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Strategien der Gensuche 

Datenbanken in der 
Molekularbiologie 



Strategien der Gensuche 

• der biochemische Weg („funktionales Klonieren“) 
 
• der genetische Weg („positionelles Klonieren“) 
 
• der „Genomics“-Weg  



  Reinigung des Proteins 
 

 Antikörperherstellung 
 

 „Screenen“ einer cDNA-Expressions- 
 klonbank mit AK als Sonde 

 
 Identifizierung des Klons, der die cDNA 
 des gesuchten Gens enthält und daher das 
 gesuchte Protein bildet 

Der biochemische Weg 

Voraussetzung: Das Genprodukt (Protein) muss bekannt sein! 



Genbank: 
jeder Bakterienklon enthält und exprimiert ein

anderes Gen

Lyse

„Abklatsch“
auf Membran

AK-Sonde erkennt
Protein!

Der Klon enthält
das gesuchte Gen!!

Der biochemische Weg 



Der genetische Weg: 
Positionelle Klonierung  

• sichtbare Chromosomen-Anomalien? 
 

• Verlust der Heterozygotie (LOH) in einer Genomregion?       
   (>Tumor-Suppressorgene) 
 

• Kopplungsanalyse: 
 Wird meine Erkrankung (in großen Familien) zusammen   
 mit leicht unterscheidbaren „genetischen Markern“ 
 vererbt (deren Position ich bereits kenne) ? 

Voraussetzung:  
Information über die Lage eines (Krankheits)gens auf den  
Chromosomen bzw. im Genom 



Positionelle Klonierung braucht Marker 

„Marker“ sind DNA-Loci, an denen es Unterschiede zwischen  
Genomen (Allele) gibt, deren Vererbung verfolgt werden kann 

RFLP 
(Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus) 



Positionelle Klonierung: 
weitere gebräuchliche Markertypen 

ATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAATCACACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGC 

18 Repetitionseinheiten 

12 Repetitionseinheiten 

ATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAATCACACACACACACACACACACACAGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGC 

• Mikrosatelliten > Detektion per PCR & Gelelektrophorese 

• SNPs single nucleotide polymorphisms  >Detektion per PCR & Sequenzierung 

ATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAATAGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGC 

ATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAATGGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGC 



Wo ist das Huntington-Gen? 

Krankes Allel wird nicht 
zusammen mit Allel 2 vererbt 
> Gen liegt nicht auf Chr. 17! 

Huntington-Allel wird 
zusammen mit Allel 1 vererbt 
> Gen liegt auf Chr. 4! 

Positionelle Klonierung zeigt... 



Positionelle Klonierung und 
Genomsequenzierung ergänzen 
sich! 

Marker-Kopplung zeigt uns ungefähre Lage des Krankheits- 
Gens an. 
 
Aber wir haben das menschliche Genom doch schon seit 2001 
sequenziert! 
 
Q:  Wie hilft uns das die Genomsequenz bei der Suche nach 

 dem Krankheitsgen also weiter? 



• per Kopplungsanalyse oft Einengung der Genposition auf < 1Mb möglich 
• dann Suche nach Mutationen in den „Kandidatengenen“ dieser Region 

Positionelle Klonierung nutzt die  
Genomsequenz! 

Marker zeigen 
Kopplung 

Hier hilft 
das Genom- 
projekt 
enorm!!! 

disease



 

Speeding up gene discovery 

Eiberg et al. 2008 

Family & 
genetic markers    >   linkage study  >   look up candidate gene 

              in genome sequence 



Kopplunganalyse gut wenn... 

• Familien/Stammbaum zur Verfügung stehen 
• wenige definierte Mutationen den Phänotyp 
bestimmen 
• die „Penetranz“ der Mutation hoch ist 
 
Die meisten verbreiteten genetischen Erkrankungen 
beruhen aber auf vielen Mutationen mit geringen 
Effekten...(quantitative trait loci) 



 

Genomweite Assoziationsstudien 

• Fall-Kontroll-Studie (hunderte bis tausende Probanden) 
 
• sind bestimmte genetische Unterschiede (SNPs)  
in der Kohorte der Fälle (mit Erkrankung) gegenüber den 
Kontrollen (Gesunde) gehäuft vorhanden und somit 
mit der Erkrankung statistisch signifikant assoziiert? 
 
• mit der Erkrankung assoziierte SNPs sind meist nicht  
direkt für den Phänotyp verantwortlich.  
 
Sie zeigen nur die Lage von relevanten Kandidatengenen,  
die man sich näher anschauen muss. 



 

Genomweite Assoziationsstudien 

• Etwa 1 Mio. der ca. 3 Mio. im  
Genom verteilten SNPs werden  
in jeder Person sequenziert  
(SNP-Arrays oder NGS) 

• Hunderte bis Tausende 
Fälle und Kontrollpersonen > DNA 

• SNP1-Variante kommt 
in Kranken signifikant  
gehäuft vor  
 
! SNP1 ist mit Krankheits- 
Gen assoziiert 

https://de.wikipedia.org/wiki/Genomweite_Assoziationsstudie



 

Genomweite Assoziationsstudien 

Berechnung 
der Signifikanz 
 
Chi-Quadrat Test 

Beispiel aus Wikipedia nach Daten aus:
Wellcome Trust Case Control Consortium, Burton PR (June 2007)
Genome-wide association study of 14,000 cases of seven common diseases and 3,000 shared controls". 
Nature. 447 (7145): 661–78.



 

Genomweite Assoziationsstudien 

„Manhattan-Plot“ zeigt Position von SNPs, die signifikant 
mit dem Phänotyp assoziiert sind 



Wege zu „allen Genen“  
durch Genomanalyse (Genomik) 

•  Gesamtgenom-Sequenzierung 
 „whole genome shotgun“ 

•  EST-Sequenzierung  
 > „expressed sequence tags“, cDNA-‘Schnipsel‘ 
 > Gen-Entschlüsselung ‚leicht gemacht‘ 
 > genannt RNA-Seq bei Verwendung von NGS-Technik 

 

Diese beiden Ansätze komplementieren einander… 



Welche Gene sind da aktiv…? 



EST-Sequenzierung 
ESTs  sind „quick-and-dirty“ sequenzierte cDNA-Schnipsel 

J. C. Venter
Gewebe (z.B. Gehirn) 
 
RNA-Präparation 
 
Umschreiben in cDNA 
 
(cDNA-Klonbank) 
 
wahlloses Sequenzieren 
der cDNAs 
 
Genkatalog 



Herstellung einer cDNA-Bibliothek 

mRNA 5‘ 3‘ AAAAAA 

<TTTTT-5‘
primer 

cDNA- 
Erststrang Reverse 

Transkriptase 

Abbau der RNA, 
Synthese des cDNA-Zweitstrangs 

TTTTT-5‘
AAAAA-3‘5‘

3‘ cDNA 

traditionell:  Klonierung in (Plasmid)-Vektoren > EST-Seq 
heute (NGS): direkte Sequenzierung ohne Klonierung (RNA-Seq) 



Gen, cDNA, EST 

Sequenz-Read



Gen, cDNA, EST 

Q:  warum erscheint es wenig attraktiv, eine 3‘-Sequenzierung 
 von EST-Klonen durchzuführen? 



EST-Projekte 

• unzählige EST-Projekte für diverse Arten und diverse Organe/ 
  Entwicklungsstadien/ Krebs etc... 
 
• EST-Klone sind öffentlich erhältlich! 
 
• RNA-Seq-Daten (NGS) finden sich weiteren, speziellen Datenbanken (SRA, GEO) 

www.imageconsortium.org



Warum Datenbanken? 

• Sammeln und Erhalten von Daten 
 
• Daten such- und auffindbar machen 
 
• Daten-Darstellungsweise vereinheitlichen 
 
• aus Daten Wissen machen! 



Datenbanken in der  
Molekularbiologie 

• Literaturdatenbanken 
 
• Sequenzdatenbanken 
 

 - primäre DB:  annotierte DNA- und  
    Proteinsequenzen 

 
 - abgeleitete DB: interpretierte Sequenzdaten  

    (z.B. Proteindomänen oder Stoffwechselwege) 





Datenbanken-  
Wachstum Publikationen



Datenbank-Wachstum 

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

145,500,000,000 bases in  
158,000,000 sequence records  
(Oct 2012)  

Bitte Stand Okt 2018
selbst recherchieren!



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 



Leistungen des NCBI im Überblick 

F & E Datenbanken Daten-
Einreichung

DB-Suche Literatur-
Suche

Taxonomie

Genom-
Annotation

Gen-
Expression

Tools

Genbank

u. viele
mehr

BANKIt! PubMedBLAST

ENTREZ

Benennung

Phylogenie

...sowie Trainings, Tutorials und vieles mehr“!! 



Literatur-Datenbank und -Suche 
• PubMed = Public Medline  /NCBI 

• Suchdienst der Natl. Library of Medicine 
• > 5600 biomedizinische Zeitschriften 
• Verbindung zu Online-Zeitschriften > Download!! VPN starten! 
• Suchbegriffe einfach eingeben  
  (Boole‘sche Verknüpfungen: „AND“, „OR“, „NOT“; Truncation: „*“ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/



62 000 Arbeiten durchsucht: 
0.04% Plagiate 
1.35 % Duplikate 



OMIM:  
eine spezielle Literatur-Datenbank 

Online Mendelian Inheritance of Man 
= Katalog menschlicher Gene und ihrer Erkrankungen 



OMIM:  
eine spezielle Literatur-Datenbank 

Online Mendelian Inheritance of Man 
= Katalog menschlicher Gene und ihrer Erkrankungen 



Integrierte Such-Werkzeuge! 

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

probieren Sie mal: SARS



…und wie komme ich zu  
meiner Sequenz? 

Ich kenne eine Accession Number   NM_000518 
 
Ich kenne ein Gensymbol              HBB 

                 (Hämoglobin Beta) 

 
Ich kenne einen passenden „Sequenz-Schnipsel“ 
mvhltpeeks avtalwgkvn vdevggealg rllvvypwtq rffesfgdls tpdavmgnpk  
agtcctttgg ggatctgtcc actcctgatg ctgttatggg caaccctaag gtgaaggctc  
 

…kommt erst in 2 Wochen!



Sequenz-Datenbanken 
• komplette Übersicht: Januar-Ausgabe von Nucleic Acids Research 

• www.oxfordjournals.org/nar/database/a/ 
• > 1500 Datenbanken in der Sammlung!! 

z. B. 
 
„Genbank“ 
 
„Flybase“ 
 
„Wanda“: a library of duplicated fish genes“ 
 
„ENZYME“ 



Sequenz-Datenbanken 

NCBI    > GenBank (1979) 
 
EBI    > EMBL database (1980) 

      heute: ENA, European Nucleotide Archive 

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

• täglicher Abgleich erfolgt zwischen allen drei Datenbanken 
 
• dennoch Unterschiede in der Redundanz und Annotations- 
  Präzision 



Eintragen in Sequenz-Datenbanken 

WEBIN 
 
www.ebi. 
ac.uk/submissions 

• Jeder darf seine Sequenzen unbeschränkt (und leider 
   oft auch unkorrigiert) eintragen! 
   (> Kontaminationen der DB mit Vektorsequenzen u. ä.) 
 

• Korrekturen müssen bei Ort des Eintrags durchgeführt werden 



Für neue menschliche Gene: 
Vor dem Eintrag den Namen prüfen und  

schützen lassen! 



Protein-Sequenzdatenbanken  

PIR-PSD („Protein Information ressource“ - „Protein Sequence Database“)

• ehemals größte Proteindatenbank (250 000 Einträge)
• annotiert, z. T. redundant
• > 2/3 der Sequenzen klassifiziert in 33 000 Super-Familien

Swiss-Prot (Amos Bairoch, Genf; jetzt vom EBI unterhalten)

• nicht-redundant, sehr informativ, äußerst exakt annotiert!
• ca. 560 000 Einträge

trEMBL („translated EMBL“)
• automatisch annotiert, nicht curated; > 126 Mio. Einträge

PDB („Protein Data Bank“)

• bekannte 3D-Strukturen
NR • nicht-redundante Zusammenfassung von PIR, PDB, Swiss-Prot

und allen aus GenBank-Nukleotid-Sequenzen übersetzten Proteinen !!

U
ni

Pr
ot

via EBI 

via NCBI 



DNA-Sequenzdatenbanken 
(via NCBI) 

 

GenBank • > 260 Milliarden Nukleotide 
• Größe verdoppelt sich alle 10-12 Monate

• > 1000 komplett sequenzierte Bakterien-Genome    
              • ca 500 annotierte Eukaryotengenome (in Arbeit)

• 67% der eingetragenen Sequenzen sind ESTs (1200 Spezies)

• > 300 000 Spezies repräsentiert (2200 neue/Monat)
• „top organism“: Mensch mit 16 Milliarden Bp

• 30 000 Zugriffe pro Tag

• GenBank ist in 20 Abteilungen unterteilt !



GenBank-Unterteilungen 
NR • nicht-redundante Zusammenfassung aus GenBank + EMBL + DDBJ + PDB

• die Abteilungen EST/HTGS etc sind AUSGESCHLOSSEN!!

dbEST • redundante Datenbank aller beim NCBI, EBI und in Japan eingereichter
  EST cDNA-Sequenzen

dbSNP • Datenbank für SNP-Marker

HTG • „high throughput genomic sequences“ aus Genomprojekten; nur Sanger-Reads

SRA • sequence read archive: nur NGS-Rohdaten

MONTH • neue Einträge der letzten 30 Tage aus GenBank/EMBL/DDBJ

sowie ALU (repeats), VECTOR, YEAST, MITO, PAT(ente) und mehr

(Nucleotide)





Ein GenBank-Flat File... 
accession no.

Version

Zitat

CDS = coding sequence

Protein

GI-Nr. ist singulär!



...die dazugehörige Proteinsequenz 

Proteinfamilie



...und das Ganze als  
„FASTA“-Flatfile-Format 

...das FASTA-Format kann von vielen Sequenzverarbeitungs-
Programmen problemlos gelesen werden



dbEST- 
Datenbank 

Achtung: 
Neuere RNA-Sequenzierungs- 
Projekte (= RNA-Seq) 
werden in anderen 
Datenbanken wie z.B. 
dem SRA abgelegt! 



Ein  
dbEST- 
Eintrag... 

Klonnummer;
3‘ read!!

Gewebe

Herstellung der
cDNA-Bank



• cDNAs, die zu einem Genomabschnitt passen, sind ein erster  
  Beweis, dass dieser Genomabschnitt transkribiert wird!!!! 
 
• cDNA-Sequenzen sind ein phantastisches Hilfsmittel,  
  um per Datenbanksuche neue Gene zu finden 
 

Nutzen von cDNA-Datenbanken 

Genom 

cDNA  



Nutzen von cDNA- 
Datenbanken 

• die relative Menge von cDNA- 
Sequenzen eines Gens (zB hier ESTs) 
geben Auskunft über die ungefähre 
Expressionsstärke des Gens sowie 
über die Gewebe, in denen das Gen  
exprimiert wird!* 

*Dieser Gedanke wird bei RNA-Seq Daten besonders wichtig, 
da hierbei ja viel mehr cDNA-Schnipsel sequenziert werden 
als beim klassischen EST-Ansatz und daher 
quantitative Aussagen der Genexpression viel genauer sind! 



Die dbEST-Datenbank 

Aber Achtung!!   
 
-  ESTs enthalten viele Lesefehler!  

-  nicht komplett gespleißte cDNAs 

- genomische Verunreinigung 
  und Artefakte des Klonierungs- 
  vorgangs (artifizielle Ligate)  



Von ESTs zur kompletten cDNA 

AAAA

AAAA

AAAA

cDNA-Klon 1

cDNA-Klon 2

cDNA-Klon 3

Die reverse Transkription ist selten perfekt....

5‘EST-1 3‘EST-1

5‘EST-2 3‘EST-2

5‘EST-3 3‘EST-3

5‘EST-1 3‘EST-1
5‘EST-2 3‘EST-2

5‘EST-3 3‘EST-3

Komplette cDNA5‘ 3‘

Assemblierung



dbEST > Sammlung von cDNA-Schnipseln

„UniGene“-DB > Assemblierung der Schnipsel
   führt zu kompletten cDNAs („UniGene-Cluster“)

„Refseq“-DB > Annotator prüft Richtigkeit eines Unigene-Clusters 
und erstellt modellhaft oder später verifiziert eine 
Referenz-mRNA-Sequenz für das Gen

EntrezGene >alle Infos (mRNA, Protein, Genomseqenz, Position, 
Expressionsdaten, Literatur) werden zusammen-
gefasst dargestellt  

Vom EST zum Gen… 



RefSeq- 
„die Referenz unseres Wissensstandes“ 

• eine Sammlung verifizierter mRNAs, Gene und Proteine 
• > 10 000 Organismen, > 11 Mio Gene/Proteine 

www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/



RefSeq- 
„die Referenz unseres Wissensstandes“ 



NCBI Gene -„Alles über mein Gen“ 



GeneCards = Alternative zu EntrezGene 



• Trace Archive:  unannotierte Sanger-Reads aus EST-und  
   Gesamtgenom-Projekten (>500 Spezies,  
   2.1 Milliarden Reads) 

 
• Sequence Read Archive: NGS reads diverser Technologien  

             (Tbytes!) 

Für Entdecker!  
Die Sequenzen hier sind meist unpubliziert... 



Spezielle annotierte Datenbanken  
für Genome 

www.ensembl.org



Personal Genomes 

http://jimwatsonsequence.cshl.edu/cgi-perl/gbrowse/jwsequence/

http://huref.jcvi.org/



Weitere sehr wichtige  
abgeleitete Datenbanken... 

Protein-Familien, -Domänen, 3D-Struktur: 
 

PFAM  pfam.wustl.edu/  
PROSITE  www.expasy.org/prosite/ 
PDB   www.rcsb.org/pdb/ 
 
Stoffwechselwege, Enzyme: 
 

KEGG  www.genome.ad.jp/kegg/ 
ENZYME  http://www.expasy.org/enzyme/ 
Biochemical  www.expasy.org/cgi-bin/search-biochem-index 
Pathways 

Diese und andere zusammengefasst in 

InterPro (via EBI) 



Datenbanken und Computer-Tools  
arbeiten mit unterschiedlichen  

Sequenzformaten 

Lösung:  Programme wandeln Formate um!
READSEQ    Ftp://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio/readseq/

Seqverter    http://www.genestudio.com/seqverter

Für Programmierer: Bibliotheken für Fileformate etc sind in 
Modul-Sammlungen wie z.B. BioPerl vorhanden 


