microRNA




INTRODUCCION GENOMICA FUNCIONAL

Un microRNA es un ARN monocatenario de entre 19 y 25 nt de longitud. Estan
Implicados en la regulacion génica post-transcripcional y probablemente también
en la metilacion del ADN.

» Los microRNA se transcriben a partir de genes de ADN pero no se traducen a proteina (genes
no-codificantes)

« Son presentes en un amplio rango de especies tanto en plantas como en animales.

* Muchos de ellos son altamente conservados

» La mayoria de los genes de microRNA se ubican en regiones intergénicas y tienen su propio
promotor y elementos regulatorios

» Aprox. 40% de los genes de microRNA estan ubicado en intrones - se transcriben
conjuntamente con el gen hospedador.

» Estan involucrados en muchos procesos basicos (metabolismo, desarrollo, sistema
inmunoldgico, etc.)

» Algunos microRNA estan implicados en el desarrollo de patoldgicas como el cancer



PROCESAMIENTO

La mayoria se transcriben mediante
polimerasa Il (algunos mediante pol I11)
como largos transcritos primarios (pre-
microRNA)

El pri-miRNA se procesa mediante la
proteina Drosha = pre-miRNA

El pre-miRNA se exporta al citoplasma
mediante Exportin 5

Dicer procesa el pre-miRNA en el
citoplasma y genera el microRNA
maduro

El microRNA maduro se asocia con el
complejo proteico RISC (RNA-induced
silencing complex )

RISK inicia o la inhibicion de la
traduccion o la degradacion del mRNA

GENOMICA FUNCIONAL
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FUNCION (REGULACION GENICA)

* Se suelen unir a la region 3’ UTR donde
inician la degradacion del mRNA o
inhiben la traduccidn

* Si la funcion es por inhibicion de
traduccion o por degradacion depende
posiblemente del grado de
complementariedad entre microRNA y
3’UTR

* Hay otras posibles funciones como la
metilacion del ADN que de momento
parece bien establecido en plantas

GENOMICA FUNCIONAL

Cis-regulation

Targeting mRNA
1. mRNA decay
2. inhibit translation

RNA-directed DNA methylation?
targeting gene promoter ?

Trans-regulation

mRNA encoding mRNA e:m:,oding protein mRNA encoding
transcription factor regulating mRNA regulating protein
Transcription RNA regulating lntcrac%ing
factor protein protein




FUNCION (METILACION) GENOMICA FUNCIONAL

Bao et al.2 find that methylation (the addition of CH, a

groups) occurs in the PHB and PHV genes; they suggest m—
that this must involve microRNAs (miRNAs), as mutations

that disrupt the genes' miRNA-binding sites prevent

methylation. How might methylation occur? In the

proposed models, mature miRNA is first produced from a 5

Chromatin-
remodelling
miRNA  machinery

precursor and exported from the nucleus. a, The mature mRNA
mMiRNA might return to the nucleus with an RNA-induced
silencing complex (RISC), and base-pair to a matching b RNA polymerase
sequence (red) in the messenger RNA (mRNA) being 5'_'@.4:\_ 3
produced from PHB/PHV. The RISC might then, via the SiRﬂw
MRNA, recruit 'chromatin-remodelling' machinery to the
DNA to achieve methylation. b, Small interfering RNAs l

. ) CHj
(siRNAs) might be produced by an RNA-dependent RNA —— i e
polymerase, directed by miRNAs or by miRNA-induced Gene -
MRNA cleavage. The siRNAs might then directly or
indirectly (via 'spreading') target the gene's blue region for c
methylation. c, The mRNA could be modified by an 5'-—._51@*:& 3
miRNA-induced 'mark’' (such as cleavage), and then guided
to the DNA to induce methylation.
http://www.nature.com/nature/journal/v433/n7025/fig Sone CH,

|
_tab/433472a_F1.html D R e



http://www.nature.com/nature/journal/v433/n7025/full/433472a.html

MIRrBASE GENOMICA FUNCIONAL

* miRBase es una base de datos que contiene las secuencias de microRNA, tanto el
microRNA maduro como el pre-microRNA y una serie de anotaciones. La base de
datos cuenta también con un navegador y motor de busqueda.

* miRBase también mantiene su propia prediccion de dianas de microRNAs llamado
microCosm. Pero también asigna las dianas de TargetScan y Pictar

Stem-loop sequence MI0000078
LG MIO000078
IV hsa-mir-22
Sl HGNC:MIR22

DI a0\l Homo sapiens miR-22 stem-loop

u cc - a u  ccua

ggc gag gcaguaguu g uggca gcuuua gu g
LUE TEE DL LLLLEn e i a
Stem—loop ccg cuc cguugucaagaaguu accgu cgaaau cg fos
u -C g - - acc
Coordinates (GRCh37) Overlapping transcripts
17: 1617197-1617281 [-] sense OTTHUMT00000255250; C170rf91-001; exon 3
EerTE ENST00000397273; C170rf91-201; exon 2
e ENST00000334146; C170rf91-001; exon 3

View flanking features

EMBL: AF480525

EMBL: AJ421742

HGNC: 31599; MIR22
ENTREZGENE: 407004, MIR22

Database links

(ef) R ETU TV MIPFO000053; mir-22




IMIRBASE NOMENCLATURA GENOMICA FUNCIONAL

« Los microRNA en miRBase suelen tener nombres como hsa-mir-22. Las primeras tres
letras indican la especie. Por ejemplo, hsa para humano, mmu para raton, rno para
rata, etc.

* Un nombre de microRNA en minuscula (hsa-mir-22) hace referencia al gen de
microRNA o al pre-microRNA. Al microRNA maduro se refiere con ‘miR’ (hsa-miR-
22)

« El nimero que lleva el nombre del microRNA se asigna de forma secuencial.

» A veces se detectan dos microRNA maduros que provienen del mismo pre-
microRNA. En estos casos, al menos frecuente se asigna un asterisco, por ejemplo
hsa-miR-19 (microRNA predominante) y hsa-miR-19*

 Si los datos experimentales no permiten determinar que microRNA es la
predominante, se asignan nombres como miR-142-5p (del brazo 5') and miR-142-3p
(del brazo 3').

» EXxcepciones a estas reglas se mantienen por motivos historicos en las familias let-7 y
lin-4

» Mas informacion acerca de la nomenclatura se puede encontrar en el siguiente

articulo: Victor Ambros, Bonnie Bartel, David P. Bartel, Christopher B. Burge, James C. Carrington, Xuemei
Chen, Gideon Dreyfuss, Sean R. Eddy, Sam Griffiths-Jones, Mhairi Marshall, Marjori Matzke, Gary Ruvkun, and
Thomas Tuschl. A uniform system for microRNA annotation. RNA 2003 9(3):277-279.
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http://www.rnajournal.org/cgi/content/full/9/3/277
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EXTRAER DATOS DE MIRBASE GENOMICA FUNCIONAL

Para extraer datos de una especie
1) Seguir el enlace ‘Browse’
2) Escoger una especie

hsa-mir-4314  MI0D15846 17 7991374 7991465  + "]
hsa-mir4315-1  MID015844 17 43552729 43552801 - O
hsa-mir4315-2  MID015983 17 62818148 62818220 - @
H hsa-mir-4316  MID015845 17 753093066 75393136 - O
Seaﬂhﬂrﬂ'ﬂ'ﬂ Download § Blog hsa-mir4317  MIDO15850 18 6374360 B374424 - O
hsa-mir-4318  MI0D15847 18 35237008 35237178+ O
Browse miRBase by species hsa-mird319  MIO015848 18 42550047 42550131 - O
hsa-mir-4320  MI0D15849 18 47652869 47652933 -
Key: Species [assembly version] (miRMNA count) o m?r .
hsa-mir4321  MI0D15852 19 2250638 2250717  + 0
o Chramahaniat hsa-mir-4322  MI0015851 19 10341089 10341161  + 0
[ hsa-mir-4323  MI0D15853 19 43637597 42637665 - O
+-- Heterokontophyta
| hsa-mir-4324  MI0015854 19 49812054 49812125 - O
+-- Ectocarpus siliculosus (g hsa-mir-4325  MID015865 20 55806558 55808647 - O
—— Metazoa hsa-mir4326  MID015868 20 61918160 61918218  + ]
'+__ Bilateria hsa-mir-4327  MI0D15867 21 31747612 31747696 - il
[ | hsamir4328  MI0D15904 X 78156691 78156746 - O
+-- Deuterostoma i
| | hsa-mir-4329  MI0015901 X 112023946 112024016 - O
+=- Chdea‘a hsa-mir-4330  MID015902 X 150336694 150336798  + 0

+-- Cephalochordata

! : ) _ Get selected sequences:
| +—— Branchiostoma floridae [Brafl2] 77) i
| Select sequences and output type, then click "Fetch Sequence:

-le-—— Urulchurdata [ Fetch Sequences ” Select all ]@]
+-— Ciona intestinalis [JG2.0] (331)
I

+- Ciona savignyi [C3av2.0] 27) . .
! 3) Escoger microRNA maduro o pre-microRNA

+- Oikopleura dioica 5 .
4) Con ‘Fetch Sequences’ se obtiene las

—— “erebrata

! secuencias

+-— Amphibia
| |

I +- Xenopus laevis 22)

|
+
|
|
|
|
|
+
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
| |
| |
| |
| |
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|
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ESTRUCTURA SECUNDARIA GENOMICA FUNCIONAL

Definiciones

1)

2)
3)

4)

a. DUPLEXES b, SINGLE STRANDED REGIONS

Duplex: region con

complementariedad perfecta — todas E
las bases se emparejan | }
Bulge: en una de las dos hebras hay

bases que no tienen pareja c. HAIRPINS 4. BULGES
Bucles internos: en las dos hebras hay
bases que no tienen parejas

Hairpin: la estructura secundaria
forma una horquilla

IHAIRPIN LIKIP

HAIRPIN STEM

NULGE SINGLE-BASE BULGE
e. INTERNAL LOOPS . JUNCTIONS
MISMATCH SYMMETRIC ASYMMETRIC THREE STEM FOUR 51EM

INTERNAL LOOP  INTERNAL LOOP



ENERGIA DE ENLACE GENOMICA FUNCIONAL
H
H
(,,N P H-N N N-H----- Q .
,N / N-H----- N; \> N / \'N _____ H_N>_\§ G N o “_"w U
A — / .
N )—N R N=/ N ad N TN
N-H-----O R d R =
H S
Guanine Cytosine Adenine Thymine
Stacking Energies for base pairs

AU CIG GIC UJA GiU UiG

AlU -09 18 23 -1.1 1.1 -08

CIG 1.7 29 -34 -23 -2 -14

GIC -2.1 -2.0 -29 -18 -19 -1.2

UIA -09 1.7 -2.1 -09 -1.0 -05

GiU -0.5 1.2 -14 -0.8 -04 -0.2

UIG -1.0 19 2.1 -1.1 15 -04
Destabilizing Energies for Loops
Number of Bases 1 5 10 20 30
Interhal -- 53 6.6 7.0 7.4
Bulge 3.9 4.8 55 6.3 6.7
Hairpin -- 4.4 5.3 6.1 6.5




PREDICCION DE DIANAS GENOMICA FUNCIONAL

=  La prediccidn se basa en los hibridos que se forman entre el microRNA y el mRNA

= Los hibridos se calculan mediante modelos termodinamicos — minimum free energy algorithm
(RNAfold, RNAhybrid, etc.)

= Alunas propiedades importantes: energia libre, existencia de una regién semilla (seed region),
numero de desemparejamientos, numero de bucles

=  QOtras propiedades importantes pero menos entendidos son la “accesibilidad” de la estructura
secundaria y la interaccion entre varias dianas en la misma 3’ UTR

= La prediccion de dianas de microRNA se basa fuertemente en la presencia de un “seed”
(emparejamiento perfecto de los 7 primeros nucledtidos entre el extremo 5’ del microRNA vy la
region 3’ UTR ) y la sefial filogenética

= Se estima que aprox. El 40% de todas las dianas no tienen “seed” = tienen regiones
compensatorias , es decir muchos emparejamientos entre el extremo 3’ del microRNA y la UTR 3’

=  Algunos de los algoritmos mas usados son: TargetScanS, PicTar, miRanda, RNAhybrid, TargetSpy

Regidn del seed :
target: 3CELOOO274 " target: 3CELOGOS14

::?E?E:;anl : 'iu_:_ EE?E?Et;”ma|
AGCCTGGAATAAATATGCTGCTT m { poton: 73
| ] | NEREEE
GCGGUUAUAAA-UGTACGACGAHU mit:i”“l:” R S E?“IE"E‘;TT
Hibrido entre hsa-miR-1 pesition: 521 " position: 1264

Posicién 249-269 en la 3’ UTR

From: Rehmsmeier et all Fast and effective prediction of microRNA/target duplexes
(2003) RNA.



PREDICCION DE GENES DE MICRORNA GENOMICA FUNCIONAL

= La prediccion de los genes de microRNA se basa en las propiedades de la secuencia y
de la estructura secundaria

=  Laestructura secundaria de los microRNA forma siempre una “horquilla” (hairpin
structure)

=  Algunas propiedades importantes son: presencia de una horquilla, longitud de la
secuencia, numero de enlaces, suma de energia de enlace, tamafio de bucles, etc.

=  Se suele deslizar una ventana a lo largo de la secuencia objeto comprobando en cada
punto si existe una horquilla = los candidatos que forman una horquilla se analiza mas
detenidamente mediante modelos de aprendizaje automatizado

=  Parareducir el nUmero de falsos positivos se emplea frecuentemente la sefial
filogenética

u cc - a u ccu
ggc gag gcaguaguucuucag uggca gcuuua gu
e e reereeeertrrrrr rerer rrerrr
ccg cuc cguugucaagaaguu accgu cgaaau cg C

u c- g - - acc

p Q



PREDICCION DE GENES DE MICRORNA

Salida del programa CID-miRNA:

GENOMICA FUNCIONAL

Con los parametros por defecto, el programa predice 42 genes de microRNA en una secuencia

de aprox. 100 kb

(D s

(Computationsl Identification of micro RNA)

An miRNA scanning Tool by:

Center for Computstions| Biology and Bisinformatics
Jawaharlal Mehru University

Hew Delhi 110067

E-mails: 3lok0200@msil.iny. scin, st0645@students.iny. sein
Telephone: +31-11-26717630

CIDmiBRNA scan is through.

Total precursor mBRI Az found: 42

FASTA forrnat (sequences anlyl EASTA format {structures only) FASTA format (hoth sequences and structures)

S.No. Position ‘Length |Nurma].iserl Grammar Score

‘ Structural Score

1919 |76 [-0.60768¢

|25

GAGAATGCAAGGUATTTGGGAGCTOTGTAGCCAGAATCTGGACTTITAATAGGTCACCAAATGCTCTTGCTTCCTC

aau - - g gu-- - g
1 qag gcaag goauuugg ga cugu ag cca a
I FEEEE TR e (I -
lcuc cguuc cguaaacc cu gaua uc ggu u
cuu u q auuu  a

=S [~
3037 [62 [-0.569458

a1

GCATGCATGTGTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCATGCATGCATACATGTTGGGATGC

- ug gu
2 Iqcau gocauguguguguguguguyg  u o g
(AN Frrrerrerrrrrrrrere ol
lcgua uguacauacguacguacgu g u
gggu gu ug

3654 [94 [-0603886

CGTTATTGACTTACATITCCTGGAGAATAAGAGCACTATAGGCATGAAGACATTITCTITICTCTTGTGCATTITIGCCCAGGAAAGAATAATALC

ac  aca a aau a uau cau =
3 lquuauuy  uu uuuccugg d aag gcac agg gaaga a
FErrrrr FEEEETTT | (AR ERN I [ARR R
lcasuaau  aa aaaggace < uuu cgug ucu uuucu u

" - gu- a u--— cu-— u

4953 [62 [-0.564125

53

GTATATGCACACATGTGTGIGTGTATCTATGTGTATCTATGTGTATGCATGTIGIGTGTGTGT

I ug uc o ou
4 uauaugcacacaugugug ugua  ua g
FErrrrrrrrrrrererr reer
guguguguguguacguau  guau  au u

u gu cu

9
6095 ‘98 -0.580363

32

GTGTATGCGTGTACTCATGTGTGTGTGTGCACACGCTTACGTGCACGTGTGTGTGTGCGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTACAC

ug u ug  ug ug u ug u
5 lquguaugey  uac caug  ug Uy cacacge uacg  cacg g
frrrrrerr e el [ R R R
lcacaugugu  gug gugu  gu  gu  gugugug guge gugu u
gqu u gu  gu  gu u gu =

La secuenciacion masiva brinda nuevas posibilidades a |la prediccion de microRNAs ya que
reduce drasticamente el niumero de candidatos (secuencias transcritas)



PREDECIR GENES DE MICRORNA CON DATOS DE NGS GENOMICA FUNCIONAL

Introduccién

Existen protocolos para medir la expresion de RNA corto. Para ello, se extrae primero el RNA
total de las células. Mediante electroforesis en gel se puede extraer la banda que corresponde a
longitudes entre 17 y 30 nt. Esta banda se amplifica y se secuencia mediante secuenciacion
masiva.

La salida de los secuenciadores se suele dar en formato fastq



FORMATO FASTQ GENOMICA FUNCIONAL

> |dentificador

@SRR037876.8543926 GSM522374_1:1:148:931:861
TAGTTCTACAGTCCGACGATCTCGTATGCCGTCTTC — 7 Secuencia del ‘read’
+

BB@+?0:4@B@-@/A<3A7@-=@<1=@87=?<==9# = > (Calidad del ‘read’
@SRR037876.8543927 GSM522374_1:1:148:931:517
AGCTACATTGTCTGCTGGGTTTCTCGTATGCCGTCT

+

BBC@3<1=872661.@C; @A93+?::.2.7386<;> La calidad

@SRR037876.8543928 GSM522374_1:1:148:931:648 * Los caracteres se puede convertir en un
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTAATCGTATGCCGCT score (Q, Phred score)

+ e Q=ASCll(caracter) - 64

5@059)@6?":9>0<@ @) @=BA8)99@3258####
@SRR037876.8543929 GSM522374_1:1:148:931:770
GCTACATTGTCTGCTGGGTTTCTCGTATGCCGTCTT

l Interpretacién del Phred score
+

Phred quality scores are logarithmically linked to error probabilities

Phred Quality Score Probability of incorrect base call Base call accuracy

10 1in 10 80 %
20 1in 100 99 %
30 1in 1000 93.9 %
40 1in 10000 99.99 %

50 1in 100000 99.999 %



MIRANALYZER GENOMICA FUNCIONAL

El programa tiene las siguientes caracteristicas:

* Detecta todos los microRNAs conocidos
* Mapea los reads a librerias de otros elementos transcritos (RFAM, mRNA, etc)
* Predice nuevos microRNAs

Para poder usar miRanalyzer tenemos que convertir el formato fastq en otro llamado RC (read-
count)

sequence count
GCTATGACGGTTACACTCTCCGGTCG 2.0
TAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGGTG 14.0
AAAGGGATTTTTGGAGCAGGGAGATG 2.0
GGCTGCCTGCGGATGAAGTCGTATGG 1.0

Para convertir fastq a formato RC podemos usar un script en Perl
http://bioinfo2.ugr.es/miRanalyzer/DB/groupReads.zip




CONVERTIR EL FORMATO FASTQ GENOMICA FUNCIONAL

All input options are given in this format: option=value

The following options do exist:

Mandatory input paramter:

Lanzar el programa sin parametros produce la

input=filel . file2 . fileld....

Input Files: The script accepts fastg format

salida del imagen: perl groupReadsV2.pl

output=name of the output file

Solo hay dos parametros obligatorios: el

Optional input parameter:

minReadCount=numeric value: the minimum read count a read must

nombre del fichero de entrada (fastq) y el

must have to be writen out <default 1%

nombre de salida

Quality values: Tuo different waws to control the guality

of the reads are implemented: 1) all bases in a read must

be hetter than a given threszhold (Phred like Illumina scores

——» value=18 —2» one out of ten hases is incorrect, value=28

perl groupReadsV2.pl input=fastq_1.fastq

——2» one out of hundret baszes iz incorrect etc

output=fastq_1.rc

or 2% the mean guality score must be ahove a given value

The value range might be between B and 38

the guality is set like this:

gual=min:value OR

gual=mean:value

Cdefault: gual=min:=@>

phred=solid: the default is to rest 64 from the ASCII guality

character (Illumina). Just set this option if the

if the input is from solid.

scarf=ture: set this option if the input iz in SCARF format

maxLen=value: the maximal length of the reads. If set to

higher values —2» more unigue reads will be

generated {(default: 26>

eachLane=true: set this option if multiple input files are

used. The option forces that a unigue read

must he present in all samples <{default: falsel




PAGINA DE RESUMEN GENOMICA FUNCIONAL

Queing & Execution Parameters Brief Summary :

e S N I . 1 | R ooyl [

{ Analysis completed un que eads: | 351607_:_

You can bookmark thi ge : _hsat. v L. Ditered uniquereads;, 40851 i

ambiguous | | ambiguous | unohs. | ambiguos unobs. | N | ambiguous
Parameters mature matu r | mature-star | mature-star | mature-star | hairpin | hairpin

Alignment to other transcibed entities
Pa r::‘l‘l::t:‘ri E RefSeq_genes | Rfam :

i Predicted candidate microRNAS
Mo. of read clusters: -3 10110 . ] ]
HNo. new microRNAs [trans filterad): 127 'Unlque reads (read cuunt) ' 915 (4785) |




IMICRORNAS PREDICHOS GENOMICA FUNCIONAL

Predicted microRNAS

I I I I I I | I
ID ! chr ! chrom start | chromend ! strand ! wnigue reads ! read count | norm. read count ! no. pos. pred. put. mature

ACTCACAAARACARCAACALAT

rooo--.... TGAGGAAGGAGGCTGCATGG

ACCCTCC CTTGGECEGEGGATCGEGE

seeoene-.. COCAGGGAGGAGCACACTGG

ciaiclaciaclalciaciaciaciacyicppcicy )

GGAGGAAGGAGGGTGTGTGGC

isaa4442 ' doaaasie
38044556 1 38045104 |

_______________________ P

113606318' 113606434 '

_______________________ A

CECGCECECETETETIGTGCG

foio-....._BGCCCGGCGGCCGCGETC

GGEGEGEGEEGGEEGEGT IGEEGEGEGGE

""""" TCAGAAGATTGCAGGGCAGGA



