworfen. Eine Analyse der be-
kannten microRNA-Sequenzen, erste Testlaufe iiber das Genom von Arabidopsis thaliana
und Literaturangaben (Zhang et al., 2006) ergaben, dass der Anteil eines jeden Nukleotids
mindestens 10% der Gesamtsequenz ausmachen muss. Auf eine statistische Auswertung
beziiglich der Sensitivitdt und Spezifitdt dieser Filter-Methode wurde an dieser Stelle
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verzichtet, da dieser Filter hauptséichlich dazu dient, repetitive Sequenzen, in denen
einzelne Nukleotide haufig deutlich unterreprasentiert sein kénnen, herauszufiltern.

Energie-Filter

Der Energie-Filter folgt im Anschluss an die Faltung der Sequenzen durch RN ASHAPES
und untersucht die Sekundéarstrukturen beziiglich ihrer errechneten thermodynamischen
Stabilitdat. Der verwendete Energie-Filter basiert auf den Untersuchungen von Zhang et al.
(2006), die Indizien darlegten, dass microRNA-Sekundérstrukturen sich beziiglich ihrer
mfe signifikant von anderen RNAs unterscheiden. Der Ansatz aus den geschilderten Unter-
suchungen wurde adaptiert und in einer modifizierten Form in das Programm integriert.
Die Modifikation bezog sich dabei auf die Normierung der mfe. Wihrend Zhang et al.
die mfe auf den GC-Gehalt und die Lénge normierten, fand in der Implementierung des
Energie-Filters in YAMP die Normierung iiber die Lénge statt. Die durch RN ASHAPES
berechnete mfe in kcal/mol wird durch die Lange der Sequenz dividiert (3.1). Besitzt die
betrachtete Struktur eine normalisierte Energie, die grofler als ein definierter Schwellen-
wert (Threshold, Tgnergie—ritter) 15t, so wird die Struktur verworfen.

AG
length(H airpin)

S TEnergiefFilter (3 1)

Hairpin-Filter

Der Hairpin-Filter schlieft sich der Umformatierung der Punkt-Klammer-Notation an.
Es werden alle Strukturen bzw. Teilstrukturen, die nicht mindestens eine definierte
Lange aufweisen, verworfen. Dieser Filter begriindet sich in der Tatsache, dass die rei-
fe microRNA {iber ihre gesamte Lénge in einem Hairpin vorliegen muss und sich nicht
iiber Verzweigungs- oder Hairpin-Loops erstreckt (Zhang et al., 2006). Uber die Kenntnis
der Mindestlénge einer microRNA und ihrer Lokalisation in der Hairpin-Struktur folgt die
Bedingung, dass microRNA-Vorlaufer fiir ihre Funktionalitédt eine Mindestlénge besitzen
miissen.

Konsekutive Basenpaare

Biologisch relevante microRNA-Vorldufer unterscheiden sich, wie bereits erwéhnt, statis-
tisch signifikant von anderen konservierten Hairpins beziiglich ihrer mfe und Gesamtgrofie.
Weiterhin tendieren diese statistisch signifikant zu weniger Loops; wenn diese auftreten,
so meist deutlich verkleinert (Ritchie et al., 2007). Groflere Loops wiirden der dreidimen-
sionalen Struktur eines Hairpins eine irregulédre bzw. asymmetrische Form verleihen und
somit die Funktionalitdt beeintrachtigen bzw. die Prozessierung durch Dicer-like protein
(DCL) behindern.

In diesem Filter-Ansatz wird die maximale Anzahl konsekutiver Basenpaare in allen um-
formatierten Strukturen ermittelt. Da interne Loops oder Bulge-Loops seltener auftre-
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Abbildung 3.3: Effizienz des Filters fiir die Anzahl konsekutiver Basenpaare. Das Dia-
gramm zeigt eine Receiver-Operator-Characteristics-Kurve (ROC-Kurve) Die Y-Achse be-
schreibt die Sensitivitét (1.1), die X-Achse die Falsch-positiv-Rate (1.3). Die Auftragung stellt die
Abhéngigkeit der Sensitivitdt und der Falsch-positiv-Rate eines Klassifikators in Abhéngigkeit
des zugehorigen Schwellenwertes dar (griine Kurve). Der blaue Punkt beschreibt das Wertepaar
aus Sensitivitdt und Falsch-positiv-Rate, der den zugrundeliegenden Datensatz basierend auf
dem untersuchten Klassifikator optimal diskriminiert.

ten, ist die Gesamtzahl an aufeinanderfolgenden Basenpaaren gegeniiber anderen nicht-
kodierenden RNAs deutlich erhoht. In Abbildung 3.3 ist die Effizienz dieses Filters iiber
eine sogenannte Receiver-Operator-Characteristics-Kurve (ROC-Kurve) bei einem Konfi-
denzintervall von 95% abgebildet. Die Abbildung 3.3 zeigt, dass der untersuchte Filter die
zugrundeliegenden Sequenzen sehr gut diskriminieren kann. Dies ist an dem Verlauf der
Kurve und der damit verbundenen grofien Fléche unterhalb der Kurve (Area under the
Curve, AUC) erkennbar, welche im vorliegenden Fall einen Wert von ca. 0,91 betrug. In die
Bewertung flossen zum einen alle derzeit bekannten 184 microRNA-Sequenzen sowie iiber
8.494 aus cDNAs extrahierte Hairpin-Strukturen und die komplette RFAM-Datenbank ein.

Sequenz-Hairpin-Korrelation

Dieser Filter zielt auf das Verhéltnis zwischen der Gesamt-Sequenzléinge und der Anzahl
Hairpins einer Struktur ab. Sequenzen mit nur wenig verzweigten Strukturen, bei denen
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Abbildung 3.4: Effizienz des Sequenz-Hairpin-Korrelations-Filters. Das Diagramm zeigt eine
Receiver-Operator-Characteristics-Kurve (ROC-Kurve). Die Y-Achse beschreibt die Sensitivitét
(1.1) und die X-Achse die Falsch-positiv-Rate (1.3). Die Auftragung stellt die Abhéngigkeit der
Sensitivitdt und der Falsch-positiv-Rate eines Klassifikators in Abhéngigkeit des zugehorigen
Schwellenwertes dar (griine Kurve). Der blaue Punkt beschreibt das Wertepaar aus Sensitivitét
und Falsch-positiv-Rate, der den zugrundeliegenden Datensatz basierend auf dem untersuchten
Klassifikator optimal diskriminiert. Die Erhebung der Daten fiir diesen Filter basiert auf den
microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE in Version 10.0 und nicht-microRNA-Sequenzen aus
der RFAM-Datenbank.

nahezu die gesamte Sequenz in einem Hairpin vorliegt, erzielen hier die besten Werte. Der
giinstigste Wert, den eine Sequenz dabei einnehmen kann, konvergiert gegen 2 mit zuneh-
mender Sequenzlidnge. Dies gilt fiir den Fall, dass bis auf die terminalen Loop-Nukleotide
alle Nukleotide in einem einzigen Hairpin in der Gesamtstruktur involviert sind. Liegt der
errechnete Wert iiber einem definierten Schwellenwert (T'sequenz—Hairpin—Korrelation) (3-2),
so wird die betrachtete Struktur verworfen.

Die Bewertung der Effizienz dieses Filters ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Dieser ROC-
Analyse lagen nur die RFAM-Sequenzen zugrunde, da hier die Effizienz des Sequenz-
Hairpin-Korrelations-Filters am deutlichsten hervorgehoben werden konnte.

length(Sequenz
( ; = 1 Sequenz—Hairpin—Korrelation (32)

length(Hairpin

Die Abschéitzung der AUC ergab dabei eine Fléiche von ca. 0, 69.
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Window-Slide-Filter

Die letzte Filter-Methode zielt ebenfalls wieder auf die Anzahl der Basenpaare bei gleich-
zeitiger Minimierung von Loop-Anzahl und -Grofle ab. Bei dieser Methode werden in
einem Fenster von jeweils 20 Nukleotiden die Anzahl der Basenpaare in der umformatier-
ten Struktur ermittelt und iiber die Fenstergréfie normiert. Die m grofiten Werte jeder
Struktur werden ebenfalls summiert und der Mittelwert gebildet (siche Formel 3.3). Da-
bei wurde der Wert fiir m wurde so gewéhlt, dass die entsprechenden Werte fiir die
richtig-positiven microRNA-Sequenzen maximiert und die Werte fiir die richtig-negativen
Sequenzen minimiert wurden. Liegt dieser Wert unter einem definierten Schwellenwert
(Twindow—stide—Fiter ), 80 wird diese Struktur verworfen.

Die Bewertung der Effizienz iiber eine ROC-Analyse ist in Abbildung 3.5 dargestellt. In die
Berechnungen flossen hierzu die Sequenzen aus der RFAM-Datenbank, 10.000 aus cDNAs
extrahierte Hairpin-Strukturen, sowie die derzeit bekannten 185 microRNA-Vorlaufer-
Sequenzen, ein. Dabei zeigt sich, dass der Window-Slide-Filter die zugrundeliegenden
Sequenzen mit sehr guter Effizienz diskriminieren konnte, was durch den Verlauf der
Kurve in Abbildung 3.5 deutlich wird und durch die Berechnung der Fléche unter der
Kurve (Area under the Curve, AUC) bestétigt werden konnte. Die Abschéitzung der AUC
betrug fiir den Window-Slide-Filter ca. 0,97.

length(seq)—window size

number of basepairs
2 sort desc window size
1=

> TWindow—Slide— Filter (3.3)

m

3.2.3 Klassifizierungsmethode

Die Klassifizierung der Eingabe-Sequenzen in moégliche microRNA- oder nicht-microRNA
Sequenzen beinhaltet zwei von einander abhingige Prozesse. Zum einen ist die generel-
le Klassifizierung der Eingabe-Sequenzen zu nennen und zum anderen, falls eine positi-
ve Klassifizierung stattgefunden hat, die Lokalisation der reifen microRNA-Sequenz in
der Hairpin-Struktur. Um diese beiden voneinander abhéngigen Prozesse durchfithren zu
konnen, wurde zunéchst ein Gitter mit vier verschiedenen Zustédnden definiert. Eine gra-
fische Veranschaulichung eines derartigen Gitters ist in Abbildung 3.6 dargestellt. Dieses
Gitter umfasst vier Zusténde:

o ist-miRNA
o ist-miRNA — ist-nicht-miRNA
o ist-nicht-miRNA — ist-miRNA

o ist-nicht-miRNA

Das Gitter hat somit die Dimensionen n x 4 mit n als Lange der umformatierten Struktur.
Eine Einschréinkung in dem definierten Gitter stellen die méglichen Transitionen dar. So
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Abbildung 3.5: Effizienz des Window-Slide-Filters. Das Diagramm zeigt eine Receiver-
Operator-Characteristics-Kurve (ROC-Kurve). Die Y-Achse beschreibt die Sensitivitét (1.1) und
die X-Achse die Falsch-positiv-Rate (1.3). Die Auftragung stellt die Abhéngigkeit der Sensiti-
vitdt und der Falsch-positiv-Rate eines Klassifikators in Abhéingigkeit des zugehorigen Schwel-
lenwertes dar (griine Kurve). Der blaue Punkt beschreibt das Wertepaar aus Sensitivitét und
Falsch-positiv-Rate, der den zugrundeliegenden Datensatz basierend auf dem untersuchten Klas-
sifikator optimal diskriminierte.

ist nicht jeder Zustand von jedem beliebigen Vorgidngerzustand aus zu erreichen, vielmehr
kann jeder Zustand nur von zwei bestimmten Zusténden erreicht werden. Von jedem
Zustand aus gibt es demnach nur genau zwei Moglichkeiten, den Zustand j an Position ¢
zu verlassen. Die Tabelle 3.2 stellt eine Ubersicht der moglichen Ubergéinge zwischen den
einzelnen Zusténden dar, die in Abbildung 3.6 grafisch veranschaulicht sind.

Im Folgenden bezeichnet n die Lénge der umformatierten Struktur und m = 4 die An-
zahl der moglichen Zusténde im Gitter. M, ,, bezeichnet die der Klassifizierung zugrun-
deliegenden Matrix oder Gitters. Die Initialisierung der Matrix erfolgt dabei wie folgt
(Formel 3.4):
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Tabelle 3.2: Mégliche Zustandsiibergiinge. Die Tabelle stellt in der linken Spalte alle méglichen
Zusténde des in Abschnitt 3.2.3 vorgestellten Gitters dar. Die rechte Spalte listet die aktuellen
Zustande auf und die Transitionen zu den méglichen Nachfolgezustdnden. Die vier Zustédnde sind:
ist-miRNA; ist-miRNA — ist-nicht-miRNA; ist-nicht-miRNA — ist-miRNA; ist-nicht-miRNA.
Ausgehend von jedem Zustand kénnen nur genau zwei Nachfolgezustéinde erreicht werden.

aktueller Zustand mogliche Nachfolge-Zustande

ist-miRNA ist-miRNA und ist-miRNA — ist-nicht-miRNA
ist-miRNA — ist-nicht-miRNA | ist-nicht-miRNA — ist-miRNA und ist-nicht-miRNA
ist-nicht-miRNA — ist-miRNA | ist-miRNA — ist-nicht-miRNA und ist-miRNA
ist-nicht-miRNA ist-nicht-miRNA und ist-nicht-miRNA — ist-miRNA

ist-miRNA m /-\\

ist-miRNA->
ist-nicht-miRNA

ist-nicht-miRNA->
1st-m1iRNA

O O

ist-nicht-miRNA O U U

Abbildung 3.6: Aufbau der Matrix. Die Darstellung zeigt die implementierte Matrix. Diese
besitzt die Dimensionen n x 4 mit n fiir die Linge der umformatierten Struktur und die 4
Zusténde, in denen sich die jeweilig betrachtete Position befinden kann. Die vier moglichen
Zusténde sind in der Abbildung links aufgefiihrt, welche an jeder Position 1...n durch einen
Kreis symbolisiert sind. Die mo6glichen Transitionen sind beschriankt, was bedeutet, dass nicht
jeder Zustand in jeden beliebigen anderen Zustand iiberfiihrt werden kann und durch die Pfeile
verdeutlicht wird.

Die Felder der Matrix mit der Dimension n x 4 werden wie folgt initialisiert:

M; o = log(state — is) + log(p(di — nuk — is))

M; 1 = log(p(di — nuk —is)) + log(p(di — nuk — plus))
M; 5 = log(p(di — nuk — not)) + log(p(di — nuk — min))
M; 5 = log(state — not) + log(p(di — nuk — not))

A~ o~ —~
o = O Ot
= — D

Die Ausdriicke p(di —nuk —is), p(di —nuk —not), p(di —nuk —plus) und p(di —nuk —min)
bedeuten, dass die Frequenzen fiir das aktuell betrachtete, benachbarte Nukleotidpaar
aus der Vorwérts- oder Riickwarts-Sequenz der umformatierten Struktur gewahlt wurde,
welches den positiveren Einfluss auf eine positive Klassifizierung besitzt.
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In einem dynamischen Programmieransatz werden nun die Felder der Matrix M wie folgt

berechnet:
Mo = M; o+ max(M; o, M;2) (3.9)
Mi,l - zl +maX(Mz 07Mz 2) ( 0)
M; o = M; 5 + max(M; 1, M;3) (3.11)
M, 5 = M; 3 + max(M;1, M, 3) (3.12)

Fiir die weitere Klassifizierung in die positive oder negative Klasse wird die vorliegende
Matrix in eine zweite Matrix N iiberfiihrt, welche in ihren Dimensionen reduziert ist und
nur noch die Zustinde ist-miRNA und ist-nicht-miRNA reprasentiert. Dabei werden die
Positionen N; ; mit 0 <47 <n und 0 < j <1 wie folgt berechnet.

Zunéchst wird der Mittelwert der gesamten betrachteten Spalte ¢ ermittelt:

 (Mig+ My + My + M,
Mi — ( ,0 + ,1 1— 2 + ,3) (313)

Die Zustéande ist-miRNA und ist-nicht-miRNA in der Matrix N werden wie folgt errech-
net:
Nig = —
Noy = —

L- (MSpaltei - Mi,O) (314)
L- (MSpaltei - Mi,3> (315)

Dabei bezeichnet j = 0 den Zustand ust-nicht-miRNA und j = 1 der neuen Matrix N den
Zustand ist-miRNA.

Die eigentliche Entscheidung iiber das Vorliegen eines microRNA-Vorldufers ist ein zwei-
stufiger Entscheidungsprozess. Im ersten Entscheidungsprozess wird die Summe der bei-
den Zustandsspalten gebildet:

ist-miRNA = ) " N (3.16)
=1

ist-nicht-miRNA =) ~ N, (3.17)
=1

Uber diese beiden Spaltensummen erfolgt der erste Schritt der Klassifizierung. Der Quo-
tient aus (3.18) wird dabei fiir jeden moglichen Kandidaten fiir die abschliefende Klassi-
fizierung vermerkt.

(3.18)

ist-nicht-miRNA >
Pred] _< ist-miRNA )

Der zweite Entscheidungsprozess durchlauft die umformatierte Struktur dhnlich dem
Window-Slide-Filter in einer Fenstergrofie von 20 Positionen. Es wird fiir jede Position
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in diesem Fenster die Differenz zwischen den Zustanden ist-miRNA und ist-nicht-miRNA
gebildet und summiert (3.19) und in einer Liste gespeichert.

n—20 1+20

MaT;;y20 = Z Z N1 — Nio (3.19)

i=1 k=i

Dabei beschreibt die erste Summe das Durchlaufen der kompletten umformatierten Struk-
tur und die zweite Summe das Durchlaufen der Fenstergrofle beginnend bei jedem einzel-
nen Nukleotid. Es werden somit pro umformatierter Struktur der Lange n insgesamt n—20
Fenster der umformatierten Struktur untersucht. Dieser Wert wird inklusive der Indices
seines Auftretens vermerkt und absteigend sortiert. Die neun oder weniger hchsten Werte
werden ebenfalls aufsummiert wobei der Mittelwert Pred2 den zweiten Wert fiir die Klas-
sifizierung darstellt. Die einzelnen aufsummierten Fensterwerte werden ebenfalls vermerkt
und dienen der anschlieBenden Lokalisation der moglichen reifen microRNA-Sequenz.

In der abschliefenden Klassifizierung wird zunéchst der Wert Pred! (3.18) mit einem em-
pirisch ermittelten Schwellenwert verglichen. Der zweite abschlieende Klassifizierungs-
schritt involviert und multipliziert beide Klassifizierungswerte aus den Formeln 3.18 und
3.19:

Pred3 = Predl - Pred2 (3.20)

Dabei wird auch hier der errechnete Wert Pred? mit einem empirisch ermittelten
Schwellenwert verglichen. FErfiillen beide Klassifizierungswerte Pred! und Pred3 die
Schwellenwert-Bedingungen, so wird die vorliegende Sequenz als microRNA-Vorldufer
klassifiziert.

Der in (3.20) definierte Klassifizierungswert wurde ebenfalls mit der ROC-Analyse auf
seine Effizienz untersucht. Dabei wurden die microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE
10.0 zusammen mit 455 richtig-negativen Sequenzen aus der RFAM-Datenbank und 8.000
pseudo-Hairpins aus Arabidopsis thaliana (siche Abschnitt 3.3.1) klassifiziert und die Er-
gebnisse beziiglich ihrer Sensitivitit und Spezifitit bei einem Konfidenzintervall von 95%
aufgetragen. Die Effizienz des Klassifikators ist in Abbildung 3.7 zu sehen. Die Berechnung
der AUC fiir den finalen Klassifikator ergab einen Wert von ca. 0,95 und zeigt somit eine
sehr gute Klassifizierungseffizienz bezogen auf die Eingabesequenzen.

Das Durchlaufen der umformatierten Struktur und die anschlieBende Suche nach dem
Maximum der Werte fiir die einzelnen Fenstergrofien (siche Formel 3.19) wurde neben
der Ermittlung des finalen Klassifizierungswertes zusétzlich zur Lokalisation der reifen
microRNA-Sequenz verwendet. Von der in Formel 3.19 gespeicherten Liste wurden die
sechs hochsten Werte grafisch an der umformatierten Struktur angelegt und zeigten, wie
in Abbildung 3.8 dargestellt, den Bereich der reifen microRNA-Sequenz innerhalb der
umformatierten Struktur.

In einer Testumgebung mit dem richtig-negativen Trainingsdatensatz 1 (Abschnitt 3.3.1)
und der MIRBASE in beiden Versionen wurde die Lokalisation der reifen microRNA-
Sequenzen in den umformatierten Strukturen durch das Programm YAMP getestet. Die
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Abbildung 3.7: Darstellung der Effizienz des finalen Klassifizierungsschritts von YamP. Das
Diagramm zeigt eine Receiver-Operator-Characteristics-Kurve (ROC-Kurve). Die Y-Achse be-
schreibt die Sensitivitdt (1.1) und die X-Achse die Falsch-positiv-Rate (1.3). Die Auftragung
stellt die Abhéngigkeit der Sensitivitdt und der Falsch-positiv-Rate eines Klassifikators in
Abhéngigkeit des zugehorigen Schwellenwertes dar (griine Kurve). Der blaue Punkt beschreibt
das Wertepaar aus Sensitivitdt und Falsch-positiv-Rate, der den zugrundeliegenden Datensatz
basierend auf dem untersuchten Klassifikator optimal diskriminiert. Die Erhebung der Daten
basierte auf den microRNA-Sequenzen der MIRBASE in Version 10.0, den nicht-microRNA-
Sequenzen der RFAM-Datenbank sowie 8.000 pseudo-Hairpins aus Arabidopsis thaliana. Als
Klassifikator wurde die Formel 3.20 gewihlt und in dem Diagramm aufgetragen.

Ausgangsbedingungen fiir diese Testumgebung waren neben den bereits erwahnten Trai-
ningsdatensétzen die voreingestellten Werte fiir die Filter- und den Klassifizierungsschritt
(siche Tabelle 3.4). Weiterhin galt eine microRNA als lokalisiert, wenn mindestens 50%
der reifen microRNA-Sequenz (entnommen aus der MIRBASE) mit der vorhergesagten
Region iibereinstimmten. Lag eine Ubereinstimmung von mindestens 25% und maximal
50% vor, so wurde die reife microRNA-Sequenz als partiell-identifiziert deklariert. Die
Tabelle 3.3 zeigt, dass ca. 63% richtig identifiziert wurden und mindestens weitere ca.
8% mnoch partiell-identifiziert werden konnten. Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass
nicht alle in der MIRBASE annotierten microRNAs allgemein als tatséchliche microRNAs
angesehen werden (Xie et al., 2005). Daher ist davon auszugehen, dass die Werte in der
Tabelle nach oben zu korrigieren sind. Der hier vorgestellte Ansatz zur Identifikation rei-
fer microRNA-Sequenzen in ihren microRNA-Vorlaufern wird bei der Suche nach neuen
moglichen Kandidaten keine Rolle spielen (siehe Kapitel 4), da fiir Arabidopsis thaliana
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Abbildung 3.8: Lokalisation der reifen microRNA-Sequenz im ath-miri56a-Vorliufer. Die
Darstellung zeigt die umformatierte Struktur des ath-mir156-Vorlaufers. In rot ist die annotierte
reife microRNA-Sequenz hervorgehoben. Zur Lokalisation der reifen microRNA-Sequenz wurde
die Formel 3.19 verwendet. Unterhalb der umformatierten Struktur ist an den Positionen der
Maxima aus der Formel 3.19 fiir die betrachtete Fenstergrofie eine Sequenz von x angelegt
worden, welche als Indikator fiir die reife microRNA-Sequenz dienten.

Tabelle 3.3: Lokalisation der reifen microRNA-Sequenzen. Die Tabelle zeigt den Anteil rich-
tig bzw. partiell-identifizierter reifer microRNA-Sequenzen bezogen auf die Gesamtheit der be-
kannten microRNAs. Die Werte sind mit Vorsicht zu genieflen, da nicht alle in der MIRBASE
annotierten microRNAs allgemein als microRNAs angesehen werden (Bsp: ath-mir405abd (Xie
et al., 2005), die ihren Ursprung in Transposons haben). Daher sind diese Werte eher nach oben
zu Kkorrigieren.

Identifizierte reife microRNAs 63,04%
inklusive partiell-identifizierter reifer microRNAs | 71,37%

ausreichend experimentelle Daten zur Verfiigung (Expressionsdatenbanken MPSS und
ASRP), um die moglichen reifen microRNA-Sequenzen in ihren Vorldufer-Strukturen zu
identifizieren. Dieser Ansatz ist im Rahmen dieser Arbeit nur zur Lokalisation moglicher
kleiner Viroid-spezifischer RNAs in Abschnitt 4.4 eingesetzt worden und diente nicht der
genauen Lokalisation reifer microRNA-Sequenzen.

3.3 Validierung

Um das in Abschnitt 3.2 dargestellte und im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Pro-
gramm YAMP zur Identifikation von moglichen microRNA-Sequenzen auf biologische
Sequenzen anwenden zu konnen, wurde das Programm zusétzlich in Bezug auf seine
Diskriminierungs-Effizienz und -Genauigkeit untersucht. Die Untersuchungen umfassten
eine Anwendung auf die Trainingsdatensitze, das Bootstrapping-Verfahren sowie eine
Anwendung auf weitere, dem Programm unbekannte, microRNA- und nicht-microRNA-
Sequenzen.
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3.3.1 Anwendung auf Trainingsdaten

Im ersten Validierungsschritt bestand der Trainingsdatensatz aus 117 bekannten und
teilweise verifizierten microRNA-Sequenzen sowie unterschiedlicher nicht-microRNA-
Trainingsdatenséitze. Die Menge der nicht-microRNA-Sequenzen umfasste verschiede-
ne Klassen von RNAs. Dazu gehorten tRNA-Sequenzen, 5S-rRNA-Sequenzen, 5.8S-
rRNA-Sequenzen, mRNA-Sequenzen, und pseudo-Hairpins aus cDNA-Sequenzen von
Arabidopsis thaliana, sowie pseudo-Hairpins aus Homo sapiens (Ng & Mishra, 2007) und
der RFAM-Datenbank. Pseudo-Hairpins beschreiben, wie schon im vorigen Abschnitt 3.1
erwahnt, aus cDNAs extrahierte Sequenzen mit der Eigenschaft potentiell eine Hairpin-
Struktur ausbilden zu konnen. Die getesteten Sequenz-Zusammenstellungen sind im Fol-
genden dargestellt:

e Datensatz 1: 631 tRNA-Sequenzen, 63 5.85 rRNA-Sequenzen und 602 5S rRNA-

Sequenzen

e Datensatz 2: 631 tRNA-Sequenzen, 63 5.8S rRNA-Sequenzen, 602 5S rRNA-
Sequenzen und 710 mRNA-Sequenzen

e Datensatz 3: 710 mRNA-Sequenzen

e Datensatz 4: 710 mRNA-Sequenzen und 454 ncRNA-Familien aus der RFAM-
Datenbank mit je einem Vertreter

e Datensatz 5: 454 ncRNA-Familien aus der RFAM-Datenbank mit je einem Vertreter

e 10.000 pseudo-Hairpins aus Arabidopsis thaliana

8.494 pseudo-Hairpins aus Homo sapiens

Die Tabelle 3.4 zeigt die verwendeten, empirisch ermittelten, Schwellenwerte fiir die in Ab-
schnitt 3.2.2 beschriebenen Filter-Methoden, die beiden Vorhersage-Schwellenwerte Pred1
(3.18) und Pred3 (3.20) sowie die minimale Hairpin-Lénge, welche ein Hairpin besitzen
muss, um in die Klassifizierung von YAMP einzugehen.

Die statistische Auswertung beziiglich der Sensitivitit, Spezifitidt, Korrekt-
Klassifikationsrate und Falsch-Klassifikationsrate umfasste bei jedem Testlauf die
Menge der microRNA-Sequenzen (117 bzw. 184 Sequenzen), die pseudo-Hairpins aus
Arabidopsis thaliana sowie die RFAM-Sequenzen aus den Trainingsdaten. Durch die Fal-
tung der zu testenden Sequenzen durch RN ASHAPES um einen definierten Energiebetrag
ergaben sich neben der mfe-Struktur eine oder mehrere thermodynamisch suboptimale
Strukturen, welche ebenfalls in die Klassifizierung eingingen. Wurden zwei einer Se-
quenz zugehorigen Strukturen widerspriichlich klassifiziert, so wurde die Sequenz als
microRNA-Sequenz klassifiziert angesehen.

Die Tabelle 3.5 zeigt die statistische Auswertung der microRNA-Sequenzen sowie der
nicht-microRNA-Sequenzen.
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Tabelle 3.4: Verwendete Schwellenwerte fiir die Testdatenséitze. Die Tabelle zeigt die verwen-
deten Schwellenwerte fiir die Anwendung auf die Trainingsdaten (siehe Abschnitt 3.3.1).

Pred1(3.18) 0,9
Pred3(3.20) 4,37
Konsekutive Basenpaare 8
Korrelation Sequenz-Hairpin 6
Window-Slide-Filter 0,65
normalisierte Energie —0,2
minimale Hairpin-Lénge 32
Energiebereich fiir RNASHAPES | 0,1

Tabelle 3.5: Auswertungen aus der Klassifizierung der Trainingsdatensitze. Die Tabelle
zeigt die Resultate aus der Anwendung auf die Trainingsdaten. Exemplarisch dargestellt sind
die Resultate mit den richtig-negativen Sequenzdatenséitzen 1 und 2 sowie den microRNA-
Sequenzdatensitzen aus der MIRBASE in Version 7.0 und 10.0.

Datensatz 1 und 117 microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE 7.0

Sensitivitit 87,61%
Spezifitit 98,88%
Korrekt-Klassifikationsrate 97,70%
Falsch-Klassifikationsrate 2,29%

Datensatz 2 und 117 microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE 7.0

Sensitivitit 77,08%
Spezifitit 99,84%
Korrekt-Klassifikationsrate 99,44%
Falsch-Klassifikationsrate 0,56%

Datensatz 1 und 184 microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE 10.0

Sensitivitit 85,87%
Spezifitit 96,38%
Korrekt-Klassifikationsrate 96,15%
Falsch-Klassifikationsrate 3,84%

Datensatz 2 und 184 microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE 10.0

Sensitivitdt 79,89%
Spezifitit 99,63%
Korrekt-Klassifikationsrate 99,21%
Falsch-Klassifikationsrate 0,78%

Die gezeigten statistischen Auswertungen fiir die Klassifizierungseffizienz des hier ent-
wickelten Programms YAMP zeigen Ergebnisse, welche beziiglich der Sensitivitdt und
Spezifitdt im Vergleich zu den anderen Ansétzen am besten sind. Die anderen Ergebnis-
se zeigten teilweise deutlich schlechtere Werte in ihrer Effizienz zur Diskriminierung der
Test-Datensitze (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise zeigte auch der Trainingsdaten-
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satz 7 mit den humanen pseudo-Hairpin-Strukturen eine sehr gute Effizienz beziiglich der
Sensitivitdt und Spezifitit, welche vergleichbar mit den gezeigten Ergebnissen ist.

3.3.2 Bootstrap-Ergebnisse

Das sogenannte Bootstrapping-Verfahren beschreibt in der Bioinformatik eine Methode
zur Testung der Aussagekraft eines zugrundeliegenden Modells. Am héufigsten findet die-
ses Verfahren in der Phylogenie und der Baumrekonstruktion Anwendung. Dabei wird
durch Umgestalten der Eingangsdaten eine Abschitzung des statistischen Fehlers einer
Hypothese ermoglicht. Im Folgenden bezeichnet das Bootstrapping immer das sukzessive
Auslassen einer definierten Menge an richtig-positiven microRNA-Sequenzen und das an-
schlieBende Training, dass auf der reduzierten Menge richtig-positiver Sequenzen und den
in Abschnitt 3.3.1 richtig-negativen Trainingsdaten beruht. Das sukzessive Auslassen von
richtig-positiven Sequenzen umfasste dabei eine Menge von jeweils zehn Sequenzen. Die-
se zehn Sequenzen wurden anhand ihrer Reihenfolge des Auftretens in der Sequenzdatei
ausgewdhlt, wobei diese alphanumerisch sortiert waren.

Das Bootstrapping wurde fiir alle in Abschnitt 3.3.1 erwéhnten richtig-negativen Trai-
ningsdatenséitze durchgefiihrt. Die richtig-positiven Trainingsdatensétze umfassten zum
einen die MIRBASE in Version 7.0 (117 microRNA-Sequenzen) und zum anderen in Ver-
sion 10.0 (184 microRNA-Sequenzen).

In den Abbildungen 3.9, 3.10, 3.11 und 3.12 sind die Ergebnisse des Bootstrap-Verfahrens
dargestellt. Die Ausgangsbedingungen, welche in Tabelle 3.5 die Grundlage fiir das Trai-
ning und die Klassifizierung in Abschnitt 3.3.1 waren, sind in den erwahnten Abbildungen
dargestellt. Diese wurden so gewéhlt, dass die Robustheit des Programms YAMP gezeigt
werden kann.

Die Bootstrap-Ergebnisse zeigen, dass trotz Auslassens von jeweils zehn richtig-positiven
microRNA-Sequenzen die Effizienz nur in einem Fall stéirkeren Schwankungen unterliegt.
Diese Schwankungen betreffen lediglich die Sensitivitét, jedoch nicht die Spezifitdt des
Programms YAMP. Dabei schwanken die Werte fiir die Sensitivitdt um ca. 11% zwischen
~ 67% und = 78% (siehe Abbildung 3.11). Die drei weiteren Bootstrap-Ergebnisse zeigen
hingegen ein robustes Diskriminierungsverhalten bei Auslassen von jeweils zehn richtig-
positiven microRNA-Sequenzen.

3.3.3 Weitere Testdatensitze

In den Abschnitten 3.3 und 3.3.2 wurde die prinzipielle Funktionalitdt des entwickel-
ten Programms bereits gezeigt. Bei diesen Ansétzen erfolgte die Diskriminierung der zu
testenden Sequenzen allein auf den Trainingsdaten. Um zeigen zu kénnen, dass das Pro-
gramm YAMP ebenfalls in der Lage ist, unbekannte Sequenzen korrekt klassifizieren zu
konnen, wurden weitere richtig-negative Sequenzdatensétze erstellt und klassifiziert. Als
Trainingsdatensatz diente hierbei, sofern nicht anders erwéhnt, jeweils der Datensatz 2 als
richtig-negativer Datensatz und die MIRBASE in Version 10.0 (184 microRNA-Sequenzen)
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Abbildung 3.9: Bootstrap-Diagramm basierend auf dem Datensatz 1 und der miRBase 7.0. Die
Erhebung der statistischen Daten des dargestellten Diagramms fand durch Auslassen von jeweils
zehn microRNA-Sequenzen aus dem richtig-positiven Sequenzdatensatz (MIRBASE 7.0), Trai-
ning mit den verbleibenden microRNA-Sequenzen und dem richtig-negativen Sequenzdatensatz
1 statt. Die anschliefende Klassifizierung fand {iber die Gesamtmenge der richtig-positiven sowie
richtig-negativen Sequenzdaten statt. Die X-Achse stellt die unterschiedlichen richtig-positiven
Sequenzdatensitze mit den jeweilig ausgelassenen Sequenzen dar. Die Y-Achse stellt die Sensi-
tivitdt, Spezifitit, Relevanz, Segreganz, Falschrate sowie Korrektrate in % dar.

als richtig-positiver Sequenzdatensatz. Desweiteren sollte gezeigt werden, dass YAMP zu-
dem in der Lage ist, unbekannte microRNA-Sequenzen korrekt klassifizieren zu kénnen.
Zu diesem Zweck wurde als richtig-positiver Trainingsdatensatz die MIRBASE in Version
7.0 und als Testdatensatz die MIRBASE in Version 10.0 verwendet.

Als erster neu erstellter richtig-negativer Sequenzdatensatz wurden Sequenzen mit
zufilliger Neusortierung der Basenreihenfolge richtig-positiver microRNA-Sequenzen ver-
wendet. Die zufillige Neusortierung der Basenreihenfolge geschah mit dem Programm
shuffle aus dem B10SQUID-Programmpaket (Eddy, 2008). Es wurden insgesamt drei ver-
schiedene Ansétze zur zufilligen Neusortierung gewéhlt, welche im Folgenden aufgefiihrt
sind:

e Die Beibehaltung der Mono-Nukleotid-Frequenz
e Die Beibehaltung der Mono-Nukleotid- und Di-Nukleotid-Frequenz
e Die Beibehaltung der Mono-Nukleotid-Frequenz in Fenstern der Grofie 20

Diese drei unterschiedlichen Methoden zur Neusortierung wurden fiir jede einzel-
ne microRNA-Sequenz jeweils fiinfmal durchgefithrt, was einen nicht-microRNA-
Sequenzdatensatz mit insgesamt 2.760 Sequenzen ergab, die als zu klassifizierende
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Abbildung 3.10: Bootstrap-Diagramm basierend auf dem Datensatz 1 und der miRBase 10.0.
Die Erhebung der statistischen Daten des dargestellten Diagramms fand durch Auslassen von
jeweils zehn microRNA-Sequenzen aus dem richtig-positiven Sequenzdatensatz (MIRBASE 10.0),
Training mit den verbleibenden microRNA-Sequenzen und dem richtig-negativen Sequenzdaten-
satz 1 statt. Die anschlieflende Klassifizierung fand iiber die Gesamtmenge der richtig-positiven
sowie richtig-negativen Sequenzdaten statt. Die X-Achse stellt die unterschiedlichen richtig-
positiven Sequenzdatensitze mit den jeweilig ausgelassenen Sequenzen dar. Die Y-Achse stellt
die Sensitivitit, Spezifitit, Relevanz, Segreganz, Falschrate sowie Korrektrate in % dar.

% %

Tabelle 3.6: Effizienz des Programms YamP basierend auf der zufillig neusortierten Nukleotid-
Reihenfolge der richtig-positiven microRNA-Sequenzen.

Spezifitit 99,53%
Korrekt-Klassifikationsrate | 99,53%
Falsch-Klassifikationsrate 0,47%

Sequenzen verwendet wurden. Die Tabelle 3.6 zeigt die Effizienz von YAMP beziiglich
der neusortierten, richtig-negativen Sequenzen. Es ist zu deutlich erkennen, dass die
Klassifizierung auch in diesem Fall mit hoher Zuverlassigkeit funktioniert.

Als weiterer Testdatensatz diente die RNA-Familie der sogenannten small nucleolar
RNA (snoRNAs). Diese bilden ebenso wie die microRNA-Sequenzen eine stabile Struk-
tur mit zwei Hairpins aus und sind daher aufgrund auf ihrer Struktur pradestiniert fiir
falsch-positive Klassifizierungen. Als richtig-negative Testmenge wurden 139 snoRNA-
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Abbildung 3.11: Bootstrap-Diagramm basierend auf dem Datensatz 2 und der miRBase 7.0.
Die Erhebung der statistischen Daten des dargestellten Diagramms fand durch Auslassen von
jeweils zehn microRNA-Sequenzen aus dem richtig-positiven Sequenzdatensatz (MIRBASE 7.0),
Training mit den verbleibenden microRNA-Sequenzen und dem richtig-negativen Sequenzdaten-
satz 2 statt. Die anschliefende Klassifizierung fand iiber die Gesamtmenge der richtig-positiven
sowie richtig-negativen Sequenzdaten statt. Die X-Achse stellt die unterschiedlichen richtig-
positiven Sequenzdatenséitze mit den jeweilig ausgelassenen Sequenzen dar. Die Y-Achse stellt
die Sensitivitit, Spezifitit, Relevanz, Segreganz, Falschrate sowie Korrektrate in % dar.

Sequenzen! aus Arabidopsis thaliana gewihlt. Jede dieser 139 nicht-microRNA-Sequenzen
wurde bereits in den Filter-Schritten korrekt als nicht-microRNA-Sequenz klassifiziert und
verworfen.

Als néchster richtig-negativer Testdatensatz wurden Sequenzen aus den in der TAIR-
Sequenzdatenbank enthaltenen ¢cDNAs extrahiert, welche potentiell in der Lage sind
eine Hairpin-Struktur zu bilden. Zu diesem Zweck wurden sémtliche in der TAIR-
Sequenzdatenbank enthaltenen ¢cDNAs mit Hilfe von RNALFOLD und einer maxima-
len Spannweite erlaubter Basenpaare von 400 Nukleotiden thermodynamisch gefaltet
und solche Sequenzen mit einer Mindestléinge von 50 Nukleotiden extrahiert, welche die
Eigenschaft zur Ausbildung einer Hairpin-Struktur besitzen. Weitere energetische Be-
schrankungen lagen bei der Extraktion der Sequenzen nicht vor. Fiir die anschlieSende
Klassifizierung der richtig-negativen Sequenzen wurden insgesamt zehn Durchléufe vorge-
nommen, bei denen jeweils 10.000 Sequenzen zuféllig aus der Gesamtmenge von 560.193
Sequenzen ausgewéhlt und klassifiziert wurden. Die Ergebnisse der zehn Klassifizierungs-
durchléufe sind in Tabelle 3.7 dargestellt. Auch hier zeigte sich, dass das Programm YAMP

! http://lowelab.ucsc.edu/snoRNAdb/
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Abbildung 3.12: Bootstrap-Diagramm basierend auf dem Datensatz 2 und der miRBase 10.0.
Die Erhebung der statistischen Daten des dargestellten Diagramms fand durch Auslassen von
jeweils zehn microRNA-Sequenzen aus dem richtig-positiven Sequenzdatensatz (MIRBASE 10.0),
Training mit den verbleibenden microRNA-Sequenzen und dem richtig-negativen Sequenzdaten-
satz 2 statt. Die anschliefflende Klassifizierung fand iiber die Gesamtmenge der richtig-positiven
sowie richtig-negativen Sequenzdaten statt. Die X-Achse stellt die unterschiedlichen richtig-
positiven Sequenzdatenséitze mit den jeweilig ausgelassenen Sequenzen dar. Die Y-Achse stellt
die Sensitivitit, Spezifitit, Relevanz, Segreganz, Falschrate sowie Korrektrate in % dar.

die gegebenen nicht-microRNA Sequenzen mit hoher Zuverlassigkeit korrekt klassifizieren
konnte.

Als letzten richtig-negativen Testdatensatz zur Validierung von YAMP wurden repeti-
tive Elemente aus dem Genom von Arabidopsis thaliana gewiahlt. Repetitive Elemente
umfassen z.B. sogenannte Tandem-Repeat-Sequenzen und Interspersed FElements, wel-
che bei der simulierten thermodynamischen Faltung durch RNAroLD, RNALFOLD und
RNASHAPES dazu neigen, thermodynamische stabile Hairpin-Strukturen auszubilden. Als
richtig-negativer Sequenzdatensatz wurden daher die in der REPEATM ASKER-Bibliothek
(Smit & Green, 2004) aufgelisteten repetitiven Sequenzen aus Arabidopsis thaliana
gewihlt. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung sind in Tabelle 3.8 dargestellt. Es
zeigte sich, dass YAMP immer noch mit relativ hoher Zuverlissigkeit die vorliegenden
richtig-negativen Sequenzen korrekt klassifizieren kann. Der Vergleich zu den bisheri-
gen Werten beziiglich der Sensitivitdt und Spezifitit zeigt jedoch einen nicht zu ver-
nachléssigenden Abfall diesbeziiglich. Daher scheint eine korrekte Klassifizierung repeti-
tiver Regionen durch YAMP in einem spéteren genomischen Ansatz problematisch. Ein



Validierung

57

Tabelle 3.7: Validierung durch zufillige Auswahl von pseudo-Hairpins. Die Tabelle zeigt
die Klassifizierungseffizienz von YAMP bei Anwendung auf eine zufillige Auswahl von pseudo-
Hairpins aus den cDNA-Sequenzen von Arabidopsis thaliana. Pseudo-Hairpins beschreiben dabei
Sequenzen, die nach Berechnung der Sekundérstruktur durch RN ALFOLD eine Mindestldnge von
50 Nukleotiden und eine maximale Spannweite erlaubter Basenpaare von 400 Nukleotiden besit-
zen. Thermodynamische Beschréinkungen lagen nicht vor. Die Erhebung der Sensitivitét beruhte
auf dem Trainingsdatensatz 2 und den microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE in Version 7.0.
Der Einsatz der MIRBASE in Version 10.0 &nderte diese Ergebnisse nicht.

Testdatensatz | FP | Sensitivitét Sensitivitét
(bezogen auf die Gesamtmenge)

1 28 99,72% 98,57%
2 22 99,78% 98,36%
3 28 99,72% 98,56%
4 20 99,8% 98,97%
5 25 99,75% 98,74%
6 27 99,73% 98,58%
7 27 99,73% 98,57%
8 15 99,85% 99,2%
9 27 99,73% 98,56%
10 17 99,83% 99,13%

Mittelwert | 23,6 | 99,76% | 98,72%

Tabelle 3.8: Validierung durch Klassifizierung repetitiver Elemente aus dem Genom von
Arabidopsis thaliana. Die Tabelle zeigt die Klassifizierungseffizienz von YAMP bei Anwen-
dung auf die REPEATMASKER-Bibliothek. Die REPEATMASKER-Bibliothek ist Zusammenstel-
lung repetitiver genomischer Elemente aus Arabidopsis thaliana. Als Trainingsdatensétze lagen
die microRNA-Sequenzen der MIRBASE in Version 7.0 sowie der richtig-negative Trainingsda-
tensatz 2 vor.

Spezifitiit 93,33%
Korrekt-Klassifikationsrate | 93,33%
Falsch-Klassifikationsrate 6,67%

vorgeschalteter Filter-Schritt zur Identifikation solcher Elemente in den genomischen Se-
quenzdaten ist somit fiir einen genomischen Ansatz vonnéten, welcher durch das Pro-
gramm REPEATMASKER realisiert werden kann.

Bisher wurde das entwickelte Programm YAMP nur zur Klassifizierung richtig-negativer
Sequenzen eingesetzt und darauthin getestet. Fiir die de novo-Identifikation unbekannter
microRNA-Sequenzen musste zusétzlich gezeigt werden ob YAMP ebenfalls in der Lage
ist, dem Programm unbekannte microRNA-Sequenzen korrekt klassifizieren zu kénnen. Zu
diesem Zweck wurde ein letzter Validierungsschritt eingefiihrt, welcher die Anwendung von
YAMP auf unbekannte microRNA-Sequenzen beinhaltete. Dazu wurden 67 microRNA-
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Sequenzen, die im Verlauf dieser Arbeit zusétzlich in der MIRBASE annotiert wurden, als
microRNA-Datensatz verwendet.

YAMP wurde dabei mit den in Abschnitt 3.3 erwdhnten Datensétzen 1 und 2 als
richtig-negativen Trainingsdatensétzen und der MIRBASE in Version 7.0 als microRNA-
Sequenzdatensatz trainiert und auf die Menge der unbekannten microRNAs angewendet.
Wie aus Tabelle 3.5 ersichtlich, handelt es sich bei dem richtig-negativen Datensatz 1
um den Datensatz, der sensitiver microRNA-Sequenzen korrekt klassifizieren kann. Der
richtig-negative Datensatz 2 ist hingegen spezifischer beziiglich der Klassifizierung richtig-
negativer Sequenzdaten.

Die Klassifizierung durch YAMP mit dem statistischen Modell, dass auf dem richtig-
negativen Trainingsdatensatz 1 und den microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE 7.0 be-
ruhte, zeigte eine zuverlassige Klassifizierung auch mit bei dem Programm unbekannten
microRNA-Sequenzen Es konnten von den 67 microRNA-Sequenzen 55 von YAMP kor-
rekt als microRNA-Sequenzen klassifiziert werden, was einer Sensitivitidt von ca. 82, 09%
entsprach.

Auch der zweite Durchlauf des Programms YAMP mit dem richtig-negativen Trainingsda-
tensatz 2 und der MIRBASE 7.0 als richtig-positivem Trainingsdatensatz klassifizierte die
dem Programm unbekannten microRNA-Sequenzen noch mit hoher Zuverlissigkeit. Da-
bei wurden von den 67 microRNA-Sequenzen noch 48 von YAMP korrekt als microRNA-
Sequenzen klassifiziert, was immer noch einer Sensitivitit von ca. 71,64% entsprach.

Beide Durchlaufe zeigten, dass YAMP nicht nur in der Lage ist, mit hoher Zuverlassigkeit
richtig-negative Sequenzen korrekt klassifizieren zu kénnen, sondern zudem unbekann-
te microRNA-Sequenzen mit hoher Zuverléssigkeit korrekt klassifizieren kann. Die er-
mittelten Sensitivitdten beruhen auf den unterschiedlichen richtig-negativen Trainingsda-
tensédtzen 1 und 2, sowie dem richtig-positiven Datensatz aus der MIRBASE 7.0 entspre-
chen ungefidhr denen, die auch schon in Abschnitt 3.5 gezeigt wurden.

Uber die beschriebenen, unterschiedlichen Testumgebungen aus Abschnitt 3.3.1 konnte ge-
zeigt werden, dass YAMP mit hoher Zuverlassigkeit in der Lage ist, microRNA-Sequenzen
von nicht-microRNA-Sequenzen zu unterscheiden. Da die Funktionalitdt und besonders
die Zuverldssigkeit in diesem Abschnitt gezeigt werden konnte, folgt im néchsten Schritt
die Anwendung auf genomische Sequenzdaten, worauf in Kapitel 4 eingegangen wird.
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In Kapitel 3 wurde das in dieser Arbeit entwickelte Programm YET ANOTHER MIRNA
PREDICTOR (YAMP) hinsichtlich seines algorithmischen Hintergrundes erldutert sowie
dessen prinzipielle Funktionalitét gezeigt. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass
YAMP grundsitzlich in der Lage ist, bekannte und nicht-bekannte microRNA-Vorldufer
von nicht-microRNA-Vorlaufern mit einer sehr guten Effizienz korrekt zu unterscheiden.
Der néchste Schritt sollte die Anwendung auf genomische Sequenzdaten aus dem Modell-
organismus Arabidopsis thaliana darstellen. Dabei sollten neben den bereits bekannten
weitere, bisher unbekannte microRNA-kodierende Bereiche im Genom identifiziert und
verifiziert werden, Die Identifikation solcher Bereiche und somit eine positive Klassifizie-
rung durch YAMP reicht alleine nicht fiir eine Verifikation aus. Daher wurden die iden-
tifizierten Bereiche mit den bestehenden Expressionsdatenbanken, MPSS und ASRP
(siehe Abschnitt 2.4), abgeglichen, um unabhéngige, experimentell ermittelte Daten zur
Verifikation der ermittelten Bereiche zu erhalten.

Da bekannt ist, dass die Mehrzahl der bekannten microRNA-Sequenzen innerhalb von
intronischen und intergenischen Bereichen kodiert ist (Sunkar & Zhu, 2004), wurden diese
Sequenzbereiche von The Arabidopsis Information Resource (TAIR) zur niheren Ana-
lyse durch YAMP bezogen. Eine Einschriankung des Suchraums auf die intergenischen
und intronischen Sequenzregionen ist zwar aufgrund der Fahigkeiten von YAMP nicht
zwingend notig, erleichtert jedoch die Auswertung und verringert die Laufzeit erheblich.
Somit konnten bereits im Vorhinein grofle Bereiche des Genoms und somit mogliche falsch-
positive Sequenzen ausgeschlossen werden. Diese Sequenzregionen aus dem Genom von
Arabidopsis thaliana dienten im Folgenden als Suchraum fiir neue bis dato nicht identifi-
zierte microRNA-Kandidaten.

Neben dem algorithmischen Hintergrund und der prinzipiellen Funktionalitdt wurden in
Kapitel 3 der Einfluss unterschiedlich gewéahlter Schwellenwerte und Sequenzdatensétze
zum Diskriminierungsverhalten des Programms YAMP untersucht. Zwei der fiinf unter-
suchten Trainingsdatensétze zeichneten sich bei diesen Untersuchungen besonders aus. Der
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Trainingsdatensatz 2 aus dem Abschnitt 3.3.1 erzielte beziiglich der Spezifitit die besten
Resultate, was jedoch mit Einbuflen bei der Sensitivitéit einherging. Bei dem zweiten Da-
tensatz handelte es sich um den Trainingsdatensatz 1, welcher eine sehr hohe Sensitivitét
aufwies, welche gleichwohl auf Kosten der Sperzifitdt gewonnen wurde. Die genomweite
Suche nach neuen moglichen microRNA-Kandidaten umfasste die Gesamtheit der anno-
tierten intergenischen und intronischen Sequenzbereiche. Diese Sequenzdaten umfassten
180.000 einzelne Sequenzen, welche im Fall der intronischen Sequenzen eine durchschnitt-
liche Lange von 160 Nukleotiden und im Fall der intergenischen Sequenzbereiche eine
durchschnittliche Lénge von 1.670 Nukleotide besaflen. Da aufgrund dieser Menge an
Sequenzdaten eine grofle Anzahl moglicher Hairpin-Strukturen zu erwarten war, wurde
fiir die genomweite Suche nach neuen moglichen microRNA-Kandidaten das statistische
Modell gewéhlt, welches beziiglich der Spezifitdt das beste Diskriminierungsverhalten auf-
wies. Dieses Modell basierte auf dem Trainingsdatensatz 2 sowie der MIRBASE in Version
10.0.

Die Analyse der in YAMP implementierten und in Tabelle 3.4 vorangestellten Filter-
Schritte inklusive ihrer Schwellenwerte wurde grofitenteils fiir den genomischen Ansatz
iibernommen. Zwei Modifikationen sollten aber auch hier die Menge der falsch-positiven
Treffer im Vorhinein zusétzlich deutlich einschrénken: Die Mindestlénge eines zu klassifi-
zierenden Hairpins in seiner umformatierten Struktur (eingefithrt in Abschnitt 3.1.3), wel-
che hier auf 35 Zeichen (vier Nukleotide inklusive des Gap-Symbols ,,-“) festgesetzt wurde
und die Wahl des Schwellenwerts fiir den in Abschnitt 3.2.2 vorangestellten Window-
Slide-Filter. Dieser zeigte in den Testldufen die beste Effizienz beziiglich der Diskriminie-
rung microRNA- und nicht-microRNA Sequenzen. In den Testlaufen wurde der Schwellen-
wert fiir diesen Filter mit 0,65 noch sehr liberal gew#hlt. Im genomischen Ansatz wurde
er aufgrund der zu erwartenden hohen Anzahl an moglichen, falsch-positiven Hairpin-
Strukturen, auf 0, 75 gesetzt und damit konservativer gewéhlt. Diese beiden Modifikatio-
nen lieflen erwarten, dass die Menge der falsch-positiven Treffer dadurch deutlich verrin-
gert werden kann.

Im Folgenden werden zunéchst die allgemeinen Ergebnisse des genomischen Ansatzes vor-
gestellt und diskutiert, bevor im weiteren Verlauf auf fiinf, exemplarisch fiir die Menge der
Ergebnisse ausgewihlte Kandidaten genauer eingegangen wird. Bei den hier vorgestellten
microRNA-Kandidaten lagen neben der Klassifizierung durch YAMP weitere gute Hinwei-
se vor, diese Bereiche zukiinftig als microRNA-kodierende Bereiche zu annotieren. Diese
beruhen auf experimentell ermittelten und der Offentlichkeit zur Verfiigung gestellten Ex-
pressionsdaten kleiner RNA-Sequenzen in Arabidopsis thaliana (Expressionsdatenbanken
ASRP und MPSS). Um eine moglichst gute Beschreibung der vorliegenden microRNA-
Kandidaten zu erhalten, wurde zusétzlich eine Suche nach moglichen Zielgenen der vor-
gestellten Kandidaten durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.5).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit stellte die Lokalisation bzw. Klassifizierung der
stabchenférmigen Sekundérstruktur des PSTVd dar. Es sollten zudem weitere Indi-
zien gesammelt werden, welche zusétzliche Hinweise auf den Pathogenitdtsmechanismus
geben sollten. Eine erste Klassifizierung des PSTVd auf Basis des statistischen Modells
von microRNAs aus Arabidopsis thaliana mit anschlieBender Lokalisation der Berei-
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che, welche potentiell Ursprung kleiner Viroid-spezifischer RNAs sein kénnten, wird in
Abschnitt 4.4 vorgestellt.

4.1 Allgemeines zu den Ergebnissen

Das Programm YAMP wurde mit den in Tabelle 3.4 definierten Schwellenwerten und den
zwei beschriebenen Modifikationen auf die intergenischen (Abschnitt 4.3) und intronischen
Sequenzen (Abschnitt 4.2) angewendet.

Der intergenische Sequenzdatensatz umfasste insgesamt 30.413 Sequenzen verschiedener
Lange. Durch RNALFoOLD und RNASHAPES wurden aus dieser Grundmenge an Sequen-
zen 2.827 nicht-redundante Sequenzen extrahiert, welche die Filter-Vorgaben erfiillten und
anschlielend einer Klassifizierung durch YAMP unterzogen wurden. Die Suche nach loka-
len, stabilen Strukturelementen durch RNALFOLD ergab fiir einen bestimmten Sequenz-
bereich unter Umstinden mehrere stabile Strukturen, da man von der 5’- und 3’-Seite
jeweils mehrere Nukleotide entfernen kann und die verbleibende Sequenz immer noch
eine thermodynamisch stabile Sekundéarstruktur ausbildet. Diese unterschiedlich langen,
aber allesamt stabilen Hairpin-Strukturen gingen dabei unabhéngig voneinander in die
Klassifizierung durch das Programm YAMP ein. Eine weitere Quelle fiir das Auftreten
redundanter Sequenzen bzw. Strukturen war die simulierte thermodynamische Faltung
durch RNASHAPES. RNASHAPES faltet die Eingabesequenzen fiir eine Temperatur von
37°C und selektiert Strukturen mit einem definierten Energiebetrag unter dem thermo-
dynamischen Optimum. Dabei kann eine Sequenz im definierten Energiebereich mehrere
stabile Sekundérstrukturen ausbilden, welche sich meist nur durch die Lage einzelner, in-
terner symmetrischer oder asymmetrischer Loops unterscheiden. Auch diese Strukturen
wurden dabei unabhéngig voneinander durch YAMP klassifiziert.

Die folgende Auflistung zeigt die Anzahl der insgesamt in Betracht gezogenen Sequenzen
aus dem intergenischen Sequenzdatensatz sowie die Anzahl der insgesamt als microRNA-
und nicht-microRNA-Sequenz klassifizierten Sequenzen:

insgesamt klassifizierte Sequenzen 2.827
als microRNA klassifiziert 828
als nicht-microRNA klassifiziert 1.999

Der intronische Sequenzdatensatz umfasste insgesamt 148.558 Sequenzen verschiedener
Lénge. Aus dieser Grundmenge wurden insgesamt 8.161 nicht-redundante Sequenzen
extrahiert, welche auch hier die Filter-Vorgaben erfiillten und von YAMP klassifiziert
wurden. Die folgende Auflistung zeigt die Anzahl der insgesamt in Betracht gezogenen
Sequenzen aus dem intronischen Sequenzdatensatz, sowie die Anzahl der insgesamt als
microRNA- und nicht-microRNA-Sequenz klassifizierten Sequenzen:

insgesamt klassifizierte Sequenzen 8.161
als microRNA klassifiziert 649
als nicht-microRNA klassifiziert 7.512
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Bei den separat durchgefithrten Durchlaufen mit dem Programm YAMP wurden im Fall
der intergenischen Sequenzen ca. 70% der zu klassifizierenden Hairpin-Strukturen als
nicht-microRNA-Strukturen abgelehnt und ca. 30% als microRNA-Struktur angenommen.
Fiir den Durchlauf mit den intronischen Sequenzen wurden ca. 92% als nicht-microRNA-
Struktur abgelehnt und ca. 8% als microRNA-Struktur angenommen. Insgesamt handelte
es sich dabei jedoch immer noch um 1.477 positiv-klassifizierte Strukturen, welche im
Folgenden einer ndheren Untersuchung unterzogen wurden.

Fiir das Vorliegen eines tatsédchlichen microRNA-Vorldufers in dem Bereich der positiv-
klassifizierten Region mussten neben dem bloflen Vorliegen einer Hairpin-Struktur und
einer Positiv-Klassifizierung durch YAMP weitere Hinweise gesammelt werden. Dazu
wurden im ersten Schritt zunéchst die genauen genomischen Koordinaten der positiv-
klassifizierten Hairpin-Strukturen mit Hilfe von HYPA ermittelt und fiir jeden moglichen
Kandidaten vermerkt. Die so ermittelten genomischen Koordinaten wurden in einem zwei-
ten Schritt mit zwei Expressionsdatenbanken (ASRP und MPSS) abgeglichen und nach
Bereichen gesucht, die eine Expression von kleinen RNA-Sequenzen im Bereich der klas-
sifizierten Hairpin-Struktur in der entsprechenden Orientierung aufwiesen. Die entspre-
chende Orientierung bedeutet, dass der Ursprung der kleinen RNA-Sequenzen tatséchlich
im Bereich des Hairpins lokalisiert ist und aus demselben Strang hervorgeht. Aus den
bekannten microRNA-kodierenden Regionen aus dem Genom von Arabidopsis thaliana
geht dabei hervor, dass diese meist, jedoch nicht immer, recht typische Expressionsmus-
ter fiir kleine RNA-Sequenzen aufweisen, welche im Folgenden anhand zweier Beispiele
(siche Abbildung 4.1) von annotierten und verifizierten microRNA-Vorldufer-Sequenzen
veranschaulicht werden. Uber diese typischen Expressionsmuster wurden die Kandida-
ten ausgewahlt, die in Abschnitt 4.2 und 4.3 als neue mégliche microRNA-Sequenzen
vorgestellt werden, wobei beide in der Abbildung 4.1 dargestellten microRNA-Vorldufer-
Regionen ebenfalls von YAMP als microRNA-kodierende Bereiche identifiziert worden. Es
ist an dieser Stelle zu erwdhnen, dass die beiden in Abbildung 4.1 vorgestellten bekannten
microRNA-Sequenzen in den intergenischen und intronischen Sequenzdaten vom TAIR
noch nicht annotiert und somit noch nicht aus diesen entfernt wurden. Beide microRNAs
wurden bei der Suche nach neuen moglichen microRNA-Kandidaten aus den Sequenz-
daten als microRNA-Sequenzen klassifiziert, was wiederum zeigt, dass eine prinzipielle
Funktionalitdt durch das Programm YAMP gegeben ist.

Ein microRNA-kodierender Bereich im Genom von Arabidopsis thaliana zeichnet sich
im Regelfall durch ein typisches Expressionsmuster aus, bei dem kleine RNA-Sequenzen
mit einer vornehmlichen Lénge von 20-21 Nukleotiden einem oder zweier distinkter
Bereiche entstammen. In Abbildung 4.1A ist der genomische Bereich der verifizierten
microRNA ath-mir158b dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Mehrheit der die-
sem Bereich zugeordneten kleinen RNA-Sequenzen einem Bereich der Hairpin-Struktur
zuzuordnen sind, welcher 3’-seitig in der microRNA-kodierenden Region liegt. Von der
ath-mir158b ist bekannt, dass die reife microRNA-Sequenz in eben diesem Bereich der
Hairpin-Struktur kodiert ist. Ein zweiter Fall fiir einen microRNA-kodierenden Bereich
ist in Abbildung 4.1B am Beispiel des verifizierten microRNA-Vorlaufers ath-mir842a
veranschaulicht. Dort ist zu erkennen, dass es zwei distinkte Regionen innerhalb des
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Abbildung 4.1: Typische Expressionsmuster zweier microRNA-Vorlidufer. Dargestellt sind zwei
fiir microRNA-kodierende Bereiche im Genom von Arabidopsis thaliana. Die roten Pfeile deuten
auf die tatsdchlichen microRNA-Vorlaufer-Sequenzen hin. Die kleineren, hell- und dunkelblauen
Pfeile stehen fiir RNA-Sequenzen der Liange 20 bzw. 21 und die violetten und brauen Pfeile fiir
RNA-Sequenzen der Linge 23 bzw. 25. Abbildung A zeigt die genomische Region, welche fiir
den microRNA-Vorlaufer ath-mir158b kodiert. Es ist deutlich zu erkennen, dass hauptséchlich
nur eine Region aus dem Bereich des microRNA-Vorldufers Ursprung kleiner RNA-Sequenzen
ist. Abbildung B zeigt die genomische Region, welche fiir den microRNA-Vorlaufer ath-mir842a
kodiert. Daran wird deutlich, dass neben dem Bereich der reifen microRNA-Sequenz noch ein
zweiter Bereich Ursprung kleiner RN As ist, in deren Bereich die korrespondierende microRNA*-
Sequenz angesiedelt ist.

Hairpin-kodierenden Bereichs gibt, fiir den kleine RNA-Sequenzen sequenziert wurden.
Von der ath-mir842a ist bekannt, dass die reife microRNA-Sequenz ebenfalls 3’-seitig
der microRNA-kodierenden Region ist, was ebenfalls aus der Abbildung 4.1B hervorgeht.
Weiterhin ist zu erkennen, dass 5’-seitig der microRNA-kodierenden Region, und somit
im 5’-Strang des Hairpins, ebenfalls ein Bereich Ursprung kleiner RNA-Sequenzen ist.
Hierbei handelt es sich um die entsprechende microRNA*-Sequenz, welche in diesem Fall
ebenfalls sequenziert und in der Expressionsdatenbank vom ASRP eingetragen wurde.

Neben diesen beiden exemplarisch veranschaulichten Beispielen gibt es jedoch weitere
bekannte microRNA-kodierende Bereiche im Genom von Arabidopsis thaliana, deren Ex-
pressionsmuster sich deutlich von den gezeigten unterscheiden. So sind Beispiele bekannt
(hier nicht gezeigt), in denen sequenzierte kleine RNA-Sequenzen, die {iber den gesamten
microRNA-kodierenden Bereich verteilt sind, zugeordnet wurden. Weiterhin ist bekannt,
dass reife microRNA-Sequenzen in der Regel 20-21 Nukleotide lang sind, was jedoch nicht
allgemeingiiltig fiir die annotierten microRNA-kodierenden Bereiche ist. Trotzdem wur-
den die im Folgenden besprochenen Kandidaten so gewéhlt, dass sie typischen microRNA-
kodierenden Bereichen @hnlich sind.

Das Vorliegen kleiner RNAs in der Expressionsdatenbank von TAIR stellte jedoch nicht
die einzige Bedingung dar, die positiv-klassifizierten Regionen im Genom als microRNA-
kodierend zu bezeichen. Zu diesem Zweck wurde noch weitere experimentelle Daten her-
angezogen, die das Vorliegen eines microRNA-kodierenden Bereichs bestétigen sollten.
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Weitere experimentelle Daten konnten von der Expressionsdatenbank Arabidopsis MPSS
plus bezogen werden, die Sequenz-Signaturen kleiner exprimierter RNAs vercffentlichten.
Somit konnten neben der Klassifizierung durch YAMP unabhéngige experimentelle Da-
ten verwendet werden, um die als microRNA-kodierend vorhergesagten Regionen im Ge-
nom von Arabidopsis thaliana verifizieren zu kénnen. Somit erfiillen die hier vorgestellten
Kandidaten drei Kriterien, nach denen sie ausgewéhlt wurden; die Klassifizierung durch
das Programm YAMP sowie das Vorliegen exprimierter kleiner RNA-Sequenzen in den
entsprechenden genomischen Bereichen aus zwei voneinander unabhéngigen Expressions-
datenbanken.

4.2 Intronische Sequenzen

Als  Suchraum fiir neue microRNA-kodierende Bereiche im Genom von
Arabidopsis thaliana dienten in diesem Ansatz die intronischen Sequenzdaten von
der Sequenzdatenbank TAIR. Die vorsortierten Sequenzdaten wurden gewéhlt, um den
Suchraum schon im Voraus einschrianken zu kénnen und mogliche Klassifizierungen
von bereits bekannten microRNA-Sequenzen umgehen zu konnen. Bei diesem Ansatz
stellte sich jedoch heraus, dass nicht alle bereits bekannten microRNA-Sequenzen aus
Arabidopsis thaliana in den Sequenzdaten von TAIR annotiert waren. Dies fithrte dazu,
dass bereits bekannte, jedoch nicht annotierte microRNA-Sequenzen ebenfalls klassifiziert
wurden. Im Folgenden wird ein Kandidat vorgestellt, der in einem Intron einer mRNA
lokalisiert ist.

4.2.1 Kandidat 1

Der erste vorgestellte Kandidat aus den intronischen Sequenzbereichen befindet sich
auf Chromosom [ von Arabidopsis thaliana. Die durch RNAFOLD fiir 25°C berechne-
te Sekundérstruktur ist in Abbildung 4.2 zu sehen. Dabei bildet die Sequenz eine fiir
microRNA-Vorlaufer typische Hairpin-Struktur aus und besitzt eine minimale freie Ener-
gie von —67, 18 kcal/mol. Dies entspricht einer auf die Linge normierten Energie von ca.
—0,476 und zeigt somit eine thermodynamische Stabilitét, die typisch fiir microRNA-
Vorldufer-Strukturen ist (Zhang et al., 2006). Weitere Eigenschaften der vorhergesagten
Sekundarstruktur und Sequenz sind in der folgenden Auflistung zusammengestellt:

Position auf Chromosom I 234.152 — 234.013

Lange 141 Nukleotide
mfe (fur 25 °C) —67, 18 kcal /mol
GC-Gehalt 38,6%

Der vorgestellte microRNA-Kandidat befindet sich in einem Intron einer mRNA mit der
Accession-Nummer AT1G01650 (siche Abbildung 4.3). Diese Region kodiert nach den vor-
liegenden Annotationen und einer BLAST-Suche fiir ein Protein mit 540 Aminoséduren
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Abbildung 4.2: Kandidat 1 aus den intronischen Sequenzen. Die Sekundérstruktur-Berechnung
fiir den ersten Kandidaten aus den intronischen Sequenzen ergab durch RNAFoLD fiir 25°C
eine fiir microRNAs typische Hairpin-Struktur. In rot hervorgehoben sind die in Abbildung 4.3
und Abbildung 4.4 ermittelten sequenzierten kleinen RNA-Sequenzen aus dem Genom von
Arabidopsis thaliana. Beide befinden sich um zwei Nukleotide verschoben am 5- und 3’-Ende
des Hairpins.

und besitzt zwei konservierte Doménen. Die konservierten Doménen besitzen zum einen
Ahnlichkeit mit einer Protease-Doméne (N-Terminus) und zum anderen einer Peptidase-
Doméne (C-Terminus). Das in der Expressionsdatenbank vom ASRP vorliegende Expres-
sionsmuster (sieche Abbildung 4.3) entspricht dem eines typischen microRNA-kodierenden
Bereichs, was als ein gutes Indiz fiir das Vorliegen einer bisher unbekannten microRNA-
kodierenden Region zu deuten ist. In der Abbildung 4.3 ist deutlich zu erkennen, dass
zwei distinkte Bereiche Ursprung kleiner RNA-Sequenzen sind, welche vornehmlich die-
selbe Orientierung besitzen.

Die weitere Validierung des ersten Kandidaten fand iiber die Expressionsdatenbank
MPSS statt. Dabei wurden die mit Hilfe von HYPA ermittelten genomischen Koordi-
naten 5'- und 3’-seitig um jeweils 2.000 Nukleotide verlingert, um eine Ubersicht iiber
den gesamten genomischen Bereich und die unmittelbare Nachbarschaft zu bekommen
(sieche Abbildung 4.4). Die Darstellung zeigt den genomischen Bereich fiir die von YAMP
als microRNA-kodierend vorhergesagten Sequenzbereich. Die schwarzen und schwarz um-
randeten Dreiecke zeigen das Vorkommen von Sequenz-Signaturen kleiner RNAs an, wobei
die schwarz ausgefiillten Dreiecke fiir Signaturen stehen, die dem Genom eindeutig zuge-
ordnet werden konnten. Die umrandeten Dreiecke stehen fiir Sequenzsignaturen, die dem
Genom mehr als einmal zugeordnet werden konnten. Die doppelt im Genom vorhandenen
kleinen RNAs befinden sich jeweils im reversen Komplement des hier vorliegenden geno-
mischen Bereichs. Dabei sei erwihnt, dass nur die kleinen RNAs duplizierte Sequenzen
darstellen. Der restliche Hairpin weist keinerlei interne Duplizitéat auf.

Der vorliegende genomische Bereich zeigt insgesamt sehr gute Indizien, ihn als microRNA-
Vorlaufer zu bezeichnen. Eine BLAST-Suche mit der entsprechenden Sequenz iiber das
Genom von Arabidopsis thaliana deckte dabei noch ein weiteres Indiz auf, dass es sich
hierbei um einen microRNA-Vorldufer handelt. Allen et al. beschrieben 2004, dass einige
microRNA-kodierende Bereiche aus invertierten Duplikationsereignissen ihrer korrespon-
dierenden Zielgene heraus entstanden sein konnten. Sie belegten dies durch Sequenzver-
gleiche der microRNAs mit den entsprechenden Zielgenen. Die BLAST-Suche mit der
Sequenz des besprochenen Kandidaten zeigte dabei neben der entsprechenden genomi-
schen Region der Sequenz eine signifikante Ahnlichkeit zu einer kodierenden Region auf
dem Chromosom IV, die fiir ein Protein kodiert, welches in die Transkriptionsregulation
involviert ist und auch in Abschnitt 4.5.1 als mogliches Zielgen vorgestellt wird. Diese Tat-
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Abbildung 4.3: ASRP-Expressions-Datenbank-Informationen zum ersten Kandidaten. Der erste
Kandidat befindet sich auf dem Chromosom I von Arabidopsis thaliana in einem Intron einer
Protein-kodierenden Region. Das fiir viele microRNAs typische Expressionsmuster mit zwei
distinkten Bereichen als Ursprung kleiner RNAs ist deutlich zu erkennen. Weiterhin werden
hauptséchlich kleine RNAs mit 20 bzw. 21 Nukleotiden exprimiert, was auf einen tatséchlichen
microRNA-kodierenden Bereich hinweist (erkennbar an den hell- und dunkelblauen Pfeilen). Die
weiteren sequenzierten kleinen RNAs, erkennbar an den violetten und braunen Pfeilen, stehen
fiir RNAs der Lange 23 bzw. 25 Nukleotide.

sache spricht dafiir, dass dieser microRNA-Kandidat ebenfalls aus einem von Allen et al.
beschriebenem Vorgang entstanden ist. Eine detaillierte Analyse der Zielgen-Identifikation
fiir den ersten Kandidaten folgt in Abschnitt 4.5.1.

4.3 Intergenische Sequenzen

Die Grundlage fiir die Suche nach weiteren microRNA-kodierenden Bereichen im Genom
von Arabidopsis thaliana stellten die intergenischen Sequenzbereiche dar. Diese wurden
wie die intronischen Sequenzen von TAIR bezogen. Im Folgenden werden vier interge-
nische Regionen vorgestellt, bei denen neben der Klassifizierung durch YAMP weitere
gute Kriterien vorliegen, diese kiinftig als microRNA-kodierend zu bezeichnen. Diese vier
Bereiche stellen ebenso nur eine exemplarische Auswahl dar.
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Abbildung 4.4: MPSS-Signaturen aus dem Bereich des ersten Kandidaten. Die Abbildung zeigt
die Signaturen fiir vier kleine RNAs. Die schwarz ausgefiillten Dreiecke stehen dabei fiir einmalig
im Genom vorkommende Signaturen, wéhrend die umrandeten Dreiecke fiir doppelte Signaturen
stehen. Es ist zu erwdhnen, dass die doppelten Signaturen genau mit den einmalig vorkommen-
den Signaturen iibereinstimmen und auch genau die in der ASRP vermerkten kleinen RNAs
darstellen, welche in Abbildung 4.2 in rot gezeigt wurden. Die Exons des Protein-kodierenden
Bereichs sind an den blauen Blocken um den Ort der kleinen RNAs zu erkennen.
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Abbildung 4.5: Kandidat 2 aus intergenischen Sequenzen. Die Darstellung zeigt
die Sekundérstruktur des zweiten Kandidaten. Die Lokalisation des moglichen reifen
microRNA /microRNA*-Duplex (rot) erfolgte iiber die ASRP-Expressionsdatenbank. Vermerkt
wurden die Sequenzen, welche in der ASRP die zwei distinkten Bereiche darstellten.

4.3.1 Kandidat 2

Die zweite vorgestellte genomische Region ist auf dem Chromosom /I von
Arabidopsis thaliana lokalisiert. Die durch RNAFOLD berechnete Sekundérstruktur
der entsprechenden Sequenz ist in Abbildung 4.5 dargestellt. Diese bildet einen einzigen
stabilen Hairpin aus und besitzt eine minimale freie Energie (mfe) von —72,71 kcal/mol
fiir 25 °C. Normiert auf die Lénge ergibt dies einen Wert von —0, 482 und entspricht somit
einer fiir microRNA-Vorlaufer typischen thermodynamischen Stabilitdt (Zhang et al.,
2006). Weitere Eigenschaften der vorhergesagten Sekundérstruktur und Sequenz sind in
der folgenden Auflistung zusammengestellt:

Position auf dem Chromosom 8.439.729 — 8.439.879
Lange 150 Nukleotide
mfe (fiir 25C) —72, 71 keal /mol
GC-Gehalt 35,8%



68

Anwendung

8435700 8439800 8439800

Transcripts
niRNA
snall RHA {no labels}

Col-8 seedling shall RNAs
Col-8 inf snall RNAs
Col-8 leaf T8 small RNAs
rdr6-15 seedling small RNAs
rdr6-15 inf small RNAs
rdri-1 inf snall RNAs
rdr2=-1 inf small RNAs
del1~7 inf small RNAs

f all RNAs

f 111 RNAs
dcla-2 inf small RNAs
Bartel Col-8 rosette leaves
Bartel Col-0 whole flovers
Bartel Col-0 whole siliques

del2-1 inf s
dcl3-1 inf sna.

Bartel Col-8 whole seedling
RepeatHasker elenments
Tanden Repeats

55 ribosonal

ESTs

Abbildung 4.6: ASRP-Expressions-Datenbank-Informationen zum zweiten Kandidaten. Die
Darstellung zeigt die Expression von kleinen RNA-Sequenzen im Sequenzbereich des zweiten
Kandidaten. Erkennbar sind hier zwei distinkte Bereiche als Ursprung fiir kleine RNAs. Die fiir
diesen Bereich sequenzierten kleinen RNAs besitzen die Linge von 20-22 Nukleotiden, wobei
hellblaue Pfeile fiir RNAs der Linge 20, blaue fiir RNAs der Liange 21 und griin fiir RNAs der
Lénge 22 stehen.

Die Abbildung 4.6 zeigt die sequenzierten kleinen RNAs aus dem Bereich um den zweiten
Kandidaten. Auffillig ist, dass, wie fiir viele microRNA-kodierende Bereiche typisch, zwei
distinkte Bereiche Ursprung der kleinen RNAs sind. Die in diesem Bereich exprimierten
kleinen RNAs entsprechen der Grofienklasse, die 20-22 Nukleotide umfasst und somit
der fiir microRNAs typischen Groflenklasse entspricht. Die exprimierten kleinen RNAs
sind in der Sekundérstruktur des zweiten microRNA-Kandidaten in Abbildung 4.5 in rot
dargestellt.

Die weitere unabhéngige Bestdatigung der Vorhersage fand {iber die MPSS-
Expressionsdatenbank statt. Der Bereich um den vorhergesagten microRNA-Vorlaufer
zeigt auch in dieser Expressionsdatenbank die Signatur einer kleinen, nur einmal im
Genom vorkommenden Sequenz-Signatur und befindet sich in der Abbildung 4.7 auf
dem Vorwirtsstrang des zweiten Chromosoms. Die eingetragene Signatur der kleinen
RNA liegt im 3’-Arm der Hairpin-Struktur und entspricht den Expressionsdaten fiir
einen der beiden Bereiche aus der ASRP-Expressionsdatenbank. Betrachtet man die fiir
microRNAs typische Sekundérstruktur gemeinsam mit den experimentellen Daten aus
den Expressionsdatenbanken, so liegt nahe, dass die von YAMP vorhergesagte Sequenz
fiir eine microRNA kodiert.

Die weitere Analyse durch eine BLAST-Suche ergab, dass die Sequenz keinerlei signi-
fikante Ahnlichkeit zu anderen Regionen im Genom von Arabidopsis thaliana aufweist.
Somit ldsst dies den Schluss zu, dass dieser microRNA-Kandidat nicht aus einem Dupli-
kationsereignis (wie von Allen et al. (2004) beschrieben) entstanden ist. Eine detaillierte
Beschreibung der Suche nach moglichen Zielgenen folgt in Kapitel 4.5
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Abbildung 4.7: MPSS-Signaturen aus dem Bereich des zweiten Kandidaten. Die Abbildung zeigt
die Signatur fiir eine kleine RNA aus dem genomischen Bereich fiir den zweiten Kandidaten.
Diese Signatur stimmt mit der kleinen RNA aus der ASRP-Expressionsdatenbank iiberein,
welche in der Sekundérstruktur im 3’-Arm der Hairpin-Struktur liegt. Die roten und blauen
Balken stellen die Exons zweier Protein-kodierender Bereiche im Vorwérts- und Riickwértsstrang
der DNA dar, welche ebenfalls durch Signaturen fiir ebensolche Bereiche (orangene und violette
Dreiecke) ausgezeichnet sind.

4.3.2 Kandidat 3

Die dritte vorgestellte genomische Region besitzt ihren Ursprung auf dem Chromosom /77
von Arabidopsis thaliana und ist an dieser Stelle von besonderem Interesse. Die Be-
trachtung der Ergebnisse dieses genomischen Bereichs ergab, dass die zu dem Bereich
gehorenden exprimierten kleinen RNAs auch einer zweiten Region auf dem Chromosom V
zugeordnet werden konnten. Im Folgenden wird hauptséichlich auf den als microRNA-
klassifizierten Bereich auf dem Chromosom III eingegangen. Die Expressionsdaten fiir
die korrespondierende Region auf dem Chromosom V aus beiden Expressionsdatenbanken
werden fiir diesen Kandidaten zusétzlich vorgestellt und diskutiert. Die durch RN AFOLD
bei 25 °C berechnete Sekundarstruktur dieses Sequenzbereichs ist in Abbildung 4.8 darge-
stellt und bildet eine stabile Hairpin-Struktur aus, welche durch eine Loop-reiche Region
unterbrochen wird. Die Sekundérstruktur besitzt eine minimale freie Energie (mfe) von
—385, 93 kcal /mol, was auf die Lange normiert einen Wert von —0, 544 ergibt. Somit han-
delt es sich bei dieser Hairpin-Struktur um eine thermodynamisch sehr stabile Struktur,
die typisch fiir microRNA-Vorlaufer ist (Zhang et al., 2006). Einige weitere Figenschaften
der zugehorigen Sekundérstruktur und Sequenz sind in der folgenden Auflistung darge-
stellt:

Position auf dem Chromosom 2.854.290 — 2.854.448
Lange 158 Nukleotide
mfe (fiir 25C) —85, 93 kcal /mol
GC-Gehalt 40,9%
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Abbildung 4.8: Kandidat 3 aus intergenischen Sequenzen. Die Darstellung zeigt die durch
RNAFOLD bei 25°C berechnete Sekundérstruktur des dritten Kandidaten. Die in der ASRP-
Datenbank eingetragenen exprimierten kleinen RNA-Sequenzen sind in rot hervorgehoben (siehe
Abbildung 4.9). Die Signaturen aus der MPSS-Expressionsdatenbank korrelieren mit der kleinen
RNA auf der 5'-Seite der Hairpin-Struktur (siehe Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.9: ASRP-Expressions-Datenbank-Informationen zum dritten Kandidaten. Die Ab-
bildung zeigt die Expressionsdaten aus dem genomischen Kontext des dritten Kandidaten auf
dem Chromosom II1. Erkennbar sind zwei distinkte Bereiche als Ursprung exprimierter kleiner
RNA-Sequenzen der Groflenklasse von 20-21 Nukleotiden (hellblaue und blaue Pfeile).

Der Abgleich mit der ASRP-Expressionsdatenbank fiir diesen Kandidaten zeigte das Vor-
liegen zweier distinkter Bereiche als Ursprung kleiner RNAs (sieche Abbildung 4.9). Diese
sind in der Abbildung 4.8 in rot hervorgehoben und korrespondieren mit einem moglichen
microRNA /microRNA*-Duplex. Die exprimierten RNAs sind ausnahmslos aus der fiir
microRNAs typischen Groflenklasse von 20-21 Nukleotiden, was ein Hinweis fiir das Vor-
liegen einer microRNA-kodierende Region ist. Eine detaillierte Analyse und Beschreibung
zur Identifikation moglicher Zielgene folgt in Abschnitt 4.5.3.

Die Vorhersage wurde durch weitere experimentelle Daten aus der MPSS-
Expressionsdatenbank bestétigt. Im Bereich des dritten Kandidaten befindet sich eine
Sequenz-Signatur, die sich nicht eindeutig dem Genom von Arabidopsis thaliana zuordnen
ldsst (siehe Abbildung 4.10). Weitere kleine RNA-Sequenzen wurden in dem Bereich des
microRNA-Kandidaten und in seiner unmittelbaren Nachbarschaft nicht sequenziert.
Wie bereits erwéhnt, ist die vorliegende Signatur einer kleinen RNA nicht eindeutig
im Genom von Arabidopsis thaliana, da auf dem Chromosom V ein zweiter Bereich
existiert, welcher dieselbe kleine RNA-Signatur besitzt (siche Abbildung 4.12). Dieser
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Abbildung 4.10: MPSS-Signaturen aus dem Bereich des dritten Kandidaten. Die Abbildung
zeigt die Signatur fiir eine exprimierte kleine RNA-Sequenz, die zentriert in dem Ausschnitt zu
sehen ist. Das schwarz umrandete Dreieck impliziert, dass die dem Genom zugeordnete Signatur
nicht eindeutig fiir diesen genomischen Bereich ist. Diese Signatur kommt in einem zweiten
Bereich im Genom von Arabidopsis thaliana vor, der in Abbildung 4.12 gezeigt ist.

Bereich ist dort ebenfalls nicht mit repetitiven oder transposablen Elementen assoziiert.
Im Folgenden wurde die Sequenz des Bereichs auf dem Chromosom V ermittelt und einer
weiteren Analyse unterzogen. Dabei erstreckt sich die Sequenzverdoppelung allein auf
den microRNA-kodierenden Bereich, wihrend der restliche Bereich nur wenig Ahnlichkeit
aufweist. Die Anwendung von YAMP auf diese genomische Region klassifizierte diesen
Bereich ebenfalls als moglichen microRNA-Vorldufer. Eine weitere Untersuchung des
genomischen Bereichs um den entsprechenden Kandidaten durch den Abgleich mit den
beiden Expressionsdatenbanken (MPSS und ASRP) zeigte auch in dieser Region die
Expression kleiner RNAs in zwei distinkten Bereichen (siche Abbildung 4.11). Die Suche
nach moglichen Zielgenen der beiden méglichen microRNAs folgt in Abschnitt 4.5.3. Die
Tatsache, dass zwei genomische Bereiche Ursprung derselben kleinen RNA-Sequenz sind,
lasst den Schluss zu, dass es sich hierbei um eine neue Familie von microRNA-kodierenden
Bereichen handeln kénnte, welche dieselbe Gruppe von Zielgenen reguliert.

4.3.3 Kandidat 4

Die vierte vorgestellte Region hat ihren Ursprung auf dem Chromosom /V von
Arabidopsis thaliana. In Abbildung 4.13 ist die mittels RNAFOLD fiir 25°C berechnete
Sekundarstruktur dargestellt Diese bildet eine stabile Hairpin-Struktur mit einer mini-
malen freien Energie von —65, 90 kcal/mol aus. Normiert auf die Lange ergibt dies einen
Wert von —0, 432, was somit ebenfalls eine thermodynamische Stabilitédt aufweist, die der
fiir microRNA-Vorldufer-Strukturen typischen Stabilitét entspricht (Zhang et al., 2006).
Einige weitere Eigenschaften beziiglich der Sequenz und Sekundarstruktur sind in der
folgenden Auflistung dargestellt:

Position auf dem Chromosom 11.963.137 - 11.962.889
Lange 157 Nukleotide
mfe (fiir 25°C) —65, 90 kcal /mol
GC-Gehalt 28%
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Abbildung 4.11: ASRP-Expressionsdaten kleiner RN As eines Bereichs auf dem Chromosom V.
Die Abbildung zeigt die Expressionsdaten aus dem genomischen Kontext des dritten Kandida-
ten auf dem Chromosom V. Erkennbar sind zwei distinkte Bereiche als Ursprung exprimierter
kleiner RN A-Sequenzen der GroBenklasse von 20-21 sowie 25 Nukleotiden (hellblaue, blaue und
braune Pfeile).
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Abbildung 4.12: MPSS-Signaturen kleiner RNAs eines Bereichs auf dem Chromosom V. Die
Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus dem Chromosom V. In dieser Region des Genoms befin-
den sich Signaturen fiir zwei kleine RNAs, wovon die linke Signatur der Signatur des dritten
Kandidaten aus Abbildung 4.10 entspricht.

Die ASRP-Expressionsdatenbank zeigt im Bereich des vierten Kandidaten die Expression
von mehreren kleinen RNAs, die vornehmlich zwei distinkten Bereichen aus dieser Region
zugeordnet werden konnen (siehe Abbildung 4.14). Die in diesem Bereich exprimierten
kleinen RNAs entsprechen den fiir microRNAs typischen Grofienklassen von 21-22 Nu-
kleotiden, was als gutes Indiz fiir das Vorliegen einer microRNA-kodierenden Region zu
deuten ist. In der ndheren Umgebung des moglichen microRNA-Vorldufers befinden sich
keine weiteren Bereiche, die Ursprung kleiner RNA-Sequenzen sind.
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Abbildung 4.13: Kandidat 4 aus intergenischen Sequenzen. Die Darstellung zeigt die durch
RNAFOLD bei 25 °C berechnete Sekundérstruktur des vierten Kandidaten. Die in rot hervorge-
hobenen Nukleotide markieren den Ort des méglichen microRNA /microRNA*-Duplex. Die aus
der ASRP-Expressionsdatenbank entnommenen Sequenzen fiir kleine RNAs entsprechen denen
auf 5’- und 3’-Seite der Hairpin-Struktur. Die Signatur aus der MPSS-Expressionsdatenbank
entspricht der 5’-seitigen Sequenz der Hairpin-Struktur.
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Abbildung 4.14: ASRP-Expressions-Datenbank-Informationen zum vierten Kandidaten. Die
Darstellung zeigt die Expression von kleinen RNAs im Bereich des vierten Kandidaten. Es ist
zu erkennen, dass auch bei diesem Kandidaten zwei distinkte Bereiche Ursprung kleiner RNA-
Sequenzen sind. Die blauen Pfeile stehen fiir RNAs der Léange 20, die griinen Pfeile fiir RNAs der
Lénge 22. 3’-seitig erkennt man den beginnenden offenen Leserahmen einer Protein-kodierenden
Region.

Die unabhéngige Bestéatigung fiir das Vorliegen exprimierter kleiner RNAs in diesem geno-
mischen Bereich fand ebenfalls {iber einen Abgleich mit der MPSS-Expressionsdatenbank
statt. Die betrachtete genomische Region ist auch hier Ursprung einer Sequenz-Signatur,
die dem Genom von Arabidopsis thaliana eindeutig zugeordnet werden konnte und sich auf
dem Gegenstrang des vierten Chromosoms befindet (siehe Abbildung 4.15). Diese Beob-
achtung bestéitigt den Abgleich mit der ASRP-Expressionsdatenbank und stellt ein wei-
teres Indiz fiir das Vorliegen einer microRNA-kodierenden Region dar. Weitere annotierte
Bereiche in dieser Region sind eine Protein-kodierende Region (horizontale rote Balken)
auf dem Vorwiértsstrang der DNA sowie ein 5’-seitiger Inverted Repeat, welcher ebenfalls
Signaturen fiir exprimierte kleine RNAs aufweist. In der ASRP-Expressionsdatenbank ist
diese Region einem Transposon zugeordnet.
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Abbildung 4.15: MPSS-Signaturen aus dem Bereich des vierten Kandidaten. Die Abbildung
zeigt die Signatur einer kleinen RNA aus dem Bereich des vierten Kandidaten, erkennbar an
dem schwarzen Dreieck auf dem Gegenstrang der DNA. Die zu dieser Signatur passenden Se-
quenz liegt in der Hairpin-Struktur im 5’-Arm und ist in Abbildung 4.13 in rot hervorgehoben.
Des Weiteren sind zwei Protein-kodierende Regionen auf demselben (horizontale blauer Balken)
und dem Gegenstrang (horizontale rote Balken) zu erkennen. In unmittelbarer Nachbarschaft
ist eine weitere Region ebenfalls Ursprung fiir kleine RNAs, die jedoch nach den vorliegenden
Annotationen einem Transposon zuzuordnen sind (vertikale gelbe Balken).

Eine BLAST-Suche nach dhnlichen Bereichen im Genom von Arabidopsis thaliana ergab
keine signifikanten Sequenzhomologien, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass
diese Region nicht aus einem Duplikationsereignis eines moglichen Zielgens hervorgegan-
gen ist. Eine Suche nach moglichen Zielgenen folgt in Abschnitt 4.5.4.

4.3.4 Kandidat 5

Die fiinfte und letzte vorgestellte Sequenz hat ihren Ursprung auf dem Chromosom V
von Arabidopsis thaliana. Die durch RNAFOLD fiir 25°C berechnete Sekundérstruktur
ist in Abbildung 4.16 dargestellt und bildet eine lange Hairpin-Struktur aus, welche an
ihrem Kopfende eine Verzweigungsstruktur ausbildet. Da von pflanzlichen microRNA-
Strukturen bekannt ist, dass sie nicht zwangsléufig eine Hairpin-Struktur ohne Ver-
zweigungen ausbilden miissen, kann man davon ausgehen, dass allein auf Basis der Se-
kundérstruktur die Existenz einer microRNA-kodierenden Region nicht abgelehnt werden
muss. Die Sekundarstruktur besitzt eine minimale freie Energie von —159, 71 kcal /mol,
was auf die Lange normiert einen Wert von —0, 560 ergibt und somit einer thermodyna-
misch sehr stabilen Struktur entspricht (Zhang et al., 2006). Einige weitere Figenschaften
beziiglich der Sekundérstruktur und Sequenz sind in der folgenden Auflistung gezeigt:

Position auf dem Chromosom 21.385.733 —21.386.017

Lénge 285 Nukleotide
mfe (fiir 25 C) —159, 71 keal /mol
GC-Gehalt 32,3%

Die genomische Region des fiinften vorgestellten Kandidaten zeigt nach den Daten der
ASRP-Expressionsdatenbank zwei distinkte Bereiche exprimierter kleiner RNAs (siche
Abbildung 4.17). Diese sind in der Sekundérstruktur in der 5’- und 3’-Seite des Hairpins
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Abbildung 4.16: Kandidat 5 aus intergenischen Sequenzen. Die Darstellung zeigt die durch
RNAFoOLD fiir 25 °C berechnete Sekundérstruktur des fiinften Kandidaten. In rot sind die in
der MPSS- und ASRP-Expressionsdatenbank eingetragenen Sequenzen exprimierter kleiner
RNAs in dem genomischen Ursprung der gezeigten Hairpin-Struktur vermerkt. Die 3’-seitig
in rot vermerkte Sequenz entspricht der in der MPSS-Expressionsdatenbank eingetragenen
Signatur (siehe Abbildung 4.18). Die distinkten Bereiche exprimierter RNAs aus der ASRP-
Expressionsdatenbank entsprechen hingegen den 5’- und 3’-seitig vermerkten kleinen RNAs in
der Sekundérstruktur (siehe Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: ASRP-Expressions-Datenbank-Informationen zum fiinften Kandidaten. In die-
ser Abbildung ist die Expression von mehreren kleinen RN As unterschiedlicher Lénge dargestellt.
Braune Pfeile stehen dabei fiir Sequenzen der Lénge 25, hellblaue, blaue und griine Pfeile stehen
fiir Sequenzen der Linge 20, 21 und 22. Die in dieser Region exprimierten RNAs entstammen
dabei aus unterschiedlichen Pflanzenteilen von Arabidopsis thaliana. Die Mehrheit der RNAs
wurde dabei in den Bliiten sequenziert (Pfeile in der Spalte Bartel Col-0 whole flowers).

lokalisiert und stellen einen moglichen microRNA /microRNA*-Duplex dar. Somit liegen
auch fiir diesen Bereich gute Kriterien vor, dass dieser fiir eine microRNA kodiert. In-
teressanterweise ist hier zu vermerken, dass die vorliegenden kleinen RNAs nicht aus den
RNA-Interferenz-Stoffwechsel-Mutanten sequenziert wurden, sondern fast ausschliefllich
in den Bliiten und Schoten von Arabidopsis thaliana weiterer unabhéngiger Sequenzier-
ansédtze. Der Ort ihrer Expression konnte ein Hinweis auf eine eventuelle Funktion sein,
wobei die detaillierte Analyse der moglicherweise regulierten Zielgene in Abschnitt 4.5.5
folgt.

Die unabhéngige Bestédtigung des vorliegenden Kandidaten iiber die MPSS-
Expressionsdatenbank zeigte ebenfalls die Expression einer Sequenz-Signatur fiir kleine
RNAs im Bereich des fiinften Kandidaten, welche dem Genom von Arabidopsis thaliana
eindeutig zugeordnet werden konnte. Da fiir den Bereich nur zwei distinkte Bereiche
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Abbildung 4.18: MPSS-Signaturen aus dem Bereich des fiinften Kandidaten. Die Abbildung
zeigt die annotierten MPSS-Signaturen aus dem Bereich des fiinften Kandidaten. s ist zu erken-
nen, dass auf dem Vorwiértsstrang die Signatur einer kleinen RNA ermittelt wurde (erkennbar
an dem ausgefiillten schwarzen Dreieck), die dem Genom von Arabidopsis thaliana eindeutig
zugeordnet werden konnte. Auf der 5’-Seite der Signatur einer kleinen RNA erkennt man die
Présenz eines Retrotransposons an dem vertikalen rosa Balken.

Ursprung kleiner RNAs sind und weiter keine kleinen RNAs exprimiert werden, kann
ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesem Bereich um ein repetitives Element
handelt. Auf dem gleichen Strang befindet sich 5’-seitig des vorgestellten Kandidaten
eine Region, die nach den vorliegenden Annotationen einem Retrotransposon entspricht.
Auch diese sind oftmals Bereiche, die mit einer hohen Zahl an exprimierten kleinen
RNAs einhergehen (dhnlich dem Inverted Repeat aus Abbildung 4.15, erkennbar an dem
vertikalen gelben Balken).

4.4 Viroid-Vorhersage

Ein Ziel dieser Arbeit stellte die Identifikation von Bereichen aus dem Genom von
Arabidopsis thaliana dar, die Ursprung kleiner Viroid-spezifischer RNAs sein kénnten.
Zu diesem Zweck wurde zunéchst das Programm YAMP entwickelt. YAMP ist wie in Ab-
schnitt 3.3 gezeigt, in der Lage microRNA-kodierende Sequenzen von nicht-microRNA-
kodierenden Sequenzen zu unterscheiden. Um mogliche kleine-RNA-kodierende Bereiche
im Genom von Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) zu lokalisieren, wurde der PSTVd-
Stamm AS1 (Matousek et al., 2007) gewéhlt, welcher die stérksten bekannten Symptome
in den Wirtspflanzen induziert. Hierzu wurde die genomische Sequenz des PSTVd in
vier bzw. acht iiberlappende Bereiche unterteilt und separat einer Klassifizierung durch
YAMP unterzogen. Die vier Regionen umfassten dabei zum einen die obere Halfte, die
untere Hélfte, die linke terminale Region sowie die rechte terminale Region des Viroids
(sieche Abbildung 1.7). Die weiteren vier untersuchten Regionen umfassten dieselben Berei-
che, wurden jedoch aus dem PSTVd-(—)-Strang zusammengesetzt. Als richtig-negativer
Trainingsdatensatz wurde der Datensatz 1 aus Abschnitt 3.3.1 gewshlt.
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Abbildung 4.19: Terminal-linke Hairpin-Region von PSTVd. Die Darstellung zeigt die linke
terminale Region des PSTVd inklusive der durch YAMP vorhergesagten Region als Ursprung
kleiner Viroid-spezifischer RNAs (erkennbar an den Linien oberhalb der Sekundirstruktur).
Dabei kann an dieser Stelle keine Aussage iiber den genauen Strang gemacht werden, da YAMP
nur den moéglichen RNA-Duplex vorhersagt. Die Sekundérstruktur wurde durch RNAFOLD fiir
eine Temperatur von 25 °C berechnet. In rot ist die VM-Region dargestellt.
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Abbildung 4.20: Terminal-rechte Hairpin-Region von PSTVd. Die Darstellung zeigt die rechte
terminale Region des PSTVd inklusive der durch YAMP vorhergesagten Regionen als Ursprung
kleiner RNAs (erkennbar an den Linien unterhalb der Sekundérstruktur). Dabei kann an dieser
Stelle keine Aussage iiber den genauen Strang gemacht werden, da YAMP nur den moglichen
RNA-Duplex vorhersagt. Die Sekundéarstruktur wurde durch RNAFOLD fiir eine Temperatur
von 25 °C berechnet.

4.41 PSTVd-(+)-Strang

Die Analyse des PSTVd-(+)-Strangs als Ursprung méglicher microRNA-dhnlicher Se-
quenzen ergab fiir die obere und untere Hélfte des PSTVd keine positiven Klassifizierun-
gen. Dies begriindet sich darin, dass diese Regionen fiir sich betrachtet keine microRNA-
Vorlaufer-ahnlichen Strukturen ausbilden. Bei der Analyse des Gesamtgenoms bzw. des
rechten und linken terminalen Endes von PSTVd fielen hingegen zwei Regionen in der
stabchenformigen Struktur auf, die von YAMP als mogliche microRNA-dhnliche Berei-
che identifiziert werden konnten. Die entsprechenden Regionen sind in Abbildung 4.19
und Abbildung 4.20 dargestellt. Die identifizierte Region in der terminalen linken Region
(Abbildung 4.19) scheint als microRNA-&hnlich jedoch unwahrscheinlich, da ein grofier
interner Loop den Bereich unterbricht, was fiir microRNA-Vorlaufer eher untypisch ist.

4.4.2 PSTVd-(—)-Strang

Die Suche nach microRNA-Vorldufer-dhnlichen Regionen im PSTVd-(—)-Strang ergab
ebenfalls einen Bereich, der Ursprung kleiner Viroid-spezifischer RNAs sein kénnte. Die-
ser ist ebenfalls der linken terminalen Region des PSTVd zuzuordnen. Interessanterwei-
se handelt es sich bei dieser Region ebenfalls um die Pathogenitédts-modulierende Regi-
on ( Virulence-Modulating-Region, VM-Region). Zudem ist diese Region im PSTVd-(—)-
Strang nicht von einem groflen internen Loop unterbrochen, was die Wahrscheinlichkeit
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Abbildung 4.21: Sekundérstruktur des PSTVd-(—)-Strangs. Die Darstellung zeigt die durch
RNAFoLD fiir 25 °C berechnete Sekundérstruktur des PSTVd-(—)-Strangs. Die als microRNA-
dghnlich vorhergesagte Region ist, durch Linien unterhalb der Struktur dargestellt, in der VM-
Region (rot) lokalisiert. Diese Region entspricht der Region in der terminalen linken Region aus
Abbildung 4.19.

erhoht, dass diese Region von der Pflanze filschlicherweise als microRNA-Vorlaufer er-
kannt wird (sieche Abbildung 4.21). Einfiihrend wurde die Hypothese aufgestellt, dass
unterschiedliche Stdmme des PSTVd durch Nukleotidaustausche in der VM-Region un-
terschiedlich stark ausgepriagte Symptome hervorrufen und dies auf einen héheren Kom-
plementaritatsgrad zu moglichen Zielgenen zuriickzufithren ist. Die Tatsache, dass die
VM-Region als Ursprung kleiner RNAs vorhergesagt wurde, untermauert diese Hypo-
these zusitzlich, da Nukleotidaustausche in eben dieser Region unterschiedlich starke
Symptome in den Wirtspflanzen induzieren wiirden.
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4.5 Identifikation der Zielgene

Im vorherigen Abschnitt wurden fiinf de movo-vorhergesagte microRNA-Kandidaten
vorgestellt, bei denen gute Hinweise vorlagen, dass es sich bei ihnen um funktiona-
le microRNAs handelt. Eine weitere Moglichkeit zur Verifikation der vorhergesagten
microRNAs umfasst die Vorhersage von moglichen Zielgenen. Jede microRNA greift {iber
Komplementaritéit zum korrespondierenden Zielgen auf transkriptioneller oder posttran-
skriptioneller Ebene in die Regulation desselbigen ein und entfaltet iiber die Komple-
mentaritat ihre Funktionalitiat. Fiir eine moglichst genaue Beschreibung der vorliegenden
Kandidaten wurde neben der Klassifizierung durch YAMP und der Validierung durch zwei
unabhéngige Expressionsdatenbanken (ASRP und MPSS) eine Suche nach moglichen
Zielgenen durchgefiihrt. Da pflanzliche microRNAs iiber perfekte oder fast-perfekte Kom-
plementaritit (Adai et al., 2005) an ihre korrespondierenden Ziel-mRNAs binden, wird
die Suche nach den entsprechenden Zielgenen deutlich vereinfacht. Zur Identifikation der
entsprechenden Zielgene wurden drei verschiedene, bereits publizierte Programme verwen-
det. Das erste verwendete Programm war der von Zhang 2005 beschriebene Webservice
mit dem dazugehdrigen Programm MIRU. Es bewertet komplementére Sequenzen auf
Basis eines Bewertungsschemas, welches in Abschnitt 2.2.7 im Detail erldutert wurde.
Auf diese Weise konnte eine Grundmenge an moglichen Zielgenen ermittelt werden, die
durch das Programm RNAUP verifiziert werden sollten. Das Programm RNAUP aus dem
VIENNA-RNA-RNA-Paket berechnet unter Beriicksichtigung lokaler Strukturelemente in
den langen, Protein-kodierenden mRNA-Sequenzen ein thermodynamisches Bindeprofil
einer kleinen RNA-Sequenz und einer langen RNA-Sequenz. Falls durch eine initiale Su-
che mit MIRU keine oder nur unzureichende mogliche Zielgene ermittelt wurden, so wur-
de das Programm MIRANDA mit anderen Sequenzdaten als denen, die dem Webservice
MIRU zur Verfiigung stehen, verwendet. MIRANDA sucht mit Hilfe eines modifizierten
Smith-Waterman-Algorithmus fiir eine gegebene kleine RNA-Sequenz komplementére Se-
quenzbereiche in langen RNA-Sequenzen und berechnet die thermodynamische Stabilitét
der Hybridisierung der kleinen und der langen RNA.

Weiterhin ist bekannt, dass funktionale microRNAs vornehmlich in die Regulation von
Entwicklungs- und Wachstums-Prozessen eingreifen, sowie Reaktionen auf verdnderte Um-
welteinfliisse regulieren (Schauer et al., 2002; Sunkar & Zhu, 2004). Aus diesem Grund
wurde das Hauptaugenmerk auf solche moglichen Zielgene gerichtet, welche in die eben
genannten Prozesse involviert sein kénnten. Die Funktion der entsprechenden Zielgene
wurde iiber die vorliegenden Annotationen ermittelt. Lagen keine eindeutigen Annotatio-
nen zu den entsprechenden Zielgenen vor, wurden durch eine BLAST-Suche homologe
Protein-kodierende Bereiche in anderen Organismen ermittelt und von denen auf eine
Funktion geschlossen.

Zu allen vorgestellten Kandidaten lagen aus den Expressionsdatenbanken die RNA-
Sequenzen des moglichen microRNA /microRNA*-Duplex vor. Hier stellt sich die Frage,
welche der beiden im Reifungsprozess der microRNAs in den RNA-induced silencing com-
plez (RIS-Komplex) integriert wird und die Regulation der Zielgene vermittelt. Khvorova
et al. (2003) und Schwarz et al. (2003) stellten dabei die Asymmetrie-Regel auf, nach
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Tabelle 4.1: Mogliche Zielgene des ersten Kandidaten. Die Tabelle zeigt die durch MIRU vor-
hergesagten moglichen Zielgene fiir den ersten Kandidaten (siche 4.2.1). Die erste Spalte in der
ersten Zeile beschreibt die Orientierung der in der zweiten Spalte gezeigten moglichen microRNA-
Sequenz. Die folgenden Zeilen geben die moéglichen Zielgene wieder, welche durch MIRU ermittelt
wurden. Die erste Spalte gibt dabei die Accession-Nummer an, unter der das mogliche Zielgen
in der Datenbank eingetragen ist, die zweite Spalte die mogliche Bindestelle in der Zielsequenz,
die dritte Spalte die Position der Bindestelle und die vierte Spalte den durch MIRU berechneten
Score. Die besprochenen Kandidaten sind At4g00760.1 und At5g15890.1.

’ Query (3’ -5) ‘ ctctactacgcgtttacgect ‘ Position der Bindestelle ‘ Score ‘

At4g00760.1 gagatgatacgcaaatgcgga 91 - 111 1
At3g19690.1 aagatgctgcggaaatgtgga 266 - 286 2.5
At5g15890.1 gagatgatgagcaaatgtgtg 542 - 562 3
At1g54280.1 tagaggatgagcgaatgtgga 3.539 - 3.559 3
At5g60360.1 gagatgatcagcgaatgtggt 1.223 - 1.243 3

der die Sequenz des microRNA /microRNA*-Duplex in den RIS-Komplex integriert wird,
welche das thermodynamisch weniger stabile 5’-Ende besitzt. Zu diesem Zweck wurde mit
Hilfe des POLAND-Algorithmus von Steger (1994) die Sequenz ermittelt, welche nach dem
Denaturierungsprofil das weniger stabile Ende besitzt. Konnte auf diese Weise keine ein-
deutige Aussage iiber die Stabilitdt der 5’-Enden getroffen werden, so wurde die Sequenz
als reife microRNA-Sequenz gewihlt, welche in der MPSS-Expressionsdatenbank einge-
tragen war. Die Daten des thermodynamischen Denaturierungsprofils durch den POLAND-
Algorithmus werden im Folgenden nicht gezeigt.

4.5.1 Kandidat 1

Der erste Kandidat aus einem Intron einer Protein-kodierenden Region auf dem
Chromosom [ bildet einen einzigen stabilen Hairpin aus. Die Expressionsdatenbank des
ASRP zeigt die Expression kleiner RNAs an zwei distinkten Bereichen im hier diskutier-
ten Hairpin (siehe Abbildung 4.2 und Abbildung 4.3). Die MPSS-Expressionsdatenbank
zeigt ebenfalls die Expression kleiner RNAs in diesem Bereich, welche sich zwar auf beiden
Strangen befinden, jedoch identisch sind. Ein erstelltes Denaturierungsprofil durch den
PorAND-Algorithmus erbrachte den Hinweis, dass die 3’-seitige kleine RNA das weniger
stabile 5’-Ende besitzt. Eine initiale Identifikation moglicher Zielgene mit dem Webservice
MIRU ergab fiir die RNA-Sequenz insgesamt fiinf verschiedene mogliche Zielgene, die in
Tabelle 4.1 aufgelistet und nach aufsteigendem MIRU-Score sortiert sind (niedriger Score
bedeutet hoherer Grad an Komplementaritét).

Von diesen moglichen Zielgenen sind zwei aufgrund ihrer Funktion von besonderem Inter-
esse, da beide an Regulationsprozessen bzw. Entwicklungsprozessen in der Pflanze betei-
ligt sind. Das erste in der Tabelle 4.1 gezeigte mogliche Zielgen mit der Accession-Nummer
At4g00760.1 kodiert fiir ein Protein, welches nach den vorliegenden Annotationen einem
Zwei-Komponenten-Signaltransduktions-Regulationsprotein zuzuordnen ist und regulativ
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Abbildung 4.22: Minimale freie Energie der Interaktion des ersten Kandidaten. Die Darstel-
lung zeigt die Auftragung der minimalen freien Energie der Hybridisierung des microRNA-
Kandidaten und der coding sequence (CDS) des Treffers mit minimalem Score (At{g00760.1).
Die X-Achse beschreibt die Position in der CDS. Die Y-Achse bezeichnet die minimale freie
Energie der Hybridisierung der kleinen RNA an die CDS unter Beriicksichtigung der ben6tigten
Energie zur Auflosung lokaler Strukturelemente (Einheit in kcal/mol). Die Berechnung wurde
durch RNAUP ermittelt.

in die Transkription eingreift. Fine BLAST-Suche ergab signifikante Homologien zu an-
deren Proteinen aus Arabidopsis thaliana, welche hauptséchlich in die gleiche funktionale
Kategorie einzuordnen sind. Somit liegt fiir diese microRNA-Sequenz ein interessantes
mogliches Zielgen vor. Die Bindestelle befindet sich in der betrachteten mRNA am 5’-
Ende in relativer Ndhe zum Startkodon und stellt mit nur einem Mismatch eine fast-
perfekt komplementére Bindestelle fiir die mogliche microRNA-Sequenz dar. Der Mis-
match zwischen der moglichen microRNA-Sequenz und der Bindestelle liegt an Position
13 der microRNA-Sequenz und somit 3’-seitig einer moglichen Schnittstelle durch den
RIS-Komplex, der iiblicherweise zwischen dem zehnten und elften Nukleotid der reifen
microRNA schneidet (Elbashir et al. (2001), gezeigt in Drosophila melanogaster). Die
Analyse durch RNAUP ergab das in Abbildung 4.22 dargestellte Bindeprofil, welches im
Bereich um die von MIRU ermittelte Bindestelle (Position 91-111) die minimale freie
Energie der Interaktion beider Sequenzen unter Beriicksichtigung lokaler Strukturelemen-
te in der mRNA ermittelte.

Das zweite mogliche Zielgen (At3g19690.1) ist in Arabidopsis thaliana als unbekanntes
bzw. hypothetisches Protein annotiert. Dieses Protein ist dennoch als mégliches Zielgen
interessant, da durch eine BLAST-Suche eine statistisch signifikante Homologie zu einem
Protein aus Oryza sativa ermittelt werden konnte, das in die Blattalterung involviert zu
sein scheint. Somit wére auch dieses Zielgen basierend auf seiner Funktion in entwick-
lungsspezifische Prozesse von groflem Interesse.
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4.5.2 Kandidat 2

Der zweite Kandidat hat seinen Ursprung in einer intergenischen Region des zweiten Chro-
mosoms (siehe Abschnitt 4.3.1). Die ASRP-Expressionsdatenbank zeigt in dem Bereich
der als microRNA-kodierend vorhergesagten Region zwei distinkte Regionen exprimier-
ter RNAs (siehe Abbildung 4.6). Da ein Denaturierungsprofil mit Hilfe des POLAND-
Algorithmus keinen Aufschluss iiber die relative Stabilitdt der 5-Enden der beiden ex-
primierten kleinen RNAs ergab, wurde die Sequenz als reife microRNA-Sequenz gewihlt,
welche in der MPSS-Expressionsdatenbank durch eine ermittelte Signatur fiir diesen Be-
reich eingetragen ist (siehe Abbildung 4.7). Die initiale Identifikation moglicher Zielgene
durch MIRU ergab fiir diese mogliche microRNA insgesamt 17 verschiedene mogliche
Zielgene. Die Annotationen zu den moglichen Zielgenen ergaben dabei, dass mindestens
sieben der 17 Treffer Protein-Kinasen oder zumindest, iiber eine BLAST-Suche ermit-
telt, Homologien zu Protein-Kinasen aufweisen. Hierzu gehort auch der Treffer von MIRU,
welcher den minimalsten Score erhielt und somit den besten Kandidaten darstellt (siehe
Tabelle 4.2). Eine genauere Analyse der Hybridisierung der moglichen microRNA an die
korrespondierende mRNA des ersten Treffers (At1g53700.1) ist in Abbildung 4.23 darge-
stellt. Die von MIRU vorgeschlagene Bindestelle konnte durch RN AUP bestétigt werden,
da die Hybridisierung unter Beriicksichtigung lokaler Strukturelemente eine, im Vergleich
zu anderen Bereichen in der mRNA, relativ hohe thermodynamische Stabilitdt aufweist,
was diese Bindestelle sehr wahrscheinlich macht.

Bei der Sichtung der weiteren Treffer ergab sich ein Hinweis auf die regulatori-
sche Funktion des moglichen microRNA-Kandidaten. Der zweite Treffer (At2¢37680.1)
aus der Tabelle 4.2 kodiert fiir ein Protein, welches nach den vorliegenden Annota-
tionen eine Komponente der PhytochromA-Signaltransduktionskaskade darstellt. Der
dritte Treffer kodiert laut Annotation fiir ein Protein, welches eine Pektinesterase-
Inhibitor-Doméne besitzt. Jedoch zeigte eine BLAST-Suche fiir dieses mogliche Ziel-
gen eine signifikante Homologie zu einem Photomorphogenese-assoziiertem Protein
(COnstitutive Photomorphogenesis-Protein, COP1-Protein; Deng et al. (1991)). Die Tat-
sache, dass sich unter den weiteren 15 durch MIRU ermittelten Zielgenen noch weitere
Protein-Kinasen bzw. Proteine mit signifikanten Homologien zu anderen Protein-Kinasen
befinden, ldsst den Schluss zu, dass dieser microRNA-Kandidat moglicherweise die Expres-
sion mehrerer Komponenten einer Signaltransduktionskaskade, in diesem Fall die Licht-
antwort, reguliert.

4.5.3 Kandidat 3

Der dritte Kandidat hat seinen Ursprung in einer intergenischen Region des dritten Chro-
mosoms von Arabidopsis thaliana. Die ASRP-Expressionsdaten zeigen zwei distinkte Be-
reiche als Ursprung kleiner RNAs im Bereich des vorhergesagten microRNA-Kandidaten
(siehe Abbildung 4.9). Diese wurden im Folgenden fiir die Identifikation moglicher regu-
lierter Zielgenen herangezogen. Als zusétzliche Information lag das Vorliegen einer zwei-
ten Region auf dem Chromosom V' vor, welche nach den Expressionsdaten der MPSS-
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Tabelle 4.2: Mogliche Zielgene des zweiten Kandidaten. Die Tabelle zeigt die durch MiRU
vorhergesagten moglichen Zielgene fiir den zweiten Kandidaten 4.3.1. Die erste Spalte in der
ersten Zeile beschreibt die Orientierung der in der zweiten Spalte gezeigten méglichen microRNA-
Sequenz. Die folgenden fiinf Zeilen geben die moglichen Zielgene wieder, welche durch MIRU
ermittelt wurden. Die erste Spalte gibt dabei die Accession-Nummer an, unter der das mogliche
Zielgen in der Datenbank eingetragen ist, die zweite Spalte die mogliche Bindestelle in der
Zielsequenz, die dritte Spalte die Position der Bindestelle und die vierte Spalte den durch MIRU
berechneten Score.

’ Query (3’ -5) ‘ ccttgtgttcatcgtcatttt | Position der Bindestelle ‘ Score ‘

At1g53700.1 tgagcaagagtagcagtaaaa 1.382 - 1.402 2
At2g37680.1 tgatcataagtagtagtaaaa 452 - 472 2
At1g56100.1 agaacgcgagtagcagcaaaa 644 - 664 2.5
At3g03720.1 cgaactcaagtaccagtgaaa 1.300 - 1.320 2.5
At3g56100.1 ggaagtcaagtagcagtgaag 1.417 - 1.437 2.5
At4g23200.1 ggaacagaagttgcagtgaag 1.039 - 1.059 2.5
At3g45860.1 ggagtacaagttgcagtgaag 1.117 - 1.137 2.5
At2g26620.1 agaaca-aagtagcagtaaat 1.034 - 1.053 3
At3g09010.1 ggcacacaagtagctgtgaaa 534 - 554 3
At1g18670.1 ggaagaagagtagtagtaaaa 161 - 181 3
Atl1gh6140.1 ggaagagaggtagcagtgaag 2.224 - 2.244 3
At3g14040.1 gcaacaaaggtagcagtgaag 1.237 - 1.257 3
At2g19480.1 ggaatgtaagcagcagtgaag 1.267 - 1.287 3
At4g23280.1 ggagtacaagttgcggtgaag 1.066 - 1.086 3
At4g23310.1 ggagtacaagttgcggtgaag 1.588 - 1.608 3
At5g01310.1 aggacacaagaggcagtggaa 2.099 - 2.119 3
Atb5gh8870.1 agagtactagtagtagtagaa 300 - 320 3

Datenbank dieselbe kleine RNA exprimiert. Diese kleine RNA wurde im Folgenden fiir die
Suche nach moglichen Zielgenen verwendet, da auch hier keine eindeutige Aussage iiber die
thermodynamische Stabilitat der 5’-Enden des méglichen microRNA /microRNA*-Duplex
getroffen werden konnte. Die initiale Suche nach Zielgenen erfolgte ebenfalls mit Hil-
fe von MIRU, welches die Sequenzen in Tabelle 4.3 als mogliche Zielgene identifizierte.
Besonders auffillig ist der erste Treffer (At3g27150.1) mit dem minimalen Score. Die de-
taillierte Analyse der Bindung der kleinen RNA an die kodierende Region des Treffers
At3g27150.1 ist in Abbildung 4.24 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass die Interaktion der
kleinen RNA mit der mRNA-Sequenz des Treffers unter Beriicksichtigung lokaler Struk-
turelemente thermodynamisch sehr stabil ist, was auf eine tatséichliche Hybridisierung
des Kandidaten an die mRNA schlieen lédsst. Die Bindestelle ist dabei in relativer Ndhe
zum 3’-Ende lokalisiert. Die mRNA kodiert im Genom von Arabidopsis thaliana fiir ein
Protein, dessen genaue Funktion nicht bekannt ist. Die zugehoérigen Annotationen zeig-
ten, dass dieses Protein eine F-Box-Domaéne sowie sogenannte Kelch-Repeats besitzt. Von
F-Box-Domaénen ist bekannt, dass ihre Funktion in der Zelle sehr vielfaltig sind. F-Box-
Doménen vermitteln Protein-Protein-Interaktionen und sind an einer Vielzahl von regula-
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Abbildung 4.23: Minimale freie Energie der Interaktion des zweiten Kandidaten. Die Dar-
stellung zeigt die Auftragung der minimalen freien Energie der Hybridisierung des microRNA-
Kandidaten mit der CDS des Treffers mit minimalem Score (At1¢53700.1). Die X-Achse be-
schreibt die Position in der coding sequence (CDS). Die Y-Achse bezeichnet die minimale freie
Energie der Hybridisierung der kleinen RNA an die CDS unter Beriicksichtigung der benétigten
Energie zur Auflosung lokaler Strukturelemente (Einheit in kcal/mol). Die Berechnung wurde
durch RNAUP ermittelt.

torischen Prozessen beteiligt. Zu diesen gehoren unter anderem die Poly-Ubiquitinierung,
Transkriptions-Elongation, Zentromer-Bindung und die Hemmung der Translation. Pro-
teine mit Kelch-Motiven wurden zunéchst in Drosophila melanogaster identifiziert und
nach der zugehorigen Mutante Kelch benannt. Die Funktionen von Proteinen mit einem
Kelch-Motiv sind sehr unterschiedlich und reichen von einer Beteiligung am Zytoskelett
bis zu Galactose-Oxidase-Aktivitéit. Das Vorliegen einer F-Box-Doméne im identifizierten
Zielgen und die beteiligten Funktionen von F-Box-Domé&nen machen dieses Zielgen zu
einem interessanten Kandidaten fiir die Regulation durch eine microRNA.

4.5.4 Kandidat 4

Der vierte microRNA-Kandidat entstammt einer intergenischen Region des vierten Chro-
mosoms von Arabidopsis thaliana. Die ASRP- und MPSS-Expressionsdaten zeigten fiir
die intergenische Region das Vorliegen kleiner exprimierter RNAs (siche Abbildung 4.14
und Abbildung 4.15). Eine initiale Suche nach méglichen Zielgenen durch Verwendung von
MIRU erbrachte zunéchst keine Treffer, bei denen eine perfekte oder fast-perfekte Kom-
plementaritat vorlag. Da die vorhandenen Sequenzdaten nicht mehr aktuell waren, wurde
eine weitere initiale Suche durch MIRANDA iiber den Arabidopsis thaliana-Gene-Indez in
Version 13 durchgefiihrt. Bei dieser Suche wurde von MIRANDA ein Kandidat identifiziert
(Accession-Nummer AT1G19415), der eine fast-perfekte Komplementaritit zu dem kor-



Identifikation der Zielgene

85

Tabelle 4.3: Mogliche Zielgene des dritten Kandidaten. Die Tabelle zeigt die durch MiRU
vorhergesagten moglichen Zielgene fiir den dritten Kandidaten. Die erste Spalte in der ersten
Zeile beschreibt die Orientierung der in der zweiten Spalte gezeigten moglichen microRNA-
Sequenz. Die folgenden Zeilen geben die moglichen Zielgene wieder, welche durch MIRU ermittelt
wurden. Die erste Spalte gibt dabei die Accession-Nummer an, unter der das mogliche Zielgen
in der Datenbank eingetragen ist, die zweite Spalte die mogliche Bindestelle in der Zielsequenz,
die dritte Spalte die Position der Bindestelle und die vierte Spalte den durch MIRU berechneten
Score.

’ Query (3’ -5) ‘ atttggagtcctacgtctaat | Position der Bindestelle ‘ Score ‘

At3g27150.1 gaaacctaaggatgcagatta 290 - 310 1
At1g07010.1 tgaacttcaggttgcagatta 1.205 - 1.225 2
At5g52010.1 taagcctcaggetgeggattg 889 - 909 2
At2g19590.1 aaaacctcag-atgcagattg 356 - 375 2.5
At1g25550.1 gaaacctaaggctgcagattc 595 - 615 3
At5g37440.1 taaacctaaagctgcagattc 627 - 647 3
At5g45930.1 gaagcttcagga-gcagatta 1.042 - 1.061 3
At2g23370.1 tggaccttaggatgcagatat 821 - 841 3
At3g47050.1 ttagcctcaggatatagattt 1.452 - 1.472 3
At5g45060.1 cagatcacaggatgtggatta 1.413 - 1.433 3

respondierenden Zielregion aufwies (siche Tabelle 4.4). Ein weiteres interessantes Ergebnis
stellte das Vorliegen einer zweiten moglichen Zielregion innerhalb dergleichen mRNA dar.
Eine Zielregion ist in unmittelbarer Ndhe des Startkodons, wohingegen die zweite mogliche
Bindestelle mittig der mRNA lokalisiert ist. Die moglichen Zielregionen wurde detaillierter
analysiert und beide Bindestellen konnten durch eine Analyse mit RN AUP verifiziert wer-
den. Diese weisen zwar im Vergleich zu den anderen bisher vorgestellten Kandidaten eine
relativ geringe thermodynamische Stabilitéit auf (siehe Abbildung 4.25), was jedoch eine
Funktion nicht zwingend ausschlieen muss. Zudem weist die Bindestelle in relativer Néhe
zum Startkodon eine héhere thermodynamische Stabilitdt auf als die zweite Bindestelle,
was durch lokale Strukturelemente bedingt sein konnte.

Die identifizierte mRNA kodiert nach vorliegenden Annotationen fiir ein LTR-
Retrotransposon-like- Protein. Dies ist ein interessanter Hinweis auf eine mégliche Funktion
des vorliegenden microRNA-Kandidaten. Der microRNA-Kandidat konnte in die Still-
legung von Retrotransposons im Genom eingreifen sein und deren Verbreitung bzw.
Umordnung im Genom regulieren. Weiterhin konnte den Annotationen entnommen wer-
den, dass zwei funktionelle Doménen in der Aminosdure-Sequenz auftreten, welche als
DC1 bezeichnet werden. Diese sind in der Lage, Zn**-Ionen zu binden. Jedoch ergab die
BLAST-Suche zusétzlich eine signifikante Ahnlichkeit zu einem Protein, welches — wie
ein mogliches Zielgen des zweiten Kandidaten — in die Lichtantwort involviert ist und fiir
ein UV-B light insensitive-Protein (ULI3) kodiert. Somit stehen zwei mogliche Regula-
tionsmechanismen im Raum, welche allein iiber die Bioinformatik nicht geklédrt werden
konnen. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass der vorliegende Kandidat alle theoretischen
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Abbildung 4.24: Minimale freie Energie der Interaktion des dritten Kandidaten. Die Darstellung
zeigt die Auftragung der minimalen freien Energie der Hybridisierung der kleinen RNA an die
coding sequence (CDS) des Treffers mit der Accession-Nummer At3g27150.1 mit minimalem
Score. Die X-Achse stellt die Position in der CDS dar. Die Y-Achse beschreibt die minimale freie
Energie der Hybridisierung der kleinen RNA an die CDS unter Beriicksichtigung der benétigten
Energie zur Auflosung lokaler Strukturelemente (Einheit in kcal/mol). Die Berechnung wurde
mit Hilfe von RNAUP ermittelt.

Voraussetzungen erfiillt, als funktionelle microRNA in der Pflanze zu fungieren und somit
ein interessantes Ziel fiir weitere in vitro-Untersuchungen darstellt.

4.5.5 Kandidat 5

Der letzte im Rahmen dieser Arbeit vorgestellte microRNA-Kandidat entstammt einer
intergenischen Region des fiinften Chromosoms von Arabidopsis thaliana, die nach den
Expressionsdaten der ASRP- und MPSS-Datenbank kleine RNAs in zwei distinkten
Bereichen (siehe Abbildung 4.17 und Abbildung 4.18) exprimiert. Als reife microRNA
wurde die Sequenz aus den MPSS-Expressionsdaten gewihlt. Die initiale Suche nach
moglichen Zielgenen durch MIRU ergab die in Tabelle 4.5 dargestellten Treffer, wovon der
erste Treffer durch seine fast-perfekte Komplementaritit hervorsticht (Accession-Nummer
At5g16100). Er beinhaltet lediglich einen Mismatch im 3’-seitigen Bereich der moglichen
microRNA. Eine detailliertere Analyse der Hybridisierung mit Hilfe von RNAUP fiir die
mRNA des ersten Treffers mit der moglichen microRNA-Sequenz ergab, dass die von
MIRU vorhergesagte Bindestelle unter Beriicksichtigung lokaler Strukturelemente ther-
modynamisch sehr stabil ist (siehe Abbildung 4.26). Weiterhin ist der Abbildung zu ent-
nehmen, dass zwei weitere Regionen eine thermodynamische Stabilitat aufweisen, welche
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Tabelle 4.4: Mogliche Zielgene des vierten Kandidaten. Die Darstellung zeigt zwei durch
MIRANDA ermittelte Bindestellen. Die Suche wurde iiber den Arabidopsis thaliana- Gene-Index
in Version 13 durchgefiihrt. Die Suche ermittelte zwei Bindestellen in einer kodierenden Region
mit der Accession-Nummer AT1G19415. Die Tabelle zeigt in der obersten Spalte die kleine RNA-
Sequenz in 3’-5’-Orientierung. Die weiteren Spalten zeigen die Accession-Nummer, das Align-
ment mit dem microRNA-Kandidaten in 3’-5’-Orientierung und der CDS in 5’-3’-Orientierung.
Die senkrechten Striche (|) beschreiben kanonische Watson-Crick-Basenpaare, die Doppelpunkte
(:) Wobble-Basenpaare. Leere Stellen beschreiben hingegen Mismatche. Die letzte Spalte gibt
die Position der moglichen Bindestelle in der CDS an.

Query (3’ - 5) gaaacgataattaaaccatatt Position der Bindestelle
3’ GAAACGATAATTAAACCATAuu 5’
AT1G19415 FETELETTE =Ty 27 - 48
5’ CTTTGCTATCGATTTGGTATgc 3’ —24, 04 kcal /mol
3’ GAAACGATAATTAAACCATAuu 5’
AT1G19415 FETEEETTE =T Errrnrd 1.521 — 1.542
5’ CTTTGCTATCGATTTGGTATgc 3’ —24,04 kcal /mol

Tabelle 4.5: Mogliche Zielgene des fiinften Kandidaten. Die Tabelle zeigt die durch MIRU
vorhergesagten moglichen Zielgene fiir den fiinften Kandidaten 4.3.4. Die erste Spalte in der
ersten Zeile beschreibt die Orientierung der in der zweiten Spalte gezeigten moglichen microRNA-
Sequenz. Die folgenden Zeilen geben die moéglichen Zielgene wieder, welche durch MIRU ermittelt
wurden. Die erste Spalte gibt dabei die Accession-Nummer an, unter der das mogliche Zielgen
in der Datenbank eingetragen ist, die zweite Spalte die moégliche Bindestelle, die dritte Spalte
die Position der Bindestelle und die vierte Spalte den durch MIRU berechneten Score.

’ Query (3’ -5) ‘

gctgtggtttctactcaaget | Position der Bindestelle ‘ Score ‘

At5g16100.1 cgactccaaagatgagttcga 252 - 272 1
At3g18140.1 ggacatcaaagatgggtttgg 969 - 989 2
At3g49190.1 caaaaccaaagatgggttcgg 235 - 255 2.5
At3g28510.1 ggaaattgaagatgagttcga 453 - 473 2.5
At1g35940.1 cgagatcaaagattggttcga 2.931 - 2.951 3
At5g55840.1 ctacaccaaaggagagtttga 3.476 - 3.496 3
At2g23890.1 tgacgccaaacttgagtttga 796 - 816 3
At2g28290.1 aggcaccaaagctaagtttga 5.565 - 5.585 3
At2g28290.2 aggcaccaaagctaagtttga 5.565 - 5.585 3
At5g06110.1 tgactctacagatgagtttga 534 - 554 3
At3g51800.1 agttatcagagatgagttcgg 91 - 111 3
At3g51800.2 agttatcagagatgagttcgg 91 - 111 3
At3g62720.1 cgatgccaaggacgagtttgg 1.520 - 1.540 3

der Stabilitat des vierten Kandidaten an Position 1.500 entspricht. Dies konnte darauf hin-
deuten, dass hier ebenfalls mehrere Bindestellen vorliegen. Auf eine genauere Betrachtung
der entsprechenden Sequenzen wurde an dieser Stelle verzichtet.
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Abbildung 4.25: Minimale freie Energie der Interaktion des vierten Kandidaten. Die Darstel-
lung zeigt die Auftragung der minimalen freien Energie der Hybridisierung der kleinen RNA an
die coding sequence (CDS) des Treffers At1g19415.1 mit minimalem Score. Die X-Achse stellt
die Position in der CDS dar. Die Y-Achse beschreibt die minimale freie Energie der Hybridisie-
rung der kleinen RNA an die CDS unter Beriicksichtigung der benéttigten Energie zur Auflosung
lokaler Strukturelemente (Einheit in kcal/mol). Die Berechnung wurde durch RNAUP ermittelt.
Man erkennt beide von MIRANDA vorhergesagten Bindestellen in der vorliegenden Grafik an den
Spitzen um die Position 30 und 1.520 herum.

Das mogliche Zielgen kodiert dabei fiir ein Protein, welches nach den vorliegenden Anno-
tation ein hypothetisches Protein ist. Eine BLAST-Suche ergab Ahnlichkeiten zu einem
Protein aus Oryza sativa, welches nach den dort vorliegenden Annotationen eine soge-
nannte RWP-RK-Doméne besitzt. Diese RWP-RK-Doméne ist ein hoch konserviertes
Motiv und wurde initial in Algen und Pflanzen in einem Protein identifiziert, welches in
die Stickstoff-kontrollierte Entwicklung involviert ist (Schauser et al., 1999). Die Identifi-
kation des moglichen Zielgens, welches in die Entwicklung involviert zu sein scheint, stellt
einen guten Hinweis fiir das Vorliegen eines realen microRNA-Vorldaufers dar. Auch dieser
Kandidat weist neben intrinsischen ebenso iiberzeugende extrinsische Eigenschaften auf,
um die vorliegende genomische Region als microRNA-kodierend zu bezeichnen.
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Abbildung 4.26: Minimale freie Energie der Interaktion des fiinften Kandidaten. Die Darstel-
lung zeigt die Auftragung der minimalen freien Energie der Hybridisierung der kleinen RNA an
die coding sequence (CDS) des Treffers At5g16100.1 mit minimalem Score. Die X-Achse stellt
die Position in der CDS dar. Die Y-Achse beschreibt die minimale freie Energie der Hybridisie-
rung der kleinen RNA an die CDS unter Beriicksichtigung der benttigten Energie zur Aufldsung
lokaler Strukturelemente (Einheit in kcal/mol).






Diskussion

In diesem Kapitel werden die in den vorangegangenen Abschnitten erzielten Analysen
und Ergebnisse behandelt. Zunéchst werden dabei das im Rahmen dieser Arbeit entwi-
ckelte Programm YET ANOTHER MIRNA PREDICTOR (YAMP), seine Funktionalitét
und Grenzen diskutiert (siehe Abschnitt 5.1). Im Speziellen wird dabei vornehmlich auf
den Einfluss der zugrundeliegenden Trainingssequenzen (Abschnitt 5.1.1), die Effizienz der
implementierten Filter-Methoden (Abschnitt 5.1.2) sowie die abschlieBende Validierung
zur Testung der Funktionalitéit eingegangen (Abschnitt 5.1.3).

Die Entwicklung eines Ansatzes zur microRNA-Vorhersage und die anschlieende Validie-
rung der Leistungsfahigkeit ergaben den logischen Schritt, den entwickelten Ansatz auf
genomische Sequenzdaten zur Identifikation neuer microRNA-kodierender Bereiche an-
zuwenden. Die Diskussion der durch YAMP erzielten Ergebnisse findet in Abschnitt 5.2
statt.

Ein Ziel dieser Arbeit bildete die Identifikation moglicher Viroid-spezifischer RNA-
exprimierender Bereiche im Genom von PSTVd, das in Abschnitt 5.2.3 ausfiihrlich dis-
kutiert wird.

5.1 YamP

Das Programm YAMP stellt zusammenfassend betrachtet eine Methode zur microRNA-
Vorhersage dar, die microRNA- und nicht-microRNA-Sequenzen mit hoher Effizienz in
Bezug auf Sensitivitdt und Spezifitéit korrekt klassifizieren kann. Dies konnte insbesonde-
re an den ausfithrlich durchgefiihrten Validierungsschritten in Abschnitt 3.3 gezeigt wer-
den. Allerdings zeigte YAMP einige Schwéchen bei der korrekten Klassifizierung von re-
petitiven Elementen im Genom von Arabidopsis thaliana. Strukturvorhersageprogramme
wie RNAFOLD neigen zur Vorhersage von thermodynamisch stabilen Hairpin-Strukturen
fiir solche Elemente aufgrund ihrer Repetitivitéit. Repetitive Elemente und insbesondere
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Transposons oder Retrotransposons zeichnen sich dadurch aus, dass sie Ursprung einer
Vielzahl von kleinen RNAs unterschiedlicher Grofienklassen sind (siehe Abbildung 5.1)
und demnach ebenfalls durch Dicer-like proteins nach ihrer Transkription prozessiert wer-
den. Demnach besitzen diese Elemente einige intrinsische Eigenschaften, die denen der
microRNAs sehr dhnlich sind. Diese Regionen aus den intergenischen Bereichen kénnen
durch Anwendung zusétzlicher Programme wie z. B. REPEATMASKER erkannt und mas-
kiert werden. Diese offensichtliche Schwiche des Programms stellt kein Hindernis dar, neue
microRNA-kodierende Bereiche im Genom von Arabidopsis thaliana korrekt zu identifi-
zieren.

Potentiell besitzt jede Sequenzregion im Genom von Arabidopsis thaliana die Moglichkeit,
bei der Berechnung der Sekundérstruktur durch Programme wie z. B. RNAFOLD mehr
oder weniger stabile Sekundérstrukturen auszubilden, deren intrinsische Eigenschaften
jedoch stark von denen der microRNAs divergieren. Zu diesem Zweck wurden in YAMP
einige Filter-Methoden implementiert, welche diese Bereiche schon im Vorhinein ausschlie-
Ben konnen. Bei der Anwendung von YAMP auf die intergenischen und intronischen Se-
quenzen konnte bereits im Vorfeld eine deutliche Reduzierung des Suchraums durch diese
Filter erreicht werden, was die Anzahl der wahrscheinlich falsch-positiven Treffer deutlich
minimierte.

Da es sich bei Arabidopsis thaliana nicht um einen natiirlichen Wirtsorganismus des
PSTVd handelt, musste die Funktionalitit von YAMP die simple Ubertragbarkeit auf
andere Organismen umfassen. Zwar ist bekannt, dass einige Vertreter der Viroide in
Arabidopsis thaliana repliziert und auch prozessiert werden (Daros & Flores, 2004; Ma-
tousek et al., 2004), jedoch fehlen noch Hinweise, ob kleine Viroid-spezifische RNAs auch
in Arabidopsis thaliana akkumulieren. Sollte eine natiirliche Wirtspflanze die Viroide und
im Speziellen das PSTVd falschlicherweise als microRNA-Vorldufer erkennen, so muss das
Viroid Sequenz- und oder Struktur-Charakteristiken aufweisen, welche die Pflanze veran-
lassen, diesen félschlicherweise zu prozessieren. Bei dem microRNA-vermittelten Regula-
tionsmechanismus handelt es sich um einen stark konservierten Mechanismus, der wahr-
scheinlich schon in einem letzten gemeinsamen Vorfahr von Pflanze und Tier vorlag (zur
Ubersicht Hutvagner & Simard, 2008). Grundsitzlich liegen auch fiir Arabidopsis thaliana
einige Hinweise vor, dass das PSTVd hier filschlicherweise als microRNA-Vorlaufer er-
kannt wird. Hierzu gehort seine Lokalisation im Nukleus, dem Ort der Prozessierung der
microRNA-Vorlédufer, sowie die prinzipielle Fahigkeit, auch in Arabidopsis thaliana repli-
ziert und prozessiert zu werden (Daros & Flores, 2004; Matousek et al., 2004).

Dies und die vorliegenden Ergebnisse, basierend auf Arabidopsis thaliana, reichen je-
doch nicht aus, um die Hinweise fiir eine filschliche Prozessierung des PSTVd in seinen
Wirtsorganismen zu untermauern. Die Hinweise lielen sich bei Kenntnis von microRNA-
Vorlaufern aus Lycopersicon esculentum oder Solanum tuberosum verstarken. Daher muss
die Funktionalitidt von YAMP die prinzipielle Anwendbarkeit auf andere pflanzliche Or-
ganismen umfassen. Ein erster Versuch, das Programm mit den statistischen Modellen
aus Arabidopsis thaliana (siehe Abschnitt 3.3.1) und den empirisch ermittelten Schwel-
lenwerten fiir die implementierten Filter-Methoden auf Populus trichocarpa anzuwenden,
zeigte dabei bereits eine grundsétzliche Anwendbarkeit mit hoher Effizienz (Daten nicht
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gezeigt). Zwar lag die Effizienz noch unterhalb derer, die bei den Validierungsschritten fiir
Arabidopsis thaliana erzielt werden konnte, jedoch kénnte durch eine genauere Analyse
des Diskriminierungsverhaltens bei unterschiedlich gewéhlten Trainingsdatensétzen sowie
einer genaueren Einstellung der Schwellenwerte fiir die Filter-Methoden insgesamt eine
deutlich hohere Effizienz von YAMP fiir weitere Pflanzengenome erzielt werden.

5.1.1 Einfluss der Trainingssequenzen

YAMP benttigt fiir seine Funktionalitéit ein vorgeschaltetes Training, das auf microRNA-
und nicht-microRNA-Sequenzen beruht und anhand dessen ein statistisches Modell er-
stellt wird. Unterschiedliche Kombinationen der in Abschnitt 3.1.2 verwendeten richtig-
negativen Sequenzen zeigten dabei einen unterschiedlichen Einfluss auf die Diskriminie-
rungseffizienz des Programms, wobei aufgrund der Ergebnisse die beiden vorgestellten
Trainingsdatensétze beziiglich Sensitivitat und Spezifitit als die beiden besten Trainings-
datenséitze von insgesamt sieben identifiziert werden konnten. Wéhrend der Sequenzda-
tensatz 1 die hochste Sensitivitit zeigte, konnte mit dem Sequenzdatensatz 2 eine Kompi-
lation erstellt werden, die beziiglich der Spezifitit sehr gute Resultate erzielte. Dies ging
jedoch jeweils mit Einbuflen in der Spezifitdt und Sensitivitdt einher. Beide Trainings-
datensétze weisen eine globale Effizienz auf, die in der Summe betrachtet als sehr gut
anzusehen ist, jedoch ist der Anspruch fiir eine Anwendung auf genomische Sequenzdaten
als sehr hoch anzusetzen. Fiir eine Anwendung auf genomische Sequenzdaten war dabei
zu erwarten, dass die Menge der neuen microRNA-kodierenden Bereiche im Vergleich zu
den nicht-microRNA-Sequenzen nur eine geringe Anzahl ausmachen wiirde. Somit wiirden
geringe Unterschiede in der Sensitivitat nur in kleinen Unterschieden in der Anzahl falsch-
negativer Klassifizierungen resultieren. Betrachtet man jedoch die erwartete grole Anzahl
von nicht-microRNA-kodierenden Bereichen, so wiirde ein geringer Unterschied in der
Sperzifitit in einer deutlich héheren Anzahl falsch-positiver Klassifizierungen resultieren.
Deshalb wurde der richtig-negative Trainingsdatensatz 2 fiir die Anwendung auf genomi-
sche Sequenzdaten verwendet, da eben dieser die Menge der insgesamt falsch-positiven
Klassifizierungen minimierte.

Interessanterweise zeigte auch der Trainingsdatensatz mit den artfremden pseudo-Hairpin-
Sequenzen aus cDNA-Sequenzen von Homo sapiens (Ng & Mishra, 2007) eine Effizienz,
die nahe an die Effizienz der Trainingsdatenséitze 1 und 2 mit arteigenen Sequenzen aus
Arabidopsis thaliana herankommt. Weiterhin wurde ein weiterer Trainingsdatensatz mit
arteigenen pseudo-Hairpin-Sequenzen aus Arabidopsis thaliana erstellt, der die Effizienz
von YAMP im Vergleich zu den eben erwdhnten Trainingsdatensétzen zwar deutlich herab-
senkte, jedoch immer noch eine gute Effizienz aufwies. Somit scheint kein direkter Zusam-
menhang zwischen der Wahl der richtig-negativen Sequenzen und der Effizienz herstellbar
zu sein, jedoch scheint die Wahl von zu microRNAs moglichst divergente Sequenzen die
Effizienz von YAMP zu steigern.

Da an dieser Stelle bereits eine Effizienz beziiglich des Diskriminierungsverhaltens erreicht
wurde, welche fiir einen genomischen Ansatz ausreichend hoch war, wurde im Folgenden
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darauf verzichtet, eine genauere Analyse durchzufiihren, welchen Einfluss die Anzahl der
richtig-negativen Sequenzen auf das Diskriminierungsverhalten besitzt.

Als Reslimee ldsst sich festhalten, dass ein Patentrezept zur Erstellung eines gu-
ten Trainingsdatensatzes die Auswahl moglichst divergenter Sequenzen hinsichtlich der
Organismus-spezifischen microRNAs zu sein scheint. Ein empirischer Beweis dafiir steht
jedoch noch aus. Die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Trainingsdatensétze bildeten eine
befriedigende Auswahl an richtig-negativen Sequenzen, was fiir den genomischen Ansatz
moglichst zuverlissige Resultate erwarten lief3.

5.1.2 Effizienz der Filter-Methoden

Es konnte in der Literatur gezeigt werden, dass microRNAs statistisch signifikante Unter-
schiede beziiglich einiger charakteristischer Eigenschaften im Vergleich zu anderen RNA-
Familien wie tRNAs, rRNAs und mRNAs aufweisen (Zhang et al., 2006). Dabei umfasst
die Mehrzahl der Eigenschaften die Sequenzkomposition, energetische Charakteristika so-
wie Eigenschaften, welche die globale Architektur der microRNA-Vorldufer-Strukturen
beschreiben (Ritchie et al., 2007).

Diese, der Literatur entnommenen, intrinsischen Eigenschaften der microRNA-Vorlaufer-
Strukturen und -Sequenzen stellten die Basis fiir die Implementierung der in Abschnitt
3.2.2 vorgestellten Filter-Methoden dar. Die ausfiihrlich durchgefiihrten Untersuchungen
hinsichtlich der Effizienz der implementierten Filter-Schritte zeigte teilweise sehr gute Re-
sultate, welche sich durch die Receiver-Operator-Characteristics-Analyse (ROC-Analyse)
und Abschétzung der Fléche unterhalb der Kurve (Area under the Curve AUC) besonders
hervorheben liefen. Erwartungsgeméfl passierte ein Grofiteil der microRNA-Sequenzen
alle Filter-Schritte, was direkt darauf hindeutet, dass die entwickelten Filter-Methoden
eine sehr gute Effizienz bei der Vorauswahl der zu klassifizierenden Sequenzen aufweisen.
Auch bei der Anwendung von YAMP auf die intergenischen und intronischen Sequenzen
aus Arabidopsis thaliana zeigte sich, dass die vorgeschalteten Filter-Schritte bereits viele
der tatsédchlichen nicht-microRNA-kodierenden Bereiche aus dem Suchraum entfernten
und diese somit garnicht in die finale Klassifizierung eingingen.

Eine der implementierten Filter-Methoden zeichnete sich dabei besonders aus. Der
Window-Slide-Filter zeigte die beste FEffizienz hinsichtlich der Klassifizierung von
microRNA- und nicht-microRNA-Sequenzen, was durch eine ROC-Analyse durch
Abschétzung der AUC gezeigt werden konnte (sieche Abbildung 3.5). Dieser Filter be-
zieht zwei charakteristische Eigenschaften der microRNA-Vorlaufer-Strukturen mit ein,
welche die globale Architektur der microRNA-Vorlaufer-Strukturen betreffen. Zum einen
wird dabei die Anzahl der Basenpaare maximiert und zum anderen die Anzahl und
Grofle interner Loops und Bulge-Loops minimiert. Die microRNA-Vorldufer-Strukturen
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer globalen Architektur statistisch signifikant von an-
deren RNA-Familien, was ein generelles Charakteristikum und eine wichtige Eigenschaft
der microRNAs darzustellen scheint. Eine Struktur mit einer grofien Anzahl von Loops
und/oder groBen Loops, die der Struktur eine asymmetrische Form verleihen, scheint die



YamP

95

korrekte Prozessierung der microRNA-Vorlaufer-Strukturen zu beeintrichtigen (Ritchie
et al., 2007).

Generell lédsst sich sagen, dass die vorliegenden Filter bereits eine sehr gute Effizienz
hinsichtlich der Klassifizierung aufweisen. Weitergehende Analysen, experimentelle Daten
und Uberlegungen zu weiteren charakteristischen Eigenschaften von microRNA-Vorldufer-
Strukturen und anderen ncRNA-Familien konnten zusétzliche signifikante Unterschiede
aufdecken, die Gegenstand einer Verbesserung von YAMP darstellen konnten.

5.1.3 Validierung von YamP

Wie in Abschnitt 5.1.1 diskutiert, besitzt bereits die Wahl des Trainingsdatensatzes einen
groflen Einfluss auf die Diskriminierungseffizienz von YAMP. Die ausfiihrliche Validie-
rung des Programms YAMP umfasste zunichst die Anwendung der erstellten statisti-
schen Modelle auf die zugrundeliegenden Trainingsdaten, wobei sich erwartungsgeméf
zeigte, dass YAMP die Trainingsdaten sehr gut diskriminieren konnte (siehe Tabelle 3.5).
Dies allein reicht allerdings fiir eine zuverlidssige Anwendung auf genomische Sequenzda-
ten von Arabidopsis thaliana nicht aus. Ein Programm zur Vorhersage von microRNA-
kodierenden Bereichen muss zusétzlich in der Lage sein, unbekannte Sequenzen korrekt zu
klassifizieren. Zu diesem Zweck wurden mehrere Tests vorgenommen, welche eben diese
Funktionalitéat sicherstellten.

Die Erstellung des statistischen Modells umfasste die statistische Erhebung umge-
bungsabhéngiger und struktureller Zustidnde der Nukleotide und Di-Nukleotide in
den microRNA- und nicht-microRNA-Sequenzen (siche Abschnitt 3.2.3). Eine weitere
Bestétigung der Funktionalitdt beruhte auf der Anwendung von Sequenzen, die iiber eine
zufillige Neusortierung der Nukleotidreihenfolge der microRNA-Sequenzen unter spezifi-
schen Bedingungen erstellt wurden. Diese Bedingungen umfassten neben der Beibehal-
tung der Mono- und Di-Nukleotid-Frequenz auch die Beibehaltung der Mono-Nukleotid-
Frequenz in einer Fenstergrofle von 20 Positionen, also eben der Grofle, welche fiir reife
microRNAs typisch ist (sieche Abschnitt 3.3.3). Somit konnte sichergestellt werden, dass
die neu erstellten Sequenzen hinsichtlich der Nukleotidzusammensetzung absolut iden-
tisch waren. Die Art der statistischen Erhebung der beiden Zustdnde héitte das Problem
aufwerfen konnen, dass derartig erstellte Sequenzen fiir falsch-positive Klassifizierungen
priadestiniert sein konnten. Eine Anwendung von YAMP auf diese Sequenzen zeigte jedoch
genau das gegenteilige Verhalten. Nahezu alle Sequenzen konnten von YAMP als nicht-
microRNA-Sequenzen korrekt eingeteilt werden, was sich in einer Spezifitidt von iiber
99% ausdriickte. Somit konnte an dieser Stelle gezeigt werden, dass YAMP auch Sequen-
zen mit gleicher Mono-Nukleotid- und Di-Nukleotid-Zusammensetzung mit ausreichend
hoher Effizienz diskriminieren kann.

Ein weiteres, in der Bioinformatik standardmifig angewandtes Verfahren zur Validie-
rung von Programmen stellt das sogenannte Bootstrapping-Verfahren dar (siehe Ab-
schnitt 3.3.2). Das Bootstrapping umfasst im betrachteten Fall zunéchst das Auslas-
sen einer definierten Anzahl von Sequenzen aus der Grundmenge der zur Verfiigung
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stehenden microRNA-Sequenzen. Ein anschlieBendes Training fand mit dem so redu-
zierten microRNA-Sequenzdatensatz und unterschiedlichen richtig-negativen Trainings-
datenséitzen statt. Es folgte die Anwendung auf die Grundmenge der insgesamt zur
Verfiigung stehenden microRNA-Sequenzen, dessen Ergebnisse in Abschnitt 3.3.2 dar-
gestellt sind. Die zugrundeliegenden Szenarien umfassten als richtig-negative Trainings-
datensétze die bereits erwdhnten Datensdtze 1 und 2, welche beziiglich ihrer Sensitivitét
und Sperzifitdat die beste Effizienz der insgesamt verwendeten Trainingsdatensétze zeigten.
Die richtig-positiven Trainingsdatensitze mit den Sequenzen der unterschiedlichen Versio-
nen der MIRBASE stellten die anderen beiden Eckpunkte der analysierten Testlaufe dar.
Insgesamt wurden also vier unterschiedliche Testldufe ausfiihrlich getestet. Pro Durch-
lauf wurden dabei jeweils zehn Sequenzen aus der Menge der richtig-positiven Sequenzen
ausgelassen.

Das Diagramm in Abbildung 3.9 spiegelt die Ergebnisse des ersten untersuchten Testlaufs
wieder. Es ist deutlich zu erkennen, dass die untersuchten statistischen Kenngrofien Sensi-
tivitdt (1.1), Spezifitat (1.2), Relevanz (1.4), Segreganz (1.5), Korrektklassifikations- (1.6)
und Falschklassifikationsrate (1.7) unabhéngig von den zehn ausgelassenen Sequenzen in
konstanten Wertebereichen blieben. Somit konnten mit dem Bootstrapping-Verfahren zwei
wichtige und funktionelle Eigenschaften von YAMP gezeigt werden. Die erste Eigenschaft
stellt die konstant sehr gute Klassifikationsrate unabhéngig von den ausgelassenen Se-
quenzen dar. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass einzelne microRNA-Sequenzen
oder -Gruppen einen hoheren Beitrag zur Klassifikationseffizienz beisteuern als andere.
Die zweite Eigenschaft ldasst sich aus der ersten ableiten und beinhaltet die konstant sehr
gute Diskriminierungseffizienz. Hieraus ldsst sich ableiten, dass trotz Auslassen einzel-
ner Sequenzen eine korrekte Klassifizierung der ausgelassenen Sequenzen gegeben ist, was
fiir einen genomischen Ansatz und einer de novo-Identifikation microRNA-kodierender
Bereiche von enormer Bedeutung ist.

Die bisherige Validierung von YAMP umfasste allein die Anwendung auf kiinstlich kon-
struierte Testdatensétze. Ein genomischer Ansatz stellt jedoch weit groflere Herausforde-
rungen an ein Klassifizierungsprogramm dar, da in den untersuchten intergenischen und
intronischen Sequenzregionen mit vielen Sequenzen gerechnet werden musste, welche eben-
falls potentiell eine Hairpin-Struktur &hnlich denen der microRNAs ausbilden kénnen. Ein
erster Ansatz zur Klassifizierung realer Sequenzen umfasste dabei die in Abschnitt 1.3 ein-
gefithrten small nucleolar RNAs (snoRNA). Diese entfalten ihre Funktionalitit tiber die
Ausbildung von zwei stabilen Hairpin-Strukturen, die denen von microRNA-Vorlaufern
auf den ersten Blick dhnlich erscheinen. Es zeigte sich jedoch, dass bereits die implemen-
tierten Filter-Schritte die Klasse der snoRNAs korrekt klassifizieren konnte, so dass kein
Kandidat in die finale Klassifizierung durch YAMP einging (siehe Abschnitt 3.3.3).

Eine weitere grofle Gruppe von genomischen Elementen stellen die repetitiven Elemen-
te, Transposons, Retrotransposons und Satelliten-DNAs dar. Besonders die repetiti-
ven Elemente sind prédestiniert, in thermodynamischen Sekundérstrukturberechnungen
mit RNAFOLD eine sehr stabile Struktur auszubilden. Die Anwendung auf die
REPEATMASKER-Sequenzbibliothek stellte ein weiteres Szenario dar. Zwar war YAMP in
der Lage, diese mit einer guten Effizienz zu diskriminieren (siehe Tabelle 3.8), jedoch sank
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die Effizienz fiir einen genomischen Ansatz auf nicht mehr akzeptable Werte herab. Da
bekannt ist, dass besonders intergenische Bereiche viele repetitive Bereiche beinhalten,
musste der Suchraum bereits im Vorfeld um diese repetitiven Elemente bereinigt wer-
den. Eine Moglichkeit zum Umgehen dieses Problems stellt der Einsatz des Programms
REPEATMASKER dar, welches fiir solche Zwecke entwickelt wurde.

Neben der korrekten Klassifizierung von nicht-microRNA-Sequenzen muss zusétzlich die
korrekte Klassifizierung unbekannter microRNA-Sequenzen mit guter Effizienz fiir ein
Vorhersageprogramm wie YAMP gegeben sein. Bisher wurden entweder kiinstlich kon-
struierte oder richtig-negative Sequenzen mit sehr guter Effizienz korrekt klassifiziert. Im
Verlauf dieser Arbeit wurde eine neue Version der MIRBASE verdffentlicht, welche eine
interessante Moglichkeit lieferte, die Funktionalitdt des Programms zu bestétigen. Die
neue Version der MIRBASE enthélt 67 neue, teilweise verifizierte microRNA-Vorlaufer,
welche fiir die Bestédtigung der Funktionalitiat von YAMP eingesetzt wurde. YAMP wurde
mit den richtig-negativen Trainingsdatensétzen 1 und 2 sowie den microRNA-Sequenzen
trainiert und auf die neue Version 10.0 der MIRBASE angewendet. Dabei zeigte sich, dass
bereits der spezifischere Trainingsdatensatz 2 von den insgesamt 67 dem Programm un-
bekannten microRNA-Sequenzen 48 (= 72%) korrekt klassifizieren konnte, der sensitivere
Trainingsdatensatz vermochte sogar 55 (= 82%) zu identifizieren. Somit konnte eine sehr
gute Funktionalitdt auch bei Anwendung auf unbekannte microRNA-Sequenzen gezeigt
werden.

Insgesamt zeigte YAMP bei allen Validierungsschritten eine sehr gute Funktionalitit, was
einen erfolgreichen FEinsatz auf genomische Sequenzdaten impliziert. Die Identifikation
neuer microRNA-kodierender Bereiche wurde bereits in Kapitel 4 im Detail erlautert.

5.1.4 Vergleich mit anderen Vorhersage-Methoden fiir pflanzliche
microRNAs

Die Funktionalitit und Effizienz von YAMP konnte, wie in den Abschnitten 3.2 und 3.3
beschrieben, deutlich gezeigt werden. Ein weiterer interessanter Aspekt an dieser Stelle
ist der direkte Vergleich mit bereits bestehenden und o6ffentlich zugénglichen Methoden
zur Identifikation neuer microRNA-Kandidaten. Viele der aus der Literatur bekannten
microRNA-Vorhersagemethoden beruhen auf einer Homologie-Suche und eignen sich nicht
fiir einen direkten Vergleich mit YAMP. Hierzu gehort das in Abschnitt 1.5.1 vorgestellte
Programm MICROHARVESTER von Dezulian et al. (2006) sowie ein weiterer Homologie-
basierter Ansatz von Wang et al. (2004). Ein zusétzlicher Grund fiir den nicht moglichen
Vergleich mit YAMP ist die Kenntnis einer moglichen microRNA-Vorlaufer-Struktur und
-Sequenz sowie ein Hinweis auf den Ort der reifen microRNA. Da es sich bei dem im Rah-
men dieser Arbeit entwickelten Ansatz um eine sogenannte de novo-Vorhersagemethode
handeln sollte, stehen solche Informationen anfdnglich nicht zur Verfiigung. Prinzipiell
ware MICROHARVESTER zur Bestéitigung einiger moglicher microRNA-kodierender
Bereiche denkbar, jedoch nur, wenn es sich bei diesen um Mitglieder einer bereits be-
kannten microRNA-Familie handelt.
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Ein verfiighares Programm, welches nach den Angaben in der Literatur zur de novo-
Identifikation pflanzlicher microRNA-Sequenzen befdhigt ist, stellt das von Adai et al.
(2005) entwickelte Programm FINDMIRNA dar. Zunéchst wurde FINDMIRNA auf die
Fahigkeit getestet, microRNA-Sequenzen korrekt zu klassifizieren. FINDMIRNA verlangt
als Eingabe-Sequenzen eine Datei mit intergenischen sowie eine Datei mit messenger-
RNA-Sequenzen (mRNA-Sequenzen). Die microRNA-Sequenzen wurden dabei als inter-
genische Sequenzen behandelt und umfassten die MIRBASE in Version 7.0. Als Eingabe-
mRNA-Sequenzen wurden die entsprechenden Sequenzen der TAIR-Sequenzdatenbank
verwendet. Die Sichtung der Ergebnisse von FINDMIRNA gestaltete sich dabei sehr kom-
pliziert, da dieses Programm grofle Mengen an unsortierter Ausgabe produzierte. Jede
der 117 microRNAs wurde auch von FINDMIRNA als solche identifiziert, wobei jedoch
auffiel, dass die Eingabemenge von 117 microRNA-Vorldufer-Sequenzen insgesamt 3.088
unterschiedliche mogliche microRNA-Vorlaufer produzierte. Auf eine genaue Analyse der
korrekten Klassifizierung und Erkennung der tatséchlich korrekten microRNA-Sequenzen
wurde an dieser Stelle verzichtet. Erwédhnenswert ist an dieser Stelle jedoch die Tatsa-
che, dass viele vorhergesagte Vorlaufer-Strukturen eine fiir microRNAs untypische Se-
kundéarstruktur einnahmen oder eine Hairpin-Struktur ausbildeten, welche eine Linge
aufwiesen, die unterhalb der Mindestlinge eines microRNA-Vorldufers zur Auspragung
seiner Funktionalitéit liegt. In einem zweiten Vergleichsansatz wurde die Féhigkeit zur
korrekten Klassifizierung richtig-negativer Sequenzen durch FINDMIRNA getestet. An
dieser Stelle dienten die in Abschnitt 3.3.3 vorgestellten Sequenzen mit zufélliger Neusor-
tierung der Basenreihenfolge unter den in Abschnitt 3.3.3 erwidhnten Voraussetzung der
Beibehaltung der Mono-Nukleotid- und/oder Di-Nukleotid-Frequenzen. Auch hier wurden
samtliche definitiv richtig-negativen Sequenzen als microRNA-Vorldufer klassifiziert.

YAMP besitzt, wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben, einige Schwichen bei der korrekten
Klassifizierung repetitiver Elemente, Transposons oder Retrotransposons, welche oftmals
als Ursprung kleiner RNAs identifiziert wurden (zur Ubersicht Okamoto & Hirochika,
2001). Ein weiterer Vergleich zeigte, dass auch FINDMIRNA bei der korrekten Klassifizie-
rung solcher Regionen Schwichen aufweist. In einem weiteren Vergleichsansatz wurde die
REPEATMASKER-Bibliothek aus Abschnitt 3.3.3 als falsch-negativer Sequenzdatensatz
gewihlt und durch FINDMIRNA Kklassifiziert. Dabei zeigte sich auch hier, dass alle Se-
quenzen der REPEATM ASKER-Bibliothek als mogliche microRNA-Kandidaten klassifiziert
wurden. Aus dem direkten Vergleich beider Programme lassen sich zwei wichtige Schluss-
folgerungen ableiten. Zum einen weisen Programme zur de novo-Identifikation microRNA-
kodierender Bereiche in genomischen Sequenzdaten Schwéchen bei der korrekten Klassifi-
zierung repetitiver und transposabler Elemente auf. Dies ist bedingt durch den hohen Grad
an Komplementaritéit dieser Regionen und daraus resultierenden Sekundérstrukturen,
welche eine deutliche Ahnlichkeit zu microRNA-Vorldufern aufweisen. Desweiteren lisst
sich sagen, dass Versuche zur de novo-Identifikation microRNA-kodierender Bereiche {iber
die Suche nach moglichen Zielgenen mit kurzen RNA-Sequenzen und anschliefender Her-
leitung des microRNA-Vorlaufers deutlich zu viele falsch-positive Vorhersagen triftt.

Abschlieflend lésst sich zur gezeigten Funktionalitat von YAMP zusammenfassen, dass der
entwickelte Ansatz zur Vorhersage von microRNAs einen effizienten und vielversprechen-
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den Eindruck hinterlésst, was iiber die gezeigten Validierungsschritte sowie den Vergleich
mit einem anderen verfiigharen Programm gezeigt werden konnte.

5.2 Biologische Ergebnisse

Das Programm YAMP zeigte in den umfangreichen Testumgebungen eine sehr gute
Effizienz beziiglich der korrekten Klassifizierung von microRNA- und nicht-microRNA-
Sequenzen. Auch der Vergleich zu anderen verfiigharen Programmen hob die sehr gu-
te Funktionalitdt deutlich hervor. Der logische Schritt an dieser Stelle war die Auswei-
tung des Einsatzgebietes auf genomische Sequenzdaten zur de novo-lIdentifikation neuer
microRNA-Kandidaten.

5.2.1 Generelle Funktionalitit

Die prinzipielle Funktionalitdt von YAMP konnte in Abschnitt 3.3 gezeigt werden. Ob auch
der Einsatz von RNALFOLD als Werkzeug zur Identifikation von microRNA-Vorlaufer-
Strukturen in genomischen Sequenzen geeignet ist, bedurfte eingehender Analysen. Hierzu
wurden die bekannten microRNA-Sequenzen aus der MIRBASE 7.0 inklusive 500 Nukleo-
tide 5’- und 3’-seitig aus den genomischen Sequenzdaten mittels HYPA extrahiert. Dieses
Szenario diente der Verdeutlichung, dass der Ansatz unter Zuhilfenahme von RNALFOLD
prinzipiell in der Lage ist, die korrekten microRNA-Vorlaufer-Strukturen aus ihrem geno-
mischen Kontext zu extrahieren. Es zeigte sich, dass von den 117 microRNA-Sequenzen
insgesamt 114 microRNA-Sequenzen korrekt extrahiert wurden (Daten nicht gezeigt).
Bei den verbleibenden drei Sequenzen (ath-mirl66f, ath-mir420 und ath-mirj26) zeigte
sich, dass diese relativ zu ihrem genomischen Kontext nicht in der Lage sind, eine stabile
Hairpin-Struktur auszubilden. Zudem konnten Xie et al. (2005) zeigen, dass ath-mirf20
einem Transposon entstammt und wahrscheinlich keine microRNA-kodierende Region dar-
stellt. Jones-Rhoades et al. (2006) zeigten zudem, dass auch bei ath-mir426 Zweifel beste-
hen, diese als microRNA-kodierend zu bezeichnen. Somit ist einzig bei ath-mir166f eine
falsch-negative Extraktion der Sequenz aufgetreten, was jedoch als vertretbar angesehen
wurde.

Zwei der in der MIRBASE annotierten microRNAs, ath-mir420 und ath-mir426, stellen
nicht die Gesamtheit an zweifelhaften Eintrdgen in der MIRBASE dar. Zusétzlich be-
stehen auch bei den Eintrdgen ath-mir413 bis ath-mir419 berechtigte Zweifel an der
microRNA-kodierenden Funktion. Interessanterweise wurden diese von YAMP, obwohl in
der microRNA-Sequenzdatenmenge vertreten, ebenfalls als nicht-microRNA-Sequenz klas-
sifiziert. Gleiche Ergebnisse wurden auch von Lindow et al. (2007) erzielt und lieferten
somit eine Bestitigung der Negativ-Klassifizierungen der wahrscheinlich falschlicherweise
als microRNA annotierten Eintrige.

Die durchgefiihrte Suche nach méglichen neuen microRNA-Kandidaten ergab neue Hin-
weise, dass der entwickelte Ansatz zur de novo-Identifikation eine sehr gute Funktionalitit
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aufwies. Es zeigte sich, dass in den intergenischen und intronischen Sequenzdaten der
TAIR-Sequenzdatenbank einige verifizierte microRNA-Sequenzen in der aktuellen Ver-
sion noch nicht als solche annotiert und entfernt wurden. Die Abbildung 4.1 zeigt zwei
Beispiele der Identifikation eben solcher microRNA-kodierender Bereiche. Auf eine ge-
naue Auswertung beziiglich dieser Bereiche, die noch nicht in der Sequenzdatenbank des
TAIR annotiert sind, wurde an dieser Stelle verzichtet. Somit konnte auch fiir den in
Abschnitt 3.2.1 beschriebenen genomischen Ansatz, und im Speziellen dem Einsatz von
RNALFoOLD als Werkzeug zur Extraktion lokal stabiler Strukturelemente, eine sehr gute
Funktionalitdt zugesprochen werden.

5.2.2 MicroRNA-Kandidaten

Die in Kapitel 4 beschriebene de mnovo-Identifikation microRNA-kodierender Be-
reiche in den intergenischen und intronischen Sequenzbereichen des Genoms von
Arabidopsis thaliana ergab insgesamt ca. 1.500 positive Klassifizierungen. Ein Abgleich
mit der Expressionsdatenbank vom Arabidopsis Small RNA Project (ASRP) zeigte
dabei, dass viele der als positiv klassifizierten genomischen Bereiche in der Mehrheit zwei
Muster der Expression kleiner RNAs aufwiesen, welche sich deutlich von den typischen
Expressionsmustern verifizierter microRNA-kodierender Regionen unterscheiden. Veri-
fizierte microRNA-Vorlaufer-Regionen weisen, wie in Abbildung 4.1 dargestellt, meist
sehr typische Muster auf, die dem reifen microRNA-Duplex entsprechen. Der Grofteil
der positiv klassifizierten Sequenzen zeigte jedoch entweder keine exprimierten kleinen
RNAs oder eine Vielzahl exprimierter kleiner RNAs auf, welche den unterschiedlichs-
ten Groflenklassen und beiden Orientierungen zuzuordnen waren. Diese Muster der
Expression kleiner RNAs sind haufig bei z. B. repetitiven Elementen oder Transposons
im Genom von Arabidopsis thaliana zu finden (siehe Abbildung 5.1). Wie schon in
Abschnitt 5.1.3 dargestellt, besal das Programm z. B. bei repetitiven oder transposablen
Elementen Schwichen, welche sich jedoch durch einen zusétzlichen Filter-Schritt beheben
lassen (in Abschnitt 5.1.3 diskutiert). Viele der positiv-klassifizierten Regionen zeigten
hingegen keine Expression kleiner RNAs. Unter der Annahme, dass die beiden Expres-
sionsdatenbanken vom ASRP und MPSS als Standard angesehen werden, konnten
diese Bereiche ohne exprimierte kleine RNAs als falsch-positiv klassifizierte Bereiche
gedeutet werden. Tagami et al. (2007) klonierten und sequenzierten kleine RNAs aus
Arabidopsis thaliana, die mit dem Tobacco Mosaic Virus infiziert waren. Sie konnten zei-
gen, dass einige microRNAs zu einem hoheren Prozentsatz in der Pflanze akkumulierten
als in nicht-infizierten Pflanzen. Sie fiihrten dies auf die spezifische Bindung eines viralen
replikationsassoziierten Proteins an den microRNA /microRNA*-Duplex zuriick. Bei dem
Versuch, die sequenzierten microRNAs im Genom zu lokalisieren, stellten sie fest, dass
viele der sequenzierten microRNAs nicht in den beiden Expressionsdatenbanken ASRP
und MPSS eingetragen waren. Viele der durch YAMP ermittelten moglichen microRNAs
zeigten in ihrer genomischen Region ebenfalls keinerlei Expression kleiner RNAs. Dies legt
den Schluss nahe, dass aufgrund fehlender Expressionsdaten keine endgiiltige Aussage
getroffen werden kann, ob es sich hier um das Vorliegen eines microRNA-kodierenden
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Abbildung 5.1: ASRP-Expressionsdaten aus dem Bereich eines Retrotransposons. Die Dar-
stellung zeigt die genomische Region eines Retrotransposons. Erkennbar ist die Vielzahl unter-
schiedlicher RNA-Groflenklassen sowie die unterschiedliche Orientierung der exprimierten klei-
nen RNAs.

Bereichs handelt oder nicht. Da die intrinsischen Eigenschaften dieser Regionen denen
typischer microRNA-Vorlaufer entsprechen und zudem keinerlei repetitive Elemente oder
Transposons fiir diesen Bereich angegeben sind, scheint die Vermutung naheliegend zu
sein, dass es sich bei diesen Bereichen um microRNA-kodierende Regionen handeln
konnte.

Die ca. 1.500 positiven Klassifizierungen warfen die Frage auf, ob YAMP eine grofie Anzahl
falsch-positiver Klassifizierungen vorgenommen hat oder diese doch als positiv klassifiziert
werden konnten. Nimmt man die Vorhersagen in repetitiven Bereichen heraus, bleibt eine
grofle Anzahl an nicht eindeutigen Vorhersagen stehen, welche sich ohne die Bestétigung
tiber experimentelle Daten nicht verifizieren lassen. Jedoch legten Lindow et al. (2007)
Hinweise iiber einen deutlich gréfieren regulatorischen Funktionsumfang durch microRNAs
dar. Sie konnten iiber einen intragenomischen Abgleich komplementéire Regionen im Ge-
nom von Arabidopsis thaliana aufdecken und fiithrten dies auf einen deutlich groéfieren
Umfang an microRNA-vermittelten Regulationsprozessen zuriick. Weiter warfen sie die
Frage auf, inwiefern repetitive Elemente unbekannter Art eventuell ebenfalls als regula-
torische Elemente fungieren konnen. Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse unter
diesen Gesichtspunkten, scheint die vorliegende Klassifizierungsmethode nicht zu viele
positive Klassifizierungen zu treffen.

Die in Abschnitt 3.2 beschriebene und in Abbildung 3.8 beispielhaft dargestellte Loka-
lisation des microRNA /microRNA*-Duplex konnte auch bei den fiinf hier vorgestellten
Kandidaten gezeigt werden: Die vorhergesagten Duplices stimmten sehr gut mit denen
in der ASRP- und MPSS-Expressionsdatenbank eingetragenen kleinen RNAs iiberein.
Somit konnte zusétzlich an unbekannten und moglichen neuen microRNA-Kandidaten
die Funktionalitdt der Lokalisation gezeigt werden, welche fiir eine Vorhersage in PSTVd
erforderlich ist (siche Abschnitt 4.4).
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Neben den erforderlichen intrinsischen Eigenschaften fiir microRNA-Vorlaufer-Sequenzen
und -Strukturen konnten auch unabhingige experimentelle Daten zur Verifikation der ge-
troffenen Vorhersagen herangezogen werden. Eine folgende Identifikation moglicher Zielge-
ne der vorgestellten Kandidaten zeigte dabei interessante mdogliche Regulationsmechanis-
men auf. So konnte ein Kandidat identifiziert werden, der mit hoher Wahrscheinlichkeit in
die Regulation der Photomorphogenese involviert ist (sieche Abschnitt 4.5.2). Auch fiir die
anderen vorgestellten Kandidaten deuten gute Hinweise darauf hin, dass die ermittelten
Zielgene durch diese reguliert werden, da die sequenzierten kleinen RNAs eine anndhernd
perfekte Komplementaritét zu ihren potentiellen Zielgenen aufweisen. So scheinen alle er-
mittelten Zielgene mit hoher Wahrscheinlichkeit in die Regulation der Signaltransduktion
auBlerer Einfliisse oder in die Regulation entwicklungsspezifischer Prozesse involviert zu
sein.

5.2.3 Kleine Viroid-spezifische RNAs

Eines der Ziele dieser Arbeit stellte die Identifikation moglicher Bereiche im Genom des
Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) dar, welche das Potenzial besitzen, Ursprung
kleiner Viroid-spezifischer RNAs zu sein. Die Prozessierung bzw. Produktion von klei-
nen Viroid-spezifischen RNAs bedingt, dass das vorliegende stéibchenformige Viroid von
einem Mitglied der Dicer-like proteins (DCL) als RNA-Doppelstrang bzw. microRNA-
Vorlaufer erkannt und falschlicherweise prozessiert wird. In der Tat konnten Itaya et al.
(2007) beobachten, dass PSTVd ein Substrat fiir ein noch nicht identifiziertes Mitglied
der DCL-Proteine darstellt. Weiterhin konnten sie beobachten, dass das Viroid keiner
Dicer-vermittelten Degradation unterliegt, was wohl auf die thermodynamisch stabile
Sekundérstruktur zuriickzufiihren ist. Somit kann an dieser Stelle zunéichst einmal ausge-
schlossen werden, dass die kleinen Viroid-spezifischen RNAs als eine Antwort der pflanz-
lichen Zelle auf eindringende RNA-Doppelstringe zu werten sind, die auch experimen-
tell nie nachgewiesen werden konnten. Auch scheint bedingt durch die thermodynamisch
sehr stabile Sekundérstruktur des PSTVd eine Wirts-vermittelte Degradation der ein-
dringenden ,nackten RNA ausgeschlossen. Schubert et al. (2005) zeigten den Einfluss
lokaler Strukturelemente auf die Effizienz der small-interfering-RNA-vermittelten Degra-
dation der Zielgene (siRNA). Sie konnten zeigen, dass hochstrukturierte und thermodyna-
misch sehr stabile Elemente in der Zielregion der messenger-RNAs (mRNA) die Effizienz
der Degradation der Ziel-mRNAs oder Inhibition der Translation dramatisch absenken.
Das Viroid-Genom besitzt in seiner nativen Form eine sehr stabile stdbchenférmige Se-
kundéarstruktur, die es wahrscheinlich vor einer Wirts-vermittelten Degradation schiitzt.
Daher scheint es logischer, dass die kleinen Viroid-spezifischen RNAs in RNA-vermittelte
Regulationsmechanismen involviert sind und spezifisch oder unspezifisch einzelne Wirts-
gene durch eine entsprechende Komplementaritat fialschlicherweise regulieren. Denkbar
wére auch das Szenario, dass die pflanzliche Zelle das PSTVd von einem Mitglied der
DCL-Proteine gespalten wird, die Degradation des PSTVd im Zytoplasma jedoch auf-
grund der stabilen Sekundérstruktur und der vornehmlichen Lokalisation im Nukleus (Qi
& Ding, 2003) nicht stattfinden kann. Itaya et al. (2007) zeigten jedoch, dass die kleinen
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Viroid-spezifischen RNAs hauptséchlich drei distinkten Bereichen zuzuordnen sind. Dies
spricht eher fiir eine Involvierung in den microRNA-Stoffwechselweg, da bei diesen die
reifen microRNAs zum Grofiteil zwei distinkten Bereichen entstammen.

Somit ist auch im Nachhinein der Versuch einer Lokalisation der kleinen Viroid-
spezifischen RNAs iiber ein Vorhersage-Modell fiir microRNAs sinnvoll. Die Vorhersage
fiir oder gegen das Vorliegen einer méglichen microRNA-kodierenden Region ergab da-
bei, dass vornehmlich zwei verschiedene Bereiche von YAMP als microRNA-kodierend
identifiziert werden konnten. Dabei handelt es sich im (4)-Strang zum einen um eine
Region in der Terminal-rechten Region (TR-Region) sowie zum anderen um die Patho-
genitits-modulierende Region ( Virulence-Modulating-Region, VM-Region). Diese Ergeb-
nisse korrelieren sehr gut mit den experimentellen Daten von Itaya et al. (2007), welche
kleine Viroid-spezifische RNAs sequenzieren und diese dem Genom eines Intermediate-
Stamm zuordnete. Sie konnten zeigen, dass die kleinen Viroid-spezifischen RNAs dabei
hauptséchlich zwei Regionen in der TR-Region sowie einer Region in der Terminal-linken
Region (TL-Region) zugeordnet werden konnten. Einer der Bereiche in der TR-Region
wurde auch von YAMP als moglicher Ursprung kleiner Viroid-spezifischer RNAs identifi-
ziert, was die Vorhersage von YAMP bestétigen wiirde (siehe Abbildung 4.20). In weiteren
in vitro-Experimenten konnten Itaya et al. (2007) desweiteren kleine Viroid-spezifische
RNAs sequenzieren, die der VM-Region zugeordnet wurden. Auch diese Region konn-
te von YAMP im PSTVd-(+)- und (—)-Strang als moglicherweise microRNA-kodierend
identifiziert werden. Die VM-Region als Ursprung der funktionellen Viroid-spezifischen
RNAs scheint die wahrscheinlichste zu sein. Mutationen in eben dieser Region bewir-
ken unterschiedlich stark ausgeprédgte Symptome in der Wirtspflanze. Eine Erkldrung
dafiir kénnte eine durch Nukleotidaustausche herabgesetzte Komplementaritéit der klei-
nen Viroid-spezifischen RNAs zu den Zielgenen und somit einer verminderten Effizienz
der Viroid-spezifisch-vermittelten Degradation oder Inhibition der Zielgene sein.

Inwiefern die kleinen Viroid-spezifischen RNAs der TR-Region, welche von Itaya et al.
(2007) und in dieser Arbeit ermittelt wurden, in die Pathogenitét involviert sind, kann
an dieser Stelle nicht abschlielend geklért werden. Aus der Literatur ist nicht bekannt,
dass Nukleotidaustausche in der TR-Region oder auch in der Variable-Region unterschied-
lich stark ausgeprigte Symptome induzieren. Somit kann durch YAMP ausschlieSlich ein
zusétzlicher Hinweis erbracht werden, dass die VM-Region einen Bereich als Ursprung
kleiner Viroid-spezifischer RNAs darstellt, wodurch sich die bekannten Beobachtungen
iiber unterschiedlich stark ausgepréigte Symptome erkléren lassen wiirden.
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Derzeit stellen die microRNAs die wohl wichtigste Gruppe an regulatorischen Molekiilen
dar, welche die Regulation der Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene durch Ba-
senpaarungen zur Ziel-mRNA vermitteln. Sie nehmen eine wichtige Rolle in der Entwick-
lung (Lee et al., 1993), Stammzell-Differenzierung (Houbaviy et al., 2003), Signaltrans-
duktion (Guo et al., 2005) und diversen Krankheiten wie z. B. Krebs ein (Lu et al., 2005).
Die Klasse der microRNAs wurde als erstes in C. elegans von Lee et al. (1993) beschrie-
ben. Seither wurden in immer weiteren Organismen neue microRNA-Familien identifiziert.
Dabei zeichnete sich ab, dass es sich bei der Regulation durch microRNAs um einen evo-
lutiv stark konservierten Mechanismus handeln muss. Die Mehrheit der microRNAs ist
evolutionér stark zwischen entfernt verwandten Spezies wie Mensch und Wurm, Moosen
und hoéheren Pflanzen konserviert.

Viroide sind strukturell, funktionell und evolutiv von den Viren zu unterscheiden. Trotz
ihrer nur geringen Grofle von 246-401 Nukleotiden und ihrer Unféhigkeit fiir Proteine
zu kodieren, sind sie in der Lage, hohere Pflanzen zu infizieren und unterschiedlichste
Krankheitsformen auszulésen (Daros et al., 2006). Viroid-Infektionen gehen mit der Ak-
kumulation kleiner Viroid-spezifischer RNAs einher, wobei davon ausgegangen wird, dass
diese die pathogenen Effekte in den infizierten Pflanzen vermitteln (Matousek et al., 2007).

In dieser Arbeit sollte iiber einen de novo-microRNA-Vorhersageansatz die Hypothese
untermauert werden, wonach Viroide und speziell Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd)
ihre Pathogenitét iiber kleine Viroid-spezifische RNAs vermitteln. Existierende Vorher-
sagemethoden (Adai et al., 2005; Dezulian et al., 2006) zur de novo-Identifikation von
microRNAs sind fiir diesen Zweck nicht verwendbar, worin sich die Entwicklung eines
neuen Ansatzes begriindet. Das in dieser Arbeit entwickelte Programm YET ANOTHER
MIRNA PREDICTOR (YAMP) konnte in einer Reihe von Validierungsschritten seine Funk-
tionalitdt mit herausragender Effizienz unter Beweis stellen, die sich auch in der durch-
gefithrten, genomischen Suche nach neuen moglichen microRNA-kodierenden Bereichen
im Modellorganismus Arabidopsis thaliana deutlich zeigen lief3.

Es konnten etliche neue microRNA-kodierende Bereiche identifiziert werden, welche in die
diversesten Stoffwechsel-physiologischen Prozesse involviert zu sein scheinen. So konnte
z. B. eine mogliche microRNA identifiziert werden, die an der Regulation eines Proteins,
das an der Lichtantwort in der Zelle beteiligt sein kénnte (COP1-Protein, Deng et al.,
1991) und somit in die Photomorphogenese der Pflanze involviert ist. Uber die Evolution
von microRNAs ist derzeit noch nicht viel bekannt. Es wird jedoch davon ausgegangen,
dass manche microRNAs durch Duplikationsereignisse ihrer Zielgene entstanden sind (Al-
len et al., 2004). Eine der von YAMP detektierten, neuen microRNAs scheint in der
Evolution von Arabidopsis thaliana genau so entstanden zu sein, da der Sequenzbereich,
in dem die reife microRNA liegt, eine signifikante Seqeunzidhnlichkeit zum Zielgen der
microRNA aufweist.

Die Klassifizierung einzelner PSTVd-Doménen bzw. des Gesamtgenoms als microRNA-
Vorlaufer durch YAMP konnte neue Indizien erbringen, dass PSTVd in der Wirtspflan-
ze falschlicherweise als microRNA-Vorldufer erkannt und prozessiert wird. Durch die
zusétzlich vorgenommene Lokalisation der Bereiche, die nach dem vorliegenden Modell
das Potenzial besitzen, einen reifen RNA-Duplex zu beinhalten, ergab ein Resultat, wel-
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ches mit den experimentellen Daten von Itaya et al. (2007) korreliert. Es konnte ebenfalls
die Terminal-rechte sowie die Pathogenitéits-modulierende Region als Ursprung kleiner
RNAs identifiziert werden.
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Zusammenfassung

Currently, microRNAs are likely the most important molecules that regulate gene
expression at the posttranscriptional level by targeting their mRNAs through
complementary basepairing interactions and mediate degradation or translational
inhibition. They play a crucial role in important biological processes like developmental
timing (Lee et al, 1993), stem cell differentiation (Houbaviy et al., 2003), signal
transduction (Guo et al., 2005) and diverse disease like cancer (Lu et al., 2005).
MicroRNAs are initially discovered in C. elegans (Lee et al., 1993). Since their discovery,
more microRNAs are identified in further organisms suggesting that it must be an ultra-
conserved regulatory mechanism. The majority of microRNAs is evolutionary conserved
between distant related organisms like human and worm, mosses and higher eudicot
plants.

Viroids are structurally, functionally and evolutionary distinct from viruses. They are
capable of infecting higher land plants and cause severe diseases despite their minimal
size (256401 nucleotides) and lack of protein coding capacity (Daros et al., 2006). Viroid
infections are accompanied with an accumulation of small viroid-specific RNAs which
implies that they mediate the pathogenic effects in infected plants (Matousek et al., 2007).

In this work a computational microRNA prediction method should corroborate this
hypothesis whereupon viroids and especially Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd)
mediates their pathogenicity through small viroid-specific RNAs. Existing methods for
computational de novo prediction of microRNAs (Adai et al., 2005; Dezulian et al.,
2006) are not applicable for this purpose thus asking for the development of a new
computational method for predicting new microRNAs. The program YET ANOTHER
MIRNA PREDICTOR (YAMP) developed in this work exhibits a very good functionality
which was demonstrated in several validation steps and was supported by a genomic
search for microRNAs in the model organism Arabidopsis thaliana.

Several, hitherto unknown new microRNA-coding regions were identified in intronic and
intergenic sequence data of Arabidopsis thaliana; these are possibly involved in diverse
biological pathways. One of the new microRNA seems to be involved in the regulation
of a protein-coding region that exhibits a significant homology to another protein-coding
region which is involved in photomorphogenesis (COP1-Protein, Deng et al., 1991). Only
little is known about the evolution of microRNA-coding regions in genomes; Allen et al.
(2004) claim, however, that some microRNAs are a result of an inverted gene duplication
event that formed both arms of the newly evolved microRNA-coding region and that
these microRNAs have unique target specificity. One candidate might be a result of such
a duplication event because the region surrounding the mature microRNA exhibits a
significant sequence similarity to one of the possible target mRNAs.

The classification of single PSTVd-domains and the whole PST'Vd-genome as a precursor-
microRNA yield new indications that PSTVd could misleadingly be detected and
processed by the host as a precursor-microRNA, respectively. The additionally conducted
localization of regions with the potential to contain a mature RNA duplex with respect
to the corresponding model correlated well with experimental results from Itaya et al.
(2007). So the terminal right and virulence modulating region could be asserted as these
regions, that likely contain the functional mature small RNAs.



Literatur

Adai, Alex, Johnson, Cameron, Mlotshwa, Sizolwenkosi, Archer-Evans, Sarah,
Manocha, Varun, Vance, Vicki & Sundaresan, Venkatesan (2005). Computational
prediction of miRNAs in Arabidopsis thaliana. Genome Res, 15(1), 78-91.

Allen, Edwards, Xie, Zhixin, Gustafson, Adam M, Sung, Gi-Ho, Spatafora, Joseph W &
Carrington, James C (2004). Evolution of microRNA genes by inverted duplication of
target gene sequences in Arabidopsis thaliana. Nat Genet, 36(12), 1282-1290.

Almeida, Ricardo & Allshire, Robin C (2005). RNA silencing and genome regulation. Trends
Cell Biol, 15(5), 251-258.

Aukerman, Milo J & Sakai, Hajime (2003). Regulation of flowering time and floral organ
identity by a MicroRNA and its APETALA2-like target genes. Plant Cell, 15(11),
2730-2741.

Backman, Tyler W H, Sullivan, Christopher M, Cumbie, Jason S, Miller, Zachary A,
Chapman, Elisabeth J, Fahlgren, Noah, Givan, Scott A, Carrington, James C &
Kasschau, Kristin D (2008). Update of ASRP: the Arabidopsis Small RNA Project
database. Nucleic Acids Res, 36(Database issue), D982-D985.

Bonnet, Eric, de Peer, Yves Van & Rouzé, Pierre (2006). The small RNA world of plants. New
Phytol, 171(3), 451-468.

Branch, Andrea D, Robertson, Hugh D & Dickson, Elizabeth (1981). Longer-than-unit-length
viroid minus strands are present in RNA from infected plants. Proc Natl Acad Sci U S A,
78(10), 6381-6385.

Brenner, S., Johnson, M., Bridgham, J., Golda, G., Lloyd, D. H., Johnson, D., Luo, S.,
McCurdy, S., Foy, M., Ewan, M., Roth, R., George, D., Eletr, S., Albrecht, G.,
Vermaas, E., Williams, S. R., Moon, K., Burcham, T., Pallas, M., DuBridge, R. B.,
Kirchner, J., Fearon, K., Mao, J. & Corcoran, K. (2000). Gene expression analysis by
massively parallel signature sequencing (MPSS) on microbead arrays. Nat Biotechnol,

18(6), 630-634.
Crick, F. H. (1970). Central dogma of molecular biology. Nature, 227, 561-563.

Daros, José-Antonio, Elena, Santiago F & Flores, Ricardo (2006). Viroids: an Ariadne’s thread
into the RNA labyrinth. EMBO Rep, 7(6), 593-598.



110

Literatur

Daros, José-Antonio & Flores, Ricardo (2004). Arabidopsis thaliana has the enzymatic
machinery for replicating representative viroid species of the family Pospiviroidae. Proc

Natl Acad Sci U S A, 101(17), 6792-6797.

de Alba, Angel Emilio Martinez, Sidgesser, Rudolf, Tabler, Martin & Tsagris, Mina (2003). A
bromodomain-containing protein from tomato specifically binds potato spindle tuber
viroid RNA in vitro and in vivo. J Virol, 77(17), 9685-9694.

Deng, X. W., Caspar, T. & Quail, P. H. (1991). copl: a regulatory locus involved in
light-controlled development and gene expression in Arabidopsis. Genes Dev, 5(7),
1172-1182.

Dezulian, Tobias, Remmert, Michael, Palatnik, Javier F, Weigel, Detlef & Huson, Daniel H
(2006). Identification of plant microRNA homologs. Bioinformatics, 22(3), 359-360.

Diener, T. O. (1971). Potato spindle tuber ”virus”. IV. A replicating, low molecular weight
RNA. Virology, 45(2), 411-428.

Diener, T. O. (2001). The viroid: biological oddity or evolutionary fossil? Adv Virus Res, 57,
137-184.

Ding, Biao, Itaya, Asuka & Zhong, Xuehua (2005). Viroid trafficking: a small RNA makes a
big move. Curr Opin Plant Biol, 8(6), 606—612.

Durbin, R. (1998). Biological Sequence Analysis: Probabilistic Models of Proteins and Nucleic
Acids. Cambridge University Press.

Eddy, S. R. (2008). SQUID — C function library for sequence analysis.
http://selab.wustl.edu/cgi-bin/selab.pl?mode=software.

Elbashir, S. M., Lendeckel, W. & Tuschl, T. (2001). RNA interference is mediated by 21- and
22-nucleotide RNAs. Genes Dev, 15(2), 188-200.

Enright, Anton J, John, Bino, Gaul, Ulrike, Tuschl, Thomas, Sander, Chris &
Marks, Debora S (2003). MicroRNA targets in Drosophila. Genome Biol, 5(1), R1.

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M. K., Kostas, S. A., Driver, S. E. & Mello, C. C. (1998).
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis
elegans. Nature, 391(6669), 806-811.

Frank, D. N. & Pace, N. R. (1998). Ribonuclease P: unity and diversity in a tRNA processing
ribozyme. Annu Rev Biochem, 67, 153-180.

Furner, 1. J., Sheikh, M. A. & Collett, C. E. (1998). Gene silencing and homology-dependent
gene silencing in Arabidopsis: genetic modifiers and DNA methylation. Genetics, 149(2),
651-662.

Ganot, P., Bortolin, M. L. & Kiss, T. (1997). Site-specific pseudouridine formation in
preribosomal RNA is guided by small nucleolar RNAs. Cell, 89(5), 799-809.

Garcia-Hernandez, Margarita, Berardini, Tanya Z, Chen, Guanghong, Crist, Debbie,
Doyle, Aisling, Huala, Eva, Knee, Emma, Lambrecht, Mark, Miller, Neil,
Mueller, Lukas A, Mundodi, Suparna, Reiser, Leonore, Rhee, Seung Y, Scholl, Randy,
Tacklind, Julie, Weems, Dan C, Wu, Yihe, Xu, Iris, Yoo, Daniel, Yoon, Jungwon &
Zhang, Peifen (2002). TAIR: a resource for integrated Arabidopsis data. Funct Integr
Genomics, 2(6), 239-253.

Giegerich, Robert, Voss, Bjorn & Rehmsmeier, Marc (2004). Abstract shapes of RNA. Nucleic
Acids Res, 32(16), 4843-4851.



111

Grewal, Shiv I S & Moazed, Danesh (2003). Heterochromatin and epigenetic control of gene
expression. Science, 301(5634), 798-802.

Griffiths-Jones, Sam (2004). The microRNA Registry. Nucleic Acids Res, 32(Database issue),
D109-D111.

Griffiths-Jones, Sam, Grocock, Russell J, van Dongen, Stijn, Bateman, Alex &
Enright, Anton J (2006). miRBase: microRNA sequences, targets and gene nomenclature.
Nucleic Acids Res, 34(Database issue), D140-D144.

Griffiths-Jones, Sam, Moxon, Simon, Marshall, Mhairi, Khanna, Ajay, Eddy, Sean R &
Bateman, Alex (2005). Rfam: annotating non-coding RNAs in complete genomes. Nucleic
Acids Res, 33(Database issue), D121-D124.

Gross, H. J., Domdey, H., Lossow, C., Jank, P., Raba, M., Alberty, H. & Sénger, H. L. (1978).
Nucleotide sequence and secondary structure of potato spindle tuber viroid. Nature,
273(5659), 203-208.

Graf, S. (2004). Strukturbasierte Beschreibung, Suche und Annotation nicht-kodierender
RNAs. PhD thesis, Heinrich-Heine-Universitéat Diisseldorf.

Grif, S., Strothmann, D., Kurtz, S. & Steger, G. (2001). HyPaLib: a database of RNAs and
RNA structural elements defined by hybrid patterns. Nucleic Acids Res, 29(1), 196-198.

Guerrier-Takada, C., Gardiner, K., Marsh, T., Pace, N. & Altman, S. (1983). The RNA moiety
of ribonuclease P is the catalytic subunit of the enzyme. Cell, 35(3 Pt 2), 849-857.

Guo, Hui-Shan, Xie, Qi, Fei, Ji-Feng & Chua, Nam-Hai (2005). MicroRNA directs mRNA
cleavage of the transcription factor NAC1 to downregulate auxin signals for arabidopsis
lateral root development. Plant Cell, 17(5), 1376-1386.

Gustafson, Adam M, Allen, Edwards, Givan, Scott, Smith, Daniel, Carrington, James C &
Kasschau, Kristin D (2005). ASRP: the Arabidopsis Small RNA Project Database.
Nucleic Acids Res, 33(Database issue), D637-D640.

Hamilton, Andrew, Voinnet, Olivier, Chappell, Louise & Baulcombe, David (2002). Two
classes of short interfering RNA in RNA silencing. EMBO J, 21(17), 4671-4679.

Hertel, Jana & Stadler, Peter F (2006). Hairpins in a Haystack: recognizing microRNA
precursors in comparative genomics data. Bioinformatics, 22(14), e197-€202.

Hofacker, IL, Fontana, W, Stadler, PF, Bonhoeffer, S, Tacker, M & Schuster, P (1994). Fast
Folding and Comparison of RNA Secondary Structures. Monatshefte fiir Chemie, 125,
167-188.

Hofacker, Ivo L (2003). Vienna RNA secondary structure server. Nucleic Acids Res, 31(13),
3429-3431.

Hofacker, I. L., Priwitzer, B. & Stadler, P. F. (2004). Prediction of locally stable RNA
secondary structures for genome-wide surveys. Bioinformatics, 20(2), 186-190.

Houbaviy, Hristo B, Murray, Michael F & Sharp, Phillip A (2003). Embryonic stem
cell-specific MicroRNAs. Dev Cell, 5(2), 351-358.

Hutvagner, Gyorgy & Simard, Martin J (2008). Argonaute proteins: key players in RNA
silencing. Nat Rev Mol Cell Biol, 9(1), 22-32.

Hutvagner, Gyorgy & Zamore, Phillip D (2002). A microRNA in a multiple-turnover RNAi
enzyme complex. Science, 297(5589), 2056-2060.



112

Literatur

Itaya, A., Folimonov, A., Matsuda, Y., Nelson, R. S. & Ding, B. (2001). Potato spindle tuber
viroid as inducer of RNA silencing in infected tomato. Mol Plant Microbe Interact,
14(11), 1332-1334.

Itaya, Asuka, Zhong, Xuehua, Bundschuh, Ralf, Qi, Yijun, Wang, Ying, Takeda, Ryuta,
Harris, Ann R, Molina, Carlos, Nelson, Richard S & Ding, Biao (2007). A structured
viroid RNA serves as a substrate for dicer-like cleavage to produce biologically active
small RNAs but is resistant to RNA-induced silencing complex-mediated degradation. J

Virol, 81(6), 2980-2994.

Jones-Rhoades, Matthew W, Bartel, David P & Bartel, Bonnie (2006). MicroRNAS and their
regulatory roles in plants. Annu Rev Plant Biol, 57, 19-53.

Keese, P. & Symons, R. H. (1985). Domains in viroids: evidence of intermolecular RNA
rearrangements and their contribution to viroid evolution. Proc Natl Acad Sci U S A,
82(14), 4582-4586.

Khvorova, Anastasia, Reynolds, Angela & Jayasena, Sumedha D (2003). Functional siRNAs
and miRNAs exhibit strand bias. Cell, 115(2), 209-216.

Kim, V. Narry (2004). MicroRNA precursors in motion: exportin-5 mediates their nuclear
export. Trends Cell Biol, 14(4), 156-159.

Kiss-Lasz16, Z., Henry, Y., Bachellerie, J. P., Caizergues-Ferrer, M. & Kiss, T. (1996).
Site-specific ribose methylation of preribosomal RNA: a novel function for small nucleolar
RNAs. Cell, 85(7), 1077-1088.

Kruger, K., Grabowski, P. J., Zaug, A. J., Sands, J., Gottschling, D. E. & Cech, T. R. (1982).
Self-splicing RNA: autoexcision and autocyclization of the ribosomal RNA intervening
sequence of Tetrahymena. Cell, 31(1), 147-157.

Kurihara, Yukio & Watanabe, Yuichiro (2004). Arabidopsis micro-RNA biogenesis through
Dicer-like 1 protein functions. Proc Natl Acad Sci U S A, 101(34), 12753-12758.

Lee, R. C., Feinbaum, R. L. & Ambros, V. (1993). The C. elegans heterochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell, 75(5), 843-854.

Lim, Lee P, Lau, Nelson C, Weinstein, Earl G, Abdelhakim, Aliaa, Yekta, Soraya,
Rhoades, Matthew W, Burge, Christopher B & Bartel, David P (2003). The microRNAs
of Caenorhabditis elegans. Genes Dev, 17(8), 991-1008.

Lindow, Morten, Jacobsen, Anders, Nygaard, Sanne, Mang, Yuan & Krogh, Anders (2007).
Intragenomic matching reveals a huge potential for miRNA-mediated regulation in plants.
PLoS Comput Biol, 3(11), €238.

Lindow, Morten & Krogh, Anders (2005). Computational evidence for hundreds of
non-conserved plant microRNAs. BMC Genomics, 6, 119.

Lingel, Andreas, Simon, Bernd, Izaurralde, Elisa & Sattler, Michael (2004). Nucleic acid 3’-end
recognition by the Argonaute2 PAZ domain. Nat Struct Mol Biol, 11(6), 576-577.

Liu, Jidong, Carmell, Michelle A, Rivas, Fabiola V, Marsden, Carolyn G, Thomson, J. Michael,
Song, Ji-Joon, Hammond, Scott M, Joshua-Tor, Leemor & Hannon, Gregory J (2004).
Argonaute?2 is the catalytic engine of mammalian RNAi. Science, 305(5689), 1437-1441.

Lu, Jun, Getz, Gad, Miska, Eric A, Alvarez-Saavedra, Ezequiel, Lamb, Justin, Peck, David,
Sweet-Cordero, Alejandro, Ebert, Benjamin L, Mak, Raymond H, Ferrando, Adolfo A,
Downing, James R, Jacks, Tyler, Horvitz, H. Robert & Golub, Todd R (2005).
MicroRNA expression profiles classify human cancers. Nature, 435(7043), 834-838.



113

Ma, Jin-Biao, Yuan, Yu-Ren, Meister, Gunter, Pei, Yi, Tuschl, Thomas & Patel, Dinshaw J
(2005). Structural basis for 5’-end-specific recognition of guide RNA by the A. fulgidus
Piwi protein. Nature, 434(7033), 666-670.

Margulies, Marcel, Egholm, Michael, Altman, William E, Attiya, Said, Bader, Joel S,
Bemben, Lisa A, Berka, Jan, Braverman, Michael S, Chen, Yi-Ju, Chen, Zhoutao,
Dewell, Scott B, Du, Lei, Fierro, Joseph M, Gomes, Xavier V, Godwin, Brian C,
He, Wen, Helgesen, Scott, Ho, Chun Heen, Ho, Chun He, Irzyk, Gerard P,

Jando, Szilveszter C, Alenquer, Maria L I, Jarvie, Thomas P, Jirage, Kshama B,

Kim, Jong-Bum, Knight, James R, Lanza, Janna R, Leamon, John H,

Lefkowitz, Steven M, Lei, Ming, Li, Jing, Lohman, Kenton L, Lu, Hong,

Makhijani, Vinod B, McDade, Keith E, McKenna, Michael P, Myers, Eugene W,
Nickerson, Elizabeth, Nobile, John R, Plant, Ramona, Puc, Bernard P, Ronan, Michael T,
Roth, George T, Sarkis, Gary J, Simons, Jan Fredrik, Simpson, John W,

Srinivasan, Maithreyan, Tartaro, Karrie R, Tomasz, Alexander, Vogt, Kari A,

Volkmer, Greg A, Wang, Shally H, Wang, Yong, Weiner, Michael P, Yu, Pengguang,
Begley, Richard F & Rothberg, Jonathan M (2005). Genome sequencing in
microfabricated high-density picolitre reactors. Nature, 437(7057), 376-380.

Matousek, Jaroslav, Kozlova, Petra, Orctova, Lidmila, Schmitz, Axel, Pesina, Karel,
Bannach, Oliver, Diermann, Natalie, Steger, Gerhard & Riesner, Detlev (2007).
Accumulation of viroid-specific small RNAs and increase in nucleolytic activities linked to
viroid-caused pathogenesis. Biol Chem, 388(1), 1-13.

Matousek, Jaroslav, Orctova, Lidmila, Steger, Gerhard, Skopek, Josef, Moors, Michaela,
Dedic, Petr & Riesner, Detlev (2004). Analysis of thermal stress-mediated PSTVd
variation and biolistic inoculation of progeny of viroid ”thermomutants”to tomato and
Brassica species. Virology, 323(1), 9-23.

Michalak, P. (2006). RNA world - the dark matter of evolutionary genomics. J Evol Biol,
19(6), 1768-1774.

Moore, M. S. (1998). Ran and nuclear transport. J Biol Chem, 273(36), 22857-22860.

Moy, Terence I & Silver, Pamela A (2002). Requirements for the nuclear export of the small
ribosomal subunit. J Cell Sci, 115(Pt 14), 2985-2995.

Miickstein, Ulrike, Tafer, Hakim, Hackermiiller, Jorg, Bernhart, Stephan H, Stadler, Peter F &
Hofacker, Ivo L (2006). Thermodynamics of RNA-RNA binding. Bioinformatics, 22(10),
1177-1182.

Nam, Jin-Wu, Shin, Ki-Roo, Han, Jinju, Lee, Yoontae, Kim, V. Narry & Zhang, Byoung-Tak
(2005). Human microRNA prediction through a probabilistic co-learning model of
sequence and structure. Nucleic Acids Res, 33(11), 3570-3581.

Ng, Kwang Loong Stanley & Mishra, Santosh K (2007). De novo SVM classification of
precursor microRNAs from genomic pseudo hairpins using global and intrinsic folding
measures. Bioinformatics, 23(11), 1321-1330.

Nowotny, Marcin, Gaidamakov, Sergei A, Crouch, Robert J & Yang, Wei (2005). Crystal
structures of RNase H bound to an RNA/DNA hybrid: substrate specificity and
metal-dependent catalysis. Cell, 121(7), 1005-1016.

Ofengand, J., Malhotra, A., Remme, J., Gutgsell, N. S., Campo, M. Del, Jean-Charles, S.,
Peil, L. & Kaya, Y. (2001). Pseudouridines and pseudouridine synthases of the ribosome.
Cold Spring Harb Symp Quant Biol, 66, 147-159.



114

Literatur

Okamoto, H. & Hirochika, H. (2001). Silencing of transposable elements in plants. Trends
Plant Sci, 6(11), 527-534.

Owens, R. A., Blackburn, M. & Ding, B. (2001). Possible involvement of the phloem lectin in
long-distance viroid movement. Mol Plant Microbe Interact, 14(7), 905-909.

Palukaitis, P (1987). Potato spindle tube viroid: Investigation of the long-distance, intra-plant
transport route. Virology, 158(1), 239-241.

Papaefthimiou, I., Hamilton, A., Denti, M., Baulcombe, D., Tsagris, M. & Tabler, M. (2001).
Replicating potato spindle tuber viroid RNA is accompanied by short RNA fragments

that are characteristic of post-transcriptional gene silencing. Nucleic Acids Res, 29(11),
2395-2400.

Park, Mee Yeon, Wu, Gang, Gonzalez-Sulser, Alfredo, Vaucheret, Hervé & Poethig, R. Scott
(2005). Nuclear processing and export of microRNAs in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci
US A, 102(10), 3691-3696.

Parker, James S, Roe, S. Mark & Barford, David (2004). Crystal structure of a PIWI protein
suggests mechanisms for siRNA recognition and slicer activity. EMBO J, 23(24),
4727-4737.

Peragine, Angela, Yoshikawa, Manabu, Wu, Gang, Albrecht, Heidi L & Poethig, R. Scott
(2004). SGS3 and SGS2/SDE1/RDR6 are required for juvenile development and the
production of trans-acting siRNAs in Arabidopsis. Genes Dev, 18(19), 2368-2379.

Perkins, Neil J & Schisterman, Enrique F (2006). The inconsistency of 6ptimal” cutpoints
obtained using two criteria based on the receiver operating characteristic curve. Am J
Epidemiol, 163(7), 670-675.

Qi, Yijun & Ding, Biao (2003). Differential subnuclear localization of RNA strands of opposite
polarity derived from an autonomously replicating viroid. Plant Cell, 15(11), 2566-2577.

Que, Q. & Jorgensen, R. A. (1998). Homology-based control of gene expression patterns in
transgenic petunia flowers. Dev Genet, 22(1), 100-109.

Reichow, Steve L, Hamma, Tomoko, Ferré-D’Amaré, Adrian R & Varani, Gabriele (2007). The
structure and function of small nucleolar ribonucleoproteins. Nucleic Acids Res, 35(5),
1452-1464.

Ritchie, William, Legendre, Matthieu & Gautheret, Daniel (2007). RNA stem-loops: to be or
not to be cleaved by RNAse III. RNA, 13(4), 457-462.

Saumet, Anne & Lecellier, Charles-Henri (2006). Anti-viral RNA silencing: do we look like
plants? Retrovirology, 3, 3.

Schauer, Stephen E, Jacobsen, Steven E, Meinke, David W & Ray, Animesh (2002).
DICER-LIKE1: blind men and elephants in Arabidopsis development. Trends Plant Sci,
7(11), 487-491.

Schauser, L., Roussis, A., Stiller, J. & Stougaard, J. (1999). A plant regulator controlling
development of symbiotic root nodules. Nature, 402(6758), 191-195.

Schubert, Steffen, Griinweller, Arnold, Erdmann, Volker A & Kurreck, Jens (2005). Local
RNA target structure influences siRNA efficacy: systematic analysis of intentionally
designed binding regions. J Mol Biol, 348(4), 883-893.

Schwarz, Dianne S, Hutvagner, Gyorgy, Du, Tingting, Xu, Zuoshang, Aronin, Neil &
Zamore, Phillip D (2003). Asymmetry in the assembly of the RNAi enzyme complex.
Cell, 115(2), 199-208.



115

Smit, A. F. A. Hubley, R. & Green, P. (1996-2004). RepeatMasker Open-3.0.

http://www.repeatmasker.org.

Smith, T. F. & Waterman, M. S. (1981). Identification of common molecular subsequences. J
Mol Biol, 147(1), 195-197.

Song, Ji-Joon, Liu, Jidong, Tolia, Niraj H, Schneiderman, Jonathan, Smith, Stephanie K,
Martienssen, Robert A, Hannon, Gregory J & Joshua-Tor, Leemor (2003). The crystal
structure of the Argonaute2 PAZ domain reveals an RNA binding motif in RNAi effector
complexes. Nat Struct Biol, 10(12), 1026-1032.

Song, Ji-Joon, Smith, Stephanie K, Hannon, Gregory J & Joshua-Tor, Leemor (2004). Crystal
structure of Argonaute and its implications for RISC slicer activity. Science, 305(5689),
1434-1437.

Song, Liang, Han, Meng-Hsuan, Lesicka, Joanna & Fedoroff, Nina (2007). Arabidopsis primary
microRNA processing proteins HYL1 and DCL1 define a nuclear body distinct from the
Cajal body. Proc Natl Acad Sci U S A, 104(13), 5437-5442.

Spackman, K.A. (1989). Signal detection theory: valuable tools for evaluating inductive
learning. Proceedings of the sizth international workshop on Machine learning table of
contents, S. 160—163.

Stark-Lorenzen, P., Guitton, M. C., Werner, R. & Miihlbach, H. P. (1997). Detection and
tissue distribution of potato spindle tuber viroid in infected tomato plants by tissue print
hybridization. Arch Virol, 142(7), 1289-1296.

Steger, G. (1994). Thermal denaturation of double-stranded nucleic acids: prediction of
temperatures critical for gradient gel electrophoresis and polymerase chain reaction.
Nucleic Acids Res, 22(14), 2760-2768.

Steger, Gerhard (2003). Bioinformatik: Methoden zur Vorhersage von RNA- und
Proteinstruktur. Birkhduser Verlag, Basel.

Strothmann, D. (2005). A system for the declarative description and efficient search of hybrid
patterns. PhD thesis, Universitit Bielefeld.

Sunkar, Ramanjulu, Girke, Thomas, Jain, Pradeep Kumar & Zhu, Jian-Kang (2005). Cloning
and characterization of microRNAs from rice. Plant Cell, 17(5), 1397-1411.

Sunkar, Ramanjulu & Zhu, Jian-Kang (2004). Novel and stress-regulated microRNAs and
other small RNAs from Arabidopsis. Plant Cell, 16(8), 2001-2019.

Tabler, Martin & Tsagris, Mina (2004). Viroids: petite RNA pathogens with distinguished
talents. Trends Plant Sci, 9(7), 339-348.

Tagami, Yuko, Inaba, Naoko, Kutsuna, Natsumaro, Kurihara, Yukio & Watanabe, Yuichiro
(2007). Specific enrichment of miRNAs in Arabidopsis thaliana infected with Tobacco
mosaic virus. DNA Res, 14(5), 227-233.

Vazquez, Franck, Vaucheret, Hervé, Rajagopalan, Ramya, Lepers, Christelle,
Gasciolli, Virginie, Mallory, Allison C, Hilbert, Jean-Louis, Bartel, David P &
Crété, Patrice (2004). Endogenous trans-acting siRNAs regulate the accumulation of
Arabidopsis mRNAs. Mol Cell, 16(1), 69-79.

Wang, Xiu-Jie, Reyes, José L, Chua, Nam-Hai & Gaasterland, Terry (2004). Prediction and
identification of Arabidopsis thaliana microRNAs and their mRNA targets. Genome Biol,
5(9), R65.



116

Literatur

Xie, Zhixin, Allen, Edwards, Fahlgren, Noah, Calamar, Adam, Givan, Scott A &

Carrington, James C (2005). Expression of Arabidopsis MIRNA genes. Plant Physiol,
138(4), 2145-2154.

Yan, Kelley S, Yan, Sherry, Farooq, Amjad, Han, Arnold, Zeng, Lei & Zhou, Ming-Ming
(2003). Structure and conserved RNA binding of the PAZ domain. Nature, 426(6965),
468-474.

Yu, Bin, Yang, Zhiyong, Li, Junjie, Minakhina, Svetlana, Yang, Maocheng,
Padgett, Richard W, Steward, Ruth & Chen, Xuemei (2005). Methylation as a crucial
step in plant microRNA biogenesis. Science, 307(5711), 932-935.

Zeng, Yan, Wagner, Eric J & Cullen, Bryan R (2002). Both natural and designed micro RNAs

can inhibit the expression of cognate mRNAs when expressed in human cells. Mol Cell,
9(6), 1327-1333.

Zhang, B. H., Pan, X. P., Cox, S. B., Cobb, G. P. & Anderson, T. A. (2006). Evidence that
miRNAs are different from other RNAs. Cell Mol Life Sci, 63(2), 246-254.

Zhang, Yuanji (2005). miRU: an automated plant miRNA target prediction server. Nucleic
Acids Res, 33(Web Server issue), W701-W704.



Die hier vorgelegte Dissertation habe ich eigenstdndig und ohne unerlaubte Hilfe ange-
fertigt. Die Dissertation wurde in der vorgelegten oder in &hnlicher Form noch bei keiner
anderen Institution eingereicht. Ich habe bisher keine erfolglosen Promotionsversuche un-
ternommen.

Diisseldorf, den 2. Juli 2008

(Jan-Hendrik Teune)



