-para buscar genes:

-ESTs.

-ADN genomico.
-para estudios de genetica poblacional (SNPs).
-para comparar secuencias no codificantes.




Durante la evolucion las secuencias divergen por:
-mutaciones
-inserciones y deleciones
-barajado de dominios

RPE YEAST & IAPSIL----ASDFANLGCECHKVINAGADWLHIDVMDGHFVENITLGQP

RPE MYCPN 10 IAFSLLPLLHOFDREKLL----EQFFADGLRLIHYDVMD-HFVDNTVFQGE
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DOT PLOT: VISUALIZACION DE LA SIMILITUD
ENTRE DOS SECUENCIAS
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COMPARACION DE DOS ATPASAS DE PECES

ATPases lamprey | dogish




mouse P55 f Omosophila ayeless

%,
RS
\\ PAPA_ CARPA /ACTN_ACTCH
g by “ . 5
L ™ "'
"h\. -
: W T oy
b b \.': % %
'y 5 '\‘ . .
< N : N\,
% . . "

Figure 4.2a: Alignment of papaya papain and kiwi fruit actinidin with the cormesponding dotplot.




El DOT PLOT permite una visualizacion rapida
de la similitud entre dos secuencias

Inconvenientes:
No identifica directamente los fragmentos similares

No permite cuantificar el grado de similitud

Ventajas:
Nos muestra inversiones y estructuras repetidas

Computacionalmente eficiente
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Figure 4.2d: Alignment of papaya papain and 5. sureus staphopain, with the corresponding dotplot. The alignment
is not derivable from this dotplot.



ALINEAMIENTO:

ALINEAR DOS SECUENCIAS CONSISTE EN IDENTIFICAR
LAS CORRESPODENCIAS RESIDUO-RESIDUO ENTRE

AMBAS

EL ALINEAMIENTO ES LA HERRAMIENTA BASICA

EN BIOINFORMATICA
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An uninformative alignment

-t &2 t 2 a bt m == - =
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An alignment without gaps El g = g
-t &2 Tt a2 a Tt
An alignment with gaps gcoctga—~a - - cg
- — C E a T a & T =
And another getrg-aa~=c=g
— ot at aat o -~

necesitamos criterios para distinguir entre
Buenos alineamientos y malos alineamiento



Distancia de Hamming: dadas dos cadenas de
igual longitud, se define como el niumero de
posiciones no coincidentes (mismatches)

Distancia se Levenshtein: dadas dos cadenas, no
necesariamente de la misma longitud, se define
como el nuUmero de operaciones de edicion
(insercion, delecion, alteracidn) necesarias para
convertir una en otra



For example:

agsc

Hamming
[ i - | .
E distance =
2
—tcC )
=gTE= Levanshtein
cgotca

distance =
3



Scores

Las distancias son medidas de la disimilaridad
entre secuencias

El score es una medida de la similaridad entre
secuencias

El score tiene introducir una penalizacion por
introducir espacios (gap penalty)

La puntuacion asignada a residuos coincidentes
no tiene por qué ser igual en todos los casos, y
dicha puntuacion deberia tener un sentido bioldgico



R
Mouse IVGGYNCEENSVPYOVSLNS----- GYHFCGGSLINEQWVVSAGHCYK--=----- SRIQV
Crayfish IVGGTDAVLGEFPYOLSFOETFLGFSFHECGAS IYNENYATITAGHCVYGDDYENPSGLO T

*

Mouse RLGEHNIEVLEGNEQFINAAKIIRHPQYDRKTLNNDIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTA
Crayfish  VAGELDMSVNEGSEQTITVSKIILHENFDYDLLDNDISLLKLSGSLTFNNNVAPIALPAQ

#S -Sﬁ
Mouse PPATGTECLISGWGNTASSGADY PDELOCLDAPVLSQARKCEASYPG-KITSNMFCVGEFLE
Crayfish  GHTATGNVIVTGWG-TTSEGGNTPDVLQOKVTVPLVSDAECRDDYGADEIFDSMICAGVPE

S=5
o+ | I
Mouse GGEDSCOGDSGGEPVVCNG----0QLOGVVSWGEDGCAQENEPGVY TEVYNY VEWIKNTIAAN
Crayfish GGKDSCDGDSGGPLARSDTGSTYLEEIvSWGYGCARPGYPGVYTEHSYHEDWIKENHU——

Figure 8.1. Conserved positions are often of functional importance. Alignment of trypsin
proteins of mouse (SWISS-PROT P07146) and crayfish (SWISS-PROT P00765). Identical resi-
dues are underlined. Indicated above the alignments are three disulfide bonds (—s-35-),
with participating cysteine residues conserved, amino acids side chains involved in the charge
relay system (asterisk), and active side residue governing substrate specificity (diamond).




Observacion: hay aa's con propiedades fisico-quimicas similares:
-aa's acidos: D, E.
-aa's basicos: K, R, H, ...
-aa's hidrofobicos: L, |, W, ...
-aa's con estr. similar: Y -P, | -L, D -N, E -Q,...
-eficC.

Objetivo: utilizar esa informacion para mejorar el alineamiento.

¢ Como pasar del conocimiento general que aa's se parecen a una
estimacion mas precisa, cuantificada?

. Que sustituciones se toleran mas en la Naturaleza?




L [V|F |Y |W

I

-
o =
@D
= »
(@)
e} o
=
e
N |
e
o o
o
o =]
=
..__..__lm ]
. %
- Z,
@D
w 4]
XS <

P

-'a,iihe'a'rnientos.




6

-2

-5 12

-4 -4

-2

-1

o 1 -3

-3

-2 -2 -2 -2 -3 -2

-2

-4 -2

-3 -4 -6 -2 -3

-3

-2

0 -2 -3

-2

-2

-5 -1 -2 -3

0 -2 -3

-1

-5 -2

-3 -6 -4 -5 -5

-4

-3

-5

0 -2 -3 -1 -2

-1 0

0

0 -1 -3

0

-2 -3

1 -1-1-3 0

0

-1

0

-2 0 -1 -3

0

0 0 -2 -1

-1

-5 17

-3 -4 0 -6 -2

-5 -2

-7 =3

-4 -7 -8 -5 -7

2

-6

0 10

-3

-5 -3

-4 -2 7

0 -1 -1

0 -4 -4 -5

-4 -2 -4

-3

-6 -2

0

2 -1 -1 -1

-2

-2 -2 -2 -2 -2 -2 -1 -2

0

R

Cc

I|-1 -2

L

F

Y

\'

L K M F P 58 T W Y V

I

A R N D C Q@ E G H

Figure 8.7. The PAM250 scoring matrix.
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Figure 8.8. The BLOSUM®62 scoring matrix.



¢Cual es la mejor ruta entre Malmo y Tromso?

Algoritmos de programacion
S dinamica
3 > '.._I-l -lﬂf ‘“ ’f’ i

- - | »
TR S L
S N

-

Needleman, S. B., and Wunsch, C. (1970). A general method applicable to the search for
similarities in the amino acid sequence of two proteins. J. Mol. Biol. 48, 443-453.

-

el I
[e

global

Smith, T. F., and Warman, M. S. (1981). Identification of common molecular subsequences.
J. Mol. Biol. 147, 195—197.

local



90 PLAU 137 90 PLAU 137

PLAT
PLAT

72
72

PLAU 90 EPEKEVEDHCSEKHSPCQOKGGETCVNMP--SGPH-CLCPQHLTGNHCOKEK---CFE 137
PLAT 23 ELHQVPESNCD----CLNGGTCVSNEYFSNIHWCNCPKEFGGOHCEIDKSETCYE 72

Figure 8.5. Dot-matrix, path graph, and alignment. All three views represent the align-
ment of the EGF similarity domains in the human urokinase plasminogen activator (PLAU;
SWISS-PROT P00749) and tissue plasminogen activator (PLAT; SWISS-PROT P00750) proteins.
(a) The entire proteins were compared with dotter and an enlargement of the small region
corresponding to the EGF domain is shown here. (b) The path graph representation of the
alignment found by BLASTP. (c) The BLASTpgp alignment represented in the familiar text
form.



Esquema de Pesos

[ 4] residuos iguales

[ 2] residuos del mismo tipo
[-3] Resto.

iGap: -5

eGap: -2

Mejor alineamiento:

TCAGACGATTG

ATCGGA--GCTG
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Figure 8.3. Modular structure of two proteins involved in blood clotting. Schematic
representation of the modular structure of human tissue plasminogen activator and co-
agulation factor XIl. A module labeled C is shared by several proteins involved in blood
clotting. F1 and F2 are frequently repeated units that were first seen in fibronectin. E is a
module resembling epidermal growth factor. A module known as a “kringle domain” is
denoted K.




Coagulation Factor XIlI (F12)
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Figure 8.4. Dot matrix sequence comparison. Dot matrix comparison of the amino acid
Mf human coagulation factor Xl (F12; SWISS-PROT P00748) and tissue plasmin-
ogen activator (PLAT; SWISS-PROT P00750). The figure was generated using the dotter pro-
gram (Sonnhammer and Durban, 1996).



Trata de obtener el mejor
alineamiento
superponiendo las
secuencias completas.

Solo se debe utilizar
cuando las proteinas son
homologas en toda su
extension (tienen los
mismos dominios)

Halla aguellos trozos de las

= ocuencias que
superpuestos resultan en
una puntuacion maxima.

dominio tipo A dominio tipo B

dominio tipo A dominio tipo C . ,
dlineamiento

local

alineamiento
global

)
o G e owmm



Observacion: ademas de sustituciones pueden ocurrir inserciones y
deleciones.

Objetivo: utilizar esa informacion para mejorar el alineamiento.

Problemas a resolver:
+ ¢ Como penalizar los INDELS (los gaps)?

- Las formas de alinear dos secuencias incluyendo gaps son enormes
=> problema computacional.




An Essenttial Guide fo the Basic Local Alignmentt Search Tool

G!REILLY- lar Korf, Mark Yandell & fosepdy Bedell




Observaciones:
- Complejidad algoritmica de la programacion dinamica: NxM
(N y M son las longitudes de las dos secuencias a alinear)

+ Conocemos la secuencia de 1,5 millones de proteinas y la de unos 22
millones de ADN (28.000 millones de pdb).

Problema: la programacion dinamica es demasiado lenta para buscar homologos en
las bases de datos.

Solucion: aplicar heuristicas (truquillos) para aumentar la velocidad:
- tablas de dispersion.
- k-tuplas.
+ busqueda en las diagonales mas probables.

: truquillo que, aunque no garantiza la solucion optima, en la mayoria de los
casos funciona.
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TABLE 8.3. Nucleotide Sequence Databases for use with BLAST

Database Description

nr Nonredundant GenBank, excluding the EST, STS, and GSS divisions
month Subset of nr, which 1s new or modified within the last 30 days
est GenBank EST division (expressed sequence tags)

SIS GenBank STS division (sequence tagged sites)

higs GenBank HTG division (high-throughput genomic sequences)
gss GenBank GSS division (genome survey sequences)

ecoli Complete genomic sequence of E. coli

veast Complete genomic sequence of §. cerevisiae

drosoph Complete genomic sequence of D). melanogaster

milo Complete genomic sequences of vertebrate mitochondria

alut Collection of primate Alu repeat sequences

vector Collection of popular cloning vectors




Digtribution of 50 Blast Hils en the Query Seguence

|Mouse—ouer to show deflive and scores. Click to show alignments

Color Key for Alignnent 5Scores

<40 40-50

1_21019m
0 50 100 150 200

Scorce E
Sequences producing significant aligmments: {bits) walue

gi|1173139| sp|P46963 | RPE_YEAST FRIBVLOSE-FHOSFHATE 3-EFIMERA. .. 478  e-135
gi| 18203210 sp| 0SLOZS |RPE_STRCO Ribulose-phosphate 3-epimer. .. 134 1g-49
gi| 18269361 sp|F71676 | RPE_MYCTV Ribulose-phosphate 3-epimer. .. 184 le-45
gi| 17380276 sp| 09CCPI | RPE_MYCLE Ribulose-phosphate 3-epimer. .. 180 2e-45
Gi| EE47758 | sp| 024557 |BPE_EBACSY Ribulose-phosphate Z-epimera. .. 170 Je-42
gi| 2829613 | sp|P74061|BPE_s¥H¥E Ribulose-phosphate 3-epimera. .. 1g2 Te-40
gi| 6226024 |sp| 067038 |FPE_AQUAE Ribulose-phosphate F-epimera, .. 158 1e-38
gi| 24939728 |sp| 043843 | RPE_S0LTVY Ribulose-phosphate 3-epimera. .. 155 Be-38
gi| 6647759 | sp| 066107 | RPE_TREPA Ribulose-phosphate Z-epimera. .. 155 Je-38
gi| 6094113 | sp |P51012 |RPE_PHOCAR Ribuolose-phosphate 3-epimera. .. 154 2e=37
gi| 116923287 | sp | P22EE1|BPE_ECOLT ERibulose-phosphate Z-epimera. .. 152 Se-37
gi| 2505911592) =p| 08K940 | RPE_BUCAP Ribulose-phosphate 3-epimer. . 181 9e-37

|_>g:i.| 18203210 sp| Q3LOZS | RPE_STRCO Ribulose-phosphate I-epimerase (Pentose-S-phosphate
{FFE) (RSF3E)}
Length = 228

sScore = 194 bits (492% Bxpeckt = 1e-49
Identities = 1017225 (44%), Positiwves = 1427225 (63%), Gaps = 197225 (8%

omeryp: &  IAPSILASDFANLGCECHEWIHAGADWLHIDVMDGHFWPHITLGOPIVTSLERSVPRPGD 65
I FSILH+DFA L E ¥  GADWLH+DVMD HFVPH+TLG P+¥ SL R+ F
sbjot: & INFSILSADFARLADEAFAV - ~EGADWLHY DVMDAHFVPHALTLG WPV VESLARATDTR -~ &0

Query: ASHTEFFFTAFFD CHMMVENFPEFWVDDFAKCGADOFTFHYEATODPLHLVFLIKSKGIFA 125
DCH+M+E Ph+wr + + GR TFH ER P+ L + I#+KG +R
shjct: LOCHLMIEAPDEWAPOYVEAGAG SYTFHAEAAAAPWELARETRAKGARA 109

Query: ACATFPGT SWDWLFELAPHLDMALVHTWER 6F G G 0¥ FMEDMMPEY ----ETLRAFKFFHLH 181
+ RAHEP T Wt +L P LDM LHITVEFGFGGQ F++ M+PEF E ++ L
Sbjot: SMALFFATFVEPYEDLLFELDHMLLINTVEF 6F GG OAFLDIMLFFIRRTRELIFFHGLELW 163

query: IOVDGGLGFETIFFAAFAGARVIVAGT SVFTAADFHDVI SFMKEE 226
+OVD e+ TI + A AGR+Y VAG++T+ A+DP + +  ++ +
Shjct: LOWD G6W SAATIERCADAGADVFVAGSAVY GASDPAEAVRALRTO 214




Para un score X, la probabilidad de observar un
score =X es:

P(score=x)=1-exp(-ke*x)

P<10-100 exacto
casi idénticas
10-100 =1 (-50
” relacionadas
i 10-50 =1Q-10
e
= Relacion distante
= 10->=101
@
L
B P<10-! Probablemente no
g relacionadas
=
°
o
=
-
-
ya

Distribucidon de valor extremo

Optimal local alignment score



Z-score = (score-media)/dev estandar

Z=0 Similitud
observada
equivalente a la
aleatoria

Z=>5 Probablemente

significativo




E-value de un alineamiento encontrado en una base de datos,

es el numero esperado de secuencias que por azar dar un score
igual o mayor al obtenido. Resulta de multiplicar P por el tamano
de la base de datos

E<0.02 Probablemente
homologas

0.02<E <1 | No descartar
homologia

E>1 Indistinguible del azar




- Con bases de datos grandes....

- Lo mejor: el propio criterio.

- La prueba definitiva de la homologia: el alineamiento multiple, buscar con
metodos mas sofisticados (p.e. PSI-BLAST), la estructura de las proteinas, etc.

- En cuanto a los filiros, lo mejor es probar con y sin filtrado y determinar si en el
caso concreto resultan utiles.




Interpretacion del nivel de similaridad entre
dos protéinas

<45% Muy probablemente
Idéntica funcidn
45-25% Alta probabilidad de
Estructura y funcion
similar

18-25% Zona difusa

<18% Indistinguible del azar




