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¢, Qué es una secuencia?
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AC' GTACGGTTAA

~ ACCGTCCEET

ACCGTACGGTTAA

Modelo evolutivo: cambio al azar + sel eCC|on atural
Hace mucho tiempo...



Hace mucho tiempo... AC GTACGGTTAA
ACCGT CGGTT

ACCGTACGGTTAA
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ACCGTACGGTTAA

Modelo evolutivo: cambio al azar + sel eCC|on atural
Hace mucho tiempo...
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ACCGT CGGTTAA

cambio al azar + selecc

Modelo evolutivo
Hace mucho tiempo
ACCGTACGGTTAA



Superfamilia: grupo deprotemas
con un origen comun.
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Ortologos: genes que comparten
el ultimo ancestro comun y cuya
divergencia se debe a la
especiacion.

Paralogos: genes gue debido a
una duplicacion, ya no comparten
el ultimo ancestro. Frecuentemente
tienen funciones distintas.

Especiacion

\ . Pardlogos ~

Especie 2

" Homélogos _—
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¢, Qué nos dicen las secuencias?

Una secuencia: ADGHLSCETRDLWYALDSOPRL
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¢,Qué nos dicen las SecuenCiaS?]f" 7

Una secuencia;

Dos secuencias:
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¢Qué nos dicen las secuencias?

ADGHLSCETRDLWYALDSOPR
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Dos secuencias

Dos secuencias:
 alineadas

Una secuencia;:



¢, Qué nos dicen las secuencias?

Una secuencia: ADGHLSCETRDLWYALDSOPRL =

Dos secuencias: ADGHLSCETRDLWYAL DSOPRL

TOPPPDI
Dos secuencias ADGHLSCETR S
alineadas: =z -EGHI-CE SSELWP
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¢Por qué comparar secuencias...

. de proteinas?

poglecionzl (SIPs).
; 1o codlficarnies,
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¢Por qué comparar secuencias...

. de proteinas?

= 7

-para conocer Ia funyc on de las pri

pobiacional (
* rJ codificar
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¢, CoOmo comparar las secuencias?

-por pares

-alineamiento de dos secuencias

-busqueda en bases de dates con BLEASIE

-muchas a la vez

-alineamiento multiplercon Clustals

==clidd

et Pro
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¢, CoOmo comparar las secuencias?

-por pares

-alineamiento de dos secuencias

-busqueda en bases de datos con BLAST.

-muchas a la vez

-alineamiento multiple con Clusta

et Pro
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grado de
complejidad
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grado de
complejidad
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¢Como encontrar el alineamiento qu
probabilidad la historia evolutiva?

,,,,,,,,,,,
///////////

,,,,,,,,,,,,,,,
=

grado de
complejidad

,,,,,,,,,,,,
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Alineamiento de pares de secuencias

Comparacion por semejanza

Observacion: hay aasco pr 6 piedad
-aa's amdosDE

2Nto gen
uantificad

ran mas en la Natural

siliticiar (2)s: PAM, BLOSUM)
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Alineamiento de pares de secuencias

->S)
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alineamiento de RWDG y VKDG

|
1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1
HH
1

Ly
1 1 1 1

| |C |S |
C| 9] 1
(S | 1] 4
(P | 3] -1
(A ] 0] 1]
|G| 3] 0
D | 3] 0
(E | 4] 0
Q| 3] 0
R | 3] -1
(K | 3] 0

LI 1 1 1 1 1 1

--------

RWDG
VKDG Segun Blosum62: -3+(-3)+6+6

RWDG
VKDG Segun Blosum62: (-3)+(-1)+(-1) =
etc.




grado de
SUM, PAM) complejidad

ncluyendo INDELS.
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Alineamiento de pares de Secuencias —

amiento.

 Incluyendor gaps son

rogramcl.g ar) digzgricel,
kel & Wansenl, Sealirl & Weiker iz
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Alineamiento de pares de secuencias
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Alineamiento de pares de secuencias

Comparacion incluyendo INDELs: Programacion dinamica.

Programacin Dinmica

Esquema de Pesos

[ 4] residuos iguales

[ 2] residuos del mismo tipo
[-3] Resto.
iIGap: -5
eGap: -2

Mejor alyine;amfiéht’"'

CM. Federico Abascal. Julio de 2007



Halla aquéllos trozos de
las secuencias que
superpuestos resultan en
una puntuacion maxima.

Trata de obtener el dominio tipo A dominio tipo B
mejor alineamiento
superponiendo las

secuencias completas.

dominio tipo A dominio tipo G . .
alineamiento

Y% local

Solo se debe utilizar Alineamiento
cuando las proteinas global

son homologas en toda
su extension (tienen los

mismos dominios)
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Ejemplos de Global vs. Local

Human alpha-1
Global alignment : 3core .

1 MGAFSEKQESLVKSSWEAFKQNVPHHSAY

;'/1 LVVKEA]

PVNFKLLSHCLLVTLAAHL

KVADALTNAVAHV---DDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVT
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¢, CoOmo comparar las secuencias?

-por pares

-alineamiento de dos secuencias

-busqueda en bases de datos con BLAST <= ar

-muchas a la vez

-alineamiento multiple’con' e S

et Pro
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Busqueda en bases de datos con BLAST —

Observaciones: =
. Complejidad algoritmica de la programacior

(Ny M son las Iongitudes,d'e;,yliaszfdbg < coUeTTae
- Conocemos la secuencia de 1,5 mill
millones de ADN (28.000 millones de
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a MCEI BLAST - Microsoft Internet Explorer

’ e . . fx

C.
<> NCBI

Pubhed
Infa NEW 10 February 2004 BLAST
Nucleotide
FAGs
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Distribution of 50 Blast Hits on the Query Sequence

Color Key for Alignnent Scores
d0-50

1_21018
0

SLARATOTR--

*T AF F I CHEL i 1 IMFTFHYEAT ODPLHLYWELTE,
DCH+M+E P++ TFH EA P+ L + I++E
LOCHLHIEAFPDEWARQ ITFHAEAAAAPVELARETIEA

+ AtEP T
SMALYXPATPY

FTAADFPHOVI SFHMEEE
+5i+ AFDE + + ++ +
SDPAEAVEALRTY




Problema: discriminar cuando un parecido refleja una relacion evolutiva de
cuando puede darse por azar.

Factores que afectan a la probabilidad de que por azar, tras una busgueda,
aparezcan alineamientos con una determinada puntuacion:

- la matriz de sustitucion
-la longitud de las secuencias (el tamano de la base de datos)
-la composicion de aminoacidos de las secuencias alineadas
- caracteristicas particulares de las secuencias (sesgos):
-coiled-coils
-secuencias de baja complejidad.

El e-value: dice cuantas veces esperamos que por azar (en las condiciones de una bisgueda)
aparezca un alineamiento con una puntuacion;igual o mayor gue un determinado score.




- Con bases de datos grande

S evalue<1e0 n
Si 1e-05 < e-value:

- Sievall

multiple, bus
tura de las pro
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¢, CoOmo comparar las secuencias?

-por pares

-alineamiento de dos secuencias

-bUusgueda en bases de dates coniBLLASIE

-muchas ala vez

-alineamiento maltiple.

et Pro
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Problema: las mismas proteinas alin
forma distinta segin la matrizde
sustitucién y las penalizaciones por gap!
utilizadas. s

¢,Como podemos
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Alineamiento multiple

Motivacion:
-incluimos mas informacion

- el alineamiento mdltiple nos

,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,

Indoe, alinear
U
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Tomado de una presentacién de Alberto Pascual (CNB)
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De los homologos al alineamiento multiple y del allneamlento
multiple a los homologos. |

Limitacion de las comparacmnes entre pares
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¢Como comparar las secuencias?

-alineamiento de
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-Secuencias con S,enSOJf

Métodos sofisticados de busqueda de hom6logos
¢Como aprovechar la informacion delal



‘Cualquier amino 4cid ox
Ambigiedad:

E,D}
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| By Son pequefias zonas
': LuDTAC "':::i TLTPS conservadas.

Db.,.,,.,.,

DH.++++.+;+
HH.........
2. L. .. . ALAPMYY
v+ e+ SLAPMEY
LhoosaaesnK A MERFM. . .. ... ALGPIFY
ED. .. TWRED OERFE. . .....SLIPS
AQGPN : . -

THHH= < HHHHH = H

ALGOSEG
SR LLGOGGY G
W IGEL GG

Se suelen corresponder con
: caracteristicas funcionales de
VDG, s vs s as : L E ME. ’
DS. Il ] & SMROL las proteinas:

1 AR
OG..ssserssE
MG,y ssrsnn LDE] E,....,.IFFHT =

'Hh,...,,...

— H H H H

DG, vvvvvnnn

Motivos




Métodos sofisticados de busquedadehomologo

Perfiles (o PSSM):
son matrices de

sustituciéon (como

BLOSUM) especificas

de posicion.
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La base probabilistica de los perfiles simples es pobre, especialmente en
cuanto a la penalizacion de gaps.

Los HMM son mas solidos (y complejos)




Secuencia problema

_PSI—BLAST

e o @

Homélogos cercanos @

Homdlogos remotos




Pagina de PSI-BL AST

425

mplo gue se si N el tutoral delfNCBI:
pI.AImMLAIR ation/BILLASTINIG/PSIA atml)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

30 1)
cls

AYCnos
jorologes
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¢Como comparar las secuencias?

-alineamiento de
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Bases de datos de interés

Existen muchas bases de datos donde se uti Ilzanpatr es
caracterizar (clasificar, diagnosticar...) familias de proteinas

http://us.expasy.org/prosite/ DT DEC-108i (CREATED); NOV-1395 (DATA UPDAT
-caracterizan motivos 5 ' QHT] -
conocidos con
expresion es:,,re,giurlgar:ex

~ ,,,,,,,,,,,,,,,,,, ’ par L Ladla DR~ :
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http://us.expasy.org/prosite/

Bases de datos de interés

Pfam:
http://www.sanger.ac.uk/Pfam/

-caracterizan dominios de protemyasyco_
perfiles HMM. ~

-gran cantldad de mform'a“ on -

Minios y ho prot
rmmo es ng Uni

) muy: Uil

0asa9: -alineamientos

7

-distripucion mnogenetc

-0rganizacion de dominios

7e

-pUsgueda tisancerpeErmiles=mim
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http://www.sanger.ac.uk/Pfam/

Bases de datos de interés

Interpro:
http://www.ebi.ac.uk/interpro/

-para poner un poco de orden en el

maremagnum de las bases de dato
PROSITE, Pfam, Prints, PRODOM, Smart.

777 proteinas
ATP-uinding
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http://www.ebi.ac.uk/interpro/

La jerarquia
en InterPro:

ejemplo de las
kinasas de
proteinas.

/—y_IPROOO719 Frotein kinase COMNTAIMNG: (IPRO0DS26E Tyrosine protein kinase, activ

endopeptidaseiprotein kinase)

+—|FROD0333 -

activin type Il receptor

::::]—IF' RO01245 : Tyrosine protein kinase COMNTAIMNS: {IPRO0S266 Tyrosine protein king

(F-IFRO01426
(F)—IPRO01824
(F-IPRO02011 -

[+ —IPRO0D1 27

(+—IPRO09134 -

- Receptor tyrosine kinase, class v

: Receptor tyrosine kinase, class
Receptor tyrosine kinase, class
Janus kinase, Jalk

Yascular endothelial growth factor receptor, VEGFR

F]—IF' RO02290 : Serinedthreonine protein kinase COMNTAIMS: (IPRO0OS2T : Serinefthre

FHIPROO023S

[+}—IPRO02291

[+ —IPRO03527

GPCR kinase
: Phosphorylase kinase, gamma catalytic subunit

: MAF kinase

E]—IF' RODEY30 - Poxvirls serinethreoning kinase

E:]—IF' RO10632 : Protein of unknown function DUF1221




Extraccion de informacion evolutiva a partir

de alineamientos multiples de preteinas.

11: Cordente AG, Lopez-Vinas E. Vazquez MI. Gomez-Puertas P. Asins G. Serra D, Hegardt FG.

E Mutagenesis of specific amino acids converts carnitine acetyltransferase into carnitine palmitoyltransferase.
Biochemistry. 2006 May 16:45(19p6133.41.
PMID: 16681386 [PubMed - indexed for MEDLINE]

1 2: Cordente AG. Lopez-Vinas E, Vazguez ML Swiegers JH. Pretorius IS, Gomez-Puertas P, Hegardt FG. Asins G. Serra D.

|||=— Redesign of carnitine acetyltransferase specificity by protein engineering.

JBiol Chem. 2004 Aug 6:279(32):33899-908. Epub 2004 May 21.
PMID: 15155769 [PubMed - indexed for MEDLINE]




conserved

Belvu: alignment2.mul

KELHAHLLAQD
ELHAHLL

C F'Tl HIIHHH

Information extracted from multiple sequence alignments



Mutaciones correlacionada.

Correlated Mutations

VEEZQTSATSEW LI GHEN ™ HHIAFRFANCT ..
VEEOTIATEY LT GEN TN BHTARFENGD? . e oo
VEEATLATEY LI SHEN T™W YHVARFRBBRFN ... ..
VEESITLESSY 11980 ™ MNMHVVDDADEN . . .. . c v 2 ==
EREICRSLEDT. NNDEN FE DOFNIPEVERL .. coee ... .
CRIAGKALEDT, NNDEN F DOEIPEWEEL ... ...cc.«
PTETERIASTY WWEED LT HEHVVODATHSLIY .. ... .
PEELEICVIT HASKS LTH MNHWIMNRSET ... . . .
PTETERITAICY WWEEKD LT EHVVDATHED &0 b0 v w0 v w
HEIPHMog 3 IIdkrs Vi NHVYOMATEL .. ...
FHELGSEVIT MNASEKS TH MHWIDCADET .. .. t e
QP Ame T CTOR WYVETH TR TH MNHVAESEEHRET ... . c oo .
Pazos et al.
J. Mol. Biol.. 199
| | | § I,
! f o
. (
v =2

N TCDNGN TET
N TODN SN TET
NRDAERN apT
NEDARFN apT
NADAERN apT
ECDAREN 2T
NODPNYPNYPN
NODNYPNYPN
NODNYDNDNY
NN YN DNY
N DN YPNDNY
EDDz eDESAT

) de 2007



Belvu: alignment2.mul

£LPDL P WL SEL ¢ 5
£LPILPHL SELL YLOLLPLLPFK
TLE.LP}LPPL_

HHHHH'

_MOUSE |1
ACP_COLLI
ZLHT FMOLSE |
CLAT_RAT ]
CLAT_PIG
CLAT_HUMAH
AcCTC HHHHH

[
I

EFLLEP.+HE}THFHDFH
HLLLEP.+HEHTHFHDFH

CPTH_REA

CPTH_HUMAN |
CPTLI_RAT |
CPT1_MOUSE |:
CPT1_HUMAHN |:

L T W —
L

Information extracted from multiple sequence alignments
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Carnitine/choline acyl transferases




L-CPTI RAT
L-CPTTI MOUSE
L-CPTT HUMAN

M-CPTI HUMAN
M-CPTI RAT
M-CPTI MOUSE

COT_RAT
COT_HUMAN
COT_BOVIN

CPTII RAT
CPTII MOUSE
CPTII HUMAN

CrAT HUMAN
CrAT MOUSE
CrAT RAT

ChAT MOUSE
ChAT PIG
ChAT HUMAN

469
469
469

469
469
469

323
323
323

368
368
368

339
339
339

330
330
438

Carnitine-Choline: Thr/Glu/Thr vs. Val/Asp/Asn

Malonyl-CoA regulation: Met vs. Ser l

a b

INAEHE
INAEHE
LEARHE

LNAEHE
LNTEHE
LNTEHE

CSCOHRPY
CNCDHAE
SHCDHRE

YHEEHE
YHEEHE
YHEEHE

LYYEHRAR

M?YEH!!!
I~!l1.l":r.’El-I!!!I

YYCEHE
YYCEHEP
YYCEHE

{DRAFP IVGHLWEYVMATDYEF

AP TYGHLWEYVMATDYFE

ADROIVAHLWEYVMS IDSL

ADAP IIGHLWEFVLGTDEF

AP IIGHLWEFYLATDTF

DAP IIGHLWEFVLATDTE

AMLMYNIAHYVDEELLE
AMIMYNISYYVDEKIEF'D
LYEVCYYVDENILE

VAYLRFFNEVERDSTY
VAYLRFFNEVERDSTY
VAVLRFEFNEVEKDETY

FPIVTLLDYVIEYTKK
PP IVALYDHVMEYTKK
PP IVALYDHVMEYTKK

IVLYQCTEHLLEHMMT
IVLYQCTEHLLEHMVYE
IVLYQCTEHLLEHMTY
HHHHHHHHH
H12

584
575
584

584
584
584

434
434
434

4381
4381
4381

445
4438
447

441
441
545

d

QACATYESH
QACATYESH
QACATYESH

RLYPTYES A

TREFQEGHVDN

RLYPTYES A

TREFHEGHVDN

RLYPTYES A

(L 3 1A

TREFQEGHVDN

Short vs. Long substrate: Gly vs. Met

TREASIF
TCPASIF
LREASVY

LRSASMD
TREASID
TREASTD

[RSATEE
[RSATEE

[RSATEE

683
683
683

683
683
683

540
540
540

586
586
586

550
550
550

5417
547
654

RL
RL
RL

RI
L
L

|

f

TPQQQVELFDFEKNPDYVSC
TPQQQVELFDFEKYPDYVSC
TPQQQVELFDLENNPEYVSS

IP(SOIRMFDPEQHENHLG
IPQFQICMFDEK)YENHLG
IPQFQICHMFDEKOYENHLG

s el i YLRIQGYYYELY
VLSTILYG. . .. .. .. nna s YTLRYOGYYYEMY
VI e e e YLRYOGVIMYEMY
I | e e B sy SPAVSLGEEFAPYY
IIL, B e R SPAVSLGEFAPYY
Vi A e SPAVNLGEEFARVY
HL VB s AKTDCWMFEGEYY
NL A T AKTDCWMFEGEYY
NL VE ks AKTDCYMEFGEYY
I, b e TGEYY
VL L TGEYY
VI g R e TGEYY
EEEEEEE EEE

E13 El4




Crystal s‘rr'lc‘rure (Hsiao et al, 2004; JB




¢Coémo comparar secuencias? - Resumen

-por pares

-alineamiento de dos
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