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GENOOMANALYSE

WEEK 4
A: EIWIT KARAKTERISERING
B: GENOOM EVOLUTIE EN HOMOLOGIE




OVERZICHT ONDERZOEKSPLAN 3B

Oriéntatie op onderwerp Inlezen NCBI
Seqguenties verzamelen Stap 1 database
2 Genen en GC percentage Stap 2 Python
script
3 Codon gebruik Stap 3 Python
script
4 Eiwit karakterisering + genoom  Stap 4 Python
evolutie en homologie script
5 Kenmerken oppervlakte Stap 5 Python
proteinen script
6 Fylogenetisch onderzoek Stap 6 Bioinf tools

7 Onderzoeksverslag
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DEZE WEEK

» Herhaling vorige weken « Campbell pagina 486-487 Genes and
 Aminozuren, eiwitten en structuur multigene families.
niveau’s. o Campbell 20.5.

 (Multi)gen families.
« Homologie: homologen, orthologen,

paralogen, ...

HAN_UNIVERSITY
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HERHALING VORIGE WEKEN

» Het GC-percentage beinvioedt de codon bias of de codon bias beinvioedt het GC-
percentage.

» Door de derde codon positie (wobble) kan de GC bias van een genoom of genoom regio
heel erg correleren met de GC3 waarde (GC content op de derde codon).
- Codons die eindigen met een G/C, zullen vaker gebruikt worden (bias) wanneer er een

hogere GC percentage is. GC percentage veroorzaakt dus een codon bias.

- De codon bias zal op hun beurt weer het gebruik van G/C in de codons beinvioeden.

» Evolutionair is het voordelig om genen te hebben die passen bij de codon bias van het
organisme (efficiéntere eiwit productie en mutatie bias (CG)).

» Belangrijke genen hebben een hogere GC percentage.
- Stabiliteit of beter mutatie correctie?

HAN_UNIVERSITY
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HERHALING VORIGE WEKEI

e Transposon

_//_

| |
DNA of Transposon New copy of
genome transposon

Transposon
is copied
Insertion
|
S

Mobile copy of transposon

- Hebben een cut-and-paste of copy-and-
paste mechanisme

- Bewegen door een DNA intermediaire en
hebben een enzym transposase nodig

* Retrotransposon (meest dominante vorm in
eukaryoten)

- Bewegen door een RNA intermediaire en
gebruiken hierbij een reverse
transcriptase.

- Retrovirussen geévolueerd uit dit
systeem of andersom!

—

Retrotransposon
Synthesis of a
single-stranded
RNA intermediate

synthesizes 1st DNA strand.

Reverse transcriptase k— O

— @@= "

DNA

2nd DNA strand

is synthesized. t DNA J

RNA

New copy of

retrotransposon
4

Insertion

DNA
Mobile copy of retrotransposon
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EIWIT STRUCTUUR NIVEAUS - WAT WETEN JULLIE
NOG?

* Primaire structuur
e Secundaire structuur
e Tertiaire structuur
* Quaternaire structuur

HAN_UNIVERSITY
OF APPLIED SCIENCES



EIWIT STRUCTUUR NIVEAUS - WAT WETEN JULLIE
NOG?

e Primaire structuur: aminozuur sequentie.

e Secundaire structuur: colls en folds.

 Tertiaire structuur: interacties tussen zijketens.

» Quaternaire structuur: meerdere polypeptide ketens aan elkaar gelinkt.
| 3
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Fig. 5.18, Cambell Biology, 2021 Global edition




EIWIT STRUCTUUR NIVEAUS - WAT WETEN JULLIE
NOG?

Covalent vs. hydrogen bonds.

LB

O

Fig. 5.18, Cambell Biology, 2021 Global edition



EIWIT STRUCTUUR NIVEAUS - WAT WETEN JULLIE
NOG?

Covalent vs. hydrogen bonds. _ o _
Covalent bonds (peptide bonds and disulfide bridges)

Hydrogen bonds

Fig. 5.18, Cambell Biology, 2021 Global edition



AMINOZUUR STRUCTUUR

Side chain (R group)

0

a carbon

i \
H

Amino Carboxyl
group group

OH

10

Global edition

ambell Biology, 2021

Fig. 5.14, C
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AMINOZUREN

» Karakteriseren:
- Hydrofobisch
Grootte
Lading
Aromatisch
Sulfaat bevattend
« Aparte aminozuren:
- Gly heeft geen zijketen.
- Cys maakt zwavelbruggen.

- Pro betrekt amine in zijketen.

11

Nonpolar side chains; hydrophobic
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Ny CH, \éH : (!7H2 H:,C—IIBH
HGN’—(l:—C—O' H,N*—c':—c—o- H3N+—é—c—o- H3N+—t':—c—o- st—rl:—c—-o-
[l I Ll Il 1l
Glycine Alanine Valine Leucine Isoleucine
(Gly or G) (Ala or A) (val or V) (Leuor L) (lle orl)
CH,
s _
(I;Hz Q %H CH,
cI:H2 CH, CH, HZC/ \CH2
H,N*—tj:—c—o- uaw—cl:—c—o- H,N*—cl:—c—o- H2N‘—1|3—C—O"
| Moo Moo Moo
Methionine Phenylalanine Tryptophan Proline
(Met or M) (Phe or F) (Trp or W) (Pro or P)

Polar side chains; hydrophilic

OH NH,
i

o]
P on on, " kil o
CH, H J:u2 H, CH, CH,
HsN’—(lz-——-—O' HSN'—(lz—(n:-—O' "s“’—‘if—‘lf—o' Hsm—?—(lf_o- H,N*-—tll:—('f—o- H,N*—rlz—clf‘——o-
H O H O H O H O H O H O
Serine Threonine Cysteine Tyrosine  Asparagine Glutamine

(Ser or S) (Thr or T) (CysorC) (TyrorY) (AsnorN) (GlnorQ)

Electrically charged side chains; hydrophilic
Basic (positixely charged)

r Y
. gs . Ni
Acidic (negag\vely charged) i I ZNH;
- R <|:H2 N
( o o \C/ CH, éHz N\H+
\clzl (::Hz C:tl-l, s [NEI
& ,C,HL, J ?'12 ; ?Hz ?Hz ?Hz
H;N*—C—C—O0~ H;N*—C—C—O0- HN*—C—C—0~  H,N*—C—C—0~  H,N*—C—C—0"
il Il Il il il
Aspartic acid Glutamic acid Lysine Arginine Histidine

(Asp or D) (Glu or E) (LysorK) (ArgorR) (His or H)

Fig. 5.14, Cambell Biology, 2021 Global edition



CHs OH

|
T
W

(N-terminus) (C-terminus)
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EIWIT PRIMAIRE STRUCTUU  CH CHy
! |
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EIWIT SECUNDAIRE STUCTUUR

» Lokale regelmatigheden in de conformatie door waterstofbruggen tussen carboxylgroep
en amine groep.

» Waterstofbruggen tussen H en O.

 Verschillende manieren van vouwing, a-helix en [3-sheets.

- R
«a helix

Hydrogtlen bond

) ’ :

2B B B > B strand
SR oY

‘qi_:;& '3 : 6 w'7 Hydrogen
v Mg /bond

r
g:"ﬂoﬂ i; O')Ogﬂ;

’ I o J (* ] —y

13 B pleated sheet

Fig. 5.18, Cambell Biology, 2021 Global edition



EIWIT TERTIAIRE STRUCTUUR

« Ontstaan door verbindingen bkt
OH
tussen restgroepen s _
i NH, O Hydrophobic
WaterSt_Ofb_ruggen e interactions and
- lonverbindingen CH Van der Waals
|

- Hydrofobe interacties Interactions

- Zwavelbruggen
- Van der Waals krachten

Disulfide
bridge

Polypeptide
backbone

HAN_UNIVERSITY
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EIWIT QUARTERNAIRE STRUCTUUR

» Meerdere polypeptide ketens.
» Zelfde interacties als in de tertiaire structuur.

Fig. 5.18, Cambell Biology, 2021 Global edition



Molecular Machinery: a tour of the Protein Data Bank

Scale (nm):

Extracellular
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Digestive Enzymes

I Blood Plasma
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Photosynthesis
I Energy Production ‘
Storage |
I Enzymes
I Infrastructure ‘
I Protein Synthesis
DNA ‘

Fullscreen
Auto
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PROTEIN DATA BANK

DB-101

Cellular Location

https://cdn.rcsb.ora/pdb101/molecular-machinery/


https://cdn.rcsb.org/pdb101/molecular-machinery/

GENOOM EVOLUTIE DRIJVENDE KRACHTEN

« Genoom evolutie wordt teweeg gebracht door:
- Duplicaties (wat multigen families en super families van genen veroorzaakt).
* Van genen, chromosomen, exonen.
- Genoom en gen reorganizatie.
- Mutaties.

HAN_UNIVERSITY
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MULTIGEN FAMILIES

» Veel gene in eukaryoten komen voor als 1 kopie per haploide set van chromosomen.

» Families van genen die bestaan uit vergelijkbare sequenties en functies.

« Kunnen vlak bij elkaar liggen op een chromosoom, of op verschillende chromosomen
liggen.

« Soms lijken de sequenties zo erg op elkaar dat ze nauwelijks te onderscheiden zijn.
 Omdat ze zo erg op elkaar lijken op sequentie en functioneel niveau, hebben ze vaak
gedeelde regulatoire element, waardoor grote hoeveelheden product van deze gen

families tegelijk afgeschreven kunnen worden.

HAN_UNIVERSITY
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MULTIGEN
FAMILIES

19
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(a) Part of the ribosomal RNA gene family

Fig. 20.10, Cambell Biology, 2021 Global edition
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MULTIGEN
FAMILIES

o-Globin gene family B-Globin gene family

Chromosome 16 Chromosome 11

£ I | ] H B 0
Z a oO207 o € G A B B

R IR AR

Embryo and adult Embryo Fetus Adult

(b) The human a-globin and B-globin gene
20 families

Fig. 20.10, Cambell Biology, 2021 Global edition

= pseudogenen
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MULTIGEN FAMILIES FORMATIE

Multigen families spelen een hele grote rol in genoom evolutie en diversiteit van

multicellulaire organismen.
» Ontstaan door meerde duplicaties (kopieén) van (voorouderlijke) genen, gevolgd door

mutaties en divergentie (van de sequentie).
» Door relocatie van de genen kunnen leden van de families op verschillende

chromosomen liggen.
* Door non-synonieme mutaties zorgen dat gedupliceerde genen een (net iets andere)

functie kunnen krijgen.

HAN_UNIVERSITY
21 OF APPLIED SCIENCES



Nonsister Gene Transposable
chromatids element

A/

DUPLICATIES = —

» Duplicate gebeurd alleen in
ongelijke crossing-over tijdens de .

: teerd Incorrect pairing

meiose wat resulteerd in ee_n of two homologs

chromosoom met een deletie en during meiosis

Crossover

point

een andere chromosoom met een
duplicatie. \\
* Tranposable elementen zorgen \

voor recombinatie, of crossing
over, tussen chromosomen.

Fig. 20.10, Cambell Biology, 2021 Global edition



DUPLICATIES

Bij het ontstaan van gen families zijn 4 soorten niveaus van duplicatie:
1. Hele gen duplicatie. Vormen multigen families.
2. Exon duplicatie en shuffeling. Geeft nieuwe variatie en nieuwe genen.
3. Multigen familie duplicatie. Geven superfamilies op meerdere chromosomen.
4. Heel genoom duplicatie. Verdubbeld het aantal chromosomen elke keer.
> Haploid — diploid — triploid

. B i
Ancestral globin gene
< EGF EGF EGF EGF
Duplication of T = Epidermal growth 5
ancestral gene Em % factor gene with multiple §
o [ Mutation in ’ S EGF exons Exon Exon =
.§ both copies a| B 5 /_\ shuffling duplication 3§
£ | Transposition to S - \ \ °
§ different chromosomes 5 ‘: Fibronectin gene with multiple m §
3 Further duplications g) ufingern exons F EGF K K R
9 | and mutations ° S
w § a € ¥ ] m °
D o
Qo A —
Iy I . :
@) ; ; xon
v T W Ve Ve, % O Vo € GA v 5B g Plasminogen gene with a shuffling S
i i ; ; 2 “kringle” exon e
a-Globin gene family B-Globin gene family S — HAN UNIVERSITY
on chromosome 16 on chromosome 11 S IS —=
23 i Portions of ancestral genes TPA gene as it exists today OF APPLIED SCIENCES
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RELOCATIE VAN (GEDUPLICEERDE) GENEN

Exons (1.5%)

Regulatory
sequences (5%)

1. Wanneer twee transposons dicht genoeg bij
elkaar liggen in een bepaalde regio op een
chromosoom, kunnen ze een composiet
transposon vormen. Transposase enzym
herkent de transposons en knipt ze samen met
alle genen die er tussen liggen (cargo DNA) en &

Repetitive
DNA that
includes ~. _
transposable™~
elements .~
and related
sequences

Unique
noncoding
DNA (15%)

springen vervolgens naar een andere lokatie e
op het genoom.
2. Reverse transcriptie kan een stuk RNA terug Al simeroe
kopieéren naar DNA en het in een andere Simple sequence Large-segment

DNA (3%) duplications (5-6%)

Fig. 20.6, Cambell Biology, 2021 Global edition

chromosoom plakken (retrotransposonen
LINEs (L1) and SINEs (Alu)).

HAN_UNIVERSITY
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« Gedurende de evolutie van gedupliceerde
genen kunnen mutaties optreden en
kunnen de genen zo divergeren dat ze een
andere functie krijgen.

» Zoals Lysozyme die gedupliceerd is en ge-
evolueerd is tot a-lactaloumin.

- Lysozyme is een enzym die dieren tegen
bacteriéle infectie beschermd.

- a-lactaloumin is een geen enzym die een
rol speelt in melkproductie in zoogdieren.

25

(a) Lysozyme
Lysozyme 1
a—lactalbumin 1

Lysozyme 51
a—lactalbumin 51

Lysozyme 101
a—lactalbumin 101

KVFERCELAR
KQFTKCELSQ

STDYGI FQIN
STEYGLFQIS

RDPQGI RAWV
D-1KGIDYWL

TLKRLGMDGY
LLK--DIDGY

SRYWCNDGKT
NKLWCKSSQV

AWRNRCQ-NR
AHKALCT--E

RG I S LANWMC
GGIALPEL IC

PGAVNACHLS
PQSRNICDIS

DVRQYVQGCG
KLEQWLCEKL

LAKWESGYNT
TMFHTSGYDT

CSALLQDNIA
CDKFLDDDIT

Vv

Fig. 20.15, Cambell Biology, 2021 Global edition
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(c) Amino acid sequence alignments of lysozyme and a-lactalbumin
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VERANDERING IN GENOOM STRUCTUUR

* Mens heeft 23 paar chromosomen
 Chimpanzee heeft 24 paar chromosomen
* Na de divergentie van de mens van
chimpanzee van hun
gemeendsschappelijke voorouder, zijn
twee voorouderlijke chromosomen
gefuseerd in mens.
- Dit weten we door vergelikende genoom
analyse tussen de chromosomen.

26

Human
chromosome

Telomere
sequences

Centromere
sequences

Telomere-like
sequences

Centromere-like
sequences

Chimpanzee
chromosomes

13
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VERANDERING IN GENOOM STRUCTUUR

e Tussen mens en muis is meer tijd
verstreken en ligt de gezamenlijke
voorouder veel verder terug in de tijd.

« Met vergelijkende genoom analyse krijgen
we wel een hypothetische chromosomale
evolutie tijdlijn.

» Blokken van genen in mens en muis lijken
bij elkaar te blijven liggen.

 Tijdens de evolutie: duplicatie en inversies
van grote stukken chromosoom door
fouten in miotische recombinatie waarbij
DNA is gebroken en foutief bij elkaar is
gezet.

27

Human chromosome Mouse chromosomes

16 7 8 16 17
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VERANDERING IN GENOOM STRUCTUUR (LAST
WEEK)

Deletie
« Segment (chromosomale) mutaties
» Grote stukken op een chromosoom E X:i
» Ploidie mutaties
* Aneuploidie: te weinig of
teveel chromosomen.

» Euploidie: vermeerdering of

vermindering van aantal chromosomen. _> =
» Deleties en duplicaties

e EtC...

HAN_UNIVERSITY
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Known Paleopolyploidy in Eukaryotes

OUDE GENOOM DUPLICE ..

 Paleopolyploidy: ancient polyploidie. |
» Het resultaat van hele genoom duplicaties M S s M » N
die tenminste een aantal miljoen jaar A vAWId V A
geleden (MYA) hebben plaatsgevonden. N/ o) | | |FEESSsen | evolstoraryime
» Verdubbeling van genoom in enkel / By
organisme (autopolyploidie) of |
gecombineerde genomen van twee //

culated paleopolyploidization eve

« Planten zijn bekend om hun vele genoom _,
duplicaties.

* In dieren is het zeldzaam.
- 2R-hypothese: gedeelde hele genoom
duplicatie in vertebraten.

organismen (allopolyploidie). )
I

length is NOT scaled with time

Saccharomyces

29
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Known Paleopolyploidy in Eukaryotes

OUDE GENOOM DUPLICE ..

* Detectie is moeilijk maar kan door
sequentie homologie te kijken van DNA of = -
eiwitten. Een hele genoom duplicatie als: I C
- Gedupliceerde genen in grote gedupliceerde

blokken naast elkaar liggen.

- Deze blokken overlappen niet.

« Door diploidizatie is het moeilijk om hele
oude genoom duplicaties terug te vinden. _

- Diploidizatie: het verlies van de polyploide B <peciotad palecpolyploklzation eve
status door verlies van gedupliceerde genen ™ e
die overbodig worden.

 Dit alles maakt het opsporen van de
oorspronkelijk voorouderlijk genen heel

moeilijk

Amborella
Binus {pine)

o’ Nuphar (waterlily)
= Welwitschia

xe_;

Saccharomyces

30

_l I»v\-‘.:. gnaliid | | Gymnosperm

2N

¥ 4N

"= 2N

Ancient genome
duplication

Diploidization over
evolutionary time
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HOMOLOGE SEQUENTIES

« Homologie tussen sequenties duidt op een
gemeenschappelijk voorouderlijk gen.
 Homologie wordt gedetecteerd door
(multiple) sequence alignments.
 Hierbij wordt gekeken naar sequentie
similariteit.
- Percentage identieke base/aminozuren
(percent identity).
- Percentage vergelijkbare aminozuren
(percent similarity).

https://en.wikipedia.org/wiki/Sequence_homology
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Histone H1 (residues 120-180)

HUMAN KKASKPKKAASKAPTKKPKATPVKKAKKKLAATPKKAKKPKTVKAKPVKASKPKKAKPVK
CHIMP KKASKPKKAASKAPTKKPKATPVKKAKKKLAATPKKAKKPKTVKAKPVKASKPKKAKPVK
MOUSE KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKAKKPKVVKVKPVKASKPKKAKTVK

RAT KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKAKKPKIVKVKPVKASKPKKAKPVK

CoOW KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKTKKPKTVKAKPVKASKPKKTKPVK
ook ok kR sRoRoR ROk oK+ solokokooR Rk ROk ok ook ook - okolok ko ololoRRokoloRoR R - K KoK

C, C, 4 C 4 C
NON-CONSERVED D %, %, Y Y %, .
7 52 o) < 92) [9} Q. G
AMINO ACIDS %, L, % Y, % 9 ", %,
% (7 % % % e G S
© e® bap- ) ’2,‘9(. /-% o /2:9
7 7 (o ()
@ ®
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HOMOLOGIE

« Homologie is transitief. Als gen (of eiwit) A homoloog aan gen B, en gen B homoloog is
aan gen C, dan zijn gen A en C ook homologen van elkaar.
« Homologie is qualitatief. lets kan homoloog zijn of niet. In andere woorden:
- Niet: gen A is meer homoloog aan gen B dan gen C.
- Ook niet. gen A is 90% homoloog aan gen B en 80% homoloog aan gen C.
- Wel. gen A heeft meer percetage sequence identity/similarity met gen B dan gen C.
* Met lage percetage identieit kan er nog steeds sprake zijn van homologie.
« Waarschijnlijk homoloog:
- > 100 aminozuren > 25% identiteit
- > 100 nucleotiden > 70% identiteit.
- Dit kan afwijken van hoe ver je terug in de tijd wil gaan, bv. organismen die ver van
elkaar staan (mens en gist) of dicht bij elkaar (mens en aap).

HAN_UNIVERSITY
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HOMOLOGE SEQUENTIES - VERSCHILLEN IN

RELATIES

« Sequenties kunnen op verschillende
manieren een gedeeld voorouderlijke

sequentie hebben:

- Door een speciation (soortvorming): een gen
in een voorouderlijk organisme bestaat nu in
twee aparte organismen. We noemen dit
orthologen.

- Door een duplicatie in: een gen in een
(voorouderlijk) organisme is gedupliceerd en
beide kopieén kunnen zich bevinden in
nieuwe organismen. We noemen dit
paralogen.

https://en.wikipedia.org/wiki/Sequence_homology
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HOMOLOGE SEQUENTIES - VERSCHILLEN IN

RELATIES

« Sequenties kunnen op verschillende
manieren een gedeeld voorouderlijke
sequentie hebben:

- Door een speciation (soortvorming): een gen
in een voorouderlijk organisme bestaat nu in

twee aparte organismen. We noemen dit
orthologen.
- Door een duplicatie in: een gen in een

(voorouderlijk) organisme is gedupliceerd en

beide kopieén kunnen zich bevinden in
nieuwe organismen. We noemen dit
paralogen.

https://en.wikipedia.org/wiki/Sequence_homology
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Histone H1 (residues 120-180)

HUMAN KKASKPKKAASKAPTKKPKATPVKKAKKKLAATPKKAKKPKTVKAKPVKASKPKKAKPVK
CHIMP KKASKPKKAASKAPTKKPKATPVKKAKKKLAATPKKAKKPKTVKAKPVKASKPKKAKPVK
MOUSE KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKAKKPKVVKVKPVKASKPKKAKTVK

RAT KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKAKKPKIVKVKPVKASKPKKAKPVK

CoOW KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKTKKPKTVKAKPVKASKPKKTKPVK
ook ok kR sRoRoR ROk oK+ solokokooR Rk ROk ok ook ook - okolok ko ololoRRokoloRoR R - K KoK

o Q (7 C (/7 o)
NON-CONSERVED D %, 9 Y Y %, .
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Gene duplication Speciation R Human histone H1.1

Human histone H1.2

3ojesed
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Histone H1.1§
Ancestral =
Histone

H1 gene
Histone H1.2
% Chimpanzee histone H1.1
&'78@ Chimpanzee histone H1.2
(]
Ancestral . -
HNS gene Bacterial HNS protein

E. coli
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ORTHOLOGIE VOOR FUNCTIE VAN EIWITTEN

» Orthologen kunnen helpen bij het vergelijken van functies van eiwitten. Als we bijvoorbeeld weten
dat in een gist een bepaald eiwit wat doet (door experimenten), kunnen door orthologie afleiden wat
de functie is van het orthologe eiwit in mens.

* We noemen dit ook wel de orthology conjecture: orthologen zijn functioneel meer vergelijkbaar dat
paralogen.

https://en.wikipedia.org/wiki/Sequence_homology
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HEMOGLOBIN ORTHOLOGS AND PARAL
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Fig. 5.18, Cambell Biology, 2021 Global edition



GENOOM EVOLUTIE

« Snelheid van duplicaties en inversies lijken de laatste 100 miljoen jaar geleden te zijn

versneld.
* Dit komt overeen met het uitsterven van de dinosauriérs en de zoogdieren konden

diversifiéren.
» Duplicaties, chromosomale herschikking en hele genoom duplicaties hebben een bijdrage

In het ontstaan van nieuwe organismen.
» VVoorouderlijke genen zijn gerelateerd door homologie, welke kan worden onderverdeeld

In orthologen en paralogen.
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NEXT LESSON

e OnderwijsOnline weektaken/theory = Aminozuren.doc
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