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Von der DNA zum Medikament:
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Warum Informatik in der Biologie?
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Warum Informatik in der Biologie?

e Bicker-Hefe 12069 kb 6200 Gene
e Fadenwurm 97000 kb 20 000 Gene
* Drosophila melanogaster 137000 kb 14 000 Gene
* Homo sapiens 3 000 000 kb <25 000 Gene
e Reis 400 000 kb >50 000 Gene !
e Ackerschmalwand 125000 kb >25 500 Gene

Genom-Projekte be1 Modellorganismen der biologischen
Forschung lassen die Datenmengen rasch anwachsen



Biolnformatik

Genomforschung Algorithmen™

Molekularbiologie Datenbanken
Biochemie Visualisierung
Physiologie Simulation

> Verstandnis biologischer Zusammenhange
> Kenntnis informatischer Methoden

*eine Menge eindeutiger Anweisungen zur Losung eines Problems



www.systemsbiology.org
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ere acute respiratory syndrome



Symptome

What are the & e R
symptoms of SARS? [ | . What is SARS and what causes it ?

Suddenonset [ _ A new type of atypical
of high fever ~ pneumonia that infects the
(>38° Celsius) ~ lungs.
® Caused by a virus which is yet to
be determined.
Dry cough

How is SARS spread ?

@ Through droplets spread when an
infected person coughs or
sneezes and droplets are spread
to a nearby contact.

- @ Asmall number of individuals
with SARS who are very sick can
4 be very infectious when they

~ develop SARS symptoms.

t\Q'From the cases so far, it appears
£ that SARS becomes infectious
D& ly after the infected person
evelops symptoms, first of
which is usually the sudden

¥ '!
= Breathing
difficulties

-

» the incubation period which is
about 3 to 7 days, but for some,
‘may be up to 10 days.



Chronologie der Ereignisse

Nov 2002 first cases of mysterious respiratory iliness in Guangdong, China

Jan 31 2003 first major outbreak in Guanzhou hospital: super-spreader infects 130 persons

21 Feb 2003 Doctor A from hospital G visits Hongkong hotel M > dies two days later >
other hotel guests infected > travel to Vietham, Singapore, Canada, US

Early Mar 2003 more newspaper reports

Mar 9 Carlo Urbani (WHO) called to Hanoi realizes a new disease,

prevents local spreading and convinces WHO to get active

,»| have a hospital full of crying nurses. People are running and screaming and

totally scared. We don't know what it is, but it's not flu." B VINGENZO VARAGONA
Mar 15 WHO official alert
Mar 15 2 infected pasengers at Frankfurt airport >
Sputum PCR-negative for tropical viruses
Mar 18 EM pictures suggest paramyxovirus
PCR negative (too much human DNA contamination)
Mar 20 Frankfurt researchers cultivate virus > to Hamburg lab SARS
Mar 22-25 PCRs with degenerate primers give ca 20 sequences, 2 of them CARLO URBANI
are coronavirus sequences e Ry ocosdtios
Mar 25 US group reports typical coronavirus image for SARS
Mar 26 C. Drosten (Hamburg) publishes PCR assay for SARS on institute website and
distributes positive control material for PCR to 150 labs worldwide
Mar 29 Carlo Urbani dies of lung failure

Apr 2003 4300 SARS cases, 250 deaths in 25 countries






Eine Pandemie

au 26 Mai 2003 on dénombre
au total : 8202 cas

Corée du sud
3 cas

Taiwan

585 cas

Macao
2 cas

Hong Kong
1726 cas

,‘a Mg? aicie | L '-‘ Dviet:am
Afrique du sudg s'z"g:g:;r:‘ioc“aéssie/ lippl

1 cas

Colombie _
1 cas

Australie

6 cas pa
Nlle Zélande,__/

lcas

I Pays touchés par le SRAS et recensés par I'OMS ¢ ) travelsante.com

la planéte santé




Das Szenario ...ein neues tédliches Virus!

Severe Acute Respiratory Syndrome

« Symptome: ahnlich Lungenentzundung
* 114 Tage-Epidemie (2002/2003)

» 8098 Erkrankungen, 774 Tote

29 Lander betroffen

* eine zeitweise paralysierte asiatische Volkswirtschaft...







Coronavirus

Zehn Jahre nach Sars: Ungewohnliche MERS
Lungenentziindungen alarmieren Forscher f

voh Jana Schlitter

Wihrend die Erforschung von Sars
ein Musterbeispiel internationaler
Zusammenarbeit war, beklagen
Infektionsbiologen beim neuen
Virus eine noch stockende
Informationspolitik.

Bl Empfehien @ W Twittern @ | +7 | @ i |5

Der /.
Hocl™"

Angst vor .é.nstE|:kl.1f'|g Als lin Marz 2003 irmmer mehr ' '
sl Kbl ietatylet b il Sl Metf"“ :
FOTO: AFP fllhlt

trotz
nichsten Tag wird er mit Atemwegsproblemen auf ¢
Krankenhauses behandelt. Er warnt seine Arzte, das
Ansteckendes hat — er hatte zuvor in der Provinz Gy Virus kam aus Saudi-Arabien

Samstag, 03. Mai 2014

Lungenentziindungen behandelt. Unterdessen reist USA melden ersten Mers-Fall

aus Toronto, nach Kanada zuriick. Sie infiziert etlic] pie wHO warnt vor dem tédlichen Mers-Virus - es sei eine "Gefahr fiir die ganze

ebenfans klll‘Z darauf an einer Krankheit dle wir he,‘ Welt". Bislang konzentriert sich die Ausbreitung vor allem auf die arabische
’ Halbinsel. Nun wird das Virus auch in den USA nachgewiesen.



Das Szenario ...ein neues toédliches Virus!

* Labor: Isolierung der Erbsubstanz und Sequenzierung

a
« Computer: Erkennen der Virusgene (de novo Genvorhersage)

Ahnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? Ausbreitung? Herkunft?
(Phylogenetische Rekonstruktion)

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

e Labor: Wirkstoff-Test



Jede Zelle enthalt den Zellkern mit der
genetischen Information, der DNA

Anatomy of the Animal Cell
Microfil Mitochondria
crofilaments & & Rough
Lysosome,_ '\ . Al Endoplasmic
: AL Reticulum

\i
Peroxisome - |

Plasma
- = Membrane

Nucleolus

A g

17 Endoplasmic
Smodthm 4 Reticulum
Eaggg:‘a“s‘mlc Ribosomes Figure 1



Chromosome

Chroenatid Chramalid

Das Genom ist die
Gesamtheit der Erbinformation

U.d
"

. ' ) _\6
einer Zelle. QS
Gene sind funktionelle c\"”’? N
Abschnitte auf der DNA. SR
ﬁ |'®®
Die DNA ist auf f ~

Chromosomen aufgeteilt. TN

DNA = Desoxyribonucleinsiure



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

J.D.Watson F.H. Crick




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



Die Abfolge der 4 ,,Basen® der DNA
enthalt die Bauanleitung des Lebens !

Informationsspeicher

RNA-Synthese
(Transkription)

N L Ll L LA 1L e Informationsabschrift

Proteinsynthese
(Translation)

PROTEIN

Produkt

Aminosauren



Q:

Wie erkenne ich, dass ein DNA-Abschnitt
ein Protein-kodierendes Gen enthalt?



Wie erkenne ich ein

proteinkodierendes Gen?

RNA-Synthese
(Transkription)

v RNA

5 P ERN T 2
AUG Proteinsynthese ET%E,
START! (Translation) :

PROTEIN

Aminosauren

COOH

ORF
= offener Leserahmen



Viren haben eigene Erbinformation
(manchmal aus RNA)

./ Spike glycoprotein
VA A &,
\ )
0\ 8]

Hemagglutinin-acetylesterase

9/ gheoprotein

1
o
™

Membrane
glycoprotein

SARS
Coronavirus

* RNA-Genom,
umhullt von Nukleo-
Capsidprotein

* Lipidhulle mit
4 Proteinen



Viren haben eigene Erbinformation
(manchmal aus RNA)

RNA +Strang

S T

Proteinsynthese
(Translation)

PROTEIN

Aminosauren



SARS-
Lebens-
Zyklus

Attachment and entry
% %:g \
Y %E v

Uncoating

Cemomic RNA (+ve)
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Viral release

=
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Fur die Sequenzaufklarung wird
RNA in DNA umgeschrieben!

DNA replication
(DNA ->DNA)

DNA polymerase

DODODD]

reverse - transcription
transcription (DNA -> RNA)
rev. transcriptase RNApolymerase

e M g

http://study.com/academy/lesson/reverse-transcriptase-definition-function-structure.html



Methoden der DNA-Sequenzierung

1977

» chemische Sequenzierung (Maxam & Gilbert)

* enzymatische Sequenzierung (sanger)

synonym: > Kettenabbruch-Sequenzierung
> Didesoxy-Sequenzierung




2000: Human Genome Project
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Das Sanger-Verfahren

* Replikation in vitro! Zutaten?
Primer, Polymerase, dNTPs

» ...der nobelpreiswurdige Trick:

Dideoxynucleotide (ddNTP)
0] 0O @)
: ¢l I |
»lerminatoreniy _p_o_p_0—P—0—ch,
| | | Base
0 0 0 0
HH
H 5>X H
H> *H
Deoxynucleotide (dNTP)
0] 0] @)
| Il II
O—P—O0O—P—O0—P—0O0—CH,
| | | Base
o 0 o} 0
HH
H X H
OH H

—_

...die Mischung
— macht's!!




Das Sanger-Verfahren

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

to @ D

5¢-CTAGGACTGTAC T

5¢.CTAGGACTGTAC | C*”  usw.

5¢-CTAGGACTGTAC T C* r— —_ "
sortierung —— .
5¢.CTAGGACTGTAC 1C(T*» —_ é
5¢.CTAGGACTGTAC A" —_— 3
Stop v — ?
5¢-CTAGGACTGTAC G ® 0

Gel-
Elektrophorese



Sequenzdaten-Chromatogramm
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Die Auflosung bei der elektrophoretischen
Auftrennung begrenzt die Leseldange einer
Sequenz1erung derzeit auf etwa 1000 Bp!!
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DNA ist ein kompliziertes Molekul!

WATSON* ~ 7 C e

T G Cc

Basen sind komplementar!

A G T A C G

,CRICK*® - 5 s %1 &),  Rickgrat ist chemisch gesehen
®

ARCARCIR IR anti-parallel! (5>3‘ bzw 3'>5)

Nucleotide Phosphate

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.

Q : Welchen Vorteil hat es fur uns Genomforscher,
dass die DNA aus zwei Strangen besteht?



,Doppelstrangige“ Sequenzierung!

WATSON* T c C ’

ogen
L bonds

G

CROKC B

Nucleotide| ~ |Phosphate

Image adapted from: National Human Genome Research Institute

3‘& 5‘
C A T G C

Passen die beiden
Sequenzen fehlerlos
zueinander?



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

Ouery: 1 tctacggagceccgtagtgcaggecatgagtcgaggctgagatggcgagtaagag 53

_ LEPELEE e e P frr e terrr e e trrrrrrnd
mhjct: 616 tctacggagctgtggtgcaagecatgagceccgaggctgggacggggagtaagag 668
3

\
Nt-Substitution

As-Austausch
i u\S‘ AHSE Gjap bzw. InDel

OQuery: S5  EPELIROGWRAVSRSPLEHGTYLFARLFALEPDLLPLFQY—--NCROFSSPEDCLSGSPEFL 62
+ ELIR 5W ++ ++ + HG +LF+RLF L+P+LL LF ¥ NC % +DCLSSPEFL
shbjct: 8  DEKELIRGEWDSLGENKYPHGYILFSRLFELDPELLNLFHYTTNC-—-GSTODCLSSPEFL €4

A

4 \
dhnliche As 1dentische As

Alignments konnen auf Nukleotid- oder Aminosaure-Ebene erfolgen



Sequenzvergleich durch Alignment

R
—

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

|

5-TTACTAC-3"
|1

3-ATGGCGT-5




Sequenzvergleich durch Alignment

5-TTACTAC-3' —
und
5-TGCGGTA-3 -—

| 5y

5 -TACCGCA-3‘ ,Reverse Complement" '

l © www.ClipProject.info

P N

5 -TTACTAC-3"

5 TACCGCA-3" -




Welche Molekule konnen wir
SO sequenzieren?

A INSERT B PCR PRODUCT

y SEQUENCING ﬂ

INSERT INSERT

U 5!

OR




Practical Exercises 1

RAN, ANI! i
ARBEIT!

 Editing of Sanger chromatograms
« Spotting and explaining uncertainties...
 Alignment of forward and reverse reads
* Producing a consensus sequence

Examples:

a)Reads from a plasmid clone

b)Reads from a PCR amplificate obtained from SARS virus

c)Optional 1: ,historic® first PCR reads from SARS discovery

d)Optional 2: reads from a PCR amplificate produced to
diagnose a human disease condition



Seit 20 Jahren...

Sanger-DNA-Sequenzierung
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Next-Generation-Sequencing:

A million-fold improvement!

Nature 458: 719
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my diploma thesis: 1kb Maxam-Gilbert, 4 weeks (day & night in the radioactivity lab)




Next-Generation Sequencing (NGS)

lllumina HiSeq 2500

2 Milliarden Reads
a jeweils 100 Bp

= 200 000 000 000 Bp

= ca. 60 x Humangenome
iIn 9 Tagen

(bzw. 2 Humangenome
mit je 30facher Abdeckung)




Celebrity genomics

Science confirms the Neanderthal in Ozzy
Osbourne

UTIONE tNE THIAHIES thal Wil presceinuwea l riday: Osbourne s genes reveal a probability ol

alconol dependency sSix times higher than the average person :

“All this is big news for blokes everywhere, I think: If the Neanderthals could get laid,
there’s hope for us all.”



Sequenzierungsstrategien fur
groRe Genome sind erforderlich!

Aus technischen Grunden ist die Leselange
einer Sequenzierung begrenzt!!
Sanger: ca. 1000 Bp

lllumina: 100-300 Bp

:

Langere DNA-Molekule (z. B. ganze Genome) mussen
schrittweise (in kleinen Stlucken) sequenziert werden. Diese
DNA-Sequenzstucke mussen dann zum Genom zusammen-
Gesetz werden (,Assemblierung”). =




Die ,shotgun‘-Strategie

Ausgangs-DNA -
Molekiile

_[1 ,zufalliges® Zerbrechen der DNA

T

» d
» <«

[

> > DNA-Fragmente

- — (iiberlappend!)
Sequenzreaktionen

1 Assemblierung der Teilsequenzen

y
% ATGGCGAATGCCTTGACGCCGATGCAATTCAAG

GGCGAATGCCTTGACGCC ATTCAAGTGCATGTA. .
Uberlappung Uberlappung

Konsensus-Sequenz >
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Das Genom des SARS-Virus

* 1 Monat nach Virus-ldentifikation 2 Genome sequenziert!

* Lange : 29 740 Bp (RNA), 13 Gene

* nach 3 Monaten > 20 Virus-Isolate sequenziert
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Figure 2 | Genome structure of SARS coronavirus. Replicase and structural regions are shown together with the predicted
cleavage products in ORF1a and ORF1b. The postion of the keader sequence (L), the 3" polyA) tract and the ribosomal frameshift
site between ORF 1a and ORF 1b are ako indicated. Each box represents a protein product (Nsp, non-structural protein). Colours
indicate the level of amino-acid identity with the best-matching proten of cther coronaviruses (TABLE 2). The SARS-CoV accessory
genes are white. Filled circles indicate the positions of the nine transcription-regulatory sequences (TRSs) that are speciic for

SARS-CoV (5’ACGAAC3).

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




news feature

First past
the post

From the moment the
mysterious iiness
known as SARS was
declared a global threat
to health, virologists
were racing to develop
a diagnostic test. Alison
Abbott visits the tiny
German lab that got
there first.

i A

World-beater: Christian Drosten burned the midnight ofl to be the first to produce a rapid test for SARS.

to see if a tropical virus might be

hristian Drosten is exh d, but

last week he was putting on a brave

face for the television crews trying to
sgueeze into his poky lab. Drosten’s fatigue,
and his sudden celebrity, both stem from
the fact that his team developed the first
diagnostic test for severe acute respiratory
syndrome (SARS).

Remarkably, Drosten and his colleagues
pulled off this feat just 11 days after the World
Health Organization (WHO) issued its alert
about the discase. And since the test was
unveiled on 26 March it has been distributed
to more than 150 labs around the world. Allin
all, it's a considerable achievement for such a
small team, given the high-powered virology
labs that gaged in th quest.

For Drosten, who develops diagnostic
tests for viruses and bacteria at the Bernhard
Nocht Institute for Tropical Medicine in
Hamburg, Germany, the past few weeks have
been a whirlwind. The story began in early
March, when Drosten and his team —
rescarch scientist Stefan Giinther and a hand-
ful of students — were reading daily Internet
postings about a mysterious respiratory ill-
ness in Vietnam. “Then, on 15 March, the
WHO issued its global SARS alert, and two
infected people, a doctor and his wife, landed
atFrankfurtairport.’ Drosten recalls.

Drosten’s speciality is polymerase chain
reaction (PCR) diagnostics, in which a
‘primer’ corresponding to a distinctive
sequence from aknown virus or bacterium is
used to amplify the pathogen’s genetic mat-
erial,if itis present in a sample. Initial tests in
Frankfurt and clsewhere drew a blank in the
search for a viral culprit in sputum taken
from the doctor. So when a second sample,
taken on 17 March, was sent to the Hamburg

114

involved, it fell into Drosten’s hands.
Having ruled out the obvious tropical
viruses, Drosten began to think about rare

Drosten sped back to Hamburg with a
sample on 22 March. His new series of PCR
tests took him through a sleepless weekend,
during which the machine he was using to

viruses that might cause symp similar
to SARS. He first fixated on the family of
paramyxoviruses, whose members include
the rare Hendra and Nipah viruses, which
can jump from animals to people. “Frankfurt
colleagues had looked at the patient’s sputum
sample under the electron microscope, and
heshape, likea squashed sphere, was remini

centofa typical paramyxovirus,” says Drosten.

Think again

Having worked through the night of 18 March
on paramyxovirus tests, Drosten got nothing
but negative results. He couldn't quite believe
it — particularly when Canadian researchers
working on samples from patients in Toronto
suggested that the causal agent was a meta-
pneumovirus, a type of paramyxovirus. So
Drosten sent his sample to Europe’s leading
paramyxovirus expert, Albert Osterhaus at

g ¢ the genetic material being ampli-
fied failed. But by 25 March, the recalcitrant
device had delivered 20 or so sequences.

Two of these matched up with sequences
from the coronavirus family. But just as the
coronavirus sequence was coming off the
machine in Hamburg, rescarchers at the US
Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) in Atlanta, Georgia, announced that
they had identified the SARS agent as a
coronavirus. They also had an clectron
micrograph, which showed the typical
crown-like appearance of a coronavirus that
had been masked in the Frankfurt image.

Having been pipped by the CDC in impli-
cating a coronavirus, Drosten wasted no time
in creating primers that would allow other
labs to test for its presence. The next day, he
described them on the institute’s website and
offered to provide them for free. He also made

Erasmus University inR am, the Nether-
lands, wh firmed the negative diagnosi
The remaining option was to try to fish out
the elusive virus with a less-specific series of
PCR reactions that can amplify the genetic
material of a wide range of viruses. This
required a pure culture of the virus — the
patient’s sample would be too full of human
genetic material to yield a clean result. Here,
Drosten's connections to Frankfurt were cru-
cial. He went to medical school in thecity,and
many of his former colleagues still work there.
And on 20 March, while he was in Frankfurt
preparing a presentation with one such col-
league, Drosten learned thataculture set up at
the university had justbegun to yield the virus.

© 2003 Nature Publishing Group

ilable sy ic sequences that mimic the
behaviour of the virus in the PCR test. These
‘positive controls’ are important, as negative
PCR results can often mean simply that the
procedure has failed. Although scientists in
Hong Kong and at the CDC have since devel-
oped similar tests, they have not distributed
themas widely, nor provided positivecontrols.

After such a hectic few weeks, Drosten is
looking forward to life returning to normal.
Hiscolleagues, meanwhile, are baskingin the
reflected glory. “But we think he needsalong
restand a good feeding up,” says one. .
Alison Abbott Is Nsture's senlor European
correspondent.
+ www.bnl-hamburg.de

NATURE | VOL 23| MAY 2003 | www.nature.com/nature

A AUBOTT

lagnostik
urch PCR!



GenomgrofRen im Vergleich

e SARS-Virus

e E. coli

e Hefe

e Fadenwurm

* Fliege

e Homo sapiens

e Reis

e Ackerschmalwand
e Huhn

Stand Juli 2017

29 kb

463 kb

12 157 kb
103 022 kb
142 573 kb
3555 000 kb
374 424 kb
135 670 kb

1 285 000 kb

13 Gene*
4 288 Gene
6 692 Gene
20 362 Gene
13 918 Gene
20 310 Gene

35 679 Gene !
27 655 Gene
18 346 Gene

* Nur proteinkodierende Gene!



Das Szenario ...ein neues toédliches Virus!

e Labor:

a

« Computer:

e Labor:

Isolierung der Erbsubstanz und Sequenzierung

Erkennen der Virusgene (de novo Genvorhersage)

Ahnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? Ausbreitung? Herkunft?
(Phylogenetische Rekonstruktion)

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

Wirkstoff-Test




Genvorhersage
& Genomannotation




Die (vereinfachte) Aufgabe...

* gegeben sind uncharakterisierte R ey
DNA-Sequenzen eines Genoms S

* FINDE darin...
Protein-kodierende Regionen

Exon/Intron-Grenzen
mogliche genregulatorische Abschnitte

 Mache daraus ein Modell fur die Struktur der Gene!



Warum ,,vereinfacht“?

« gar nicht alle Gene werden in Proteine ubersetzt!
(Das Humangenom hat ca 20 000 RNA-Gene!!l)

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

« Gene werden nach Transkription alternativ gespleil3t.
Die ALT-mRNAs konnen unterschiedliche Proteine kodieren.



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
gctcgettcec
ctgggccagg
cacattccgc
tctcgacttt
aaattcaatt
ggatgtgctg
ggtggaccat

gatgaggcag




Bei Eukaryoten-Genomen ist
Generkennung besonders schwierig

Cytoplasma

Zellkern

Introns Exons
A

Gen

TRANSKRIPTION
pnmares RNA-Transkript l

ANFUGEN VON

RHACAP (A)-SCHWANZ

AAAA
| nacspLeissen

mRNA (D AAAA

| EXPORT

v
mRNA @ AAAA

1 TRANSLATION

Protein S

15 -CAP- UND POLY-

Exon Intron Exon

GT..AGlT
/A

Die Gene bestehen aus proteinkodierenden Abschnitten (,,Exons‘‘) und
nicht-kodierenden ,,Introns*‘, die durch Spleifien aus der mRNA entfernt werden.



Mosaikgene erschweren die
Gen-ldentifizierung in Eukaryoten

Ein typisches menschliches Gen:

EXONS (,,Nadeln im Heuhaufen*)

I N
Genregion (Linge 8000 Bp)

* Funktionelle Teile eines Gens sind als Schnipsel (Exons)
verteilt (durchschnittliche Lange: nur 145 Basenpaare)



Beide Strange der DNA konnen
Gene kodieren!

Ausschnitt aus dem Genom der Hefe:

Chromosome 4

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

* Pfeile zeigen Transkriptionsrichtungen an

* manche Gene uberlappen, d.h. beide Strange der DNA
kodieren dort



Bakteriengene sind einfacher gebaut
und oft in Operons arrangiert

DNA
L TRANSKRIPTION
; TRANSLATION
Protein c——x= .

Promoter Operator TK-Stop

-35 -10

. l_ RBS RBS RBS ()
* o %k e % °
s— | IICeRm{ICen2HIGERsl > mRNA

RBS ribosome binding site (Shine-Dalgarno-Box)  * Translations-Startkodon (ATG) - Translations-Stopkodon



Virengenome sind kompakt und
besonders okonomisch genutzt

1499 ("
A\ ] 1618

e o 2591
,f////ff*' 1o 2693..
916/ /' X EcoRl A\ i
520 [ [ + svaoona
L. &3
/[i or “&
335 - ..
5163f\!!!.ll“ . 3668
SO P 00 pe
5163 4918 ~~-" .. 3679
4018 - pmem .-
4571 4425
I VP1 [Large T Ag

CIVP2 I Smallt Ag
CJVP3 [0 Agnoprotein
B 17 KT

Gazdar et al. 2002

» Gene liegen sehr dicht gepackt
* Gene konnen partiell Uberlappen

 beide Strange der DNA kodieren



Die zwei Strategien der Gensuche

* ich wende Allgemeinwissen an, wie Gene ,,gebaut” sind

> de novo Genvorhersage

* ich suche: gibt es woanders schon ahnliche Gene?

> Datenbank-Suche



Alles geht! oder:
Edgar Allen Poe und der DNA-Geheimcode

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

531‘1’[305))6*;4826)41.)41):806’%;48181{60))8
5.0 F¢i0 1+ 8 183 (88)5* 11 46 (8896 78 )= i, 485
);5%42:*§(;4956*2(5*%--4)898*;4069285);)618
)4 11;1(19;48/081;8:811/;48/185;4)4851528806
Se1 (1orAgirss 4113448161 (188 (V.

* haufigstes engl. Wort? 48 the

53111305))6* THE26)H$.)H}): E06* THE{E960))E
ST14{(T:{*E{E3(EE)5*{T46(EE*96*2TE)*{(THES
)T5%42: *{(TH956%2(5*--H)EYE*THO0692E5)T)6{E
JH{T1 ({9 THEOEITE:E{1THE{ESTH)HES5152EE06
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Remember Grundvorlesung Modul §...

Struktur von RNA Pol lI-Genen

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Enhancer Promoter Intron 1 Intron 2 PAS
-75 -30
GT A T A - _
Q!AT T/!A . % S. \
Start top
Sy 3 UTR
5‘UT — e
Primér-Transkript (hn RNA)
.\"‘-5 __l_iSOIyA )
\l/ Cap



Wir kennen also ,,Signale“ in Genen

« Startkodons, Stopkodons > ORFS (,open reading frames")

 Spleil}-Donor/Akzeptor-Stellen ("GT-intron-AG")

* Promoter: Bindemotive fur Transkriptionsfaktoren (,Boxen®)
Startpunkt der Transkription (+1, cap site)
CpG-Inseln

« Polyadenylierungssignal (AATAAA) am Ende des Transkripts



Published online 21 February 2017 Nucleic Acids Research, 2017, Vol. 45, No. 7 3615-3626
doi: 10.1093Inarlgkx070 \ ’ V4

NAR Breakthrough Article ,

Measurements of translation initiation from all 64
codons in E. coli

Ariel Hecht'-231, Jeff Glasgow'-%*1, Paul R. Jaschke®*!, Lukmaan A. Bawazer'-2:31,
Matthew S. Munson'-23, Jennifer R. Cochran'-?, Drew Endy'-*" and Marc Salit’-23"

ABSTRACT

Our understanding of translation underpins our ca-
pacity to engineer living systems. The canonical start
codon (AUG) and a few near-cognates (GUG, UUG)
are considered as the ‘start codons’ for translation
initiation in Escherichia coli. Translation is typically
not thought to initiate from the 61 remaining codons.
Here, we quantified translation initiation of green flu-
orescent protein and nanoluciferase in E. coli from
all 64 triplet codons and across a range of DNA copy
number. We detected initiation of protein synthe-
sis above measurement background for 47 codons.
Translation from non-canonical start codons ranged
from 0.007 to 3% relative to translation from AUG.
Translation from 17 non-AUG codons exceeded the
highest reported rates of non-cognate codon recog-
nition. Translation initiation from non-canonical start
codons may contribute to the synthesis of peptides
in both natural and synthetic biological systems.




Proteinkodierende Gene haben
auch einen ,,besonderen Inhalt*

* sie lassen sich als einen ,offenen Leserahmen” (ORF) lesen,
d. h. in eine ununterbrochene Aminosaurefolge ubersetzen

5‘— 3‘

Frame 3 a = @ i e
Framez (A ‘(A ‘VA ‘(A "A D
Framel r A b Y £ e » L3 o A n B o o - F = b, B4 g o )
GCTACGGAGCTTCGGAGTC
C GG AR IVE E C INCGE AR AG C B L GG
- - > el T -~ s e = Hel < ~ J -~ 5 AR T -~ J Frame4
L \Y y \‘ \V v \‘ \Y g \‘ ‘V J \) \Y y : Frame 6
v ~ v v v Frame 5

3¢ ———ee 5 ¢



Computer-Suche nach ORFs
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DNAstar Programmpaket

A

' Start
| Stop

Potenzielle Gene




Reine ORF-Suche ist nicht ausreichend, um
exakte Modelle komplizierter Gene vorherzusagen!

Moderne integrierte Genvorhersage-Programme
suchen in ,anonymen” Sequenzen nach Hinweisen

auf Gene.

Dabeil werden statistische Kenntnisse zur Architektur
von Genen benutzt...

...Hidden Markov Models (HMM)



Markov WER??

* Andrei Andreyevich Markov (1856-1922)

 Markov-Kette: et

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

P(tyglts, tig,-..,t5) = P(ty,lt;)

‘ — ‘ — ‘ —_ ‘ Pfeile geben

Ubergangswahrscheinlichkeiten an



Ma
r
kov-Kett
e
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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

Q: Was ist denn da ,hidden“??

* wir sehen nur die ,,e‘s* ,emission*
e dahinter versteckt sich

die Information:

,,dies ist ein deutscher Text“—;,state*




Hidden Markov Models

* Anwendungsgebiete in der Bioinformatik:
> Vorhersage der Genstruktur (Exons/Introns)
> Vorhersage von Promoterbereichen
> Erstellung von Modellen fur Proteinfamilien

zum Suchen nach entfernt verwandten Proteinen
in DB (,,profile HMMs")



Whn = W N =

Aufgabe: suche ein Gen-Signal

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

Bsp.: Funf Sequenzen, die
ein funktionell wichtiges
Gen-Signal definieren

Suche weitere, dazu passende Gen-Signale
mithilfe einer einfachen Textsuche :

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

. =

Diese Textsuche kann aber nicht unterscheiden
zwischen...

a) einer plausiblen Sequenz (zB der Konsensus-S.)
ACAC--ATC

b) einer hochst unwahrscheinlichen Sequenz
TGCT--AGG



Funktionsprinzip eines HMM bei der
Suche nach dem Gen-Signal

Besser ist:
Bewerten, ob Sequenzabfolge ,,gut” in das Schema passt...

ACA---ATG Q" HMM
TCAACTATC =)
Gm2

ACAC--AGC | ) T$ .
AGA—__ATC A 3 A A—B.s A — A A

C 1.0 C—~8 1.0 C.~2 4 C 1.0] 1.0 C 1.0 C_-B
ACCG--ATC G =>cez PG —>: (e T g [T

T2 T T T R T —

Emissions-

Ubergangs-

wahrscheinlichkeit wahrscheinlichkeit



Beispiel: HMM-Sensor fur ein einfaches
prokaryotisches Gen

R ey

NON-
CODING START CODING END
AAA: 001 \  ATG: 1 AAA: 0.02 N TAA: 0.5
AAC: 0.03 1005 Rest: 0 1 > AAC:0.05 [0.05 TAG: 04
0. ’ AAG: 0.02 /| TGA: 0.1
AAG: 0.04 GA: 0
<< 1




Practical Exercises 2

RAN, AN DIE |
ARBEIT!

* Detect possible ORFs in the SARS virus genome:
how many gene candidates do you find?

» Search for ORFs in the ,anonymous” cloned sequence from
excercise 1

* Apply a HMM-based gene prediction tool:
Do you find gene signals in the sequence from excercise 17

Which type of gene is it?



Der NCBI-ORFfinder

& NCBI Resources ™ How To ¥

ORFfinder | PubMed B N search

Open Reading Frame Viewer L]
SARS coronavirus, complete genome
ORFs found: 10 Genetic code: 1 Start codon: 'ATG' only
) NC_004718.3: 1..30K (30Kbp) ~ | Find: Vi\ aplall—Q@ m RToolsv = | fFTacks & 2 ~

1 2 K |4 K 5 K |5 K 12 K |12 K 14 K 16 K 18 K 26 K ez K 24 K EXSM ORrF10 & |
—

ORFfinder_8.18.133847477 o oD x
> > > > > ORFS ORF2 Fa
ORF4 orFs Il ORF7 ORF&

ORF9
Six-frame translations ®
$1 > 01000 N 0 0 O 0 OO (VWO OO 00 1100 O OO O oot i N ipppsompmn
3T TR TR T TR T TR S T TR T TR TR TR T TS T SIRT PO i 1 0 OOV OO O {0 I N O O O AT O O s 001 W emmesen ) | 00l
e N T TR TN AT T I PO LT IR T RO U T > COIE TR = TESTITHT QI
o TN O RTINS A R A AR RTTE ST O O T ST T R Ty LT Ot T (T T LT T TR TN (1 1T LT
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! [k [4 K 6K |8 K 1o K |12 K |14 K |16 K 18 K [22 K 22 k 24 K |25 K |25 K
7" & Tracks shown: 3/11

Six-frame translation...

ORF10 (122 aa) Display ORF as... Mark Mark subset... Marked: 0 Download marked set  as Protein FASTA B
;l]i‘l:iigﬂigVP'ISCELYHYQBCVRGTTVLLKEPCPSGTYBGNSPFHPIA Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa)
DNKFALTCTSTHFAPACADGTRHTYOLRARSVSPKLF IRQEEVQQELYSP et ! ' “vv g i
LELIVRRLVELILCE I ORF7 + 3 13509 21485 7887|2628
ORF8 + 3 21492 25259 3768 | 1255
ORF3 + 1 28120 29388 1269 | 422
ORF6 + 2 25268 26092 825|274
ORF2 + 1 26398 27063 666 | 221
ORF4 + 2 734 1225 492|163
ORF9 + 3 25689 26153 465 | 154
ORF10 + 3 27273 27641 369 | 122
ORF5 + 2 2993 3295 303 | 100
ORF10 Marked set (0 )
SmartBLAST SmartBLAST best hit titles... @
BLAST BLAST

BLAST Database:
UniProtKB/Swiss-Prot (swissprot)



SARS-Genom und seine Gene

_ _ Replicase region Structural region

Amino acid : ¥
identity 13,393 ribosomal o

‘ i frame-shift @
| 10-30% ~ ORFla ‘ ORF1b ~N

[ I
[7]31-40% T T
HI 1
- 41-50% | Nsp1 Nsp3 NspS NspB  Nspl1Z2 Nspl3 Nspld  Nspl6e
Nsp2 Nspd Nsp6 Nspd Nsp15
B 51-60%
Nsp7 Nsp10
P Nsp11 Helcese
We-70% i Spke
3CLpro RNA polymerese Envelope Nucleocapsid

Figure 2 | Genome structure of SARS coronavirus. Replicase and structural regions are shown together with the predicted
cleavage products in ORF1a and ORF1b. The postion of the keader sequence (L), the 3" polyA) tract and the ribosomal frameshift
site between ORF 1a and ORF 1b are akso indicated. Each box represents a protein product (Nsp, non-structural protein). Colours
indicate the level of amino-acid identity with the best-matching protein of cther coronaviruses (TABLE 2). The SARS-CoV accessory
genes are white. Filled circles indicate the positions of the nine transcription-regulatory sequences (TRSs) that are speciic for

SARS-CoV (5’ACGAACS).

Virengenome haben im Gegensatz zu Eukaryoten-Genomen
haufig Uberlappende proteinkodierende Genbereiche!




SARS-ORFs: was kodieren sie?

Table 1 | Predicted SARS-CoV proteins
ORF SARS-CoV proteins  Length Positioninthe  Functional and structural
(amino acids) polyprotein predictions
Replicase region
ORFla  Nspl 180 TM-180G I
Nsp2 638 181A-818G ?
Nsp3 (PLpro) 1922 819A-2740G Papain-like cysteine protease-cleavage of
Nsp1-Nsp4, adenosine diphosphate-ribose
1-phosphatase (ADRP), 2 TMD
Nsp4 500 2741K-3240Q 3 TMD
Nsp5 (3CLpro) 306 32415-3546Q  3C-like cysteine protease-cleavage of
Nsp4-Nsp16
Nsp6 290 3547G-3836Q 5 TMD O RF t T
Nsp? a3 38375-3919Q 7 S m I Z - "
Nsp8 198 3920A-4117Q 7
N 3 aNazq 2 unbekannter
Nsp10 139 4231A-4369Q  Growth-factor-like domain
Nsp11 13 43705438V 7 Id tt t d F kt
ORF1b  Nsp12(RdRp) 932 43705-5301Q  RNA-dependent RNA polymerase e n I a u n u n I O n
Nsp13 (Helicase) 601 5302A-5902Q  Helicase, zinc-binding domain, NTPase
Nsp14 527 5903A-6429Q  Exonuclease (ExoN homologue)
Nsp15 346 64305-6775Q  EndoRNAse (XendoU homologue)
Nsp16 298 6776A-7073N  mRNA cap-1 methyltransferase
Structural region
ORF2 Spike (S) protein 1255 1 TMD, 212 N-glycosyation sites \
ORF3a 7 274 2 TMD, 1 N-glycosyation site,
10 O-glycosylation sites
ORF3b 7 154 ?
ORF4 Envelope (E) protein 76 1TMD, 2 N-glycosylation sites
ORF5 Membrane (M) protein 221 3TMD, 1 N-glycosyation site
ORF& £, 63 1TMD
ORF7a 7 122 1TMD
ORF7b 7 44 1TMD
ORF8a 7 39 Membrane-associated
ORF8b 7 a4 1 N-glycosylation site
ORF9a  Nucleocapsid (N) protein 422
ORFSb 7 98 1 O-glycosylation site
The analyses are based on the sequence of the SARS-CoV FRA Eolate (GenBank accession rumber AY'310120). Transmembrane domains _/
(TMDs) were predicted using the program PSORT (threshold is kess than -2); the glycosylation sites were predicted using the NetNGlyc server
(see NetNGlyc in the Online inks). Information on the functional predictions has been taken from REFS 20,33. Nsp, non-structural protein.




Das Szenario ...ein neues toédliches Virus!

e Labor:

a

« Computer:

e Labor:

Isolierung der Erbsubstanz und ,Sequenzierung”

Erkennen der Virusgene (de novo Genvorhersage)

Ahnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? Ausbreitung? Herkunft?
(Phylogenetische Rekonstruktion)

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

Wirkstoff-Test
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Datenbanken in der
Molekularbiologie

e Literaturdatenbanken (z.B. PubMed)
« Sequenzdatenbanken

- primare DB: DNA- u. Proteinsequenzen

- abgeleitete DB: interpretierte Sequenzdaten

(z.B. Proteindomanen oder Stoffwechselwege)




Sequences (millions)

Datenbank-Wachstum

Growth of GenBank
(1982 - 2008)
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1.10 Kurve | zeigt den Anstieg der in MEDLINE [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
enthaltenen Literaturreferenzen. (Quelle: NLM  genbankstats.html].
Annual Reports). Kurve IV beschreibt das Wachstum der 3D
Kurve 11 beschreibt die Entwicklung der Lei- Strukturdatenbank PDB [http://www.rcsb.org/
stungsfihigkeit von Computerhardware pdb/holdings_table.html].
(Moore’s Law: Anzahl von Transistoren/Chip),  Es ist offensichtlich, daR sich im Verhiltnis der
[http://www.physics.udel.edu/wwwusers/ Sequenzzahlen zur Rechnerleistung und zur An-
watson/scen103/intel.html]. zahl der Verdffentlichungen zur Zeit eine un-
Kurve |11 beschreibt die exponentielle Zunahme giinstige Schere offnet.
der GenBank Eintrage




Datenbanken in der Molekularbiologie

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Am NIH, Bethesda, Maryland, USA
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Ein GenBank-Eintrag SO~

accession no.

O 1: AJ315164. Mus ruscutus Cygb.. Version

LOCUS MMU315164 9488 bp DNA linear ROD 09-JUL-2002
DEFINITION Mus musculug/Cygb gene for cytoglobin.
ACCESBION AJ315164

VERSION AJ315164. GI: 21727817
KEYWORDS  CYGB gene, cytoglobin.
SOURCE Mus musculus (house mouse)

ORGANISH HMus musculus
Eukaryota, Metazoa, Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciuwrognathi; Muridae, Murinae; Mus.

REFERENCE 1 intron 98090020 .
AUTHORS  Ebner,B., Burmester,T. and Hankeln,T. rgene="Cygb
2By , ; ; ; /munber=2
TITLE Comparative sequence analysis of the mouse cytoglobin gene exon 6206 . 6369
JOURNAL  Unpublished e /gene="Cygb"
REFERENCE 2 (bases 1 to 9488) that /munber=3
AUTHORS Hankeln,T. intron 6370..8659
TITLE Direct Submission /gene="Cygb"
JOURNAL  Submitted (10-JUL-2001) Hankeln T., Inst. Molekulargenet., Univ. /number=3
Mainz, J.J. Becherweg 32, Mainz, D-55099, GERMANY &xon 8660..-8693
FEATURES Location/Qualifiers /gene="Cygb
sotmee L2180 2 BASE COUNT 2078 & 2830 ¢ 2633 1947 t
/organism="Mus musculus” CDS = codlng sequence | orrem 9
/db_xref="taxon:10090" 1 ttttgttatt agtgtgtgty tgtgtgtgty tgtgtgtgty tgtgtgtgty tgtgtgtgtg
gene 1736..8693 61 tgtgagamag gacagcttgt aagagtcaat ctcgggetgg tgagatggea cagtgggtaa
/gene="Cygbh" 121 gagcacccga ctgctcttet gaaggtcegg agttcaamatc ccagcaacca catggtgget
mRNA join(«1736..1878,5637. .5868,6206. .6369,8660. .=8693) 181 cacaaccatc cgtaacaaga tctgacgccc tcttctggag tgtctgaaga cagctacagt
/gene="Cygb" 241 gtacttacat ataaataaat aaatctttaa aaaaaaaaaa aaaaagagtc aatctcttcce
CDS join({1736..1878,5637. .5868,6206. .6369,8660..8693) 301 ttccaccceg tgggtectag ggccggaact cttcagatca tcaagttttg tgaggcaaat
/gene="Cygb" 361 acctttaaag attttaaatc aacagggacc caagctgaag aggagagcca ctcacttect

421 gggcagcagg gctcctecte atcttgaget gggagecttg aggagaacca gagacagtgce

fcodon shart=d 481 acttatctgt gtcaggacca ggcaggccct ctgtggtctc agggtccecctg ctgtctacag

/produgt—lcysoglobln % 541 ccaggtctga gcaactgctg gcagggtgag ggttctgggt ctctcaagac tgcactectc

/protein 1d="CACB86190.1 601 ccctctgtce cagtgtcace tctccctgag cagtctaaga aggagatgaa ggatctgect
/db_xref=TGIi§1727818" 661 tctggttctc amactgaact ctcgatggtg acaaatgtct tcactgtceg gtgecttact
/translation="HMEKVPGDMEIERRERSEELSEAERKAVOATWARLYANCEDVGVA 721 caggacttcc ggctecccag agectcteca tcatacctga ctgactgect ctetgtggaa
ILYRFFVNFPSAKQYF SOFRHMEDPLEMER SPOLRKHACRVHGALNTVVENLHDPDKY 781 cttcactcca ccacggctag ggctaggacy gtaattcagg acagtgtctg gtecttatet
SSVLALVGKAHALKHKVEPMYFKILSGVILEVIAEEFANDFPVETQKAWAKLRGLIYS 841 acctatcatt aactaccttc tcaggactcc ctgctcgcag gecgtagggag ggaagtgggg
HVTAAYKEVGWVOOVPNTTTPPATLEPSSGE" ggi cacggggctc tggctce aa%agc Ca%CtggaCC

agcaga aagagag: . actcga ccccac

S T/ézg2= *é%ﬁ“ 1021 tgtggcag%g gg%g?:c% NumeOtldsequenZ gggggt g?:aggggaag
/mumber=1 1081 cccggatttg totgcaayee vecoviuinu wyvuggugae yowodggtgt gtttgacttt

REReh 1879 5636 1141 gagtcagatc cccacctegt gaagggtgta cacacacaca cacacacaca cacacacaca
intron ey N 1201 cacacacgtc cagacaccac acgtcgagag ctgagacccg caccctcage tccgcaccag
ﬁggﬁg;rcggb 1261 ccecggggcge acgecagtac acceggeget gtccatcace gegtgaccce ctgatcctec

i 09 g 1321 cagccecttc tgcacattgg ccacacctac ctctecccage cgggaccgcg gtggecttge

exon 5637..5868 ubersetZte PrOteln' 1381 taacgggtgg gtggtcaggc aggcagacge cagecegtgac acccccatec cgoctaacct
/gene="Cygb" 1441 tcaccttgcc aaamattgact cccagaaaca ggactggatt ttttggageg gatttttttt

/nunber=2 Sequenz 1501 amaamacatt ttttccccag cagaccacat ctccgecece agetcgeagt cocecegeeee

intron 5869. .6205 1561 ccgcacatat accctgcaca cccgcgegca cacacacccg gcgcgcacag acacacgcte
PR AT 1621 cctcectecg gegctetact cctegecege ccgeectect geccgectcyg cacgcaccgy

1681 cctecggetce ccgcgeccge cgecgagega agetgcgetg ggcteggage tgctcatgga
1741 gaaagtgccg ggcgacatgg agatagageg tagggagagg agcgaggagce tgtccgagge
1801 ggagaggaaq gcgattcagq ctacgtgage ccggctgtat gecaactgcq aggacgtagy

=




Ein bekanntes Genom, Gen oder
Protein auffinden...
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Gene identifizieren durch
Datenbanksuchen

» Nimm Deine neue, uncharakterisierte Sequenz (,query®)

» Vergleiche sie mit allen (!) Sequenzeintragen der Datenbank

Ein passender ,Match' mit einem bekannten Gen
(auf Nukleotidebene) oder Protein (auf Aminosaure-
ebene) ist der direkte Bewels, dass in deiner
Suchsequenz ein Gen liegt !!!



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

Ouery: 1 tctacggagceccgtagtgcaggecatgagtcgaggctgagatggcgagtaagag 53

_ LEPELEE e e P frr e terrr e e trrrrrrnd
mhjct: 616 tctacggagctgtggtgcaagecatgagceccgaggctgggacggggagtaagag 668
3

\
Nt-Substitution

As-Austausch
i u\S‘ AHSE Gjap bzw. InDel

OQuery: S5  EPELIROGWRAVSRSPLEHGTYLFARLFALEPDLLPLFQY—--NCROFSSPEDCLSGSPEFL 62
+ ELIR 5W ++ ++ + HG +LF+RLF L+P+LL LF ¥ NC % +DCLSSPEFL
shbjct: 8  DEKELIRGEWDSLGENKYPHGYILFSRLFELDPELLNLFHYTTNC-—-GSTODCLSSPEFL €4

A

4 \
dhnliche As 1dentische As

Alignments konnen auf Nukleotid- oder Aminosaure-Ebene erfolgen



Suche ich auf DNA- oder auf

Protein-Ebene?
DNA mutiert schnell:
Jstille“ Mutationen sind , selektiv
GCT GAC TCT 7 neutral“ und haufen sich an

Ala Asp Ser

Evolutionszeitl

GCG GAT AGC Aminosauren bleiben lange Zeit

Ala Asp Ser — gleich (,konserviert®):
Selektion auf Funktion!




Suche ich auf DNA- oder auf

Protein-Ebene?

GCT GAC TCT
Ala Asp Ser

Evolutionszeit

GCG GAT AGC
Ala Asp Ser

Konsequenz:

* Suche auf DNA-Ebene funktioniert
gut zwischen nahe verwandten Taxa
oder Genen

e Suche auf Aminosaureebene kann
auch noch Ahnlichkeiten von entfernt
verwandten Sequenzen detektieren

e




Suche in Sequenzdatenbanken

Popularstes (und schnellstes) Werkzeug:

BLAST

(Altschul et al. 1991, 1997)

,Basic Local Alignment Search Tool*

Stephen Altschul David Lipman



B LAST: teile groRes Problem in viele kleine Probleme

— — — Suchsequenz
IndeX_ o o T T (’ ,qUET y‘ ‘)
Eintrage — — = =
der Linge w -
— Datenbanksequenz
erster Hit (,,Sllbj ect“)

Gibt es 2. Hit?

HSPs

Qorrr = e > e > High-scoring segment pair
Verkniipfung iiber Liicken



BLAST erkennt bei Proteinen
auch biochemische Ahnlichkeiten

Query:

The BLAST Search Algorithm

query word (W= 3)
GSVEDTTGSQSLAALLNKCKTPQGQRLVNQUWIKQPLMDKNRIEERLNLVE AFVEDAELRQTLQEDL

PQG 18
PEG 15
PRG 14

neighborhood PKG 14

— NG 13
words DG 13

PHG 13

:;;c 13 neighborhood
G 1
~FoiL 13 Score threshold

pn 12 (T=13)

e,

- — >

Query: 325 SLAALLNKCKTPQGQRLVNQUIKQPLMDKNRIEERINLVER 36S

+LA++L+ TP G R++ +U+ P+ D + ER + A

Sbjce: 290 TLASVLDCTVTPMGSRMLKRULHMPVRDTRVLLERQQTIGA 330

High-scoring Segment Pair (HSP)

(word size W = 11 bei DNA)

* zundchst wird nach
kurzen lokal passenden
Abschnitten (,,words*)
gesucht

® dabei werden auch
dhnliche word-hits
akzeptiert

® dann versucht
BLAST, die Bereiche
neben den ,,matching
words* unter
Einbeziehung von
Liicken zu optimieren



Exkurs: Protein-Similaritat

/ Sehr klein
klein
/

aliphatisch

hydrophob

positiv

aromatisch

polar

geladen

Je mehr Linien von einer zur anderen Aminosaure zu uberqueren sind,
desto chemisch unahnlicher sind die beiden As.



BLAST N

1. Suchsequenz wird in ,words‘ der Lange w ,,zerbrochen*
2. mit Index dieser ,words‘ wird Datenbank durchsucht

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

> word size kann hoch bleiben (speed) ohne Sensitivitidtsverlust
> erhohe T : weniger ,background words®, schneller

> erniedrige T : entfernte Verwandschaften zu finden

4. ausgehend von ,word hit* wird lokales optimales alignment
verldngert, bis Score S durch mismatches stark abfallt

(= HSP, high-scoring segment pair)

> dabei konnen kleine Liicken toleriert werden



BLAST bewertet die Signifikanz
eines Treffers!

P

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits \ Value
gb | AARZ23257.1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus Sino3. .. 862 0.0
gb|AARS87518.1| putative nucleocapsid protein N [SARS corona. .. 862 0.0
gb|AAT76155. 1] nucleocapsid protein [SARS coronavirus TJF] 860 0.0
gb | AAPS0495.1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus FRA] ... 860 0.0
gb|AAS48456.1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus BJO01] 859 0.0
gb|AAR12990. 1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus HB] 859 0.0
gb | AAP30714.1| putative nucleocapsid protein [SARS coronavi... 858 0.0
gb | 2AP82974.1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus Shanh. .. 858 0.0
gb | AAS01074.1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus CUHK-LZ] 469 e—131
gb | AAS48575. 1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus xw00Z] 446 e—124
gb | AA548576.1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus cw(049] 444 e—-123
quAAS485?? 1| nucleocapsid protein [SARS coronavirus cw037] 437 e—-121
pdb|1SSK|A Chain A, Structure Of The N-Terminal Rna-Binding. .. 292 le-77
emb | CAA45099 . 1 | nucleocapsid protein [Murine hepatitis wvirus] 216 8e—55
gb | AAA46439. 1| hepatitis virus nucleocapsid (N-MHVY1) ORF 1 ... 216 le-54
gb | AAA46468. 1| hepatitis virus nucleocapsid (N-MHVS) ORF 1 ... 215 2e—-54

Der E-Wert gibt die Anzahl von Treffern an, die man aus Zufall
beim Durchsuchen einer Datenbank der verwendeten Grolde

erhalten kann.



Practical Exercises 3

RAN, AN DIE |

ARBEIT!'
* Does SARS ORF1255aa represent a true gene,

and which protein does it code for?

« What about the hypothetical Drosophila ORFs and the
HMM-predicted Drosophila gene/protein?

» Where is the Drosophila gene located in the fly genome?
* (optional): Don’'t mess up the database with rubbish!

* (optional) What's in a mystery sequence?



BLASTP-Suche fur ORF1255aa
des SARS-CoV

(D)  us.National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign into NCBI

®
BLAST " » blastp suite » RID-TDMXX5M3016 Home RecentResults  Saved Strategies Help

BLAST Results
Edit and Resubmit Save Search St i > Fi ing options > D How to read this page  Blast report description

Job title: Icl|ORF8_NC_004718.3:21492:25259 unnamed protein...

RID TDMXX5M9016 (Expires on 08-19 19:47 pm)

Query ID Icl|Query_316850 Database Name nr
Description Icl|ORF8_NC_004718.3:21492:25259 unnamed protein product Description All nor CDS t i PDB i ot+PIR+PRF
Molecule type amino acid environmental samples from WGS projects
Query Length 1255 Program BLASTP 2.6.1+ P Citation

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment] [MSA viewer
©Graphic Summary

(=) Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 250 500 750 1000 1255
L L n L L 1 L n L n | L n n n i n L n n | n L n L )

Query seq.

Specific hits
Superfanilies Spike_rec_bind superfamily Corona_S2 superfamily

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 W 50-80 [ 80-200 W >=200

1 250 500 750 1000 1250




BLASTP fur ORF1255aa:

die Ergebnisliste

spike glycoprotein [SARS coronavirus PC4-241] 2568 2568 100% 0.0 99% AAV49723.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus civet014] 2566 2566 100% 0.0 99% AAU04661.1 \
spike glycoprotein [SARS coronavirus PC4-115] 2566 2566 100% 0.0 99% AAV49719.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus PC4-199] 2566 2566 100% 0.0 99% AAV49722.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus GD03T0013) 2565 2565 100% 0.0 99% AAS10463.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus C013] 2565 2565 100% 0.0 99% AAV97995.1
soike glycoprotein [SARS coronavirus A021] 2565 2565 100% 0.0 99% AAV97986.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus C029] 2564 2564 100% 0.0 99% AAV98002.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus civet020] 2564 2564 100% 0.0 99% AAU04664.1 e e S g i bt h e u te n atl-:l rl i C h
spike glycoprotein [SARS coronavirus A013] 2563 2563 100% 0.0 98% AAV97985.1 . . .
RO ———— 2560 2589 1o0% 00 so% Aumue: viele SARS-Datenbankeintrage
soike glycoprotein [SARS coronavirus B024] 2563 2563 100% 0.0 99% AAVS7990.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus B033] 2562 2562 100% 0.0 98% AAV97992.1 >
spike glycoprotein [SARS coronavirus civet019] 2561 2561 100% 0.0 98% AAU04662.1 I J h 2 O O 3 b d . " I H h
spike glycoprotein [SARS coronavirus B012] 2560 2560 100% 0.0 98% AAV97989.1 m a re g a eS I e n atu r I C
spike glycoprotein [SARS coronavirus C025] 2560 2560 100% 0.0 98% AAVG8000.1 n O C h n i Ch t '
spike glycoprotein [SARS coronavirus A001] 2560 2560 100% 0.0 98% AAVG7984.1 -
spike glycoprotein [SARS coronavirus civet010] 2560 2560 100% 0.0 98% AAU04649.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus C028] 2559 2559 100% 0.0 98% AAV98001.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus C018] 2558 2558 100% 0.0 98% AAV97998.1
spike glycoprotein [Civet SARS CoV 007/2004] 2557 2557 100% 0.0 98% AAU04646.1
spike glycoprotein [SARS coronavirus A022] 2556 2556 100% 0.0 98% AAV91631.1
spike protein [SARS-like coronavirus WIV16] 2523 2523 100% 0.0 97% ALK02457.1
Chain A, Sars-cov Spike Glycoprotein 2472 2472 95% 0.0 99% SWRG A
Chain A, Prefusion Structure Of Sars-cov Spike Glycop 2438 2438 94% 0.0 99% 5X58 A J
spike protein [Bat SARS-like coronavirus WIV1] 2394 2394 99% 0.0 92% AGZ48828.1
spike protein [Bat SARS-like coronavirus Rs3367] 2393 2393 99% 0.0 92% AGZ48818.1 R .
St e B AP e comre i e 14 2% 2% 9% 00 90% AGZanmoe Diese Treffer wirden erstmals
spike protein [Rhinolophus affinis coronavirus] 2327 2327 99% 0.0 90% AHX37569.1 . . .
spike protein [Rhinolophus affinis coronavirus] 2318 2318 99% 0.0 90% AHX37558.1 Ze I g e n : u n S e re S e q u e n Z I St e I n
spike glycoprotein [recombinant coronavirus] 2223 2223 100% 0.0 84% ACJ60703.1 = =
a0 06 1o 00 o iz Nukleocapsid-Protein aus
’ ) . o 5 =
spike glycoprotein [BtRs-BetaCoV/YN2013] 2080 2080 100% 0.0 80% AlA62330.1 C o ro n aVI re n !

spike protein [Bat coronavirus Cp/Yunnan2011] 2069 2069 100% 0.0 79% AGC74176.1 j



Table 1 | Predicted SARS-CoV proteins

ORF SARS-CoV proteins
Replicase region
ORF1a  Nspl
Nsp2
Nsp3 (PLpro)
Nsp4
Nsp5 (3CLpro)
Nsp6
Nsp?
Nsp8
Nsp9
Nsp10
Nsp11
ORF1b  Nsp12(RdRp)
Nsp13 (Helicase)
Nsp14
Nsp15
Nsp16
Structural region
ORF2 Spike (S) protein
ORF3a 7
ORF3b 7
ORF4 Envelope (E) protein
ORF5 Membrane (M) protein
ORF6 7
ORF7a 7
ORFIb 7
ORF8a 7
ORF8b 7
ORF9a  Nucleocapsid (N) protein
ORF9b 7

Length
(amino acids)

180
638
1922

500
306

290
a3

198
113
139
13

932
601
527
346
298

1255
274

154
16
221
63
122
44
39
a4
422
98

Position in the
polyprotein

TM-180G
181A-818G
819A-2740G

2741K-3240Q
32415-3546Q

3547G-3836Q
38375-3919Q
3920A-4117Q
4718N-4230Q
4231A-4369Q
43705-4382V
43705-5301Q
5302A-5902Q
5903A-6429Q
64305-6775Q
6776A-7073N

Functional and structural
predictions

2
?

Papain-like cysteine protease-cleavage of
Nsp1-Nsp4, adenosine diprhosphate-ribose
1-phosphatase (ADRP), 2 TMD

3TMD

3C-like cysteine protease-cleavage of
Nspc‘l-Nsyg1t 6 p :

5TMD

2

?

2

Growth-factor-like dormain

2

RNA-dependent RNA polymerase
Helicase, zinc-binding domain, NTPase
Exonuclease (ExoN homologue)
EndoRNAse (XendolU homologue)
mMRNA cap-1 methyltransferase

1 TMD, 212 N-glycosyation sites
2 TMD, 1 N-glycosylation site,
10 O-glycosylation sites

?

1TMD, 2 N-glycosyation sites
3TMD, 1 N-glycoswyation site
1TMD

1TMD

1TMD

Membrane-associated

1 N-glycosylation site

1 O-glycosylation site

The analyses are based on the saquence of the SARS-CoV FRA Bolate (GenBank accession number AY310120). Transmembrane domains

(TMDs) were predicted using the p

am PSORT (threshold is kess than -2); the glycosylation sitas were predicted using the NetNGlyc server

(see NetNGlyc in the Online inks). Information on the functional predictions has been taken from REFS 20,33. Nsp, non-structural protain.
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