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Willkommen zu der Vorlesung ,,Softwarewerkzeuge der Bioinformatik*. Diese
Vorlesung bietet eine Einfithrung in die Verwendung von Bioinformatik-Tools
in 3 verschiedenen Bereichen.

Der erste Bereich ist das Gebiet der Sequenzanalyse. Dies ist das klassische
Gebiet der sogenannten algorithmischen Bioinformatik. Die Sequenzen von
Genen und Proteinen waren die ersten Datensétze in der Genetik und
Molekularbiologie, die mit Bioinformatik-Methoden analysiert werden
konnten. Obwohl dieses Gebiet daher fast schon ein altmodischen ,,Touch* hat,
ist die Sequenz-Bioinformatik heute wieder sehr ,,angesagt®, seit man durch
die Entwicklung von modernen Next Generation Sequencing-Methoden
routinemifig ganze Genome in groer Anzahl sequenzieren kann. Einen
weiteren Aufschwung nahm das Gebiet durch den modernen Trend, einzelne
Zellen eines Organismus zu sequenzieren.

Der zweite Bereich ist das Gebiet der Proteinstrukturanalyse sowie der
Bindung von kleinen und groBen Liganden. Dieses Gebiet weist eine wichtige
Schnittstelle zur medizinischen Chemie auf und ist insbesondere fiir die
Wirkstoffentwicklung von groBem Interesse.

Der dritte Bereich ist das grole und sehr heterogene Gebiet der Analyse von
Hochdurchsatzdaten wie Transkriptom und Metabolom.



,Lernziele“

Lerne aktuelle und bewahrte Programme und Datenbanken der Bioinformatik
kennen und erfolgreich einzusetzen um

- ,Hands-On“ mit Web-Tools arbeiten, mit denen man bioinformatische Fragen
bearbeiten kann

- zu wissen, was auf dem Markt ist (,das Rad nicht zweimal erfinden®)

- ein Geflihl dafiir zu bekommen, wie erfolgreiche Softwareprodukte
aussehen (sollen)

- 3 Mini-Forschungsprojekte zu bearbeiten (Bioinformatiker/Biotechnologen)
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Dies sind die Lernziele dieser Veranstaltung. Als Vorkenntnisse wird lediglich
vorausgesetzt, dass die Teilnehmenden schon einmal etwas von DNA,
Proteinen und Zellen gehort haben. Im Bereich Bioinformatik werden keine
Vorkenntnissen vorausgesetzt. Im Gegensatz zu anderen einfiihrenden
Veranstaltungen wie Bioinformatik 1 und 2, die intensiv (mit einem
Informatik-geschulten Blick) auf die algorithmischen Konzepte in den
einzelnen Bereichen der Bioinformatik eingehen, werden wir nicht tief in die
Theorie eindringen. Dennoch wird erwartet, dass die AbsolventInnen dieser
Veranstaltung im Anschluss erkléren konnen, wie z.B. der BLAST-
Algorithmus, der Sankoff-Algorithmus, der Neighbor-Joining-Algorithmus,
Homologie-Modellierung, differentielle Genexpression etc. funktionieren.
Also zumindest in der Abschlussklausur kommen diese Themen dran.

Ein weiteres wichtiges Lernziel ist, dass die Teilnehmenden den Umgang mit
modernen, populidren Bioinformatik-Tools erlernen und iiben. Die meisten
dieser Tools sind webbasiert und kdnnen auch von zuhause aus ausprobiert
werden. In diesem Corona-Semester werden wir tatséchlich nur mit Web-Tools
arbeiten. Mit einigen dieser Tools werden Sie dann in Kleingruppen kleine
Forschungsprojekte bearbeiten. Darauf kommen wir in ein paar Folien zuriick.



Organisatorisches

Jede Woche Vorlesung Donnerstag 10.15 — 12.00 Uhr
(evtl. 15 minatige Pause)
im ZBI, SR 0.01 Dozent: Prof. Helms

Die Teilnahme an der Vorlesung ist nicht obligatorisch,
jedoch die Teilnahme an der Ubung.

Ubungen ,hands-on* Beginn heute am 21.10:21
Donnerstag, 14:00 Uhr — 16:00 Uhr im CIP-Pool des ZBI.

Verantwortliche Betreuer der Ubungen

Sequenz-Analyse Markus Hollander
Proteinstruktur Dr. Michael Hutter
Zellsimulationen Andreas Denger

1. Vorlesung WS 2021/2022 Software-Werkzeuge der Bioinformatik 3

Die Veranstaltung besteht aus einer Vorlesung und einem Tutorial bzw. Ubung.

Die Vorlesung wird online mittels der Software MS Teams angeboten.

Es wird vorausgesetzt, dass sich die Teilnehmenden im Vorfeld jeder
Vorlesung mit den Vorlesungsfolien vertraut gemacht haben.

Die Vorlesung dient der Vertiefung des Stoffs und dem Eingehen auf Fragen
der Studierenden.

Das Tutorial wird ebenfalls online angeboten. Die Teilnahme am Tutorial ist
verpflichtend.

Die Teilnehmenden werden in Kleingruppen aufgeteilt, die jeweils von
einem/r Betreuer/in betreut werden.



Organisatorisches

Jeder Teilnehmer an den Ubungen benétigt einen
Rechneraccount fiir den CIP-Pool.

Biotechnologen: bitte in Liste eintragen

4. Pflichten der Benutzer

Der Benutzer verpflichtet sich,

a) die bereitgestellten Betriebsmittel sorgfiltig zu benutzen:

b) das Passwort des ihm zugeteilten Benutzerkennzeichens geheim zu halten ...

d) alles zu unterlassen, was den ordnungsgemiBen Ablauf der Anlage stort;

¢) in den Arbeitsriumen sich so zu verhalten, dass andere Benutzer nicht gestort werden:

1) Storungen ... zu melden und diese nicht auszunutzen:

g) in den Riumen ... sowie bei Inanspruchnahme seiner Gerite ... den Weisungen des Personals des Anlagenbetreibers Folge zu leisten:

1) lizensierte Software nur nach Absprache mit dem jeweiligen BIR einzuspielen und zu verwenden:
m) von der Faké oder der Universitit des Saarlandes bereitgestellte Software, Dokumentationen oder Daten weder zu Kopieren noch an
Dritte weiterzugeben, sofern dies nicht ausdriicklich erlaubt ist, noch zu anderen als den erlaubten Zwecken zu verwenden.

Zugang zum CIP-Pool wahrend der Ubungsstunden.
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Organisatorisches: Scheinvergabe
B.Sc. Bioinformatik und Biotechnologie M.Sc.

- Bewertung: Vorlesung zahlt 2V + 2P = 9 Leistungspunkte

- Curriculum: Pflichtvorlesung fir die Vertiefung ,Bioinformatics*

- kann nattirlich auch fir CMB-Bachelor eingebracht werden

- (Wahl-) Pflichtvorlesung flr bestimmte Studenten des M.Sc. Biotechnologie
Drei Mini-Projekte werden etwa alle 4 Wochen ausgegeben. Diese sind innerhalb
von 2 Wochen in Teams mit 2-3 Studenten zu bearbeiten und durch einen

mindestens 5-seitigen Praktikumsbericht zu dokumentieren.

Jeder Student muss mindestens 2 der 3 Mini-Projekte mit einer Note von 4 und
besser bestehen.
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Meist kommt die Mehrzahl an Teilnehmenden aus dem Masterstudiengang
Biotechnologie, typischerweise im 1. Semester. Diese Studierenden haben
natiirlich einen guten biologischen Hintergrund und manchmal bereits ein
wenig Kontakt mit Bioinformatik-Tools gehabt (z.B. fiir Sequenzalignment
oder Genexpressionsanalyse). Der andere Teil der Teilnehmenden kommt aus
dem Bachelorstudiengang Bioinformatik, meist im 5. Semester. Diese
Studierenden haben meist schon Bioinformatik 1 und 2 gehort und kennen sich
daher mit dem Stoff der ersten 7 Vorlesungswochen (Sequenzalignments,
Proteinstruktur) gut aus.

Ein wichtiges Element dieser Veranstaltung sind die 3 Mini-
Forschungsprojekte. Diese werden in Gruppen von 2-3 Studierenden
bearbeitet, die sich selbstindig zusammenfinden (also nicht vom Dozenten
oder von den Ubungsleitern zusammengestellt werden). Wie in jedem anderen
Praktikum ist iiber den Hintergrund der Projekte, die darin verwendeten
Methoden, die Ergebnisse der Aufgabe und ggf. eine kurze Diskussion ein
Bericht zu verfassen. Als formale Mindestbedingung gilt eine Mindestlédnge
von 5 Seiten.

Die Mini-Forschungsprojekte werden benotet. Alle Mitglieder einer Gruppe
erhalten dieselbe Note. Jede/r Studierende muss mindestens fiir 2 der 3 Mini-
Projekte mindestens die Note ,,ausreichend* erhalten. Mini-
Forschungsprojekte konnen nicht wiederholt werden. Die Bearbeitungszeit



wird bei Ausgabe der Projekte angegeben (mindestens 2 Wochen) und ist
verpflichtend einzuhalten. Verspitete Abgaben werden mit ,,mangelhaft* bewertet.
Falls 1 oder 2 Mitglieder einer Gruppe aus von ihnen nicht zu vertretenden Griinden
(z.B. Krankheit) das Projekt teilweise nicht bearbeiten konnen, miissen eben die
tibrigen Gruppenmitglieder das Projekt bearbeiten und rechtzeitig fertigstellen.



Organisatorisches: Scheinvergabe
B.Sc. Bioinformatik und Biotechnologie M.Sc.

Voraussetzung fir die Teilnahme an der Abschlussklausur ist das Erreichen von
mindestens 50 % der maximalen Punkte aus den drei Praktikumsberichten.

Die Veranstaltung gilt als bestanden, wenn in der abschlieRenden 120-minttigen
Klausur (iber die Inhalte der Vorlesung, der Ubungen und der Minipraktika
mindestens die Note 4 erreicht wurde.

Fir die Note des Scheins zahlt das bessere Ergebnis entweder ausschlieflich aus
der abschlieRenden Klausur oder der Kombination des Durchschnitts der
benoteten Praktika und der Note der Abschlussklausur, die jeweils zu 50 %
gewichtet werden.

Bei Nichtbestehen der Klausur besteht die Maglichkeit einer schriftlichen oder

mundlichen Nachpriifung. Diese findet im allgemeinen zu Beginn des
darauffolgenden Semesters statt.
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Die Teilnahme an der Abschlussklausur ist nur moglich, wenn mindestens 50%
der maximalen Punkte in den Mini-Forschungsprojekten erreicht wurden und
hochstens ein Projekt mit ,,mangelhaft* bewertet wurde.

Die Abschlussklausur findet voraussichtlich als Prisenzveranstaltung statt.
Falls dies aufgrund der Entwicklung der Corona-Epidemie nicht moglich sein
sollte, finden stattdessen miindliche Priifungen tiber den Klausurstoff statt.

Die Note auf dem Schein ist das 50%:50% Mittel aus Klausurnote und der
gemittelten und (ab)gerundeten Projektnote. Falls die Klausurnote besser als
die gemittelte Projektnote ist, erhilt der/die Studierende auf dem Schein die
Klausurnote. Dadurch gleichen wir das ,,Pech® aus, falls ein/e Studierende/r 1-
2 schwache oder arbeitsunwillige ProjektpartnerInnen hatte und deswegen
schwache Noten in den Projekten erhielt.

Fiir alle TeilnehmerInnen der Klausur, deren Leistungen mit ,,mangelhaft*
bewertet wurden, oder die ihre Note verbessern mochten, wird zu Beginn des
SS 2022 eine Nachpriifung angeboten. Die bessere Note zihlt dann, man kann
sich also nicht verschlechtern. Es gibt immer mal wieder die Frage, ob man in
einem spéteren Semester den Kurs zur Notenverbesserung wiederholen kann.
Dies ist grundsitzlich moglich. Allerdings gehoren alle Leistungen eines
Semester zusammen. In solch einem Fall muss der/die Studierende deshalb
noch einmal drei neue Mini-Forschungsprojekte bearbeiten. Dadurch ist der
Aufwand relativ hoch.



Literatur

David Mount
Bioinformatics
72€

, Blick ins Buch!

Marketa Zvelebil & Jeremil O. Baum
Understanding bioinformatics, 63€

Vorlesungsfolien auf
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Dies sind zwei einfiihrende Lehrbiicher in die Bioinformatik. Sie sind in der
Campus-Bibliothek Informatik vorhanden.

Die kommentierten Vorlesungsfolien werden auf unserer Lehrstuhlseite zur
Verfiigung gestellt.



Ubersicht tiber Vorlesungsinhalt

| Sequenz Il Omics-Daten/zellulare Netzwerke
1 Einfihrung, Datenbanken 8. Genexpression — Microarrays

2 Paarweises Sequenzalignment 9

Funktionsannotation (Gene Ontology)

Multiples Sequenzalignments; 10.  zellulare Protein-Interaktionsnetzwerke
Phylogenie 11. metabolische Netze und Fliisse
Genvorhersage, Motivsuche 12, Klassifikation (Machine Learning)

13.  Klassifikation 2

Il Proteinstruktur
Proteinstruktur; Sekundarstruktur
Homologie-Modellierung

7 Biomolekulare Interaktionen
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Dies ist eine Ubersicht iiber den Inhalt der 13 Vorlesungswochen im WS
2021/22.

Die Vorlesung besteht aus 3 Blocken: Sequenzanalyse, Proteinstrukturanalyse
und die Analyse von Daten aus Hochdurchsatzexperimenten.

Die ersten beiden Gebiete sind klassische Gebiete der Bioinformatik, in denen
seit den 1960er-Jahren geforscht wird.

Das letzte Gebiet ist erst durch die technische Entwicklungen seit den 1990er-
Jahren entstanden. Obwohl die Vorlesung einen einfiihrenden Charakter hat
und methodisch nicht besonders schwierig ist, wird von den Studierenden
meist als Herausforderung angesehen, dass die Vorlesung solch einen grofien
thematischen Bogen spannt. Jedes einzelne Thema kommt nur in einer
einzigen Vorlesung dran.



Historische Entwicklung der Bioinformatik
1960‘er Jahre:  Entwicklung phylogenetischer Methoden

1960‘er Jahre:  Methoden zum Vergleich von DNA- und Proteinsequenzen
1981:  Smith-Waterman Algorithmus dynamische Programmierung

1992:  Sekundarstrukturvorhersage mit Neuronalen Netzwerken (PHD)
machine learning

1996: Vergleich von Proteinstrukturen mit DALI

1990er: Detektion von Genexpression mit Microarrays
-> differentielle Expressionsanalyse

2000:  Durchbruch bei Sequenz-Assemblierung aus Shotgun-Daten (E. Myers)
2012: ENCODE-Projekt (https://www.encodeproject.org/)

2016: The Cancer Genome Atlas Project (https://cancergenome.nih.gov/)
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Dies sind ein paar Notizen zur Geschichte des Faches Bioinformatik.

Auf der Webseite der ,,Fachgruppe Bioinformatik* gibt es weitere Hinweise:

Die englische Version von Wikipedia enthilt deutlich mehr Infos als die
deutsche Seite:

Mehr zur Historie des Faches ausserdem: S. 6-8 in

In einer spéteren Version dieser Vorlesung

fehlt die historische Zeitskala.

Eigentlich beschiftigt sich in der Bioinformatik aber kaum jemand mit der
Vergangenheit des Feldes, sondern viel mehr mit der Zukunft.



Die Struktur von Genen

Enhancers N
] Promoter

DNA M —

l\Transcription

Introns

pre-mRNA Exon _ Exon Exon Exon  Exon

ljSpIicing

Open reading

mRNA S'UTR ___ frame __ 3'UTR

l Translation

protein w

www.wikipedia.org
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Diese grundlegenden Dinge iiber DNA, Transkription, das Spleilen von
mRNA, und die Translation in Aminosdureketten sollten Ihnen allen vertraut
sein.

In Eukaryoten wird die Transkription von protein-kodierenden Abschnitten auf
der DNA sowie von nicht-kodierenden Abschnitten (diese konnen z.B. fiir
microRNAs kodieren) durch Bindung von regulatorischen Faktoren an die
Promoter- und Enhancerabschnitte auf der DNA kontrolliert.



UCSC Genome Browser

UCSC Genseme Browser om Human Feb. 2009 (GRCWY hgh9) Asembly

L m— et el S—— . ————

T

S T I

Es gibt verschiedene Assemblies

hg17, hg18, hg19 fir das humane Genom == ‘wmiimurmmmmomr oms
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Der UCSC Genome Browser ist ein Standardtool um sich genomische Sequenzen
anzuschauen, sowie um Zusatzinformationen darzustellen.

11



Nukleoside vs. Nukleotide
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OH OH OH glykosidische Bindung O OH E {Aa)
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I | | I R=OH: Ribose pH
} : : : OH R R=H: Desoxyribose % g OOH l lr:/ko

. “u |0
| : | - Nukleosid 6
I .

: ) -- Nukleosidmonophosphat OH OH
| |
! “- Nukleosiddiphosphat } Nukleotid
-Nukleosidtriphosphat

www.wikipedia.de
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(links) Nukleotide sind Nukleoside mit Phosphatgruppen.

Ein Nukleosid ist die Verbindung einer Nukleinbase (Base) mit einem
Einfachzucker, einer Pentose. Deren 2'-Rest (R) ist im Falle der Ribose eine
Hydroxygruppe (OH-), im Falle der Desoxyribose hingegen Wasserstoff (H-).
Bei einem Nukleotid ist die 5'-OH-Gruppe der Pentose eines Nukleosids mit
einem Phosphatrest verestert. Ein Nukleosidtriphosphat (NTP) weist drei
Phosphatgruppen auf, die untereinander Sdureanhydridbindungen ausbilden.
Mit Adenin als Base und Ribose als Saccharid liegt das Adenosintriphosphat
(ATP) vor.

(rechts) Das Makromolekiil einer DNA oder einer RNA ist jeweils aus vier
verschiedenen Sorten von Nukleotiden zusammengesetzt, die durch kovalente
Bindungen zum Strang des polymeren Biomolekiils verkniipft werden, einem
Polynukleotid. Die hierbei ablaufende Reaktion ist eine
Kondensationsreaktion. Von den monomeren Nukleosidtriphosphaten wird
dabei ein Pyrophosphatrest abgespalten, sodass die Monosaccharide der
Nukleotide iiber je eine Phosphatgruppe aneinander gekoppelt werden, die das
C5'-Atom der ndchsten mit dem C3'-Atom der vorangehenden Pentose
verbindet.
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BASE

SUGAR

PYRIMIDINE
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Die vier Nukleotidbasen

BASE

SUGAR

PURINE

Software-Werkzeuge der Bioinformatik

sugar

Zvelebil (2008)
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Dies sind die 4 Nukleotidbasen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin, aus
denen DNA-Striange aufgebaut sind.

Die Pyrimidine C und T enthalten einen einfachen aromatischen Ring, die
Purine A und G einen aromatischen Doppelring.
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DNA-Doppelhelix, . .  Thymin
PP Adenin
5 Ende
NH : 3' Ende
ON
\b/
NN
Phosphat
desoxyribose
0, )
Ruckgrat ’ on \/’i"
7 4 A
“&
Phylogenetische GC- o 9
b Gruppe Gehalt Omn? 9 "”h \I"
7N A 9
L@ A
Streptomyces coelicolor Actinobacterium 72% 4y
Myxococcus xanthus Deltaproteobakterium | 68 % J
Halobacterium sp. Archaeon 67 % oH .
Homo sapiens 41% 3' Ende i Cytosin
Saccharomyces cerevisiae (Backhefe) Ascomycet (Pilz) 38 % Guanin 5'H
Arab/dops:s thaliana (Ackerschmalwand) Blutenpflanze 36 %
M osphaera stadtm Archaeon 27 %
Plasmod/um lalc:parum (Malanaerreger) Protozoon =20 %
Wikipedia.de
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Bei einem DNA-Doppelstrang liegen die Basen der Nukleotide des einen
DNA-Einzelstrangs den Basen der Nukleotide des anderen Einzelstrangs
gegeniiber; deren Phosphat-Desoxyribose-Riickgrat zeigt somit nach au3en.

Typischerweise bilden dabei jeweils eine (kleinere) Pyrimidinbase (T, C) und
eine (groBere) Purinbase (A, G) ein Paar. Als komplementir werden die
Basenpaare aus T und A sowie aus C und G bezeichnet.

Die einander gegeniiberliegenden Basen der Nukleotide zweier Stringe sind in
der DNA-Doppelhelix iiber Wasserstoffbriickenbindungen miteinander
verbunden. Zwischen den Basen G und C bilden sich drei, zwischen Aund T
nur zwei. Mit Kraftspektroskopie (AFM) hat man die Bindungskraft bestimmt:
,, ' he base binding strength of single dG/dC and single dA/dT were estimated
tobe 20.0 £ 0.2 pN and 14.0 £ 0.3 pN,”

Dies liegt offensichtlich an der unterschiedlichen Anzahl an
Wasserstoftbriickenbindungen.

Der T,,-Wert wird definiert als die Temperatur, bei der 50 % der Doppelhelix
in denaturiertem Zustand vorliegen. Der T, -Wert eines DNA-Doppelstranges
ist direkt abhéngig von dessen GC-Gehalt. Je mehr GC-Bindungen ein DNA-
Molekiil enthilt, desto hoher liegt der T,,-Wert. Wie in der Tabelle gezeigt ist,
haben verschiedene Organismen einen sehr unterschiedlichen GC-Gehalt.
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Codonsonne
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Start 3’ wikipedia
Zvelebil (2008)
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Das ist die berilhmte ,,Codon-Sonne*. Jeweils drei aufeinanderfolgende
Nukleotidbasen bilden ein Codon. In diesem Schema enthilt der innere Ring
das jeweils erste Nukleotid. Der mittlere Ring enthilt das mittlere Nukleotid.

Der duBlere Ring erhilt das dritte Nukleotid.

AuBen markiert ist die jeweilige Aminosiure, die das Ribosom anhand des 3-
Tripletts an Basen synthetisiert.

Beispielsweise kodieren UUU und UUC fiir die Aminosédure Phenylalanin
(,,Phe®), durch einen roten Kasten markiert.

Offensichtlich besteht oft an der dritten Aminoséiure eines Codons eine grof3e
Redundanz.

Dies liegt daran, dass man durch 3 Basen 43 = 64 verschiedene Tripletts
zusammensetzen kann. Allerdings gibt es nur 20 verschiedene natiirliche
Aminosiduren. 3 Tripletts (UAA, UAG und UGA) sind Stop-Codons, bei
denen die Transkription durch RNA-Polymerese stoppt. UGA ist durch einen
griinen Kasten markiert.

Die Translation in Aminoséduresequenzen beginnt iiblicherweise mit einem
AUG-Triplett, das durch einen hellblauen Kasten markiert ist.
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Eigenschaften der Aminosauren

Aminosauren unterscheiden sich in ihren physikochemischen Eigenschaften.
TINY

ALIPHATIC

HYDROPHOBIC

AROMATIC

CHARGED POSITIVE

Q: mussen Bioinformatiker die Eigenschaften von Aminosauren kennen?
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Die 20 natiirlich in Proteinen vorkommenden Aminosiduren kann man
aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften klassifizieren:

Aliphatische (Fett liebende), winzige, kleine, polare, elektrostatisch geladene,
positiv oder negativ geladene, aromatische und hydrophobe Aminosiuren.



Einleitung: Aminosauren

Aminosauren sind die Bausteine von Proteinen:

Aminogruppe

Carboxylsaure

Aminosauren unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
- GroRke

- elektrischen Ladung

- Polaritat

- Form und Steifigkeit
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Jede Aminosédure enthilt eine Aminogruppe, eine Carboxylsiuregruppe und
eine Seitenkette (,,Rest). Aminogruppe und Carboxylsduregruppe sind sehr
polar. Allerdings gehen diese beiden Gruppen Peptidbindungen mit anderen
Aminosiuren ein (bis auf die jeweils erste und letzte einer Aminosdurekette).

Daher hédngen die physikochemischen Eigenschaften einer Aminosiure von
threm Rest ab.
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Einleitung: hydrophobe Aminosauren

Proteine sind aus 20 verschiedenen natirlichen
Aminosauren aufgebaut

5 sind hydrophob.
Sie sind vor allem
Im Proteininneren.

Glycine Alanine

Leucine Isoleucine
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Gezeigt sind hier die 5 hydrophoben Aminosduren, die man vor allem im
Proteininneren antrifft.
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Einleitung: aromatische Aminosauren

Es gibt drei volumindse aromatische Aminosauren. Tyrosin und Tryptophan
liegen bei Membranproteinen vor allem in der Interface-region.

Phenylalanin Tyrosin Tryptophan
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Von den drei aromatischen Aminosiduren Phe, Tyr und Trp ist Phe die am
meisten hydrophobe und Tyr die am meisten polare AS. Man findet diese AS
in der Interface-Region von Lipiddoppelschicht-Membranen bzw. an Protein-
Protein-Schnittstellen angereichert.

19



Einleitung: Aminosauren

Es gibt 2 Schwefel enthaltende Aminosauren und das ungewdhnliche Prolin.
Cysteine kénnen Disulfidbriicken bilden.
Prolin ist ein “Helixbrecher”.

H H Ho H

P /0

[ [\

CH, OH CH, OH
% ICH
" :
CH,

Cystein Methionin Prolin
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Zwei gegeniiberliegende Cystein-AS konnen unter Abspaltung von H,
Disulfidbriicken ausbilden. Dabei wird die Oxidationszahl ihres
Schwefelatoms um 1 erhoht, also oxidiert. Meist wird H, nicht als Gas
abgespalten (bzw. aufgenommen), sondern damit eine andere Disulfidbriicke
auf der Oberfldche eines anderen Proteins, oder mit einer anderen Redox-
aktiven Sustanz wie GSSH aufgebrochen (bzw. gebildet). Das Schwefelatom
von Methionin ist durch seine Methylgruppe nicht frei zugénglich.

Prolin ist eine besondere Aminosédure, da der Aminosédurerest unter Abgabe
von H kovalent an die NH-Gruppe des Aminoséureriickgrats gebunden ist.
Dadurch ist die Aminoséureseitenkette nicht mehr frei beweglich, sondern
kann bzgl. der Atome des Riickgrats nur 2 Orientierungen annehmen, bei
denen der AS-Ring entweder oberhalb oder unterhalb der Ebene der
Nachbaratome liegt (,,cis* bzw. ,,trans®).
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Einleitung: Aminosauren

Es gibt zwei Aminosauren mit terminalen polaren Hydroxlgruppen:

CH2 OH C .2
CH HC
[ 2 7D
_0 cH O—H
H 3
Serin Threonin
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Die beiden kurzen AS Serin und Threonin haben beide eine relativ frei-
bewegliche Hydroxylgruppe, die sowohl mit dem H-Atom als auch mit dem
O-Atom Wasserstoffbriicken ausbilden kann. Die zusétzliche Methylgruppe
von Threonin macht die AS etwas hydrophober als Serin.



Einleitung: Aminosauren

Es gibt 3 positiv geladene Aminosauren. Sie liegen vor allem auf der
Proteinoberflachen und in aktiven Zentren.
Thermophile Organismen besitzen besonders viele lonenpaare auf den Protein-

oberflachen.
C H2 OH C 1, OH C H , OH
CH, CH, ‘ H

cH CH ; N/E(

~2 :_2 H/ N N\
CH, N—H Y OH
NH; /1\\ H
NH, NH;
Lysin Arginin Histidin
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Lysin und Arginin haben relativ lange Seitenketten, jeweils mit einer (bei
neutralem pH) positiv geladenen, terminalen Aminogruppe. Beim Arginin ist
die positive Ladung iiber beide Aminogruppen delokalisiert. Aulerdem besitzt
Arginin eine weitere N-H-Bindung. Alle diese N-N-Bindungen sind mogliche
Donatoren fiir Wasserstoffbriickenbindungen.

Histidin kann bei neutralem pH entweder in neutraler Form oder in positiv
geladener Form vorliegen. Der pKa-Wert fiirs Umklappen zwischen den
beiden Formen ist 6.5.

Vorkommen: Arginin hat einen gemischt geladenen / aromatischen Charakter.
Es ist an Protein-Protein-Bindungsschnittstellen angereichert. Histidin findet
man oft in den aktiven Zentren von Enzymen, da es leicht Protonen
aufnehmen und abgeben kann.
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Einleitung: Aminosauren

Es gibt 2 negativ geladene Aminosauren und ihre zwei neutralen Analoga.
Asp und Glu haben pK, Werte von 2.8. Das heisst, erst unterhalb von pH=2.8
werden ihre Carboxylgruppe protoniert.

Ho _H Ho  _H H H
CH, oH C H, OH CH, oH ( H, OH
J CH 7 CH
o o )\ 2 07 “NH, i 2
e <) 07 NH,
Asparaginsaure Asparagin
Glutaminsaure Glutamin
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Analog zu den positiv geladenen AS gibt es zwei negativ geladene, saure AS
namens Asparaginsidure und Glutaminsdure. Sie sind sehr dhnlich zueinander
und unterscheiden sich lediglich in der Lidnge ihrer Seitenketten.

Zu beiden AS gibt es neutrale Analoge, bei denen die Carboxylgruppe durch
eine Amidgruppe ersetzt ist. In Elektronendichtekarten sind NH2 und O kaum
voneinander unterscheidbar. Deswegen muss die Orientierung von Asn / Gln-
Seitenketten durch Betrachtung ihrer Umgebung bestimmt werden. Die
Seitenketten werden so positioniert, dass sich optimale H-Bindungen zu
benachbarten AS ergeben.
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Buchstaben-Code der Aminosauren
* Ein- und Drei-Buchstaben-Codes der Aminosauren

G Glycin Gly P Prolin Pro

A Alanin Ala V Valin Val

L Leucin Leu I Isoleucin lle

M Methionin Met C Cystein Cys

F Phenylalanin Phe Y Tyrosin Tyr

W Tryptophan Trp H Histidin His

K Lysin Lys R Arginin Arg

Q Glutamin GIn N Asparagin Asn

E Glutaminsaure Glu D Asparaginsaure Asp
S Serin Ser T Threonin Thr
Zusatzliche Codes

B Asn/Asp Z GIn/Glu X Irgendeine Aminosaure

Die Kenntnis dieser Abkiirzungen ist essentiell fur
Sequenzalignments und fiir Proteinstrukturanalyse!
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Um den tiglichen Umgang mit Aminoséduren zu vereinfachen und abzukiirzen,
dient entweder ein 3-Buchstaben-Code oder ein 1-Buchstaben-Code.

Letzterer ist insbesondere fiir den Umgang mit Proteinsequenzen essentiell.
Nur durch das physikochemische Verstéindnis iiber die Eigenschaften der 20
AS erschlieBen sich wichtige strukturelle und mechanistische Eigenschaften
von Proteinen. Sie sollten sich diese beiden Codes daher gut einprigen.
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Datenbanktypen

primar sekundar
DNA-/ %% |Protein-/ (&% Protein-, |Protein-/ Aminosaure- | Protein-
Nukleotid-“%| Aminosaure- DNA- Sequenzen Strukturen
Sequenzen | Sequenzen Strukturen
GenBank NCBI Swiss | PDB PROSITE | Prints | Pfam | SCOP | CATH
Protein Prot F™
Database | (Uniprot) '}{j\&
*J\A&’
T AT
- Sequenzinformationen - Analysen auf Basis der
- zugehorige Annotationen primaren Datenbanken
- Kreuzreferenzen zu anderen - Klassifizierungen nach
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Ein wichtiges Arbeitswerkzeug fiir Bioinformatiker sind Datenbanken. Datenbanken
haben die Hauptaufgabe, Daten effizient und sicher abzuspeichern und zur Verfiigung
zu stellen. Der Zugriff auf Datenbanken geschieht tiber eine Frontend-Software, mit
der man den gesamten Datenbestand nach Schliisselwortern oder Eigenschaften
durchsuchen kann.

Weiterhin werden die einzelnen, von Forschern eingereichten Datensitze (z.B.
Proteinsequenzen oder Proteinstrukturen) iiblicherweise vor dem Abspeichern auf die
Qualitiit hin iiberpriift. Wenn man Daten aus einer gut gepflegten Datenbank (z.B. am
NCBI oder EBI) verwendet, kann man daher zuversichtlich sein, dass die Daten
sorgfiltig tiberpriift wurden.

Man unterscheidet primire und sekundére Datenbanken. Primére Datenbanken
enthalten die ,,Rohdaten®, die z.B. experimentell bestimmt wurden und von den
Forschern eingereicht / hochgeladen wurden.

Sekundire Datenbanken verwenden Daten der priméren Datenbanken und bereiten
diese in geeigneter Form, z.B. zusammen mit Zusatzinformationen auf.
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Sequenzdaten (Genbank) — Strukturdaten (PDB)

+in Aug. 2020 ~218 Mio. Nukleotidsequenzen
(Quelle: )

Sequences

~1408 Mio. WGS-Nukleotidsequenzen 10.020,000,020

180,030,000

- 168.095 3D-Strukturen von biologischen

Makromolekilen (Proteine, DNA, RNA, ...) |
(Quelle: RCSB-PDB http.//www.rcsb.org, Aug. 2020) 10000

Eintrage sind teilweise redundant,
d.h. es gibt mehrere Versionen derselben Sequenz/Struktur
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Die beiden wichtigsten Informationsquellen sind NCBI (National Center for
Biotechnology Information) in den USA und das EBI (European Bioinformatics
Institute) in Hinxton/Cambridge in Grossbritannien.

Die Proteinsequenzen stammen zumeist aus translatierten DNA-Sequenzen. In der
logarithmischen Abbildung sind die Anzahl an einzeln bestimmten Nukleotid-
sequenzen von Genen (blau) sowie diejenigen aus Ganzgenomsequenzierung (WGS =
whole genome sequencing in rot) gezeigt. Die rote Kurve begann erst in 2002, im
Wesentlichen mit der Sequenzierung des menschlichen Genoms, und steigt seither
steil an. Im Vergleich dazu gibt es etwa 1000 mal weniger hochaufgeloste
dreidimensionale Strukturen von Proteinen. Strukturdaten werden in der Protein-
Datenbank (PDB) gesammelt. Zudem ist der Anstieg an Strukturdaten wesentlich
langsamer als der Anstieg an Sequenzdaten.

Primére Datenbanken enthalten oft mehrfach dieselbe Information (Proteinsequenz).
Diese Redundanz resultiert z.B. daraus, dass mehrere Forscher die Sequenz desselben
Proteins unabhéngig voneinander bestimmten und an die Datenbank schickten. Da
man die Qualitét des einzelnen Experiments nicht im Detail tiberpriifen kann, legt die
Datenbank dann einfach mehrere unabhiingige Eintrige an.

Von den meisten Datenbanken gibt es jedoch auch nicht-redundante Versionen, bei
denen absolut identische Eintrdge miteinander verschmolzen werden bzw. nur einer
der Eintrége behalten wird. Dies ist z.B. niitzlich fiir Homologiesuchen mit dem
Programm BLAST (man erhilt nicht mehrere Treffer zu identischen Eintrdgen) und



essentiell fiir manche Arten von statistischen Auswertungen. Sonst konnten solche
Eintrige, die mehrfach oder vielfach in den Datenbanken enthalten sind, die
statistischen Auswertungen verfélschen.
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NCBI DNA-Datenbank
N e ar Dietechmolony niormarion
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/)
- Offentliche Nukleotid-Sequenzdatenbank
- ~197 Mio. Sequenzeintrage
- fast jeder kann Sequenzen einreichen
- Mindestlange der eingereichten Sequenzen: 50 bp

- jeder Eintrag bekommt eine eindeutige Accession
Number

- wird alle 24h gegen EMBL-Bank (EMBL Nucleotid
Sequence Database, http://www.ebi.ac.uk/) und DDBJ EMBL!
(DNA DataBank of Japan, http://www.ddbj.nig.ac.jp) acLaoT
synchronisiert —

- redundant ) BL-EBI
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Bei der Datenbank GenBank kann fast jeder Daten einreichen!
Es gibt mehrere Moglichkeiten dafiir, siche

BanklIt ist ein Webtool, tbl2asn ist ein command-line Programm (falls man eine
grossere Anzahl an Sequenzen oder ganze Genome einreichen mochte).

Genbank, EMBL-Bank und DDBJ enthalten aufgrund der tiglichen Synchronisierung
im Prinzip dieselben Sequenzen.



NCBI Protein-Datenbank

= NCBI
NCBI Protein Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

- Offentliche, priméare Protein-Sequenzdatenbank
- Zusammenstellung aus den folgenden Protein-Sequenzdatenbanken:
+ UniProtKB
- PIR (Protein Identification Resources)
- PDB (Protein Data Bank, Strukturen)
- Proteintranslationen der GenBank-Datenbank
- und weiteren

redundant

- Vorteil: Links zu Original-Datenbanken
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Fiir Proteinsequenzen gibt es wesentlich mehr primére Datenbanken als fiir
Nukleotidsequenzen.

Die am sorgfiltigsten gepflegte darunter ist UniProtKB/SwissProt



UniProtKB/Swiss-Prot UniProt

(http://www.expasy.org/sprot/)
Universal Protein Resource Knowledge Base

offentliche, primare Proteinsequenz-Datenbank
“nur” 563.000 Eintrage (Aug 2020)
wichtigste Sammlung von Proteinsequenzen:

- Daten stammen aus der Datenbank TrEMBL (translated EMBL)
- manuell Gberpiift; manuelle Annotationen von Experten TrEMBL

+ nicht redundant ;msumgg'zlzgg_\_

+ Querverweise zu Funktionsbeschreibung, Domanenstruktur,
posttranslationalen Modifikationen und ~60 anderen Datenbanken

UniProtKB/TrEMBL enthalt Eintrage, die noch nicht in
UniProtKB/Swiss-Prot aufgenommen wurden
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UniProt/SwissProt ist unsere “Lieblingsdatenbank®. Die Daten stammen aus dem
TrEMBL-Pool.



P

UniProtKB/Swiss-Prot

_____Automatically annotated
7y protein records

1. Sequence curation
Sequences from the same gene are

merged and discrepancies are curated

2. Sequence analysis
Analysis programs are run to predict
sequence features

3. Literature curation
Full text of papers Is read and
information is extracted

4. Famlly-based curation

Homologs are identified and curated

S. Evidence attribution
All information is attributed to its
original source

6. QA & integration
Entries undergo quality assurance
before Integration into
UniProtks/Swiss-Prot

UniProtkB/ )
TrEMBL

Check rule consistency against UniProtkK8/Swiss-Prot

Apply suitable rules to UniProtKB/TrEMBL
8a. SAAS 8b. UniRule
Automatic rule generation by Rules created manually by

C4.5 decision tree algorithm

I
9. Test and apply rules

expert biologists

(2 ways to
bulld rules)

8. Build rules
Identify reliable common annotations
Define conditions which must be satisfied
for those annotations to be applied

T

7. \dentify templates
entification and selection of template set of
entries sharing some common annotations

Manually
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protein records —

curated

yaniProtKBv/A |
Swiss-Prot |

https://www.uniprot.org/help/biocuration

Software-Werkzeuge der Bioinformatik

A
Automatic
annotation
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Diese Ubersicht faBt die Analyseschritte bei Swissprot (linke Hilfte des Bildes)
zusammen. Der dritte Schritt (wissenschaftliche Literatur lesen) ist aufwiindig und
wird typischerweise von promovierten Wissenschaftlern durchgefiihrt.

Auf der rechten Hilfte wird beschrieben, wie die Regeln aufgestellt werden, mit
denen die Eintrige von TTEMBL automatisch annotiert werden.
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Webinterface: Entrez
@) . entrez, The it es Search Eng
Datenbank Stichwort
wihlen hier Name
des Proteins
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Entrez integriert viele Datenbanken.
Man kann entweder in allen Organismen oder nur in einzelnen nach Treffern suchen.

Es gibt simple und detaillierte Suchfunktionen sowie Links zu Eintrigen der
Datenbanken.

Wenn man z.B. nach “Melibiase” sucht, bekommt man eine grole Anzahl an Treffern,
da durch Textsuche alles angezeigt wird, wo irgendwo im Eintrag "Melibiase" steht.



) Proteln Result - Mox!

1. Vorlesung WS 2021/2022

weitere nitzliche Beschrankungen:

Detaillierte Suche bei Entrez

vk Suche nach dem

| Protein Melibiase in
genau diesem
Organismus

[ACCN]: Accession Number
[KYWD]: Stichwort zur Funktion etc.

XY [SLEN]: Sequenzlange zwischen X und Y
[TITL]: Wort muR im Titel des Eintrags stehen

[AUTH]: Name des Autors bei Suche nach einer
Publikation in PubMed (elektronische
Zeitschriftenbibliothek)

logische Verkniipfungen mit NOT, OR
— AND als automatische Voreinstellung
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Verschiedene Organismen enthalten Melibiasen. Damit der gewiinschte

Organismus gefunden wird, ist eine Beschrinkung notig! -> Nur noch ein

Eintrag, der gewiinschte, den wollen wir uns jetzt mal anschauen.
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Eintrag bei NCBI Protein Database

Datel Bearbeten Ansicht Chronk Lesezeichen Extras Hife

e - | & /.‘ T 1D/ www. e, i, slh. gow/entrez/viewer ¢y 2db = proteinddd = 391 2990 G

s

Ferty
1. Vorlesung WS 2021/2022 Software-Werkzeuge der Bioinformatik 33

Der Eintrag enthilt verschiedene interessante Details: Accession Number,
Beschreibung, Stichworte, die Publikation dazu, wie das Gen heif3t, wo die
funktionalen Regionen sind, am Ende die Sequenz. Die kann man sich auch
"schoner" anzeigen lassen.



Fasta-Format
EITORTNEL)S SN LTI (O, —Tm

Umstellung der
Anzeige,
Beschriinkung auf
bestimmten
Abschnitt der
Sequenz, ...

>DNA-Sequenz-Bezeichnung

ACGT

>Protein-Sequenz-Bezeichnung

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY
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und jetzt schauen wir uns mal an, mit welchen interessanten Datenbanken der
Eintrag verlinkt ist



PRINTS
PRINTS

(http://bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/)
- sekundare Protein-Datenbank
- 2.156 Eintrage und 12.444 Motive (in 2012)
- Fingerabdruck (fingerprint): Gruppe von konservierten Motiven

- mehrere funktionelle Bereiche (Faltung, Ligandenbindung,
Komplexbildung, ...) -> mehrere Sequenzmotive fir ein Protein

- Motive aus kurzen lokalen Alignments
-Abstéande zwischen Motiven und Reihenfolge spielen keine Rolle
-spezifisch fur individuelle Proteine

keine Zusammenfassung zu gemeinsamem Motiv

1. Vorlesung WS 2021/2022 Software-Werkzeuge der Bioinformatik 35

Prints ist eine sekundire Datenbank, enthélt also Zusatzinformationen zu
Proteinsequenzen.

Fiir ein Protein liefert Prints einen Fingerabdruck aus mehreren konservierten
Sequenzmotiven. Obwohl diese Motive in der Sequenz weit auseinander liegen
konnen, konnen diese Abschnitte im 3-dimensionalen Raum, d.h. in der gefalteten
Proteinstruktur evtl. eng beieinander liegen. Diese Motive kdnnen entweder fiir die
Funktion des Proteins wichtig sein (z.B. in dem aktiven Zentrum eines Proteins) oder
auch einfach fiir dessen stabile Struktur.

Anhand eines Fingerabdrucks kann man ein einzelnes Protein sicher bestimmen.

Es ist aber miihsam, mit solchen Gruppen von Sequenzmotiven zu suchen ...
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Finger-PRINTS

) ==SPRINT==> Query Results - Mozilla Firefox
Datel Bearbeten Arsicht Chrondk Lesezechen Extras [ofe

& - & ™ ED://www. BRIE . manchester ac uk/cg- bin/@browser /s print/searchprintss. opPdsplay_optssh = b Clv

O Suchen: [test SANIMs @ Aufwarts  Hervorheben L GroS./Klenschreibung O Das Setenende wurde errecht, Suche vom Setemanfang fortgq

Ferng
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Diese Ubersicht zeigt, aus welchen Sequenzen der Fingerabdruck abgeleitet
wurde (die Sequenzen sind auch alle verlinkt), wieviele Sequenzen wieviele
der Prints enthalten, und eine Liste der ganzen Motive.

Die Darstellung ist ein wenig uniibersichtlich. Darum gibt es die Moglichkeit,
die einzelnen Motive zu einer Matrix zusammenzufassen. DAS macht PFAM.
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lllustration of a hierar- PRINTS - Example

chical PRINTS
diagnosis. The g} + UniProtKD [ ——
UniProtkKB/TrEMBL Sewen St Ao Paiove 1D Magwrg®
entry QINSV5_HUMAN 20 s @ o e
was annotated as QOINSVS (SNSVS_HUMAN) * Unvoviewed, UnProwBITEMBL (e
putative uncharacterized =~ (9 st commte 10 ot et |
protein e _
DKFZp434D2030. Names and origin

Proten narmes Suomtted name _—
The family- and domain- —— SR
database cross- ——— oy
references suggested 7" Sukayta - Metazon Chare - Crusa Vet -Gl Marnaha - Ethd - Gmchonogies - Pisates Nkt - Caarti
membership of the Cross-references

major intrinsic protein Family and domain duabases |

(MIP) superfamily, but N

family affiliation. The — poesp

FingerPRINTScan result ™™ oo
(inset) diagnoses the e —— - b
sequence both as a L wvowmmmew | swen  Gmrk

member of the MIP |
superfamily and as an Attwood et al. Database (2012) doi: 10.1093/database/bas019
aquaporin 6 subtype. ood et al. Database (2012) doi: 10.1093/database/basO
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Dieses Beispiel stammt aus der Publikation, die PRINTS beschreibt.
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Pfam — Protein-Familien-Datenbank

Plam

(http://pfam.xfam.org)
- sekundare Protein-Datenbank

77% aller Proteinsequenzen haben mindestens einen Pfam-Eintrag
- Profile = funktionell interessante Domanen

Profil: Auftrittswahrscheinlichkeiten bestimmter Aminosauren an
bestimmten Positionen in Form einer Matrix

- Pfam: genau untersuchte Profile aus multiplen Alignments und Hidden
Markov Modellen (HMM), teilweise manuelle Alignments,

>18.259 Protein-Familien (Aug 2020, Pfam v33.1)
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Wenn wir wissen wollen, zu welcher Familie ein Protein gehort, benutzen wir
normalerweise Pfam (Pi-Fam). Dies ist ebenfalls eine sekundire Datenbank, wird aber
regelmaBig gepflegt (d.h. bekommt updates).

Der Unterschied zwischen Motiven und Profilen ist: Motive enthalten an jeder
Position einen Buchstaben, Profile enthalten iiblicherweise 20 Zahlen fiir die
Haufigkeit der 20 natiirlichen Aminoséuren an jeder Position der Sequenz. Ein solches
Profil ist dann eine Matrix und enthilt wesentlich mehr Informationen als ein Motiv.
Anstelle von Profilen erstellt Pfam HMM-Profile, also
Ubergangswahrscheinlichkeiten in einem Hidden Markov-Modell. HMMs behandeln
wir in der vierten Vorlesung.

38



Pfam - Profil flir BRCA1

Hollywoodstar Angelina Jolie hat sich aus Angst vor
Krebs vorsorglich beide Briiste abnehmen lassen. Sie
habe sich fur den Eingriff entschieden, weil sie ein
defektes Gen namens BRCA1 in sich trage, das ihr
Risiko fur Brust- und Eierstockkrebs erheblich erhoéhe,

schrieb die damals 37-J4hrige in der ,New York Times". Kristallstruktur der
BRCT-Domane

-> Domanenstruktur,
BRCA1 enthalt mehrere low complexity Regionen (lila), 1 coiled coil Region (griin) und am

C-Terminus 2 BRCT-Domanen
- - . - -  — - é@ é@

HMM-Logo von PFAM fir die BRCT-Doméane

@ F aoC
i | H !
< IV L H v r g‘ I
AT e S p 9l N Ype®t RS
"::r-::fvz_'_!‘gi-'n.-:xLa;_‘:nh:SS':.;i?‘E":‘i??‘__!—’l:f;‘ﬁ%E:f;si}?;;!"nggﬂ‘é‘.-i_-:%?f?:.-'igéi’ E:t,.‘y....,.,.nj: 3 A 24
- - o - | =
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BRCALI ist ein sehr kompliziert aufgebautes Gen. Nur fiir kurze Abschnitte haben wir
eine Idee iiber die dreidimensionale Struktur des davon kodierten Proteins.

Am C-Terminus liegen 2 sogenannte BRCT-Dominen. Oben rechts ist die
Kristallstruktur einer solchen Domiine gezeigt.

In der Mitte sehen wir aneinandergereiht die vorhergesagte Doménenstruktur von
BRCAL.

Unten sehen wir das Pfam-Logo fiir die BRCT-Doméne. In solch einem Sequenzlogo
ist an jeder Position gezeigt, wie hiufig die einzelnen Aminosduren an jeder Position
sind. Von links gesehen, ist die erste Position mit einer klaren Préferenz die Position 6,
an der sich am héufigsten die Aminosdure F (fiir Phenylalanin) befindet (rot umkreist).
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GEO - Gene Expression Omnibus %O

Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
- Genexpressions-Datensatze
- entweder mit Microarrays oder NGS gemessen

Platform Samples Series

3
: :.
g ;

§ 0 DataSet - .PmﬂeH - °
= = [l Hnnn
3 L= HJ:..:“.‘::H j‘!:, ‘
g L GO
o & pm— Emm_a——
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Eine andere wichtige Datenquelle ist GEO, wo Genexpressionsdatensétze und andere
Omics-Daten gespeichert sind.

Wir kommen in Vorlesung 8 darauf zuriick.



GEO - Gene Expression Omnibus

AR " . . . . .. .
Cancer Research Ist die im Arbeitskreis Kiemer in Mausen mit
Leberkrebs (HCC) beobachtete Runterregulation

Lipid Metabolism Sig in NASH-Associated HCC—  yon ElovI6 auch im Mensch relevant?
o p e s Ja, dies konnten wir anhand von &ffentlich
zuganglichen GEO-Daten zeigen.

rormal
2
J

0.00124

3
c -
& 00010 2
8 3 -
a e
% 00008 5 i
3 3 Runterregulation
& 00005+ € °
2 §
§ 00004 H Hoch-
§ P=003 7
U 0.0002 P=0.000 3 regu-
© .
o
s
50000 — i : S ol lation
ctrl DEN ctrl DEN ]
Tumor intiation Tumor progression
HCC samples
Figure 2. Wild-type mice were treated with the carcinogen DEN at the age
of 2 weeks. Livers were analyzed after 24 weeks to assess the tumor Figure 1. mRNA levels of ELOVLS in 247 human HCC samples relative to
initiation state. Analyses in the tumor progression stadium were done the mean of 239 nontumor liver tissue (Jinomae). Samples of dataset
after 36 weeks. Elovi6 mRNA expression as determined by real-time GSE14520 [log: (expression) values from GEO after Robust Multi-array
reverse transcriptase PCR with n = 8~18 pergroup. Data were normalized Average normalization) were mapped to hgu133a.db using
to 18S. Statistical differences compared with untreated animals of the bioconductor. Significance values: P = 3.8E—-11, Kolmogorov-Smimov
same age (ctrl.) were calculated by Mann-Whitney U test. test; P = 6.7E-11, t test; 5.1E-11, Mann-Whitney U test.
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Dies ist ein Beispiel aus unserer gemeinsamen Forschung mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Alexandra Kiemer in der Pharmazie. Die Kiemer-Gruppe interessiert sich fiir die
Entstehung und Charakterisierung von Leberkrebs (hepatozelluldres Karzinom,
HCC). In Méusen kann man durch Zugabe der krebserregenden Substanz
Diethylnitrosamin die Entstehung von HCC ausldsen.

Wie im linken Plot gezeigt wird, ist nach 2 Wochen (,,tumor initiation*) z.B. die
mRNA fiir das Protein C18 Fettsdure-produzierende Elongase (Elovl6) stark
runterreguliert. Nach 24 Wochen (,,tumor progression®) ist der Unterschied immer
noch signifikant (p-Wert < 0.05). Allerdings interessiert sich kaum jemand in der
normalen Gesellschaft fiir die Entstehung von Leberkrebs in Maus.

Die Frage war also, ob im Menschen eine dhnliche Runterregulation stattfindet. Dazu
ist in der rechten Abbildung die ELOVL6-Expression in HCC-Patienten im GEO-
Datensatz GSE14520 im Vergleich zu gesundem Lebergewebe gezeigt.

Der Grofiteil der Patienten zeigte ebenfalls eine Runterregulation (linker Teil), aber
nicht alle. Die Signifikanz der Ergebnisse ist im rechten Beispiel dramatisch hoher (p-
Werte 10! ). Woran liegt dies? Dies werden wir in der Vorlesung diskutieren.
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Ubungen heute Nachmittag Ausblick

Bioinformatik-Software muss man hands-on kennenlernen.

Im Tutorial zeigen wir Ihnen den Umgang mit
weit verbreiteter Bioinformatik-Software.

Das Tutorial ist genauso wichtig wie die Vorlesung!

In wenigen Wochen sollen Sie mit diesen Tools in einer kleinen Gruppe
ein Mini-Forschungsprojekt bearbeiten. Also passen Sie bitte gut auf ... ©

Gute Statistik-Kenntnisse sind essentiell fir das Design von Experimenten,
fur das Aufstellen von Arbeitshypothesen und fiir die Arbeit mit Datenmengen.

Wichtig ist zudem das Verstandnis, wie die Daten gewonnen wurden
und welche Fehlerquellen auftreten kénnen.
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Dies war bereits die erste Vorlesung.

Zu Beginn wurden einige formale Punkte zu Vorlesung und Tutorial
vorgestellt.

In der vierten Woche erhalten Sie bereits das Thema fiir Ihr erstes Mini-
Forschungsprojekt.

Entsprechend den bis dahin behandelten Themen wird es sich mit
Proteinsequenzen beschiftigen.

Bis dahin sollten Sie sich mit den Eigenschaften und Abkiirzungen der
Aminoséduren vertraut gemacht haben.

In der néchsten Woche behandeln wir das Thema “paarweises Alignment von
Proteinsequenzen”.

Bitte denken Sie daran, sich die Folien VOR der Vorlesung schon einmal
anzuschauen.

42



