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Bioinformatik 
/computational biology

„Anwendung mathematischer, statistischer und Computer-
Methoden zur Analyse biologischer, biophysischer und 
biochemischer Daten“ (Georgia Inst. Technol.)

„Entwicklung von Datenbanken und Algorithmen für
die biologische Forschung“ (whatis.com)

„Kombination von Computerwissenschaften, Informations-
Technologie und Genetik zur Analyse der genetischen
Information“ (BitsJournal.com)

Warum Informatik in der Biologie?
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Warum Informatik in der Biologie?

Warum Informatik in der Biologie?

• Bäcker-Hefe      12 069 kb       6 200 Gene 
• Fadenwurm      97 000 kb   20 000 Gene
• Drosophila melanogaster    137 000 kb   14 000 Gene
• Homo sapiens 3 000 000 kb <25 000 Gene
• Reis    400 000 kb   >50 000 Gene !
• Ackerschmalwand    125 000 kb  >25 500 Gene

Genom-Projekte bei Modellorganismen der biologischen
Forschung lassen die Datenmengen rasch anwachsen
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BioInformatik 

Genetik
Biochemie
Physiologie

Algorithmen*
Datenbanken
Visualisierung
Simulation

> Verständnis biologischer Zusammenhänge
> Kenntnis informatischer Methoden

*eine Menge eindeutiger Anweisungen zur Lösung eines Problems 

Die Vision...

www.systemsbiology.org
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Muss ich programmieren können?

Architekt   &    Maurer

Nützlich sind: > Web sites basteln
> PERL als Programmiersprache
> UNIX/Linux als Betriebssysteme
> SQL als Datenbanksprache

Penrose‘s Gesetz

"Jede Formel in einem Buch
halbiert die Anzahl der Leser".

L' = L  x 0,5F

Anzahl der
tatsächlichen
Leser

Anzahl der
potentiellen
Leser

Anzahl der
Formeln



6

Bioinformatik
- Wie sie nicht sein sollte -

Literaturauswahl

Mount, D.M. Bioinformatics. Cold Spring Harbor Press 2004
    (für den -zukünftigen- Profi, z. T. kompliziert)

Hansen, A. Bioinformatik. Ein Leitfaden für Naturwissenschaftler.
    Birkhäuser 2004

Graur, D, Li W-H Fundamentals of Molecular Evolution. Sinauer
    2000 (Super, aber nur Phylogenie/Evolution)
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Das Szenario ...ein neues tödliches Virus!

Severe Acute Respiratory Syndrome

• Symptome: ähnlich Lungenentzündung
• 114 Tage-Epidemie (2002/2003)
• 8098 Erkrankungen, 774 Tote
• 29 Länder betroffen
• eine zeitweise paralysierte asiatische 
  Volkswirtschaft…

Das Szenario ...ein neues tödliches Virus!

• Labor: Isolierung der Erbsubstanz und „Sequenzierung“

• Computer: Erkennen der Virusgene und -proteine (Genvorhersage)

Ähnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? (Phylogenetische Rekonstruktion)

Struktur der Proteine? (Struktur-Vorhersage,
 -Modellierung)

Wirkstoff-Design

• Labor: Wirkstoff-Test
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Jede Zelle enthält den Zellkern mit der
genetischen Information, der DNA

Gene sind Abschnitte auf 
einem langen, fädigen
Molekül, der DNA.

Die DNA ist auf 
Chromosomen aufgeteilt.

Das Genom ist die
Gesamtzahl aller
Gene einer Zelle. DNA = DNA = DDesoxyriboesoxyribonnucleinucleinssäureäure
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G - C
A - T

J. D. Watson J. D. Watson F. H. F. H. CrickCrick    

Die DNA  besteht aus einer Abfolge
(Sequenz) von 4 verschiedenen Bausteinen !

Schreiben einer DNA-Sequenz...

• immer von links (5‘ Ende) nach rechts (3‘ Ende)
• meist nur ein Strang („Watson“ oder „Crick“)

Beispiel:

5‘-GAGGGCTACTGCA-3‘

oder

5‘-TGCAGTAGCCCTC-3‘
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Die Abfolge der 4 „Basen“ der DNA
enthält die Bauanleitung des Lebens !

Informationsspeicher

Informationsabschrift

Produkt 

Wie erkenne ich ein
proteinkodierendes Gen?

AUG
START!

UAG
STOP!

ATG TAG

Met

ORF
= offener Leserahmen
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Viren haben eigene Erbinformation
(manchmal aus RNA)

SARS Coronavirus

Die Ära der Genomforschung

Phi-X 174 sequenced, Nature 1977

„Even the smallest functional DNA varieties seen,
those occurring in small phages, must have

something like 5000 nucleotides in a row. We may,
therefore, leave the task of reading the complete

nucleotide sequence of a DNA for the next century,
which will, however, have other worries.
Progress in Nucleic Acid Research and

Molecular Biology, 1968
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HGP: das Rennen!

S. Wiemann, DKFZ

Methoden der DNA-Sequenzierung

1977

• chemische Sequenzierung (Maxam & Gilbert)

• enzymatische Sequenzierung (Sanger)

synonym: > Kettenabbruch-Sequenzierung
      > Didesoxy-Sequenzierung
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Das Sanger-Verfahren

3‘-GATCCTGACATGAGGATCTAGATCCGTA……-5‘
Sequenz bekannt Sequenz unbekannt DNA-

Matrize
5‘-CTAGGACTGTAC-3‘ Primer>>>DNA-Synthese>>>

5‘-CTAGGACTGTAC TStop

5‘-CTAGGACTGTAC TCCTStop

5‘-CTAGGACTGTAC TCStop

5‘-CTAGGACTGTAC TCCStop

5‘-CTAGGACTGTAC TCCTAStop

5‘-CTAGGACTGTAC TCCTAGStop

Grössen-
sortierung

+
Gel-

Elektrophorese

5‘
TC

C
TA

G
…

3‘

usw.

-

Sequenzdaten- Chromatogramm

Die Auflösung bei der elektrophoretischen
Auftrennung begrenzt die Leselänge einer
Sequenzierung derzeit auf etwa 1000 Bp!!
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Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung

96 Spuren x 1000 Basen = ca. 100 000 Basen in ca. 2 Std

Kapillaren

ABI 3730 Sequencer

Sequenzierzentren arbeiten industriell...
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my diploma thesis: 1kb Maxam-Gilbert, 4 weeks (day & night in the isotope lab)

Sequencing technology:
A million-fold improvement!

Nature 458: 719

tedious cloning
high chemical costs
slow electrophoresis 

PCR or even single molecules
extreme miniaturisation
massively-parallel read-out

NGS technology: How to...
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Schritt 1:

Vermehrung der DNA

water-in-oil emulsionrandom fragmentation adapter ligation

PCR with primers A und B

e. g. emulsion PCR

~1 ssDNA/bead

(2 mio wells in 454/FLX technology)

~1 polony / well

28 um bead

2.Schritt:

Sequenzierung ohne Separation
Beispiel: Pyro-Sequencing (Ronaghi et al. 1996, 1998)

Erstes von den 4 dNTPs
wird zugegeben. Nur bei 
Einbau wird PPi frei.

Sulfurylase synthetisiert 
aus PPi und Adenosin-5-
Phosphosulfat (APS) ein 
ATP.

ATP wird von Luciferase 
für Lichtemission benutzt. 
Licht~ATP~PPi~Nt-Einbau

Apyrase spaltet restliches
dNTP und ATP.
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Next Generation Sequencing
454 Roche Illumina ABI SOLiD

emulsion PCR, 
(28 µm beads)

DNA
matrix

sequencing
method

seq-by-synthesis:
Pyrosequencing

sequencing-by-
ligation

seq-by-synthesis: 
‚reversible‘ Dye-
Terminators

read
length

400 bp
(up to 1000?)

emulsion PCR,
(1 µm beads)

bridge PCR,
isothermal 
(106 /cm2)

35 bp or 2x25
(up to 100?)

2 x 75 bp
(up to 2x100?)

data

runtime

up to 600 Mbp

10 hrs

up to 27 Gbp

9 days

up to 32 Gbp

10 days

reads up to 1.5 Mio up to 270 Mio up to 320 Mio

up to 1000 bp

96 per run

0.1 Mbp

2 hrs

good ol‘
Sanger

plasmid
clones

Dye-terminator
96 capillaries
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Die Auflösung bei der elektrophoretischen
Auftrennung begrenzt die Leselänge einer
Sanger Sequenzierung auf etwa 1000 Bp!!

Sequenzierungsstrategien
sind erforderlich!

Längere DNA-Moleküle (z. B. ganze Genome) müssen
schrittweise (in kleinen Stücken) sequenziert werden. Diese
DNA-Sequenzstücke müssen dann zum Genom zusammen-
Gesetz werden („Assemblierung“).

Die ‚Primer Walking‘-Strategie

3‘ 5‘ DNA-
Matrize5‘

5‘

5‘

3‘

3‘

3‘

P1

P2
P3

Seq1
Seq2
Seq3

• sequentieller Ablauf > langsam
• geordnete Strategie > übersichtlich
• vergleichsweise teuer (Primer kosten Geld)
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Die ‚shotgun‘-Strategie

Ausgangs-DNA-
Moleküle

DNA-Fragmente
(überlappend!)

Sequenzreaktionen

‚zufälliges‘ Zerbrechen der DNA

Assemblierung der Teilsequenzen

ATGGCGAATGCCTTGACGCCGATGCAATTCAAG
  GGCGAATGCCTTGACGCC      ATTCAAGTGCATGTA..
           Überlapp Überlapp

Konsensus-Sequenz

Alignment: 
die Schlüssel-Technik 
der Bioinformatik!

Nt-Substitution

Gap bzw. InDel

identische Asähnliche As

As-Austausch
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Assemblierung von Sequenzen:
Das ‚shortest common superstring‘ Problem

•Sequenz-Reads als ‚Knoten‘
•Überlappung als ‚Kanten‘ Hamilton-Pfad

Konsensus-String aus Hamilton-Pfad
ergibt die gesuchte Gesamtsequenz

…passiert jeden Knoten nur einmal!

Assemblierung der Gesamtsequenz 
aus Einzel-Reads

Reads = {  TTACTAC, TTTTATG, GCATGCC,
      TAAGGTT, ACCCCAG, GCATGCA }

AACCTTACTACTGGGGTTTTATGCATGCATGCC
TTGGAATGATGACCCCAAAATACGTACGTACGG

WatsonWatson
CrickCrick55‘‘

55‘‘ 33‘‘
33‘‘

Der Assembly-Algorithmus vergleicht automatisch die
Reads und ihre „Reverse Complements“. 
Er schreibt dann allerdings nur einen Strang auf....

AACCTTACTACTGGGGTTTTATGCATGCATGCC55‘‘ 33‘‘
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ATGCCTTGACTGC-TT
       GAC-GCGTTGCTAAATGC

CGTTGCGAAACGCTCGATGC
GAAACGCTGGATGCAGTCGCGCGC

ATGCCTTGACtGCGTTGCGAAACGCTsGATGCAGTCGCGCGC

•• Die Einzelsequenzen enthalten üblicherweise Fehler. Die Einzelsequenzen enthalten üblicherweise Fehler.

•• Der Algorithmus muss also nach definierten Kriterien Der Algorithmus muss also nach definierten Kriterien
  eine Konsensus-Sequenz erstellen.  eine Konsensus-Sequenz erstellen.

Assemblierung der Gesamtsequenz 
aus Einzel-Reads

Die Abdeckung der Gesamtsequenz 
erfordert eine „Redundanz“

8-fache Redundanz8-fache Redundanz3-fache Redundanz3-fache Redundanz

Ideal zur Absicherung der Sequenz an jeder Position Ideal zur Absicherung der Sequenz an jeder Position 
ist eine Redundanz von 10x!ist eine Redundanz von 10x!

ProblemProblem: Aufwand, Kosten!: Aufwand, Kosten!
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••  „„RepeatsRepeats““:: besonders problematisch, wennbesonders problematisch, wenn
> > repeatsrepeats länger als Leseweite sind länger als Leseweite sind
> > repeatsrepeats fast identisch sind fast identisch sind

falsches „alignment“
aufgrund starker Ähnlichkeit

repetitiver Sequenzkopien

10

20

Überproportionale Redundanz im Alignment
zeigt problematische Stellen mit Repeats an

Probleme beim Assembly

Genomgrößen im Vergleich

• Hefe      12 069 kb       6 607 Gene 
• Fadenwurm      97 000 kb   20 178 Gene
• Fliege    137 000 kb   13 601 Gene
• Homo sapiens           >3 000 000 kb   19 042 Gene?
• Reis    400 000 kb   >50 000 Gene !
• Ackerschmalwand    125 000 kb >25 500 Gene
• Huhn 1 000 000 kb   <23 000 Gene
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Das Genom des SARS-Virus
• 1 Monat nach Virus-Identifikation 2 Genome sequenziert!
• Länge : 29 740 Bp (RNA)
• nach 3 Monaten > 20 Virus-Isolate sequenziert

Review: Stadler et al. (2003)  Nature Reviews Micobiology 1, 209-218

Das Szenario ...ein neues tödliches Virus!

• Labor: Isolierung der Erbsubstanz und „Sequenzierung“

• Computer: Erkennen der Virusgene und -proteine (Genvorhersage)

Ähnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? (Phylogenetische Rekonstruktion)

Struktur der Proteine? (Struktur-Vorhersage,
 -Modellierung)

Wirkstoff-Design

• Labor: Wirkstoff-Test
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Genvorhersage und Genomannotation

Wo steckt denn nun die 
genetische Information?

  1 ccgaacgctt atagagagct atagagtgaa agctgagaag aaccaaaacg gagcataaac
 61 atgaacagcg atgaggtgca actgatcaag aagacctggg aaatccccgt ggcaacacca
121 acagattctg gagcggcgat actgacgcag tttttcaacc gctttccgtc caacttggag
181 aagttcccct tccgcgatgt tcctttggag gagctaagtg tgagttgtac cttacacata
241 ggtcttcaat taactcaaga ttaacttgat ctgttttctt tcagggaaat gctcgcttcc
301 gagcacatgc cggcagaatc ataagggtct ttgacgagtc catccaggtc ctgggccagg
361 atggcgatct ggagaagctg gacgagatct ggaccaaaat tgccgttagt cacattccgc
421 ggaccgtttc caaggagtct tacaacgtaa gttgaacact gcagtcgagc tctcgacttt
481 gagatacctg ttggtcagat agtggaagtt gaaagctata tgacatttaa aaattcaatt
541 gcatttaaaa catcatttta ttttttttag caactgaaag gagttatcct ggatgtgctg
601 acagctgcct gcagtctgga cgagagtcaa gcggccacgt gggccaagct ggtggaccat
661 gtctacgcaa tcatcttcaa ggcgatcgac gacgacggca acgccaagta gatgaggcag
721 ctggaggtgg agatgcaacc gaatccgcgg a

  1 ccgaacgctt atagagagct atagagtgaa agctgagaag aaccaaaacg gagcataaac
 61 atgaacagcg atgaggtgca actgatcaag aagacctggg aaatccccgt ggcaacacca
121 acagattctg gagcggcgat actgacgcag tttttcaacc gctttccgtc caacttggag
181 aagttcccct tccgcgatgt tcctttggag gagctaagtg tgagttgtac cttacacata
241 ggtcttcaat taactcaaga ttaacttgat ctgttttctt tcagggaaat gctcgcttcc
301 gagcacatgc cggcagaatc ataagggtct ttgacgagtc catccaggtc ctgggccagg
361 atggcgatct ggagaagctg gacgagatct ggaccaaaat tgccgttagt cacattccgc
421 ggaccgtttc caaggagtct tacaacgtaa gttgaacact gcagtcgagc tctcgacttt
481 gagatacctg ttggtcagat agtggaagtt gaaagctata tgacatttaa aaattcaatt
541 gcatttaaaa catcatttta ttttttttag caactgaaag gagttatcct ggatgtgctg
601 acagctgcct gcagtctgga cgagagtcaa gcggccacgt gggccaagct ggtggaccat
661 gtctacgcaa tcatcttcaa ggcgatcgac gacgacggca acgccaagta gatgaggcag
721 ctggaggtgg agatgcaacc gaatccgcgg a
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Bei Eukaryoten-Genomen ist 
Generkennung besonders schwierig

Die Gene bestehen aus proteinkodierenden Abschnitten („Exons“) und 
nicht-kodierenden „Introns“, die durch Spleißen aus der mRNA entfernt werden.

GT…AG
Exon ExonIntron

Das Problem der 
Gen-Identifizierung

•• Funktionelle Teile eines Gens sind als Schnipsel ( Funktionelle Teile eines Gens sind als Schnipsel (ExonsExons))
  verteilt  (durchschnittliche Länge: nur 145 Basenpaare)  verteilt  (durchschnittliche Länge: nur 145 Basenpaare)

DNADNA

EXONS ((„„Nadeln im HeuhaufenNadeln im Heuhaufen““))

GenregionGenregion (Länge 8000 Bp) (Länge 8000 Bp)

typisches menschliches Gen:
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Alles geht! Oder:
Edgar Allen Poe und die DNA-Linguistik

Zum Schatz von Captain Kidd...    („The Gold-Bug“)

• häufigstes engl. Wort? ;48       the

Die (vereinfachte) Aufgabe:

•• gegeben sind uncharakterisierte  gegeben sind uncharakterisierte Genom-DNA-SequenzenGenom-DNA-Sequenzen

•• FINDE... FINDE...
Protein-kodierende RegionenProtein-kodierende Regionen
ExonExon//Intron-GrenzenIntron-Grenzen
mögliche mögliche genregulatorischegenregulatorische Abschnitte Abschnitte

Mache daraus ein Modell für die Struktur des Gens!Mache daraus ein Modell für die Struktur des Gens!
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Warum „vereinfacht“?

•• nicht alle Gene werden in Proteine übersetzt!  nicht alle Gene werden in Proteine übersetzt! 
  (RNA-Gene)  (RNA-Gene)

•• auch nicht alle  auch nicht alle GenregionenGenregionen  proteinkodierenderproteinkodierender Gene werden  Gene werden 
  in Proteine übersetzt   in Proteine übersetzt 
  (5  (5‘‘ und 3 und 3‘‘-untranslatierte -untranslatierte ExonsExons))

•• Gene werden alternativ  Gene werden alternativ gespleißtgespleißt. . 
  Die   Die ALT-mRNAsALT-mRNAs können unterschiedliche Proteine kodieren. können unterschiedliche Proteine kodieren.

Welche „Signale“ von Genen kennen wir?

• Repetitive DNA   =   keine Gene   > wegfiltern

• Startkodons, Stopkodons  > ORFS („open reading frames“)
• Spleiß-Donor/Akzeptor-Stellen (“GT-intron-AG“)

• Promoter: Bindemotive für Transkriptionsfaktoren („Boxen“)
        Startpunkt der Transkription (+1, cap site)
        CpG-Inseln

• Polyadenylierungssignal (AATAAA) am Ende des Transkripts

• „codon usage“ innerhalb von ORFs

Welchen besonderen „Inhalt“ haben Gene?
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Proteinkodierende Gene haben einen
„besonderen Inhalt“

• sie lassen sich als einen „offenen Leserahmen“ (ORF) lesen,
d. h. in eine ununterbrochene Aminosäurefolge übersetzen

Frame 3
Frame 2
Frame 1

Frame 4
Frame 6
Frame 5

5‘

5‘

3‘

3‘

Suche nach ORFs

1
2
3

4
5
6

Start
Stop Potenzielle Gene

DNAstar Programmpaket
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html

Der NCBI-ORFfinder

CDS
Coding
sequence

Sars genom gene, überlapp gene
Wieviele etc 

NCBI-ORFfinder: SARS-Genom

zwei längere ORFs
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SARS-Genom und seine Gene

ORF1a und ORF 1b werden zunächst in ein Protein übersetzt (ORF1a/b),
(was dann in mehrere Teilproteine zerlegt wird)

SARS-Genom und seine Gene

Virengenome haben im Gegensatz zu Eukaryoten-Genomen
häufig überlappende Genbereiche!
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SARS-Gene und Proteine

ORFs mit z.T.
unbekannter
Identität und Funktion
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ORF-Suche ist nicht ausreichend, um Genmodelle
vorherzusagen!

Moderne integrierte Genvorhersage-Programme 
verbinden Suche nach Signalen mit neueren 
statistischen Methoden...

...Hidden Markov Models (HMM)

Markov WER??

• Andrei Andreyevich Markov (1856-1922)

• Markov-Kette:

Eine Markovkette ist ein stochastischer Prozess, der
nacheinander eine Reihe von Zuständen mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit durchläuft. Dabei hängt
die Wahrscheinlichkeit für den jeweils nächsten
Zustand nur vom aktuellen Zustand ab:
P(ti+1|ti, ti-1,...,tj) = P(ti+1|ti)

Pfeile geben
Übergangswahrscheinlichkeiten an
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Hidden Markov Models

• verwende statistische Informationen, um Abfolgen (z. B. Sequenzen) zu
klassifizieren

• Analogie:
    „Automatische Erkennung der Sprache eines Textes“

In einem typischen deutschen Text macht der Buchstabe ‚e‘ ca. 16,55% aller
Buchstaben aus, in einem schwedischen nur ca. 9.77%.

⇒ zähle die e‘s im Text, um zu berechnen mit welcher
          Wahrscheinlichkeit es sich um einen deutschen Text handelt

Was ist denn da „hidden“??

• wir sehen nur die „e‘s“

• dahinter versteckt sich
  die Information:

  „dies ist ein deutscher Text“

„emission“

„state“

Hidden Markov Models
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• Anwendungsgebiete in der Bioinformatik:

> Vorhersage der Genstruktur (Exons/Introns)

> Vorhersage von Promoterbereichen

> Erstellung von Modellen für Proteinfamilien
              zum Suchen nach entfernt verwandten Proteinen
              in DB („profile HMMs“)

Hidden Markov Models

Von der reinen Textsuche zum HMM

ACA---ATG
TCAACTATC
ACAC--AGC
AGA---ATC
ACCG--ATC

Textsuche würde erfolgen nach:

(AT)(GC)(AC)(ACGT)* A(TG)(GC)

Kann bei Suche nicht unterscheiden zwischen...

...einer plausiblen Sequenz (zB der Konsensus-S.)

...und einer höchst unwahrscheinlichen Sequenz

ACAC--ATC

TGCT--AGG

1
2
3
4
5

Bsp.: Fünf Sequenzen, die
ein funktionell  wichtiges
Signal definieren
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Also besser:
Bewerten, ob Sequenzabfolge „gut“ in das Alignment passt...

ACA---ATG
TCAACTATC
ACAC--AGC
AGA---ATC
ACCG--ATC

HMM

Emissions-
wahrscheinlichkeit

Übergangs-
wahrscheinlichkeit

Von der reinen Textsuche zum HMM

Das Szenario...ein neues tödliches Virus!

• Labor: Isolierung der Erbsubstanz und „Sequenzierung“

• Computer: Erkennen der Virusgene und -proteine (Genvorhersage)

Ähnlichkeit zu bekannten Genen oder Proteinen? 
(Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? (Phylogenetische Rekonstruktion)

Struktur der Proteine? (Struktur-Vorhersage,
 -Modellierung)

Wirkstoff-Design

• Labor: Wirkstoff-Test
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Datenbanken in der 
Molekularbiologie

• Literaturdatenbanken

• Sequenzdatenbanken

- primäre DB: annotierte DNA- u. Proteinsequenzen

- abgeleitete DB: interpretierte Sequenzdaten 
   (z.B. Proteindomänen oder Stoffwechselwege)

Datenbanken- 
Wachstum

Computer

GenBank
Publikationen
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Datenbank-Wachstum

22,617,000,000 bases in 
18,197,000 sequence records 
(August 2002)

35,599,621,471 bases in 
29,819,397 sequence records 
(Oct 2003) 

43,194,602,655 bases in 
38,941,263 sequence records 
(Oct 2004) 

Datenbanken in der Molekularbiologie

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

National Center for Biotechnology Information,
Am NIH, Bethesda, Maryland, USA

http://www.ebi.ac.uk

European Bioinformatics Institute,
Sanger Campus, Hinxton, GB
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Sequenz-Datenbanken

NCBI > GenBank (1979)

EBI > EMBL database (1980)

Genome-Net > DDBJ = DNA database of Japan (1984)

• Täglicher Abgleich erfolgt zwischen allen drei Datenbanken

• dennoch Unterschiede in der Redundanz und Annotations-
   Präzision

• jeder darf Einträge vornehmen!

Ein GenBank-Eintrag
accession no.

Version

Zitat

CDS = coding sequence

übersetzte Protein-
sequenz

GI-Nr. ist singulär!

Nukleotidsequenz
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Integrierte Such-Werkzeuge!
• Entrez /NCBI • SRS sequence retrieval system /EBI

www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

Entrez sars
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BLAST BLAST ((Altschul Altschul et al. 1991, 1997)et al. 1991, 1997)

„Basic Local Alignment Search Tool“

Suche in Sequenzdatenbanken

David LipmanStephen Altschul

Populärstes (und schnellstes) Werkzeug:

Eine bekannte verwandte Sequenz in den Datenbanken
ermöglicht einen ersten schnellen Hinweis auf die Identität
und Funktion einer unbekannten Sequenz.

Verknüpfung über Lücken 

HSPs

Datenbanksequenz
(„subject“) 

Suchsequenz
(„query“)Index-

Einträge
der Länge w

erster Hit

Fensterlänge A

Gibt es 2. Hit?

BLAST

High-scoring segment pair 
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• zunächst wird nach
kurzen lokal passenden
Abschnitten („words“)
gesucht

• dabei werden auch
ähnliche word-hits
akzeptiert

• dann versucht
BLAST, die Bereiche
neben den „matching
words“ unter
Einbeziehung von
Lücken zu optimieren

(word size W = 11 bei DNA)

BLAST

1. Suchsequenz wird in ‚words‘ der Länge w „zerbrochen“

2. mit Index dieser ‚words‘ wird Datenbank durchsucht

3. ein „word hit“ liegt vor, wenn das ‚word‘ exakt oder in
      ähnlicher Form (threshhold-Score >T) erkannt wird

> word size kann hoch bleiben (speed) ohne Sensitivitätsverlust
> erhöhe T : weniger ‚background words‘, schneller
> erniedrige T : entfernte Verwandschaften zu finden 

4. ausgehend von ‚word hit‘ wird lokales optimales alignment 
      verlängert, bis Score S durch mismatches stark abfällt

(= HSP, high-scoring segment pair)
> dabei können kleine Lücken toleriert werden

BLAST
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BLAST-Suche der ORFs des
SARS-CoV

Programm BLASTP
d.h. Suche auf Proteinsequenzebene

Datenbank nr (non-redundant)

BLAST-Suche: die Ergebnisliste

..es gibt natürlich
schon einige SARS-
Datenbankeinträge

…unser ORF ist 
ähnlich zu Nukleo-
capsid-Protein 
anderer Coronaviren!
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BLAST-Suche: ein Alignment!

Alignment von Suchsequenz (query) und einer
gefundenen Datenbank-Sequenz (subject)

Identität 36%
Similarität 51%*
Lücken 10%

*bezieht chemische
Ähnlichkeit von
Aminosäuren ein

Exkurs: Protein-Similarität

C
P

GGAVI
L

M
F

Y
W H

K
R

E Q

D
NS

T
CSH

S+S

positiv

geladen
polar

aliphatisch

aromatisch

klein

Sehr klein

hydrophob

Je mehr Linien von einer zur anderen Aminosäure zu überqueren sind,
desto chemisch unähnlicher sind die beiden As.
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BLAST bewertet die Signifikanz 
eines Alignments!

Der E-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der der für den Match
gefundene Score-Wert aus Zufall beim Durchsuchen einer Datenbank
der verwendeten Größe auftritt.

Annotation 
der SARS-
Proteine/
Gene
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Warum wohl SARS-BLAST-
Suche auf Proteinebene?

GCT GAC TCT
Ala Asp Ser

GCG GAT AGC
Ala Asp Ser

Evolutionszeit

Während der Evolution wird die DNA 
durch ‚stille‘ Mutationen stark verändert,
während die Selektion die Veränderung
auf Aminosäureebene weitgehend
verhindert:

• Suche auf DNA-Ebene funktioniert
nur zwischen nahe verwandten Taxa/
Genen

• Suche auf Aminosäureebene kann
noch Ähnlichkeiten von entfernt
verwandten Sequenzen detektieren

Gene identifizieren durch
Datenbanksuchen

Vorzugsweise wird zuerst nach Datenbankeinträgen desselben oder näher
verwandter Organismen gesucht (auf DNA-Ebene), dann auf Proteinebene nach
Ähnlichkeiten in entfernten Organismen (oder entfernt verwandten Proteinen).

Ein passender ‚Match‘ mit einem bekannten Gen (auf
Nukleotidebene) oder Protein (Aminosäureebene) ist 
der direkteste Beweis, dass in der Suchsequenz ein 
Gen liegt.
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Das Szenario ...ein neues tödliches Virus!

• Labor: Isolierung der Erbsubstanz und „Sequenzierung“

• Computer: Erkennen der Virusgene und -proteine (Genvorhersage)

Ähnlichkeit zu bekannten Genen oder Proteinen? 
(Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? (Phylogenetische Rekonstruktion)

Struktur der Proteine? (Struktur-Vorhersage,
 -Modellierung)

Wirkstoff-Design

• Labor: Wirkstoff-Test

Molekulare Phylogenie

• Verwandtschaft von Organismen 
  (molekulare Systematik, Forensik)

• Verwandschaft zwischen Genen/Proteinen 
  (Genomevolution, Gen/Proteinfunktion)

• Wie haben sich Lebewesen ausgebreitet 
  (Anthropologie, Ökologie, Epidemiologie)
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Molekulare Daten und Phylogenie
• Sequenzen sind direkt vererbt; keine Umwelteinflüsse

• Sequenzdaten sind in großer Menge relativ kostengünstig und schnell zu erhalten 
  (Dank sei der PCR!!!)

• weitgehend frei von Interpretationseinflüssen („reduziert“, „etwas abgeflacht“ etc.)

• Sequenzen evolvieren insgesamt gleichförmiger als morphologische oder 
  physiologische Charaktere

• Sequenzen erlauben Vergleiche über große Distanzen (Tiere, Pilze, Pflanzen)

• „sophisticated“ Modelle zur mathematisch/statistischen Behandlung der Sequenz-
  evolution existieren

Dennoch: auch molekulare Daten können zu falschen
Stammbäumen führen

Phylogenie-Rekonstruktion ist
kein triviales Problem

• es ist viel leichter und sicherer, einen un-
verwurzelten Baum zu erstellen:
d. h. nur dann „rooten“, wenn die
Outgroup klar definiert ist
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Die allgemeine Vorgehensweise…

Sequenz 1:   KIADKNFTYRHHNQLV
Sequenz 2:   KVAEKNMTFRRFNDII
Sequenz 3:   KIADKDFTYRHW-QLV
Sequenz 4:   KVADKNFSYRHHNNVV
Sequenz 5:   KLADKQFTFRHH-QLV Sequenz 5

Sequenz 3

Sequenz 2

Sequenz 4

Sequenz 1

Multiples Sequenzalignment erstellen (DNA oder Protein)

Sequenzen vergleichen > Ähnlichkeit bestimmen

Aus Ähnlichkeitsmaß die Verwandschaft rekonstruieren (Baum)

Wann DNA? Wann Protein?

Eng verwandte SARS-Varianten
in der Population 

Corona-Virus-Gruppen
aus verschiedenen Spezies 
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Multiples Alignment ist eine
Hypothese zur Sequenzevolution

SeqA  N A – F L S 
SeqB  N A – F - S
SeqC  N A K Y L S
SeqD  N A – Y L S

NAYLS NAKYLS NAFS NAFLS

+K -L

Y -> F

Warum ist es problematisch, das 
„richtige“ Alignment zu konstruieren?

• 2 x 300 Bp = 1088 mögliche Alignments!!!

• Computer-Algorithmen erforderlich, die
  ohne ausführliche Suche auskommen.
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seqA TCAGACGATTG (11)
seqB TCGGAGCTG (9)

I. TCAG-ACG-ATTG
TC-GGA-GC-T-G

II. TCAGACGATTG
TCGGAGCTG--

III. TCAG-ACGATTG
     TC-GGA--GCTG

Was ist richtig? 
Wir treffen damit Annahme über den Ablauf der Evolution!!!!

Keine mismatches

Keine internen Lücken

„Von beidem Etwas“

Warum ist problematisch, das 
„richtige“ Alignment zu konstruieren?

Jede Sequenz lässt sich mit einer 
jeden anderen Sequenz alignen!

Aber macht das Alignment auch Sinn?
 

Also: Haben wir die richtigen An-
nahmen über den Verlauf der Evolution 
getroffen??

Wir brauchen „evolutionäre Modelle“, um ein möglichst
richtiges Alignment zu erstellen!
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Wie erstellt man ein möglichst 
„richtiges“ Alignment ?

‚Evolutionsmodell‘: Die Aminosäure Cystein ist für die Proteinstruktur äußerst wichtig!

 Cysteine sind daher konserviert während der Evolution!
 Cysteine können daher beim Alignment zweier Proteinsequenzen als Ankerpunkte dienen
 ein Alignment mit übereinanderstehenden Cysteinen würde danach mit Pluspunkten ‚belohnt‘

Bov Co-V
SARS
Mur HepV

SARS: konservierte Cysteine
im Alignment des spike-Proteins

Verwandschaft von SARS zu Gruppe 2-Coronaviren?

Exkurs:
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Ein einfacher Score-Wert zur 
Bewertung eines Alignments

S = Y  -   ∑  Wk x Zk

S = Similarity-Score (‚Belohnungspunkte‘)
Y = Anzahl an Matches

Zk  = Anzahl der gaps mit Länge k
Wk = gap penalty für gaps der Länge k

Mit Setzen der gap penalty trifft man Annahmen über die
relative Häufigkeit von indel-Mutationen während der Evolution!

Eine einfache Identitätsmatrix
bei Nukleotidsequenzen

A  C  G  T
A 
C 
G 
T

1

1

1

1

0

0

0

0

0 0

• alle Richtungen von
Nt-Austauschen sind
gleich wahrscheinlich

• bei jedem „match“
beider Sequenzen
gibt es 1 Belohnungspunkt für 
den Übereinstimmungs-Score
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Substitutions-Matrizen 
für Proteine

• bei Proteinen gibt es 20 As!

• chemisch-funktionelle Ähnlichkeit bestimmt Wahrscheinlichkeit
  eines Austauschs während der Evolution. Daher...

• ...sind die „Kosten“ für bestimmte Austausche (bzw. die Beloh-
  nung für gleiche As) unterschiedlich hoch!

• Definition der Kosten erfolgt über Matrizen:

z. B. PAM-Matrizen (Dayhoff 1978)

LysArg

PAM-Matrizen
...definieren ‚Belohnungswerte‘
für zwei Aminosäuren, die sich
in einem Alignment gegenüber-
stehen:

• positiver Wert = Aminosäuren,
die sich häufig in Alignments
gegenüberstehen und somit
‚funktionell konserviert‘ sind

 z.B. W-W     17
        C -C      12

aber W-V     - 6
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Wir haben also Kriterien (Substitu-
tionsmatrizen, gap penalties), um
Alignments zu bewerten.

Aber wie werden Alignments erstellt?

Needleman-Wunsch (N-W)  1970

• Bei Erstellung des Alignments werden zunächst kleine 
Problem-Schritte gelöst. Dann wird aus den Teillösungen
das Gesamtalignment rekonstruiert

• Algorithmus: „dynamic programming“ 
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• es wird zunächst eine zweidimensionale Matrix mit den beiden zu 
  vergleichenden Sequenzen erstellt

• in die Zellen der Matrix wird der Alignment-Score für die jeweils
  verglichenen Sequenzpositionen hineingeschrieben. Die Berechnung
  des Score-Werts erfolgt natürlich anhand einer Substitutionsmatrize.

• das Alignment ergibt sich als Pfad durch die Matrix. Der Pfad mit 
  der höchsten Endsumme gewinnt...

Needleman-Wunsch

Vom Alignment zu einem einfachen 
Baum-Rekonstruktionsverfahren…

Aus dem Alignment ergibt sich zunächst, wie ähnlich oder unähnlich die
Sequenzen zueinander sind.

Meist wird eine Distanzmatrix erstellt:

        A   B   C   D
OTU A   0   6  10  18
OTU B       0  12  20
OTU C           0  19
OTU D               0

* OTU = operational taxonomic unit: z. B. Spezies, Gen, Protein

*
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Vom Alignment zu einem einfachen 
Baum-Rekonstruktionsverfahren…

UPGMA
=

Unweighted Pair-Group Method using
Arithmetric Means

Sokal and Michener 1967!

…eine Methode, die auf der Berechnung von Unähnlichkeiten
(Distanzen) der alignierten Sequenzen beruht („Distanz-Methode“)

UPGMA

        A   B   C   D 
OTU A   0   6  10  18 
OTU B       0  12  20
OTU C           0  19
OTU D               0

         A/B   C   D 
OTU A/B   0   11  19 
OTU C          0  19
OTU D              0

3 A

3 B

2.5

5.5
C

3 A

3 B

6
1.

2.

Ausgangs-Distanz-Matrix

Neu berechnete Distanz-Matrix
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UPGMA

              A/B/C  D 
Sequenz A/B/C   0   19
Sequenz D            0

A

3 B

2.5

5.5 C

D

4

9.5

33.
Neu berechnete Distanz-Matrix

UPGMA

        A   B   C   D 
OTU A   0   6  10  18 
OTU B       0  12  20
OTU C           0  19
OTU D               0

        A   B   C   D 
OTU A   0   6  11  19 
OTU B       0  11  19
OTU C           0  19
OTU D               0

A

3 B

2.5

5.5 C

D

4

9.5

3

Ausgangsmatrix

rekonstruierte Matrix
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UPGMA

SARS-Phylogenie
RNA Polymerase (As) Spike Protein (As)

Unterschiedliche Datensätze und Rekonstruktionsmethoden können
leicht unterschiedliche Baum-Topologien ergeben!!

Aber: SARS Co-V ist alter Verwandter der Gruppe 2 Coronaviren
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SARS-Phylogenie

SARS-Phylogenie
DNA (Komplettgenom)

• Varianten sind >99%
  identisch. Dennoch
  ist eine geographische
  Zuordnung möglich.

Sequenz zeigt
Besonderheit:
  Sein Spike-Gen hat
  29 Bp zusätzlich, die
  sonst nur in tierischen
  SARS-Verwandten
  gefunden worden sind! 
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SARS-Phylogenie

Larvenroller - palm civet
(Paguma larvata)

Marderhund - Raccoon dog
(Nyctereutes procyonoides)

SARS-
Lebens-
Zyklus
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?


