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Introduccion

¢ Multiple Sequence Alignment (MSA)

¢ Hemos visto cOmo comparar una secuencia con otra
(alineamiento de pares)

¢ Hemos visto cOmo comparar una secuencia con muchas
otras en una BD (muchos alineamientos de pares - BLAST)

¢ Ahora veremos cOmo comparar multiples secuencias
simultaneamente, no de dos en dos.



Motivacion

¢ Las secuencias bioldgicas a menudo se agrupan en familias
Genes relacionados de un organismo (paralogos)
Genes relacionados de distintas especies (ortdlogos)

Secuencias dentro de una poblacion (variantes polimorficas)

¢ Dos secuencias pueden tener un alineamiento no muy
bueno entre ellas, pero pueden alinearse via una tercera

Identificacion de familias y regiones conservadas



Definicion

¢ Un alineamiento multiple es una coleccion de tres o mas

secuencias de aminoacidos o nucledtidos parcial o
completamente alineados

Residuo: secciones homologas de las secuencias, en un sentido

¢ Evolutivo: presumiblemente provenientes de un ancestro comun

¢ Estructural: suelen ocupar lugares relevantes en la estructura 3D

beta globin NFRLLGNVLVCVLAHHF-GKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH-~-~-~~-~

myoglobin YLEFISECIIQVLOSKH-PGDFGADAQCGAMNKALELFRKDMASNYKELGFQG
neuroglcobin SFSTVGESLLYMLEKCL-GPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGWDGE- -~~~
soybean QFVVVKEALLKTIKAAV-GDKWSDELSRAWEVAYDELAAATKKA-~~~==~~

rice HFEVVKFALLDTIKEEVPADMWS PAMKSAWSEAYDHLVAATKQEMKPAE- -~ |

* -

[ NOTA: A veces se llama residuo a cada columna del alineamiento |

Secuencias
alineadas

Residuo



Pasos basicos

¢ Para hacer un alineamiento, generalmente necesitamos
seleccionar:

Las secuencias homologas a alinear
El software que utilice una funcidén de puntuacion 6ptima

Los parametros adecuados (fundamentalmente huecos)

¢ No hay un alineamiento perfecto

Las secuencias evolucionan mas rapido que las estructuras o
funcionalidades (la secuencia puede variar y la estructura o
funcion seguir invariante)



Usos tipicos

Dar informacion acerca de la funcion, estructura y evolucion de
una secuencia

Al conocer como se alinea respecto a un grupo de secuencias
Valido para analisis de genes, proteinas o poblaciones

Encontrar miembros distantes de una familia de proteinas

Es muy frecuente que estén distantes, y el alineamiento de pares
no suele ser lo suficientemente preciso para encontrarlos

Clasificacion y generacion de BBDD de proteinas una vez
secuenciado el genoma completo de un organismo

Primer paso (y el mas importante) en la generacion de arboles
filogenéticos



Alineamientos de
multiples secuencias

Introduccion

Algoritmos
Métodos exactos
Progresivos — Clustal
Iterativos - MUSCLE
Consistencia — T-Coffee
Estructura

Benchmarking
Visualizacion
Bases de Datos




Algoritmos

¢ Existen cinco aproximaciones algoritmicas distintas al MSA
Meétodos exactos
Alineamiento progresivo
Aproximaciones iterativas
Meétodos basados en la consistencia
Métodos basados en la estructura

¢ Las aproximaciones no son excluyentes
Las tres ultimas, por ejemplo, utilizan alineamiento progresivo



Meétodos exactos

¢ Se basan en programacion dinamica
Similar a un NW para alineamiento global de pares

¢ Aseguran un alineamiento Optimo, pero son lentos

No son factibles n1 en espacio ni en tiempo si tenemos mas de
unas pocas secuencias

Para N secuencias de longitud media L, el coste en tiempo es O
(2NLN)

¢ Se prefieren los métodos inexactos, mucho mas rapidos
Clustal W: O(N*+L?)
MUSCLE: O(N“+ NL?)
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Alineamiento progresivo

é “Progresivo”:
Calcula alineamientos de pares entre las secuencias consideradas
Elige el mejor alineamiento de entre ellos

Afiade progresivamente mas secuencias al alineamiento

¢ El programa de alineamiento progresivo mas usado es Clustal W
http://www.ebi.ac.uk/clustsalw
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Clustal

¢ C(lustal implementa el algoritmo de Feng y Doolittle, que consta de 3
fases

Alineamiento global 2 a 2 mediante el algoritmo de NW
¢ Las puntuaciones de similitud se traducen a una matriz de distancias

Se crea un arbol guia a partir de la matriz de distancias

Se crea el alineamiento multiple paso a paso
1. Haciendo alineamientos de pares pero segun las distancias

¢ Dos versiones:
ClustalW (linea de comandos)
ClustalX (interfaz grafica)
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Fase 1. alineamiento global de

¢ Ejemplo: cinco globinas muy conocidas, bastante distantes
NP_000509, NP_005359, NP_067080, 1FSL, 1D8U
Para 5 secuencias tendremos 10 alineamientos

Para 7 secuencias tendremos #n!//[2:(n-2)!] alineamientos
Las puntuaciones
Segh Name Len(aa) SeqB Nane Len(aa) Score se traduciran a

distancias para que

1 beta globin 147 2 ayoglobin 154 25 puedan usarse para
1 beta_globin 147 3 neuroglobin 151 15 generar el arbol

1 beta_globin 147 - soybean 144 13

1 beta_globin 147 S rice 166 2l

2 nyoglobin 154 3 neuroglobin 151 16

2 ayoglobin 154 - soybean 144 8

2 nyoglobin 154 S rice 166 12

3 neuroglobin 151 4 soybean 134 17

3 neuroglobin 151 S rice 166 18 1 Mejor

4 soybean 144 S ncls 166 43 alineamiento



Fase 1. alineamiento global de

¢ Conversion de similitud a distancia (Feng y Doolittle)
Sea §,,,; la similitud entre las secuencias 7y j

rea
¢ Sea S, ;) la media de las similitudes calculadas para las 2
secuencias aleatorizadas muchas veces (p. €j. 1000)

¢ Sea S, la media de las similitudes identidad:

S +95

S __ real(ii) real(jj)
iden(ij) — 2
S . +S
6 Sea Seﬁ(lj) _ real (ij) rand (ij) XlOO
Siden(ij) + Srand(ij)

La distancia entre las secuencias i yjes D, =-InS .
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Fase 2. Creacion del arbol guia

¢ La longitud de las ramas depende de las distancias

¢ Se unen las ramas de las secuencias con distancias mas cortas

e

{
beta_globin:0.36022,

myoglobin:0.38808,

(

neuroglobin: 0.39924, .
. = Formato Newick (.nwk)

(
soybean:0.30760,

rice:0.26184)

:0.13652)
:0.06560) ; ]
beta_globir: 0.36022
nwyoglobin: 0.38808
neuroglobin: 0.39924

soybean: 0.30760
rice: 0.26184

4
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Fase 3. Creacion del

alineamiento multiple

Se seleccionan las dos secuencias mas cercanas segun el arbol guia
Se realiza un alineamiento de pares entre ellas

Se seleccionan las dos secuencias mas cercanas siguientes

S1 ninguna coincide con las anteriores, se realiza su alineamiento
de pares

S1 alguna coincide, se aflade al alineamiento de pares, dando lugar
a un alineamiento de 3+ secuencias, o perfil

El alineamiento contintia hasta llegar a la raiz del arbol
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Fase 3. Creacion del

alineamiento multiple

beta_globin: 0.36022
myoglobin: 0.38808
neuroglobin: 0.39924
- soybean: 0.30760
L rice: 0.26184
v
beta globin -----=-==--- MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVD - - EVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFG- 47
myoglobin  c---------- MGLSDGEWQLVLNVWGKVEADI PGHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFK- 48
neuroglobin -----cec-m--- MERPEPELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFALEPDLLPLFQYNCR 47
soybean = = c--------- MVAFTEKQDALVSSSFEAFKANIPQYSVVFYTSILEKAPAAKDLFSFLA- 49
rice MALVEDNNAVAVSFSEEQEALVLKSWAILKKDSANIALRFFLKIFEVAPSASQMFSFLR- 59
. . . . * w
AV v
beta globin DLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLS- -~~~ ELHCDKLHEVDPE 102
myoglobin HLKSEDEMKASEDLKKHGATVLTALGGILKKKGHHEAEIKPLA- - - - - QSHATKHKIPVK 103
neuroglobin QFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAYTNVEDLSSLEEYLAS - - - LGRKHRAVGNVKLS 104
soybean - - NGVDPT- - NPKLTGHAEKLFALVRDSAGQLKASGTVVADAA - - - - LGSVHA P 101
rice - -NSDVPLEKNPKLKTHAMSVFVMTCEARAQLRKAGKVTVRDTTLKRLGATHLKYGNGDA 117
w .. . . -
beta globin NFRLLGNVLVCVLAHHF-GKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH------ 147
myoglobin YLEFISECIIQVLQSKH-PGDFGADAQGAMNKALELFRKDMASNYKELGFQG 154
neuroglobin SFSTVGESLLYMLEKCL-GPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGWDGE---- 151
soybean QFVVVKEALLKTIKAAV - GDKWSDELSRAWEVAYDELAAATKKA -~~~ == -~ 144 S
rice HFEVVKFALLDT IKEEVPADMWS PAMKSAWSEAYDHLVAATKQEMKPAE--- 166 - coincidencia
L . . ¥ . : coincidencia alta
: : ’ * coincidencia exacta




Interpretacion del alineamiento

¢ Hay una fenilanina muy conservada (flecha roja)

¢ Hay una histidina muy conservada (flecha hueca)
Regula el enlace hemo

¢ Hay otra histidina que a pesar de saberse que esta muy
conservada no se ha alineado bien (flecha negra)

¢ Ejercicio: realizad este alineamiento multiple mediante el
ClustalW del EBI: http://www.ebi.ac.uk/clustal W

18



ClustalW y huecos

¢ ClustalW sigue la politica: “una vez se encuentra un hueco,
siempre hay un hueco”

Cuando hay un hueco en un alineamiento, se fomenta que se
conserve en alineamientos posteriores

Da al alineamiento multiple una estructura de “bloques”

¢ Loytynoja y Goldman (2005) demostraron que
alineamientos con mas huecos (menos compactos)
coinciden mejor con la filogenia y la estructura de proteinas
conocidas como la globina
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Aproximaciones iterativas

¢ Calculan una solucién suboptima mediante un alineamiento
progresivo

¢ Luego modifican el alineamiento mediante programacion
dinamica hasta que la solucion converge

¢ En un alineamiento progresivo normal, una vez que
cometemos un error, no lo podemos corregir

La aproximacion iterativa soluciona esto

20



MUSCLE

¢ Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation

¢ Esun programa muy popular por su precision y rapidez
Alinea 1000 proteinas de tamafio ~300 en 21s

é http://www.ebi.ac.uk/muscle
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MUSCLE (3.6)

beta globin
myoglobin
neuroglobin
soybean
rice

beta globin
myoglobin
neuroglobin
soybean
rice

beta globin
myoglobin
neuroglobin
soybean
rice

multiple seguence alignment

\ 4
---------- MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVD-~-EVGGEALGRLLVVYPWTQRFFES-FG
----------- MGLSDGEVWQLVLNVWGKVEADIPCHGQEVLIRLFKGEPETLEKFDK~FK
------------- MERPEPELIRQSWRAVSRSPLEHCGTVLFARLFALEPDLLPLFQYNCR
~~~~~~~~~~ MVAFTEKQDALVSSSFEAFKANIPOYSVVFYTSILEKAPAAKDLFSF-LA
MALVEDNNAVAVSFSEEQEALVL.KSWAILKKDSANTALRFFLKIFEVAPSASOQMFSEF~LR

® *
.

v
DLSTPDAVMCGNPEVKAEGKKVLGAF -~ ~SDCGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKL

HLKSEDEMKASEDLEKEGATVLTAL-~-~-GGILKKKGHEEAEIKPLAQSHATKH
QFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVI~~~-DAANTNVEDLSSLEEYLASLGRKHRANGVKLS
NGVDP~~-~--TNPEKLTGEAEKLFALVRDSAGQLKASGTVVAD - ~~~AALGSVHA VTDP
NSDVP~-~-LERNPEKLKTHAMSVFVMTCEAAAQL RKAGKVTVRDTTLKRLGATHLEFGVGDA

*

NFRLLGNVLVCVLAHEFGKE-FTPPVQAAYORVVAGVANALAHKYH- ==~~~
YLEFISECIIQVLOSKEPGD-FGADAQGAMNKALELFRKDMASNYKELGFQG
SFSTVGESLLYMLEKCLGPA~-FTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGWDGE =~~~
CFVVVKEALLKTIKAAVGEDK~-WSDELSRAWNEVAYDELAAATKKA~ === ===
HFEVVKFALLDTIKEEVPADMWS PAMKSAWSEAYDHLVAATKQEMKPAE -~~~

*

¢ MUSCLE realiza el alineamiento de las globinas usando menos huecos,

pero sigue teniendo problemas con la histidina (flecha negra)

¢ Ejercicio: calculad el alineamientzcz) de las globinas mediante MUSCLE



Aproximaciones basadas

en la consistencia

¢ Esta aproximacion incorpora la informacion de las distintas
secuencias en la creacion de cada alineamiento de pares

En la primera fase de un alineamiento progresivo clasico, se
utiliza s6lo la informacion de dos secuencias para cada
alineamiento de pares

¢ Esta estrategia suele generar alineamientos de secuencia
mucho mas precisos, segun los estudios de benchmarking

¢ ProbCons y T-Coffee son los dos algoritmos mas conocidos
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T-Cofttee

¢ Tree-based Consistency Objective Function For alignmEnt Evaluation

Disponible en http://www.ebi.ac.uk/tcoffee

¢ Algoritmo

Calculamos todos los alineamientos de pares globales entre secuencias,
utilizando el algoritmo N'W, Y calculamos también los 10 alineamientos de
pares locales con puntuacidén mas alta

¢ Con estas puntuaciones damos pesos a cada par de nucleotidos/aminoacidos
alineados

Realizamos un alineamiento progresivo iterativo, utilizando dichos pesos en
la fase de refinamiento iterativo
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CLUSTAL FORMAT for T-COFFEE Version 5.13
v

beta globin ---------- MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVD--EVGGEALGRLLVVYPNTQRFFE-SFG

myoglobin  -----———--- MGLSDCEWQLVLNVWGKVEADIPCHGQEVLIRLFKGEPETLEKFD-KFK

neuroglobin -----—--——--- MERPEPELIRQSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFALEPDLLPLFQYNCR

soybean | -—-———————-- MVAFT-(“LPLVS SSFEAFKANIPQYSVVEYTSILEKAPAAKDLEFS-FLA

rice MALVEDNNAVAVSFSEEQEALVLKSWAILKKDSANIALRFFLKIFEVAPSASQMES-FLR
. . . . .. * *

v' v

beta globin DLSTPDAVMGNPKVKAHEGKKVLGAFSDELAELDNL---KGTF---ATLSELHCDKLHVOQP
myoglobin HLKSEDEMKASEDLKKEGATVLTAL---GGILKKKGHEEAE---IKPLAQSHATKHKIHV
neuroglobin QFSSPEDCLSSPEFLDEIRKVMLVIDAANTNVEDL---SSLEEYLASLGRKH-RAVGVHL

soybean NGVDP----TNPKLTCHEAEKLEFALVRDEAGOLKASGCTVVAD----AALCSVHAQKAVTOP
rice NSDVP--LEKNPKLKTHEAMSVEVMTCEARAQLRKAGKVITVRDTTLKRLCGATHLKYGVGOA
- .- . . - *
beta globin ENFRLLGNVLVCVLAHEF-GKEFTPPVQAAYQOKVVAGVANALAHKYH--——--
myoglobin KYLEFISECIIQVLOSKE-PGDFGADAQGAMNKALELFRKDMASNYKELGFQG
neuroglobin SSFSTVGESLLYMLEKCL-GPAFTPATRAAWSQLYGAVVQAMSRGWDG----E
soybean O-FVVVKEALLKTIKAAV-GDKWSDELSRAWEVAYDELAAATKKA-——==——~
rice E-FEVVKFALLDTIKEEVPADMWNSPAMKSAWSEAYDHLVAAIK QE---MKPAE
. . .. - * .

¢ T-Coffee consigue alinear mas correctamente las cinco globinas

¢ Ejercicio: realizad el alineamientzcs) multiple de las globinas con T-Coffee



Aproximaciones basadas

en la estructura

Primary structure
amino acid sequence

é Las estructuras terciarias evolucionan mas
lentamente que la estructura primaria

Por ejemplo, la beta-globina y la mioglobina
humanas tienen poca similitud (estan en la

“dimension desconocida”) pero sus :
estructuras estan claramente relacionadas Secondary structure

regular sub-structures

¢ Estas aproximaciones utilizan informacion sobre
la estructura 3D de una o mas de las secuencias

¢ Algunos implementaciones son PRALINE,
PipeAlign y Expresso (mddulo de T-Coffee)

Tertiary structure

three-dimensional structure

26 Quaternary structure
complex of protein molecules
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Benchmarking

¢ Hay 5 aproximaciones distintas al MSA
Y de cada aproximacion, multiples implementaciones
(Como determinamos su precision y rendimiento?

¢ Solucion: Comparar el MSA de nuestro método con el MSA
canonico de secuencias con estructuras 3D conocidas

Benchmark: alineamiento “perfecto” con el que comparar otros
Existen varios conjuntos de alineamientos de benchmark

¢ La “bondad” de un MSA se mide como un valor relativo al
benchmark elegido, calculando una funcion de puntuacion

28



Puntuacion de suma de pares

¢ Meétrica mas usada para comparacion con benchmarks

é Sea un alineamiento de N secuencias en M columnas

A,;... A;yson los residuos para la columna i

beta glcbin
myoglobin
neuroglcbin
soybean
rice

1 oo N

NFRLLGNVLVCVLAHHF -GKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH-~ -~~~ 1
LEFISECIIQVLQSKH-PGDFGADAQGAMNKALELFREDMASNYKELGFQG

SFSTVGESLLYMLEKCL-GPAFTPATRAAWSQLYCAVVQAMSRGWDGE- - -~

QFVVVKEALLKTIKAAV-GDKWSDELSRAWEVAYDELAAATKKA- - -

HFEVVKFALLDTIKEEVPADMWS PAMKSAWSEAYDHLVAAIKQE AE- -~ M
. . .. - . = .

29 residuos



¢ Sea un par de residuos 4,y 4,

& pjpe€s
1si 4,y A, estan alineados en nuestro alineamiento y en el de referencia

0 en cualquier otro caso
referencia
AELDNL===KGTF=---ATLSELHCDKLHV
GI Z.KKKGHHEAEJ---@’I.:’\C‘ﬂb’a IKHKI
INVEDL---SSLEEY SLGRKH-RAVGV
. AALGSVHAQKAVT

(ASGTVVAD---
KAGKVIVRDYTLKRLGATHLKYGVG

pijk:0

30
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¢ Para la columna 7, la puntuacion §; es:

N N
S; = 2 Epijk

j=1,j=k k=1

¢ Y para el alineamiento multiple completo:

¢ S, eslapuntuacion del propio alineamiento de referencia



Conjuntos de datos

de Benchmark

Database Reference URL

BAIiBASE Thompson et al. (2005) http:/ /www-bio3d-igbmc.u-strasbg.fr/
balibase/

HOMSTRAD Mizuguchi et al. (1998) http: / /www-cryst.bioc.cam.ac.
uk/~homstrad/

IRMBASE Subramanian et al. (2005) http://dialign-t.gobics.de/main

OxBench Raghava et al. (2003) http: / /www.compbio.dundee.ac.uk/

Software /Oxbench/oxbench.htm
Prefab Edgar (2004b) http: / /www.drive5.com /muscle /prefab.htm
SABmark Van Walle et al. (2005) http:/ /bioinformatics.vub.ac.be /databases/

content.html
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Conclusiones de los

estudios de Benchmarking

¢ Afadir mas homologos a un MSA mejora su precision

¢ Para grupos de secuencias con baja identidad la precision se reduce,
siendo especialmente grave con <25% de similitud

¢ Una secuencia huérfana es una proteina divergente respecto al resto
de su familia. Contra todo pronodstico, no estropean el MSA, sobre
todo s1 usamos alineamientos globales

¢ Generalmente, el alineamiento global es mejor que el local para
MSA, excepto

En proteinas con muchos grupos carboxilo o amino
En secuencias muy divergentes
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Logo de secuencia

¢ Representacion grafica de la conservacion de residuos

También llamado logo de consenso

¢ Parte de un alineamiento, y representa los residuos mas
grandes cuanto mas conservados estén

0.2

J'R;

0.1 '
0.0 ggﬁgég&é §§§&§g=g

-6 -5-4-3-2-1+14+2+3 +4

AccAUG

G



Logo de secuencia

¢ R;=logy(s) - (H;-¢,)
s es el n° de elementos (4 para nucledtidos, 20 para aminoacidos)
n es el n° de secuencias en el alineamiento

¢ H:eslaincertidumbre (o entropia) de Shannon de la posicion 1

— %k
H, = _2 /; *log, f,
/; es la frecuencia relativa del residuo en la posicion 1

é ¢, esuna correccion al tamafo
s—1

e =
2% In(2)* n




Como un logo de secuencia, pero:

1) La anchura de las columnas depende de la probabilidad de
que se pase por el estado principal correspondiente
2) Las barras rosas indican inserciones, su anchura depende de
la probabilidad de que se entre en su estado de insercion

mg —

e - “
N _Esai=A e L |
_ e — e | [ oS —|, —
==q:j'§.!'§-—'__ e = | [ || | —=— —
4 40 50 51 52 53 54 55 658 57 53 59 80 61 62 83 B84 65
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Bases de Datos

¢ Veremos algunas BBDD que almacenan informacion de
familias de proteinas, juntos con sus MSA correspondientes

¢ Suelen ser BBDD consultables por secuencias o por texto
(nombres de proteinas, de familias, dominios, etc.)

¢ Algunos ejemplos
Pfam
SMART
CDD
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¢ Protein Family Database

Coleccion de familias de proteinas, cada una representada por
uno o mas MSAs y perfiles HMM creados mediante HMMER

Se basa en los datos de Swiss-Prot y SP-TrEMBL

¢ Aproximadamente cubre el 75% de sus entradas (2007)

¢ Desarrollado por el Sanger Institute (UK)
http://pfam.sanger.ac.uk/
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Family: Globin (PF00042)

Summary
Domain organisation
Clans

Pfam: globinas

. e
- it | = -
22 architectures 3942 seguences 10 Interactions 1699 species 1685 structures

[Alignments

HMM logo

Trees

Curation & models
Species
Interactions
Structures

Jump to... L

[emer oo |G

Alignments

There are various ways to view or download the sequencs Slicomro=ts thonb sein aboua Mawe oo
family, or you can look at a plain text version of the sequ it () http://pfam. sanger.ac.uk/famlly/ahgnment/downIoad/format?format—fasta&alnType —seed&a& D

View options

Alignment:

(® Seed (74)
O NCBI (6544)

A

Viewer: | jalview
Formatting options
Alignment: () Seed (74)
Format: [ Selex &)
Order: (® Tree

L T T L

File Edit Select View Format Colour Calkulate Help
10 6'0
GLB_PSEDC/21-134
GLE_ASCSU/21-134
GLEC_NIPER/21-135
GLBH_CAERL/10-119
GLEZ_NIPER/16-114
GLBH_TRICQ/30-132
GLE4_LUMTE/11-120
GLE3 TYLHE/§-117
GLE4_TYLHE/§-117
GLE1_TYLHE/7-1110
GLBZ_TYLHE/9-115
GLEZ_LUMTE/§-114
GLE_TUBTU/6-112
GLE3_LAMSP/7-113
HMP_ECOLI/6-103
BAHG_VITST/6-103
GLB1_PARCHA17-123
GLE1_CALSQ/5-105

nnnnn§<—:

GLEZ2_CALSQ/5-108 I AA

Sequence: () Inserts lower case
Gaps: | Gaps as "." or "-" (mixed) ¥
Download/view: () Download
Generate

Download options

Very large alignments can often cause problems for the
download a gziprf-compressed, Stockholm-format file col

You can also download a FASTA format file containing th:

The main seed and full alignments are generated using §
NCBI sequence database and the "metaseq" metagenon

Conservation

Consensus

41
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¢ Herramienta de busqueda de homologos de proteinas en BBDD
Toma como entrada un alineamiento multiple de proteinas
Construye su perfil HMM

Busca en BBDD por homoélogos que coincidan con el perfil HMM, y
los alinea.

¢ En esencia es una herramienta similar a BLAST, pero con un
fundamento estadistico mas potente

A partir de HMMER3, presumiblemente tan rapido como BLAST

HMMER

biosequence analysis using profile hidden
Markov models
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¢ Simple Modular Architecture Research Tool

¢ BD de familias de proteinas implicadas en sefiales celulares,
dominios extracelulares y la funcidn de la cromatina

¢ Como Pfam, usa perfiles HMM creados mediante HMMER

¢ Mantenida por EMBL
http://smart.embl.heidelberg.de
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¢ Conserved Domain Database

¢ Herramienta para busquedas por secuencia o texto en Pfam
o SMART

Con el proposito principal de identificar dominios conservados

¢ Para ello utiliza RPS-BLAST, un método mas sensible que BLAST
(ver tema de BLAST)

¢ Mantenida por el NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml




InterPRO

¢ Recurso que integra la mayoria de las BBDD de alineamiento

Cada BD usa un algoritmo y unos meétodos de busqueda distintos
¢ Unos usan HMMs, otros se centran en dominios, otros en motivos...

Esta BBDD integrada facilita la exploracion de las caracteristicas de
una proteina desde multiples puntos de vista

¢ El proyecto es un esfuerzo coordinado de ocho centros de
investigacion, siendo los principales el EBI y Sanger

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

¢ Contiene alineamientos de Pfam, PROSITE, PRINTS, ProDom,
SMART y TIGRFAMs
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Alineamientos de
multiples secuencias

Introduccion

Algoritmos

Benchmarking

Visualizacion

Bases de Datos

MSA de secuencias genomicas
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MSA de secuencias genomicas

¢ Cada vez hay mas genomas secuenciados

Compararlos puede ser util para encontrar regiones que han
cambiado dentro de un linaje (seleccion positiva) o que se
conservan (seleccion negativa).

¢ Se utilizan modificaciones del alineamiento progresivo

Tratando de adaptarse a las particularidades del alineamiento
de secuencias genomicas
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Diferencias con el MSA

convencional

¢ En el MSA convencional, comparamos muchas secuencias
(100-1000) cortas (<1000 residuos)

En MSA genomico, comparamos pocas secuencias (varias
decenas) con longitudes de millones de pares.

¢ Al comparar genomas de organismos muy distintos,
encontramos islas bastante conservadas separadas por
regiones muy poco conservadas.

Esto va a llevar al concepto de “anclajes” que veremos luego.
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Diferencias con el MSA

convencional

Los genomas eukariotas estan llenos de elementos repetitivos (por
ejemplo, transposones) que ocupan regiones sustanciales del
genoma.

También existen recolocaciones (deleciones, duplicaciones,
inversiones, translocaciones) que atafien a millones de pares.

El MSA para genomas debe adaptarse a estas dos peculiaridades

Ademas, todavia no existen datos de Benchmark para controlar la
calidad de los alineamientos
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Algoritmos

¢ Los algoritmos mas usados para MSA gendmico son:

TBA divide el genoma en bloques de secuencias que alinea
mediante programacion dinamica con MULTIZ

MLAGAN usa un alineamiento progresivo tipo ClustalW. Es una
evolucion del algoritmo LAGAN (alineamiento de pares)

MAVID usa también alineamiento progresivo al que se han
afladido varias optimizaciones para secuencias genodmicas largas

¢ ElIUCSC Genome Browser provee MSAs de ADN gendmico para
muchas especies, mediante estos tres programas.
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Ejercicio

¢ Continuamos con el gen propuesto como “nuevo” en la
sesi0n anterior

Buscar mediante BLAST secuencias homologas en su especie

Realizar un estudio con distintos alineamientos multiples de
secuencia (distintos programas y parametros), discutiendo los
resultados

¢ En el proceso, puede decidirse argumentadamente eliminar o
anadir secuencias homologas al alineamiento.

51



Resumen

El alineamiento multiple de secuencias (MSA)
es el proceso por el que todos los miembros de
una familia de proteinas o ADN se agrupan
juntos

Las filas corresponden a secuencias, y las
columnas a residuos, los residuos ahneados en
la misma columna 1mp11can un ancestro
comun y/o una posicidon compartida en su
estructura 3D

Existen una gran cantidad de herramientas y

aproximaciones al problema. La mayoria de
ellas funcionan muy bien con secuencias
similares (>40%) pero para secuencias
distantes los resultados pueden variar mucho,
sobre todo respecto a los huecos
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Para un usuario normal, se recomienda
realizar MSAs con distintos programas,
variando los parametros de busqueda (sobre
todo con la penalizacion de huecos)

Los algoritmos de MSA estan cambiando con
la tecnologia, enfocandose ahora en el analisis
de secuencias de ADN genémico, donde
todavia no hay benchmarks para decidir cual
es la mejor opcion

Es una tendencia extendida el uso de bases de
datos de MSAs (Pfam, InterPro),
acompafiadas de anotaciones de expertos, y
con un enfoque en la integracion de recursos



Preguntas para debate

¢ Feng y Doolittle introdujeron la regla de “una vez que hay
un hueco, siempre hay un hueco”, indicando que las dos
secuencias mas parecidas que se alinean inicialmente deben
tener mas peso en la asignacion de huecos. jPor qué es
necesario introducir esta regla?

¢ /Cuales son algunos de los problemas asociados con adaptar
los programas de MSA a grandes regiones de ADN
genomico?
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