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Genetischer Code: Abbildung von Basen-
Tripletts (Codone) auf Aminosauren

{XYZ | X,Y,Z 0 {A,C,G,U}
-~ {Ala, Cys, Asp, ..., Tyr}

Eigenschaften des Genetischen Codes:

redundant (64 Codone werden auf 20
Aminosauren und drei STOP-Codone abgebildet)

wird bei allen bekannten Lebewesen verwendet
( mit leichten Abweichungen z.B. in
Mitochondrien und in Prokaryonten, bisher 15
Code Tabellen bekannt)
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onetischemtead o

Cys Cystein
Asp Aspartat
Glu Glutatmat
Phe Phenyalanin
Gly Glycin

His Histidin

Ile  Isoleucin
Lys Lysin

Leu Leucin

Met Methionin
Asn Asparagin
Pro Prolin

Gln Glutamin
Arg Arginin

Ser Serin

Thr Threonin
Val Valin

Trp Tryptophan
Tyr Tyrosin

A
C
D
E
F
G
H
I
K
L
M
N
P
Q
R
S
T
V
W
Y




R: Rest

Struktur einer
Aminosaure

Entstehung einer
Peptidbindung zwischen
zwel Aminosauren
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hydrophob

aromatisch positiv
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Zentrales Dogma der Biochemie:

Der Fluls der Genetischen Information verlauft
von der DNA zur RNA zum Protein

DNA %kription

RNA Translation

I

Protein

1964 kam die Hypothese auf, dalS RNA Viren aus
ihrer RNA wiederum DNA bilden konnen.

1970 wurde das verantwortliche Enzym gefunden.
Folge: Die Lehrbucher mulSten umgeschrieben

werden



DNA-

Replikation
. reverse
Transkription Transkription
RNA- Tt
Replikation RNA
Translation
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Protein




Umschreibung von DNA in RNA

ablesen vom nicht codierenden Strang (3" - 57),
aber erzeugt Strang (5" - 37),

ersetzen von Thymin durch Uracil

wird durch RNA-Polymerase katalysiert: jeweils
auf kurzem Stuck wird DNA in Einzelstrange
aufgetrennt

Start bei Promoter-Sequenz

bestimmten Sequenz (z.B. ...AATAAA...

abspalten der RNA nach erreichen eine
\ ¢

danach Splicing der RNA: |

rausschneiden der Introns
alternatives Splicen fur unterschiedliche
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Proteinsynthese im Ribosom

Teilnehmer: mRNA (bestimmen Reihenfolge der
Aminosauren), tRNA (transportieren Aminosauren),

Ribosome (Ort der Translation, Regulation der Bindung
von mRNA und tRNA)

Initiation : Ribosom bindet an Start-Codon in mRNA 5°
AUG 3’

Aktivierung : tRNA bindet an Start-Codon in mRNA und
ist assoziiert zu A-Untereinheit des Ribosoms

Elongation: tRNA wird “weitergereicht” an P-
Untereinheit, nachste tRNA mit passendem Anti-Codon
bindet an mRNA

Aminosaure der ersten tRNA bindet an Aminosaure der
zweiten tRNA, Rest verlalst das Ribosom
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S AUUAUGGCCUGGACUUGAAAGLD 2
T mRNA

}
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ERMA  ERMA

saUUAslGGCCUGOACLOUGAAAGC

Ribosome shifts 1 codon in 3 dirgction

ERMA  ERMA

AU AUGGCCUGGACUUGAAAGL




der Zelle bestimmen (Strukturblldung- und
Erhaltung, Transport, Schutz und Abwehr,
Steuerung und Regelung, Katalyse, Bewegung,
Speicherung)

Im menschlichen Korper werden etwa 100 000
verschiedene Proteine vermutet. <

Primary protein stroctura
ie ssquance of a chain of amino acids

; “

Aming Acid




Analyse der evolutionaren Beziehuﬁg

Ausgangspunkt fur die Vorhersage der
Funktion eines Proteines oder seiner
Struktur (oder beides)



haben sie auch eine
eine ahnliche Funktion,

eine ahnliche Struktur,
und sie haben einen gemeinsamen Vortahren
Vorsicht: das stimmt nicht immer !!!

Das impliziert, dals
die Sequenz eine Syntax bildet, die eine Funktion
codiert

es gibt auch Redundanz, da einige Elemente

ausgetauscht werden konnen, ohne dals sich die
Funktion andert (robuste Semantik)



Paarweiser Vergleich von je einem »
Buchstaben aus zwei Sequenzen, d.h. keine
Betrachtung statistischer Abhangigkeiten
innerhalb einer Sequenz

Ahnlichkeit von zwei Sequenzen ergibt sich
als Summe aus den Einzelahnlichkeiten
(Markov-Modell)

Aufstellung von sogenannten Scoring-
Matrizen: Ahnlichkeitswert bezieht sich
immer nur auf das dahinterliegende Modell

Verfahren hauptsachlich fur den Vergleich
von Aminosauresequenzen (Proteinen)



Matrix

gleiche Buchstaben = 1,
ungleiche Buchstaben = 0

Ahnlichkeitsmalie, die tber =/ # Vergleiche
hinausgehen, nutzen

chemische oder strukturelle Eigenschaften:
polar/unpolar, Form, Grolse, Ladung

genetische Eigenschaften: minimale Anzahl
ausgetauschter Basen in der dazugehorigen DNA
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basiert auf evolutionarem Modell L

ahnliche Proteine haben einen gemeinsamen Vorfahren,
aus dem beide Sequenzen durch genetische
Veranderungen wie z.B. Punktmutationen
hervorgegangen sind ( Edit-Distanz)
empirisch aus Vorkommen von Aminosauren in
ahnlichen (mindestens 85% identischen),
homologen Proteinen abgeschatzt

PAM : Accepted Point Mutation
PAM 1 - Matrix

1 evolutionarer Schritt
1 Mutation pro 100 Residuen erlaubt (1% Unterschied)



1. Schritt: Evolutionares Modell aufstellen

2. Schritt: Haufigkeiten der Aminosauren
bestimmen

3. Schritt: Mutationshaufigkeit jeder Aminosaure
bestimmen

4. Schritt: Matrix mit
Austauschwahrscheinlichkeiten

bestimmen
5. Schritt: Evolutionare Skalierung
0. Schrltt Relatlve Wahrscheinlichkeit

— N | "I | -



Sequenzen wird ein phylogenetischer Baum
erzeugt

Accepted Point Mutations:
1 PAM (Percent Accepted Mutation) ist
eine akzeptierte Punkt-Mutation pro 100
A siduen auf dem Weg zwischen zwei
sdyuenzen

ist die Anzahl der beobachteten



(zumindest bei niedrigen PAM Werten) dem
Anteil der unterschiedlichen Aminosauren

%Difference PAM %Difference PAM

1 1 45 67
5 5 50 80
10 11 55 94
15 17 60 112
20 23 65 133
25 30 70 159
30 38 75 195
35 47 80 246

40 56 85 328
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M gibt die absolute Wahrscheinlichkeit eines Austat
an.

Selbst bei zufalligen Sequenzen erhalt man aber eine
Ubereinstimmung von etwa 5%.

Daher mussen die Werte fur einen Austausch einer
Aminosaure noch in Relation zu dem Wert fur einen
zufalligen Austausch gesetzt werden.

d . o
P,(an i i Wahrscheinlichkeit fur einen zufalligen Austausc

= iy Matrix mit relativen Wahrscheinlichkeiten
i random

P;
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Zahlreiche andere Matrizen =

anders normalisiert (GCG Version von MDM?78
PAM?250)

neu berechnet aus neueren und
umfangreicheren Daten (PET)

mit Hilfe von grolsen Datenmengen (1.7Mio)
direkt fur grofSere evolutionare Distanzen
berechnet (GCB, G. Gonnet, M.A. Cohen, & S.
Benner (1992))

abgeleitet aus Blocken hoch-konservierter
Bereiche in den Proteinen, die mit einem
Schwellwert geclustert werden (BLOSUM-t)

aus Vergleich der Tertiarstruktur bei Proteinen
mit bekannter 3D-Struktur andere Austausch-
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entitats-Matrix: 1+0+1+ 1+1+1+1+0+1+1 =8

netische Matrix: 3+2+3+3+3+3+3+2+3+3 = 28

\M250: 60+2+50+6+4+5+2+0+5+5 = 40

LOSUMG62: 5+1+4+4+4+5+6+0+6+4 = 39



Hangt stark von den zu Verglelchenden
Sequenzen ab

je nach (bekanntem)Verwandtschaftsgrad
120 PAM - 250 PAM

BLOSUM ofit recht gut bei bestimmten
Suchverfahren (z.B. BLAST), aber nicht
durchgangig fur alle Protein-Familien



einer vom Benutzer Vorgegebenen
Query-Sequenz sind

Problem: Aufwand fur ein optimales
paarweises Alignment der Query-
Sequenz gegen alle Datenbankeintrage
viel zu hoch

Ansatz: Heuristische Verfahren
BLAST
FASTA



Basic Local Alignment Search Tool

generiert eine Liste von Segment-
Paaren (Teilsequenzen gleicher Lange
ohne Gaps) zwischen der Query-
Sequenz und Eintragen der Datenbank,
die einen Score oberhalb einer
vorgegebenen Schwelle besitzen



Ausgangspunkt: Query-Sequenz, Wortlar
w, Schwellwerte S,T

Drei-schrittiger Algorithmus:

fur eine vorgegebene Wort-Lange w und eine
Score-Matrix werden alle Worter der Lange w
bestimmt, die bei einem Vergleich mit der
Query-Sequenz einen Score > T ergeben wurden

Die Datenbank wird auf diese sog. w-Mere hin
durchsucht

Jeder Treffer (Sequenz aus DB) wird in beide
Richtungen erweitert (ohne Gaps) und es wird
gepruft, ob sich ein Score > S ergibt

Ausgabe aller Segmente mit einem Score > S



Varianten:
BLASTn : fur Nukleotidsequenzen (DNA)

BLASTp: fur Aminosauresequenzen
(Proteine)

BLASTX: macht eine 6-Frame Translation



File Edit ‘Wew Go Bookmarks Tools  Help
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< BLAST
>

Home | Recent Results

+NCBI/ BLAST Home

D Firefox Help D Firefox Support D Plug-in FAC

Saved Strategies  Help

BLAST finds regions of similarity hetween biological sequences. more...

Learn more about how to use the new BLAST design

BLAST Assembled Genomes

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

8 Human O QOryza sativa o Galius galius
o Mouse O Bos tauris o Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes

o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis meliifera

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

nucleotide blast

protein blast
blastx
thlastn

thlastx

Search a nucleotide database using a nucleotide query
Algorthims: blastn, megablast, discontiguous megablast

Search protein database using a protein guery
Algorithrns: blastp, psi-blast, phi-blast

Search protein database using a translated nucleotide query
Search translated nucleotide database using a protein query

Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Old blast

My HCEI

[Sign In] [Reqgister]

0ld BLAST Web Pages to be
deleted June 11th 2007

Az previously announced
access to the old pages wil be
remaoved on June 11, 2007,
2007-08-01 121500

More BLAST news...

Tip of the Day

Using Genomic BLAST

Genomic BLAST pages are
helpful hecause they allow the
genomic context of 2 BLAST
zearch to he dizplayved in the
hap Viewer. Far example,
dizcontiguous (Cross-species)
MegaBLAST against the human
RetZeq transcript for albumin
(M_000477) can be used to
idertify the homolog in the rat
CEMNOIME.

More tips...
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X UniProtkB, Swiss-Prot entry Q9GTWI [GLK1_TRI¥A] Glucokinase 1 - Mozilla Firefox

File Edit Wiew Go Bookmarks Tools Help

'@ (P - 'ﬁ@ 4 %j I(,h http: v, Expasy . org/uniprotf QIGTWS j I@,swissprot

U Firefox Help U Firefox Support U Plug-in FAC

|»

| s ExPASy Home page | Site Map | Search ExPASy | Contact us | Swiss-Prot |

Seaarch | Swiss-ProtyTrEMBL j forlhexokinase Go | Clear |

Frinter-friendly wiew |

UniProtKB/Swiss-Prot entry Q9GTWS T

Entry histany |

[Entry info] [Name and origin] [References] [Comments] [Cross-references] [Keywords] [Features] [Sequence] [Tools]

Naote: most headings are clickabla, even if they don't appear as linka. Thay link to the user manual or other documents.
Entry information

Entry name GLK1_TRIVA
FPrimany accession number QOGTWY
Secondary accession numbers MNone

Integrated into Swiss-Prot on January 23, 2002

Sequence was last modified on MWarch 1, 2001 {Sequence version 1)
Annotations were last modified on May 1, 2007 (Entry version 24)

Name and origin of the protein

Protein name Glucokinase 1

Synonyms EC2712
Glucose kinase 1
Hexokinase 1

Gene name Name: GK1

= —— — =
| Done
i@startl | @ 5 B 7| @icrosoft outlook Web Ac...I [=Microsaft PawerPaint - [E... II@UniProtKB/Swiss—Prot |§5§<§Jé%&]’[ﬁ@£ 22:47




Distribution of 23 Blast Hits on the Querv Sequence

Mouse—-ower to show defline and scores. Click to show alignments

Color Key for Alignment Scores
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Jocoaore E
Gequences producing significant alignments: (hits) Value
YerlSaep »gi| V31528 sp| F400593 | YEYe YEALST H... 660 0.0
[AL138666) conserwved hypothetical protein [... 302 zZe-583
[AF252871) GAMM]1 protein [Mus mwusc... 262  3Je-6d3
hypothetical protein KOSH10.5 - Caenorhabditis ... 257 le-g7

AMM]1 protein-like [Arabidopsis ... 255 Be-a7

e



Neben Substitutionen konnen auch
Einfugungen und Loschungen
vorkommen

Alignment
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Gaps in einem Alignment (Paarung einer
Aminosaure mit einer Lucke) werden mit
einem schlechten Wert bestraft, z.B.
negativer Wert fur jedes

einzelne Gap, d.h. Funktion linear in der Lange k
der eingefugten bzw. geloschten Elemente

g(k)=q-K
oder zusammengesetzter Wert fur
Einfugungen/Auslassungen beliebiger Lange
a : Gap Eroffnungsstrafe b: Gap
Ausweitungsstrafe

g ( K ): d+D:K affin-lineare Gap Penalty



titatsM.: 1+0+1-g(1) + 1+1-g3)+1+1+0+1+1

1250 ((10): 6 +2+5-g(1) +6 +4-g(3) +5+2+0+5+5



In den Anfangsjahren: Publikation aller
Daten (Sequenzen, Gene, Proteine) in
Journalen

Mittlerweile: Speicherung der Daten in
meist offentlich zuganglichen
Datenbanken

Datenbanken oft sehr einfach
strukturiert

Ziel heute: Integration der Daten durch
entsprechende Werkzeuge (Tava,



Gensequenzen (DNA + RNA):
Kollaboration zwischen drei, weltweit
verteilten Instituten mit taglichen
Austausch der Daten (seit 1980)

GenBank at NCBI (National Center for
Biotechnology Information)
www.nchi.nlm.nih.gov

European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) www.embl.de

DNA databank of Japan ( DDB))
www.ddbi nia.ac.in
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International sequence databases exceed 100 gigabases

Search I Entrez

In August 2005, the INSDC announced the DMNA sequence database exceeded
100 pigabaszes. GenBank 1z proud of its contributions toward this milestone. We
thank all the scientists who have worked through the submussion process at
GenBank and made their sequence data availlable to the world, See the related
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Protein Datenbanken
SWISSPROT http://www.expasy.org
PIR http://pir.georgetown.edu/

Suche nach Proteinen

Muster- und Sequenzvergleich
Querreferenzen zu anderen Datenbanken
Literaturreferenzen

annotierte (und geprufte Information)



a ExPASY Proteomics Server - Microsoft Internet Explorer

Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favoriten  Extras 7 |

= Zurick + o= - @ ol | @Suchen [Ze] Favariten @Medien §3 | %v ==

Adresse @ htkp:f s, expasy org/ j @Wechseln zu | Links

‘ Site Map | Search ExPASy | Contact us

Search | Swiss-Proy TrEMBL =] for| Go| Clear |

ExPASy Proteomics Server

¥ The ExPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics server of the Swiss X su-"s
Institute of Bioinformatics (SIB) is dedicated to the analysis of protein In-Silica Analysis of Prateins

sequences and structures as well as 2-D PAGE (Disclaimer / References). Celebrating the 20th
Anniversary of Swizss-Prot

[Announcements] [Job opening] [Mirror Sites]

Tools and software packages

« UniProt Knowledgebase (Swiss-Prot and » Proteomics and sequence analysis tools
TrEMBL) - Frotein knowledgebase o Proteomics
« PROSITE - Protein families and domains

o DA -= Pratein

« SWISS-2DPAGE - Two-dimensional polyacrylamide o Similarity searches (BLAST..)

gel electrophoresis o Pattern and profile searches (ScanProsite..)
« ENZYME - Enzyme nomenclature o Past-translational madification and topalogy predictian
« SWISS-MODEL Repository - Automatically o Primary structure analysis

generated protein models o Secandary and tertiary structure tools (Swiss-

Pdbviewer...)

« Links to many other molecular biology databases o Alignment and Phylogenstic analysis

+ ImageMaster / Melanie - Software for 2-D PAGE analysis
+ MSight- Mass Spectrometry Imager
* Roche Applied Science's Biochemical Pathways

Education and services Documentation
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ID  CSAR_HUMAN STANDARD; FHRT; 350 AA,

AC p21730;

OT 01-MAY-1991 (Rel. 18, Created)

CT  01-MAY-1991 (Rel. 18, Last sequence update)

CT  15-JUL-1998 (Rel. 36, Last annotation update)

DE C5A ANAPHYLATOXIN CHEMOTACTIC RECERTOR ([C5A-R) (CDES ANTIGEN).
oo C5R1 OR CHAR.

05  Homo sapiens (Hummnl .

Eukaryota, Metazopa; Chordata; Craniata; vertebrata; Mammlia;
Eutheria; Primates; Catarrhini; Hommnidae; Homo.

[1]

SEQUEMCE FROM M, A,

MEDLIME; 91156029,

GERARD MW.F., GERARD C.;

"The chemotactic receptor for human C5a anaphylatoxin.';
Nature 349:614-61701991).

[2]

SEQUEMCE FROM M, A,

MEDLIME; 91175748,

BOULAY F., MERY L., TARDIF M., BROUCHOM L., WIGWAIS P.;
"Expression cloning of a receptor for C5%a anaphylatoxin on
differentiated HL-60 cells.";

Biochemistry 30:2993-2999(19917,

-!- FUMCTIOM: RECEPTOR FOR THE CHEMOTACTIC AND IMWFLAMMATORY

EEEEEEEEEESEEE

FEFTIDE

CC AMSPHYLATOXIN C54, THIS RECEPTOR STIMULATES CHEMOTAXIS,
CRAMILE

CC EMSYME RELEASE AND SUPEROCXIDE AWICM PRODUCTIOMN,

CC -I- SUBCELLULAR LOCATION: IWTEGRAL MEMERANE FPROTEIM.

CC -I- SIMILARITY: BELOMNGE TO FAMILY 1 OF G-PROTEIM COUFLED
RECEPTORS .

CC -'- DATABASE: NAME=PROW; NOTE=CD guide CDS8 entry;

CC Wrin="http: A nchi onlmonih, gov/prow/cd/cdss. htm',
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Suche nach einem Alignment von zwei
Sequenzen, so dals der
Ahnlichkeitswert maximal ist (oder die
Distanz minimal)
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Needleman-Wunsch Algorithmus F

benutzt Prinzip der dynamischen
Programmierung: optimales Alignment fur zwei
Sequenzen wird aus optimalen Alignments von
Teilsequenzen bestimmt

kleinste Einheit: Alignment von zwei Buchstaben
(Aminosauren) bzw. Wert fur eine Gap

1. Schritt: Berechnung einer Matrix, die alle
moglichen Alignments der Sequenzen
reprasentiert. Mit Ausnahme der Initialwerte
werden alle Eintrage der Matrix mit Hilfe der
bereits eingetragenen Werte und einer
rekursiven Formel abgeleitet.

2. Schritt: “Ablesen” des besten Alignments aus






Zerlegungsprinzip:




Needleman-Wunsch: B

R{D|I|S|L|V

RIN[(IJL}|V

* PAM 250 (* 10)
* Lineare Gap Penalty mit g = -6



Needleman-Wunsch: B




Needleman-Wunsch:Bea




R D I S L vV
0. —=6 =12 =18 =24 —=30—36
R -6 6, —0 —6 —12 —18 —4
N —13 0 8 —2 —4 —10—16
I C18 -6 2 13 7 —1 —35
L —23 —1@ o' 13—

v 230 -18 - 1 e 17




Needleman-Wunsch: Besagiol

* Ergebnis-Score: 17
* Alignment

R{D|I|S|L|V

RIN([(IT|=|L}|V
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Suche nach lokal bester Ubereinstimmung

Smith-Waterman Algorithmus: wie
Needleman-Wunsch, aber
Rucksetzen auf den Wert 0, falls Score < 0

Alignment beginnt in Matrix bei einer 0 und
endet in Matrix bei maximalem Wert



Vergleich von mehreren (> 2)
Sequenzen

Motivation: Bessere Erkennung von
Motiven

weniger gut erhaltene Motive gehen im
paarweisen Vergleich unter

unwichtige Bereiche werden besser
ausgeblendet

Basis fur Strukturvorhersage

/Zwei wesentliche Ansatze:
simultanes multiples Alignment



8 Fragmente aus Immunoglobulin Sequenzen

T S TGSSSNIGAG-NHVK YQQOLPG
TGTSSNIGS--ITVN YQOLPG
SSSGFIFSS--YAMY VROAPG
TVSGTSFDD--YYST VROPPG
VVVDVSHEDPQVKFN YVDG- -
LISDFYPGA--VTVA KADS- -
LVKDYFPEP--VTVS NSG---
LVKGFYPSD--IAVE ESNG- -

nwr=-mwmx -
o< - U0nNUuNnLnm

Konservierte Residuen:
Konservierte Regionen: Q.PG
Aufallende Muster:



