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Annotationsstrategien

« [Factory” > automatisch

« museum” > durch Kuratoren

e party”/ jamboree

 .,TPA" = 3rd party annotation



,GeneOntology":
Ein gemeinsames Vokabular

Bsp: Cytochrome C
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Wo steckt denn nun die

genetische Information?
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Bei Eukaryoten-Genomen ist
Generkennung besonders schwierig
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Die (,,vereinfachte”) Aufgabe:

* gegeben sind uncharakterisierte Genom-DNA-Sequenzen

* FINDE...
Protein-kodierende Regionen
Exon/Intron-Grenzen
mogliche genregulatorische Abschnitte

Mache daraus ein Modell fur die Struktur des Gens!



Warum ,,vereinfacht”?

* nicht alle Gene werden in Proteine ubersetzt!
(RNA-Genell)

 auch nicht alle Genregionen proteinkodierender Gene
werden in Proteine Ubersetzt
(5° und 3‘-untranslatierte Exons)

» Gene werden alternativ gespleil3t.
Die ALT-mRNAs konnen unterschiedliche Proteine
kodieren.

* RNA editing, translational readthrough, ribosome frameshift



Die drei Wege zum Gen

. Datenbanksuchen/Alignments eatrindiscly

,es gibt bereits passende Sequenzen in den Datenbanken”

. ,ab initio”-Genvorhersage intrindisel

,Signale” und ,Inhalt” in der DNA zeigen: hier ist ein Gen"”

. Vergleich von verwandten Genomen
(,comparative genomics”) sl

Jhier ist eine evolutionar konservierte Region”



Der direkte Beweis:

Gene finden durch DB-Suchen

Ein vermutliches Gen liegt in einem Genom-DNA-Abschnitt vor,
wenn...

 eine komplette cDNA des Gens bekannt ist
« passende partielle cDNA-Sequenzen (z.B. ESTs) existieren

* auf Proteinebene (also nach Translation der Genom-Sequenz!)
eine Ahnlichkeit zu einem bekannten Protein gefunden wird

Vorzugsweise wird zuerst nach Datenbankeintragen desselben

oder naher verwandter Organismen gesucht (auf DNA-Ebene),

dann auf Proteinebene nach Ahnlichkeiten in entfernten Organismen
(oder entfernt verwandten Proteinen).




Wir erinnern uns....

Der BLAST-Algorithmus

* liefert lokale alignments

The BLAST Search Algorithm

query word (W = 3)
Query: GSVEDTTGSQSLAALLNKCKTPQGQRLVNQUWIKQPLMDKNRIEERLNLVEAFVEDAELRQTLQEDL

PQG 18
PEG 15
PRG 14
neighborhood PKG 14

— WG 13
words PG 13

PHG 13

MG 13 neighborhood

PSG_ 13
~soir 12— Score threshold

pov 12 (T=13)
ae..

- ro— L.

Query: 325 SLAALLNKCKTPQGQRLVNQUWIKQPLMDKNRIEERLNLVEA 365
+LA++L+ TP G R++ +U+ P+ D + ER + A
Shjce: 290 TLASVLDCTVTPMGSRMLKRULHMPVRDTRVLLERQQTIGA 330

High-scoring Segment Pair (HSP)

(word size W = 11 bei DNA)

» zunachst wird nach
kurzen lokal

passenden
Abschnitten (,words®)

gesucht,

dann versucht
BLAST2.0, die
Bereiche neben den
,matching words”
unter Einbeziehung
von Lucken zu
optimieren



BLAST :
Endecke die Moglichkeiten!

blastn DNA-Sequenz + DNA-DB

> nur nahe Verwandschaft; beide Stringe verglichen

blastp As-Sequenz + Protein-DB

> entfernte Verwandschaft

blastx DNA-Seq > 1n 6 Leserahmen translatiert
+ Protein-DB
> findet mogliche Proteine in einer nicht-
charakterisierten DNA-Sequenz




BLAST :
Endecke die Moglichkeiten!

tblastn As-Seq + DNA-DB (6-frame translatiert!)
> findet nicht-annotierte Genregionen in DNA-DB-
Sequenzen
tblastx 6-frame-Translation einer DNA-Seq +

6-frame-Translation einer DNA-DB

> Analyse z. B. von ESTs auf Proteinebene zur Detektion
entfernter Verwandschaften

(kann nicht mit nr-DB benutzt werden (zu aufwéndig)




Bei der Suche nach neuen
Genen verwenden wir...

BLASTN > BLASTX > TBLASTX

/ Translation Translation

v
cDNAs, ESTs

: Proteine der Uncharakterisierte
auls d;r gleichen gleichen oder DNA-Sequenzen
Spezies anderer Arten aus anderen Arten
(nr, refseq, dbEST (nr, sp-trembl) (dbEST, GSS)

GSS etc.)




Kleiner Exkurs:

Charakterisierung eines gefundenen
Gens/Proteins durch BLAST

* meist zuerst uber BLASTP
 BLASTP findet jedoch keine sehr

entfernt verwandten Ubereinstimmungen
mehr.

Hierfur existieren weitere BLAST-Formen...



PSI-BLAST

Position-specific iterated BLAST

» speziell fur die Suche sehr entfernt verwandter Proteine

Multiplea Alignment
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1. Erste Suche = einfacher BLAST

2. Matches untereinander schreiben,

> Konsensussequenz errechnen
(,,Profil)

3. ,,Positions-spezifische“ Substitutions-

Matrix errechen

4. BLAST mit dem ,,Profil“ und der

PSSM mehrfach wiederholen

»  Gezieltere Suche nach entfernt

verwandten Proteinen durch
Positionsinformation



P H I -B LAST Pattern-hit initiated BLAST

e sucht Sequenzmuster (,,Signatur”), das typisch fiir Proteindomane ist

* Suche liber ,,qualitatives” Sequenzmotif (PSI-Blast liber quantitatives Motiv)

mindesteng 9, maximal 11
beliekige Aminosauren

/_\\ »Muster zusammen mit Suchsequenz
)

gegen DB laufen lassen
W-x(9,11) - [VFY] -A

I‘ k } >Treffer = Proteine mit Ahnlichkeit
g zur Suchsequenz und das Motiv
genau ein W genau einmal V enthaltend

cder ¥ oder Y

Anwendung: ,,Suche z.B. alle Proteine mit Zinkfinger-Motiven
in der Datenbank “



Zuruck zum Problem des
»gene findings” in Genom-DNA
per Datenbanksuche...

Am einfachsten ist es naturlich, wenn wir eine passende
komplette cDNA (oder zumindest einige ESTs) zu unserem
Gen in den Datenbanken finden!



Ultraschnelles Alignment

(Genom-DNA/cDNA) uber BLAT

,BLAST-like alignment tool“

HOme, SEAren | T PP SecurIy  Shop STop

I
| Location: & |hﬂp :/ /genorne ucsc.edu/cqi-bin /hgBlat ?command=start

e
- &Google &Elek( Zeitschr

Home Genome Browser - Blat Search FAQ - User Guide

BLAT Search
k BLAT Search Genome
Genome: Assembly: Query type: Sort output: Qutput type
[ Human 4] ([ Human June 2002 3] (BLAT's guess %] [very,score 3] [ hoperdink

Please paste in a query sequence to see where it is located in the the genome. Multiple sequences can be searched at once i
starting with > and the sequence nare.

<]

[«]»

Rather than pasting a sequence, you can choose to upload a text file containing the sequence.
Upload sequence:

||

Browse... I Submit File

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start

* DNA-BLAT findet 40 Bp
(> 95% id) bzw. perfekte matches
von >33 Bp

* Protein-BLAT findet 20 aa
(< 80% id)

* Index (DNA) enthalt alle nicht-

uberlappenden 11-mere des Genoms
(1 Gb RAM)!I!!

* Index wird gebraucht um passende
Regionen im Genom schnell zu iden-
tifizieren, die dann fir genaueren
Vergleich ,,hochgeladen® werden



~Spliced alignment” von Genom-
sequenz und cDNA

cDNAs

-_—

BLAST (mRNA vs. Genom)
> Identifizierung des ,,Genomfensters”

2. Konsistenz der alignten Abschnitte?
(selber DNA-Strang, lineare Abfolge)

3. ,low stringency“-BLAST um komplette
MRNA zu alignen

Ex

Ex X Ex
\%GT}IA/ 4. Anpassen der Lage von SpleiR-Signalen
an den Enden der Alignments

Genmodell

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.cgi



Die drei Wege zum Gen

. Datenbanksuchen/Alignments

,es gibt bereits passende Sequenzen in den Datenbanken”

. ,ab initio”-Genvorhersage

,Signale” in der DNA zeigen: hier ist ein Gen”

. Vergleich von verwandten Genomen

(,comparative genomics®)

Jhier ist eine evolutionar konservierte Region”



» Genvorhersage macht Modelle fur Gene

* Gen-Annotation benutzt diese Modelle,
fugt experimentelle Evidenzen hinzu und
bewertet das Ergebnis



Edgar Allen Poe und die
DNA-Linguistik

Zum Schatz von Captain Kidd... (,,The Gold-Bug")

53111305))6%;4826)41.)41):806%;48/{8960))8
5:14(;:1*8183(88)5%1:46(88%96%7;8)*1(;48]5
) 5%12: *1(;4956%2(5%--4)898%;4069285);)618
Y411:1(19;48/081:;8:811;48/185;4)4851528806
x81(19;48L(88;4(1?34;48)41;161;:188;17;

 haufigstes engl. Wort? 48 the

53111305))6* THE26)H$.)H}): EO6*THEtE960))E
5T14#(T:t*E{E3(EE)5*{T46(EE*96*?TE)*{(THES5
)T5%+2: *1(TH956%2(5*--H)EQE*THO0692E5)T)61{E
JH1T1 ({9 THEOEITE:E{1ITHE{ESTH)HES5152EE06
*E1({9THET(EETH({?3HTHE)H{T161T:1EET}{?T

Pevzner, P. 2000




Welche ,,Signale” von Genen kennen wir?

 Repeats = meist keine Gene > also filtern/maskieren

« Spleil3-Donor/Akzeptor-Stellen (“GT-intron-AG™)

« Promoter: Bindemotive flir Transkriptionsfaktoren (,Boxen™)
Startpunkt der Transkription (+1, cap site)
CpG-Inseln

» Polyadenylierungssignal (AATAAA) am Ende des Transkripts



Voraussetzung fur viele weitere Analysen:

Maskieren von Repetitionen

SW perc perc perc query position in query matching repeat position in repeat
score div. del. ins. sequence begin end (left) repeat class/family begin end (left) 1ID
1580 8.7 2.3 10.0 UnnamedSeql 38 507 (12) + SvA Other 433 866 (520) 1

Masked Sequence:

>UnnamedSeql
CGCCCGGCCAGCCGCCCCGTCCGGGAGGTGAGGGGCTNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN “
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN R E P E AT M AS K E R
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN , ,

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNGTTGGGGGGGGG

http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker

Probleme: * Repeats mutieren rasch
zur Unkenntlichkeit und
werden nicht maskiert

» Repeats sind artspezifisch



Manche ,,Signale” sind recht
eindeutig definiert...

Bsp. Startkodon Kozak's rule”:

Meist gilt das erste ,in frame“-ATG
vom 5 -Ende der mRNA her gesehen
als Startkodon

oo
o0
s X2X2]

oQOCrPoo>»
OCP»o0ox
»OCPro6

Aber es gibt Ausnahmen: »

AUG #1- -....
AUGH2 - i w»

| !
LANE 1 2 3 4 5 Gene 234 (1999)
187-208



Viele ,,Signale” sind jedoch
unscharf definiert...

Bsp. Spleil3stellen

AYNIG e was unterscheidet eine
donor effiziente von einer
intron kryptischen Spleil3-Stelle??

A

. TTTTTTTﬁTTT T

o acceptor )

3’/ exon




»Position-specific weight matrices”

erkennen Signale besser als Konsensus-Sequenzen

B . Bsp. ,branch site” von Introns
Konsensus-
Sequenzen: * PSWM:

3 2 1 0 +1
MELON A 1 0 39 99 4
MANGO C 76 8 15 1 45
HONEY G 2 0 42 0 6
SWEET T 21 91 4 0 38
COOKY
MONEY




Proteinkodierende Gene haben
einen ,,besonderen Inhalt”

* sie lassen sich als einen ,offenen Leserahmen” (ORF) lesen

Frame 3 o = @ i =
Frame 2 Y ™ N P ™) ™ N
GCTACGGAGCT T CGGATGLZC
C &A T G EE T-C G A AGE E T C G
“ \v v \‘ \Y g \‘ ‘v > \‘ ‘v g \‘ \Y g y Frame6

Frame 5

A




Suche nach ORFs
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Der NCBI-ORFfinder

& NCBI  Resources @ How To @ Sign in to NCH

ORFfinder PubMed B

Open Reading Frame Finder

ORF finder searches for open reading frames (ORFs) in the DNA sequence you enter. The program
returns the range of each ORF, along with its protein translation. Use ORF finder to search newly
sequenced DNA for potential protein encoding segments, verify predicted protein using newly developed

SMART BLAST or regular BLASTP. 0 R F f i 1] d er

This web version of the ORF finder is limited to the subrange of the query sequence up to 50 kb long.
Stand-alone version, which doesn't have query sequence length limitation, is available for Linux x64.

Examples (click to set values, then click Submit button) :

* NC_011604 Salmonella enterica plasmid pWES-1; genetic code: 11; 'ATG' and alternative initiation
codons; minimal ORF length: 300 nt
* NM_000059; genetic code: 1; start codon: 'ATG only’; minimal ORF length: 150 nt

— Enter Query Sequence Open Reading Frame Viewer
@ Enter accession number, gi, or nucleotide sequence in FASTA format: . . .
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Westhampton plasmid pWES-1, complete sequence
ORFs found: 39 Genetic code: 11 Start codon: "ATG' and alternative codons
£ NC_011604.1 ~ | Find: N [R= N = JNCH] @ i = R Tools ~ | Y
|508 |tk |t5e0 2K |2,500 |4500  |5K |s508 6K |s508  |7K |7500  [3K |s590  |9K |2.58
(U) ORFfinder 11.13.13568145
9 From: 2 To: 8 orF2 I T ORF3E ORFS ORF18 OR)
orF1s I ORF16 ORF3 ORF12 I ORF31 ORF13
ORFS I ORFS ORF34 ORF37  ORF4 ORF17 | I S ORF35
ORF1 I ORF27 ORF25 ORF32 ORF36 ORF23 ORFE
ORF26 I ORF33 ORF11 ORF24 ORF22 ORF
B ORF39 B ORF36 |«
1 598 [1K 1500 [2K 2508 |3 3508 [4K 4508 [5K [s508 |8 K 6508 [7K 7508 [8K 8508 [9K 9,50
NC_011604.1: 1..11K (11Kbp) o -
Si
ORF16 (813 aa) Display ORF as... Mark Mark subset... Marked: 0 Download marked set as  Protein FASTA B
>1cl|ORF16 [ |
MKAKVSRGGCFRGALNYVFDVGKEATHTKNAERVGGNMAGNDPRELSREF Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa)
SAVRQLRPDIGKPVWHCSLSLPPGERLSAEKWEAVAADFMORMGEDQTNT
PWVAVREQDTDKDHIHIVASRVELDGKVWLGOWEARRATEATQELEETHG ORF16 & 3 3153 5594 2442|813
LTLTPGLGDARAERRKLTDKEINMAVRTGDEPPRORLORLLDEAVKDKPT
ALELAERLOAAGVGVRANLASTGRMNGFSFEVAGVPEKGSDLGKGYTWAG ORF7 + 1 9907 10908 1002 | 333
LQKAGVTYDEARDRAGLERFRPTVADRGERQDVAAVREPDARGLEAPTGR
SLDRDGADLGTAGPTPAGRDAGSGSLROGDGHSAQDAGRADAADERERGA ORF17 + 3 5841 6767 927 | 308
GLRAEGREAGRDHLRPVAQPVRAENEPQQOHGADRAAGEDLAGQAGERTAC
HDESRRPTL PAPAPLAAGACA DAGSDWASRFKQASAA ORF5 + 1 7273 7995 723|240
KRRAADGRLGQRDLEQGHAHCGARVAETDRQSARELDPTAYLEASGYTVKR
EGRHLSVRAGGDEAYRVTRQODGRWLWCDRYGNDGGDNIDLVRE IEPGTG +
YAEAVYRLSGAPTVROQPRPSEPKRQPPQLPAQGLAAREHGRDYLKGRGI ORF10 2 2456 3169 714|237
SQDTIEHEAEKAGMVRYADGGVLFVGYDRAGTAQNATRRAIAPADPVOKRD
LRGSDKSYPPILPGDPAKVWIVEGGPDALALEDIAKRSGQOPPTVIVSGE ORF3 + 1 3925 4608 684 | 227
ANVRSFLERADVOAILKRAERVTVAGENEKNPEAQAKADACHQKQAQRVA
KITGREVROWTPKPEHGKDLADMNARQVAETERKRQAETEAERARNRELS ORF13 + 2 8078 8737 660 | 219
RKSRRYDGPSFGR
ORF6 + 1 8995 9624 630 | 209
Z
ORF2 - 1 766 1392 627 1208




Proteinkodierende Gene haben
einen ,,besonderen Inhalt”

* ihre Nukleotid-Komposition unterscheidet sich von nicht-
kodierender DNA:

> bestimmte Aminosauren/Codons sind haufiger
als andere (z. B. ist Leu haufiger als Trp)

> es gibt unterschiedliche Kodonanzahlen fur
verschiedene As (Leu:6 Trp:1)

> fur eine bestimmmte As werden bestimmte
Kodons haufiger gebraucht als andere
(,codon usage”)



Proteinkodierende Gene haben
einen ,,besonderen Inhalt”

* Di-Nukleotid-Haufigkeiten: z.B. ,AT" in proteinkodierenden

Sequenzen unterreprasentiert

cctcacctctgagaaaacctctttgccaccaataccatgaagctcectgecgtgactgtecctgtcectcecte
ctcgtgctagtagctgecttctgectctctagcactctcagcaccaagtaagtctacttttgecaget
gctatttcgagtcaaggtgtaggcagagtccttttttctagtcatggectggcaaacagtgggatcet
ggggatgggacaaaaggcagctaggaagattgccatgtagtctgectgctaaatgtagagtctagta
gatattcagtaacattcaagttcctattttcttaagaattagcaaccagcagaggaaaacgatggg
ctggaagtcagactgttgaattggctctgcctttaattatttgttcaagcaagccecctgtecectcet
ctgtgccttggtttccccatctgtcatatgaagggagtgcgatgtgttctgagactgaatccagtt
ccaatcttctagatttctttctcgttcttctctgaagatccac attcagaataagactcctgctc
atgttaggtgggaatggatacaagggaccatatttggggttctggtagctccacagggatgctcaa
tgaagatgcaaaattagaagtcaaaataaacagctcccatgggcagtgttgatctcaccctggect
ttcctttcagtgggectcagaccctececcaccgectgetgettttecttacaccgegaggaagettect
cgcaactttgtggtagattactatgagaccagcagcctctgctcccagccagetgtggtgtgagta
tcaacccctggctgeccctgggaggcaagggtgagggectggatttttaaagggggectgttttgggg
agggggtgatgagcgctggggaggcagctctcagggctgaagccttcecctgacagcagtgaggtca
caggtcatgaactcacttttcaagtgctgaaggcggctgagtggcagccgagacagaagggggtte
ctggggaggaagttattcagaggacagggaagcaggggaaggcagacaggtcccatgagatatgga
ccaattccttaaaccatgctagaaaaacatgtggaaaagtcactaccaggctggcagggaatgggg
caatctattcatactgattgcaatgcccactggttcctaatctgggcaacccctggggcccacagce
taaatccagtgagtggaagttacagggagtctgcttccagtgctgctcgaggaaggatcccatcca
ccagagctgccccacatggaccatggtcaggcagaggaagatgcctaccacaggcaagggataaag
ccagatgacctcaaaggtcccatgggattctaatctgtctgcteccttgttctacagattccaaacc
aaaagaggcaagcaagtctgcgctgaccccagtgagtcctgggtccaggagtacgtgtatgacctg
gaactgaactgagctgctcagagacaggaagtcttc

Sequenzbeispiel:
M. Stanke, Greifswald



Codon usage

» Kodons werden unterschiedlich haufig verwendet

« dies kann sogar je nach Spezies unterschiedlich sein
(> artspezifische Trainingsdatensatze erforderlich!)

Bsp. E. coli




Eine codon-usage-Methode zur Erkennung
einer proteinkodierenden Sequenz

e Staden and Mc Lachlan 1982:

Bestimme die Wahrscheinlichkeit P, dass eine Sequenz S
,50 aussieht”, weil sie ein Protein kodiert

»Die Sequenz in einem Sequenzfenster fallt immer in eine von
[/ Kategorien (frame 1...frame 6, non-cod)

»Benutze Bayes-Satz, um die Wahrscheinlichkeit jeder
Kategorie zu bestimmen:

Pr(S| coding, ) Pr(coding,)
Pr(.5)

Pr(coding, | §) =

Wahrscheinlichkeit, dass Sequenz ein Protein in frame i kodiert



Eine codon-usage-Methode zur Erkennung
einer proteinkodierenden Sequenz

« Kalkuliere:  Pr(S|coding,) = HPr(S,.(j) | coding )
j=!

Wahrscheinlichkeit des Kodons j in frame i,
gegeben die Sequenz ist kodierend
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Eine codon-usage-Methode zur Erkennung
einer proteinkodierenden Sequenz

frame 0

frame 1|

frame 2

frame 3

frame 4

frame 5

* aber: recht grobe Analyse
der Kodierungskapazitat

» Exakte Begrenzung
der ORFs nicht festgelegt



Bisherige Suchen sind nicht ausreichend, um
komplizierte Genmodelle exakt vorherzusagen!

Moderne integrierte Genvorhersage-
Programme verbinden Suche nach Signalen
und Inhalt mit statistischem Vorab-Wissen
uber Gene...

...Hidden Markov Models (HMM)



Markov WER??

e Andre1 Andreyevich Markov (1856-1922)

e Markov-Kette:

Eine Markovkette ist ein stochastischer Prozess, der
nacheinander eine Reihe von Zustanden mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit durchlauft. Dabei hangt
die Wahrscheinlichkeit fiur den jeweils nachsten
Zustand nur vom aktuellen Zustand ab:

P(tyalty, g, ...,t5) = P(tilty)

‘ . ‘ . ‘ — ‘ Pfeile geben

Ubergangswahrscheinlichkeiten an



Markov-Kette ,,Wettervorhersage*




Hidden Markov Models

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

Analogie:
,7Automatische 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%.

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



Hidden Markov Models

Was ist denn da ,,hidden“??

* wir sehen nur die ,,e ‘s”

e dahinter versteckt sich
die Information:

—_—

— ,,emission”

J

,dies ist ein deutscher Text"

— ., state”




lllustration aus der Informatik-Welt...

»The Occasionally Dishonest Casino*

» Das Casino besitzt gezinkte und faire Wurfel

* Der gezinkte Wurfel hat 50% Chance eine 6
zu bekommen und gleiche Chancen (10%)
eine der anderen Zahlen zu bekommen.

« Das Casino wechselt von Zeit zu Zeit die
Waurfel, um die Spieler zu betrugen.

Zahlen: 315116246446644245311321363165662656666651166453132651245

Wann ist der Wurfel gewechselt worden?



The Occasionally Dishonest Casino

Annahme: wir kennen die Wahrscheinlichkeit des Wiirfel-Wechsels und
die Wahrscheinlichkeiten der von diesen Wiirfeln gewiirfelten Zahlen

40953, 709

Fair Gezinkt
0.05 >
1: 1/6 1: 1/10
2: 1/6 ﬁbergangs- 2: 1/10
3: 1/6 wahrscheinlichkeit 3: 1/10
4: 1/6 4: 1/10
5: 1/6 < 0.1 5: 1/10
6: 1/6 6: 1/2
Emissions- Emissions-

wahrscheinlichkeit wahrscheinlichkeit



The Occasionally Dishonest Casino

* Der Viterbi-Algorithmus (Viterbi 1967) berechnet
die Wurfelsituation auf Basis der gewurfelten
Zahlen.

 Das HMM ist die Grundlage des Algorithmus.

Zahlen: 315116246446644245311321363165662656666651166453132651245
Wuarfel: FFFFFFFFFFFFFFFFFFFEFFFEFE FFFFFFFFFFFEF
Viterbi: FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFEF FFFFFFFFFFFF



Hidden Markov Models

« Anwendungsgebiete in der Bioinformatik:
> Vorhersage der Genstruktur (Exons/Introns)

> Vorhersage von Promoterbereichen



Whn = W N =

Von der Textsuche zum HVIM

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

Bsp.: Fiinf Sequenzen, die
ein Signal definieren

j‘>Einfache Textsuche wiirde erfolgen nach:

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

=

Dies kann bei1 Suche nicht unterscheiden zwischen...

...einer plausiblen Sequenz (z.B. der Konsensus-S.)
ACAC--ATC

...und einer hochst unwahrscheinlichen Sequenz

TGCT--AGG



HMM

Also besser:
Bewerten, ob Sequenzabfolge ,,gut” in das Alignment passt...

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

Emissions-
wahrscheinlichkeit

Ubergangs-
wahrscheinlichkeit



ACA---ATG g 3 h HMM
TCAACTATC o JInsertion“-state
ACAC--AGC | [T)

AGA---ATC '

ACCG--ATC

e nach Pos. 3 haben 3/5 Sequenzen eine Insertion (=0.6)
e 2/5 (=0,4) Sequenzen gehen von Pos. 3 zu Pos 4

* nach der ersten Insertion (Sequ 2,3,5) kehrt Sequ 2 zweimal
(=0.4) 1n den Insertion-State zuriick



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

Jetzt bewerten wir damit als Beispiel die Konsensussequenz:

ACAC--ATC )

0.8x1x0.8x1x0.8x0.6x
04x06x1x1x08x1x0.8
4:7-3% 1072,

P(ACACATC)

2

Die ,,unplausible“ Sequenz TGCT--AGG ergibt: 0,0023 X 10



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

Bewertung aller Sequenzen des Alignments:

Sequence Probability x100 |Log odds
Consensus A CAC--ATC 4.7 6.7
Original ACA-=-=-ATG 3.3 4.9
sequences T CAACTATC 0.0075 3.0
ACAC--AGC 1.2 7
AGA---ATC 3.3 4.9
ARG G==ATC 0.59 4.6
Exceptional TGCT --AGG 0.0023 -0.97




HMM

Sequence Probability x100 [Log odds Da der P-Wert stark von der
Consensus A CAC-=-ATC 4.7 6.7 = =
Original ACA-=-=-ATG 3.3 4.9 Lange der Sequenz .al?hangt’
sequences T CAACTATC [ 0.0075 3.0 ] erfolgt eine Normalisierung der
ACAC--AGC 1.2 39 _ : I
bl = = B 33 o P-Werte auf die S§quenzlange
ACCG=--ATC 0.59 4.6 (und bessere Skalierung durch
Exceptional TGCT --AGG 0.0023 -0.97 Umrechnung in ,,log odds“—Werte)

P(S .
log-odds for sequence S = log (%) = log P(S)— L1og0.25.

Wabhrscheinlichkeit einer DNA-Sequenz der Linge L

Diskriminierung passender Sequenzen gegeniiber schlechten
1st nach Normalisierung und Umrechnung sehr viel besser:
vergleiche Sequenz 2 im Alignment (s.0.)



HMM

Die Umrechnung von P-Werten auf Log odds-Werte erfolgt
primir aus mathematischen Griinden :
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Figure 4.2: The probabilities of the model in Fig. 4.1 have been turned into
log-odds by taking the logarithm of each nucleotide probability and subtracting
log(0.25). The transition probabilities have been converted to simple logs.

Nun ist eine log-odds(ACACATC) — 1.164+0+41.164+0+1.16—0.51 4

einfache 0.47—-0.514+1.394+01.1640+1.16
Summation moglich:

= 0.64.




HMMs zur Genvorhersage

Finde die ,Grammatik”“ des Genoms...

codons
Start codon Donor site

| /N
olela

Transcription
start

GTGAGTGAGC

- Exon

Promoter ccmcczx.qm

Acceptor site

Intron

Poly-A site

Sigp oo ,GCAGARAGAATAARACCAL

AT CATEEBETCGAGGGCCCCTC



HMMs zur Genvorhersage

Beispiel: ein HMM-Sensor fiir die 3 "SpleiBstelle

>
o
=

Bisheriges HMM war zu einfach, da
in der DNA starke Priferenzen fiir
Di-Nukleotide bekannt sind!

d.h., ein Nt in der Folge hédngt stark von seinem Nachbarn ab

. 1

Wir miissen konditionale Wahr-
scheinlichkeiten fiir das HMM kalkulieren:

QrAagadardnnEagaa49n4dn
HoHdnoHAdPrradnna 4
ROAQHQHEAQMNRAMNAHEHEN
ek-tol==I=I=F-T=lol==lolol=1p!
NArOHAHOQQFEFENNN
HraHdQrOHPaa90aa4
NHQQEFEEQE3FEa3Q
I [l T To T To = =T =3
AHANHAHEPHNNAHQHQIE
NnHAHEHEAQrNNHAQHEaAQdP
nnHQQQPQOAEFEE99N
HnQnHEQnHAHEAREaadN
QFFAQFQFQFQQFQOQ D
nnONOOHQQQQOQEHEAN
fl = = i i o i i e e
NOAAAAAANAANRNAR
b‘@@ob‘@@@ob‘@@@o@@m
HEAQPFOQHQPQQQPOQO
HooHQAPrHonHdn0d

P(ACTGTC...) = pi(A)x pa(C|A) x p3(T|C) ¢ pa(G|T) x ps(T| Gy x pe(C|T) % ...

Benutzung konditionaler Wahrscheinlichkeiten > HMM , erster Ordnung”



HMMs zur Genvorhersage

Beispiel: ein HMM-Modell fiir ein ungesplei3tes
proteinkodierendes Gen

_m_ HMM zweiter Ordnung:

AP TEIGH Pl P A TP{APIA Kodonpos. 3 ist

start codon Codon model stop codon abhingig von Pos. 1 und 2

e zdhle die Anzahl jedes der 64 Kodons in einem Datensatz von bekannt-
kodierenden Genregionen aus und berechne deren Wahrscheinlichkeiten

z.B. fiir Kodons CAA,CAC,CAG und CAT
P(A|CA) = c(CAA)/[c(CAA)+c(CAC)+ c(CAG)+ c(CAT)]
p(C|CA) = ¢(CAC)/[c(CAA)+ c(CAC)+ c(CAG)+c(CAT)] c=
P(G|CA) — c¢(CAG)/[c(CAA)+ c(CAC) +c(CAG)+ c(CAT)] oromm
PTICA) — c(CAT)/[c(CAA)+(CAC) +c(CAG) +¢(CAT)]



HMMs zur Genvorhersage

Kombination der einzelnen Sensoren:

® '

Dooxoxxxxx ATG ccc EEE ccC TAA XXXXXXXX
inter- region around coding region around
genic start codon region stop codon

Figure 4.11: A hidden Markov model for unspliced genes. In this drawing an “x’
means a state for non-coding DNA, and a ‘¢’ a state for coding DNA. Only one

of the three possible stop codons are shown in the model of the region around the
stop codon.



HMM fur prokaryotisches Gen

R,

NON-
CODING

AAA: 0.01
AAC: 0.03
AAG: 0.04

5,

i

START

ATG: 1
Rest: 0

CODING

AAA: 0.02
AAC: 0.05
AAG: 0.02

0.05

NS

END

TAA: 0.5
TAG: 0.4

TGA: 0.1
Rest: 0




HMM fur prokaryotisches Gen

Ein noch relativ ubersichtliches Problem....

Kleine Genome (0.5-10 Mbp)
Hohe Gendichte (>90%)

1 Gen =1 ORF

Gene hintereinander in Operons

Ribosome Binding Sites (RBS, Shine-
Dalgarno) and TK-Terminatoren.



Statistisches Vorwissen fur HMM

o Ribosome
Binding
Site
5,
H= == _=-SS—c=oCTEZXLar . =2o=x=T

FNC";Q'LQCOI\QO)OFNO’)Q‘IOCDI\QO)OFNOOQ'IDQOI\

NANANANANANN

= —=—
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oo
ANANM
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HMM fur prokaryotisches Gen:
,GeneMark"

Betrachtet sliding window (96 nt) in DNA-Sequenz

Berechnet Kodierungspotential fur alle 6 Lese-
rahmen (Inhalt)

Lokalisiert RBS (Signal), um Startkodon genauer zu
identifizieren.



Genvorhersage
in Eukaryoten

GENSCAN
(Karlin and Burge 1997)




pPredicted 7 : -
GiéE)lccTspeg;nisan}i(Ené. .End .Len Fr Ph I/Ac Do/T CodRg P.... Tscr.. GenVOrhersage mlt

1001 Init & « 1579 11663 850 "R T4 EuE Ry Yo a1 13, 2% GENSCAN
.02 Intr 2540 2635 96 1021008 =134 04698 =638

1 + 0 O 0
1,03 EnbE: 40034557 3588 F130- 50 425401, » 814451360999 150/ ) ..
1.04 Tntr +-..4820 . 5043 i22% 1 -1 . ‘Bsir 569 432 (D98 37.:93 - eine Beispiel
1.05 Intr +. 5153 5850 -198 ‘0 0, %3~ 81 371 0999 34.74
1.06 Intr + 5688 5889 202 1 1 53 69 378 0.979 31.27
107 Inte 4% Lg8l0 gine 100 S04 1E s B0y Sg0to s coa _
1208 Intri+ & 6576 <638 599 4 25105577 o510 888 & 387 genome.mit.edu/GENSCAN.html
109 Terw +& 67285 18798 500 300 63 54590 0785 161
1,10 PlyA + .Bo58 = 6psk o b 1.05
Predicted peptide sequence(s): ° H
>gi|GENSCAN_predicted_peptide_1|391_aa max 200 kb mlt
KIF LGK TN
MAMOKIFAREILDSRGNPTVEVDLHTAKGRFRAAVPSGASTGIYEALELRDGDKGRY mehreren Genen m09|ICh

AKFGANATILGVSLAVCKAGAAEKGVPLYRHIADLAGNPDLILPVPAFNVINGGSHAGNKL
AMQEFMILPVGASSFKEAMRIGAEVYHHLKGVIKAKYGKDATNVGDEGGFAPNILENNEA
LELLKTAIQAAGYPDKVVIGMDVAASEFYRNGKYDLDFKSPDDPARHITGEKLGELYKSF
IKNYPVVSIEDPFDQDDWATWTSFLSGVNIQIVGDDLTVTNPKRIAQAVEKKACNCLLLK
VNQIGSVTESIQACKLAQSNGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTGAPCRSER
LAKYNQLMRIEEALGDKAIFAGRKFRNPKAK

Column Description
Gn.Ex gene number, exon number (for reference)
Type Init = Initial exonIntr = Internal exon

Term = Terminal exonSngl = Single-exon gene Predicted Exons Annotated Exons

Prom = PromoterPlyA = poly-A signal 1579 1663 1579 1663
S DNA strand (+ = input strand; - = opposite strand) 2540 2635 2540 2635
Begin beginning of exon or signal (numbered on input strand) 2796 2854
End end point of exon or signal (numbered on input strand) 3016 3085
Len length of exon or signal (bp)
Fr reading frame (a codon ending at x is in frame f = x modulo 3 3455 3588 3455 3588
Ph net phase of exon (exon length modulo 3) 4820 5042 4820 5042
I/Ac initiation signal or acceptor splice site score (x 10) 5153 5350 515375350
Do/T donor splice site or termination signal score (x 10) 5688 5889 5688 5889
CodRg coding region score (x 10) 6318 6426 6318 6426
P probability of exon (sum over all parses containing exon) 6576 6634 6576 6634

Tscr exon score (depends on length, B/Ac, Do/T and CodRg scores) 6723 6792 6723 6792




Bewertung der Genvorhersage

Sensitivitat wieviele vorhandenen Exons
werden richtig erkannt?
(,false negatives?)

Spezifitat wie gut wird gegenuber falschen
Exons diskriminiert?
(,false positives?)

Die meisten Genvorhersageprogramme erreichen mittlerweile
eine Sensitivitat von ca. 70 %.

Ein groRes Problem bleibt auch die oft geringe Spezifitat!



Bewertung der Genvorhersage

Nuckotde Level

Exon Level

Reality TN true negatives

FN false negatives
TP true positives
wrong comedt missing FP false positives

Predction

adapted fromr Bursat and Guigo (19%), Genomics 34, 353-367.



Eine mogliche Losung:

mehrere Programme verwenden!

T O O T OO s
GENSCAN_GENE _Human
GeneSanpler_EST
COHPILE_FRODUCT Default
BLASTH_EST

BLASTX _GenFept
BLASTH_EXOMN_EST
PROSITE_HOTIF_Default
LCP_GC_Long

| CP_CpG_Long
THYERTED_REFEAT_REGION_Def ault
TAMDEH_REFPERT _REGION_Default
COHPILE_SIHFLE_Def ault
COHPILE_REFPEAT . Default
ExonSanpler_EST
GeneSanpler_EST
COHPILE_FRODUCT_Default
FROSITE_HOTIF_Def ault
BLASTH_EXOH_EST

BLASTH_EST

COHPILE_EXOH_MHeak
XPOUND_EX0OH_Default

HZEF _EXOM_House
GRAIL_EXOH_House
COHPILE_MHOHALU_Default
COHPFILE_ALU_Default

| |
| |
“Illllldlllll |d||||ih|||| |||N||||||l||u|||||||||!| NEREEREEE
I | I I 11 | | |
| | Il | 11 | | |
|]|:|],I||] 0o oo |F||] I|| 0ann o I0no il 10
| | i
| -+ | | A = o &
RRARRR R R RN RN AR N R RN LR A RN RN RRRR RN
I 1111 . I I
I I 11 . I
| | |
I]D]|I||] O | 1 01 |

« 1

n Positively predicted Exons

Examples of false positives predictions




Genvorhersage-

Programme fur eukaryotische Gene

GRAIL
GRAIL-EX
GenelD

Genscan

GenomeScan

FGENESH
Genewise
Twinscan

SGP-2

nur HMM: berechnet sieben Parameter kodierender Regionen
HMM plus BLASTN

HMM: erst Signale berechnet, dann Kodierungspotenzial
dazwischen gesucht

HMM mit ,,higher order parameters”: Gendichte, typische Exon-
Grosse und Anzahl, GC-Verteilung

= Genscan plus BLASTX-Match zu bekannten Proteinen
(Nachteil: geringere scores fur Exons ohne Proteinmatch)
HMM , linear discriminant analysis

HMM und parallel Proteinhomologievergleich (gut, aufwandig)
Genscan plus Genomvergleich

GenelD plus Genomvergleich



Literatur & Links

http://www.wikiwand.com/en/List of gene prediction software

Literatur:

Guigo et al., Genome Biol. 2006; 7:S2.1-31
Brent & Guigo, Curr Opin Struct Biol. 2004; 14:264-72
Yandell & Ence, Nature Reviews Genetics 2012; 13: 329



Forschungsfelder in der
ab initio-Genvorhersage

 sehr kleine Exons

* ALT-splicing

* Uberlappende Gene

* Promoter-Erkennung
«5°und 3° UTRs
 RNA-kodierende Gene

» ,confidence values™ angeben



Die drei Wege zum Gen

. Datenbanksuchen/Alignments

,es gibt bereits passende Sequenzen in den Datenbanken”

. ,ab initio”-Genvorhersage

,Signale” in der DNA zeigen: hier ist ein Gen”

. Vergleich von verwandten Genomen

(,comparative genomics®)

Jhier ist eine evolutionar konservierte Region”



Vergleichende Genomanalyse:

die Losung des Genvorhersageproblems

\/ | 80-100 Mio. Jahre

,nur funktionell wichtige DNA-Sequenzen (Exons,
regulatorische Bereiche) bleiben wahrend der
Evolution konserviert”



Unser Ziel damals (1995).

1 Mio Bp in Mensch und Maus

in hoher Qualitat (<< 1 Fehler / 10 000) und annotiert
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Fehlerhaftigkeit der ab initio-Genvorhersage

CEGP1
EXON I 1 | 2|3 (4|6 |67 |89 |10]11]|12|13|14|15|16|17|18(19|20|21(22|fp| %
Human f = | - | ¢ |+ |+ |+ +| -1 +]|+]|+] =] +]|+]|+]+|¢]+]=]+]|+]|+]3]|78
Mouse | + | + | + | + | + | - + VH K + | 4 + | ¢ + |+ + - + |+ |+ + + |+ | 4|91
C110RF1

EXON [1[2[ 34567 ] fp | %

Human | + | + | + | + | + [« ] =| 0 | 88

Mouse | + | + | ¢+ |+ | + |+ ]| + 0 100 C110RF3
C110RF2 EXON |2 ]3]4 (5] fp | %
Human)] - | + | - | - 2 25
EXON |1 2345t | %
Mouse | - | + | - | - 2 25
Human |+ |+ |+ ]+ [+ ] 0 [100] OK|
Mouse | + | + | + | + | + 0 | 100
C110RF4

EXON | 2|3 | 4|5 |6 |fp|%

+ korrekt vorhergesagt -- falsch negativ fp falsch-positive Vorhersagen



Mensch-Maus-Sequenzvergleich
mit ,,Percent-ldentity-Plot”

QEGP? 5 (PIP; bio.cse.psu.edu/pipmaker/ )
18 -
12 l | 25 2 l»(l 4 4l - -_l_iL >p  H-ERR 100%
- “a : y i - 5 75%
| 7 . g S » 2 B3 R L50%
BOk B2k 84K 85k 88< a0k a2 94k 96K 96k 100k
i\., ' . Clior14
i
C 13y » u 4 o ¢dd>@ (& 4 4 4
T L TR I o e, e -75%
| it ; R 50%
100k 102k 104% 106Kk 108k 110K 112k 114k 116k 118k 120K
i Citorfi4 Cliorf18
33 4 56 ] 3 , e
J l ' ‘:-\"> t\:/ II ‘.\-’ \.:" 1') ‘(: ’-4‘ :-’ (. “ g9 € ! 100%
R - -ns e S ‘ 75%
s T . : 50%
120k 122k 124k 126k 128k 130k 132k 134k 136k 138k 140K
Cltorfts __l : 5 Ctiorfts -
< aiivi B » i >p qreca > imarmip aq S
e AL o - o MRS B
7 = i, S ¥ ~L-50%
140k 142k 144k 146k 148k 150k 152k 154k 156Kk 158Kk 160k

Mensch-Sequenz als , Vorlage ‘dargestellt.

Skala rechts zeigt Sequenzidentitit in der Maus.



Interspezies-Vergleich
verbessert Genvorhersage

Mensch TCTTCACTCATCCCTCAGAGTGGGTTTCAGCTCCCCTCTCCCTTTGACCA 54138

N N F1 I A I U O O
Maus CCTCTACTCACATGGCAGACGTGGCATCAGCTCCCCCCTCTCTTTGATAA 53437

Mensch TTA 54188

SRR R R A O A R R R R R R R R R R R R R R R B
Maus TTA

53487

Mensch mmmmmmmmmmmm 54238
Frererererrereere e rrerrr rreerrr rereireend

e A A e e 5

Mensch GIATGGCTTCACCCACTCTCCACGTGAGCAGACTGCCCCTGTCAAGTTGG 54288
FEE beerrererrrrerrrrreerer Frrrer e

Maus CITATAGCTTCACCCACTCTGGAGGTGAGTGGGTGGCCCCTCTATGGTGAG 53587
e ——

Aber: die exakte Vorhersage der korrekten Spleil3-
stellen ist so nicht moglich




Kombination von Genom-Vergleich und
ab initio-Genvorhersage verbessert
das Ergebnis enorm...

Bsp: Annotation von Chromosom HSA 14

Table 3 Specificity and sensitivity of the non-expressed resources in the annotation of human chromosome 14

Exofish + BLAT-mouse +
Exofish BLAT-mouse GENSCAN exaons FGENESH exons Exafish + BLAT-mouse GENSCAN exons + FGENESH exons

Annatation features 4,396 18,583 10,192 7,901 3,862 2,609
Specificity” 96% 31% 52% 61% 96% 9%
Sensitivityt 42% 70% 68% 63% 74% 83%

*The fraction of the annotation featuras of the various resources or a combination of rasources that were includad in the exons of tha final gane annotation is indicated.

| 1 The total numbar of annctated exons for all gane categonas is 7,305 axons. The fraction of exons idantified with the various rasources or with a combination of rasourcesis indicated.

GENSCAN, FGENESH ab-initio Vorhersage
EXOFISH Fugu-Genomvergleich
BLAT-mouse Maus-Genomvergleich

Es wurde hier keine Info uber cDNAs/ESTs/Proteine verwendet!!



Vergleichende Genomanalyse:

unerwartete Erkenntnisse

Ultraconserved Elements in the

Human Genome
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David Haussler?*

There are 481 segments longer than 200 base pairs (bp) that are absolutely
conserved ( 100% identity with no insertions or deletions) between orthologous
regions of the human, rat, and mouse genomes. Nearly all of these segments
are also conserved in the chicken and dog genomes, with an average of 95 and
99% identity, respectively. Many are also significantly conserved in fish. These
ultraconserved elements of the human genome are most often located either
overlapping exons in genes involved in RNA processing or in introns or nearby
genes involved in the regulation of transcription and development. Along with
more than 5000 sequences of over 100 bp that are absolutely conserved among
the three sequenced mammals, these represent a class of genetic elements
whose functions and evolutionary origins are yet to be determined, but which
are more highly conserved between these species than are proteins and appear
to be essential for the ontogeny of mammals and other vertebrates.




Vergleichende Genomanalyse:

Ultraconserved Elements

Beispiel eines
UCE mit
moglicher
Enhancer-
Funktion

Warum ist
UCE besser kon-

serviert als die
kodierende DNA?

Bax 2 | Extreme conservation in enhancers that are shared by human and fish

Human
MoLea
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The finding that some cis-regulatory
clements have almost identical sequences
over hundreds of base pairs in species as far
apart as humans and fish is surprising.
Regulatory elements are generally
composad of multiple transcription-factor
binding sites (TFBSs) that arcarrangedin
modules'®. These modules areusually
separated from cach other by sequences, the
length and identity of which are even more
degenerate and flexible that the TFBSs
themselves. As a result, regulatory
saquences can tolerate small insertions,
deletions or sequence substitutions.
Regulatory variants such asthese are an
important source of phenotypic
evolution™. So, inspecies as distant as
humans and fish, it is more than reasonable
to assume that in almost halfa billion years,
enough changes will have occurred withina
given orthologous regulatory element so
that even if these species still share this
regulatory unit, their sequence will have
diverged enough to render them ‘invisible’
to sequence-alignment tools

Neverthdess, we cancasily identify
conserved enhancers between humans and
fish. One of the reasonsfor this success is
the astonishing degree of conservation that
these sequences have retained over long
periods. For example, a core enhancer inan
intronin DACH is >98% identical for 350
bpin humans, mice and rats ( see figure
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