Similarita, omologia e identita fra sequenze proteiche

Identita grado di corrispondenza esatta fra due sequenze proteiche allineate (tenendo
anche conto di GAP ). (gap = lacuna)

| > 25% implica simili funzioni 18 < | > 25 (grey area) possibile similarita

(NB 2 sequenze casuali con > 100 residui possono avere un’identita > 25%)

Similarita grado di somiglianza generale fra due sequenze (tiene conto di gap e AA simili)

Omologia discendenza da una sequenza ancestrale comune

identita vs. similarita
identity — exact match fra due sequenze nucleotidiche o peptidiche (considerando gaps)

similarity > assomiglianza fra due sequenze maggiore di quella possibilmente casuale.




Metodi per confronto di sequenze basati su identita r similarita

e L'allineamento di sequenze € un metodo bioinformatico per confrontare due o piu

sequenze amminoacidiche o nucleotidiche.
METQGKKLKRNHGPPGLFVDRTYNSTWKKSVLGQILW

PE=0EE=0 1 Peee=renne=reenl i
MESQGKRL I'VNNGPPG I FVDRTFNSTWKY IKLGQILW

e Permette di individuare regioni identiche o simili che potrebbero avere relazioni
filogenetiche (evolutive) e/o funzionali e strutturali.

e Questo metodo e anche molto utile per determinare se una sequenza di interesse e
presente nelle database di sequenze conosciute, oppure se esiste una sequenza simile in
un altro organismo.

Query sequence Database Best alighnment
VETQGKKLKRNHGPPOLFVORTYNSTUKKSVLGQILI  msumusvussisecumsuriorsauara,  JETQOKKLKRNHGPPOLFVDRTYNSTUKKSVLGQILI  (UETY
LCATYDDRETFDAYVGELMARHERDHVKVPNDVWNHFWEHFIEF =111zl NIIEIIIE 111 .
tesK MESQGKRL IVNNGPPGIFVDRTFNSTWKY IKLGQILW  SU bj ect

TTLDEPTKHAWQEIGKEFSHEISHHGRHSVRDHCMNSLEYIAIGDK
EHQKQNGIDLYKHMFEHYPHMRKAFKGRENFTKEDVQKDAFFVN
KDTRFCWPFVCCDSSYDDEPTFDYFVDALMDRHIKDDIHLPQEQ
WHEFWK

LFAEYLNEKSHQHLTEAEKHAWSTIGEDFAHEADKHAKAEKDHHE
GEHKEEHHKLGGENAMKAAVPLFYKKVLADERVKHFFKNTDMDH
QTKQQTDFLTMLLGGPNHYKGKNMT

EAHKGMNLQNLHFDAIIENLAATLKELGVTDAVINEAAKVIEHTRK
DMLGKTINIKATVPVLKEHGVTITTTFYKNLFAKHPEVRPLFDMGR
QESLEQPKALAMTVLAAAQNIEN

LPAILPAVKKIAVKHCQAGVAAAHYPIVGQELLGAIKEVLGDAATD
DILDAWGKAYGVIADVFIQVEADLYAQAVEQELLGAIKEVLGDAAT
DDILDAWGKAYGVIADVFIQVEADLAQAVE

EPTKHAWQEIGKEFSHEISHHGRHSVRDHCMNSLEYIAIGDKEHQ
KQNGIDLYKHMFEHYPHMRKAFKGRENFTKEDVQKDAFFVNKDT
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Identita e similarita di sequenza vs omologia - il ruolo dei GAP

METQGKKL I VNHGPPGLFVDRTYNSTWKK KLGQLWDKRRGITKLVNSTK IDENTITA SIMILARITA
PR TRRE=TRR=0nnnr el 1t
MESQGKRL IVNNGPPG I FVDRTFNSTWKY IKLGQILWDKRGGITKLVNSTK  44/51  48/51

(verosimilmente omologhe)

METQGKKLIVNHGPPGLFVDRTYNSTWKKIKLGQILWDKRRGITKLVNSTK

PRzl ===t Pz 1=l
MESEGRRL IVNNGGPG I FVERTFDSTWKY IKLGK ILWDKKGGITKLVQSTK 36/51  46/51

(verosimilmente omologhe)
METQGKKL I'VNHGPPGLFVDRTYNSTWKKIKLGQILWDKRRGITKLVNSTK

FRLEE TRRREEEE PR Pe=neeeed beer el vertiin
METQG IKL 1VNHGPWGLFVDRTKNSSWKK IKLKQILWRKRRGATKLVNSTK  44/51  45/51

(verosimilmente omologhe)

METQGKKL IVNHGPPGLFVDRTYNSTWKKIKLGQ I LWDKRRGITKLVNSTK

LEERD RRERE 00 RRRRen Rh=0iennn teer el 1
METQG I KL 1 YNGBRBGEVDBRKNESBHKKKKKROLWRRRRASARKUNETKEG 134551 17/51

™ (verosimilmente omologhe)

GAP



Come si determina la similarita — fattori genotipici e fenotipici

probabilita

Lys (K) = Arg (R) Gen Fen

AAA  CGA CGC
AAG  CGU CGG
AGA AGG ¥ ™

Phe (F) = Trp (W)

-2 Tyr (Y)
Uuu UGG ~v
UuUC UAU [ ~V]
UAC 1 ~¥]

Phe (F) = Gly (G)

UUU - GGU GGC

Major forms of mutation are:
jor forms of uuC GGA GGG
Point mutation
Silent (synonimous) substi.tution.s - change nucleotide sequence le () > Lys (K)
(genotype) but not the amino acid sequence (phenotype)
Nonsilent (nonsynonymous, missense) substitutions - change AA seq
(nonsense) substitutions - AA > stop AUU > AAA V]
Insertion/deletion (indel) — addition/removal of whole triplet AUC AUG

AUA



Metodi per misurare la similarita di sequenza

Sequenze proteiche

Distanze “genetiche” basandosi su modelli di come si evolvono le sequenze amminoacidiche
- matrici “Point Accepted Mutation" (PAM) (anni 1970)
- matrici BLOSUM (Blocks Substitution Matrix)

Gene duplication (fattore complicante) un organismo puo avere due o piu sequenze geniche
derivate da un unico gene ancestrale che si € duplicato (geni paraloghi).

Tempo di evoluzione 2>
Speciazione e diversificazione genetica
50MY 40MY 20MY

< Geni paraloghi>
gene gene geni Specie 2

ancestrale duplicato diversificati - -
B - -
Specie 0 Specie 0 Specie 1 - -

< Geni paraloghi~> Specie 3

ortologhi

& Geni 2

Paralogo: geni nello stesso organismo che derivano da un gene duplicato e poi diverisficato
(le proteine codificate possono avere funzioni diverse avendo seguito un percorso evolutivo diverso)

Ortologo: dovuto a speciazione - gene in diverse specie che deriva da uno dei due geni duplicate,
che continua a diversificarsi in nuove specie (in genere la proteina codificata mantiene strutture e
funzione simili nelle diverse specie)



“Pairwise alignment” and “Substitution matrix”

IRIRiiinn H

BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix). Matrici statistiche di frequenza intrinseca dei residui
e probabilita che un residuo si trasformi in un altro (fra le 210 possibili paia di sostituzioni per
i 20 amino acidi proteinogenici).

BLOSUMG62 = matrice

per protein fino al 62% > 3 = *

di identita > 1 = :
0 =.

Piu alto il mumero di BLOSUM 62 < 0 =

matrice piu simili sono
le protein confrontate




“Pairwise alignment” and “Substitution matrix”

J [ I | |

PAM (Point Accepted Mutation) Matrix: Probabilita che un residuo amminoacidico si trasformi
in un altro mediante i normali processi di mutazione, tenendo conto anche di sostituzioni
multiple in una posizione.

(# = STOP)
\%

PAM30 basata sul confronto di
sequenze con
30 mutazioni / 100 residui

PAM70 basata sul confronto di
sequenze con
70 mutazioni / 100 residui

Piu alto il numero PAM
piu distanti evolutivamente
sono le sequenze confrontate



SCORE - punteggio grezzo
Bit-SCORE - punteggio normalizzato

E-value - probabilita che lo score
sia dovuto a identita/similarita
casuali



Sequence alignment tools




GLOBAL ALIGNMENT confronta l'intera sequenza di una proteina (query) con le
seqguenze presenti in una banca dati (lento ma piu preciso)

LOCAL ALIGNMENT confronta una piccolo parte della sequenza con le sequenze
presenti in una banca dati. Poi estende dai lati della sequenza locale (veloce ma meno
preciso, adatto a metodi euristici)

MULTIPLE ALIGNMENT confronta sequenze multiple, portando anche ad una relazione
filogenetica tra le sequenze

BLAST (metodo euristico) (Basic Local Alighment Search Tool) confronta una
sequenza proteica o nucleotidica nota (query sequence) con tutte le sequenze presenti
in una banca dati e trova quelle piu simili. Usa matrici di similarita fra AA per decidere il
grado di similarita. Usa brevi sequenze, tipicamente di 3 AA o 11 nucleotide per
allineamenti locali (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi )

FASTA (altro metodo euristico) usa un approccio aprossimativo per determinare il
grado di similarita, sempre in base a matrici di similarita fra amminoacidi
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/ )

CLUSTAL (Cluster analysisis) programma per l'allineamento di sequenze multiple
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ )



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Scegliamo una sequenza proteica

1) Google [ Pubmed ]

T cathelicidin
LW,

b,

>

-
-

Seleziona e copia

,__
72
A%
——



B LAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi )

MQTQRASLSLGRWSLWLLLLGLVVPSASAQDLSYREAVLRAVDQLNERSSEANLYRLL
VLDPPLKDDADLGTRKPVSFTVKETVCPRTTQQPAEQCDFKEKGRVKQCVGTVTLDPS
NDQFDLNCNALQSVGLPWILLRWLFFRG

i


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

)



Bit-score

E-value

bit score

S score normalized with
respect to the scoring
System

E value

represents the number
of different alignments
with scores equivalent
to or better than S that
Occur by chance.

E value { significance T

Identity (%)

Similarity (%) |
Positive score in the substitution matrix
/



C LU STALL (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

Allineamento e confronto di sequenze multiple
In PUBMED seleziona la banca dati [Protein] ecerca “cathelicidin homo sapiens” (uomo)

Scegli e apri una scheda (entry) e poi all’interno selezionare la sequenza in formato FASTA e copia tutto

>NP_004336.3 cathelicidin antimicrobial peptide preproprotein [Homo sapiens]
MGTMKTQRDGHSLGRWSLYLLLLGLVMPLAI IAQVLSYKEAVLRAIDGINQRSSDANLYRLLDLDPRPTMDGDPDTPKPVS

FTVKETVCPRTTQQSPED } FKKDGLVKRCMGTVTLNQARGSFD I SCDKDNKRFALLGDFFRKSKEKI1GKEFKRIVQRIKD
FLRNLVPRTES (copia tutto in una file di testo)

Poi fai lo stesso per pig, rabbit, dog, bovine

>NP_004336.3 cathelicidin antimicrobial peptide preproprotein [Homo sapiens]
MGTMKTQRDGHSLGRWSLVLLLLGLVMPLATTAQVLSYKEAVLRAIDGINQRSSDANLYRLLDLDPRPTMDGDPDTPKPVSFTVKETVCPRTTQQSPEDCDFKKDGLVKRCM
GTVTLNQARGSFD I SCDKDNKRFALLGDFFRKSKEK IGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

>CAA73261.1 cathelicidin [Bos taurus]
METQRASFSLGRSSLWLLLLGLVVPSASAQDLSYREAVLRAVDQFNERSSEANLYRLLELDPPPEQDVEHPGARKPVSFTVKETVCPRTTPQPPEQCDFKENGLVKQCVGTV
TRYWIRGDFDITCNNIQSAGLFRRLRDSIRRGQQKILEKARRIGERIKDIFRG

>NP_999615.1 antibacterial protein PR-39 precursor [Sus scrofa]
METQRASLCLGRWSLWLLLLGLVVPSASTQALSYREAVLRAVDRLNEQSSEANLYRLLELDQPPKADEDP
GTPKPVSFTVKETVCPRPTQRPPELCDFKENGRVKQCVGTVTLNPSNDPLD I SCNE IQSVRRRPRPPYLP

RPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFPGKR

>NP_001075774.1 antimicrobial protein CAP18 precursor [Oryctolagus cuniculus]
METHKHGPSLAWWSLLLLLLGLLMPPATAQDLTYREAVLRAVDAFNQQSSEANLYRLLSMDPQQLEDAKP
YTPQPVSFTVKETECPRTTWKLPEQCDFKEDGLVKRCVGTVTRYQAWDSFD IRCNRAQESPEPTGLRKRL

RKFRNK ITKEKLKK1GQKIQGFVPKLAPRTDY



Apri CLUSTAL OMEGA e incolla tutte le sequenze nella finestra

>CAA73261.1 cathelicidin [Bos taurus]
METQRASFSLGRSSLWLLLLGLVVPSASAQDLSYREAVLRAVDQFNERSSEANLYRLLELDPPPEQDVEHPGARKPVSFTVKETVCPRTTPQPPEQ
CDFKENGLVKQCVGTVTRYWIRGDFDITCNNIQSAGLFRRLRDS IRRGQQKILEKARRIGERIKDIFRG

>NP_004336.3 cathelicidin antimicrobial peptide preproprotein [Homo sapiens]
MGTMKTQRDGHSLGRWSLVLLLLGLVMPLATTAQVLSYKEAVLRAIDGINQRSSDANLYRLLDLDPRPTMDGDPDTPKPVSFTVKETVCPRTTQQS
PEDCDFKKDGLVKRCMGTVTLNQARGSFD I SCOKDNKRFALLGDFFRKSKEK I GKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES



dhm

W

Human
Rabbit
Dog
Cow
Pig

Euarchontoglires
Euarchontoglires
Laurasiatheria
Laurasiatheria
Laurasiatheria



TRADURRE DNA IN PROTEINA



Translate tool

https://web.expasy.org/translate/

ATGGGGACCATGAAGACCCAAAGGGATGGCCACTCCCTGGGGCGGTGGTCACTGGTGCTCCTGCTGCTGGG
CCTGGTGATGCCTCTGGCCATCATTGCCCAGGTCCTCAGCTACAAGGAAGCTGTGCTTCGTGCTATAGATG
GCATCAACCAGCGGTCCTCGGATGCTAACCTCTACCGCCTCCTGGACCTGGACCCCAGGCCCACGATGGAT
GGGGACCCAGACACGCCAAAGCCTGTGAGCTTCACAGTGAAGGAGACAGTGTGCCCCAGGACGACACAGCA
CGGAAATCTAAAGAGAAGATTGGCAAAGAGTTTAAAAGAATTGTCCAGAGAATCAAGGATTTTTTGCGGAA
TCTTGTACCCAGGACAGAGTCCTAG

{I-:r)

Paste DNA sequence in window


https://web.expasy.org/translate/

TRE cornici di letura per il filamento 1 (5° = 3’) e tre cornici di lettura per il filamento
complementare (3’ <__ %)



Si puo anche vedere la sequenza proteica allineata a quella nucleotidica
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