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Bioinformatikwerkzeuge in der Forschung und Medizin -
eine Ubung.

In dieser Ubung werden Sie mit echten biologischen Daten arbeiten, die im Internet frei
zuganglich sind. Wir zeigen Thnen wo und wie man DNA-Sequenzen, Proteinsequenzen
und Proteinstrukturen sowie Programme zu deren Manipulation und Darstellung findet.
Sie werden dabei einen Arbeitsvorgang kennenlernen und benutzen, den alle Forscher
der Lebenswissenschaften mehr oder weniger taglich durchfiihren.

Lernziele:

* Kennenlernen der 6ffentlich im Internet zuganglichen DNA und
Proteindatenbanken;

* Umgang mit einfachen, frei zuganglichen Programmen zur Manipulation der DNA
und Proteinsequenzen;

¢ Vergleich der Proteinsequenzen mittels Alignment;

* Kennenlernen der Datenbanken und der Programme zur Darstellung der
Proteinstrukturen.

Die Ubung basiert auf der vor kurzem publizierten Arbeit* von Dr. Maximilian Posch und
seinen Kooperationspartnern, unter anderem aus Max-Delbriick-Centrum fiir
molekulare = Medizin. Durch genetisches Screening von Patienten mit
Vorhofseptumdefekt, fanden die Autoren heraus, dass der Defekt auf bestimmten
Mutationen in dem Protein Alpha Myosin Heavy Chain 6 (MYH6) zuriickzufiihren ist.

*Posch MG , Waldmuller S, Miiller M , Scheffold T , Fournier D , et al. 2011 Cardiac
Alpha-Myosin (MYH6) Is the Predominant Sarcomeric Disease Gene for Familial Atrial
Septal Defects. PLoS ONE 6(12): e28872. doi:10.1371 /journal.pone.0028872
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0028872
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HINTERGRUND UND FRAGESTELLUNG

Drei Erwachsene klagten beim Arztbesuch iiber Leistungsschwiche mit Atemnot bei
korperlicher Belastung. Diese Symptome traten erst im Erwachsenenalter auf. Alle drei
Personen hatten nahe Angehorige bei denen der Vorhofseptumdefekt aufgrund der
Mutationen in MYH6 diagnostiziert wurde. Der Arzt schlug genetische Diagnostik vor.
Nach ausgiebiger Beratung, haben die Personen entschieden, sich und ihre Kinder auf
Mutationen in MYH6 testen zu lassen.

Welche der Personen A-F haben krankheitsrelevante Mutationen im MYH67?

Personen Alter Symptome
A 44 Jahre Ja

B 42 Jahre Ja

C 46 Jahre Ja

D 12 Jahre Nein

E 2 Jahre Nein

F 3 Jahre Nein
DURCHFUHRUNG

Aufgabe 1:

In einer Diskussion, schlagen Sie eine geeignete Herangehensweise zur Beantwortung
der Frage vor. Folgendes soll dabei bedacht werden:

1. Was ist I[hre Hypothese?

2. Welche Methodik ware angebracht um die gestellte Frage zu beantworten?
3. Welche Informationen benétigt man um die gestellte Frage zu beantworten?
4

Welche Art von Ergebnissen erwarten Sie und wie werden Sie diese
interpretieren?
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Aufgabe 2
Werkzeuge:

Unten aufgefiihrt sind Links zu Sequenzmanipulationsprogrammen und Datenbanken,
wo Informationen iiber MYH6 zu finden sind. Alle diese Seiten sind mit einander
verlinkt, so dass man sich im Prinzip von einer Seite aus zu allen zuganglichen
Informationen durchklicken kann. Uber die Suchfelder kénnen Informationen zu jedem
beliebigen Gen/Protein aufgerufen werden.

Gen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene /4624

Genstruktur (hier muss MYH6 in das Suchfenster eingegeben werden. Klick ,Submit’ um
die Suche zu starten) http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway?hgsid=225450073&clade=mammal&org=Human&db=0

mRNA http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM 002471.3

Protein http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002462.2 ;
http://www.uniprot.org/uniprot/P13533

Ubersetzung DNA => Protein http://web.expasy.org/translate/

Alignment DNA

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST PROGRAMS=megaBla
st&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome

Alignment Protein

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins& PROGRAM=blastp&BLAST PRO
GRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=0on&BLAST SPEC=Dblast2s
eq&QUERY=&SUBJECTS=

“Codon-wheel”
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Protokoll:

1. Vergleichen Sie die DNA-Sequenzen der 6 Personen mit Kontroll-DNA mittels
Alignment. Sehen Sie Unterschiede? Was bedeuten diese? Notieren sie die Position
und Art des Unterschieds.

d.

Offnen Sie das Internetprogramm BLAST (Alignment DNA)

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST PROGRAMS=megaBla

st&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome

b.

Aktivieren Sie das Kastchen ,Align two or more sequences”

c. Kopieren Sie die Kontrollsequenz aus der Datei ,DNA-Sequenzen’ in das obere
Fenster des Programms (,Query’). Alle anderen Sequenzen (alle zusammen,
inklusive Namen: >Person A, etc) fligen Sie bitte in das untere Fenster ein
(,Subject’). Klicken Sie ,BLAST".

(ORI oescrinim i g s oreaGegamssiriocn=n s AT FOGHAVS=megebsarnGE Tvre=sessearason oA Ts=onsn AT sre (A conge @@
(5] eistbesucht = £ Aktuele Nachr.. ~_ [ Science-School <[] Traning - (-] Scence general = ] pivat = Schupolit - 4 Go 13 Canek e D

» NCBU BLAST/ blastn suite

Align Sequences Nucleotide BLAST

[bastn | blasto | blastx | thiastn | olastx |

(B -]

(@Algorithm parameters

BLASTN i Resetpage Bookmark
Enter Query Sequence ekl
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Cloar  Querysubrange & I
From 1 |
To |
Or, upload file (Durchsuchen.) &
Job Title
Enter a de tive title for your BLAST search @
# Align two or more sequences &
Enter Subject Sequence
Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Subject subrange &
/ From
To |
|
Or, upload file T
Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)

O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
O Somewhat similar sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm @
Search nucleotide sequence using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

(] Show results in a new window

Personen Alter Symptome Unterschiede in der
DNA-Sequenz
relativ zu Kontrolle

A 44 Jahre Ja

B 42 Jahre Ja

C 46 Jahre Ja

D 12 Jahre Nein

E 2 Jahre Nein

F 3 Jahre Nein
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2. Ubersetzen Sie die DNA-Sequenzen in Proteinsequenzen.

a. Kopieren Sie die Sequenzen (einzeln) aus der Datei ,DNA-Sequenzen’ in das
Fenster des Programms TRANSLATE. Klicken Sie ,translate sequence’.

http://web.expasy.org/translate/

a!"EXPASy i Home | Contact

Due to maintenance work, this ExPASy service will be unavailable from Sunday January 29th, 2012 to Wednesday February 1st, 2012.
Translate tool

Translate is a tool which allows the translation of a nucleotide (DNA/RNA) sequence to a protein sequence.

Please enter a DNA or RNA sequence in the box below (numbers and blanks are ignored).

Output format: [ Verbose CMet', Stop", spaces between residues) 18]

((Reset) OF ((TRANSLATE SEQUENCE )
4

Swiss Institute of Bloinformatics | Disclaimer & Back to the Top

b. Wahlen Sie den richtigen Leserahmen. Wie weifd man welcher Leserahmen
der richtige ist?

c. Klicken Sie auf die Aminosaure, die als erste Aminosaure des Proteins in
Frage kommt. Welche Aminosaure ist immer die erste?

d. Exportieren sie in FASTA Format und speichern die Sequenz in einem Word-
Dokument. Vergeben Sie der Sequenz einen eindeutigen Namen.

ﬂ!“EXPASV Translate Home | Contact ‘V

Due to maintenance work, this ExPASy service will be unavailable from Sunday January 29th, 2012 to Wednesday February 1st, 2012.

ID  VIRT7273 Unreviewed; 2 Aa.
AC  VIRT7273;
DE Translati generated on ExPASy

ill automatically be deleted

£r .
DR  SWISS-2DPAGE; VIRT7273; VIRTUAL.
SQ SEQUENCE 2 AAR; 75B8100000000000 CRC64.
Gs

/7
Sequence in FASTA format / |

BLAST BLAST submission on ExPASY/SIB #’ Sequence analysis tools: ProtParam, ProtScale, Compute pl/Mw, PeptideMass, PeptideCutter,

plﬁk ScanProsite Direct Submission to SWISS-MODEL

Swiss Institute of Bloinformatics | Disclaimer & Back to the Top

e. Wiederholen Sie den Vorgang bis Sie alle Sequenzen im einem Dokument
haben.
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3. Vergleichen Sie die Proteinsequenzen der 6 Personen mit der Kontrolle mittels
Alignment (Alignment Protein). Benutzen Sie den gleichen Vorgang wie fiir DNA.
Sehen Sie Unterschiede? Was bedeuten diese? Notieren sie die Position und Art des
Unterschieds.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins& PROGRAM=blastp&BLAST PRO
GRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=0on&BLAST SPEC=Dblast2s
eq&QUERY=&SUBJECTS=

Personen Alter Symptome Unterschiede in der Unterschiede in der
DNA-Sequenz Proteinsequenz
relativ zu Kontrolle relativ zu Kontrolle
A 44 Ja
Jahre

B 42 Ja
Jahre

C 46 Ja
Jahre

D 12 Nein
Jahre

E 2 Nein
Jahre

F 3 Nein
Jahre

4. Vergleichen Sie jetzt die Unterschiede die Sie gefunden haben: Korrelieren die DNA-
Mutationen mit Verdnderungen in der Aminosduresequenz?

Konnen Sie IThre Hypothese bestitigen?
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UBUNG II

Frage: Wie konnen einzelne Aminosdureaustausche zu Krankheit fithren?

Aufgabe 1

1. Finden Sie die Positionen von den identifizierten Mutationen relativ zu der
Domanstruktur des MYH6. Benutzen Sie dafiir den folgenden Link:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?seginput=NP_002462.2

Kann man jetzt schon ahnen, warum die Mutationen zu Funktionsstérungen des
Proteins fiihren?

2. MYHS6 ist ein sehr grofdes Protein. Die Struktur fiir das menschliche MYH6 ist, wegen
diversen experimentellen Schwierigkeiten, noch nicht gelést worden. Da Kenntnis
der dreidimensionalen Struktur eines Proteins fiir viele Anwendungen (z B
Arzneimittelentwicklung) sehr wichtig ist, haben Forscher alternative Strategien
entwickelt. Es ist z B hdufig moglich so genannte Deletionsmutanten (Teile des
Proteins) oder Orthologen des Proteins zu kristallisieren.

Finden Sie heraus, ob die Proteinstruktur des MYH6 aus anderen Spezies geldst
worden ist.

- Benutzen Sie folgenden Link: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

- Klicken Sie auf ,protein blast’.

| my NeB1 >]

[15ian 1n) Reister

» NCBU BLAST Home
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. mors...

SOAP BLAST
| [T Aligning Multiple Protein Sequences? Try the COBALT Multiple Alignment Tool. _Go.

ASOAP based BLAST service is available.
Mon, 18 Jul 2011 08:00:00 EST

BLAST Assembled RefSeq Genomes

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

[2) More BLAST news...

o Human o Oryza sativa o Gallus gallus

o Mouse o Bos taurus o Pan troglodytes Tip of the Day

o Rat o Danio rerio o Microbes

o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera B Y

If you are interested in the evolution of a particular
Basic BLAST gene or gene family it s often intetesting to
eexamine the intro-exon structure even across

Choose a BLAST programyo run. species.

[2) More tips...
nucleotide blast /5€arch a nucleotide database using a nucleotide query
SR Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast
Search protein database using a protein query
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast

protein blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn ‘ Search translated nucleotide database using a protein query

tblastx ‘ Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query
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- Im oberen Fenster fligen Sie bitte die Proteinsequenz von MYH®6 ein.

- Bei,Choose Search Set’, unter ,Database’ wahlen Sie ,Protein Data Bank
proteins (pdb).

- Klicken Sie BLAST.

My NCBI 2]

Sign In] [Register]

» NCBU BLAST blastp suite Standard Protein BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more... Resetpage Bookmark
Enter Query Sequence

Enter gi(s), or FASTA @ Clear  Querysubrange &
From|
To
Or, upload file (Durchsuchen... ) &
Job Title

Enter a descriptive ttle for your BLAST search ©

(JAlign two or more sequences &
Choose Search Set /
Database

+ [Protein Data Bank proteins(pdb) e

Organism
O £

Optional O Exclude

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude O Models (XM/XP) O L i sample
Optional
Entrez Query
Optional

Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection

Algorithm @ blastp (protein-protein BLAST)
O PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)

O PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
Choose a BLAST algorithm ©

(TBIAST) | Search database Protein Data Bank protei using Blastp (protein-protein BLAST)

[ Show results in a new window

(#Algorithm parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with ¢ sign

Das Programm sucht jetzt in der Proteinstrukturdatenbank nach Strukturen von
Proteinen die sehr ahnliche Aminosdauresequenz haben. Sie bekommen hunderte von
Datenbankeintragen zurtick.

Sie haben jetzt eine sehr lange Liste von verfligbaren Proteinstrukturen.
3. Wie entscheidet man welche Struktur die richtige ist?
4. Betreffen die gefundenen Mutationen konservierte Aminosauren?
- Inder Liste der Strukturen finden Sie die Struktur 4A7F (,,Chain C...“ mittig).
- Klicken Sie auf den Namen.

- Hier sehen Sie jetzt ein Alignment zwischen der menschlichen MYH6 Sequenz
und der Sequenz aus einem Schleimpilz.
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Aufgabe 2
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Nachster Schritt ist es die Struktur im Detail anzuschauen.

Gehen Sie zu http://www.pdb.org/
Geben Sie 4A7F in das Suchfenster ein, klicken Sie auf die Lupe.

a=
ROTEIN DATA BANK

‘PDBE .

An Information Portal to Biological Macromolecular Structures

A memeer or Tve SIPDB
As of Tuesday Jan 17, 2012 at 4 PM PST there are 78628 Structures | PDB Statistics = £ @ &

Search | Al categories:

55 All Categories Gthor  ffl Macromolecule @ Sequence Ligand @

1069 &b Browse  ® Advanced

=

Customize This Page

Login to your Account
Register a New Account

Biological Macromolecular Resource

Full Description

Latest Release
New Structure Papers

Search Unreleased Entries
t Featured Molecules

List View of Archive By: Title | Date | Category

View of Biology

Binding Affinity from

S U0 o8 dn & G B

Gehen Sie zu ,Download files’ (rechts) und speichern Sie ,PDB File (Text)’

* PDB-101 Hide

Structural View of Biology
Understanding PDB Data

Molecule of the Month
Educational Resources
Author Profiles

t MyPDB Hide
Login to your Account
Register a New Account

s (T T T T () CX A G )

‘ Structure of the Actin-Tropomyosin-Myosin Complex (rigor ATM 3)

|# pisplay Files ~
¥ Download Files ~

DOI:10.2210/pdb4a7f/pdb EMDataBank (7':1987, 1988, 1989, 1990

Primary Citation

e of the rigor actil pomy yosi

News & Publications
Usage/Reference Policies
Deposition Policies
Website FAQ

Deposition FAQ

Contact Us

About Us

Careers

External Links

Sitemap

New Website Features

All Deposit Services
Flectron Microsconv

PDBML/XML File
PDBML/XML File (g2)
"®Y Biological Assembly (g2) (A)

Behrmann, E., Muller, M., k, P.A. 0, H.G. 7, in, D.J./°, Raunser, S./

Journal: (2012) Cell(Cambridge,Mass.) 150: 327

PubMed: 22817895 (/'
DOI: 10.1016/j.cell.2012.05.037 ('
Search Related Articles in PubMed [l

PubMed Abstract:

Regulation of myosin and fi actin i ion by t in is a central feature of contractile events in muscle
and nonmuscle cells. However, little is known about molecular interactions within the complex and the trajectory of
tropomyosin movement between its "open"... [ Read More & Search PubMed Abstracts ]

t Molecular Description & view in 3D More Images...

Zum Anschauen der Proteinstruktur werden wir ein Programm benutzen, das im
Internet frei verfligbar ist - Rasmol (http://rasmol.org/).

Instruktionen fiir Benutzung des Programms finden Sie hier:

http://www1.tu-

darmstadt.de/fb/ch/Fachgebiete/OC/AKSchmidt/Avimec/UE/RASMOL/Rasmol.html
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- Offnen Sie die gespeicherte pdb-Datei.
- Wahlen Sie im Registermenu: Display => Ribbons, Colours => Chain

Sie sehen 3 Molekiile von Myosin-Motordomane, zwei Aktin Monomere und zwei
Molekiile Tropomyosin.

- Rotieren Sie die Struktur (linke Maustaste), bewegen (rechte Maustaste)
und/oder zoomen Sie ein und aus (Shift + linke Maustaste).

1. Welche Sekundartrukturelemente sehen Sie?
Diese sieht man noch eindeutiger wenn man in Colours-Menii ,Structure” wahlt.

2. Finden Sie die Aminosauren 463, 467 und 633 in der Struktur. Vergleichen Sie deren
Seitenketten der mit den Seitenketten von den ,Mutanten’. Kann man jetzt den
pathologischen Effekt der Mutationen erklaren?

Geben Sie im Skript-Fenster (RasMol Command Line) ein:

select 463
color magenta
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select 467
color orange
select 633
colorred

- Geben Sie im Skript-Fenster (RasMol Command Line) ein:
Select 463, 467, 633

- Waihlen Sie im Registermenu: Options => Labels

- Wihlen Sie im Registermenu: Display => ball & stick

Strukturen der Aminosauren:

basisch

unpolar/hydrophob
(o] CH, O (0]
H,C HyN
OH H,C OH OH
NH, NH, NH,
Alanin Valin Lysin
(0] o CH; O NH (o]
s H,C HC - )J\
- \/ﬁ/\LOH 3 MOH 3 OH HN N oH
NH, CH NH NH, NH,
Methionin Leucin Isoleucin Arginin
(0] O (0] (0]
N
OH | OH OH </ | OH
NH N NH, NH,, N NH,
Prolin H Tryptophan Phenylalanin H Histidin
polar/neutral o 0 o) sauer 0 o)
OH Hac OH HZNWOH HOJJ\/\KU\OH
H, NH, NH,
Tyrosin Threonln Glutamin Glutaminsaure
(0] (o] o] (o]
HO
OH HO OH OH OH
NH. NH NH, (0] NH,
Glycin Serin Cystem Asparagin Asparaginsaure

3. Es ist inzwischen bekannt, dass die Region zwischen Aminosduren 519 - 561 im
menschlichen MYH6 (445-481 im Schleimpilz-Myosin), eine Helix-Schleife-Helix
Struktur annimmt und die Interaktionsflache zwischen Myosin und Aktin bildet.

Geben Sie im Skript-Fenster (RasMol Command Line):

Select 445-481
Color yellow

Konnte man jetzt den pathologischen Effekt der Mutationen erkldren?
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