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Onderzoeksvragen genoomonderzoek

HIV kan bij de mens AIDS veroorzaken.
AIDS=Acquired Immune Deficiency Syndrome
Vooral HIV-1 erg gevaarlijk (pandemie)

|. Waarom is HIV-1 hoog virulent?
Il. Wat is de fylogenetische oorsprong van HIV-1?
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Overzicht onderzoeksplan 3b

Oriéntatie op onderwerp Inlezen NCBI
Sequenties verzamelen Stap 1 database
2 GC percentage Stap 2 Python script
3 Codon gebruik Stap 3 Python script
4 Eiwit karakterisering / aminozuren  Stap 4 Python script
5 Kenmerken oppervlakte proteinen  Stap 5 Python script
6 Fylogenetisch onderzoek Stap 6 Bioinf tools
7 Onderzoeksverslag
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Vandaag

Herhaling vorige week
Uitleg deze week
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Deze week

Alighments
Wat is een alignment?
Waarom doen we alignments?
De kwaliteit van alignments.
Alignments en evolutie?

Hfst 3 Pevsner blz 69-78
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Sequentie alignments

Wat is het?
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Sequentie alignments

Wat is het?

Vergelijken van twee of meer DNA, RNA of eiwit sequenties.
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Sequentie alignments

Wat is het?
Vergelijken van twee of meer DNA, RNA of eiwit sequenties.

Waarom?

HAN_UNIVERSITY
OF APPLIED SCIENCES



Sequentie alignments

Wat is het?
Vergelijken van twee of meer DNA, RNA of eiwit sequenties.

Waarom?

|dentificeren van regio’s die vergelijkbaar zijn als gevolg van een
functionele, structurele of evolutionaire relatie.
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Sequentie alignments

Sequenties zo indelen zodat vergelijkbare gedeeltes van
de sequentie met vergelijkbare eigenschappen worden
uitgelijnd.

*DNA, RNA of eiwit.

CLUSTAL W (1.83) maltiple secquence alignuent

PRDXZ_HUMAN ASGNARIGKPAPDFRATAVVDGAFKEVKLSDYKGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEITIAFSNR 60
PRDXZ MOUSE ASGNAQIGKSAPDFTATAVVDGAFKEIKLSDYRGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSDH 60
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PRDXZ_HUMAN AEDFREKLGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPRKEGGLGPLNIPLLADVTRRLSEDYGVLETD 120
PRDXZ MOUSE AEDFRELGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPREKEGGLGPLNIPLLADVTKSLSQNYGVLEND 120
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Alignen van eiwitten

Dit zie je:

cram craab: TTCCPSIVARSNFNVCRLPGTPEALCATYTGCIIIPGATCPGDYAN
thn dencl : KSCCPTTAARNQYNICRLPGTPRPVCAALSGCKIISGTGCPPGYRH

Maar eigenlijk doe je dit:
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Pairwise alignment

Snel en simpel
Niet altijd betrouwbaar

score berekenen aan de hand van identities en
similarities van de aminozuren.

ARBZ2480Z
AARBZ24881

AABZ4852
AARZ4B01

TYHMCQFHC R Y VHNHE GEE LY ECHERSFAF SCPHLQCHERERD I GEETHEHNQCGEAFET 60
———————————————————— YECHOCGEAFAQHSSLECHYRTHIGEEPYECHQCGEAFSE 40

¥ 3 - LW - E THFER ¥ HEEEEAENE |

PeHLOYHERTHTGEEPYECHQUCGOAFEECSLLOFHERTHTGEEPYE -CHOQCGEAFAQ - 116
H-HLOCHERTHIGERPYECHQCGEAF S OHGLLOFHEETHIGEEPYMEY IRNMVEPLHEE 95

HHWR W MNEWNENNENNNN RN, W o ¥ 3 E 363N I3 MW MMM . * -
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Pairwise alignment

ldentity: Exacte matches
Similarity (positives): vergelijkbare match (bv. R2>K)

ARBZ2480Z
AARBZ24881

AABZ4852
AARZ4B01

TYHMCQFHC R Y VHNHE GEE LY ECHERSFAF SCPHLQCHERERD I GEETHEHNQCGEAFET 60
———————————————————— YECHOCGEAFAQHSSLECHYRTHIGEEPYECHQCGEAFSE 40

¥ 3 - LW - E THFER ¥ HEEEEAENE |

PeHLOYHERTHTGEEPYECHQUCGOAFEECSLLOFHERTHTGEEPYE -CHOQCGEAFAQ - 116
H-HLOCHERTHIGERPYECHQCGEAF S OHGLLOFHEETHIGEEPYMEY IRNMVEPLHEE 95

HHWR W MNEWNENNENNNN RN, W o ¥ 3 E 363N I3 MW MMM . * -
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Gaps en mismatches

Gaps (-) zijn belangrijk voor het beter alignen.

Ze simuleren indel events.
Een mismatch simuleert een substitutie

ATCGAT ATCGAT ATCGAT

| | 1] |1
ACGAT ACGAT  A-CGAT
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Gaps
Graag hebben we een alignment die evolutionair logisch
IS.

Wat is logischer?

ACGTCTGATACGCCGTATAGTCTATCT
ACGTCTGAT------- ATAGTCTATCT

ACGTCTGATACGCCGTATAGTCTATCT
AC-T-TGA--CG-CGT-TA-TCTATCT
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Een alignment score

De som van alle matches van een alignment, met gap
penalties daarvan afgehaald.

Match score: +1
Mismatch score: 0
Opening gap penalty: -2

Lengte penalty: -1
Score?

ACGTCTGATACGCCGTATAGTCTATCT

[TT-11T] RERARRERER
ACGTTTGAT------- ATACTCTATCT
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Een alignment score

Match score: +1
Mismatch score: O
Opening gap penalty: -2
Lengte penalty: -1
Score?

ACGTCTGATACGCCGTATAGTCTATCT

[TT-111 [LT-T1TE
ACGTTTGAT------- ATACTCTATCT

Score = 18-(2+6)=10
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Scoring systemen - PAM250

Bij het vergelijken van eiwitsequenties

* sommige aminozuren lijken meer op elkaar dan andere.

OF APPLIED SCIENCES
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Scoring systemen - PAM250

Bij het vergelijken van eiwitsequenties

* sommige aminozuren lijken meer op elkaar dan andere.
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Multiple sequence alignment

Zwaar voor de computer
* ledere sequentie met iedere andere sequentie alignen.
* Scores kunnen gebruikt worden voor een fylogenetische boom.

Betrouwbaarder: Meer informatie beschikbaar.

QSETAO_BOVIN --

RLAD HUMAN
ELAD HWOUSE

RLAD _RAT --
ELAD _CHICK --

RLAD RANSY
QT1ZUGH_BRARE
RLAD _ICTPOD
RLAD_DROMWE
RLADO DICDI
QSLPO_DICDI
RLRO PLAFS
ELAD_SULAC
RLAD SULTO
RLAO_BULSO -

RLAO _AERPE MS¥VWSLVGOWYKREKPIPEWE

ELAD_PYRAE
RLAD METAC
RLAD WETHA
RLAD ARCFU

MAKLSKQQKE

== MIBLAYTTT KKIAX
MEIMAY TTQERK TAK
~MERLALALEQREWAS

HAAYRGS

RLAD METEA WAVEAREGOPPESGYE PEVAE

RLAD METTH
RLAD WETTL
RLAD METVA
RLAD METJA
RLAD PYRAR
RLAD PYRNO
RLAD PYRFUD
RLAD PYRKO
RLAD HALMA
ELAD MALYO
RLAD MALSA
RLAO THEAC
RLAO _THEYO
ELAD PICTO

rulasr 1

MAHVAE
HITAESERK AP
MIDAKSEE NK TAP

ENVFIEKATELFTT
EOH Y IFKLSSLEGD]
£V 0 EVAELTEXLKT
£ 1E EVKE LEQeLRE
3]
FukRYVLFADLT GRP
LOKEPYWFLFOLHGLS

fx K EVEELAKLEKS
EXEFVERLANLIKS
x ke VEELANT IS

X @ R % R X X

R ILME 8
TosEMYFGHYGIEGILATK
oS B vFOMVRIBOTLATK

(K vEAVEE IKRMIS SKPVFALWEFRE VPA
K5 R EVHE LK ELMOE BERVELVOLEG TP AP
K3 K F WOR EHDLIEGEF VWG TANLAD IPA

1E eV LR L LN GO T VALY DMME VP A
R 15 FYNALKELLE S ANV IAL IDMME YPAY

(i IALEE KLDER
LIS CALE KERAGRE L

IEEVKTEREL I S P v WAL W OMMD YR AP

VIRLVOVS SHPAYPLEQ

MEEEEVEFLANLIK IE? TALVOVS S MPATPLSQ

MERESERETETIPE
HEESEYRQTEYIPQ
MEREEQRTTEEWPE

[O% EVDATVEMER 5 K5 5 WGY N DAL
K31 EVDELYOF IE s B sWGY VeV AG
ERQEVARELVOLLETEDEWGYWNYT
ter LM It xasnsvALIVORAGIR

YIALVOVAG

S -MREINPEEXE INSELAQD ETESKAVAIVDIKGVR]

B 1OrYERLENE ENSREYARIYS ExGLnN

(L10E) from several organisms. Generated with ClustalX.
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I\/Iultiple sequence alignment

dhdkdkw k. sk k khkhkhEk  kk ko ohhk ko k. dhhhk k. chhkdkkk koK

1CVs PHNEMPVAPNHW i : FESSGTEQP E T IIHD 78
1FQ9 PHNEMFPVAPNHW i ! FS E ‘:.'F!T IIMD 78
1EVT PHMEMPVAPHW 14 : = P YTATWSIIMD 78
1E0O W : P 72
1EVZ P 73
1DJs P 73
1NUN P 80

s 73

1RY7
ruler 1

******:*****:***:=***.=** ***:**************** =_.=*_=*** ******_******:**:* * %k &
1Cva P I P PP ™ 1k&a
1FQ9 P iE 5 PP ™ 158
1EVT P ik P PP 3] 158
1E0O B P 13 15 1k2
1EVZ P P P 15 1k3
1T858 P P P ™ 153
1NUN P P P ™ 160
1RY7 P P P 15 1k3
ruler
* RhEk*x * & * & * *: * k% **_ *hkEhkkEk K . . **** ** *

1Cva P E LE--- R-- 225

1FQ9 P H F LE--- R-- 225

1EVT P H E LE--- R== 225

1E0O P H E LP---APERE- - 218

1EVZ P H F LP—--LP RE- - 220

1DJ2 P FEDAGEYTCLAGNS IGISFHSAWLITVLE---A------ 218

1NUN P H 2 I[CEVENYIGOAN 230

1RY7 P F 222
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Multiple sequence alignment

Meer sequenties meer informatie

CTGAGCGACGTAGCGCTCTTCGAGC
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Multiple sequence alignment

Meer sequenties meer informatie

CG GC C
TT CA'T

>
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Multiple sequence alignment

Meer sequenties meer informatie

> > OO0

AGCGACG
AATGATT
CACTACT?

CATGATGT

CGCACT

GCA’
TGAT

TT
GG

CGA’

GG

AGC
AAT
TGT
ACC

HAN_UNIVERSITY
OF APPLIED SCIENCES



Waarom alignen?

Homologen vinden:

* Evolutionaire events identificeren.
* Duplicaties
* Soortvorming

Extrapoleren van kennis over de ene sequentie naar een
andere sequentie.
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Waarom alignen?

Structuur en functie van een eiwit ontrafelen

|dentificatie van geconserveerde sequenties.
Fylogenie
|ldentificeren van homologen, orthologen en paralogen

EUKARYA

Land plants Dinoflagellates
Forams

Green algae S
Ciliates . Diatoms
\ Red algae

Cellular slime molds AM°¢Pas
Euglel
Animals . ’.shmT"yp oooooooo
—
Fuyr
Sulfolobus

Green nonsulfur bacteria

Thermophiles (Mitochondrion)

( ]
Spirochetes
Halophiles conmMon Chlamydia
ANCESTOR Green
OF ALL sulfur bacteria
LIFE
Methanobacterium BACTERIA
Cyanobacteria
ARCHAEA (Plastids, including

chloroplasts)



Homologen, paralogen en orthologen

Homologe sequenties
* Hebben een gemeenschapelijk vooroudersequentie
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Homologen, paralogen en orthologen

“Muizen en ratten myoglobine zijn voor 98%
homoloog.”
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Homologen, paralogen en orthologen

“Muizen en ratten myoglobine zijn voor 98%
homoloog.”

ONJUIST

Ze zijn homoloog of ze zijn het niet.
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Homologen, paralogen en orthologen

Homologe sequenties

Waarschijnlijk homoloog als:
2 eiwitsequenties (>100 a.z.) >25% identiteit
2 DNA sequenties (>100 nt) >70% indentiteit

Maar...

Bij een lagere identiteit kan er nog steeds sprake zijn
van homologie.
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Orthologs & Paralogs

frog ' chick(X mouse(x mouse[3 chick}  frog

(t-chain gene (3-chain gene

\gene duplication 1/

carly globin gene
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homologs

/"—A_ B!

: paralogs :
...l -A- II
> EN. > '
~ ; ™ ,-_-’J"-_\
frogx  chick® mouserx mousef chickf  frogf}
(f-chain gene [j-chain gene

\_gﬂle duplication "'"’f
v

early globin gene
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BLAST

BLAST

* Onderzoeker kan een query sequentie vergelijken met een database
van sequenties, en daarmee vergelijkbare sequenties identificeren.

Identificeren van paralogen en orthologen
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Samenvattend

Alignen = Vergelijken van twee of meer DNA of eiwit sequenties.
Score matrix gebruiken we om de alignment te kwantificeren.

Alignen gebruiken we om orthologen en paralogen te vinden en om
onze informatie over een sequentie te extrapoleren naar een andere
sequentie.
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Bronnen

Afbeeldingen afkomstig van:

Campbell — Biology A global Approach. 10/11th edition, Uitgever: Pearson
(Verplicht op de boekenlijst van de opleiding)

Lehninger- Principles of biochemistry, fifth edtion. 2008 Uitgever W.H.
Freeman & co Ltd

http://www.thegreatgoodplace.com/tt/attach/1/1205352441.gif
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