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Bioinformética: un enfoque en el Proteoma

Introduccion

Este manual pretende que los alumnos adquieran una visidn general sobre las aplicaciones bioinformaticas comunmente utili-
zadas en el estudio de las proteinas y los fundamentos que las soportan. El objetivo esencial es que los alumnos utilicen estas
herramientas para el estudio de estructuras biologicas, modelado de proteinas y simulacion de procesos, sirviendo como apoyo
a los planes de estudio en el drea de ciencias biologicas. Se introduce al manejo de las herramientas bioinforméticas mediante
practicas dirigidas con ejemplos concretos, contemplando un abanico de bases de datos para el andlisis del proteoma. El manual
consta de 13 prdcticas con material grafico que guiaran paso a paso y de manera eficiente para un aprendizaje significativo.

Un recurso para el estudio del proteoma es conocer y manejar las herramientas que parten desde el almacenamiento
de datos hasta el modelaje de proteinas que involucra la prediccién de sus estructuras, funciones y localizacidn celular. Cabe
destacar que, gracias a los avances de la bioinformatica se han disefiado nuevas macromoléculas para el desarrollo de nuevos
farmacos, lo que ha permitido el avance en el estudio de diferentes areas de investigacion como la biotecnologia, la biomedicina,
la biofisica, entre otros.

Para resolver las diversas problematicas de las disciplinas cientificas desde la perspectiva bioinformatica se requieren bases
de datos bioldgicas, indispensables para comprender y explicar algunos fenémenos, desde la estructura biomolecular y su inte-
raccion, el metabolismo de los organismos de interés y su evolucion. Por otro lado, las herramientas bioinformaticas ayudaran al
diagnostico de patologias, al desarrollo de medicamentos con el fin de disefar terapias contra algunas enfermedades, asi como
a entender las relaciones entre organismos.

Agradecimientos

Las autoras agradecen su valiosa aportacion a los alumnos Jimena Rodriguez Carbo, Luis Angel Carrasco Sanchez y Esteban
Rafael Ramirez Pérez por el soporte técnico para realizar las practicas.
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Bioinformética: un enfoque en el Proteoma

Practica 1

Uso de las base de datos bioinformaticas
NCBI
Introduccion

Segun el National Center for Biotecnology Information (NCBI), la bioinformética “consiste en el acercamiento computacional al
manejo y andlisis de la informacion biomédica”. La bioinformatica se ha convertido en una herramienta importante de la inves-
tigacion académica a nivel de licenciatura y posgrado.

Uno de los principales objetivos de las bases de datos bioldgicos es almacenar informacion, organizar y compartirla de una
manera estructurada que permita una busqueda eficiente. Otro fin es facilitar la visualizacidn y recuperacidn de datos a través de
aplicaciones de computacién para el intercambio y la integracion de la informacion de una manera automatizada. Las bases
de datos incrementan y se actualizan dia con dia mismas que se encuentran contenidas principalmente en las siguientes paginas:

*  https://www.NCBI.nIm.nih.gov/protein/
https;//www.rcsb.org
Estas bases de datos se almacenan y organizan en dos bancos de datos principales:

El GenBank en el National Institutes of Health (NIH), Bethesda, y el EMBL Sequence Data Base en el laboratorio de bio-
logia molecular europeo en Heidelberg, Alemania. Estas bases de datos se enriquecen continuamente con nuevas secuencias
identificadas y se encuentran a disposicidn en Internet. Es importante mencionar al lider de los suministradores de informacion:
el NCBI, que fue fundado en 1988 como una division de la biblioteca nacional de medicina en Estados Unidos y esté ubicada en el
campus de los Institutos Nacionales de Salud (N/H).

El objetivo del NCBI es proporcionar informacion bioldgica ademés de ser una herramienta importante como apoyo para
estudiar los procesos moleculares y genéticos subyacentes a la investigacion bésica y aplicada en ciencias bioldgicas. Los objeti-
vos especificos incluyen la creacidn de sistemas automaticos para almacenar y analizar la informacidn, el desarrollo de métodos
avanzados para el procesamiento de esta con computadoras para facilitar el acceso a los usuarios a las bases de datos y los
programas, ademds de la coordinacion de esfuerzos para reunir informacion biotecnoldgica de todo el mundo.

Objetivo general

« Conocer algunas de las bases de datos bioinformaticas disponibles en Internet con el fin de identificar las publicaciones
sobre temas de interés bioldgico.

Objetivos particulares

1. Conocer diferentes bases de datos bioinforméticas disponibles en Internet con el objeto de obtener informacidn acerca
de las proteinas.

2. Manejar los buscadores de las bases de datos para obtener informacion sobre las proteinas de interés.
Requerimientospara la elaboracion de la practica

Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta practica, se trabaja en linea.
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Procedimiento
1. Acceder a la base de datos de NCBI a través del siguiente enlace (/ink) https://www.NCBI.nlm.nih.gov/

2. Introducir el nombre de la proteina de interés, por ejemplo. Actina (actin, cytoplasmic 1 [Homo sapiens)).

("@& ncbi.nim.nih.gov G B 0
BE  An official website of the United States government Here's how you know v/
National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information
[ All Databases v I‘actin, cytoplasmic 1 [Homo sapiens] I | WI
3. Aldar dlic en buscar (“Search”) se desplegara el siguiente mend:
4 N
[RefSeq Sequences ] +
~
Literature Genes Proteins
Bookshelf Gene Conserved Domains 0
MeSH 0 GEO DataSets Identical Protein Groups LYK]
NLM Catalog 0 GEO Profiles Protein
PubMed HomoloGene Protein Family Models 0
PubMed Central 73 PopSet Structure
_/
Genomes Clinical PubChem
Assembly 0 ClinicalTrials.gov BioAssays 0
BioCollections 0 Clinvar Compounds 0
BioProject 0 dbGaP Pathways 0
BioSample 0 dbSNP Substances 0
Genome 0 dbVvar
Nucleotide GTR
SRA 0 MedGen
Taxonomy 0 OMIM
N\ J

4. Explorar los resultados de la base de datos. En ella se encuentran publicaciones sobre la proteina: como estructura, secuencia
de nucledtidos y de aminodcidos, etc.

5. Acceder a PubMed e investigar de manera general sobre el contenido de los articulos que involucran a la proteina.

8 Practica 1. Uso de las base de datos bioinformaticas



Bioinformética: un enfoque en el Proteoma

6. Acceder ala informacion sobre la estructura de la proteina (“Structure™) de interés y a partir del resultado obtener la siguiente
informacidn: estructura 3D de la proteina, método empleado para determinar la estructura y la resolucion atémica.

g ™y
3182: Electron cryo-microscopy of DNGR-1 in complex with F-actin
- PDB ID: 3182  Download| @

Citation: [ MMDB ID: 129374 @
Structure of the Complex of F-Actin and DNGR-1, a C-Type Lectin  PDB Deposition Date: 2014/9/25 [
Receptor Involved in Dendritic Cell Cross-Presentation of Dead Updated in MMDB: 2019/12 @
Cell-Associated Antigens Experimental Method: electron micros...
Hant P, Fujii T, Iborra 5, Yamada Y, HuotariJ, Schulz @, Ahrens S, Resolution: 7.7 R
Kjeer 5, Way M, Sancho D, Namba K, Reis e Sousa C Source Organism: Mus musculus® 5
Immunity (2015) 42 p 830-849 Similar Structures: uABTE m
ABSTRe Download sequenca data | (&)
DNGR-1 is a C-lype lectin receptor that binds F-aclin exposed by dying cells and

of dead cell- antigens by dendritic cells.
Here we present the structure of DNGR-1 bound to F-actin at 7.7 A resolution,
Unusually for F-actin binding proteins, the DNGR-1 ligand binding domain contacts
three aclin subunils helically arranged in the aclin... read more

Malecular Graphic

Format: [asuicno ]

Data Set [Singe 30 sructurs

Download Cn30
p

7. Acceder a la pagina de Protein Data Bank a partir del siguiente enlace: https://www.rcsb.org/

8. Introducir el nombre de la misma proteina y a partir de los resultados comparar la informacion obtenida de ambas bases de
datos.

@ resb.org G & O ﬁ’) » =

RCSB PDB  Deposit v+ Search v Visualize v+ Analyze + Download v Learn v About v Documentation v Careers

- » 202,292 Structures from the PDB
’—\ - a ~ 3D Structures @ actin, cytoplasmic 1 [Homo sapiens] Include CSM @
PROTEIN DATA BANK 1,068,577 Computed Structure
Models (CSM) Advanced Search | Browse Annotations Help
i g
T @PDB nneron i@ (5 mes @ PDB-Dev GvyDo
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Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1.

{Cudntos articulos aparecen en PubMed de elastina (elastin) como término de busqueda? En la pagina se encuentra una
serie de opciones que permiten realizar una bisqueda més especifica mediante opciones de filtros (NCBI filters). Filtre los
resultados obtenidos para conocer cuantos articulos han sido publicados en los dltimos 5 afios (Cudl es el resultado?

Filtrar los resultados de modo que tinicamente aparezcan aquellos articulos que sean revisiones. {Cuantos articulos aparecen
después de filtrar los resultados?

Realizar la bisqueda de elastina y elastin en Google Académico (https://scholar.google.com/) iCudl es el resultado
de la busqueda?

Comparar los resultados obtenidos en PubMed y Google Académico.

{Qué motor de buisqueda es més eficiente?

Bibliografia

R

B8]

Atwood, T, y Parry-Smith, D. (2002). Introduccion a la bioinformdtica. Madrid, Espafa: Pearson Educacion, SA.
Capel, J., y Yuste, F. (2016). Manual de prdcticas de bioinformdtica. Andalucia, Espafa: Almeria.

Lodish, H., Berk, A, Kaiser, C,, Kriegeer, M., Bretscher, A, Ploegh, H., Amon, A, y Scott, M. (2016). Biologia celular y molecular.
Buenos Aires, Argentina: Médica Panamericana.

National Center for Biotechnology Information (NCBI)(Internet). Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National
Center for Biotechnology Information; (1988) - [citado el 30 de octubre del 2019]. Disponible en: https://www.NCBI.nlm.nih.gov/
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Practica 2

Comparacion de secuencias de aminoacidos
BLAST
Introduccién

Los 20 aminodcidos (aa) esenciales que conforman las proteinas se encuentran unidos por enlaces peptidicos, en diferente
numero y posicion dependiendo de la proteina. La secuencia de los aa enlazados contiene la informacidn que se necesita para
generar una molécula proteica con la forma tridimensional nica que determina la funcién.

La complejidad de la estructura proteica se analiza mejor al considerar la molécula en términos de su organizacion, como
la estructura primaria de forma lineal que no incluye ninguna fuerza o enlace y estd determinada por la secuencia de aa en la
cadena proteica, es decir, la especificacion del niimero de aa de cada clase, y del orden en que estén alineados. Por ejemplo,
al comparar la secuencia de aa de la proteina codificada por un gen con las secuencias de proteinas con funcidn conocida se
pueden buscar similitudes de secuencias que proporcionen datos para conocer la posible funcion de la proteina. Debido a la
degeneracion en el codigo genético, las proteinas relacionadas invariablemente exhibirdn més similitudes en su secuencia de aa
que en la secuencia de nucledtidos de los genes que las codifican. Por esta razon, se suelen comparar las secuencias de aa en
lugar de las secuencias de DNA correspondientes.

La busqueda de similitud de secuencias, tipicamente con BLAST, es la estrategia mas utilizada y confiable para caracterizar
secuencias recién determinadas, se pueden identificar proteinas o genes homologos al detectar una similitud estadisticamente
significativa misma que refleja un ancestro comdn. En sentido estricto, la homologia se refiere solamente a proteinas que han
evolucionado a partir del mismo gen o que provienen de un gen primitivo comun. En los casos de proteinas estrechamente
relacionadas es fécil detectar la homologia gracias a la elevada similitud de secuencia.

Para comparar las secuencias se alinean una debajo de otra considerando el cddigo de una letra (Tabla 1). Si en ambas
secuencias se encuentra un aa en idéntica posicion, se dice que existe una coincidencia 0 match; si los aa son diferentes se utiliza
el término mismatch. Ocasionalmente hay también brechas o gaps, es decir, posiciones en una secuencia para las cuales no se
encuentra correspondencia. Los gaps corresponden a aa insertados o eliminados, que pueden ser mutaciones por inserciones
o deleciones que tuvieron lugar en el transcurso de la evolucién. Si se construyen las relaciones de matches para un ntimero
comun de aa en la secuencia ordenada, se consigue una medida cuantitativa para la identidad de secuencia. Sin embargo, no
solo se evalta la identidad, sino también la similitud de las correspondientes posiciones de los aa.

Tabla 1. Cédigos de los aminodcidos de una y tres letras.

Aminodacido Codigo de tres letras FASTA Aminoacido Codigo de tres letras FASTA
Ac. Aspartico Asp D Isoleucina lle I
Ac. Glutdmico Glu E Leucina Leu L
Alanina Ala A Lisina Lys K
Arginina Arg R Metionina Met M
Asparagina Asn N Prolina Pro P
Cisteina Cys C Serina Ser S
Fenilalanina Phe F Tirosina Tyr Y
Glicina Gly G Treonina Thr T
Glutamina Gln Q Triptofano Trp W
Histidina His H Valina Val Vv

Carolina Campos Muiz/Elizabeth Hernandez Pérez/Iris Natzielly Serratos 11
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BLAST

El algoritmo BLAST de computacidn utilizado con mayor frecuencia para la comparacién de secuencias se conoce como BLAST
(Basic Local Aligment Search Tool). BLAST divide la secuencia de la nueva proteina conocida como la secuencia consultada
(query), en fragmentos mas cortos y luego busca en la base de datos coincidencias significativas con cualquiera de las secuencias
almacenadas. Este programa de coincidencias asigna una puntuacion elevada a los aminodcidos con idénticas coincidencias y
una puntuacion baja entre aminodcidos que estan relacionados, pero no idénticos, por ejemplo, hidréfobos, polares, cargados
positivamente, cargados negativamente.

Cuando se encuentra una coincidencia importante para un segmento, el algoritmo BLAST buscard localmente la region de
similitud. Después de que se haya completado la busqueda, el programa clasifica las coincidencias entre la proteina bajo estudio
y las diversas proteinas conocidas con base en sus valores p. Este pardmetro es una medida de probabilidad de encontrar tal
grado de similitud entre dos secuencias de proteinas por azar. Mientras mas bajo es el valor p, mayor es la similitud entre dos
secuencias. Un valor p menor alrededor de 10° suele ser considerado como una evidencia significativa de que dos proteinas
comparten un ancestro comun. Esta comparacion de secuencias es una herramienta bioinformética béasica que permite extraer
informacion funcional, estructural y evolutiva contenida en las secuencias bioldgicas.

Objetivo general
+  Comparar dos o mds secuencias de proteinas mediante el algoritmo BLAST para conocer su grado de similitud.
Obijetivos particulares

1. Contar con elementos tedricos para analizar y diferenciar la identidad, la homologia o similitud de proteinas y predecir la
estructura y funcion.

2. Conocer la homologia o similitud entre secuencias de las proteinas mediante su alineamiento para predecir su posible funcién.
Requerimientos para la elaboracion de la practica

*  Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta practica, se trabaja en linea.

Procedimiento

Esta practica consta de tres secciones:

. Obtencidn del formato FASTA de una proteina en NCBI.

Il.  Alineamiento de dos secuencias.

lll. Alineamiento de secuencias mdiltiples.

12 Practica 2. Comparacion de secuencias de aminoécidos



Bioinformética: un enfoque en el Proteoma

. Obtencion del formato FASTA de una proteina en NCB/

El formato FASTA tiene un encabezado que comienza con el signo “>" en donde se tiene la descripcion de la proteina a la que
corresponde. El siguiente renglon contiene la secuencia de aa en formato de una letra, la estructura primaria de la proteina (Tabla 1).

1. Para poder realizar el alineamiento de las secuencias proteicas se requiere obtener la secuencia de la proteina de interés
en formato FASTA, para ello se debe acceder a NCB/ (https://www.NCBI.nlm.nih.gov/), en el botdn “All Databases” elegir
la pestaiia “Protein”, en la ventana de buisqueda se coloca el nombre de la proteina, por ejemplo, Romo1, [Homo sapiens).
Dar clic en “Search”.

\ N\
v All Databases oxygen species modulator 1 [Homo sapiens] I ‘
Assembly
Biocollections
BioProject NCBI Popular Resources
BioSample for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
Books lomic information. Bookshelf
linVz

Clinvey ) Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Conserved Domains BLAST
dbGaP .

mit Download Learn fiicicetee
cbvay Genome
& hanuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a

Ises computer class or watch a tutorial SNP
Genome

Gene
GEO DataSets e Protei
rotein
GEO Profiles b
GTR PubChem
HomoloGene - —
Identical Protein Groups NCBI News & Blog
MedGen " Anal R h Streamlining Access to SRA COVID-19
MeSH P nafyen esoarc! Datasets on the Cloud
NLM Catalog ind code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and ) 09 Mar 2023
N applications data analysis task collaborative projects To make it easier for you to find and

Nucleotide [/~ o0 R anaee Seniienra Raad Archiva (SRA
OMIM | 3+ Ways NCBI is Enhancing the SRA

= Database

l 08 Mar 2023

Do you submit or access Sequence Read
Archiva (SRA) data? In an ananinn affart

PMC
T
Totem CIUsters [

2. Dar dlic en FASTA para obtener la secuencia.

New & Improved NCBI Datasets Genome/

(| Protein v [reactive oxygen species modulator 1 [Homo sapiens] | \

Create alert Advanced

Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order + Send to:
GENE Was this helpful? ol @
ROMO1 — reactive oxygen species modulator 1
Homo sapiens (human)

Also known as: C200rf52, MTGM, MTGMP, bA353C18.2
Gene ID: 140823
RefSeq transcripts (2) RefSeq proteins (2) RefSeqGene (2) PubMed (59)
Orthologs Genome Data Viewer BLAST Download
RefSeq Sequences +

Items: 1 to 20 of 5720
Page E] of 286 Next> Last>>

£ Unknown field was ignored: [Homo sapiens].

1. 79 aa protein
Accession: NP_542786.1 Gl: 18152785
BioProject  Nucleotide ~PubMed  Taxonomy

[C] reactive oxygen species modulator 1 [Homo sapiens]

GenPept Identical Proteins | F.

Carolina Campos Muniz/Elizabeth Herndndez Pérez/Iris Natzielly Serratos 13
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Se despliega la informacion de la proteina, en donde la primera linea muestra la definicion del formato FASTA, la cual se
caracteriza por comenzar con el simbolo de mayor qué “>", seguido de un nombre y un identificador Unico (“Accession”)
de la proteina seguido por la secuencia en el formato FASTA.

De la misma forma obtener el formato FASTA para paralemmin-1 isoform 1 [Mus musculus).

S~

FASTA ~

reactive oxygen species modulator 1 [Homo sapiens]

NCBI Reference Sequence: NP_542786.1

GenPept Identical Proteins  Graphics

%@P 542786.}] [reactive oxygen species modulator 1][Homo sapiens]
MPVAVGPYGQSQPSCFDRVKMGFVMGCAVGMAAGALFGTFSCLRIGMRGRELMGGIGKTMMQSGGTFGTF
MAIGMGIRC

II. Alineamiento de dos secuencias

El poder del andlisis de las secuencias reside en la capacidad de tomar simultdneamente secuencias relacionadas y expresar el
grado de similitud u homologia en un formato relativamente conciso.

1.

Acceder a la pagina principal de NCBI (https;//www.NCBI.nlm.nih.gov/), dar clic en BLAST.

(& [ncbi.nlmnih.gov] G & 0 ﬁ) *\

EE  An official website of the United States government Here's how you know v

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Al Databases | | i search |
NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Bi i science and health by providing access to PubMed
All Resources L and genomici i Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | O 1| NCBI News & Blog PubMed Central

Data & Software BLAST

Préctica 2. Comparacion de secuencias de aminoacidos



2. Acceder a la opcion Alineamiento global, dando clic en “Global Align” dentro de la seccidn “Specialized Searches”.

Bioinformética: un enfoque en el Proteoma

BLAST ® Home Recent Results Saved Strategies  Help N\

Basic Local Alignment Search Tool
ElasticBLAST 1.0.0 is Now available!

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The ElasticBLAST version 1.0.0 has support for faster

program compares nucleotide or protein sequences to sequence cheaper disks at AWS and better supports Kubernetes
databases and calculates the statistical significance. Learn more el

Mon, 09 Jan 2023 2 More BLAST news...
Web BLAST

AUy

\

BLAST Genomes
Human Mouse Rat Microbes
Standalone and API BLAST
§ Download BLAST 3 Use BLAST API Use BLAST in the cloud
L= Get BLAST databases and executables W Call BLAST from your application Start an instance at a cloud provider

Specialized searches

Find proteins highly Design primers specific to Compare two sequences Find conserved domains
similar to your query your PCR template across their entire span in your sequence
(Needleman-Wunsch)

Search immunoglobulins Search sequences for Find sequences with Align sequences using
and T cell receptor vector contamination similar conserved domain domain and protein
sequences architecture constraints

Establish taxonomy for
uncultured or
environmental sequences

En esta seccion se utilizan las secuencias en formato FASTA de las dos secuencias relacionadas: >NP_542786.1 reactive oxygen
species modulator 1 [Homo sapiens] y paralemmin-1 isoform 1 [Mus musculus).

Para realizar el alineamiento se introducen las dos secuencias proteicas, también se puede agregar el identificador (“Accesion”)
de cada proteina, sin embargo, se debe quitar el iniciador “>". Dar clic el boton “Align”.

/

BLAST ® » Global Alignment

\

Nucteorce (SN |

Needleman-Wunsch Global Align Protein Sequences

MAIGMGIRC

Wunsch of two protein (2]
Enter Query Sequence
Enter ion number, gi, or FASTA Clear Query (2]
MPVAVGPYGQSQPSCFDRVKMGFVMGCAVGMAAGALFGTFSCLI From
MGGIGKTMMQSGGTFGTF

Or, upload file Sin archivos seleccionados @

RRQMQDDEQKTRLLEDSVSRLEKEIEVLERGDSAPATAKENAAAPSPVRAPAP

SPAKEERKTEVVMNSQQ 4 o[ ]

Job Title [ |
Enter a descriptive title for your BLAST search Q
Enter Subject Sequence
i 1 Clear 9
MEVLAAETTSQQERLQAIAEKRKRQAEIENKRRQLEDERRQLQHLKSKALRER Eram l:l
WLLEGTPSSASEGDEDL

Or, upload file i archivo | Sin archivos i (2]

[ ——
\H BLAST ‘ ("] Show resuits in a new window

Carolina Campos Muniz/Elizabeth Herndndez Pérez/Iris Natzielly Serratos
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1.

Se muestran los resultados de la siguiente manera:

National Library of Medicine

BLAST @ » Global Alignment » results for RID-OUWFO7NG114

National Center for Biotechnology Information

Save Search Search Summary v

@:riptions Graphic Summary Alignments Dot Plot

~

view |_Pairwise v | © [Restore defauits]

1 sequences selected @

3 Download v Graphics

unnamed protein product
Sequence ID: Query_48907 Length: 387 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 387 Graphics

Identities |
308 23/387(6%)

36/387(9%) 302/387(78%)

Job Title Protein Sequence

RID OUWFO7NG114 Search expires on 03-13 14:32 pm Download All v
gl ! -Wunsch alignment of two sequences  Citation v

Query ID Icl|Query_48905 (amino acid)

Query Descr unnamed protein product

Query Length 79

Subject ID Icl|Query_48907 (amino acid)

Subject Descr None

Subject 387

Length

Datos del recuadro:

.
M
Sbjct 1 MEVLA

QAT IENKRRQL EDERRQLOHLKSKALRERWLLEGTP

Query
sbjct 61
Query 7
sbjct 121 PAl GTPKDK AMYSVEITVEKDK
Query 34 ALFGTFSCLRIGMRGRELMGGIGK~-~
A+ GT + E+ IK
Sbjct 181 TGETRVLSSTTLLPRQPLPLGIKVYEDET! IHPL IHKAD
Query 59  --TMM T TF
T+ ++G T G T

Sbjct 241 EVTI TPSRREITGVQAQ! TQPGQEPPVTM
Query 71  MAI MGT

+ +G +G+
Sbjct 301 IFMGYQI LODTITAELVVIED;
Query 78  mmmmmmmmmmmmmmemeeo RC 79

RC
361 OAGPEATTSDPQDLDMKKHRCKCCSIM 387

KSbth

Query y Shjct: Se refiere a las dos secuencias, ambas se alinean para maximizar la similitud.

Coincidencias: Linea entre Query y Sbyct

Letra: Indica una coincidencia idéntica

+: Indica una coincidencia conservada en funcién de las caracteristicas quimicas del aminodacido.

Espacio en blanco: No hay coincidencia

Score: Valor del algoritmo de alineamiento

|dentities/Positives: Porcentaje de coincidencias idénticas/conservadas

Gaps: Porcentaje de huecos incluidos en el alineamiento.

Préctica 2. Comparacion de secuencias de aminoacidos



Bioinformética: un enfoque en el Proteoma

Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1. Determinar el grado de similitud que hay entre las secuencias del ejercicio.
2. Establecer si existe alguin tipo de relacion entre ellas (homologfa y similitud).

3. ldentificar los gaps en los alineamientos de las secuencias y relacionarlos con una posible relacidn evolutiva en la base de
datos.

[1. Alineamiento de secuencias multiples

Un alineamiento multiple de secuencias es aquel que se lleva a cabo con mds de dos secuencias de proteinas. El alineamiento
multiple es una de las técnicas bioinforméaticas mds usadas, ya que por medio de ellas podemos realizar diversos andlisis de
filogenia, busqueda de motivos y/o dominios funcionales.

Procedimiento

1. Acceder a la pagina principal de NCBI (https;//www.NCBI.nlm.nih.gov/), dar clic en BLAST, entrar a la opcion “Multiple
Alignment” dentro de la seccion “Specialized Searches”. Se alinearan las secuencias de reactive oxygen species modulator 1
isoform X1 (Homo sapiens), reactive oxygen species modulator 1 isoform (Homo sapiens), cementoblastoma-derived
protein 1 (Homo sapiens).

/" standalone and API BLAST
Download BLAST = Use BLAST API Use BLAST in the cloud
L—J Get BLAST databases and executables WM Call BLAST from your application Start an instance at a cloud provider

Specialized searches

Find proteins highly Design primers specific to Compare two sequences Find conserved domains
similar to your query your PCR template across their entire span in your sequence
(Needleman-Wunsch)

Search immunoglobulins Search sequences for Find sequences with Align sequences using
and T cell receptor vector contamination similar conserved domain domain and protein
sequences architecture constraints

Establish taxonomy for
uncultured or
\ environmental sequences
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2. Obtener el identificador (“Accesion”) de cada una de las secuencias proteicas a comparar.

Protein v ||

Advanced

Summary ~ Sort by Default order «

Items: 3

(J reactive oxygen species modulator 1 isoform X1 [Homo sapiens
1. 79 aa protein

| Accession: XP_016883167.1 Gl: 1034623876 ]
I0Project  Nucleotide  Jaxonomy,

GenPept Identical Proteins FASTA Graphics

(O reactive oxygen species modulator 1 [Homo sapiens
2. 79 aa protein

Accession: NP_542786.1 Gl: 18152785
BioProject Nucleotide PubMed Taxonomy

GenPept Identical Proteins FASTA Graphics

(J cementoblastoma-derived protein 1 [Homo sapiens
3. 247 aa protein
[ Accession: NP_001041677.1 Gl: 115292438 ]
BioProject  Nucleotide ~PubMed Taxonomy

K GenPept Identical Proteins FASTA Graphics /

3. Ingresar a la ventana el identificador de cada secuencia seguido de una coma y un espacio y dar clic en “Align”.

m) U.S. National Library of Medicine > NCBI National Center for Biotechnology Information

COBALT (

COBALT computes a multiple protein s

Enter Query Sequences

Enter at least 2 protein accessions, gis, or FASTA sequences &) Clear
XP_016883167|NP_542786.1,[NP_001041677.1]

Or, upload FASTA file [ Seleccionar archivo | Sin archivos seleccionados
Job Title l Sin archivos seleccionados
A“gl J (J Show resuits in a new window
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4. De los resultados obtenidos por el alineamiento, dar clic sobre cada una de las representaciones gréficas de las proteinas

~
¥|Graphical Overview
& 103-144 (42r shown) | Find anla &) m A Tools | FE columns | EEJ Rows | #, Download + | a8 Coloring + | @ %
Sequence ID Start 14 106 108 110 112 114 M6 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 End | Organism
r \
BT v ® o 5 T F M A I G MG I c B = ]
Bt » w o s ¢ ¢ r r c T r M A 1 G M G 1 R CJ 9. IHoma sapien: |
[ N N B A A BN WSl G G A @ T I L S L W T WRHPFLNWALQD| | ]
—
PROTEIN: 103 - 144 (42r shown) " £ Rows shown: 3/3
I

5. Se despliega una descripcion general que muestra el niimero identificador y enlaces en donde podremos obtener informa-

6.

cion relacionada de cada proteina.

o)

Links.

Accession |

S
XP_016883167.1 reactive oxygen species modulator 1 isoform X1 [Homo sapiens]

P_542786.1 reactive oxygen species modulator 1 [Homo sapiens]

P_001041677.1 cementoblastoma-derived protein 1 [Homo sapiens]

Show report for NP_001041677.1

Related Information

Related Information

Related Information

Posteriormente, dar clic en la seccion pardmetros de alineamiento (“Aligment parameters™) para obtener el E-value.

/Descriptions @ Select Al GRE=alignD

v Alignment parameters

\

-

J

Alignment Parameters

Gap penalties

-11,-1

End-Gap penalties

5,1

CDD Parameters

Use RPS BLAST

on

Blast E-value

0.003

Find Conserved columns and Recompute

on

Query Clustering Parameters

Use query clusters

on

Word Size

4

Max cluster distance

0.8

Alphabet

Regular

J

-

)

7. Enla seccidn de alineamiento se visualizan las tres secuencias de proteinas alineadas donde se observan los match y gaps
especificos. Puede cambiar el formato de alineamiento en compacto, medio y expandido, que se encuentra més detallado.

Ve
v

Alignments [ SelectAll (Re=

View Format: & Conservation Setting: L?)]

Mouse over the sequence identifer for sequence title

\

XP_016883167.1 MPVAVGPYGOSQPSCFDRVKMGFVMGCAVGMAAGALFGTFSCLRIGMRGRELM || GGIG
NP 542786.1 MPVAVGPYGQSQPSCFDRVKMGFVMGCAVGMAAGALFGTFSCLRIGMRGRELM GGIG
NP_001041677.1 [ 3P ILPGSPGKTAPLPGPAQAGAGQPLPKGCAAVKAEVGIPAPHTSQEVRIHIRRLL[| JGACG[ 9
®xp_016883167.1 MAIGMGIRC 79

@ne_542786.1 MAIGMGIRC 79

@np_001041677.1 FFPGCSLPT| 247

K(TM.MQSGGTFGTF 70
[KTMMQSGGTFGTF 70
114

lOALPOARPCPGRW
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Cuestionarioy/o ejercicios complementraios

1.

2.

Determinar el grado de similitud que hay entre las secuencias del ejercicio.
Identificar si existe algun tipo de relacion.

{Qué indica el E-value?

{Por qué comparar secuencias y no la estructura de las proteinas?

{Por qué no se usa la funcion de las proteinas para predecir la homologia?
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Practica 3

Comparacion de secuencias de aminoacidos
[-COFFEE
I-COFFEE

T-Coffee (Tree-based Consistency Objective Function for alignment Evaluation) es un algoritmo progresivo de alineamiento
multiple de secuencias basado en consistencia que realiza una matriz de distancias (valores de similitud de secuencias) y un
arbol guia para ver la relacion entre secuencias. Una vez construido el rbol guia, las secuencias se alinean de forma progresiva
siguiendo las ramas del &rbol y uniéndose en grupos de dos secuencias al inicio y alineamientos intermedios posteriormente.

Objetivo general
«  Comparar dos o mds secuencias de proteinas mediante el programa 7-Coffee con el fin de detectar similitudes.
Objetivos particulares

1. Contar con elementos tedricos para analizar y diferenciar la identidad, homologia o similitud de proteinas y predecir
la estructura y funcion.

2. Detectar la homologia o similitud entre secuencias de las proteinas mediante su alineamiento para predecir la funcion.
Requerimientos para la elaboracion de la practica

+  Computadora con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta préctica, se trabaja en linea.

Procedimientos

I.  Obtencion del formato FASTA de una proteina en NCB/
Obtener el formato FASTA, realizar el procedimiento de la primera seccion de la practica 2.

IIl. Alineamiento de dos o mas secuencias con 7-Coffee
El poder del andlisis de secuencias reside en la capacidad de tomar simultdneamente secuencias relacionadas y expresar el
grado de similitud u homologia en un formato relativamente conciso.

1. Acceder al programa T-Coffee en la siguiente liga http://tcoffee.crg.cat/, dar clic en “Proteins”.

T COFFEE

T-COFFEE
SIMPLE MSA
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2. Posteriormente, se desplegard un panel de opciones, las cuales son:

o Structural alignments (Expresso): Alinea secuencias de proteinas usando informacion estructural que se encuentra libre
en Internet, es precisa sobre todo cuando las proteinas a comparar tienen una estructura en 3 dimensiones conocida.

o Combine popular aligners (M-Coffee): Esta opcion combina los resultados de varios métodos de alineamiento mostrando
las porciones en las cuales estos coinciden.

o PS|-Coffee: Realiza el alineamiento determinando homologias, es més lento para alinear proteinas que podrian estar
relacionadas. También se puede ocupar este método de alineamiento especificamente para proteinas transmembranales

3. Enesta préctica se utilizaré el alineamiento por varios métodos, dando clic en “Combine popular aligners (M-Coffee)”.

/

ALIGN PROTEIN
SEQUENCES

Transmembrane proteins (PSI/TM-

Homology extension (PSI-Coffee)

Structural alignments (Expresso)

Coffee)

SIMPLE MSA

~

En esta seccion se trabajard con las secuencias en formato FASTA de 4 secuencias relacionadas. Para realizar el ejercicio se usa-
rén: >CAA25110.1 casein [Cavia porcellus], >CAA10078.1 casein [Camelus dromedarius], >AAY68392.1 casein [Homo sapiens],
>AEN87275.1 casein alpha/beta [Bacillus megaterium WSH-002].

4. Pararealizar el alineamiento se introducen las secuencias proteicas en formato FASTA, incluir el iniciador “>"y el identificador
("Accesion”) de cada proteina. Dar clic el boton “Submit”.

22

Sequences input

T ( o F F E E Home  History

Aligns DNA, RNA or Proteins by combining the output of popular aligners

to align| [>cAA25110.1 casein [Cavia porcellus]

Click here 0 use e sempk fo| [MKLFTFTCLLAVALAKHKSEQQSSSEESVS ISQEKF.

YTRPYPT

1 TQSLLNII
0a

£cAA10078.1 casein [Camelus dromedarius]

MKFF LF TCLLAVVLAKHEMDQGSSSEES INVSQQKFKQVKKVATHPSKEDICS!

\[VPTENKISQF! T

- OR - Click here to upload a file

Show more options

Your email address

Download
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5. Los resultados pueden tardar unos minutos, durante los cuales no se debe actualizar la pagina.

Your request ID is 9253a368

Wait please ...
Do not reload this page. If you have provided your
email you can close it, you will be notified by e-mail
when your job is completed.
If you have not provided an e-mail, you can close this
page and come back later to check the completion of
your job. Your server history is kept in a cookie on your
browser and you can access it at any moment using
the History, link on the main menu to check request
status or retrieve a previous results.

CLOSE X

6. Los resultados obtenidos muestran un alineamiento que contiene
alineamiento realizado por varios métodos, donde:

codigos de color de acuerdo con las coincidencias del

o Las regiones marcadas en rojo corresponden a un alineamiento total por todos los métodos.

o Lasregiones en azul corresponden a un alineamiento pobre.

o Lasregiones en verde y en amarillo deben analizarse con prec
analizar filogenia.

o Enla parte superior del andlisis hay una seccion que indica la

aucion, sobre todo si las secuencias seran utilizadas para

consistencia “cons” por secuencia, yendo de 0 a 100, la

cual indica la confiabilidad del alineamiento. Una medida menor a 50 indica una coincidencia pobre en el alineamiento.

o Espacios punteados: no hay coincidencia

o Gaps: porcentaje de huecos incluidos en el alineamiento.

rM-Coffee alignment result

MSA

T-COFFEE, Version_11.00 (Version_ 11.00)
Cedréc Notredame ~

2
*IAD AVG GOOD

CAA25110.1 i 44
CAA10078.1 i 47
AAY68392 1 : 51

Alineamiento medio
CAA25110.1 SISQEKFKDKNMD
CAA10078.1

FFIF KHEMDQG SSSEEST
AAY68392.1 MRLLILTCLVAVALARPKUPLRYPERLQNPSESSEPIPLESREEYMNGMNRQRNILREKQTDEIKD
AAY68392.1 1 | MRLLILTCLVAVALARPKUPLRYPERLQNPSESSEPIPLESREEYMNGMNRQRNILREKQTDEIKD

cons ST

CAA25110.1 TI-SSEETICASLCKEATKNTPKMA- FFSRSSSEEFADIHRENKKDOL -YQKWMVPQYNPDFYQ

CAA10078.1 AIHPSKEDICSTFCEEAVRNIKEV ---------- ISQF- - -YQKWKFLQYLQALHQ
AAY68392.1 STON-----C-- VAESEKMESSISSSSEEOFCRLNEYNOL OLOAAHAOEOIRRMNENSHV
AAY68392.1 1 TRNESTQN ----- C--VVAESEKMESSISSSSEEQFCRLNEYNOL QLQAAHAQEQIRRMNENSHV
cons : & B W oM HE *: E

Alineamiento deficiente o pobre
CAA25110.1 RPVVMSPWNQIYTRPYP{-] LPTLGKEOISTIEDILKKTI'AVESSSSSSTEKSTDVFIKKTKMDEV
CAA10078.1 GQIVMNPWDQGKTRAYPF - IPTVNTEQLS. ESTEVPTEESTEVFTKKTELTEE
AAY68392.1 -QVPFQQLNQLAAYPYAYWKYPQI - - - - - === - -ccmmcmmmmmeeeae oo
AAY68392.1 1 -QVPFQQLNQLAAYPYA! 1) R e P
cons HEE Y S
CAA25110.1 QKLIQSLLNIIHEYSOKAFWSQTLEDVDOYLKFVMPWNHYNTNADOVDASOERQA
CAA10078.1 EKDHQKFLNKIYQYYQTFLWPEYLKTVYQYQKTMTPWNHIKI
AAY68392.1  ------- MQYVPFPPFSDISNPTAHENYEKNNVMLQ- - - - -
IAAY683 021 IS LLELLE MQYVPFPPFSDISNPTAHENYEKNNVMLQ- -
cons

- /
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En la parte inferior de los resultados se muestra una seccién en la cual podemos descargar los alineamientos realizados por cada
método o programa que utiliza T-Coffee, asi como el drbol guia para realizar la comparacidn de secuencias.

y-

10
10

Result files

Input(s) Input sequences (9298)
System Command line (307B)  Log file (136KB)
Tree dndfile (©78) phfile (1018)

Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1.

2.

{Cudles son las ventajas de utilizar 7-Coffee en lugar de otros programas?

Investigar qué indican los gaps en los alineamientos de las secuencias (funcional, estructural y evolutivamente).

3. (A qué se debe la coincidencia pobre en el alineamiento?

4. Realiza el alineamiento de secuencias de las siguientes proteinas:

interferon-induced transmembrane protein 2 [Rattus norvegicus], interferon-induced transmembrane protein 3 [Homo sapiens),
interferon-induced transmembrane protein 2 [Homo sapiens), interferon-induced transmembrane protein 1 [Homo sapiens].

{Qué opcién de alineamiento utilizaria para la comparacion de las secuencias?, {por qué? y (qué valor de consistencia resulta?
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Practica 4

Del gen a la proteina
ExPASy
Introduccién

El flujo de informacion genética se da a nivel celular, el DNA del genoma no dirige directamente la sintesis de proteinas, sino
que utiliza el RNA como intermediario. Cuando la célula necesita una proteina determinada, la secuencia de nucledtidos de la
region apropiada de la inmensamente larga molécula de DNA se copia primero a RNA, que constituye el primer paso del flujo
de informacién conocido como transcripcion el cual permite obtener a partir de un transcrito primario de RNAm o pre-RNAm
distintas moléculas de RNAm maduras. En el segundo paso del flujo de informacion, estas copias de RNAm se utilizan como
moldes para dirigir la sintesis de las proteinas, proceso conocido como traduccion. Por lo tanto, el flujo de informacidn genética
en las células va de DNA a RNA'y de éste a proteinas.

Todas las células expresan la informacién genética de esta manera -un principio fundamental que se ha denominado el dogma
central de la biologfa molecular-. A pesar de la universalidad de este dogma, existen importantes variaciones en el mismo por el
que la informacion fluye desde el DNA a las proteinas. Una de las principales es que, en las células eucariotas, los transcritos de
RNA sufren una serie de procesamientos en el nticleo (incluyendo su maduracién) antes de salir al citoplasma y ser traducido a
proteinas. En esta etapa del procesamiento pueden cambiar aspectos criticos del “significado” de la molécula de RNAy por tanto
resulta crucial para entender de qué manera las células eucariotas leen sus genomas.

La sintesis de todas las cadenas polipeptidicas de una célula eucariota o procariota comienza con el aminodcido metionina.
En las bacterias se emplea una forma especializada de la metionina con un grupo formilo que se encuentra unido a un grupo
amino. En la mayoria de los RNAm, el coddn de inicio es el AUG, en unos pocos RNAm bacterianos, el codon de inicio GUG
y ocasionalmente se usa como codon de inicio para metionina en los eucariotas CUG. Los tres codones UAA, UGA y UAG no
especifican aminodcidos, sino que constituyen codones de terminacidn que marcan el extremo carboxilo de las cadenas poli-
peptidicas de la mayoria de las células. La secuencia de codones que va entre un coddn de inicio especifico hasta un codén de
término se llama marco de lectura.

Esta disposicion lineal precisa de ribonuclectidos en grupo de tres, en el RNAm, especifica la secuencia lineal precisa de
aminodcidos en una cadena polipeptidica, y también sefiala donde se inicia y termina la sintesis de la cadena. Dado que el co-
digo genético, es un codigo de tripletes que no se superpone, sin divisiones entre ellos, un RNAm particular, en teoria deberia
traducirse en tres marcos de lectura en cada direccidn 5y 3. A la region que codifica a una proteina se le llama region codificante
del gen (CDS por sus siglas en inglés) o “marco de lectura abierto”.

ExPASy

ExPASy es el portal de recursos bioinforméticos del Instituto Suizo de Bioinformatica (S/B), que proporciona acceso a bases de
datos cientificas y herramientas informéticas en diferentes areas de la ciencia, incluyendo protedmica, genomica, filogenia, siste-
mas bioldgicos, genética de poblaciones, transcriptomica y otros. También nos da acceso a otros recursos del SIB e instituciones
externas.

Para realizar esta préctica se utilizard la herramienta “Translate” de ExPASy, que nos permite obtener la secuencia de aminod-
cidos a partir de la secuencia codificante del DNA.
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Objetivos generales

« Mediante herramientas bioinforméticas identificar el flujo de informacion de DNA a RNA para determinar regiones codifican-
tes capaces de sintetizar un polipéptido o una proteina.

Objetivos particulares

1. Identificar una secuencia de DNA codificante en una base de datos y utilizarla como molde para generar el RNA maduro
y su posterior traduccién a proteina.

2. Analizar las 6 secciones posibles de la traduccién a aminodcidos con el fin de determinar el fragmento que sea funcional.
Requerimientos para la practica

«  Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta practica, se trabaja en linea.

Procedimiento

1. Acceder a NCBI (https;//www.NCBI.nIm.nih.gov/), en el botdn “All Databases” y elegir la opcion “Gene”, ingresar a la
ventana el nombre de la proteina ejemplo RHO rhodopsin [Homo sapiens (human)]. Dar clic en “Search”.

@mq

<« ¢ {(@_ncbinim.nin.govigene/zterm=Rno+human | G

B= A offal website of the United States government Here's how you know

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Gene v

[Rho human|
Create RSS  Save search Advanced

D

Gene sources Tabular ~ 20 per page ~ Sort by Relevance ~ Sendto: ~
Genomic iiters:
Mitochondria Filters: Manage Fiters

Organelles

See RHO rhodopsin in the Gene database
thoin Homo sapiens (2) Al 2 Gene records

Results by taxon

2. Se mostrard la informacion del gen, dar clic a la seccién de los detalles de las regiones genomicas, transcritos y productos
("Genomic regions/Reference sequence details").

~

[Gene | ~|[Rho human)

Create RSS  Save search Advanced

Tabular ~ 20 per page ~ Sort by Relevance ~ Send to: ~

Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Tree|
Homo sapiens (892)
Mus musculus (567)

GENE Was this helpful? ol

RHO — rhodopsin

Rattus norvegicus (4

(RHO  rhodopsi

* Summary

Official Symbol
Official Full Name
Primary source
See related

Gene type
RefSeq status
Organism
Lineage

Also known as

Summary

Expression
Orthologs

~ Genomic context

[ Homo i ( )1

Gene ID: 6010, updated on 21-Mar-2023

RHO provided by HGNG
thodopsin provided by HGNG
HGNC:HGNC:10012

163914 MIM:180380;

110012

protein coding

REVIEWED

Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;

& Download Da!ase(

ia; Eutheria;
Catarrhini; Hominidae; Homo
RP4; OPN2; CSNBAD1

The protein encoded by this gene is found in rod cells in the back of the eye and is essential for vision in low-light conditions. The
encoded protein binds to 11-cis retinal and is activated when light hits the retinal molecule. Defects in this gene are a cause of

congenital stationary night blindness. [provided by RefSeq, Aug 2017]
Low expression observed in reference dataset See more

mouse all

Try the new Gene table
Try the new Transcript table

f‘ “Benomic regions, transcripts, and products ]

Genomic

NC_000003.12 C!

3 Reference GRCh38.p14 Primary Assembly v

Goto

Go to reference sequence details

Primates; Hap

a2

Graphics FASTA _GenBank/
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3. Dardicen laseccion correspondiente al RNAm (en esta seccidn se tienen los datos experimentales de los procesos de corte
y empalme o splicing alternativo que han sido reportadas para este gen).

/

o

mRNA and Protein(s)

1. NM_000539.3 |- NP_000530.1 rhodopsin

See identical proteins and their annotated locations for NP_000530.1

Status: REVIEWED

Source sequence(s)
Consensus CDS
UniProtKB/Swiss-Prot
Related

AC080007

CCDS3063.1

P08100, Q2M249

ENSP00000296271.3, ENST00000296271.4

Conserved Domains (2) summary

pfam10413 Rhodopsin_N; Amino terminal of the G-protein receptor rhodopsin
Location:3 — 37

cd15080 7tmA_MWS_opsin; medium wave-sensitive opsins, member of the class A family of seven-

Location:38 — 317  transmembrane G protein-coupled receptors

~

J

4. Se desplegaré informacion diversa, en la cual se busca la region codificante o CDS (“Coding Sequence”), dar clic.

Go to: (V)

/Homo sapiens rhodopsin (RHO), mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_000539.3
FASTA  Graphics

LOCUs NM_000539 2768 bp mMRNA linear PRI 21-DEC-2022
DEFINITION Homo sapiens rhodopsin (RHO), mRNA.
ACCESSION NM_000539

N

VERSION NM_000539.3
KEYWORDS RefSeq; MANE Select.
SOURCE Homo sapiens (human)
\__ORGANISM Homo sapiens j
( /gene_synonym="CSNBAD1; OPN2; RP4" h
/note="upstream in-frame stop codon"
96..1142
/gene="RHO"
/gene_synonym="CSNBAD1; OPN2; RP4"
/note="opsin 2, rod pigment; opsin-2"
/codon_start=1
L /product="rhodopsin" )
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5. Laregion codificante de la secuencia del gen se muestra marcada, copiar esta secuencia.
/ORIGIN

-

agagtcatee agctggagee ctgagtgget gagetcagge cttegeagea ttettgggtg
61 ggagcagcca cgggteagec acaagggeca cagecHiTLCMRS e LU e Eree
121
181
FL B gctgggett coccatcaac ttcctcacge tetacgtcac cgtccagcac aagaagcetge
301
kI ¥Wgtggcttcac cagcaccctc tacacctcte tgecatggata cttcgtcttc gggcccacag
421
481
541
601
661
kF¥Wtggtccactt caccatcccc atgattatca tctttttctg ctatgggcag ctcogtcttea
[} ccgtcaagga ggccgctgecc cagcagcagg agtcagccac cacacagaag gcagagaagg]
a

:2¥Waggtcacccg catggtcatc atcatggtca tcgetttoct gatctgetgg gtgecctacg
901
961
1021
1081
1141 Eﬂgacctgcc taggactctg tggccgacta taggcgtetc ccatcceccta caccttecee
1201 cagccacagc catcccacca ggagcagcgco ctgtgcagaa tgaacgaagt cacatagget
1261 ccttaatttt tttttttttt ttaagaaata attaatgagg ctcctcactc acctgggaca
1321 gcctgagaag ggacatccac caagacctac tgatctggag tcecacgttc cccaaggeca
1381 gegggatgtg tgcccctecet cctecccaact catctttcag gaacacgagg attettgett
1441 tctggaaaag tgtcccaget tagggataag tgtctagcac agaatgggge acacagtagg
1501 tgcttaataa atgctggatg gatgcaggaa ggaatggagg aatgaatggg aagggagaac
1561 atatctatcc tctcagacce tcgcagcage agcaactcat acttggetaa tgatatggag
1621 cagttgtttt tccctcecctg ggocctcactt tcttctecta taaaatggaa atcccagatc
1681 cctggtecctg ccgacacgeca gctactgaga agaccaaaag aggtgtgtgt gtgtetatgt
1741 gtgtgtttca gcactttgta aatagcaaga agctgtacag attctagtta atgttgtgaa
1801 taacatcaat taatgtaact agttaattac tatgattatc acctcctgat agtgaacatt
1861 ttgagattgg gcattcagat gatggggttt cacccaacct tggggcaggt ttttaaaaat
1921 tagctaggca tcaaggccag accagggctg ggggttggge tgtaggcagg gacagtcaca
1981 ggaatgcaga atgcagtcat cagacctgaa aaaacaacac tgggggaggg ggacggtgaa
2041 ggccaagttc ccaatgaggg tgagattggg cctggggtct cacccctagt gtggggcccc
2101 aggtccegtg cctecccette ccaatgtgge ctatggagag acaggecttt ctetcageet
2161 ctggaagcca cctgoctcttt tgoctctageca cctgggtccec agcatctaga gcatggagec
2221 tctagaagcc atgctcaccc gcccacattt aattaacage tgagtccctg atgtcatcet
2281 tatctcgaag agcttagaaa caaagagtgg gaaattccac tgggcctacc ttccttgggg
2341 atgttcatgg gocccagttt ccagtttcce ttgecagaca ageccatctt cagcagttge
2401 tagtccattc tccattectgg agaatctget ccaaaaaget ggccacatet ctgaggtgte
2461 agaattaagc tgcctcagta actgctcccc cttctccata taagcaaagc cagaagctct
2521 agectttacce agetectgeet ggagactaag geaaattggg ccattaaaag cteagetcct
2581 atgttggtat taacggtggt gggttttgtt getttcacac tctatccaca ggatagattg
2641 aaactgccag cttccacctg atccctgacce ctgggatgge tggattgage aatgageaga
2701 gccaagcagc acagagtccc ctggggctag aggtggagga ggcagtcctg ggaatgggaa
\‘ 2761 aaacccca

6. Acceder a ExPAsy https://web.expasy.org/translate/. Dar clic en “Translate”.

@
i

o ) »

ﬁ (@ [web.expasy.orgjtransiate/ |

Expasy - SIB Bioinformatics Resource Portal Translate

grammatic access &

Translate is a tool which allows the translation of a nucleotide (DNA/RNA) sequence to a protein sequence.

DNA or RNA sequence

Please enter a DNA or RNA sequence - numbers and blanks are ignored

Output format

O Verbose: Met, Stop, spaces between residues
@ Compact: M, -, no spaces

O Includes nucleotide sequence

O lIncludes nucleotide sequence, no spaces

DNA strands
forward reverse
Genetic codes - See NCBI's genetic codes

| Standard ~

reset
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7. Ingresar la CDS del gen en la ventana. Se eligen los siguientes parametros: formato de salida compacto (“Output format”),
cadenas de DNA Forward y Reverse ("DNA strands") y cddigo genético estandar (“Genetic codes”). Dar clic en “Translate”.

(E Expasy®

Programmatic access

Translate

Translate is a tool which allows the translation of a nucleotide (DNA/RNA) sequence to a protein sequence.

~

DNA or RNA sequence

tgctgat
g
gtggtggtgtg
99

Output format

O Verbose: Met, Stop, spaces between residues
@®© Compact: M, -, no spaces

O T q

Olncludes nucleotide sequence, no spaces

DNA strands
forward reverse

Genetic codes - See NCBI's genetic codes

|I Standard
WS

o

/

8. En la secuencia traducida se muestra el codon de inicio metionina (M) y los codones de paro (stop) en las 6 secciones,
como resultado de la lectura en ambos sentidos de la cadena de DNA (upstream: contracorriente o rio arriba 5'a 3, o

downstream: rio abajo 0 3'a 5°).

ﬂ!—uulls of translation

= Open reading frames are highlighted in red

= Select your initiator on one of the following frames to retrieve your amino acid sequence Download all the translated frames

~5'3" Frame 1

\

MNGTEGPNFYVPFSENATGVVRSPFEY PQYYLAEPWOFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVQHEKLRETPLNY ILLNLAVADLFMVLGGFTSTLYTSLHGY

FVFGPTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFREFGENHATMGVAF TWVMALACAAPPLAGWSRY IPEGLQCSCGIDYYTLKPEVNNESEFV

IYMFVVHFTIPMILIFFCYGQLVFTVKEAARQQOOESATTQKAEKEVTRMVI IMVIAFLICWVPYASVAFY IFTHQGSNFGPIFMTIPAFFAKSAAIYNPVIY
IMMNRQFRNCMLTTICCGENPLGDDEASATVSKTETSOVAPA-

N

53 Frame 2

-MAQKALTSTCPS PMRRVWY AR PSSTHSTTHLSHGSSPCWPPTCEC-SCWASPSTSSRSTSPSSTRSCARLSTTSCST-PWLTSSWS-VASPAPSTPLCMDT
S5SGPQDAIWRASLPPWAVKLPCGPWNSWPSSGTWHCVSP-AT SASCGRTMPSWALPSPGSWRWPAPHPHS PAGPGTSPRACSARVESTTTRSSRRSTTSLLS
STCSWSTSPSP-LSSFSAMGSSSSPSRRPLPSSRSOPPHRRORRRSPANSSSWESLS-SAGCPTPAWHSTSSPTRAPTSVPSS-PSQRSLPRAPPSTTLSSI

5--T355GTACSPPSARARTHWVTMRPLLPCPRRRRARWERPE
L

~5'3' Frame 3

EWHRRP-LLRALLQCDGCGTQPLRVPTVLPG-AMAVLHAGRL.HVSADRAGLPHOLPHALRHRPAQEARHASOLHPAQPSRG-PLHGPRWLHQHPLHLSAWIL
RLRAHRMOFGGLLCHPGR-NCPVVLGGPGHRAVRGGV-AHEQLPLRGEPCHHGRCLHLGHGAGLRRTPTRRLVQVHPRGPAVLVWNRLLHAQAGGQQRVECH
LHVRGPLHHPHDYHLFLLWAARLHRQGGRCPAAGVSHHTEGREGGH PHGHHHGHRFPDLLGALRQRGI LHLHPPGLOLRSHLHDHPSVLCQERRHLOQPCHLY

HDEQAVPELHAHHHLLRQEPTG-R-GLCYRVQDGDEPGGPGL
\

~3'5' Frame 1

LGRGHLARLRLGHGSRGLIVTQWVLAAARDGGEHAVPELLVHHDIDDRVVDGGALGKERWDGHEDGTEVGALVGEDVECHAGVGHPADQESDDHDDDHAGDLL
LCLLCGG-LLLLGSGLLDGEDELPIAEKDDNHGDGEVDHEHVDDKRLVVDLRLERVVVDSTRALQALGDV PGPAGEWGCGAGQRHDPGEGNAHDGMVLPEAE
VAHGLTHHHVPLDGODHQOGPOGNFTAOGGKEALQ IASCGPEDEVSMORGVEGAGEAT -DHEEVSHG-VEQDVVERRAQLLVLDGDVEREEVDGEAQHDOOKH

VGGQHGELPWLSQVVLWVLEGAAYHTRRIGEGHVEVRAFCAIH
\

~3'5' Frame 2

=AGATWLVSVLDTVAEASSSPSGFLPQUMVVSMOFRNCLE IMI -MTGL-MARLLAKNAGMVMKMG PKLEPRWVEM-NAT LA-GTQD 1 REAMIMMMTMRVT SF
SAFCVVADSCCWARASLTVKTSCP-QKKMI IMGMVKWTTNM-MTKDSLLTSGLSV--SIPEEHCRPSGMYLDQPAS TEMMAWE SPKRK
LIMGLHTTTYRSMARTTKDHRAISPPRVAKK PSKLHPVGPKTKYPCREV-RVLVEPPRTMKRSATARLSRM-LRGVRSFLCWTVT-SVRKLMGKPSTISRNM
—AASMENCHGSAR-YCGYSKGLRTTPVALEKGT -KLGPSVFF

~3'5' Frame 3
RPGPPGSSPSWTR-QRPHRHPVGSCRSRWW-ACS SGTACS 5-YR-QGCRWRRSWORTLGWS ~-RHDRSWS PGG-RCRMPRWRRAPSRSGKR - P---PCG-PPS
LPSVWWLTEARGQRPP-R-RRAAHSRKR-- SHGH-SGPRICR-QKTRC-PPA-ACSSRFHT STAGPRGCTWTSRRVGVRRRPAP-PR-RQRE-WHGSPRSGS

CEWAYTPPRTARWPGPPRTTGQFHRPGWORSPPNCILWARRRS THAERCRGCW-SHLGP-RGQPRLG-AGCS-EACAASCAGR-RRA-GE-WGSPARSAETC

\ RRPAWRTAMAQPGSTVGTRRGCVPHPSHWRRARRS-GLLCHS

&
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9.

En este caso, la region mejor traducida es el fragmento mas largo v resaltado, que corresponde a la secuencia 5" a 3" de la
primera seccion.

5'3"' Frame 1
MNGTEGPNFYVPFSNATGVVRSPFEYPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIVLGFPINFLTLYVTVQHKKLRTPLNY ILLNLAVADLFMVLGGFTSTLYTSLHGY
FVFGPTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFRFGENHAIMGVAFTWVMALACAAPPLAGWSRY IPEGLQCSCGIDYYTLKPEVNNESFV
IYMFVVHFTIPMIIIFFCYGQLVFTVKEAAAQQQESATTQKAEKEVTRMVIIMVIAFLICWVPYASVAFYIFTHQGSNFGPIFMTIPAFFAKSAATYNPVIY
IMMNKQFRNCMLTTICCGKNPLGDDEASATVSKTETSQVAPA—

Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1.

Describir el concepto de dogma central de la biologia molecular tomando como base la préctica.
{Es correcto llamarle “dogma™

{A qué se refiere el CDS y por qué no ocupar la secuencia del gen completo?

Investigar que es un marco abierto de lectura (open reading frame).

{Por qué resultan 6 secciones de la traduccién a aminodcidos en ExPAS)?

Bibliografia

A

‘ﬁ
i
10

)]

L
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Practica 5

Prediccion de las propiedades fisioquimicas
PROTPARAM/UNIPROT
Introduccion

Las propiedades fisicoquimicas de las proteinas estdn determinadas por las caracteristicas intrinsecas de los aminodcidos, por
tal motivo las proteinas poseen diferentes propiedades que ejercen impactos criticos sobre su actividad, estructura y funcién
biolégica. Estas propiedades se pueden calcular y predecir para comprender mejor la funcion o la actividad de una proteina.

Existen proteinas solubles en agua o disoluciones salinas; otras en cambio, requieren margenes criticos de concentracion
salina; hay proteinas solubles sélo en disoluciones bésicas, cidas o hidroalcohdlicas; algunas otras son totalmente insolubles en
medio acuoso. Estas diferencias de solubilidad son muy titiles a la hora de purificar proteinas.

La carga total de la molécula proteica depende del pH de la solucidn y del niimero relativo de cada aminoécido en la molécula.
Asi, cuando el pH de una solucion es tal que la carga neta de la molécula es 0, es decir cuando el nimero total de cargas nega-
tivas es igual al niimero total de cargas positivas presentes en la molécula, se denomina punto isoeléctrico (pl) o pH isoeléctrico.

ProtParam

ProtParam es una herramienta que permite el calculo de varios parametros fisicoquimicos de una proteina conocida y almace-
nada en Swiss-Prot o TIEMBL, o para una secuencia de proteinas ingresada por el usuario. Los pardmetros calculados incluyen
el peso molecular, pl tedrico, composicion de aminodcidos, composicion atdmica, coeficiente de extincidn, vida media estimada,
indice de estabilidad, indice alifatico y promedio de hidrofobicidad.

UniProt

Universal Protein Resource (UniProt) proporciona un recurso central, completo y de libre acceso sobre secuencias de proteinas
y anotaciones funcionales, es un recurso central para almacenar e interconectar informacion de fuentes grandes y dispares, y es
el catdlogo més completo de secuencias de proteinas y anotacion funcional.

Objetivo general

* Identificar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas mediante la herramienta ProtParam de ExPASy con el fin de contar
con elementos fisicos y quimicos para el estudio de proteinas de interés.

Objetivos particulares

1. Obtener los pardmetros fisicoquimicos estimados de un dominio o fragmentos de proteina mediante ProtParam para conocer
las caracteristicas de la secuencia elegida.

2. Analizar las caracteristicas fisicoquimicas mediante una base de datos para su estudio.
Requerimientos para la practica
« Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta practica, se trabaja en linea.
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Procedimiento

En esta practica se tomard como ejemplo la proteina titina (titin [Homo sapiens], GenBank: CAA62188.1). Se busca la secuencia
en NCBI (NCBl/protein/ (nombre de la proteina) /FASTA).

Buscar la proteina en Uniprot (https;//www.uniprot.org/) y buscar el niumero identificador (Entry: Unique and stable entry
identifier).
@ _uniprot.org/uniprotkb?query=Homo%20sapiens%20titin__) G &M f{) * & O0¢

3.

4.

32

siseronwy  UNIProtKB 128 results
d (TrEMBL) (83) . Download View: Cards O Table ® £ Customizecolumns o8 Share v
hisms @ Entry a Entry Name 4 Protein Names a Gene Names a Organism a Length a
0 Q8WzZ42 =5 TITIN.HUMAN Titin[...] TTN Homo sapiens 34,350
\_ (Human) AA /

Dar clic en el numero identificador para obtener la informacion de la proteina. La base de datos para el andlisis se encuentra
descrito en la siguiente imagen, del lado izquierdo: la funcién, nombre, taxonomia, localizacion subcelular, modificaciones
postraduccionales, familia, dominios, secuencia y estructura.

L~
|Fncton (% .Q8WZ42 - TITIN_HUMAN)
Names & Taxonomy Protein’ | Titin Amino acids | 34350
Subcellular Location Gene'! I TIN Protein | Evidence at protein level

: existence!
Disease & Variants Status’ | % UniProtKB reviewed (Swiss-Prot)
_ . Annotation @

PTM/Processing Organism’ | Homo sapiens (Human) scorel
Expression

Entry Feature viewer Publications External links History
Interaction
Structure BLAST Align . Download v & Add Addapublication Entryfeedback

Anction Entry Feature viewer Publications External links History \

Names & Taxonomy

Structure'

Subcellular Location
Disease & Variants 4 < > Model1/50

PTM/Processing

Expression

Interaction
Family & Domains
Sequence & Isoforms

Similar Proteins

ke

SOURCE IDENTIFIER METHOD RESOLUTION CHAIN POSITIONS LINKS

K - Select-- v --Select-- v /

Para obtener las caracteristicas fisicoquimicas se accede a la pagina http;//expasy.org/tools/protparam.html.
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5. Copiar el nimero de acceso (“accesion™) y pegarla en la ventana pequefa, o la secuencia completa de la proteina en la
ventana grande. En este ejemplo se utilizd la secuencia completa. Dar clic en “Compute parameters”.

< cC (a lweb.expasy.org/prolparam/| G & 0 %) #* K | G H

Expasy® e e Home 1 Contact

ProtParam tool

ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation of various physical and chemical parameters for a given protein stored in Swiss-Prot or TTEMBL or
for a user entered protein sequence. The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl, amino acid composition, atomic composition, extinction coefficient,
estimated half-life, instability index, aliphatic index and grand average of hydropathicity (GRAVY) (Disclaimer).

Please note that you may only fill out one of the following fields at a time.

you TarT paste your own amino acid sequence (in one-letter code) in the box below:
'KNNLPISISSNVSISRSRNV! EI] TIKAKNF LMVLPLV

BL accession number (AC) (for example P05130) or a sequence identifier (ID) (for example KPC1_DROME):

TODDA

DGSFSSQ! E

KAGIRGIPPKIEALPSDISIDEGKVLTVACAFTGEPTPEVTWSCGGR
KIHSQEQGRF
HIENTDDLTTLIIMDVQKQDGGLYTLSLGNEFGSDSATVNIHIRST

RESET || Compute parameters ]

6. Como resultado se muestra la secuencia introducida seguido de los pardmetros a analizar.

CExpasy® ProtParam )

ProtParam
User-provided sequence:

10 20 30 40 50 60
MTTQAPTFTQ PLQSVVVLEG STATFEAHIS GFPVPEVSWF RDGQVISTST LPGVQISFSD

70 80 90 100 110 120
GRAKLTIPAV TKANSGRYSL KATNGSGQAT STAELLVKAE TAPPNFVQORL QSMTVRQGSQ

130 140 150 160 170 180
VRLQVRVTGI PNPVVKFYRD GAEIQSSLDF QISQEGDLYS LLIAEAYPED SGTYSVNATN

190 200 210 220 230 240
SVGRATSTAE LLVQGEEEVP AKKTKTIVST AQISESRQTR IEKKIEAHFD ARSIATVEMV

250 260 270 280 290 300
IDGAAGQQLP HKTPPRIPPK PKSRSPTPPS IAAKAQLARQ QSPSPIRHSP SPVRHVRAPT

310 320 330 340 350 360
PSPVRSVSPA ARISTSPIRS VRSPLLMRKT QASTVATGPE VPPPWKQEGY VASSSEAEMR

370 380 390 400 410 420
ETTLTTSTQI RTEERWEGRY GVQEQVTISG AAGAAASVSA SASYAAEAVA TGAKEVKQDA

- J
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ProtParam de ExPASy permite calcular parametros fisicoquimicos de una secuencia proteica dada, entre los que se encuentran el

peso molecular, el pl tedrico, la composicidon de aminodcidos, la composicion atdmica, el coeficiente de extincion, etc.

-

References and documentation are available.

Number of amino acids: 26926
Molecular weight: 2993451.39

Theoretical pI: 6.35

Amino acid composition:|| CSV format

Ala (A)1632 6.1%
Arg (R)1405 .2%
Asn (N) 902 .3%

Asp (D)1430 .33
Cys (C) 356 .3%
Gln (Q) 724 7%

Glu (E)2324
Gly (G)1731
His (H) 391
Ile (I)1658 .23
Leu (L)1694 .33

5
3
5
1
2
8.6%
[3
1
3
6
Lys (K)2199 8.2%
1
2
6
7
7
1
3
9
0
0

.4%
.5%

Met (M) 337 .3%
Phe (F) 672
Pro (P)1834
Ser (S)1910
Thr (T)2083
Trp (W) 401

Tyr (Y) 829 1%
Val (V)2414 0%
Pyl (0) O .08
Sec (U) 0 0%
(B) 0 0.0%
(2) 0 0.0%
(X) 0 0.0%

Los pardmetros que Se van a analizar son:

Ly

A,1632,6.06105622818094
B0,
C,356,1.32214216742182
D,1430,5.31085196464384
E,2324,8.63106291316943
F,672,2.49572903513333
G,1731,6.42873059496398
H,391,1.45212805466835
1,1658,6.15761717299265
K,2199,8.16682760157469
L,1694,6.29131694273193
M,337,1.25157840005942
N,902,3.34992200846765
000
P,1834,6.81126049171804
Q.724,2.68885092475674
R,1405,5.21800490232489
$,1910,7.09351556116764
T,2083,7.73601723241477
U00
V,2414,8.96531233751764
'W.401,1.48926687959593
X00
Y.829,3.07880858649632
Z0,0

ively charged
ively charged

dues (Asp + Glu): 3754
dues (Arg + Lys): 3604

carbon
Hydrogen
Nitrogen
oxygen

sulfur 693

132983
211861
36149
40883

wozma

Formula: Cy37983H2118614361490408835693
Total number of atoms: 422569

Extincti

ficients:

Extinction coefficients are in units of M\ cml, at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 3462960
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.157, assuming all pairs of Cys residues form cystines
Ext. coefficien t 3440710

Abs 0.1% (=1 g/1) 1.149, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is M (Met).

The estimated half-life is:

30 hours (m
>20 hours (yeas
>10 hours (Esel
Instability index:

The instability index (IT) is computed to be 39.69
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 80.61

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.470

fxtinction costficients:

Extinction coefficients are in units of M! cm™!, at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 3462960
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.157, assuming all pairs of Cys residues form cystines

Ext. coeffici
Abs 0.13 (

g/1)  1.149, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is M (Met).

The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
20 hours s

Instability index:

The instability index (II) is computed to be 39.69
This classifies the protein as stabl

Aliphatic index: 80.61

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.470

=

o Coeficiente de extincion: Muestra cuanta luz absorbe una proteina a una cierta longitud de onda y resulta muy til en los
estudios de espectrometria. ProtParam ofrece una estimacion que, en todo caso, debe confirmarse experimentalmente.

o Coeficiente de inestabilidad: La proteina se encuentra estable cuando el valor es de 40, y cuando el valor mayor indica que
la proteina puede ser inestable.

o Vida media: Es una prediccion del tiempo que tarda la proteina completa en desaparecer después de ser sintetizada en la
célula.
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7. Enel caso de que se ingrese el nimero identificador (Q8WZ742), se muestra una pantalla intermedia previa a la pantalla de
resultados, en donde es posible seleccionar para el andlisis de la secuencia completa o de los dominios funcionales.

(Expasy® A

ProtParam tool

ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation of varig
computed parameters include the molecular weight, theoretical pl, amino acid compositid
(GRAVY) (Disclaimer).

Please note that you may only fill out one of the following fields at a time.

Enter a Swiss-Prot/TrEMBL accession number (AC) (for example P05130) or a sequence

Q8WZ42

Or you can paste your own amino acid sequence (in one-letter code) in the box below:

[ RESET ][ Compute parameters II
- J

(Expasy® )

ProtParam

of on the

TITIN_HUMAN (Q8W2Z42)

Titin (EC 2.7.11.1) (Connectin) (Rhabdomyosarcoma 2

Homo sapiens (Human)

Please select one of the following features by clicking

Note: Only the features corresponding to subsequencq

FT CHAIN 1-34350 Titin

FT DOMAIN 6-96 Ig-like 1

FT DOMAIN 104-192 Ig-like 2

FT  REPEAT 417-462  z-repeat 1

FT REPEAT 466-511 Z-repeat 2

FT REPEAT 512-554 Z-repeat 3

FT REPEAT 555-600 Z-repeat 4

FT REPEAT 601-646 Z-repeat 5

FT REPEAT 647-691 Z-repeat 6

FT REPEAT 692-740 Z-repeat 7

FT DOMAIN 943-1031 Ig-like 3

T DOMAIN 1082-1172 Ig-like 4

FT  DOMAIN 1291-1382  Ig-like 5

FT DOMAIN 1457-1546 Ig-like 6

FT DOMAIN 1556-1646 Ig-like 7

FT  DOMAIN 1703-1793  Ig-like 8

FT DOMAIN 1841-1928 Ig-like 9

FT DOMAIN 2078-2167 Ig-like 10

FT  DOMAIN 2171-2262  Ig-like 11

FT DOMAIN 2264-2354 Ig-like 12

FT DOMAIN 2353-2443 Ig-like 13

FT DOMAIN 2430-2529 Ig-like 14

FT DOMAIN 2620-2703 Ig-like 15

FT  DOMAIN 2880-2965  Ig-like 16

FT DOMAIN 2968-3050 Ig-like 17

FT DOMAIN 3058-3141 Ig-like 18

FT DOMAIN 3239-3327 Ig-like 19

FT DOMAIN 3344-3432 Ig-like 20

FT  DOMAIN 3503-3586  Ig-like 21

FT  DOMAIN 3621-3712  Ig-like 22
\eo_nownmy  spsiane rooiive o1 J

]

Or, if you wish to select a different sequence fragment (at least

N-terminal: | 4383

C-terminal: [34112

The sequence _HUMAN consists of 34350 amino acids.
Fsuamr |
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8. Como resultado de la buisqueda especifica para el andlisis, se obtienen las propiedades fisicoquimicas del fragmento.

ProtParam
TITIN_HUMAN (Q8WZ42)

Titin (EC 2.7.11.1) (Connectin) (Rhabdomyosarcoma antigen MU-RMS-40.14)
Homo sapiens (Human)

The computation has been carried out on a user selected segment from position 4383 to position 34112 in this sequence of 34350 residues.

Considered sequence fragment:

4381 4391 4401 4411 4421 4431

| | | |
4381  PVIKRKIE PLEVALGHLA KFTCEIQSAP NVRFOWFKAG REIYESDKCS IRSSKYISSL 4440
4441 EILRTQVVDC GEYTCKASNE YGSVSCTATL TVTEAYPPTF LSRPKSLTTF VGKAAKFICT 4500
4501 VIGTPVIETI WQKDGAALSP SPNWRISDAE NKHILELSNL TIQDRGVYSC KASNKFGADI 4560
4561 CQAELITIDK PHFIKELEPV QSAINKKVHL ECQVDEDRKV TVTWSKDGQK LPPGKDYKIC 4620
4621 FEDKIATLEI PLAKLKDSGT YVCTASNEAG SSSCSATVTV REPPSFVKKV DPSYLMLPGE 4680
4681 SARLHCKLKG SPVIQVTWFK NNKELSESNT VRMYFVNSEA ILDITDVKVE DSGSYSCEAV 4740

Number of amino acids: 29730

Molecular weight: 3300936.55

Theoretical pI: 6.13
Amino acid composition: [ CSV format
Ala (a)1762 5.9%
Arg (R)1426 4.8%
Asn (N) 998 3.48
Asp (D)1521 5.1%
cys (C) 460 1.5%
Gln (Q) 724 2.48
Glu (E)2714 9.1%
Gly (6)1834 6.2%
Bis (H) 389 1.3%
Ile (1)1787 6.0
Leu (L)1816 6.1%
Lys (K)2579 8.7%
Het (M) 309 1.08
Phe (F) 780 2.68
Pro ()2279 7.7%
ser (5)2086 7.0%
Thr (T)2187 7.4%
Tep (W) 430 1.4%
Y5 (Y) 873 2.9%
val (v)2776 9.3%
Byl (0) 0 0.08
sec (U) 0 0.0%
(@) o 0.0%
(z) o 0.08
0 0.08

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 4235
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 4005

Atomic composition:

carbon c 147015
Bydrogen 234047
Nitrogen N 39517
Oxyge: o 45069
sulfur s 769

3694520
1119, a
3665770

Bxt. coefficient
b5 0.1% (=1 9/1)  1.111, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-1ife:

index:

ity index (11) is computed to be 41.68
ies the protein as unstable.

Aliphatic index: 80.27

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.470

Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1. {Por qué es importante conocer el pl, el peso molecular, la solubilidad y otros datos de la proteina?

2. {Qué propiedades fisicoquimicas son importantes para la purificacion de las proteinas?

Bibliografia
L Atwood, T, y Parry-Smith, D. (2002). Introduccion a la bioinformdtica. Madrid, Espania: Pearson educacion, S.A.
L0 Melo, V., y Cuamatzi, O. (2004). Bioquimica de los procesos metabdlicos. Barcelona, Espana: Reverte, S.A.

LL1 Pefia, A, Arroyo, A, Gomez, A, y Tapia, R. (2018). Bioguimica. Ciudad de México, México: Limusa.

2l Roldan, D. (2015). Bioinformdtica, el ADN en un solo clic. Bogota, Colombia: Ediciones de la U. Stryer, L., Berg, J.
y Tymokzko, J. (2013). Bioquimica. Madrid, Espafa: Reverté, S.A.
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Practica 6

Modificaciones postraduccionales
MOTIF SCAN
Introduccion

Las modificaciones postraduccionales son eventos de procesamiento que cambian las propiedades de una proteina mediante la
ruptura proteolitica y/o la adicion covalente de un grupo modificador, como acetilo, fosforilo, glicosilo y metilo, a uno o mas ami-
nodcidos. Estas juegan un papel clave en numerosos procesos biolégicos al modificar significativamente la estructura y dindmica
de las proteinas. Estas modificaciones desencadenan una amplia gama de comportamientos y caracteristicas de las proteinas,
incluida la funcién y el ensamblaje de las enzimas, la vida util de las proteinas, las interacciones proteina-proteina, las interac-
ciones célula- célula y célula-matriz, el trafico molecular, la activacion del receptor, la solubilidad de la proteina, plegamiento de
proteinas y localizacidn de proteinas.

Estas modificaciones no se producen en cualquier parte de la proteina, sino que vienen determinadas por una secuencia
concreta de aminodcidos conocida como motivos proteicos, que son reconocidos por las enzimas encargadas de realizar estas
modificaciones postraduccionales. Es posible encontrar estos patrones en las proteinas ya que estan descritos y depositados en
diferentes bases de datos.

MOTIF SCAN

Si una proteina tiene sitios susceptibles a presentar modificaciones postraduccionales se utiliza el programa Motif Scan, el cual
compara la secuencia de aminodcidos con las bases de datos de motivos proteicos incluyendo “prosite”, una de las bases més
importantes. Como resultado se obtienen las coincidencias reportadas en las bases de datos y algunos otros detalles.

Objetivo general

* Identificar motivos en la secuencia proteica en donde se sugieren modificaciones postraduccionales mediante el programa
Motif Scan.

Objetivos particulares

1. Reconocer las modificaciones postraduccionales de las proteinas mediante la base de datos Motif Scan con el fin de compa-
rarla con otras proteinas.

2. Identificar la secuencia de un motivo sefialando la posicion encontrada para compararla con otras proteinas.
Requerimientos para la practica
*  Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta practica, se trabaja en linea.
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Procedimiento
1. Acceder a Motif Scan en la siguiente liga: https;//myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan#.

2. Se buscardn los motivos de B-casein de Homo sapiens, cuyo ntimero identificador es P05814, para ello buscar la proteina
en Uniprot (https://www.uniprot.org/) y copiar el niimero identificador (Entry: Unique and stable entry identifier). También
se puede utilizar en este paso la secuencia en formato FASTA de la proteina.

3. Introducir el nimero identificador o la secuencia en formato FASTA de la proteina en el recuadro que se encuentra en la
pagina principal.

4. Seleccionar todas las bases de datos en donde se buscardn las coincidencias en las secuencias proteicas reportadas con
modificaciones postraduccionales. Dar clic en “Search”

% (& myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan | G M %) ® OO :
Motif Scan L]
116
user GUEST wnﬂth 600 Motif scanning means finding all known motifs that occur in a sequence. This form lets you paste a protein sequence, select the collections of motifs to scan for,
and launch the search.
A deals with the interpretation of the match scores. You should consult the home pages of Prosite on ExPASy, Pfam and InterPro for additional
Tools information.
Search ...
Pattern Search If your proteins of interest are already in the the Query by Protein form is much faster, and the Protein Hub provides a collection of tools
BLASTP/PSI-BLAST that you might find useful.
PFSEARCH (profile)
HMMERS3 (profile-HMM) f
Motif Scan P05814
U o Proteln Identlflers
by Protein cq
by Motif
Aigh.. Errr—
MAFFT
Profile Align
Classify ... 4
pacoR The scan might take
TWRI:fc.:.r.mat =R ye a few minutes.
Reformat SEQ 2 hansp - HAMAP profiles.
Dotlet & 5u - PROSITE patterns
ProtoGene [ freq_pa - PROSITE patterns (frequent match producers)
Hub not_source | ®pe - More profiles
a?:é‘"s 9t - PROSITE profiles
2 ptom -
Depieceted [ ptam_ss - Pfam HMMs (local models)
Privacy notice pfam,u - Pfam HMMs (global models)

5. Como resultado se obtiene una representacidn grafica en la cual se observa la secuencia proteica introducida en la parte
superior y en la parte inferior las coincidencias obtenidas por la bisqueda en las diferentes bases de datos, seguida de una
lista de las coincidencias.

/ Motif Scan Results \
search [ﬂ]

Query Protein temporarily stored here.
PROSITE patterns (frequent match producers) [freq_pat], HAMAP profiles [hamap], PROSITE patterns [pat], Pfam HMMs
(local models) [pfam_fs], Pfam HMMs (global models) [pfam_Is], More profiles [pre], PROSITE profiles [prf].
Searching HAMAP profiles
searching PROSITE patterns
searching PROSITE patterns (frequent match producers)

Database of motifs

searching Pfam HMMs (global models)
postprocessing
Summary

Original output hamap, pat, freq_pat, pre, prf, pfam fs, pfam lIs.

JEE ]
préiPRORICH €13 ]
Péan_iziCasein €11
Matches map fan 15t [3F] ]
(features from query are above
the ruler, matches of the motif ~ Legends: 1, in form 5-P. |PubMed: 18847231, 715339); 2, in form 4-P and
scan are below the ruler) form 5-p. 18847231, |Publied:6715339); 3, Pholpncsezme in form 3-p, form 4-P and form 5-P.

{EC0:0000269 PubMed: 18847231, ECO:0000269 |PubMed:6715339); 4, Phosphoserine; in form 1-P, form 2-P, form 3-P, form 4-P and form 5-B.
{EC0:0000269 | Publied: 18847231, ECO:0000269 |PubMed: 6715339); 5, CONFLICT T -> P (in Ref. 6; AR sequence). {ECO:0000305}; 6, CONFLICT
Missing (in Ref. 1; CAA39270). {EC0:0000305}; 7, CONFLICT S -> Q (in Ref. 6; AA sequence). {EC0O:0000305}; 8, CONFLICT L -> V (in Ref. 3;
CAA34916). {ECO:0000305}; 9, CONFLICT H -> Q (in Ref. 3; CAA34916). {EC0:0000305}; 10, CONFLICT L -> S (in Ref. 6; AA sequence).
{EC0:0000305); 11, CONFLICT Q -> E (in Ref. 6; AA sequence). {EC0:0000305); 12, CONFLICT Q -> V (in Ref. 6; AA sequence). (ECO:0000305);
13, SIGNAL {ECO:0000269|PubMed:6715339); 14, CONFLICT EDE —> TDQ (in Ref. 6; AR sequence). {ECO:0000305); 15, CONFLICT QUV -> EVL (in
Ref. 6; AA sequence). (EC0:0000305); 16, CONFLICT TQPLAPVAN -> PEPSTTZABH (in Ref. 6; AR sequence). (ECO:0000305); 17,

freq pat:CK2_PHOSPHO_SITE [2]; 18, freq pat:TYR PHOSPHO_SITE [2]; 19, pat:CASEIN ALPHA BETA [1]; 20, prf:NEBULIN [2].

FT /MYHIT 23 26 freq _pat:CK2_PHOSPHO_SITE [?]

FT [ MyHIT 28 31 freq_pat:CK2_PHOSPHO_SITE [2]

FT | MynIT 134 137 freq_pat:CK2_PHOSPHO_SITE [?]

FT | mynIT 103 109 freq_pat:TYR_PHOSPHO_SITE [?]

List of matches FT | MYHIT 8 15 pat:CASEIN_ALPHA BETA [!]

FT | MYHIT 28 41 prf:NEBULIN [?]

FT | MYHIT 57 192 prf:PRO_RICH [!]

Fr | MyHIT 129 212 pfam fs:Casein [!]

FT \MYHIT 129 212 pfam_ls:Casein [!]
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En la imagen anterior se muestran los detalles de cada motivo y la posicidn, cuando se encuentra disponible nos permite
obtener una imagen o esquema y la descripcion del motivo, en este caso encontramos sitios ricos en prolina v sitios de
fosforilacion. La significancia se muestra mediante un cédigo de coincidencias, en las que, segun lo obtenido en las bases
de datos, las secuencias coincidentes proporcionadas pueden clasificarse como verdaderos positivos y falsos positivos. Un
verdadero positivo es una secuencia que comparte similitud con la secuencia de estudio porque ambos han evolucionado
(divergido) de una secuencia ancestral comun, aunque también puede atribuirse a veces a la convergencia evolutiva. Una
secuencia se considera un falso positivo si la similitud observada es atribuible al azar. Debe enfatizarse que solo los argumen-
tos biologicos pueden ser permitidos para decidir si una secuencia debe considerarse como un verdadero o falso positivo.

Segtin el cddigo proporcionado por el programa:
«  llndica una coincidencia fuerte: Es poco probable que esta coincidencia sea un falso positivo.

« R Coincidencia rescatada: Esto se refiere principalmente a dominios que se sabe que se repiten y que es poco probable
que aparezcan como una sola copia en una proteina.

« 2 Coincidencia cuestionable o débil: Se requieren evidencias bioldgicas adicionales para determinar el estado de esta
coincidencia.

« Il Una fuerte coincidencia para un motivo especifico de una familia de proteinas: Es muy poco probable que esta
coincidencia sea un falso positivo, ademds, es muy probable que esta coincidencia pertenezca a la subfamilia.

« N Corresponde a una coincidencia aceptada para un motivo especifico de la familia: Es muy poco probable que esta
coincidencia sea un falso positivo para el motivo, pero para determinar la asignacién familiar se requiere de evidencias
bioldgicas adicionales.

« M. Coincidencia cuestionable o débil para un motivo especifico.
*  NA: No disponible.

«  Valor E: Es el niimero de coincidencias con una puntuacion igual o mayor que la puntuacion observada que se espera
que ocurra por casualidad. En otras palabras, el valor E proporciona una estimacion del nimero de falsos positivos.
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/ Detail of matches \

match detail match score motif information
1
S E Status: ?
SSSE pos.: 23-26

freq_pat:CK2_PHOSPHO_SITE
Casein kinase II

E
S0 Status: 2 phosphorylation site.
SITE pos.: 28-31 [ entry Jregends: 1,
Tl E stat ) 7 phosphor.ylatfo’n. ]
p atus: = Descripciéon del motivo
TOLE pos.: 134-137
2 image ~
freq_pat:TYR_PHOSPHO_SITE|
@ B 2 Tyrosine kinase
O] Status: £ phosphorylation site.
KAKDTVY pos.: 103-109 [ entry Jregends: 1,
phosphorylation.
A image
pat:CASEIN_ALPHA_BETA|
?'IVT e Status: 1 C_asei?s alpha/beta
CLVALALA pos.: 8-15 ?’Se]:fr; r]e.
A image A
- II, (i B Status: ? prf:NEBULIN

pos.: 28-41 Nebulin repeat profile.
raw-score = 123 [ entry ]
SITEYKOKYEKVKH N-score = 4.550 [ graphics ]
E-value = 6e+02

Psfanapl iupfvepipugf lpani lplagpavwlpvpapeimevpkakdtvytkgrvmovlksn

status: 1 prf:PRO_RICH
pos.: 57-192  Proline-rich region
raw-score = 68 l[”:ge- :
tipfedpaipkltdlenlhlplpl laplnaavpapipatlalppaplusvpapkvipipaawwpy N-score = 12.706 [?n:]ics :
\ - E-value = 4.2e-06 | 9r@RNICS /

l

paravP
A image

QIPKLTOLENLHLPLPLLOP-LMOQYPOPIPQTLALPPOPLUSYPO---PKYLPIPQQYYPYPO- Status: ! . .
pos.: 129-212 pfam_fs:Casein

raw-score = 103.5 Casein
il Ml N-score = 38.180 L entry ]
E-value = 1.4e-31

~---RAVPYOALLLNQELLLNPTHQIYP

QIPKLTOLENLHLPLPLLOP-LMQQYPOPIPQTLALPPOPLUSYPQ---PKYLPIPQQYYPYPQ- Status: ! . .
pos.: 129-212 pfam_lIs:Casein

raw-score = 105.3 Casein
o el Ml N-score = 36.673 L entry]
E-value = 4.5e-30

---RAVPYOALLLNQELLLNPTHQIYP

K 2 image J
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el paso anterior, completa el siguiente cuadro:

Descripcion del motivo . . Posicion en la secuencia “Score"
. Secuencia del motivo : . "
proteico de la proteina i=fuerte, '=débil

Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1.

Describir la funcién de los motivos encontrados y las modificaciones postraduccionales encontradas en la secuencia.
Investigar otros programas para encontrar posibles modificaciones postraduccionales.

Repetir el ejercicio con NFKB1 (Homo sapiens), con identificador: P19838. {Qué resultados se obtienen? Realizar un cuadro
con los resultados y describir la funcion de los motivos encontrados y las posibles modificaciones postraduccionales.

Bibliografia

(BN

(B8]

AN

a8

Atwood, T, y Parry-Smith, D. (2002). Introduccién a la bioinformdtica. Madrid, Espafa: Pearson educacion, S.A.

Oliva, R, y Vidal, M. (2006). Genoma humano. Nuevos avances en investigacion, diagndstico y tratamiento. Barcelona, Espafia:
UBe Barcelona.

Roldan, D. (2015). Bioinformadtica, el ADN en un solo clic. Bogota, Colombia: RA-MA ediciones de la U.

Charpilloz C, Veuthey, A-L, etal. (2014). Motifs tree: a new method for predicting post-translational modifications. Bioinformatics.
30:1974-1982. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu165
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Practica 7

Buisqueda de dominios funcionales
INTERPRO
Introduccion

Algunas regiones de la estructura de una proteina se les conocen como dominios. Existen tres clases principales de dominios
proteicos: funcional, estructural y topoldgico.

El dominio funcional es una region de una proteina que muestra una actividad particular y es conservada aun cuando se aisle
del resto de la molécula. A este respecto una region especifica de una proteina puede ser responsable de la actividad catalitica,
por ejemplo, el dominio cinasa que adiciona en forma covalente un grupo fosfato a otra proteina o un dominio de unién a DNA
0 un dominio de unién a la membrana. Un dominio funcional con frecuencia se identifica en forma experimental al reducir una
proteina a un fragmento activo més pequefo con ayuda de las proteinas proteasas, enzimas que escinden uno o mas enlaces
peptidicos en un polipéptido diana.

El dominio estructural es una region de aproximadamente 40 aminodacidos, dispuesta como una estructura Unica es estable
y distintiva, con frecuencia abarca una o mas estructuras secundarias.

El dominio topoldgico se refiere a las regiones de las proteinas definidas por las relaciones espaciales distintivas con respecto
al resto de la proteina, por ejemplo, algunas proteinas asociadas con la membrana de la superficie celular pueden tener una parte
que se extiende hacia el espacio citoplasmatico y una parte embebida en la membrana fosfolipidica y otra parte que se extiende
hacia el exterior, espacio extracelular.

Plataforma interpro (clasificacion de familias de proteinas)

InterPro provee un andlisis funcional de las proteinas mediante la clasificacion en familias y prediccion de dominios y sitios impor-
tantes. Para clasificar las proteinas, usa modelos predictivos conocidos como firmas (“Signatures”) proporcionadas por diferentes
bases de datos que conforman InterPro. Se combina la informacion de las diferentes bases de datos en una sola, funcionando
como una herramienta de diagnostico.

Objetivo general

* Identificar dominios funcionales en las secuencias proteicas mediante una base de datos con el fin de encontrar fragmentos
conservados para inferir la posible funcidn.

Objetivos particulares

1. Identificar los dominios funcionales reportados mediante una plataforma con acceso a base de datos sobre proteinas con el
fin de encontrar coincidencias con otras familias de proteinas.

2. Reconocer con base en la secuencia, los sitios de union de la proteina para inferir la funcion molecular y el proceso biolégico
en el que estd involucrada.

Requerimientos para la elaboracion de la practica
+ Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta préctica, se trabaja en linea.
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Procedimiento

1. Esta préctica se llevard a cabo utilizando la secuencia de calmodulina humana >AAD45181.1 calmodulin [Homo sa-
piens]. Obtener el formato FASTA en NCBI/Protein.

2. Abrir la plataforma /nterPro en el siguiente enlace https://www.ebi.ac.uk/interpro/

3. Una vez abierta la pagina principal de InterPro, colocar la secuencia de la proteina en formato FASTA en la ventana. Dar dlic
en “Search”.

< ¢ L& _ebiac.ukjinterpro/

’) InterPro Classification of protein families

»Search  »Browse | PResults  Releasenotes = Download | »Help | »About

/ Classification of protein families
InterPro provides functional analysis of proteins by classifying them into families and predicting domains and important sites. To classify proteins
' in this way, InterPro uses predictive models, known as signatures, provided by several different databases (referred to as member databases)
that make up the InterPro consortium. We combine protein signatures from these member databases into a single searchable resource,
capitalising on their individual strengths to produce a powerful integrated database and diagnostic tool.

’ I

Search by sequence Search by text Search by Domain Architecture.

Sequence, in FASTA format

LoDM: DEPEFL

EEVQMITAK

—4

Valid Sequence.
Choose file | Example protein sequence

» Advanced options

Powered by InterProScan /

4. El procesamiento de datos puede ser lento (se muestra el estatus, espere un momento).

O InterPro

Classification of protein families

Home » Search » Browse » Results Release notes Download » Help » About

4@/ Result / InterProScan

Your InterProScan Search Results @

Your InterProScan search results are shown below. Searches may take varying times to complete. You can navigate to other pages and once the search is finished, you will
receive a notification. The results will be available for 7 days.

Alternatively, you can import the results of an InterProScan run (in JSON format) into this page in order to view your search results interactively.

e Import: ‘ H

1-1of1result

W ClearAll ~
Y J $ Y CRE
iprscan5-R20230325-225040-0497-9662505-p2m (B 28 seconds ago u
N Seaciing /
o ]
1-1ofdresult W ClearAll ~
$ Y RESUL &Y CREATED
Sequence title 66 |l 1 minute ago v [ 1
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Una vez que el procedimiento ha finalizado, aparecera la pagina de resultados, que dispone de una seccion de filtrado en

donde es posible especificar el tipo de resultados que se desee segtin una serie de criterios. El mds importante de ellos es
el tipo de entrada (“Entry”). A cada entrada de InterPro se le asigna uno de los siguientes tipos, que permiten inferir cuando
una proteina coincide con una entrada:

o Familia (“Family"): Una familia de proteinas que comparten una evolucion comun, lo que indica que desempefian
funciones relacionadas o que tienen una estructura secundaria o terciaria similar.

o Dominio (“Domain"): Los dominios pueden existir en una amplia variedad de contextos bioldgicos y se caracterizan
por una estructura, funcion o fragmento de secuencia.

o Super familia homdloga (“Homologous Superfamily”): Es un grupo de proteinas que comparten un origen evolutivo
comun indicado por la similitud estructural.

o Sitios de unién (“Binding site"): Un sitio de union es una secuencia en una proteina en donde se une un ligando.

o Unintegrated: Ligandos cuya union es transitoria, como, por ejemplo, el ion calcio.

o InterPro

Home » Search » Browse » Results

Entry matches to this protein @

Classification of protein families

Releasenotes | Download | »Help = »About

T
120

IPR002048

EeEEssSsSa——————— | ez
- ©d00051

Ca2+ binding site
SM00054
PF13499

|' Homologous Superfamily |

IPRO11992

SSF47473

+ Binding Site

~ Unintegrated

IPRO18247
PS00018

G3DSA:1.10.238.10:FF:000527

G3DSA1.10.238.10

InterPro GO terms

PTHR23050

K PR00450 /

[ Biological Process

Molecular Function

Cellular Component ]

None

N

« calcium ion binding (G0:0005509)

None

_J

El resultado muestra que la secuencia pertenece a la familia calmodulin (IPR039030), en la que se han encontrado coincidencias
en los dominios IPR002048, PS50222, SM00054, Cd00051, sitio de unién a Ca2+ (“Binding Site”), PF13499, mostradas en el
recuadro marcado en rojo del lado derecho. Abajo del cuadro se muestran algunas caracteristicas de los dominios.

Carolina Campos Muniz/Elizabeth Herndndez Pérez/Iris Natzielly Serratos 45



m Universidad Auténoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Divisién de Ciencias Bioldgicas

Casa abierta al tiempo

y de la Salud

6. Al colocar el cursor sobre cada una de las barras de las diferentes entradas se observan las coincidencias reportadas en las
bases de datos, como se muestra en el ejemplo del recuadro rojo.
O InterPro
ome » Search » About
Entry matches to this protein @
] 3 © o i 100 120 10 |
1
~ Domain
. - s
—— —  } cdB0051
1L ] ] ] g;ﬁ;;’s‘xd”gs“e
_— RERRSR
~ Homologous Superfamily
EF-hand domain pair '5"5'25‘32??2
+ Binding Site
a—— = iPR0 16247
+ Unintegrated
e Ny G :0SA:1.10.238.10:FF:000527 €
s S, C0c110.232.10
N ) © 11023050
[————] —— ] I Proodso
InterPro GO terms
Biological Process Molecular Function Cellular Component
None « calcium ion binding (GO:0005509) &2 None
& /
7. Es posible exportar los resultados en varios formatos y consultar las bases de datos bioldgicas de las que se ha obtenido
la informacién. Para ello dar clic en las coincidencias de cada entrada, que se reportan en el lado derecho de la pantalla
(recuadro en color rojo).
4 Entry matches to this protein ® I — | +] oo - | £ Eeen - N
1‘ 20 Py P 8 100 120 140 1‘;9
¥ Domain
IPR002048
e | 022
€d00051
ang [ (11 ] Ca2t binding site
. 3 — | PF13499
¥ Homologous Superfamily
IPR011992
e W
v Binding Site
= ] = e | o
v Unintegrated
G3DSA:1.10.238.10:FF:000527 (2
G3DSA:1.10.238.10
PTHR23050
=== ) = PRO0AS0
. J
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Cuestionario y/o ejercicios complementarios
1. {En qué parte de la estructura de la proteina se pueden encontrar dominios funcionales? Justificar la respuesta.
2. {Qué funcion tienen los dominios funcionales encontrados en la superfamilia?

3. {Qué es un sitio de unién proteico y que importancia bioldgica tiene?

Bibliografia
0 Atwood, T, y Parry-Smith, D. (2002). Introduccion a la bioinformdtica. Madrid, Espaia: Pearson educacion, S.A.
L1 Capel, J., y Yuste, F. (2016). Manual de prdcticas de bioinformdtica. Andalucia Espafia: Almeria.

1 Lodish, H., Berk, A, Kaiser, C,, Kriegeer, M., Bretscher, A, Ploegh, H., Amon, A, y Scott, M. (2016). Biologia celular y molecular.
Buenos Aires, Argentina: Médica Panamericana.

21 Oliva, R, y Vidal, J. (2006). £l genoma humano: nuevos avances en investigacion, diagndstico y tratamiento. Barcelona,
Espana: UBe.

LI Roldan, D. (2015). Bioinformdtica, el ADN en un solo clic. Bogotd, Colombia: Ediciones de la U. Stryer, L., Berg, J., y Tymokzko,
J. (2013). Bioquimica. Madrid, Espana: Reverté, S.A.
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Practica 8

Disefio, prediccion y comparacion de estructura
secundaria de proteinas

PSIPRED
Introduccion

El segundo nivel en la estructura jerdrquica de las proteinas es la estructura secundaria, estd constituida por un esqueleto polipep-
tidico que no asume una estructura tridimensional al azar, sino que, en lugar de ello, forma acomodos regulares de aminoécidos
que se localizan cercanos entre si, estos acomodos se denominan estructura secundaria del polipéptido. Un polipéptido puede
contener multiples tipos de estructura secundaria en diversas porciones de la cadena, dependiendo de la secuencia de los aa. Las
estructuras secundarias se estabilizan a través de puentes de hidrdgeno entre los dtomos del esqueleto peptidico.

Las principales estructuras secundarias son:

° Conformacién a hélice: Es una estructura rigida, en espiral que gira hacia la derecha, consta de un esqueleto polipep-
tidico central estrechamente compactado y enrollado mediante las cadenas laterales de los L-aminoécidos extendién-
dose hacia afuera desde el eje central para evitar la interferencia estérica entre si.

o Conformacion lamina B o B plegada: El esqueleto peptidico de la ldmina B estd casi totalmente extendido, se pueden
formar puentes de hidrégeno entre diferentes partes de una sola cadena que se pliega sobre si misma (enlaces
intracadena) o entre diferentes cadenas (enlaces intercadena). Los puentes de hidrégeno entre cadenas dan pie a
una estructura repetida en zigzag, de ahi también el nombre de “ldmina plegada”. Por su aspecto de “pliegues” se les
llama S plegadas.

o Conformacion doblez B: Esta conformacion invierte la direccion de una cadena polipeptidica y la ayuda a tomar una
forma compacta y globular. Por lo general, se encuentran en la superficie de las moléculas proteicas y con frecuencia
incluyen residuos cargados. Reciben este nombre porque conectan cadenas sucesivas de laminas g antiparalelas.

PSIPRED

PSIPRED es un servidor de prediccion de la estructura de proteinas, el cual permite a los usuarios enviar una secuencia de pro-
teinas para realizar una prediccion y recibir los resultados tanto textualmente como por correo electrénico de manera gréfica de
Internet. El usuario puede seleccionar uno de los tres métodos de prediccion para aplicar a la secuencia: PSIPRED, un método
de prediccién de estructura secundaria de alta precision; MEMSAT 2, una version de un método de prediccion de topologia
transmembrana ampliamente utilizado; o bien GenTHREADER, un método de reconocimiento de pliegues basado en el perfil
de secuencia.

Objetivo general

 Predecir el tipo de estructura secundaria en proteinas globulares mediante el servidor PSIPRED con el fin de asociarlo con la
funcion.

Objetivos particulares

1. Identificar la(s) estructura(s) secundaria(s) de las proteinas mediante una base de datos para inferir el tipo de conformacién
e interacciones de la macromolécula.
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2. Reconocer los tipos de aminodcidos que integran la estructura secundaria de las proteinas mediante el andlisis de PSIPRED
para inferir la conformacion espacial.

3. Comparar proteinas en lo que se refiere a la conformacion mediante el resultado obtenido del servidor PSIPRED con el
objetivo de reconocer la funcion.

Requerimientos para la practica

+  Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta préctica, se trabaja en linea.
Procedimiento

1. Obtener el formato FASTA de las proteinas Calmodulin (Homo sapiens), y Green- fluorescent protein (Aequorea victoria) en
NCBl/protein/FASTA. Se realizara el andlisis por separado de cada una.

2. Acceder a la herramienta PSIPRED en el siguiente enlace: http;//bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/, pegar la secuencia en formato
FASTA de la primera proteina en la ventana indicada en rojo “Submission details”.

C [ A Noseguro | bioinf.cs.ucl.ac.ukpsipred/

PS;PRED = UCL Department of Computer Science: Bioinformatics Group

MAIN NAVIGATION

. ) The PSIPRED Workbench provides a range of protein structure prediction methods. The site can be used interactively via
g ntcdtction aweb browser or programmatically via our REST API. For high-throughput analyses, downloads of all the algorithms are
Gt available.

Amino acid sequences enable: secondary structure prediction, including regions of disorder and transmembrane helix

& Downloads & Brandint
H packing; contact analysis; fold recognition; structure modelling; and prediction of domains and function. In addition PDB

¥ Twitter/News Structure files allow prediction of protein-metal ion contacts, protein-protein hotspot residues, and membrane protein
orientation.

#i PSIPRED Team Links <

& People Data Input

& ProCovar
& Publications Select input data type

B Vacancies
Sequence Data PDB Structure Data
i PSIPRED Workbench Links <

@ PSIPRED Workbench Choose prediction methods (hover for short description)

3= Workbench Overview

@ Workbench Citation Popular Analyses
@ Help & Tutorials [ PSIPRED 4.0 (Predict Secondary Slruciurej] [ DISOPRED3 (Disopred Prediction)
£ RESTAPI [JMEMSAT-SVM (Membrane Helix Prediction) [0 pGenTHREADER (Profile Based Fold Recognition)

© PSIPRED Github
Contact Analysis

() DeepMetaPSICOV 1.0 (Structural Contact Prediction) [ MEMPACK (TM Topology and Helix Packing)

Fold Recognition

() GenTHREADER (Rapid Fold Recognition) () pDomTHREADER (Protein Domain Fold Recognition)

Structure Modelling
([ Bioserf 2.0 (Automated Homology Modelling) ([J Domserf 2.1 (Automated Domain Homology Modelling)

(J DMPfold 1.0 Fast Mode (Protein Structure Prediction)

Single Sequence Prediction

[ s4Pred 1.2 (Single Sequence SS prediction)

Domain Prediction

\ ([ DomPred (Protein Domain Prediction) /

fFunction Prediction \

() FFPred 3 (Eurkaryotic Function Prediction)
Help...

Submission details

=

MADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFL
TMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYE
EFVQMMTAK|

WeTp
If you wish to test these services follow this link to refrieve a test fasta sequence.
Job name

Job name

Email (optional)

Email (optional)
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3. Unavez introducida la secuencia, dar clic en “Submit”". PSIPRED brinda la opcién de recibir los resultados via correo electro-

nico, para ello introducir la direccidn en la seccidn correspondiente.

4. Aparece una pantalla mientras se estd realizando el proceso de la informacion, puede tardar unos minutos.

T 1

Name : Carolina E

Copy Link: hitp:iibiginf.cs.ucl.ac.uk

[

PSIPRED Cartoon

&

=

5. Una vez finalizado el andlisis, se muestra la pagina de resultados, en la que se distinguen tres pestafias. En la primera se
visualiza el mapa de la estructura secundaria que consiste en la secuencia de aminoécidos introducida, se muestran los

aminodcidos marcados con un codigo de colores que indica cual es la posicion que adoptan en el espacio.

\

/

l Show psipred

l Show memsat I I Show aatypes |

10

DADGNGTI D

st o [ i [ w1

10

20

it mADaQLT IIIIIIIIII=III

20

30

pkbpapbatI TEKELGETVMRISL canp TERELLR s0
1 v vt R [ WK1 o 7 o s ][] [RIE| A [FIRIVI[Fl 0 K D @ N @Y 100

30

40

40

Strand

D Disordered, protein binding

[ Helix

Coil

D Disordered

Helix

[ Putative Domain

y

pu

Signal Peptide

1011 s [ [ [V N[ @ ] o] & i[RI EIfAT © 1 0 6 D6 @ v N [ E [ [ M A

50

50

149

v

Nl

lar

. Re-entrant Helix

6. Dar clic en la segunda pestaiia “Show memsat”, PSIPRED muestra el mapa de la estructura secundaria representando en
cuadros de colores, asi como la posicién que adopta cada seccion de la proteina en el espacio celular.

/

| Show psipred |

‘ Show memsat |

| Show aatypes |

10

20
1 MADQLTEEQI AEFKEAFSLFDKDGDGTI TTKELGTVMRSLGQNPTEAELAQ 5
51 DMI NEVDADGNGTI!I DFPEFLTMMARKMKDTDSEEEI REAFRVFDKDGNGY 100
101 | SAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMI READI DGDGQVNYEEFVQAQMMTAK

30 40

50

10 20 30 40 50
Strand [ Helix Cail [ pisordered
|:| Disordered, protein binding ‘ Putative Domain Boundary . . Helix
[ Extracellular [ Re-entrant Helix Cytoplasmic Signal Peptide
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7. Dar clic en la tercera pestafia “Show aatypes” en esta seccion se visualiza el mapa de cada aminodcido, se muestra con
diferentes colores dependiendo de la carga.

e N
| Show psipred | | Show memsat |

10 20 30 40

50
+ [ A B T EEEAEFKEA-sH-BKScBle il KENe MWHsHc@NP TE-EDE
st 1] il NI & ¥ 61 A [B1 o [N & ' [BI < ' [E] F [ I B 7 ] s [ E R El A F R F BIRIBI W e v 0o
1o [Nl 1A O s O 6 O < B s B e [ [ P G (A o

10 20 30 40 50

|17 small nonpolar . Hydrophobic . Polar Aromatics plus cystiene

8. Dar clic en “PSIPRED Cartoon (+)" en esta seccion se muestra la representacion gréfica de la proteina en cuatro hileras, la
primera corresponde a la de fiabilidad (“Conf") que indica el nivel de fiabilidad de la prediccién para cada posicion. La se-
gunda muestra el tipo de configuracion y consiste en una sucesion de hélices (H), plegamiento 8 (E) o giro 8 (C). La tercera
linea (“Pred") asigna con letras el tipo de configuracion. Por Ultimo, se visualiza la posicién de los aminoacidos de la proteina.

4 N

0
9
3

ra CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHH
aa MADQLTEEQI AEFKEAFSLFDKDGDGTI TTKELGTVMRSLGQNPTEAELO Q

0
)
ES
o
n
o
@
]
I
6
']
o

pea HHHHHHCCCCCcccCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCE
aa DMI NEVDADGNGTI DFPEFLTMMARKMKDTDSEEEI REAFRVFDKDGNGY

100

conf

-3

°
N
o
3
°
©
o

cart
prea ECHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHCC
a1l SAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMI READI DGDGQVINYEEFVQMMT AK

140 150

Legend:
Strand Conf: - ___.camili+ Confidence of prediction
I Helix Cart: 3-state assignment cartoon
— Coil Pred: 3-state prediction
AA: Target Sequence
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9. Los resultados de la prediccion de la estructura de la proteina Green fluorescent se muestran a continuacion. Comparar y
discutir los resultados obtenidos de la prediccion de ambas proteinas.

4 N

10 20 30 40 50
1+t MRKGEEIFTGVVPI LVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATNGKLTLKFI CTT 50
st gkLPVPWRTFLVTTFLTvyevacrFARYPDHMKAQHDFFKSAMPEGYVQERTI SF 10
101 KDDGTYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNV 150
1 Y1 TADKQKNGI KANFKI RHNVEDGSVQLADHYQQNTPI GDGPVLLPDNHY 200
201 LSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI THGMDEILYKRPAANDENYAAS 250
251 v 251
10 20 30 40 50
Strand [ Helix Cail []pisordered
El Disordered, protein binding [ Putative Domain y B B Helix
\ .Exlracsllular .Re—enlrantHellx Cytoplasmic Signal Peptide /
4 N
10 20 30 40 50
1 MRKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATNGKLTLKFI CTT 50
51 GKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFARYPDHMKOQHDFFKSAMPEGYVQERTI SF 10
101 KDDGTYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNV 15
51 Y1 TADKQKNGI KANFKI RHNVEDGSVQLADHYQQNTPI GDGPVLLPDNHY 20
201 LSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI THGMDELYKRPAANDENYAAS 250
251 v 251
10 20 30 40 50
Strand [ Helix Coil [ pisordered
El Disordered, protein binding [ Putative Domain y [ | i [ | Helix
[ Extracellular [l Re-entrant Helix Cytoplasmic Signal Peptide /
[ small nonpolar [l Hydrophobic - Polar [ Aromatics plus cystiene
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(]
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ao oo
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a0 o a0 20 100

—
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¥YI TADKQKNGI KANFKI RHNVEDGSVQLADHYQQNTPI GDGPVLLPDNHY

T aen B0 0 e

[ L
EEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEEEHHCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCC
LSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI THGMDELYKRPAANDENYAAS
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ot L]
Conrt =
pred ©
anm W
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Legend:
Strand Conf: -__ s+ Confidence of prediction
0 Helix Cart: 3-state assignment cartoon
— Caoll Pred: 3-state prediction
AA: Target Sequence

10. Es posible descargar las imégenes dando clic en “Get PNG" o “Get SVG" dependiendo el formato deseado, asi como el
informe completo en distintos formatos a través de los enlaces que aparecen en la tercera pestafia.

Cuestionario y/o ejercicioscomplementarios

1. Realizar una correlacion entre los tipos de configuracion de la estructura secundaria y las cargas de los aminoécidos.
2. {Por qué el triptéfano, la tirosina y la fenilalanina se encuentran a menudo en las ldminas 3?

3. {Quétipo de aminodcidos se encuentran preferentemente en la a hélice?
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SWISS-MODEL
Introduccion

La estructura terciaria es el siguiente nivel de complejidad en el plegamiento de las proteinas y se refiere a su forma tridimensio-
nal. Las proteinas se pliegan de tal manera que logran su méxima estabilidad y/o el estado de menor energia. Aunque la forma
tridimensional de una proteina puede parecer irregular y aleatoria, esta formada por diversas fuerzas que la estabilizan debido a
las interacciones de enlaces entre los grupos de la cadena lateral de los aminodcidos, dentro de las que se encuentran: puentes
disulfuro, interacciones idnicas, enlaces o uniones por puente de hidrogeno y fuerzas de van der Waals.

SWISS-MODEL

SWISS-MODEL es un servidor automatizado con interfaces Web faciles de generar modelos confiables sin la necesidad de
paquetes de software complejos, se especializa en estructuras de proteinas en tercera dimensidn (3D), es muy sencillo de usar,
totalmente automético y su fiabilidad es comparable a programas complejos. La opcién de “modelo aproximado” comprueba si
hay una estructura lo suficientemente homologa para poder hacer el modelado, si existe, genera un primer modelo y datos que
son necesarios para realizar un modelo refinado.

Objetivo general

«  Predecir la estructura terciaria mediante el servidor SWISS-MODEL a través de una secuencia conocida con el fin de obtener
la estructura tridimensional terciaria.

Objetivos particulares
1. Obtener la conformacién tridimensional mediante un servidor a partir de una secuencia de aminodcidos.

2. Identificar por similitud las secuencias de las proteinas de acuerdo con su localizacion subcelular para comparar la estructu-
ra-funcién.

3. Buscary alinear estructuras mediante herramientas bioinforméticas con el fin de conocer su homologia.
Requerimientos para la practica
« Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta préctica, se trabaja en linea.
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Procedimiento

1. Esta prdctica se realizara con las proteinas Calmodulin (Homo sapiens) y Green fluorescent protein (Aequorea victoria) por
separado. Acceder a NCBJ/protein/FASTA. Acceder a SWISS MODEL en la siguiente liga http;//swissmodel.expasy.org/. En la
pagina principal, dar clic en el botén “Start Modelling".

f « ¢ (& swissmodelexpasy.org ] G @ ah %)W & O Q

2 —BJSZENTRP" meWlSS—MODEL Modelling Repository Tools Documentation Login Create Account

Busel

ar Lt 5

SWISS-MODEL Repository

is a fully automated protein structure homology- Every week we model all the sequences for thirteen core species
modelling server, accessible via the Expasy web based on the latest UniProtKB proteome. Is your protein already
server, or from the program DeepView (Swiss Pdb- modelled and up to date in SWISS-MODEL Repository?

Viewer).
Q  search SWISS-MODEL Repository

The purpose of this server is to make protein
modelling accessible to all life science researchers
worldwide.

Start Modelling

2. Introducir la secuencia de la proteina calmodulin. Agregar el nombre del proyecto y hacer clic en “Build Model".

/ SWISS-MODEL Modelling Repository Tools Documentation Log in CreateAccom\

Start a New Modelling Project @

Target % Target MADQLTEEQTAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGONBTEAELQDMINE 55 Supported Inputs @
Sequence(s)|  parget VDADGNGTIDFBEFLTMMARKMKDTDSEEETREAFRVEDKDGNGYISAAELRHVM 110

(Format must Sequence(s) v
be ST Target TNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVOMMTAK 149

Target-Template Alignment

4

Clustal,

plain string, or BT Jat
i ser Template v
a valid Add Hetero Target > Reset

UniProtKB DeepView Project v
AC)

Project Untitled Project

Title:

Email: Optional

Search For Templates [ Build Model ]

By using the SWISS-MODEL server, you agree to comply with the following terms of use

\ and to cite the corresponding articles. /
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3. El proceso puede tardar unos minutos.

- ™

i= All Projects

Untitled PI’OjeCt Created: today at 00:59

Summary Templates 3! m Project Data ~

Model Results o Orderby: GMQE v

Your models will appear here when ready.

Automodel is running - more models are still to be
built for this project. 3"

- /

4. Los resultados muestran la prediccion de la estructura terciaria tridimensional de la proteina, ademés de los pardmetros de
busqueda.

5. En la parte inferior se muestra el alineamiento de la secuencia introducida para obtener el modelo. Del lado derecho se
muestra la representacion gréfica de la proteina en 3D, hacia abajo se encuentran las opciones “NGL" y “Cartoons” en donde
podemos elegir el tipo de trazo (tubos, lineas, entre otros). Ademds, se muestra el icono de cdmara, el cual permite tomar
una fotografia de la proteina en 3D y el icono “Play” en donde podemos hacer rotar la imagen 3D, también puede girarse
en el espacio utilizando el raton/cursor.

6. Colocar el cursor en alguna seccién del modelo de la proteina, al situar el cursor se marca en rojo el aminodcido del cudl se
trata y su localizacion numeérica.

7. Dar dlic en la pestana “Templates” en la cual aparece una lista de coincidencias entre la secuencia de la proteina introducida
y las referencias guardadas en la base de datos SWISS- PROT.

Untitled Project created: today at 07:49

summary Torpiies @ [EEERY | o

Model Results o ovteroyz| GMQE 5 Modeling | Repostory Tools Documentaton Login  Grate Accou

§ otgo-state
/T'glb B Monomer
o 8 amaE
3 067
QMEANDIsCo Globat
Lo07

QMEANDisCo Local
QMEAN ZScores

Template v Tube.

2Imv.1.A Calmodulin-related protein 97A Seq dentity Trace

Androcam at high calcium with three explicht Ca2+ 66.44% n
Coverage.

Hyperball

Ropo
Oligo-State Surface.
Monomer ‘Spacefil

068 7 & catons @2 > |alg s % cumons @2 > &
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Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1.

2.

{Qué importancia tiene conocer la estructura tridimensional de las proteinas?
{Qué parametro utiliza el servidor para modelar una proteina?

{Qué porcentaje de similitud existe entre la proteina més alejada reportada en las bases de datos con respecto a los datos
obtenidos SWISS-MODEL?

Realizar el procedimiento con la proteina GFP y comparar los resultados obtenidos en ambas proteinas considerando la
calidad del modelo, GMQE y QMEAN, discutan sus resultados.
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Practica 10

Identificacion de motivos conservados en secuencias de proteinas
MEME SUIT
Introduccion

Los motivos o estructuras supersecundarias son combinaciones caracteristicas de una estructura secundaria de 10 a 40 residuos
de aminodcidos que se repiten en diferentes proteinas. Estos cierran la brecha entre la regularidad menos especifica de una
estructura secundaria y el plegamiento altamente especifico de la estructura terciaria. Un mismo motivo puede encontrarse en
diferentes proteinas con funciones similares, pueden actuar como unién a un ligando especifico y contribuir a la estructura de un
dominio. Algunos ejemplos de motivos son: proteinas hélice-giro-hélice, cremallera de leucina y dedos de zinc.

Herramienta MEME.

MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) es una herramienta integrada por bases de datos que funcionan para identificar y
analizar motivos en secuencias de aminodcidos en proteinas y nucledtidos en dcidos nucleicos usando modelos probabilisticos
y discretos. MEME cuenta con multiples opciones de biisqueda, entre las que se encuentra MAST, la cual busca en las bases de
datos secuencias registradas que coincidan con cada motivo encontrado.

Objetivo general

* Identificacion de motivos en una secuencia de aminoécidos de proteinas de diferentes organismos mediante una base de
datos para determinar si los motivos encontrados son topoldgicos, estructurales o funcionales.

Objetivos particualres

1. Determinar con bases estadisticas la relacion evolutiva de diversas especies para determinar qué tan cercana o alejada es una
especie con respecto a otra.

2. Manejar las bases de datos MEME y obtener secuencias registradas que coincidan con cada motivo.

3. Comparar motivos de secuencias conocidas con la herramienta MAST con el fin de conocer motivos de otras especies regis-
trados en las bases de datos.

Requerimientos para la practica

« Dispositivo con conexion a Internet.

Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta préctica, se trabaja en linea.
Procedimiento

1. Durante esta prdctica se realizara la identificacion de motivos en un conjunto de secuencias de una proteina de diferentes
especies y se determina la conservacion de los motivos encontrados. En esta practica se trabaja con las secuencias de la pro-
teina Max. Obtener las secuencias en formato FASTA o los niimeros de identificacion (Accession number) de NCBI/Protein:

o >AAI38673.1 Max protein [Mus musculus)

o >AAH99778.1 Max protein [Rattus norvegicus|
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o

>RLQ65877.1 Max [Cricetulus griseus]

o

>BAA07038.1 Max [Felis catus)

o

>AAH81313.1 Max protein [Xenopus tropicalis)

2. En esta prdctica se utilizaran las herramientas MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) version 5.4.1 Suite y MAST, ambas
disponibles en https;//meme-suite.org/meme/. Acceder a la plataforma MEME.

3. Una vez en la pagina principal de la suite de la herramienta MEME, situar el cursor sobre cada uno de los iconos que mos-
traran una breve descripcion de la funcion de cada herramienta. Hacer clic en el icono correspondiente a MEME

4 ; 1
< c (ﬁ meme-suite.org/meme/ |
The MEME Suite
Motif-based sequence analysis tools
o sure 551 R— Do Soqvorce| (S
(> Motif Discovery ) protein {d’:"’w:o) databases Click to submit a job to the tool
STREME — or to view database details.
(/> Motif Enr ) XSTREME =
MEME-ChIP =
»Motif Scannin GLAM2 — Motif
(BMotif Scanning ) — io
» Motif Comparison I MAST
(RN, e E— st
»Gene Regulation | Motif SEA GLAM2SCAN
CentriMo ——
=7
(> utilities ) L | AME Aligned motifs
SpaMo P | 5| Motif Comparison -
»Manual l Your DNA, RNA GOMo - Tomtom ]
»Guides & Tutorials or protein motifs Annotated ot .
- e i Your BED file of Regulatory gene.
»Sample Outputs = GO co w"‘“;‘;"“me ' genomic loci targets
S databases GO process T-Gene
»File Format — AL
Reference = L= oAl
»Databases
o o U
Coomsemwn ) (@ MEME | =~ ZRSEA = FIMO ==
> Help AN Elicitation Simple Enrichment Analysis “ ™\ Find ndividual Mot Occurences
[N o
e o STREME  — @AME = \_ MAST
iy ”m,mnwmmm Analysis of Motif Enrichment Motif Alignment & Search Tool
» Authors & Citing
s 1 s o
>Recent Jobs @S XSTREME ~ |/.|CentriMo = \-MCAST =
Motif Discovery and Enrichment Analysis — Local Motif Enrichment Analysis Motif Cluster Alignment and Search Tool
S Previous version 5.5.0 5 MEMECh'P}w praa-g @
(Ermionwimsso) § ~ gSpaMo  ~ [FJGLAM2Scan
-*Am-" Motif Analysis of Large Nucleotide Datasets @ Motif Analysis Tool ‘Scanning with Gapped Molifs.
PFIGLAM2 %~ GOMo /[ \T-Gene
A 4 ¥ Gapped Local Alignment of Motifs 4 Gene Ontology for Motifs Predicting Target Genes
Mmmm mem« ‘Huwrguﬁque&tmb'hlgﬁs
Do - -
New © 7 —
(- ASTA=* i~ DREME
\ ‘Convert BED file to FASTA Discriminative Regular Expression Motif Elicitation j

4. Seleccionar los pardmetros de buisqueda:

o

“Select the motif Discovery mode” se elige la option “Classic mode”

o

“Select the sequence alphabet” elegir “DNA, RNA or Protein”

o

“Input the primary sequences” desplegar la pestaia y elegir “Type in sequences”

o

“Select the site distribution”, desplegar la pestafia para establecer el nimero de repeticiones que se espera encontrar
de los motivos identificados a lo largo de cada secuencia. En este caso se indicard cada motivo que aparezca cero o una
vez por secuencia, por lo que se elige la opcidn “Zero or one occurrence per sequence” (z00ps).
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o "Select the number of motifs”, ademds, se establecera el nimero de motivos que MEME deberia encontrar. En esta

seccion se indican 2 motivos.

\( © 5 C (& meme-suiteorgmemefioolsimeme

<« C & meme-suite.org/meme/tools/meme ;
MEME discovers nove, ungapped motis
©. MEME =
4 TN it vt ot ptrs. i e
0 MEME discovers novel, ungapped motifs ""’"E"'"":‘"‘""“w of oS o S0 1 s o
(recurring, fixed-length patterns) in  your o oreint
MEME e ,
" MEME splits variable-length pattems into two. | Data Submission Form }
Multiple Em for Motif Exictation or more separate motifs. See this Manual for Perform motif discovery on DNA, RNA, protein or custom alphabet datasets.
Version 5.5.1 more information. -
——
(@ Classicmode JO Discriminative mode. O Differential Erichmeat mode
(- ) - Data Submission Form }
(®Motif Scanning ) | Perform motif discovery on DNA, RNA, protein or custom alphabet datasets. Use sequences with  standard alphabet orspecify a custom alphabet
(St ) " Coon |l [T
Select the motif discovery mode (7!
PGOReRogUIation Techmimaive mode O Differential Enrichment mode Enter sequences in which you want t find moifs.
PO Selectthe Select the seq al [Tope in soquences _Jreonn) 7
(SManuat ) . SANI38673.1 Hax protein (Hus musculus]
SGudess o Use with a standard alphabet or specify a c Use sequences with a st3
RS (® DNA,RNAor Proten]O Custom [SUSSSEENA]|  © DNA,RNA or Protein i
» Sample Outputs
>File Format Input the primary sequences User supplied >AAR99778.1 Mex protein (Rattus norvegicus)
Reference Enter in which you want to find motifs. [/ (
3 Type in sequences -
(>Databases ) Upload sequences v | [ Seleccionar archivo | Sin archivos sl yP ul
(>Download & Install ) v Upload sequences
Select the site distribution Upload BED file Select the site distribution
How xpect moif si jistributed in seq How do you cxpeci mo o b distributed in sequences?
[ S— ] IE“’ or One Occurrence Per Sequence (zoops) v H di
(FAuthorsa ciing ) ow do you expect mof -
»Recent Jobs ) Select the number of motifs B Zero or One Occurrence P y ‘motifs should MEME find?
How many motifs should MEME find? ”!
Select the number of m Input job details
. (Optional) Enter your email address.
How many motifs shoul [caro@xanum vam mx

Input job details
(Optional) Enter your email address. 7

(Optional) Enter a job description.

\ J

(Optional) Enter a job iption. 7! (> Advanced options. )
» H |
[ Advanced options. ] erson 551 Picse send comment and questions to: e uic = o Povered by Opal

5. Utilizar los pardmetros avanzados por defecto (“Advanced options”) y presionar el botén “Start Search”, en la parte inferior
de la pagina. Dependiendo del ntimero y longitud de las secuencias bajo estudio los resultados de MEME pueden tardar en
aparecer. Una vez finalizado el andlisis aparecen distintas opciones, se elige la primera de ellas, “MEME HTML output”.

Esperar un momento

[ » Motif Discovery

Multiple Em for Motif Elicitation

~

l I Your MEME job is complete. The results should be displayed below.

[ »Alternate Servers ]
(>Authors & Citing ]
[ »Recent Jobs ]

[ S Previous version 5.5.0 ]

(> Motif Enrichment ) Job Details .
[ »Motif Scanning
Results

(> Motif Comparison
(>Gene Regulation ] | « MEME HTML output
(> utilities ) + MEMEXMI. output

Ve * MEME text output
(>Manua ) . MASTHTML output
(> Guides & Tutorials | ¢ MAST XML output
(>sample Outputs ] N MAS’I‘_text(mtpﬁ

> File Format * (Brimary) Sequences

Reference Status M

[ »Databases ] atus Miessages
[bDownIoad & Install ] . Pa_rsing arguments
(> Help ]  * Arguments ok

¢ Starting meme

meme sequences.fa -protein -oc .
¢ meme ran successfully in 0.44 seconds
o Starting mast

mast meme.xml sequences.fa -oc .
¢ mast ran successfully in 0.15 seconds
e Done

-nostatus -time 14400 -

-nostatus
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6.

A continuacion, se visualiza la seccion “Discovered Motifs” donde se encuentran los 2 motivos. En este caso se observa cada
motivo de 50 aminoacidos, de los cuales cada uno se ha identificado en 4 de las 5 secuencias analizadas, como indica la
columna “Sites".

DiscoveERED MoTiFs

Togo 71 -value Sites Width [?\ More[? Submit/Download [7]

jQI.OTN SSONSL TNAKCCT|SABD:GSOSSSESE EE CSRRKLRME |poere

S s 2 2 AR 2 2R AR ARRTIARARE LS D T B R R

M

3e+000

Stopped because requested number of motifs (2) found.

La representacion gréfica indica las posiciones conservadas en el motivo, lo cual se mide en bits (para este propdsito es suficiente
saber que la altura de la columna es directamente proporcional a su nivel de conservacion). Los colores corresponden al tipo de
residuos con mayor prevalencia en dicha posicion (por ejemplo, el color rojo hace referencia que en esa posicidn se encuentra
principalmente aminodcidos cargados positivamente).

En esta seccion se encuentra un resumen de la informacion sobre el motivo y su secuencia, que contiene la siguiente
informacion:

62

o Valor E ("E-value™). Importancia estadistica del motivo, MEME muestra los motivos de mayor importancia estadistica
(menor valor E). El calculo del valor E de un motivo se basa en su rango de probabilidad, amplitud, sitios, frecuencia
de las letras de fondo y el tamafio del conjunto de entrenamiento y constituye una estimacién del niimero de motivos
esperado dado un rango de probabilidad, y con la minima amplitud y nimeros de sitios que se encontraria de un
conjunto de secuencias aleatorias de tamafo parecido.

o Amplitud (“Width™). Amplitud del motivo, cada motivo describe un patrén de una amplitud fija, puesto que MEME no
permite huecos.

o Sitios (“Sites”). Ntiimero de sitios implicados en la construccion del motivo.
o Intervalo de probabilidad (“Log likelihood ratio™). Intervalo de probabilidad en unidades logaritmicas.
o Contenido de la informacion (“Information content"). Es el motivo de bits.

o Entropia relativa (“Relative entropy™). Es la entropia relativa del motivo en bits y se calcula como el intervalo de proba-
bilidad dividido entre el ntimero de sitios (“Sites").

Dar clic para obtener la informacion especifica en “More” de cada motivo.

Discoverep MoTiFs

Logo 7/ E-value | sites?] width[Z] More[?] Submit/Download (7]

10|.0TN SSONSL TNAKCCTISAEDCGSDSSSESE EE CRRKKLRME =oe = =

b RS R R R R R R AR A R A R A A R R B

2 1.3e+000 2 6 T

Stopped because requested number of motifs (2) found.
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8. A continuacion, se muestra la informacion sobre los sitios del motivo dados por MEME, representados por colores y diez
posiciones anteriores y posteriores que se muestran en gris que no forman parte del motivo.

Discoverep Motirs

Humsorond meozn wandd) =
4.
52
1
(o SRS R
s sl rosn o
e g fesmtemnt it et
T T D wenE o s
B ————

@ s
E-value: 1.3e+000 7]  Site Count: 2[7]  Width: 617/ -
4
2
52
0.
- ~ - - w o
Log L Ratio: 35 7 Content: 21.9 7]  Relative Entropy: 25.1(?]  Bayes Threshold: 6.93664 [
Name”  start[?] p-value” sites (7
2. AAH99778.1 15 8.10e-10 SNKGKARADQ VLCSWC IHFSSSLMED
\\1, AAI38673.1 50 4.08¢-7 KDSFHSLRDS V' SLQG EKASRAQILD

9. Se puede descargar una imagen en alta calidad de cada uno de los motivos identificados haciendo clic en la flecha de la

columna “Submit/Download". En la pestaia “Download logo” se elige el formato “PNG" y finalmente se pulsa el botén
"Download". Como se muestra en el siguiente ejemplo:

Discoverep MoTiFs

Logo [7 E-value?] sitesZ] Width(Z] More(Z Submit/Download (7!

- 0LQTN] SSONSLTNAKGCTISAFDACSDSSSESE EE CRIKLOWE = = = -

W 1.3e+000 2 6 3
[R ¢ ‘ i

Stopped because requested number of motifs (2) found.

SuBmIT OR DOWNLOAD

=R

Submit Motif D d Motif

Format: [PNG (for web) v|
Orientation: (Normal v

Small Sample Correction:
Width: cm
Height: cm
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64

En la seccion “Motif Locations”, se muestran los motivos a lo largo de cada una de las secuencias comparadas en el diagra-
ma combinado de bloques. Se sugiere descargar en formato PDF para obtener una imagen en la que observe de manera
definida la secuencia de cada motivo mostrada gréficamente.

Moty LocaTions

® only Motif Sites (7] O Motif Si sites 7] O Al 7] | Download PDF | 7] | Download SVG | 7

Name [7 p-value 7] Motif Locations [Z
1. AAI38673.1  4.30e-58 = I
2. AAHSS778.1  1.22e-62 e e

. Enlasiguiente seccion “Inputs & Settings”, se muestra un resumen con los detalles de los datos que MEME utilizé para iden-

tificar los motivos; como el nimero de secuencias problemay la frecuencia de cada residuo aminoacidico, de este conjunto
de secuencias y ademés los pardmetros utilizados para realizar el anlisis.

ENPUTS & SETTINGS \
Sequences
Role Source [7| Alphabet 2] Sequence Count i Total Size 7]
Primary Sequences sequences.fa Protein 2 257
Background Model
Source: built from the (primary) sequences
Order: 0
Name 7] Freq. [Z Bg. |
A Alanine 0.0895 0.0895
c Cysteine 0.00389 0.00391
D Aspartic acid 0.0778 0.0778
E Glutamic acid 0.0817 0.0817
F Phenylalanine 0.0272 0.0272
Glycine 0.0428 0.0428
Histidine 0.0272 0.0272
I Isoleucine 0.0311 0.0311
K Lysine 0.0739 0.0739
L Leucine 0.07 0.07
M Methionine 0.0233 0.0234
N Asparagine 0.0467 0.0467
Proline 0.0311 0.0311
Q Glutamine 0.0661 0.0661
R Arginine 0.0778 0.0778
s Serine 0.152 0.152
T Threonine 0.0311 0.0311
\' Valine 0.0156 0.0156
W Tryptophan 0.00778 0.0078

\ Tyrosine 0.0233 0.0234 _/
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12. Una vez que se han identificado los posibles motivos, se puede comprobar si estdn presentes en otras secuencias. Esto se
consigue gracias a la herramienta de la Suite MEME llamada MAST, para buscar coincidencias de cada motivo, ir a la seccion
“Discovered motifs”, dar clic en “Submit/Download” de cada motivo, que muestra una ventana, en la cual se elige la pestaia

“Submit Motif', seleccionar la opcidn MAST. Dar clic en “Submit”.

SUBMIT oR DowNLOAD
OLATN, SSONSL! TNAKCT| SAFDCCSOSSSESE EE GeAKKLANE

Download Motif Download Logo

Submit to program
(O Tomtom Find similar motifs in published libraries or a library you supply.

O FIMO Find motif occurrences in sequence data.

-

O) |[MAST

([ submi

Rank sequences by affinity to groups of motifs.

13. De la pantalla que se muestra a continuacion, realizar la btisqueda eligiendo los siguientes criterios para seleccionar la base

de datos.
En “Input the Sequences” seleccionar:

o Coincidencias de un conjunto de genomas y proteinas.

o Laespecie en la que se buscardn las coincidencias: Puede elegir una especie cercana y otra alejada evolutivamente.

o Laversidn disponible de la base de datos: elegir la tltima version.

o Dar clic en “Start Search”.

MAST searches sequences for matches to a
set of motifs, and sorts the sequences by the
best combined match to all motifs (sample
output for motifs and sequences). See this
Manual for more information.

., MAST
M & Motif Alignment & Search Tool
Version 5.5.1

»Motif D p—)

—| Data issil FormI

» Motif Enrichment l ) )
> Motif Scanning Find sequences that match a set of motifs.
»Motif Comparison Input the motifs

[ » Gene l Enter motifs you wish to scan with.
(>usiities ) Submitted motifs v/ @
Input the sequences
»Guides & Tutorials l Specify sequences or select the database you want to scan for matches to motifs.
»Sample Outputs l [ Bacteria and Proteins v] @
»File Format | 'Candidatus K: ia' thiocyanatum (GCA_001899175) v
Reference
[ »Databases ] [54 v]
»Download & Install l R N
Input job details
»Help l

(Optional) Enter your email address. 7]

[ » Alternate Servers ]

(>Authors & Citing ]

(Optional) Enter a job description.

»Recent Jobs l

| Z

[ » Advanced options ]

Note: if the combined form inputs exceed 80MB the job will be rejected.
Start Search Clear Input

Powered by Opal

Version 5.5.1 Please questions to:

Home Documentation Downloads Authors ~ Citing
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14. Los resultados de MAST pueden tardar en aparecer. Una vez finalizado el andlisis, hacer clic en “MAST HTML output”

Esperar un momento

~ L MAST A

. Motif Alignment & Search Tool

| I Your MAST job is complete. The results should be displayed below.

(> Motif Discovery

(> Motif Enrichment | Job Details ...
| » Motif S '[Resu]ts]

| » Motif Comparlson |
| »Gene Regulation l . MAST MAST HTML output
(> utilities ) MA>L XML output

] 3 MAST MAST text output
¢ Input Motifs

[ »Manual
(> Guides & Tutorials |

(>sample Outputs ] Status Messages

> File Format .
Reference ¢ Parsing arguments

[>Databases ] : ?:ﬂ?;ﬁi;k

(>Download & Install_| mast -oc . -nostatus -bfile db/EnsemblBacteria/_candidatus_
[ »Help ] 10.0 -df EnsemblBacteria/_candidatus_kapabacteria_thiocyana
[ » Alternate Servers ] query=SEQUENCEID&sort=score motifs.meme db/EnsemblBacteria/

¢ mast ran successfully in 0.24 seconds
| »Authors & Citing l e Done

[ »Recent Jobs ]

[ S Previous version 5.5.0 ] /

15. Las secuencias encontradas se ordenan por el valor de £y p de la secuencia, de menor a mayor. Seguido de la secuencia y
del valor F aparece una flecha que al dar clic despliega informacion adicional de la secuencia en un panel que se abrird. A
continuacion, se muestra el diagrama de bloques de motivos que se han encontrado de las secuencias en las bases de datos.
En cuanto a la informacion adicional, se muestra la descripcion de la secuencia, el Valor p, combinado y la secuencia anotada
indicando la posiciéon del motivo dentro de la misma.

M N e e——————— )

SkarcH ResuLTs Prev Next Tof

Top Scoring Sequences.

Each of the following 17 sequences has an E-value less than 10.

The molif matches shown have a position p-value less than 0.0001.

Hover the cursor over the sequence name to view more Information about a sequence.
Hover the cursor over a motif for more information about the match.

Click on the arrow (1) next to the E-value to see the sequence surrounding each mateh,

I QLQTNYPSSDNSLYTNAKGGTISAFDGGSDSSSESEPEEPQNRKKLRME
Sequence (7 E-value |7 Black Diagram [
QIXG0831  4.3e-2
QIXSE71E  1.2e+0
QIX50332  1.9e+0
QIX57069  3.5e+0
QIX59920  3.9¢+0

T
T
T
T
¥
QIXS6321  d.3e0 T —
QIXS6822  4.8e+0 T
Q60726 5.3e+0 T — —
QINE1188  Sd4et0 T —
QIXE1320  6.6et0 ¥
QIXE0798  7.2e40 ¥
QIX60027 7.3e+d ¥
QIXE08E0  7.9e+0 T
JIXS8717 7.9e+0 T
0IX59325 B.6esd T
DIX59743 8.8e+0 T
QIX61250 9.8e+0 T

I
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Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1. Investigar qué parte del motivo interacciona con el DNA.

2. {Cémo podrias calcular que tan alejados o cercanos evolutivamente se encuentran los motivos obtenidos por MAST
(Valor p/Valor E)?

3. Investigar algunos ejemplos de motivos y su funcion.

Bibliografia

L0 Atwood, T, y Parry-Smith, D. (2002). Introduccicn a la bioinformdtica. Madrid, Espaiia: Pearson educacion, S.A.
L Capel, )., y Yuste, F. (2016). Manual de prdcticas de bioinformdtica. Andalucia Espafia: Almeria.

L1 Luque, J. 2001). Biologia molecular e ingenieria genética. Madrid, Espafia: Harcourt.

LL1 Pelley, J. (2011). Elsevier's Integrated Review Biochemistry. 2nd Edition. Saunders. EUA.

[0 Oliva, R, y Vidal, J. (2006). £ genoma humano: nuevos avances en investigacion, diagndstico y tratamiento. Barcelona,
Esparia: UBe.

L1 Roldan, D. (2015). Bioinformadtica, el ADN en un solo clic. Bogotd, Colombia: Ediciones de la U.

[0 Stryer, L, Berg, J., y Tymokzko, J. (2013). Biogquimica. Madrid, Espafia: Reverté, S.A.
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Practica 11

Prediccion de la ubicacion subcelular de las proteinas
PSORT/PSORTII
Introduccion

La mayoria de las proteinas son sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso mediante los ribosomas asociados a su mem-
brana y otras en el citosol por los ribosomas. Una minoria por los cloroplastos y las mitocondrias.

Por su diversidad, las proteinas se han clasificado por su jerarquia, composicion, conformacion, solubilidad, funcién, estruc-
tura y localizacién celular. La relacion estructura-forma-funcion estd intimamente relacionada a la ubicacion de las proteinas.
De acuerdo con la posicién en la célula se pueden localizar:

Citosolicas

o Las proteinas “solubles” no estan localizadas en ningtin organelo en particular. Son componentes del citosol, entre las
que se encuentran las enzimas que funcionan como centros cataliticos individuales, que acttian sobre metabolitos que
estan en disolucion en el citosol.

o Estructuras macromoleculares formadas por proteinas (y a veces otros componentes) pueden estar localizadas en sitios
concretos del citoplasma; por ejemplo, los centriolos que estan asociados a las regiones polares. Ejemplo las proteinas
involucradas en la glucolisis.

Nucleares

o Las proteinas nucleares han de ser transportadas desde el citosol donde se sintetizan hacia el ntcleo mismas que
atraviesan la membrana nuclear, antes de que puedan ocupar su sitio en el nticleo. Muchas proteinas nucleares son
componentes de la cromatina propiamente dicha; otras forman parte de la ldmina nuclear o de la matriz. Ejemplos en
la membrana nuclear las proteinas del poro y al interior las ribonucleoproteinas.

Organelos

o Los organelos contienen proteinas sintetizadas en el citosol que son transportadas especificamente a la (0 a través de)
membrana del organelo al que estan destinadas. Ejemplos en mitocondrias, en la membrana interna los cinco comple-
jos proteicos, en la membrana del lisosoma la V-ATPasa y al interior diversas enzimas como proteasas.

Secrecion

o Las proteinas secretadas por la célula llegan al exterior pasando a través de la membrana plasmética. Las sintesis de es-
tas proteinas comienzan de la misma forma que de las proteinas asociadas a la membrana, pero recorren enteramente
el sistema de transporte, en lugar de quedarse en algtin punto intermedio del recorrido. Ejemplos: coldgeno, elastina y
albiimina

Objetivo general

+ Predecir la ubicacion de las proteinas mediante PSORT con el fin de relacionarlo con la funcién.
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Objetivos particulares

1. Interpretar la informacion de la ubicacion del proteoma para predecir la relacién estructura, funcion vy localizacion en la
célula.

2. Predecir el destino final de las proteinas mediante PSORT con el fin de determinar la ubicacién y funcion extracelular bioldgica.

Requerimientos para la practica
*  Dispositivo con conexion a Internet.
Nota: No es necesario descargar ninglin programa para realizar esta practica, se trabaja en linea.
Procedimiento
Esta prdctica se realizard con las siguientes proteinas:
o Insulin [Homo sapiens).
o Green-fluorescent protein [Aequorea victoria).
o (lass Il beta tubulin isotype [Homo sapiens).
o Hepatocyte nuclear factor 1-alpha isoform 2 [Homo sapiens].
o Cation-transporting ATPase 13A2 isoform 1 [Homo sapiens).
1. Obtener el formato FASTA de las proteinas en NCBI/Protein/FASTA.

2. Acceder a la pagina principal de PSORT en el siguiente enlace https;//www.psort.org/. En esta practica se utilizan las
herramientas Wolf PSORT y PSORT 1. En el caso de que se requiera predecir la ubicacidn celular de una proteina en
plantas, se utiliza la herramienta PSORT. Adicionalmente se encuentran recursos relacionados con la prediccion de la
ubicacién subcelular de las proteinas.

/I, N
psorit

Updates | Contact

PSORT.org provides links to the PSORT family of programs for subcellular localization prediction as well as other
datasets and resources relevant to localization prediction. The page is currently hosted by the Brinkman Laboratory
at Simon Fraser University, and our goal is to provide an open-source resource centre for researchers interested in
subcellular localization prediction.

PSORT family of programs for protein subcellular localization prediction and analysis

+ PSORTDb v.3.0 (v3.0: Yu et al, 2010, v2.0: Gardy et al, 2004, v1.0: Gardy et al, 2003) for bacterial and
archaeal sequences

* PSORTm (Please cite Yu et al, 2010; pending; publication submitted) for metagenomics sequences

« PSORTdb (Peabody et al, 2015) is a database containing cPSORTdb: updated pre-computed PSORTb
prediction results for completely sequenced archaeal and bacterial genomes from NCBI and ePSORTdb:
proteins of experimentally verified localization used in training and testing.

« WoLF PSORT (Horton et al, 2006) recently updated version of PSORT Il for the prediction of eukaryotic
sequences

« [PSORT Il (Nakai and Horton, 1997)|for eukaryotic sequences

. akai and Kanehisa, for plant sequences

« iPSORT (Bannai et al, 2002) for classification of eukaryotic N-terminal sorting signals J

.
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3. Dardclicen PSORT lI, se abrird la siguiente pantalla con una breve introduccion del servidor.

e (& psorthgeip BRI

Prediction of Protein Sorting

Signals and Localizatio
in Amino Acid Sequences

PSORT WWW Server

PSORT is a computer program for the prediction of protein localization sites in cells. It receives the information of an amino acid sequence and its source orgin, e.g., Gram-negative bacteria, as inputs.
Then, it analyzes the input sequence by applying the stored rules for various sequence features of known protein sorting signals. Finally, it reports the possiblity for the input protein to be localized at
each candidate site with additional information.

PSORT is mirrored at Tokyo, Okazaki, and Peking

« December 1, 1998, Official release of the PSORT II package

« June 1, 1999, K. Nakai moved to Univ. Tokyo

« October 13, 1999, The Web server has been moved from Osaka to Tokyo
« March 11,2001, Introduction of iPSORT

« September 23,2001, New mirror site at Peking University

« December 22,2001, Distribution of caml-iPSORT

« January 18,2003, Replacing the training data for PSORT II at Peking
« February 22, 2003, Rebuilding the PSORT II server at Tokyo

« April 16,2003, Minor update of the top page

« November 9, 2003, Minor updates of several pages

« May 27,2005, Link to WoLF PSORT; update some links

« January 5, 2007, Modification of the link to WolfPSORT

CONTENTS

WoLF PSORT (an update of PSORT II for fungi/animal/plant sequences)
WoLF PSORT Prediction

PSORT II (Recommended for animal/yeast sequences)

PSORT II Users' Manual

PSORT II Prediction

QORT (Old version; for bacterial/plant sequences)

/

4. Dar clic en “PSORT Il Prediction” e introducir la secuencia de la proteina en formato FASTA. Dar clic en “Submit”. El proce-
dimiento se realiza por separado con cada una de las proteinas, unicamente se muestran los recuadros del proceso para
obtener la localizacion de la insulina.

PSORT 11 Prediction

*¥* Warning ***

This version of PSORT is rather SLOW. Please be patient.

Source of Input Sequence:

e @ yeast/animal

Enter your AMINO ACID SEQUENCE
or the Accession Number of SWISS-PROT:

*%* Characters except the standard 20 codes will be removed off

MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQ
ASALSLSS
STSTWPEGLDATARAPPALVVTANIGQAGGSSSRQFRQRALGTSDSPVLFIHCPGAAGTAQG
LEYRGRRV

TTELVWEEVDSSPQPQGSESLPAQPPAQPAPQPEPQQAREPSPEVSCCGLWPRRPQRSQNI

To submit the query, press this button

To clear the form, press this button:
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Aparece una pagina de resultados que muestra la secuencia introducida seguida de los resultados de los subprogramas “Results
of Subprograms” que indica cada método de prediccion utilizado por el servidor PSORT. La parte final nos muestra los resultados
de la prediccion subcelular de la proteina, realizado mediante el algoritmo k-NN, indicando el porcentaje de probabilidad de la
localizacion de la proteina en la célula o extracelular.

Input Sequence |

QUERY (200 aa)
MALWMRLLPL LALLALWGPD PAAAFVNQHL CGSHLVEALY LVCGERGFFY
TPKTRREAED LQASALSLSS STSTWPEGLD ATARAPPALV VTANIGQAGG

SSSRQFRQORA LGTSDSPVLF IHCPGAAGTA QGLEYRGRRV TTELVWEEVD
SSPQPQGSES LPAQPPAQPA PQPEPQQARE PSPEVSCCGL WPRRPQRSQON

] )

- N
Results of the k-NN Prediction

k=9/23
44.4 %: extracellular, including cell wall
22.2 %: nuclear
22.2 %: mitochondrial
11.1 %: cytoplasmic

>> prediction for QUERY is exc (k=9)

\_ /

En la siguiente tabla se muestra el resultado de la prediccion k-NN de la sublocalizacion celular de 6 proteinas:

Insulin [Homo sapiens)

66.7 %: extracellular, including cell wall
11.1 %: endoplasmic reticulum

11.1 %: mitochondrial

11.1 %: vacuolar

Green-fluorescent protein [Aequorea victorial
60.9 %: cytoplasmic

174 %: nuclear

4.3 ): vesicles of secretory system

4.3 0): cytoskeletal

4.3 %: mitochondrial

4.3 %: Golgi

4.3 %: vacuolar

RecName: Full=Collagen alpha-1(l) chain; AltName:
Full=Alpha-1 type I collagen; Flags: Precursor

55.6 %: extracellular, including cell wall
22.2 %: cytoplasmic

11.1 %: nuclear

11.1 %: vacuolar

Class I beta tubulin isotype [Homo sapiens]
55.6 %: cytoskeletal
44.4 % cytoplasmic

Hepatocyte nuclear factor 1-alpha isoform 2 [Homo sapiens]
69.6 %: nuclear

13.0 %: cytoplasmic

8.7 %: cytoskeletal

4.3 %: mitochondrial

4.3 %: Golgi

Cation-transporting ATPase 13A2 isoform 1 [Homo sapiens]
69.6 %: plasma membrane

13.0 %: endoplasmic reticulum

8.7 %: vacuolar

4.3 %: nuclear

4.3 %: Golgi
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Cuestionario y/o ejercicios complementarios

1. Relacione la estructura y funcion de las proteinas del cuadro anterior con la localizacion.

2. Realice el ensayo con PSORT/PSORTII de 4 proteinas con (membrana plasmética, membrana mitocondrial, citosolica
y secrecion).

3. Analice los porcentajes de la localizacion subcelular de los resultados de las proteinas anteriores.
Bibliografia
L0 Atwood, T, y Parry-Smith, D. (2002). Introduccién a la bioinformdtica. Madrid, Espana: Pearson educacion, S.A.

L Capel, )., y Yuste, F. (2016). Manual de prdcticas de bioinformdtica. Andalucia Espafia: Almeria.

20 Lewin, B. (1996). Genes. Barcelona Espana: Reverté

LI Roldan, D. (2015). Bioinformdtica, el ADN en un solo clic. Bogota, Colombia: Ediciones de la U.
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Practica 12

Acoplamiento molecular (docking)
PyRx
Introduccion

El acoplamiento molecular (molecular docking) es un método computacional que permite predecir sitios de unién entre mo-
léculas candidatas a farmacos (ligando) y un receptor (diana o blanco). Es importante mencionar que se pueden establecer
acoplamientos entre proteina-proteina, proteina- carbohidrato, antigeno-anticuerpo y actualmente los estudios de molecular
docking juegan un papel muy importante en la interaccién de biomaterial-ligando o proteina-biomaterial, etc. Tanto el receptor
como el ligando pueden actuar como una proteina, carbohidrato, anticuerpo, antigeno y/o biomaterial.

Existe una gran variedad de programas donde se pueden llevar a cabo estudios de acoplamiento molecular y cada programa
tiene un algoritmo y una funcién de scoring diferente. Esta funcion define las poses correctas de las incorrectas a través de un
criterio energético, es decir, calculando las afinidades de unién entre el receptor y el ligando.

Asimismo, se han realizado numerosos protocolos en el acoplamiento receptor-ligando de tipo rigido o flexible dependiendo de
las simulaciones, por ejemplo:

a) Acoplamiento de ligando flexible y mantener rigido al receptor.

b) Acoplamiento rigido (receptor y ligando rigidos).

¢) Acoplamiento flexible (ambas moléculas flexibles).

Los programas més utilizados para estos estudios in silico son: AutoDock Vina, PyMOL, PyRx, entre otros.

Es importante mencionar que estos programas utilizan las coordenadas de una caja para los célculos de acoplamiento entre
el receptor y el ligando, es decir, si se conoce el sitio de unién de interés, se reducen las dimensiones de la caja en la zona
correspondiente. En caso de no conocer el sitio de union se sugiere que el tamano de la caja abarque la superficie completa del
receptor.

En esta prdctica se utilizara el programa PyRx para realizar los estudios de acoplamiento molecular. También, se recomienda
usar el programa PyRx para aprender esté técnica de acoplamiento molecular, ya que es de licencia libre y la interfaz es muy
amigable. En el programa de PyRy, el receptor de interés se denominard la macromolécula y el farmaco como ligando. Después
de definir estos dos, se ejecutardn a través de AutoDock Vina de manera predeterminada para obtener resultados confiables,
los cuales se pueden procesar para obtener mas informacion y poder contribuir a la diversidad de resultados en investigacion.

Objetivo general

*  Realizar estudios de acoplamiento molecular entre una proteina y un ligando de interés a través del programa PyRx 0.8.
Objetivos particulares

1. Analizar la mayoria de las poses o conférmeros obtenidos para tener un mejor muestreo de la interaccion proteina-ligando.

2. Comprobar si alguno de los sitios encontrados por el programa PyRx 0.8 concuerda con el sitio de union reportado en la
literatura del sistema bajo estudio.
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Requerimientos para la practica

Dispositivo con conexién a Internet.

Descargar el programa PyRx 0.8 en la pagina https;//pyrx.sourceforge.io/ dependerd del sistema operativo que requiera
el alumno Windows, MacOs o Linux. Otra opcidn, es descargar el ejecutable de PyRx 0.8 para Windows o MacOS
https://drive.google.com/drive/u/1/folders/1CLu30e0w90ZA_Ys-ccZKmKfYaBifnfRv

Descargar el programa PyMOL en la pagina https;//pymol.org/2/ dependerd del sistema operativo que requiera el
alumno Windows, MacOs o Linux. Otra opcion, es descargar el ejecutable de PyMOL para Windows, MacOs o Linux
https://drive.google.com/drive/u/1/folders/1yaGAbjQpVITET8INsB1LKOmIa0A-kSMM

Descargar los archivos pdb para llevar a cabo el acoplamiento molecular, en esta practica se utilizard como ejemplo el
receptor para productos finales de glucosilacion avanzada (rage) y como ligando el dcido quinolinico (quin)
https://drive.google.com/drive/folders/1X1QCU-YqjwaJhOHDPnZWyvh_n-fdu1yS?usp=sharing

Procedimiento

1.

76

Para obtener el archivo de la proteina de interés con extension .pdb se busca en el Protein Data Bank (PDB)
https://www.rcsb.org/, o si ya se cuenta con un archivo que contenga los datos estructurales de una proteina se puede
utilizar y también debe tener extension .pdb para poder visualizarlo en el programa PyRx 0.8. Para esta prdctica se utilizard el
receptor RAGE el cual se buscara en la pagina del PDB con el cddigo 3C)J.pdb y se descargard el archivo (3CJJ).pdb). Cabe
mencionar que, los archivos .pdb pueden abrirse con word y se pueden borrar ligandos o moléculas de agua que contenga
dicho archivo para que no intervengan en los estudios de acoplamiento molecular. La otra opcion es descargar el archivo
rage.pdb que esta en la liga que se menciond en el apartado anterior (Requerimientos para la practica)

El ligando o férmaco de interés también debe tener extension .pdb, para facilitar el desarrollo de la practica se puede
descargar de la liga mencionada en el apartado de Requerimientos para la practica. Es importante mencionar que en caso
de no contar con la estructura del ligando que se va a utilizar, se podra construir con alglin programa, por ejemplo, Avogadro,
el cual es de licencia libre y de interfaz amigable e intuitiva.

El programa Avogadro se puede descargar mediante la liga https://sourceforge.net/projects/avogadro/files/latest/download.

Una vez listos ambos archivos en extension .pdb (proteina y ligando), se cargaran en el programa PyRx 0.8. Al abrir dicho
programa se tiene la siguiente pantalla y se trabajara en la ventana de “AutoDock Vina". Posteriormente, se puede adicionar
la proteina con el botdn que dice “Add Macromolecule" y el ligando con “Add Ligand" como se muestra a continuacion.

@ PyRx - Virtual Screening Tool - o X
File Edit View Help

el ERIK

.

[ Wrossies | % autodock [ | poweren
£ Ligands

8 View a
< || #0scene | oo | Gooamens | 1abes
FEEE T I

Vina Wizard | AutoDock Wizard % OpenBabel | # Pythonshell | ) Logger

3‘[% K. Select Molecuies | Runvina [ Analyze Resuits
3

Select Ligand(s) molecule from Navigator -> AutoDock panel.

Use Control angf Shift buttdns to select multiple Ligands.

4
selected.

+fladd Ligand  *] Add Macromolecule

igat
o select mltiple Ligands.

s Contl s
lected.
}M/lwmwmwem

elcome to PyRx - Virtual Screening Tool
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4. Una vez adicionadas ambas moléculas se observara que en las ventanas de lado izquierdo aparecerd en la parte superior
una carpeta que dice “Ligands" y otra “Macromolecules”. Respectivamente, en cada carpeta se registra el archivo que se
va adicionando y se cambia la extension de los archivos .pdb en. pdbqt. Esta extension (.pdbqt) indica que se adicionaron
cargas a cada dtomo tanto en el archivo de la proteina como en el archivo del ligando. Posteriormente, ya cargadas ambas
moléculas se presiona el boton “Forward”. Cabe mencionar que, al presionar el botdn “Forward” en ocasiones es necesario
cargar nuevamente la Macromolécula o Ligando eso lo indicara el programa.

@) PyRx - Virtual Screening Tool - 0o X

File Edit View Help

T2 EX i) |

Navigator View a

Wmm; | % AutoDock | ATVIK | 3> Mayavi | 330 Scene | [ 20Pots | | Documents | || Tables | ‘

B> Dyends I YZZ® 8 40 E@
& ahg.pdbat

B Macromolecules
=B rage

[ rage.gpf

ot oocpiba] | W Molecies | % AutoDock | ATVIK | )= Mayavi |
B Ligands
"% quin.pdbqt

B Macromolecules
Ev& rage

Vina Wizard | i rage..gpf

U Starthere 3 Select Mo v

Use Control and Shft buttons to select multe Ligands.

*fladdLigand  *f] Add Macromolecule Back Forward

5. Al presionar “Forward" aparece una caja, la cual permite seleccionar la region del sitio de unién (en caso de que ya esté
reportado en la literatura). En caso de no conocer este sitio, se sugiere que la caja cubra toda la superficie de la proteina.
Una vez establecidas las dimensiones de la caja, se presionard nuevamente el boton “Forward”.

@) PyRx - Virtual Screening Tool - O X
File Edit View Help
iIvP 2w O
Navigator 8 Vew a
| Whideades | % AutoDock | ATVIK | Yo Mayavi | | || dB30Scene | [20Pots | IDoaments | | Tables |
B> Ligands P IXNYZZW 8 48 HS

W quin.pdbat

& Macromolecules de
= rage
[ rage.gpf
% rage.pdbqt

[Controls 8

Vina Wizard | % AutoDockWizard | 4 OpenBabel | # Pythonshel | i) Logger

@ Starthere . Select Molecdes RunVina [ Analyze Results: 2
tgand ragress A Forward
.G’\ Center X:47.6183 Y:26.8676 2:-3.0391

Dimensions (Angstrom) X:56.0536  Y:100.4547  2:54.8543
Reset Maximize

Sdect | f)Runvina Exhaustveness: 8 Back Ir«ml
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6. Una vez que hayan corrido los calculos de acoplamiento molecular (panel A), estos resultados se observaran en una Tabla,

donde se especificaran los valores de las afinidades de union (kcal/mol) de cada una de las poses o conférmeros generados
(panel B).

A s .. B

F D T e £ TS T O
—

EITTIINleS e

e it i Wi e

| e e = G

e

7. Existen diferentes formas para extraer las poses en formato .pdb:

a) Una de ellas es dar clic en la ventana de "AutoDock” y aparecera la carpeta de “Macromolecule”, la cual contiene tres archi-

vos adicionales: protein.pdbqt (rage.pdbqt), ligand_out pdbqt (quin_out.pdbqt) y conf.ixt. Si se da clic en ligand_out pdbqt
(quin_out pdbqt), inmediatamente se desplegaran los archivos de las poses de forma muy rapida.

[} PyRx - Virtual Screening Tool

- o x
File Edit View Help
hdad BRI
avigato =] View 8
P Mokecules | % Autobock |MATVIK | )= Mayavi +| || B30 5cene | 2 0Pots | Zjoauments | | |Tables |
B Ligands P IXNYIVZZ®@ B 4L HS
% quin.pdbqt
& iMacromolecules:
= rage
[3] confxt i conf.ixt
g quin_out.pdbqt
rage..gpf 1
S rage.pdbqt 7 —qun-OUt'pdbqt
i rage..gpf
... 5P rage.pdbqt
Controls =)
|| Vina Wizard | % AutoDockWizard | %g OpenBabel | # Pythonshel | {hLlogger |
¥ startHere X, SelectMolecules RunVina [ Analyze Resits
View: No fiter | Results:al9items | BEEEE
Ligand ‘ Binding Affiity (keal/mol) [ Mode RMSD lower bound RMSD upper bound |
rage_quin 5.1 0 0.0 0.0 |
rage_quin -5.0 1 2.061 3.565
rage_quin -4.9 2 0.923

2916
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Para trabajar con cada archivo se dara clic en la ventana que dice “Molecules” y se desplegard la lista de las poses obtenidas. Para
guardar cada archivo en formato .pdb sélo se dard clic derecho y aparecera “Save PDB", tanto la proteina como cada una de las
poses pueden ser visualizados en el programa PyMOL. Recuerde que ambos archivos deben tener formato .pdb.

@) PyRx - Virtual Screening Tool - o X
File Edit View Help
hdd BRI

5
% Molecules | % AutoDock  ATVIK | )= Mayavi +|/|| e83DScene ' [22DPhots | 2 Documents | Tables
© @ & rage EEEEEZEZ B4 EG
© @ & qun
@ & quin.
o @ & rage. o) #% quin_out_model1
o Gin — )
8 = oo ® #& quin_out_model2
9 @ % qun_out_model2 @ # quin_out_model3
® @ & quin_out_model3 N T
® @ & qun_out modeld # #& quin_out_model4
& .
; = ;““"-"”:—“wﬁ: ® #% quin_out_modelS
® & & quin_out_moacel
® @ % qun_out_model7 + & quin_out_models
# quin_out_models -
- Sl 7 @ # quin_out_model7
o) ¥ quin_out_model8
& quin_out_modeld
poses
Controls =]
Vina Wizard | % AutoDock Wizard 4 OpenBabel  # PythonShel | (g Logger
¥ starttere JG, SelectMoleades RunVina [ Analyze Results
View: No fiiter v | Resuts: Al 9items BEER @
Ligand Binding Affinity (kcal/mol) Mode RMSD lower bound RMSD upper bound |
rage_qun .1 0 0.0 0.0
rage_qun -5.0 1 2,061 3.565
rage_quin 49 2 0.923 2916

b) La otra opcidn para visualizar las poses obtenidas es exportar el archivo de la proteina.pdb (rage.pdb) y el archivo ligand_
outpdbqt (quin_out pdbgt) al programa PyMOL. En la siguiente préctica se mostrard como exportar estos resultados.

I PYAACK Vi o
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Practica 13.

Visualizacion de los complejos obtenidos por
los estudios de acoplamiento molecular

PyMOL
Introduccion

Actualmente existe una gran cantidad de programas que presentan una interfaz de usuario grdfica para visualizar los archivos de
coordenadas atémicas, uno de ellos es PyMOL. Este programa es ampliamente utilizado en biologia estructural, ya que permite
producir imagenes tridimensionales de alta calidad de proteinas, moléculas pequefas e incluso nanomateriales de carbono
como grafeno, nanotubos de carbono, fullerenos, etc. PyMOL es un software ampliamente usado y difundido en el ambito cien-
tifico, ya que cuenta con una licencia libre para alumnos e investigadores. La utilidad de PyMOL es muy amplia, sin embargo, su
principal aplicacion es la visualizacidn de una biomolécula en 3D como se muestra en la siguiente Figura.

| O

En la préctica anterior se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular sobre un sistema en cuestion y estos resultados se
pueden visualizar con el programa PyMOL. Este programa también permitird guardar cada complejo en formato .pdb, lo cual es
muy importante ya que se necesita el archivo complejo.pdb para llevar a cabo otro tipo de estudios en diferentes programas para
estudiar exhaustivamente el reconocimiento molecular proteina-ligando, por ejemplo, generando mapas de interaccion, realizar
estudios de dindmica molecular, estudios de célculos de energia de unidn, entre otros.

Objetivo general

«  Visualizar los conférmeros obtenidos por el estudio de acoplamiento molecular realizado en la practica anterior a través del
programa PyMOL.

Objetivos particulares

1. Analizar las diferentes conformaciones de los ligandos en la proteina encontrados a partir del estudio de acoplamiento
molecular de proteina-ligando.

2. Validar si el sitio o sitios encontrados concuerdan con el reportado en la literatura del sistema en cuestion.
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Requerimientos para la practica

Computadora con conexion a Internet.

Descargar el programa PyRx 0.8 en la pdgina https://pyrx.sourceforge.io/ dependerd del sistema operativo que
requiera el alumno Windows, MacOs o Linux. Otra opcion, es descargar el ejecutable de PyRx 0.8 para Windows o MacOS
https://drive.google.com/drive/u/1/folders/1CLu30e0w90ZA_Ys-ccZKmKfYaBifnfRv

Descargar el programa PyMOL en la pagina https;//pymol.org/2/ dependeréd del sistema operativo que requiera el
alumno Windows, MacOs o Linux. Otra opcion, es descargar el ejecutable de PyMOL para Windows, MacOs o Linux
https://drive.google.com/drive/u/1/folders/1yaGAbjQpVITET8INsB1LKOmIa0A-kSMM

Procedimiento

1.

82

Visualizar los conférmeros obtenidos por el estudio de acoplamiento molecular realizado en la practica anterior a través del
programa PyMOL.

Exportar los conformeros obtenidos de los estudios de acoplamiento molecular realizados en el programa PyRx 0.8 los cuales
se obtienen como se explica a continuacion:

a) Buscar la carpeta: Mgtools > PyRx -> Macromolecules (normalmente se encuentran en C:-> Usuarios-> el usuario que
estés utilizando por el momento). Esta ultima carpeta corresponde a la proteina, la cual contiene tres archivos: protein.
pdbat, ligand_out pdbqt y conf.txt (en esta practica el ligando se llama quin_.out-pdbqt y 1a proteina es “rage”) (panel A).

b) Respecto al archivo llamado ligand_out pdbgt contiene las mejores poses (8 0 9 orientaciones). Este archivo se puede
guardar en alguna de las carpetas personales para analizar posteriormente los resultados en el programa PyMOL (panel B).

A e - x B

L]

Edv PyMOL

S T . e o http/pymol org/edueational

v2x
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¢) Alabrir el programa PyMOL se dara clic a “File" y elegira la opcion “Open” (panel A) y se buscaré en la carpeta personal
el archivo de la proteina en formato .pdb (panel B).

d) Después, se abre el archivo ligand_out pdbgt para cargar las 8 0 9 poses. A un lado del nombre del ligando se muestra
el nimero de la pose que se estd observando. También, se registrard del lado derecho de la pantalla 5 iconos: action “A’,
show "S", hide "H", label "I y color "C", los cuales se describirdn mas adelante.

& rbdoL - o k4

File

all
auin_cut !
rage 1.1

Nimero de
conférmeros / poses
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e) Enlasiguiente imagen se muestra en la parte inferior derecha un conjunto de botones que ayudan a visualizar las poses.
El primero regresard a la primera pose sin importar cual se estd visualizando, el segundo regresara a la pose anterior,
los siguientes dos son para mostrar todas las poses de forma automatica (“parar” y “reproducir”, respectivamente), el
siguiente botdn llevard a la ultima pose sin importar cual se visualice y el tridngulo haré que gire la molécula.

&8 pymoL — [m] X
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help

quin_out.pdbqt" loaded as "quin_out". Reset Zoom w Orient Dr
CmdLoad: "C:/Users/1l gltools/PyRx/Macromolecules/rage/
rage.pdbqt™ loaded as age"”.

HEADER YEMBRANE PROTEIN, SIGNALING PROTEIN I< < Stop Play MClear
CmdLoad: “rage". Builder Properties Rebuild
Executive: toms and 1 object.

Executi atoms and 1 object.

Setting: seq_view set to on.

Unpick  Dest

Secuencia de aminoacidos / elementos de la molécula

Botones para ver las diferentes poses

f

f)  Como se puede observar, cada vez que se carga un archivo se registra del lado derecho de la pantalla 5 iconos: action “A",
show "S", hide “H", label “1" y color “C". Las opciones de cada icono se muestran a continuacion:
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g) Estas opciones permitiran resaltar el plegamiento de la proteina dando clic en el icono “S" y después en “cartoon”; e
inmediatamente se observara dicho plegamiento. También, se puede modificar el color de la estructura en el icono “C”
seleccionando y combinando los colores, como se muestra a continuacion:

A) Visualizar en “cartoon”

Eolons C) Cambio de color
by element
by chain

by ss
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h) Para modificar visualmente el ligando, se puede seleccionar cualquier pose y se da clic en el icono “S” y después en
“organic”, se mostraran tres opciones “lines”, “stick" y "spheres”; es recomendable la tltima opcion para ubicar mejor
a la pose.

organic lines

wire
lines
nonbonded
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i) Otra recomendacion importante es cambiar el fondo de la pantalla negra a blanco, para ello seleccione la opcidn

“Display” y posteriormente “Background" > "White".

Sequence

Sequence Mode

Internal GUI

Internal Prompt

Internal Feedback

Overlay

Stereo
Stereo Mode

Zoom
Clip
Opaque
e v Alpha Checker
Quality
c Light Grey
Orthoscopic View Grey
Show Valences Black
Smooth Lines
Depth Cue (Fogging)
Two Sided Lighting
Specular Reflections
Animation

Roving Detail

External GUI

) Se generard un archivo en formato.pdb de la interaccion de la proteina con la pose que se eligié en “File" -> “Export
Molecule” (paso 1y 2). Inmediatamente se despliega una ventana llamada “Save Molecule” mostrando la opcion
“Selection” -> “all"; también en la opcidn “State” -> “-1(current)” y “Save” (paso 3). Posteriormente, se elige un
nombre, seleccionando el formato .pdb y “Guardar”. Esto permitird integrar un archivo que contenga a la proteina y al

ligando en el nimero de pose que se muestra en el paso 4.

q Y
B save Molecule ? X

e W coccon

New PyMOL Window  » ined with 12 atoms. " st [-1 Garend

Generic Optons  PDBOptons  MultiFle

Open. .
ms and 1 object. _

Open Recent... [l tons and 1 object = Orignal atom order (according to ‘rank’)

Get PDB...

Save Session
Save Session As...
2 all asHL]

Export Map... auin_out 17 [A[s[HL]
rage 1/ [a[s|A]L]

Export Alignment...
Export Image As >
Export Movie As >

Log File » K3 Save Molecule As...
Run Script..

Working Directory < - o4 <« PyRe > Poses..

Edit pymolrc

Organizar v Nueva carpeta

Reinitialize

Quit

v [l Este equipo
L Descargas
J Documentos

M Escritorio

Nombre: | Pose 1

Tipo: PDB (*.pdb *.pdb.gz) v

4

1 ~ Ocultar carpetas [ Guardar |
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3. Finalmente se validara si el o los sitios encontrados por el acoplamiento molecular concuerdan con el sitio de union repor-
tado en la literatura para el sistema que se elija.

Cuestionario y/o ejercicios complementarios
1. {Por qué es importante usar visualizadores?

2. {Para qué sirve analizar un complejo o varios complejos a través de PyMOL?

Bibliografia

L

=

Chapter 19. Dallakyan, S.y Olson, A. J. (2014). Small-molecule library screening by docking with PyRx. Chemical Biology. 243-250.

I Part of the Methods in Molecular Biology book series (MIMB, volume 1263).

=

LI The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schodinger, LLC.
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