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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?
ll. Wat is de fylogenetische oorsprong van HIV-1?
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Overzicht onderzoeksplan 3b

N o0 o MO

Oriéntatie op onderwerp
Sequenties verzamelen

GC percentage

Codon gebruik

Eiwit karakterisering / aminozuren
Kenmerken oppervlakte proteinen
Fylogenetisch onderzoek

Onderzoeksverslag

Inlezen
Stap 1

Stap 2
Stap 3
Stap 4
Stap 5
Stap 6

NCBI
database

Python script
Python script
Python script
Python script

Bioinf tools
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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?
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Sequentie alignments

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

Waarom?

Identificeren 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) multiple sequence alignment

PRDXZ _HUMAN ASGNARIGKPAPDFKATAVVDGAFKEVKLSDYKGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEITAFSNR 60
PRDXZ _MOUSE ASGNAQIGKSAPDFTATAVVDGAFKEIKLSDYRGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEITIAFSDH 60
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PRDXZ_HUMAN AEDFREKLGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPRKEGGLGPLNIPLLADVTRRLSEDYGVLETD 120
PRDXZ_MOUSE AEDFREKLGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPRKEGGLGPLNIPLLADVTKSLSQNYGVLEND 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.

AAB24882
AAB24881

AABZ488Z
AARZ4881

TYHMCQFHCRYVIHNHE GEELYECHERSFAF SCPEHLOQCHERRQ I GEETHEHNQCGEAFPT 60
———————————————————— YECHQCGEAFAQHSSLECHYRTHIGERPYECNQCGEAFSE 40

¥ XXX - o * X -EXHE X THEHNE - H HKAEXAEAXERE |

PSHLOYHERTHT GEEPYECHOQCGQAFEECSLLORHERTHTGEEPYE -CHOQCGEAFAQ- 116
H-HLOCHERTHIGEEPYECHQCGEAF SOHGLLOEHERETHIGEEPYMNY INMVEPLHNS 98

HHINNE N :ENNENNENENENNENN T NN ENR - o ¥ 3 3E 3E 3E 3 33 NI NN EEE 2 ¥ -
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Pairwise alignment

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

AAB24882 TYHMCQFHCRYVIHNHE GEELYECHERSFAF SCPEHLOQCHERRQ I GEETHEHNQCGEAFPT 60

AAB2AEA1. 2000 ihesEsEsresssoEsressss YECHQCGEAFAQHSSLECHYRTHIGERPYECNQCGEAFSE 40

ARBZ4882 PEHLOYHERTHTGERPYECHQCGOAFEECSLLORHERTHTGEEPYE-CHOQCGEAFAQ- 116

AAB24881 HZHLOQCHERTHIGEEPYECHQUCGEAF sOHGLLORHERTHI GEEPYMNY INMVEPLHE: 98
HHINNE N :ENNENNENENENNENN T NN ENR - o ¥ 3 3E 3E 3E 3 33 NI NN EEE 2 ¥ - .
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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] | T
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: O
Opening gap penalty: -2
Lengte penalty: -1
Score?

ACGTCTGATACGCCGTATAGTCTATCT

[TT-1111 RERARAERER
ACGTTTGAT------- ATACTCTATCT
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Een alignment score

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

ACGTCTGATACGCCGTATAGTCTATCT

[ 1T-1 1T RERARRERER
ACGTTTGAT------- ATACTCTATCT

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

Bij het vergelijken van eiwitseqguenties

e sSommige aminozuren lijken meer op elkaar dan andere.

OF APPLIED SCIENCES
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Scoring systemen — PAM250

Bij het vergelijken van eiwitseqguenties

e sommige aminozuren lijken meer op elkaar dan andere.

=20

]
D — O Lo =
+ -,
+ o5
A G i & A
-+ Sa
— © =8
= =, f
11 0 =<
n+ - o H
o
e v
O — 0O o +
O (N
N
M~
~
=)
- | O
o|l~|o
TN
| T
-5 e
o|N|¥
ol I
© T
|~ VYo |®
- |5 ot I
- @ TN
™ = T[T
nw|o N e? el e
N~ T o (@
o|- %% ole 00| ©
m|lo|l~|o|o Al R|?|R
Slo|a|2|a|2| @Y Yo|®
Olo|rF|la|<|o|z | wi>|=




Multiple sequence alignment

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

Betrouwbaarder: Meer informatie beschikbaar.

MYFLELT

QSET40 _BOVIN WFREDRAT LOD] i L
RLAD HUMAN HPFREDRAT HYFLETIQLEDD i 76 :
ELAO MOUSE MPREDRATHESH YFLETIQLLDD! ¥ 16 :

RLAD RAT HMPFREDRAT HYPLETIQLLOD! ¥ 76
ELAO CHICK ----- MPREDREATWES N YFMK I 1QLLOD! & 16
ELAO RANSY MPREDRAT MYFLEXD LOD] K| e

QIZUGY BRARE -~ ==--ee WPEEDRATHESN YFLEI1QLLOD! % 16
ELAO_ICTPU MPREDRATWES N YFLE I IQLEND] x| 16
ELAO DROME - -~~~ - YFIKYVELFDE & 16
ELA® DICDI XLFIFEATELFTT =i 15

QS4LPO_DICDI --MEGAL - SKRENVFIERATELFTT t 18
RLAO PLAFS MAKLSKQQKEQMYIFKLSSLIQO! i 6 |
ELAO_BULAC HIBLAVYTT KK IAKMEVDEYAELT BRLET 19
ELAO_SULTO MEIMAYITQERK "‘1‘ EVERLEQELEF so
ELAO_SULSO HERLALALEQREVASWRLE EVKELTRLIKNERT ILIGHLES #o
ELAO AFRPE MSVVSLVEOMYKREKP (¥ LMLRE LE BLF S KRV YLF ADLT GRP BV v VIR YR a6 :
ELAO PYRAE -HMLATGRREYVRT RO VK IVSEAT BLLOK P s
RELAO METAC MAFERNNTEN xoF IEN IXBLTOS 1
ELAO METHA MAEERHHTEH DEIENIKELIOS 1
RLAO ARCFU -MAAVRES - RAVEF IXKRMISS 15 |
BELAO METKA MAVEAKGOPPSGYEDKVAEWERREVEE LEBLMDE on
ELAO METTH - -MARYAEWEXKEVOF LEDL IKGEE vFG IANLADIFA 18
RLAO METTL MITAESENK] LENGQIVALYDMME YPA { < TENPLFA a2
RLAO METVA MIDAKEE HK TAP LESANY TAL IDMME YRAY ; SH TENPEFA oz §
BLAO METJIA HETEVEANVAPNR INEVETLEGL IKSKPYFALVDMMDYP AP { 1 a1 :
RLAO PYRAR KEVEELANLIKS PV IALVDYS SMPATPLSQ 17
RLAO PYRNO KEVEELAXL IS RP Y IALVDYSSMPAYPLEQ 7 i
RLAO PYRFU EEVEELANLIKS EPVFALVOVSSHPAYPLSQ LI
ELAO PYREO EEVEELANIIKS 16
ELAO HMALMA HESAESERETETIPE EEVDAIVEMIFS 19
ELAC MALYO MIESEYEQTEY IPOMEREEYDELYDR IES : T2 :
RLAO WALSA HEAEEQRTTEEVPEWEROF VAR LVOLAF TRDSVEVVR VTG IPNE 1
BLAO THEAC MEE¥SQOEXE LYNE IT@R IXKASRS VAL VORAGER 12
ELAD THEVO HRK INPEEXE IVSE ITRSKAVAIVO IRGVE) LEJ
ELAO PICTO MIEPAQWEIDI FENLENE INSREVAAIVS INGLEN M| 12 ;

i ruler 1 o 70. 10 10 ces.50 H
First 90 positions of a protein multiple sequence alignment of instances of the acidic ribosomal protein PO &

(L10E) from several organisms. Generated with ClustalX.
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Multiple sequence alignment

kkkkk ko 1k k hhkdkkkkkakehky * Kk k. Fhkkk g hhy shAhrd Khok kg '
PSSETPQP 78
PSSETPOP 78
PS 78
72
73
73
80
73
khkhkdkhkk hhkkhkdhk  hhkdk, hEh ckk khkk o hhkdkkkddkhdhbhkk o .k akhk kkkkdk ok kkkhkhkk.hkk .k kkh
1cve BVVE b P PHIQW 158
1FQ9 P I P PHIQW 158
1EVT P P PHIQW 158
1E0O BYVE P PHIQW 152
1EV2 BVVP P PHIQW 153
1DJe BVVE P PHIQW 153
1NUN P P PHIQW 160
1RY7 P PHIQW 153
ruler
* *k¥k * & 1Rk * & * &k * & Fhkkn * 1 Rk EKK ok
1oV H LE--- R-- 225
1FQO VEE ( VLE- - - R-- 225
1EVT VEE LE--- R-- 225
1E0O VIE ' VLP---APGRE-- 219
1EV2 g ( VLP---APGRE-- 220
1DJe E g LP---A-- 216
1NUN ’ : IEEVENYIGOAN VLPEQZA 230
1RY7 ' z WL‘EFVI.P---L 222
SITY
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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
1T 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:

e 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
Green algae Forams .
Ciliates . Diatoms
\ Red algae
Cellular slime molds AMoePas
Eugle
. Trypanosomes
Animals
Leishmani
Fuy
Sulfolobus

Green nonsulfur bacteria

Thermophiles (Mitochondrion)

®
Spirochetes
Halophiles comMoN 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

frogx  chick(X mouse(x mouse[3 chick3  frog[3

(r-chain gene 3-chain gene

\igne duplication */

early globin gene
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homologs

p———————————— -

paralogs :
A |
'- 'S ™ |
- s N —A
frogx  chick® mouse(x mousefd chickf  frogp
(f-chain gene [i-chain gene

\_gmr 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.

|dentificeren 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.qif
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