MSc Biologie Modul 7A:

,, Genomforschung und Bioinformatik “

T. Hankeln (AG Molekulargenetik & Genomanalyse)
mit A. Bicker, D. André, L. Hellmann, C. Osterhof, A. Prothmann,
Michel Seiwert, Benjamin Rieger

& Holger Herlyn (Anthropologie) sowie Julian Konig (IMB)

14+X Tage, ganztigig, 12.11.18 - 30.11.18
Seminar inklusive
Seminarraum Genetik, J. J. Becherweg 32, EG

Beginn Mo 12.11.18,9.00 Uhr

* Anwendung von Literatur- und Sequenzdatenbanken
* Sequenzierprojekte (RNA, DNA)

Genvorhersage und komparative Genomik
Phylogenetische Rekonstruktion

Detektion adaptiver Evolution

Next-Gen Sequencing (RNA-Seq, Exon-Seq etc)




WS2018/2019

,Genomforschung und Sequenzanalyse
- Einfiihrung in Methoden der Bioinformatik- *

Thomas Hankeln
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Institut fiir Organismische und Molekulare Evolutionsbiologie
Fachbereich Biologie
Johannes Gutenberg Universitit Mainz

AG Molekulargenetik und Genomanalyse

Die AG ist im Jahre 2017 aus dem urspriinglich 1994 gegriindeten Institut fiir Molekulargenetik, gentechnologische Sicherheitsforschung und Beratung (IMSB) hervorgegangen.

Ihre gegenwartigen Forschungsaktivititen umfassen:

» Funktionsanalyse und molekulare Evolution der Globin-Genfamilie

» Genomanalyse und Genregulationsmechanismen bei hypoxietoleranten, krebs- und alterungsresistenten Nagetieren
* Genomsequenzierung und molekulare Phylogenomik weitgehend unerforschter Tierstimme

» Entwicklung von Methoden fiir die Artendiagnostik in Nahrungsmitteln durch Next-Generation-Sequencing
 Aufklarung der Bedeutung von repetitiver ,Junk DNA" in der Evolution von Genomen und Chromosomen bei Insekten

| Informationen und Material zu Lehrveranstaltungen

¢ MSc-Modul 7A/B ,Genomforschung und Sequenzanalyse” (AG Hankeln)
Néchster Termin: Nov./Dez. 2017 (Anmeldung per JOGUstine)

PDFs zur Modul 7A-Vorlesung "Genomforschung und Sequenzanalyse” (T. Hankeln)

(1)(2)(3)(4) (5)(6)(7)(8)(9)(10)(11) (12) Seq-Testfile zu VL1
Ergénzende PDFs zum MSc-Modul 7A (F1-Praktikum ,Genomforschung und Sequenzanalyse*)

M2)(3)(4)(5)(6)
PDFs zur erganzenden Vorlesung ,Molekulare Evolution von Genen und Genomen“ (T. Hankeln)

MBI HNEE[1NE)

* MSc-Modul 8A/B ,Genexpressionsanalyse in der Entwicklungsgenetik” (AG Hankeln / Dr. C. Berger)
Néchster Termin: Nov./Dez. 2017 (Anmeldung per JOGUstine)

* BSc-Modul 13/14 ,Analyse von Eukaryotengenen“ (AG Hankeln).
Néchster Termin: 13. - 24. Februar 2017, ganztags (Anmeldung per JOGUstine)

* BSc-Modul 13/14 ,Molekulargenetik der Eukaryoten“ (Hankeln, Kraemer, Rapp, Bicker).
Néchster Termin: 08. Mai - 02. Juni 2017, Durchfithrung halbtags (Anmeldung per JOGUstine)

* BSc-Modul 8 Grundvorlesung & Grundpraktikum , Allgemeine und Molekulare Genetik“

PDFs zur Grundvorlesung: DNA Chromatin Replikation Genorganisation/Trankription1 Transkription2 Transkription3 Gentechnologie

bzw. 1m READER-
Verzeichnis



Termine und voraussichtliche Themen:

22.10. Mo Gene, Genome, Sequenzierung: molekularbiolog. Grundlagen
25.10. Do Strategien der Gen-Suche, Datenbanken und Sequenzformate
26.10. Fr Sequenzvergleiche (,alignment®)

29.10. Mo Datenbank-Suchen

30.10. D1 Multiples Alignment

31.10. M1 Phylogenetische Rekonstruktion 1

06.11. D1 Phylogenetische Rekonstruktion 2

07.11. M1 Methoden der Genomsequenzierung

08.11. Do Genvorhersage und -Annotation

Weitere VL-Teile im Rahmen des Kurses:

Verarbeitung groBBer Sequenzdatensitze (NGS), Funktionelle Genomforschung (SNPs, Mikroarrays, RNA-Seq,
Chip-Seq etc.)



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




Bioinformatik
[computational biology

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

,2entwicklung von Datenbanken und Algorithmen far
die biologische Forschung® (whatis.com)

2Kombination von Computerwissenschaften, Informations-
Technologie und Genetik zur Analyse der genetischen
Information® (Bitsdournal.com)



Bioinformatik
- die etwas engere Sichtweise-

\

S. O’ Brien: Deposition
(Neapel 2002) CU ration
Accessing  ~of linear genetic information
Manipulation
Interpretation’

also: Entwickeln und Benutzen von Sequenz-Datenbanken,
Such-Werkzeugen und Tools zur Datenauswertung



Muss ich programmieren konnen?

| j?_\

Architekt & Maurer

Nutzlich sind: > \Web sites basteln
> PERL als Programmiersprache
> UNIX/Linux als Betriebssysteme
> SQL als Datenbankformat



Literatur

Zvelebil M, Baum JO, Understanding bioinformatics. Garland
Science 2008 (gute Mischung...)

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

Hansen, A. Bioinformatik. Ein Leitfaden fur Naturwissenschaftler.
Birkhauser 2004

Graur, D, Li W.-H. Fundamentals of Molecular Evolution. Sinauer
2000 (Super, aber nur Phylogenie/Evolution)



Das Szenario ...ein neues todliches Virus!

Severe Acute Respiratory Syndrome

« Symptome: ahnlich Lungenentziundung

* 114 Tage-Epidemie (2002/2003)

« 8098 Erkrankungen, 774 Tote

« 29 Lander betroffen

* eine paralysierte asiatische
Volkswirtschatt...




Das Szenario . ein neues tsdliches Virus!

e [Labor:
a

e Computer:

'

e [Labor:

Isolierung der Erbsubstanz, Sequenzierung

Ahnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)
Verwandschaft? (Phylogenetische Rekonstruktion)
De-Kodierung der Virusproteine (Genvorhersage)

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

Wirkstoff-Test



DNA als Speicher der
genetischen Information

DNA-Synthese
(Replikation)

RNA-Synthese
(Transkription)

Proteinsynthese
(Translation)

PROTEIN
H.N - D - 68-@ T <@ COO0H

Aminosauren

Informationsspeicher

Informationsabschrift




Q:

Wie erkenne ich (oder der Computer),
dass ein DNA-Abschnitt
ein Protein-kodierendes Gen enthalt?



Wie erkenne ich ein

proteinkodierendes Gen?

RNA-Synthese
(Transkription)

¥ RNA
bl b Lt £ ) L 1] bl M
AUG Proteinsynthese ET%E,
START! (Translation) :

PROTEIN

R

COOH

Aminosauren

ORF
= offener Leserahmen



Der DNA-Doppelstrang

Opposite polarity of the two strands Hydrogen bonding in A-T and G-C base pairs




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'



,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

Phi-X 174 sequenced, Nature 1977




Methoden der DNA-Sequenzierung

1977 (ott schosld)

« chemische Sequenzierung (Maxam & Gilbert)

* enzymatische Sequenzierung (sanger)

synonym: > Kettenabbruch-Sequenzierung
> Didesoxy-Sequenzierung




2000: Human Genome Project
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Next-Generation Sequencing

12.000
Anzahl publizierter
Genome in NCBI
10.000 .
Sequenzierkosten Datenbank
pro Mb in S

8.000

6.000 -~

4.000 - :

2.000 \K

O 02009 2010 2011 2012

1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011

* Pyrosequencing (454), ion-based sequencing (lon Torrent)
» seq-by-synthesis with reversible terminators (lllumina)
* single molecule sequencing (PacBio, Nanopore)

...werden spater erkiart!



Das Sanger-Verfahren

» Replikation in vitro! Zutaten?
Matrize (einzelstrangig),
Primer, DNA-Polymerase, dNTPs

» ...der nobelpreiswurdige Trick:

Dideoxynucleotide (ddNTP) —
0O 0O @)
l | |
,1erminatoren®“ 0 — 'l’—O—'I’—O—il’—O—CHz ;
ase . .
O O (0} o)
H 75>¢ H o
H H - h 4 ' '
Deoxynucleotide (dNTP) m a C t S -
@) 0O @)
Il Il |
O—P—O0O—P—O0—P—0—CH,
| | | Base
O o) O O
N1
H 5> H




Das Sanger-Verfahren

Sequenz bekannt Sequenz unbekannt DNA.-
3‘-GATCCTGACATGAGGATCTAGATCCGTA...... -3¢  Matrize
5‘-CTAGGACTGTAC-3¢ >>>DNA-Synthese>>> Primer

: S,
5“CTAGGACTGTAC T
5¢-CTAGGACTGTAC | C*”  usw.
5-CTAGGACTGTAC 1 C*" Griman —_
sortierung —
3¢-CTAGGACTGTAC > = é
5¢.CTAGGACTGTAC AN S
Stop \4 — \E
5-CTAGGACTGTAC G ¥ n

Gel-
Elektrophorese



Das Sanger-Verfahren

Q: In welcher Richtung wird eine DNA mit dem
Sanger-Verfahren entschlusselt?

Wer bestimmt diese Richtung?

Eine Sanger-Sequenzierungsreaktion
wird immer in 3 > 3" -Richtung
(Polymerase!) gelesen!

(egal, welcher der beiden Strange gerade sequenziert wird)



Sanger-Chromatogramm
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Welche Matrizen-Molekule
konnen wir so sequenzieren?

A INSERT B PCR PRODUCT

/ SEQUENCING ﬂ

INSERT INSERT

U 5’

OR




,Doppelstrangige® Sequenzierung!!

5‘é 3° ,,Forward read”

,CRICK" | R¢ P\ 5

Nucleotide| ~ [Phosphate

Image adapted from: National Human Genome Research Institute

3 b 5‘ ”Reverse read“
c AT G C

Wir Uberprufen also:
Passen die beiden Sequenzen fehlerlos zueinander?



DNA-Sequenzierung

vor etwa 20 Jahren

» Gerat: ABI 377

 konventionelles Gel
(0,4 mm dick)

* Problem: , Tracking"®
der Spuren bei der
Auswertung durch
Computer

96 Spuren x 600 Basen = ca. 60 000 Basen in ca. 12 Std

Durchsatz limitiert durch zu hohe Hitze bei hohen Feldstarken (>50V/cm) in 0,4 mm Gelen



Hochdurchsatz-DNA -
Sequenzierung vor 10 Jahren

Applied Biosystems 3730x/ DNA Analyzer.

Kapillar-Elektrophorese

* kein tracking-Problem!!!

* mehr Oberflache/Vol.
> besserer Hitzeabtransport

» hohere Feldstarken moglich
> ein Run ca. 2 Std.

* Run bei ca. 70°C minimiert
Ruckfaltungen der Sequenzierprodukte
(,Kompressionen®)

« Jlineares” Polyacrylamid als
Matrix ist erneuerbar in Kapillaren



,Base calling“

1. ldealisierte Peak-Vorhersage:
ausgehend von gleichmaldig angeordneten Peak-Regionen
werden beidseitig idealisierte Peak-Positionen vorhergesagt

2. beobachtete Peaks werden identifiziert

3. Anpassen von beobachteten an die vorhergesagten Peaks
> Weglassen oder Splitten von Peaks
> Liste von ,matched” Peaks ergibt Sequenz

4. .unpassende” Peaks werden uberpruft und u.U. eingepasst

PHRED-Base caller:
Ewing et al. (1998) Genome Res. 8, 175-185

Der Computer liefert parallel einen File mit der ,reinen” DNA-
Sequenz (ASCIIl-Format; ,name.seq”), sowie den Chromatogramm-
File (,name.abd” oder ,name.scf" /fiir standard chromatogram format)



Qualitatsbewertung in
Chromatogrammem

Ewing and Green (1998) Genome Res. 8, 186-194

Phred'Wert q — '10 X |Og1o (p) p = Irrtums-Wahrscheinlichkeit

Phred-Wert 20 > error rate 0,01 gute Qualitat: mind. Phred 20
Phred-Wert 30 > error rate 0,001

30 40 S0 £
oyt et 1 iR 11 AR ¥ 14
C]"HT GG ATCCCCCCG AATCCATGGE ATTRTT




Table 2.1. Base—nucleic acid codes

Symbol Meaning Explanation

G G Guanine

A A Adenine

I i Thymine

€ C Cytosine

R AorG puRine

Y Corl pYrimidine

M AorC aMino

K GorT Keto

S GorG Strong interactions

3 h bonds
W AorT Weak interactions
2 h bonds

H N Corl H follows G in
not G alphabet

B EC Gor I B follows A in
not A alphabet

\Y A, Cor G V follows U in
not T (not U) alphabet

D A, GorT D follows C in
not C alphabet

N € Gor il Any base

Adapted from NC-IUB (1984).

Der IUB-
Ambiguity-
Code fur
DNA



Sequenzierung , kurzer*
DNA-Fragmente

Bei Integrat-Langen bis etwa 1000 bp ist es moglich, mit zwei
Sequenzierungsreaktionen die vollstandige Basenabfolge
auf beiden Strangen zu ermitteln.

Primer
_L ............................................................................... >
[ vekor ] Titegrat [ vVesor ]
4 ------------------------------------------------------------------------------- h
Primer 2

,doppelstrangige Sequenzierung” = Gold-Standard




Sequenzierungsstrategien
sind erforderlich!

%

e LR w’\}mww BTN

L E S : 1000 B i Lo e v oA Bl z T
‘%".H“Mm'é”nm“m“AHHEHE%”M Hm“%"y“““”‘%"nu TG TTTTTTATG TTo T AAA AT
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Langere DNA-Molekule (z. B. ganze Genome) mussen
schrittweise (in kleinen Stucken) sequenziert werden. Diese
DNA-Sequenzstucke mussen dann zum Genom zusammen-
Gesetz werden (,Assemblierung’



Die ,Primer Walking‘-Strategie

3‘—5‘ DNA-
Seq] 5‘|l|)_|>1 - 3¢ Matrize
Seq?2 > > 3
S€q3 bz 5¢=p > 3¢

P3

* in Kombination mit Sanger-Verfahren
 sequentieller Ablauf > langsam

« geordnete Strategie > ubersichtlich

* vergleichsweise teuer (Primer kosten Geld)




Die ,Primer Walking‘-strategy

...gleichzeitig VOR und ZURUCK > ds-Sequenzierung



Die ,shotgun‘-Strategie

Ausgangs-DNA -
Molekiile

_1 ,zufélliges® Zerbrechen der DNA

T

[ d
» <

> . DNA-Fragmente

- — (iiberlappend!)
Sequenzreaktionen

1 Assemblierung der Teilsequenzen

y
% ATGGCGAATGCCTTGACGCCGATGCAATTCAAG

GGCGAATGCCTTGACGCC ATTCAAGTGCATGTA. .
Uberlapp Uberlapp

Konsensus-Sequenz >




Die ,shotgun‘-Strategie

EZ | Target DNA
Digest with enzymes
or shear <
| ) [ ] (3 [ m C 13 [ 1
| [ 123 E ] [ 1
EAEEA | ][ 10 1 ] [ 1 B3 23
1 Clone fragments in vector )
1 Sequence K_Ionierung
nicht mehr
PN erforderlich
bei NGS-
Verfahren
_/
Assemble sequences
info conhigs
- - - s -
> - - > - > -
[« - - - - - - - - - - —
- - - - - - - - - - -
1 Close gaps with primer
walking or PCR ( ~ )
— - P~ P - - -
B - -~ -~ i - = -
I;— - - - - - - - - - - - !
a4 A 49— =9 - - - - - - - - -
- - 5 -

Einfach mit
,Nebulizer”



Sequenzvergleich durch
AI ig n me nt: die Schlussel-Technik der Bioinformatik!

Ouery: 1 tctacggggecgtagtgcaggecatgagt cgaggctgggatggcgagtaagag 53

_ LEPEEEE e Pt trrerr e i Frrrrrr|
sphjct: 616 tctacggagctgtggtgcaagecatgagccgaggctgggacggggagtaagag 668
A

\
Nt-Substitution

As-Austausch
i u\s' e Gjap bzw. InDel

Query: S EPELIROSWRAVSRSPLEHGTYLFARLFALEPDLLPLFQY——NCROFSSPEDCLSSPEFL 62
+ ELIR SW ++ ++ + HG +LF+RLF L+P+LL LF ¥ NC 5 +DCLSSPEFL
sbjct: B8 DEELIRGSWDSLGENKVPHGYILF SRLFELDPELLNLFHYTTNC ———GSTODCLSSPEFL 64

A

/ \

dhnliche As 1dentische As

Alignments konnen auf Nukleotid- oder Aminosaure-Ebene erfolgen



Sequenzvergleich durch Alignment

—_—
—

S-TTACTAC-3" und 5-TGCGGTA-3

|

5-TTACTAC-3"
|1

3-ATGGCGT-5




Sequenzvergleich durch Alignment

5-TTACTAC-3’
und

5-TGCGGTA-3 -

i Ly

5"TACCGCA-3‘ ”Reverse Complement“
5 TTACTAC-3"

5 TACCGCA-3" -




Alignment zweier Sequenzen:

,Mensch vs. Computer*

Bsp: Sequenzierung eines Plasmid-Integrats von beiden Seiten
Primer I
............................................................................... >
[ Vekior | Infegrat [ Vekior ]
QrrEE NN RN NN RN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEEEEEEEEENEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE h
Primer 2

Ausgabe-Files:

Mensch:

Assembly-
Programm

Read 1
Read 2

Read 1
Read 2

Read 1
Read 2rc

rc = reverse complement

5°-GCATTGGCACAT-3°
5°-ATGTGCCAATGC-3°

5°-GCATTGGCACAT-3°
3*-CGTAACCGTGTA-5°

5*-GCATTGGCACAT-3°
5*-GCATTGGCACAT-3°

K oskek ok oskek oskockockek ko




GenomgroRen bei Eukaryoten

e Enzephalitozoon 3 MBp 2 000 Gene
e Saccharomyces cerevisiae 12 MBp 6 200 Gene
» Caenorhabditis elegans 97 MBp 19000 Gene
* Drosophila melanogaster 137 MBp 14 000 Gene
e Gallus gallus 1000 MBp 23000 Gene
e Homo sapiens >3 000 MBp <25000 Gene
» Arabidopsis thaliana 125 MBp 25000 Gene
e Oryza sativa 400 MBp >50 000 Gene

e Paris japonica 149000 MBp ?



Genomgrof3e = C-Wert

in bp/Kb/Mb/Gb oder 1n pg

I1pg =0.965 x 10° bp =6.1 x 10! Da =34 cm



Genomgrofen in Bakterien

» Eubakterien: Mycoplasma genitalium 580 kb
E. col1 (K12) 4639 kb
E. coli (O157:H7) 5529 kb
Bacillus megaterium 30000 kb

e Archaebakterien: = Thermoplasma acidophilum 1564 kb
Halobacterium salinarium 4000 kb

SN
< \\X\\%mn; :/’/f//

o, ycoplasma "2
w&»
" genitalium

%c‘.
= 580kb
=

Prokaryoten-Genome besitzen nur wenig repetitive DNA
und bestehen aus ,dicht-gepackten‘ Genen



Tot oder lebendig?

e Mimi*-Virus (befillt Amdben)
T 1.2 Mb DNA

1260 Gene

< 10% ,,junk DNA*

s £ 400 nm grof3!

e Pithovirus sibericum (Bohrkern aus sibirischem Permafrost)
600 Kb DNA
470 Gene

1,5 um grof3 !!

* Microbe-mimicking



Databases of genome sizes

genome-size-databases/



Haemophilus
influenzae

[ —
5P

Arabidopsis Lily

Drosophila

e [

G

3

Toad Salamander

-r‘ oy
i
Chicken

Birds -

[ ]

Human

Mammals

10° 107 108 10° 10'0 10"
Base pairs per haploid genome

Das C-Wert-
Paradoxon*

* Enorme Unterschiede

in der Genomgrof3e

trotz weitgehend dhnlicher
Komplexitit der Organismen

48

102



Komplexe Genome hoherer Eukaryoten
enthalten repetitive und ,single copy*

DNA-Komponenten
* hoch-repetitive DNA ca. 10% des Genoms
 mittel-repetitive DNA ca. 40% des Genoms
* ,single copy’ DNA ca. 50% des Genoms

mr mr mr mr

— IR e - O3

hochrepetitive scGen scGen Genfamilie
DNA




Genomkomponenten

* single copy DNA

Gene und Intergenregionen

* mittel-repetitive DNA (10-1000; meist interspergiert)

Genfamilien (z. B. Globin/Histon/rDNA-Gene)
Transposons (= mobile DNA-Abschnitte)

* hoch-repetitive DNA (103-10°; oft tandem-repetitiv)

Satelliten-DNA der Centromer-Regionen



Sequenzwiederholungen in der DNA

Mﬂ

5'..GTGAGTT..... GTGAGTT. .3’

direct repeat 3 CACTCAA. .. CACTCAA. .5/

> >

5", .GTGAGTTGTGAGTT. .3’

tandem repeat
3" . .CACTCAACACTCAA. .5’

stem
ﬁ

5, .GTGAGTT..... AACTCAC. .3’
3’ , ,CACTCAA. 1°P T7T7GAGTG. .5"

B ]
stem

inverted repeat

ﬁ

Palindrom 5"..GTGAGTTAACTCAC. .3’
3", .CACTCAATTGAGTG. .5’

B



Genomkomponenten

Genomweite Repeats, Transposons;
— (z.B Alu-SINES und LINES)
1400 MB

Simple Tandem-Repeats
— (syn. Microsatelliten)
90 MB

Satelliten-DNA
— (Tandem-Repeats in Centromeren)

160 MB

Humangenom

3200 MB RNA-kodierende Genregionen
?MB

Proteinkodierende Genregionen
1200 MB

—

MB = Mega-Basenpaare = 1 Mio Bp

ca. 50%
—  repetitive
DNA !

70 % des Genoms?

Proteinkodierende o
Exons (48 MB) Nur 1,5 % !

Introns, UTR, Promoter
1152 MB
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[ ]intronlose Genfamilie mit inaktivem Pseudogen (X)
_ tandem-repetitive Genfamilie
E single copy-Gen mit Intron-/Exonstruktur

———L, verschachteltes Arrangement zweier
[ single copy-Gene

[III_] single copy-Gen mit internen Tandem-Repetitionen
[ ] kurze., interspergierte Repetitionen der SINE-Klasse
[ ]komplette und “"verstimmelte® (//) DNA-Transposons
B Retro-Transposon mit "long terminal repeats*®
langenvariable Hikro-/Hini-Satelliten—Cluster

Komponenten
des Eukary-
otengenoms



Genes-within-genes are relatively common
features of nuclear genomes, one gene being 5y N eSted

contained within an intron of a second gene. An {1
example in the human genome is the G enes
neurofibromatosis type | gene, which has three
short genes (called OGMP, EVI2A and EVI2B)
within one of its introns. Each of these internal
genes is also split into exons and introns.

Neurofibromatosis type | gene
Intron 27

OGMP EVI28B EVI2ZA

kb |

Recently, it has been discovered that many
snoRNAs, which are involved in chemical

modification of rRNAs (Section 9.4.1), are
specified by genes within introns.




Die Genomstruktur ist
taxonspezifisch

(A) Human
V28 V29-1 TRY4 TRYS
I oo m m 1
I LI T ]
0 10 20 30 40 50 kb

(B) Saccharomyces cerevisiae

GLKI SRO9 HIS4 FUSI  AGPI t Ty2 t BUD3
0 10 20 30 40 50 kb
(C) Maize
Adhl-F
[T | 11 T [ S S [ 1 ) T B
[T T 1T [ T T 1 T 1 1T 11 LN I I E IR B E B N
0 10 20 30 40 50 kb

(D) Escherichia coli
thrB ISI186  ISI

0 10 20 30 40 50 kb

KEY
. Gene l Intron . Human pseudogene I:] Genome-wide repeat t tRNA gene




Umsetzung der genetischen
Information

(A} BREEDRABYONTEN (8) PROKARYONTEN
DNA
oo o e
Cytoplasma e
TRANSKRIPTION
Zellkern
MRNA ¢ e
Introns Exons
DNA TRANSLATION
Protein ===
Gen

T
priméres RNA-Transkript TRANSKRIFTION
B W I T W
ANFUGEN VON
1 5'-CAP- UND POLY-
(A)-SCHWANZ
AAAA

RNA-CAP

l RNA-SPLEISSEN

mRNA (E— AAAA

| EXPORT

v
mRNA (E— AAAA

1 TRANSLATION
Protein




Transkription & Gen-Anordnung

Transkriptionsauge

Nichtmatrizenstrang I I ATP CTP

Plus-/Sense-Strang RNA- GTP UTP

codierender Strang Polymerase ,

_ PP;
, 3’

DNA g - 3 o

Matrizenstrang Transkriptions-

Minus-/Antisense-Strang 5 richtung

codogener Strang RNA-Transkript

template



Transkription

Codierende Region: [coding region] Bezeichnung fiir diejenigen Bereiche auf der DNA, die ein Gen-
produkt liefern, d. h. fiir die Synthese einer RNA oder eines Proteins codieren. Siehe Gen.

—edierender Strang: [coding strand, sense strand] Syn. Sinnstrang. Bezeichnung fiir denjenigen
Strang in einem Nucleinsdure-Molekiil, der die gleiche Sequenz aufweist, wie die von der entspre-
chenden DNA-Region abgelesene mRNA. Derjenige Strang, der als Matrize fiir die Synthese der
mRNA dient und daher eine der mRNA komplementire Sequenz aufweist, wird auch als Matrizen-
strang [template strand] oder anticodierender Strang bzw. Nicht-Sinnstrang [anticoding strand,
antisense strand] bezeichnet.

Codierender Strang

»

Oy GATGCTAGGGTGCTA 3
3 CTACGATCCCACGAT —————— 5~
DNA T
l Matrizenstrang

57w GAUGCUAGGGUGCUA sananas 37
mRNA




Transkription

Q: wie verhalten sich die Begriffe sense- und nonsense-
Strang sowie Watson- und Crick-Strang zueinander?



Transkription und Genanordnung

* Beide Strange der DNA bei Pro-und Eukaryoten
konnen transkribiert werden.

 NEUE Daten! Auch bei Eukaryoten uberlappen viele
Transkriptionseinheiten (ENCODE-Projekt).




Gene im Eukaryoten-Genom

» Beide Strange der DNA bei Pro-und Eukaryoten
konnen transkribiert werden.

Chromosome4 Ausschnitt aus Hefe-Genom

HXT15 Wwet  PHOI3
(@rn 1248 EERAYEE 244 = =3 O 2 oo 7|
|||||| P — T T T T T T T Pr— T T T T T e —— T T T T T T
M6 <M Ay <TIEZATTIEY <ZSATEEN N\
GYPr 0ST4 PP 2sB1 GCSst coc13
L
- 2R ) [ R | |2 2000 218> DI
|||||||||||||||||||||||||||||||||| —
P - wocooa] < Y 28 cmro s R 7 R s e R ] I

,Watson ‘-
_~ Strang

™ ,Crick ‘-
Strang

» Gene konnen uberlappen!

* Transkribierter Genomanteil vermutlich > 70%!
Protein-kodierender Anteil nur ca. 1,5 %!

nature

\J Tt
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THEDEPTIES OF
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The ENCOOE pilot maps.
human gencene function

14.6.2007



Ein Schwerpunkt-Thema der Bioinformatik:

Wo steckt denn nun das Gen?

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

ccgaacgctt
atgaacagcg
acagattctg
aagttcccct
ggtcttcaat
gagcacatgc
atggcgatct
ggaccgtttc
gagatacctg
gcatttaaaa
acagctgcct
gtctacgcaa

ctggaggtgg

atagagagct
atgaggtgca
gagcggcgat
tccgcgatgt
taactcaaga
cggcagaatc
ggagaagctg
caaggagtct
ttggtcagat
catcatttta
gcagtctgga
tcatcttcaa
agatgcaacc

atagagtgaa
actgatcaag
actgacgcag
tcctttggag
ttaacttgat
ataagggtct
gacgagatct
tacaacgtaa
agtggaagtt
ttttttttag
cgagagtcaa
ggcgatcgac
gaatccgcgg

agctgagaag
aagacctggg
tttttcaacc
gagctaagtg
ctgttttctt
ttgacgagtc
ggaccaaaat
gttgaacact
gaaagctata
caactgaaag
gcggccacgt
gacgacggca
a

aaccaaaacg
aaatccccgt
gctttccgtce
tgagttgtac
tcagggaaat
catccaggtc
tgccgttagt
gcagtcgagc
tgacatttaa
gagttatcct
gggccaagct
acgccaagta

gagcataaac
ggcaacacca
caacttggag
cttacacata
gctcgcttcce
ctgggccagg
cacattccgc
tctcgacttt
aaattcaatt
ggatgtgctg
ggtggaccat

gatgaggcag




Typische Struktur proteinkodierender
Gene in Eukaryoten

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Enhancer Promoter Intron | Intron 2 PAS
75 30
GT A T A
CA!\T TEA » ” .E_
Start Stop
/ 4 L 3°UTR
5‘UTR —1 .
Besonders im % Priméir-Transkript (hn RNA)
5°UTR tauchen
haufig weitere
Introns auf T
eo— [ -polyA
Cap

>> Viele Hinweise auf die Genstruktur!



Definitionen

» Exons sind Teil der reifen mMRNA (E. sind nicht immer protein-
kodierend!)

* Introns werden aus Primartranskript (hnnRNA) herausgespleiflit.
* Introns beginnen meist Mit GT und enden mit AG (,GT-AG-Regel)
 hnRNA = (langen)heterogene nukleare RNA

« 5'/3" UTR = 35" bzw. 3’ liegende nicht-translatierte Regionen der
reifen mMRNA (konnen auch eigene Exons sein!)

* Enhancer bestimmen v.a. Spezifitat u. Starke des Transkriptions-
vorgangs

. ,+1% = Transkriptionsstart (= erste transkribierte Nt-Position)

* PAS = Polyadenylierungssignal. Ca. 20 Nt abwarts des PAS wird
die mRNA geschnitten und polyadenyliert.



Das durchschnittliche
proteinkodierende menschliche Gen

(,,.-existiert nicht“)

» Grolde ,interner’ Exons 145 Bp

« Exonanzahl 8.8

* Intronlange 3365 Bp

« 3" UTR 770 Bp

« 5" UTR 300 Bp

* CDS 1340 Bp / 447 As
« Genomausdehnung 27 kb

Die Mosaikstruktur erschwert das Erkennen von Genen
in Eukaryoten-DNA



Intron-Exon-Struktur

menschliches p-Globingen menschliches Faktor VIII-Gen
123 1 5 10 14 22 25 26
- STRGoTZRIE | 55 a8 § ORONG | KA 7 | K03 AN IRl | | N | e Rl &
U
2000 200,000 Nucleotidpaare

(A)  Nucleotidpaare (B)

* Duchenne-Muskeldystrophie-Gen:

/8 Exons

verteilt uber 2 400 kb

99% des Genbereichs besteht aus Introns
Transkriptionsdauer ca. 20 Std.

* Introns haben 95%-Anteil an menschlichen Genen



Introns in proteinkodierenden Kern-Genen
haben Konsensus-SpleilRstellen

5’-Spleil3stelle ) 3’-Spleil3stelle
l« Verzweigungsstelle
s | .
stromaufwarts A\ GUAAGU A Pv) NCAG G stromabwarts
liegendes Exon (Py), liegendes Exon
< Intron >

Tabelle 29.3: Basensequenzen von SpleiBpunkten bei Transkripten mit Introns

Genregion Exon Intron Exon
Ovalbumin, Intron 2 UAAGGUGAGC »wwwwww»w UUACAGGUUG
Ovalbumin, Intron 3 UCAGGUACAGmwmww AUUCAGUCUG
S-Globin, Intron 1 GCAGGUUGGUm™mwwwww»w\ CCUUAGGCUG
B-Globin, Intron 2 CAGGGUGAGUmwmwwwww (CCACAGUCUC
Immunglobulin A4, Intron 1 UCAGGUCAGC»wwwww»w UUGCAGGGGC
SV40-Virus, frihes T-Antigen UAAGGUAAAUmWmwWwWwwUUUUAGAUUC




wintronphasen in
proteinkodierenden Genen

Phase 0 AAG--==mmmmmeee CCA
Lys Pro

Phase 1 e AGCCA
L ys Pro

Phase 2 AA-mmm e GCCA
Ly s Pro

Introns konnen also die kodierenden Bereiche an jeder Stelle
unterbrechen!




