


debemos

encontrar el gue con mayor probabilidad

(nunca sabremos si es el real) refleje que cambios se
han producido.




Prepleme: las mismas proteinas alinean de
forma distintas segunilas matriz de sustitucion v
|las penalizaciones por gaps utilizadas.

Observacion: cuantas mas secuencias, mayor
cantidad de informacion, menor incertidumbre.

Construyendo un alineamiento multiple.
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Preplenme: sildes homologos han divergido mucho (parecido < 20-25%), BLAST no es
capaz de distinguir ese parecido del azar.

BLAST no es capaz de encontrar homologos remotos

Observacion: cuando hacemos un alineam. multiple vemos que posiciones son mas
importantes.

ldea: si las coincidencias en el alineamiento entre dos secuencias se producen en los
Sitios mas importantes, la confianza en que sean homologas ha de aumentar

Objetivor utilizar la informacion de los alineam. multiples para hacer busquedas de
homologos mas sensibles.
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-como; utilizar'la informacion de los alineamientos multiples
-SECUEencias Consenso Yy expresiones regulares
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Son pequenas zonas
conservadas.

Se suelen corresponder con
caracteristicas funcionales de
las proteinas:




-SECUERNCIAS CONSENSO: AGTVATVSC

AGISATHAC
| GRCARGSC
| GEMARLAC
| GDYARWSC

| GTVARVSC <= Ej enpl o de secuenci a consenso

-Patrenes o expresiones regulares:

: : AL RDFATHDDF
(para caracterizar motivos) SMTAEATHDSI

ECDQAATHEAS

L

A- T- H [ DE]




«Cualquier aminoacido: x
sAmbiguedad:

[A,B] A, 0 B...

{A B..} cualquiera menos A y B.
«Repeticion: A(2,4) significa A-A o A-A-A o A-A-A-A
*N terminal: <, C-terminal: >

Ejemplo: [AC]-x-V-x(4)-{E,D}.

[Ala or Cys]-any-Val-any-any-any-
any-{any but Glu or Asp}




AGIIVATVSC
AGISATHAC
| GRCARGSC
| GENVARLAC
| GDYARWSC

-Mas o menos subjetivo. Ensayo y error.
-Objetivo: alta sensibilidad, alta especificidad




-SU construccion es bastante laboriosa, pero...
existen algunos metodos automaticos (PRATT: )
existen bases de datos donde expertos hacen ese trabajo por nosotros

(Prosite: )

-Muy estrictos.

Basicamente distingue posiciones importantes y no importantes (con 'X'), pero
en la Naturaleza hay una mayor gradacion.

Si una proteina nueva se sale de la regla general, no sera detectada con el
patron.




-como; utilizar'la informacion de los alineamientos multiples
-SECUEencias Consenso Yy expresiones regulares

-perfiles y perfiles-hmm




en otras areas se le da un sentido
diferente (en estudios geneticos de delecion
a Veces se utiliza como sinonimo de la parte
minima deila secuencia capaz de realizar la
funcion).

Se muestra el antigeno de
Histocompatibilidad de clase |I: dominios
alphai,2'y 8y proteina beta-2-microglobulina.

=

¢

== -:»ﬁw‘,-"'

/
Imagen tomada de:

su vez la tomo de P. J. Bjorkman from Nature 329:506, 1987
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Elfmismo algortme) usado para alinear dos secuencias (Smith & Waterman)
Sive para alinear una secuencia 'y un perfil.




Eailbase probabilistical de losiperfiles simples es pobre, especialmente en
cuante ala penalizacion de gaps.

LLesi HIVIM son mas solidos (y complejos)
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Sesgo en la representacion de las

secuencias.

asignar distintos “pesos” a las secuencias en funcion de cuanta
Infermacion| extra aporten all perfil.




-algunas bases de datos de patrones y perfiles:
-Prosite
-Pfam




= RO S ITE: MOLYBDOPTERIN EUK; PATTERN.

PS00559;

http;//uS_expasy_org/prosite/ DEC-1991 (CREATED); NOV-1995 (DATA UPDATE); JUL-1998 (INFO UPDATE).
Eukaryotic molybdopterin oxidoreductases signature.
[GA]-x(3)-[KRNQHT ]-x(11,14)~-[LIVMFYWS]-x(8)~-[LIVMF]-x-C-x(2)-[DEN]-R-

-caracterizan motivos ¥(2)~[DE] .

[ /RELEASE=38,80000;
COﬂOCIdOS con /TOTAL=50(50); /POSITIVE=45(45); /UNKNOWN=0(0); /FALSE POS=5(5);
I /FALSE NEG=2; /PARTIAL=5;
eXpreS|0nes regl'"ares y/O /TAXO-RANGE=??E??; /MAX-REPEAT=1;
perf”es_ P48034, ADO BOVIN , T; Q06278, ADO HUMAN , P11832, NIAl ARATH,
P39867, NIAI BRANA, T; P27967, NIA1 HORVU, P16081, NIA1l ORYSA,
. P39865, NIAl PHAVU, T; P54233, NIAl SOYBN, P11605, NIA1 TOBAC,
-gran cantidad de P11035, NIA2 ARATH, T; P39868, NIA2 BRANA, P27969, NIA2 HORVU,

: i P39866, NIA2 PHAVU, T; P39870, NIA2 SOYBN, P08509, NIA2 TOBAC,

Informacion parda cada P49102, NIA3 MAIZE, T; P27968, NIA7 HORVU, P36858, NIA ASPNG ,
il 1 P43100, NIA BEABA , T; P27783, NIA BETVE , P43101, NIA CICIN

familia de prOtelnaS' P17569, NIA CUCMA , T; P22945, NIA EMENI , P39863, NIA FUSOX ,

P36842, NIA LEPMC T; P39869, NIA LOTJA , P17570, NIA LYCES

-baja cobertura: solo 1.245 P08619, NIA NEUCR , T; P36859, NIA PETHY , P49050, NIA PICAN ,

(e P23312, NIA SPIOL , T; Q05531, NIA USTMA , P36841, NIA VOLCA
familias P07850, SUOX CHICK, T; P51687, SUOX HUMAN, Q07116, SUOX RAT ,
P80457, XDH BOVIN , T; P08793, XDH CALVI , P47990, XDH CHICK ,
P10351, XDH DROME , T; P22811, XDH DROPS , P91711, XDH DROSU ,
P47989, XDH HUMAN , T; Q00519, XDH MOUSE , P22985, XDH RAT
P80456, ADO RABIT , P; P17571, NIAL MAIZE, P39871, NIA2 MAIZE,
001170, NIA CHLVU , P; P39882, NIA LOTTE ,
P39864, NIA PHYIN , N; Q12553, XDH EMENI ,
P27034, BGLS AGRTU, F; P03598, COAT TOBSV, P19235, EPOR_HUMAN,
P20054, PYR1 DICDI, F; 023316, YHC6 CAEEL,
1S0X;
PDOC00484;




S0 EUIE P EEMGSTHECE Con Prosiie:

-puscar con una secuencia para ver si se parece a alguno de los
patrones o perfiles descritos en la base de datos.

-encontrar informacion de una familia determinada y ver que
proteinas pertenecen a ella.

-buscar con uno de los patrones o perfiles descritos contra una
base de datos de secuencias.

-etcetera




iz

-canacterizan dominios de proteinas coni perfiles
HMIMV.

-gran cantidad de informacion.

-alta cobertura (7.316 familias, 73% swiss-prot y
TrEMBL)

-Clasifican dominios y no proteinas
completas (el dominio es la unidad evolutiva
basica)

- -Interfaz web muy util:

Caspasa 9: -alineamientos

-distribucion filogenética
-organizacion de dominios
-busqueda usando perfiles-hmm
-eftc.




Keyword Search

A

Sequence Search

Tazonomy Search

\ / Domain Search

DMNA Search

Pfam
(Sanger Institute)

Browse by Genome \\ ftp site

iPfam —--———

Browse by Clans Help pages

Browse by Family Mirror sites




-busguedas en bases de datos:
-PSI-BLAST
-HMMer
-busqueda con secuencias intermedias




Secuencia problema

PSI-BLAST

® o @
@ @

Homodlogos cercanos @

Homodlogos remotos




Pagina de PSI-BLAST:
At p: [/ waw: mehit. nltm ik h. gov/ BLAST/

Secuencia de:

VEVIVIYKKI LYPTDESETAEI ALKHVKAFKTLKAEEVI LLHVI DERElI KKRDI FSLLLGVAGLNKSVEEFE
NELKNKL TEEAKNKMVENI KKELEDVG-KVKDI | VWG PHEEI VKI AEDEGVDI | | MSSHCKTNLKEI LLG
SVTENVI' KKSNKPVL VWKRKNS

(es el ejemplo que se sigue en el tutorial del NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/psi1.html)




[ES el metodo mas sensible, pero es muy lento.

Requiere demasiados recursos, por lo que no se
puede utilizar a traves de la web.

Strategia basica:

1.- obtener homologos (p.e. con ) y construir un alineamiento
multiple (p.e. con

2.- transformar el alineam. multiple en un perfil HMM:
12 2°
3.- busqueda con el perfil HMM en una base de datos de secuencias:

4.- con los nuevos homologos que encontremos podemos volver al
paSO Ky




No utiliza informacion dell alineamiento
multiple, pero puede superar las
limitaciones de metodos sencillos como
BLAST.

Propiedad transitiva de la homologia:

si dos proteinas A y B son homologas, y a
su vez B y C son homologas, entonces A y
C tambien son homologas, aungque no se
parezcan entre si.

La propiedad transitiva solo es aplicable
cuando los dominios de las proteinas se
corresponden unos con otros (“la unidad
evolutiva son los dominios”).

I e-value

=1e-35 e-value
=1.2

e-value
=1e-20

|

e-value
=1e-20




-como; utilizar'la informacion de los alineamientos multiples
-SECUEencias Consenso Yy expresiones regulares
-perfiles y perfiles-hmm

-algunas bases de datos de patrones y perfiles:
-Prosite
-Pfam

-busguedas en bases de datos:
-PSI-BLAST
-HMMer
-busqueda con secuencias intermedias




1 secuencla contra unha base de datos de secuenclas.
BLASTweb/local), FASTAMwebAocall, Smit & Watermanifwebdocal)

1 patn:’:nn contra una base de datos de secuenclas.
ScanProsite (web), ps_scan(local)

[All-G-X-X-A-[RT]-[SA]-C versus

1 secuencla contra una base de datos de patrones.
ScanPrositefweb), ps_scan{local), MotitfScaniweb)

[A-G-X-X-A-[RT]
[N]-RPG-A-[HT]>
P-E-P-X-T-[OA]
[ED](2)-G-[MN]-D-{RST}
L-5-X(3,10)-A-[DEHGGD]




1 secuencla contra una base de datos de perflles o HMMs.
ScanFrositefweb), MotifScan{web), Ffam (hmmpfamifweb/docal),
Impalafwebdlocal), Rps—blastiwebdocal)

PEFSWE

1 perfll o un perfli-HMM contra una base de datos de secuenclas

Bioccelerator (profileSearchifweb), hmmsearchilocal), PSI-
BLAST (web/local)
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