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" I
Senales en el ADN

m Hemos visto coOmo determinar y comparar
secuencias de ADN

m ; COmo podemos averiguar el significado
biologico de estas secuencias de ADN?

m Queremos encontrar zonas interesantes
de ADN, las senales

m De esas senales hoy nos centraremos en

las posiciones de union de proteinas al
ADN



» I
Senales en el ADN

m Para encontrar sefales nos fijaremos
sobre todo en subcadenas frecuentes

m Estas cadenas frecuentes no tienen que
ser identicas en todas las apariciones

m Eso complica mucho el problema
informatico



Hoy ...

1. Definiciones generales
2. Motivos en ADN
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» B
Posiciones de unidon con
proteinas

m Supongamos que una proteina se puede unir a
ciertas posiciones de cada una de las siguientes

secuencias:
AACCCGATACAGACGACCATTACGACC
GAGACGACATACATTACACCAA
CCGACTAAACCAGATACAGAGATTACAGCATAC
ACATCCATACAGACAAAAACATAGAGGGACGATT

m ;Donde se une la proteina?

Supuesto: La proteina reconoce un cierto patron
como posicion de union (debido a la forma y energia)
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I
Posiciones de unidon con
proteinas

m Seria mas facil si se conoce la posicion de
union en una de las secuencias:
AACCCGATACAGACGACCATTACGACC
GAGACGACATACATTACACCAA
CCGACTAAACCAGATACAGAGATTACAGCATAC
ACATCCATACAGACAAAAACATAGAGGGACGATT
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» I
Posiciones de unidon con
proteinas

m A partir del ejemplo, puede utilizar la alineacion de
secuencias u otros metodos para averiguar la posicion
de uniodn de las otras secuencias:

AACCCGATACAGACGACCATTACGACC
GAGACGACATACATTACACCAA
CCGACTAAACCAGATACAGAGATTACAGCATAC
ACATCCATACAGACAAAAACATAGRAMOAGGGACGATT

m Notemos que:
Los diferentes sucesos podrian ser ligeramente diferentes
Puede haber multiples sitios de union en una secuencia
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" I
Motivos y dominios

m En general, definimos motivos / dominios como patrones
que

m puede no ser exactamente el mismo en diferentes apariciones

m Es poco probable que se produzca “por casualidad”. En otras
palabras, estan “sobrerepresentados’

Por lo general, sus roles funcionales se han conocido o
predicho

Estan evolutivamente conservados
m  Hay muchos tipos de motivos y dominios
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Los dominios de proteinas:
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Fuentes de las imagenes: http://rosalind.info/media/problems/meme/logo1.png, Wikipedia, Rfam
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Natronomonas pharacniscd GGGCCCRU.A.BCUCAGU. . .GGU. . .AGAGUG.E. . .UCCCA.G.UGGGUCC.
Bacillus haloduranspd GCGCCCGU.A.BCUCRAAUG. .GGAU. .AGAGCG. 1. .CGGGCGC.
Bacillus haloduransg? GCGGAAGU.A.BUUCAGU. . . ...AGRACR.C. .CUUCCGC.
Arabidopsis thaliana (thale cress)i? GUGGACGU.G.CCGGAGU. . .RUCGGG.C. .CGUUCRC.
Iriticum aestivum (bread wheat)r? GGGUCGAU.G.CCCGAGU. . .GGUua . AUGGEG . & . .UCGGCCC.
Bacillus haloduransd GCCEEEET. .CCUCGGC.
ac us ha. GGGGCCUU.. <AGGCUCC.
ac us ha i3 GGUCCGEGU.. .CCGGACC.
ac us ha. GCGGGUGU .. .CACCCGC.
ac: us ha. GGGCCUGU.. .CAGGCCC.
ac us ha RGGGGCRAU. .UGCCCCU.
Escherichia coli O157:H7(7 RGGGGCGU. .CGCCCCU.
Escherichia coli Cl57:H7f@ GCUGAUAU.G.GCUCAGUU. . JURUCAGC..
Triticum aestivum (bread wheat)d UGGGGECGU.G.BCCRAGU. . . .CGUCCCR.
Triticum aestivum (bread wheat)? GCCCUUUU.A.ACUCAGU. LBRACGGGC.
Triticum aestivum (bread wheat)c? GCGUCCRU. .UGGACGC.
Triticum aestivum (bread wheat)c? GCRUCCRU.G. .C.UGGRUGC..
Triticum aestivum (bread wheat)c? GCCUUGRU.G.| LU UCRRGGC..
Mus musculus domesticus (western European house moAGUAARGGU. .CCGUACU..
Mus musculus domesticus (western European house moRAGAUAUU. LAURUCUU..
Mus musculus domesticus (western European house moGUUUCUGU. JUAGARRU..
Mus musculus (house mouse)fd GGUCUURR. LURRGRCU.
Mus musculus (house mouse)od ACUCCCUU. LBGRGRGU.
Mus musculus (house mouse) i UAGAUUGH . .CARUCUA.
Mus musculus (house mouse)r? CRCURUGR. .CRUAGUG..
Mus musculus (house mouse)rd GUURRUGU. LCRURRRC.
Mus musculus (house mouse)d ACUUUUAU.A.GGAUART. .. LCURRRRGT..
Campylobacter laripf GGGCCURAU.A.GCUCAGCU. . B <URGGCCC.
Glosothece sp. KOL1DGM GGGCUAUU.A.GCUCAGGU. .GGUL. .AGAGCG.C .. <AUGGCCC.
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"
motivos de ADN y dominios de
proteinas

m Veremos:

Sitios de union de factor de transcripcion, que son
secuencias reguladoras de ADN cortas que

. Algunas de ellas se conservan en todas

las especies.
Los dominios de proteinas, que son sub-secuencias
similares en que tienen

funciones particulares. Algunas de ellas estan
conservadas evolutivamente.
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Motivos y dominios: Diferencias

m En la literatura, a veces motivos y
dominios se distinguen por lo siguiente:

Un dominio se supone que poseer cierta
independencia funcional o estructural. Un
motivo puede que no.

Un dominio es generalmente mas grande que

un motivo.
m Hoy, utilizamos estos dos téerminos mas o
menos Iindistintamente. BMEG3102

Bioinforméatica | Kevin
10 Yip-CSE-CUHK |



Hoy ...

1. Definiciones generales
2. Motivos en ADN
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"
Las regiones reguladoras

m Algunas proteinas (por ejemplo, los factores de
transcripcion) se unen a diferentes zonas de ADN para
diferentes propositos. Por ejemplo:

Promotores (alrededor del sitio de inicio de la transcripcion):
Para ayudar a la formacion de la maquinaria de transcripcion

Potenciadores (generalmente mas lejos de un gen): Para
mejorar la expresion de un gen

Silenciadores: para inhibir la expresion de un gen
Aisladores: Para marcar los limites de expresion
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" I
Las regiones reguladoras

Distal regulatory elements

I
Locus control

region Insulator

Silencer  Epnhancer

—-

| | | |
Proximal Core
oromoter promoter
elements

Promoter (< 1 kb)

Crédito de la imagen: Maston et al., Annual Review of Genomics and Human Genetics 7: 29-59, (2006)
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Un ejemplo: CIFCUI’[O de regulacion

(a) I T e - T

Gena B Promater Insulator  Siancer Enhancears Promoter Gene A

O)

Gene B Promoter Insulator  Silencar Enhancers Prc-mmer Gene A

Gena B Promater Insulator  Silencer

4
Gene B Promataer Insulator  Silancer Enhancars

Gena B Promoter Insulator  Silancer Enhancers

Gena B Promater

THENDS in Genefics

Crédito de la imagen: Sholtis y Noonan, Trends in Genetics 26 (3): 110-118, (2010)

Sin union de TF: sdlo
expresion basal del gen A

Potenciador unido a TF1 (en
las extremidades): elevacion
de la expresion del gen A

Potenciador unido a TF2 (en
el cerebro): elevacion de la
expresion del gen A

Silenciador unido a TF3: la
expresion del gen A esta
inhibida

Sin aislante unido a CTCF:
la union de TF1 en
potenciador puede afectar
tanto el gen Acomo al gen B
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" I
Union de factor de transcripcion

m ;Donde se une un factor de transcripcion?
Donde el ADN es accesible

Donde hay senales especiales en el ADN (por
ejemplo, la falta de metilacion) y las proteinas que
rodean (por ejemplo, modificaciones de las histonas)

Donde la estructura de ADN es adecuada

Donde la secuencia de ADN es adecuada « HOY

m La region de ADN unida a un factor de transcripcion se llama
un sitio de unién a factor de transcripcion (TFBS)

m Por lo general, bastante corto (por ejemplo, 6-10bp)
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"
En representacion de motivos y
dominios

17

;. Como representar un TFBS?
Si el patron esta muy conservado, puede utilizarse una
representacion exacta

Por ejemplo, secuencia de consenso

En la mayoria de los casos, se necesita capturar las
diferencias por representaciones estadisticas

Por ejemplo, matriz de pesos
Con una representacion mas compleja,
Se puede capturar mas informacion

Implica mas parametros
m Necesita mas datos y tiempo para estimar valores de los parametros
m ES mas propenso a exceso de ajuste
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"
Representaciones (patrones)

IUPAC

m Supongamos que tenemos las nucleotide code 2%
siguientes secuencias TFBS: A Adenine
C Cytosine
CACAAAA G Guanine
CACAAAT T (or U) Thymine (or Uracil)
CGCAAAA R AorG
CACAAAA Y Lart
. S GorC
m Secuencia de consenso: w AorT
CACAAAA K GorT
Problema: La pérdida de '\B/' 22:20”
informacion = Ep—
m Secuencia degenerada con H AorCorT
codigo IUPAC: v GERCCR
N any base

CRCAAAW

gap (not used in motifs)

o
=

BMEG3102 Bioinformatica |
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" I
Representaciones (patrones)

B Supongamos que tenemos las siguientes
secuencias TFBS:
CACAAAAA
CACAAA T
CGCAAAAA
CACAAA A

m Expresion regular (vease
http://en.wikipedia.org/wiki/Regular expression
para la sintaxis)

P.ej, C [AG] {3,4} CA [EN] BMEG3102

Bioinforméatica | Kevin
19 Yip-CSE-CUHK




Representaciones (patrones)

m Matrices de pesos por posicion

ATGGCATG
AGGGTGCG
ATCGCATG
TTGCCACG
ATGGTATT
ATTGCACG
AGGGCGTT
ATGACATG
ATGGCATG
ACTGGATG

—

0.9

0.0

0.0

0.1

0.0 0.0 0.1
01 0.1 0.1
02 0.7 0.8
0.7 02 0.0

0.0

0.7

0.1

0.2

0.8

0.0

0.2

0.0

0.0

0.3

0.0

0.7

0.0

0.0

0.8

0.2

m Pseudoconteo: A veces se suma una cantidad a
todos para evitar valores pequenos

Ejemplo fuente: http://conferences.computer.org/bioinformatics/CSB2003/NOTES/Liu_Color.pdf
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" S
Representaciones (patrones)

Secuencia logo
La altura de los nucleodtidos depende de la probabilidad
La altura total de los nucledétidos en la posicion i-ésima,

4 —1
2nln2

h; =2+ Z Dix 1082 Dix —
X€{A,C,G,T)

= ;. Probabilidad del caracter x en la posicion |
= n: Numero de secuencias

Altura de nucleotido x = p;, h;

09 00 00 01 00 08 00 00
§1A A 00 01 01 01 07 00 03 0.0
l e, g I 00 02 07 08 01 02 00 08

weblaga betkele p.ed 0.1 0.7 0.2 0.0 0.2 0.0 0.7 0.2
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|dentificacion de motivos
sobrerrepresentados

m Las representaciones anteriores son para motivos
conocidos: Sabemos las subsecuencias de ADN exactas
de la TFBS

m Enrealidad, ;jcomo encontramos estas secuencias?

Hay experimentos que indican aproximadamente los lugares de
union de una proteina
m Por ejemplo, inmuno-precipitacion de cromatina seguida por microarray
(ChIP-chip) o secuenciacion (ChlP-seq / chip-exo)
Si se cree que un TF regula algunos genes al unirse a sus
promotores, podemos recoger estas secuencias promotoras

En ambos casos, la resolucion no es lo suficientemente alta
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" BN
Problema de descubrimiento de
motivos

m Entradas: un conjunto de secuencias, cada una
contienen exactamente un TFBS

Hay otras variantes:
m Cada secuencia contiene uno o mas TBFS
m Cada secuencia contiene cero o uno TFBS
m Cada secuencia contiene cero o mas TFBS

m Objetivo: Averiguar las ubicaciones en las secuencias
de TFBS

m La idea principal: identificar patrones comunes en las
secuencias
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|dentificacion de motivos
sobrerrepresentados

m Diferentes métodos:

busqueda exhaustiva de todas las palabras de tamano hasta k
= Exito garantizado si el motivo tiene una tamafio < k

m El coste aumenta exponencialmente con respecto a k
La indexacién ayuda hasta cierto punto
m Mas costoso si se permiten coincidencias inexactas

Multialineamiento de secuencias
m computacionalmente duro
m Muchas heuristicas

Se puede integrar informacion auxiliar para encontrar un sitio de
union activo

= nivel de expresion geénica (por ejemplo, la correlacion de numero de sitios de
uniéon con el nivel de expresion)

m Evidencia directa de union (ChIP-chip o chip-ss)
m Sefales de la cromatina (por ejemplo, la accesibilidad del ADN)
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Un ejemplo ilustrativo

B Supongamos que 3-mer | Numero de secuencias
sabemos una proteina = que a contienen ;
se une a algunas AGC 1
posiciones de las A 1
secuencias: CCG 1

s,= ACCGGCT Cee 2

s,= GTCAGCT - :

s,= TCGGTAT = 1

m enfoque 3-mer: GTA 1
i GTC 1

Por lo tanto, el sitio —— 1

de union puede ser — 1
alrededor CGG o0 GCT m— 1
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Significancia estadistica

m Ahora, considera la siguiente situacion:

Un cierto genoma contiene 80% C'Sy G'S, y
20% A'Sy T'S.
Tiene 100 secuencias que contienen los sitios
de unidn de una proteina

m 90 de ellas contienen el patron GCGC

m 85 de ellas contienen el patron ATAA

¢;,Cual crees que es el motivo de union real?
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"
Significancia estadistica

m Estadisticamente significativo: algo es poco
probable que suceda por casualidad
Puede sugerir importancia bioldgica (¢,por que?)

m Pasos para determinar la significacion
estadistica:

Definir una hipoétesis nula (modelo de fondo)
Probabilidad de ocurrencia dado el modelo nulo

m Calculo directo

m Simulacion (mas caro, pero por lo general mas realista)
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" I
Significancia estadistica

m Ejemplo: Para una secuencia de ADN de longitud
4, asumiendo distribucion independiente y
uniforme de cada base, ¢ probabilidad de de

observar

3 6 mas A'S en una cadena?
= Considere una hebra: (0.25)* + 4 (0,75) (0,25)° = 0,0508
m Considere ambas hebras: 0,0508 x 2 =0,1016

2 O mas AT'S en una cadena?

= Considere una hebra: (0.25)* = 0,0039
m Considere las dos hebras: 0,0039 (¢,por qué no duplicado?)

m Hay que evitar el conteo redundante en general
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" I
Significancia estadistica

m ;Cual seria un buen modelo nulo para una secuencia de ADN?
¢ Independiente, uniforme?
= No es del todo cierto
¢ dependencia local, uniforme?
m Mejor, pero todavia falta de distribucion global
¢ dependencia local, no uniforme?
m Bueno, pero mas dificil de manejar
m En general, para conseguir una distribucion nula mas realista
Toma de muestras de datos permutados

Preservando al mismo tiempo algunas propiedades clave

= Para el ADN, podemos querer conservar frecuencias de nucleotidos, frecuencias
de dinucledtidos, etc.

Por ultimo, obtener una distribucion de las muestras y ver donde esta el
numero observado en la distribucién
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I
otras lecturas

m D’haeseleer, How does DNA Sequence
Motif Discovery Work” Nature

Biotechnology 24(8):959-961, (2006)
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