Folgende Techniken sollen erlernt werden:

e Sequenzvergleich und Online-Resourcen hierflir
» Offentliche Datenbanken zu Genen/Proteinen

e Strukturvorhersage

e Berechnung von Interaktionsnetzwerken

Ursula Kummer, Sven Sahle
mit Ulla Rost, Katja Wegner und Andreas Weidemann



1. Tag: Proteinsequenzen und Sequenzvergleich
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Genetischer Code: Abbildung va

ﬂ
(Codone) auf Aminosiuren R
{XYZ1X,Y,ZU{A,C,G,U} - {Ala, Cys, Asp, ..., Tyr}

Eigenschaften des Genetischen Codes:

redundant (64 Codone werden auf 20 Aminosduren
und dre1 STOP-Codone abgebildet)

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

fehlertolerant (gehort zu den 0.02 % Codierungen mit
der hochsten Fehlertoleranz, d.h. Punktmutationen
fithren zu gleichen oder dhnlichen Aminosiuren)
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Aspartat
Glutatmat
Phenyalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin




R: Rest

Struktur einer
Aminosaure

Entstehung einer
Peptidbindung zwischen
zwel Aminosduren
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Zentrales Dogma der Biochemie: "EESSS===—=

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

DNA Transkription
\ .
RNA xTransl'atlon

Protein

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

1970 wurde das verantwortliche Enzym gefunden. Folge:
Die Lehrbiicher muiten umgeschrieben werden
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Umschreibung von DNA 1n R

ablesen vom nicht codierenden Stlﬁ""!!!!!!!!!!!!!!!mmuns ). aber
erzeugt Strang (5" - 37),

ersetzen von Thymin durch Uracil

wird durch RNA-Polymerase katalysiert: jeweils auf
kurzem Stiick wird DNA 1n Einzelstrange aufgetrennt

Start be1 Promoter-Sequenz

abspalten der RNA nach erreichen einer bestimmten
Sequenz (z.B. ...AATAAA...)

danach Splicing der RNA: O
rausschneiden der Introns D ¢

alternatives Splicen fiir unterschiedliche mRNA

ungefdhr 30 Nukleotide pro Sekunde
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Proteinsynthese im Ribosom

Teilnehmer: mRNA (bestimmen Reiheffelge der Aminosiuren),
tRNA (transportieren Aminosduren), 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,
nichste tRNA mit passendem Anti-Codon bindet an mRNA

Aminosaure der ersten tRNA bindet an Aminosaure der zweiten
tRNA, Rest verlaf3t das Ribosom

Termination: Ribosom liest Stop-Codon (5° TAA 37,5 " TAG 3
5" TGA 37)



S AUUAUGGCCUGGACUUGAAAGLD 2
T mRNA
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saUUAslGGCCUGOACLOUGAAAGC

Ribosome shifts 1 codon in 3 dirgction

ERMA  ERMA

AU AUGGCCUGGACUUGAAAGL
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Proteine sind Makromolekiile, die V%ﬁ;ﬂ;ﬂn
Zelle bestimmen (Strukturbildung- und Erhaltung,
Transport, Schutz und Abwehr, Steuerung und Regelung,

Katalyse, Bewegung, Speicherung)

Im menschlichen Korper werden etwa 100 000
verschiedene Proteine vermutet.

Primary protein struchure
i saquence of a chain of aming acids

Aming Acid




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



Wenn zwei Sequenzen sehr ah Hﬂhaben sie
auch eine

eine dhnliche Funktion,

eine dhnliche Struktur,
und sie haben einen gemeinsamen Vorfahren
Vorsicht: das stimmt nicht immer !!!

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

es gibt auch Redundanz, da einige Elemente ausgetauscht

werden konnen, ohne daf} sich die Funktion dndert
(robuste Semantik)



aus zweil Sequenzen, d.h. keine Betrachtung
statistischer Abhangigkeiten innerhalb einer
Sequenz

Ahnlichkeit von zwei Sequenzen ergibt sich als
Summe aus den Einzeldhnlichkeiten (Markov-

Model]

Aufste
Ahnlic
dahinterliegende Mode!
Verftahren hauptsichlic

)

lung von sogenannten Scoring-Matrizen:

nkeitswert beziel
11

ht sich immer nur auf das

1 fiir den Vergleich von

Aminosduresequenzen (Proteinen)



Einfachste Verglelchsmogllchkmntltats Matrix

gleiche Buchstaben =1,
ungleiche Buchstaben =0

AhnlichkeitsmalBe, die iiber =/ # Vergleiche
hinausgehen, nutzen

chemische oder strukturelle Eigenschaften: polar/unpolar,
Form, Grof3e, Ladung

genetische Eigenschaften: minimale Anzahl
ausgetauschter Basen in der dazugehorigen DNA



— O
— OO

<M Z

D 00O 1

C000O01
Q00000O01
E/I00000O01
G00000O0O1
HO0O00000O0O01
I 00000000O01

L' 0O000O0000O0O0T1

K'000O00O0O0O00OO0OO0O1

M00O0O0O0OOO0O0OO0OO0OO0OO0O1

FI0000000000000O01

POOOOOOOO0O0OO0OO0OO0OO1

S 0000000000000001

T 00000000000000001

WO00000000000000000O01

Y 0000000000000000001

Voo0o00o0000O0O0O0O0O0O0O0O0O000O01

ARNDCOQEGHILKMFPSTWYYV



R ST V W Y Z

Q

K L M N P

A B C D E F G H I

A

3.0 1.0 3.0 2.0 1.0 2.0 2.0 2.0 2.0 1.0 1.0 3.0 1.0 2.0 1.0 2.0 2.0 2.0 0.0 2.0 2.0 B

3.0 20 10 20201020 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 2.0 2.0 2.0 1.0 1.0 2.0

3.0 1.0 0.0 2.0 2.0 1.0 1.0 0.0 1.0 0.0 1.0 1.0 0.0 2.0 2.0 1.0 1.0 2.0 2.0 0.0 C

3.0 20 1.0 20 2.0 1.0 1.0 1.0 0.0 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 0.0 2.0 2.0 D

3.0 0.0 2010 1.0 20 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 3.0 E

3.0 1.0 1.0 2.0 0.0 2.0 1.0 1.0 1.0 0.0 1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 2.0 0.0 F

30 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 G

3.0 1.0 1.0 2.0 0.0 2.0 2.0 2.0 2.0 1.0 1.0 1.0 0.0 2.0 2.0 H

3.0 2.0 2.0 2.0 2.0 1.0 1.0 2.0 2.0 2.0 2.0 0.0 1.0 1.0 1

30 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 2.0 K

3.0 2.0 1.0 2.0 2.0 2.0 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 L

3.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 0.0 1.0M

3.0 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 1.0 0.0 2.0 2.0 N

3.0 2.0 20 20 2.0 1.0 1.0 1.0 2.0 P

3.0 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 3.0 Q

3.0 20 20 1.0 2.0 1.0 20 R

3.0 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 S

301.0 1.0 1.0 1.0 T

30 1.0 1.0 2.0V

3.0 1.0 1.0W

B=DON
7Z=E0Q

30 1.0Y

3.0 Z



..................

basiert auf evolutioniarem Modell |

dhnliche Proteine haben einen gememsamen Vortahren, aus
dem beide Sequenzen durch genetische Verdnderungen wie z.B.
Punktmutationen hervorgegangen sind ( Edit-Distanz)

empirisch aus Vorkommen von Aminosauren in dhnlichen
(mindestens 85% identischen), homologen Proteinen
abgeschitzt

PAM : Accepted Point Mutation
PAM 1 - Matrix

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

wie hoch 1st Wahrscheinlichkeit, daf} sich ein Residuum dndert?
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1. Schritt: Evolutiondares Modell aufstellen

2. Schritt: Haufigkeiten der Aminosduren bestimmen

3. Schritt: Mutationshaufigkeit jeder Aminosaure
bestimmen

4. Schritt: Matrix mit Austauschwahrscheinlichkeiten
bestimmen

5. Schritt: Evolutionire Skalierung

6. Schritt: Relative Wahrscheinlichkeit

7. Schritt: Log-odds




M gibt die absolute Wahrscheinlichkeit ciNeSABStAUSChs an,
Selbst bei zufdlligen Sequenzen erhdlt man aber eine

Ubereinstimmung von etwa 5%.

Daher miissen die Werte fiir einen Austausch einer Aminosaure
noch 1n Relation zu dem Wert fiir einen zufilligen Austausch
gesetzt werden.

random_f .. e e s .11
P; —J Wahrscheinlichkeit fiir einen zufalligen Austausch
R. = LJ Matrix mit relativen Wahrscheinlichkeiten

1, ] random

Pi
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Z.ahlreiche andere Matrizen

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

neu berechnet aus neueren und umfangreicheren Daten
(PET)

mit Hilfe von gro3en Datenmengen (1.7Mio) direkt fiir
groBere evolutionire 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 Tertidrstruktur bei Proteinen mit
bekannter 3D-Struktur andere Austausch-
Wahrscheinlichkeiten abgeleitet
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Identitiats-Matrix : 1+0+1+ 1+1+1+14+0+1+1 =8

Genetische Matrix: 3 +2+3+3+3+3+3+2+3+3 = 28
PAM?250: 6+2+5+6+4+5+2+0+5+5 =40
BLOSUMG®62: 5+1+4+4+4+5+6+0+6+4 = 39



Sequenzen ab

je nach (bekanntem)Verwandtschaftsgrad
120 PAM - 250 PAM

BLOSUM oft recht gut be1 bestimmten
Suchverfahren (z.B. BLAST), aber nicht

durchgingig fiir alle Protein-Familien



ciner
vom Benutzer Vorgegebenen Query—
Sequenz sind

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

Ansatz: Heuristische Verfahren
BLAST
FASTA

Versionen fiir Nukleotide und DNA



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
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Ausgangspunkt: Query-Sequen#g
Schwellwerte S, T

Drei-schrittiger Algorithmus:

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

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 gepriift,
ob sich ein Score > S ergibt

Ausgabe aller Segmente mit einem Score > §



» Varianten:
LAS
LAS
LAS

'n : fir Nukleotidsequenzen (DNA)

[p: fir Aminosduresequenzen (Proteine)

'x: macht eine 6-Frame Translation
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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.
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o Mouse O Bos tauris o Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes
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Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

nucleotide blast

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

Search protein database using a protein guery
Algorithins: 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

0ld BLAST Web Pages to be
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More BLAST news...
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Using Genomic BLAST
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Entry name GLK1_TRIVA
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Sequence was last modified on Warch 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
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Glucose kinase 1
Hexokinase 1
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- Neben Substitutionen konnen auch
Einfiigungen und Loschungen vorkommen

Alignment

RID{T|S|L|V|=|=—|=—|K|N
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<
Q
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Gaps 1n einem Alignment (Paarm'rg'erﬂ'@"f‘
Aminosiure mit einer Liicke) werden mit einem
schlechten Wert bestraft, z.B. negativer Wert fiir
jedes

einzelne Gap, d.h. Funktion linear in der Linge k der
eingefiigten bzw. geloschten Elemente

oder zusammengesetzter Wert fiir
Einfligungen/Auslassungen beliebiger Linge

a : Gap Eroffnungsstrafe  b: Gap Ausweitungsstrafe

g ( k ) =d+D:K affin-lineare Gap Penalty
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Identitdts-M.: 1+0+1-g(1) + 1+1-gB3)+1+1+0+1+1

PAM250 (L110) : 6 +2+5-g(1) +6 +4-g(3) +5+2+0+5+5



Daten (Sequenzen, Gene, Proteine) in
Journalen

Mittlerweile: Speicherung der Daten 1n
meist Offentlich zuginglichen Datenbanken

Datenbanken oft sehr einfach strukturiert

Z1el heute: Integration der Daten durch
entsprechende Werkzeuge (Java, Perl,...)
iiber das Netz



zwischen drei, weltweit verteilten Instituten
mit taglichen Austausch der Daten (seit 1980)

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

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

DNA databank of Japan ( DDBJ)
www.ddbj.nig.ac.jp
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GenBank Overview - Microsoft Internet Explorer
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International sequence databases exceed 100 gigabases

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

press release,

SITE MAP

Growth of the
International Nucleotide Sequence Database Collaboration
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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 gepriifte Information)



; ExPASY Proteomics Server - Microsoft Internet Explorer
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‘ Site Map | Search ExPASy | Contact us

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

ExPASy Proteomics Server i -

= 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-Silico 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 Phylogenetic 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 .

0OC  Eukaryota, Metazoa; Chordata; Craniata; vertebrata; Mammlia;
0C  Eutheria; Primates; Catarrhini; Hommnidae; Homo.

M [1]

RP SEQUEMCE FROM M, A,

X  MEDLIME; 91156029,

kA GERARD W.F., GERARD C.;

KT "The chemptactic receptor for human CSa anaphylatoxin.';

RL Nature 349:614-61701991).

M [2]

RP SEQUEMCE FROM M, A,

X  MEDLIME; 91175748,

RA BOULAY F., MERY L., TARDIF M., BROUCHOM L., WIGWAIS P.;

KT "Expression cloning of a receptor for Cha anaphylatoxin on
KT differentiated HL-a0 cells.";

EL Biochemistry 30:2993-2999019917,

CC -!- FUMCTIOM: RECEPTOR FOR THE CHEMOTACTIC AND IMWFLAMMATORY
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',

CC




Optimales Paarweis YA

* Suche nach einem Alignment von zwei
Sequenzen, so dal} der Ahnlichkeitswert
maximal 1st (oder die Distanz minimal)
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Needleman-Wunsch Algorithmﬁm .....

benutzt Prinzip der dynamischen Programmlerung:
optimales Alignment fiir zwe1l Sequenzen wird aus
optimalen Alignments von Teilsequenzen bestimmt

kleinste Einheit: Alignment von zwei Buchstaben
(Aminosduren) bzw. Wert fiir eine Gap

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

2. Schritt: “Ablesen” des besten Alignments aus einem
Pfad durch die Matrix (Verfolgung des besten
Alignments vom Ziel zum Start)



Needleman-Wunsch Us




Needleman-Wunsch

Zerlegungsprinzip:
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* Lineare Gap Penalty mit g = -6




Needleman-Wun s/

* Ergebnis-Score: 17

* Alignment
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\uenzen

Vergleich von mehreren (

Motivation: Bessere Erkennung von
Motiven

weniger gut erhaltene Motive gehen 1im
paarweisen Vergleich unter

unwichtige Bereiche werden besser
ausgeblendet

Basis fiir Strukturvorhersage

/Zwel wesentliche Ansatze:

simultanes multiples Alignment

iteriertes multiples Alignment
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