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Genomica comparativa

B Deriva de un campo clasico: evolucion molecular

®m Todo aquello que no se puede conocer mediante el
analisis de genes o genomas aislados

m Sensu stricto: Comparacion de genomas

= Extraccion de informacion detallada sobre familias
génicas, genes, productos génicos... basada en Ia
comparacion de genomas = Contexto en esta charla



Para qué sirve: algunas ideas

B Definicion de organismos modelo que posean genes
ort(')logos al que nos Interesa

m Prediccion de funciones de genes o productos
génicos, mediante comparacion con datos de otras
especies

B Prediccion del efecto de mutaciones: mediante
comparacion de secuencias en diversas especies,
modelado tridimensional basado en datos de otras
especies, etc.



Estrategias de analisis

m Se precisan procedimientos capaces de:

= manipular y ordenar grandes cantidades de informacion

B proporcionar una vision integrada de la informacion

Algunos ejemplos...
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Analisis
filogenético

Relativamente

H= ALO79292 1

estandarizado
(si N < 500)
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Diversos métodos
Similitud entre secuencias

Relaciones
ortologia/paralogia
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Ariadne domain

Doc domain
Cullin-homology domain
Ankyrin repeat

"Little fing"

DEAD/H helicase domain
Dorfin domain
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HsARA3M

Hs KIAAO161

Hs XAP3

Hs ELI011

Hs Parkin

Analisis
estructural:
dominios
proteicos

En general, sencillo
Favorecido por la existencia de
excelentes bases de datos
especificas

Similitud estructural

Deduccion de funciones



Analisis
estructural:
modelizacion

de estructuras
3D (entre
especies)

Puede ser posible o no
Bases de datos especificas

Conservacion de funciones,
efecto de mutaciones, etc.



Analisis
comparativo de
patrones de
interaccion
proteina-proteina

Métodos en desarrollo
Bases de datos especificas

Restringido a algunas especies

Fiabilidad de datos obtenidos a
partir de analisis masivos: 50 — 70%

Funcion de proteinas, estructura
funcional de la célula completa
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En proceso de estandarizacion

Complicaciones serias en el
tratamiento de los datos: ruido,
N problemas estadisticos asociados
‘” o a muchos datos/hipétesis, etc.
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“Pipelines™

m  Se deben organizar las diversas herramientas para llevar a cabo analisis
estandarizados con un fin definido

m  “Pipeline Funcion”: caracterizacion de funciones en un

contexto evolutivo 2 INTEGRACION

Seleccion de secuencias: BLASTP, TBLASTN,...
Alineamiento de secuencias: CLUSTALX, Muscle, T-Coffee...
Visualizacion alineamientos: GeneDoc

Analisis filogenéticos: MEGA4, PHYML, PAUP...

Estructuras (dominios, secundarias, 3D): InterProScan, Swiss-Model,
SwissPDBViewer...

Interactoma (analisis, visualizacion): UVCLUSTER, TreeTracker, Pajek
Expresion (analisis, visualizacion): Cluster, TreeView...



Analisis
Filogenético
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Eptructuras Secundari

Motivos Funcionale

Estructura 3D

Swiss-Prot
Modeller

Ejemplo

Analisis Estructural de Proteinas
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Ejemplo: genes implicados en la
enfermedad de Parkinson

B Segunda mas frecuente enfermedad
neurodegenerativa

m Significativa influencia genética en la probabilidad
de sufrir Parkinson esporadico

m Casos infrecuentes de Parkinson familiar
asociados a mutaciones en genes concretos



Genes implicados en la enfermedad de Parkinson

Gen

(PARK1)
(PARK?2)
PARKS3
(PARKS)
O
(PARK?T)

(PARKS)
((PARKOY)
PARK10
PARK 11

(PARK13)

Cromosoma
4q21
60925
2p13
4pl14
1p35-36
1p36

12p11.2-g13.1
1p36
1p32
2036-37
2pl2
2022-23

17q21

Caracteristicas

Herencia fenotipicas C. de Lewy
Aut. Domin. Temprano, demencia SI
Aut. Reces. Parkinson juvenil N[OX(]))
Aut. Domin. Tardio, Demencia Sl
Aut. Domin. (?) Tardio ?
Aut. Reces. Temprano ?
Aut. Reces. Temprano ?
Aut. Domin. [esporadico] NO/SI
Aut. Reces. Kufor-Rakeb ?
Aut. Reces. (?) Tardio ?
Aut. Domin. - ?

Influye en susceptibilidad Parkinson esporadico

Aut. Domin. Tardio ?

Influye en susceptibilidad Parkinson esporadico




Los papeles de las proteinas
codificadas por los genes
implicados en Parkinson

son muy pOCO claros DJ-1  «-synuclein UCHL1 Parkin PINK1

¢Regulacion del Protein 2P
metabolismo proteico? aggregation £
¢Respuesta al estrés

oxidativo?

Los datos comparativos cdation el

pueden ayudar a
comprender sus funciones

Environmental toxins




TIPICO EJEMPLO DE INTEGRACION

Los hallazgos de partida (ca. 1999):
® Parkin: nuevo gen implicado en Parkinson familiar

®m La proteina Parkin humana posee unas regiones
caracteristicas, ricas en Cys, His

= ;:FUNCION?



Muchas proteinas relativamente parecidas
a Parkin en diversos organismos
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BILLAST con Parkin
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Se detecta un dominio llamado IBR

iUna proteina con un anico dominio!
(totalmente falso, tiene 4)



Mas analisis automatizados de estructuras:
resultados ambiguos
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Your sequence |8 identical to swissprot|08daai|ARN_DROME, displaying precalculated results,

RING —RING

RING -IBR (jT odas estas
estructuras resultan
RING-IBR-IBR  ser falsas!)

Sin analisis comparativos no estamos yendo a ninguna parte



Analisis comparativos: primera parte

B Tomar todas las secuencias relacionadas con Parkin
obtenidas con analisis tipo BLAST

m Alinear con ClustalX

m Visualizar regularidades con un editor de secuencias

(GeneDoc)

m Analisis filogenéticos (ClustalX, Mega)
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Tienen extensos patrones de His,




El patton de aminodcidos conservados
evolutivamente muestra que IBR es
parte de un supradominio

RING FINGER RING FINGER

C,HC, C.HC C,HC,

Esta caracteristica estructura solo existe
en estas proteinas: FAMILIA RBR



Comparaciones y arboles:
Parkin es metazoo-especifica

18] x]
=18 x|

Hay ortologos
de Parkin en
vertebrados
Drosophila
C. elegans,
etc.

Posibles
organismaos
modelo
(confirmado)



De vuelta a PUBMED, ¢qué es un RING FINGER?:
posible implicacion en ubicuitinacion

RING fingers mediate ubiquitin-conjugating enzyme
(E2)-dependent ubiguitination

Kevin L. Lorick®, Jane P, JEnsEN®, SHENGYUN Fang, ALBERT M. OnG, SHIGETSUGU HATAKEY AA
WD ALLAN M. WEssMaN

RING Finger Proteins:
Mediators of Ubiquitin
Ligase Activity




Nuevos datos sobre genes de la familia

The Ubiquitin-conjugating Enzymes UbcH7 and UbcHS8

Interact with RING Finger/IBR Motif-containing Domains
of HHARI and H7-AP1*

Terry F. Moynihani%, Helen C. Avdleyd, Ulrike Nubert, Stephen A. Rosel, Pamela
Alexander F. Markhami, Martin Scheffonert, and Philip A. Robinson

HHARI es un paralogo de Parkin y
funciona como ubicuitin-ligasa

- Medicine Unit

Posible funcidn bioguimica de Parkin

iCONFIRMADOQO!

Familial Parkinson disease gene product, parkin, is a
ubiquitin-protein ligase

Hideki Shimura'<, Nobutaka Hattori!, Shin-ichiro Kubo
Shinsel Minoshima®, Nobuvoshi Shimizu®, Kazuhiro lwai




Nuevas cuestiones a resolver

Cuestion 1: cpueden ser todas las RBR
ubicuitin ligasas?

Cuestion 2: ;cuales son sus
funciones celulares?



Respuesta cuestion 1:
Probablemente, puesto que Parkin y HHARI
estan muy alejadas evolutivamente

18] x]
=18 x|

Parkin

HHARI

Confirmado posteriormente en multiples trabajos



Cuestion 2: Funciones celulares

Hay que profundizar:
nuevos analisis comparativos

ESTRUCTURAS
RBR

Alto nivel
de variacion

Muchos dominios
proteicos distintos

150 amino acids

Algunas proteinas

Z77] Ankyrin repeats
“Little fing™ @ Cullin-homology domain
S O n e n O rm eS y Phospholipase C-homology domain E= Doc domain
i Ubiquitin-like domain L) HERC2 domain
comp le IES GI (RWD) domain @B RRM domain

Ubiguitin interacting motif EBE® DEAD/MH helicase domain
ARIADNE domain Elf) DORFIN domain




Sorpresa: genes producto

de duplicacion + fusion ,_
Dominio

RBR

PARC =l X[ ffe e YL XL V¥ L Y B Y YV
CUL7 = il AS AL LSS

B Human 6p21.1

Dominio
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La estrategia de
la piedra de Rosetta:

genes cuyos productos
interaccionan fisicamente
suelen fusionarse

PARC
(KIAA0708)

Doc RBR Ariadne

1l YV VY VW e ¥ WW
[ ] [ I

CUL7
(KIAA0076)
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¢Qué es una Cullin?

Table 1| Multisubunit, Cullin-containing RING E3s*
SCF VCB-CUL2

Elongin B
i
N
F =

FORMAN PARTE DE COMPLE]JOS UBICUITIN-
LIGASA JUNTO A PROTEINAS CON RING FINGERS

¢Pueden ser las RBRs parte de estos complejos?



Prediccion basada en datos
comparativos

m [as proteinas RBR pueden funcionar como
ubicuitin-ligasas en complejos cullin/RING

m Posteriormente confirmado para Parkiny
otras RBRs



sPodemos profundizar mas?

B Analizar todos los datos en conjunto

® Grafos de dominios proteicos

m IDEA: Convertir toda la informacion de dominios en una
estructura matematica analizable

® Dominios = unidades

= Estar en una misma proteina = enlaces



Generacion de un grafo de dominios

® Dominios = unidades

= Estar en una misma proteina = enlaces

Este grafo contiene toda la
informacion proporcionada potr

la proteina PARC




Extrayendo informacion del grafo
total de dominios proteicos

B Pfam: 4516 dominios; 15880 conexiones entre
dominios

m 22 dominios distintos en proteinas RBR

m Pxtraemos todos los dominios que:
® 1) tienen distancia d = 2 con los 22 dominios RBR

m 2) estan conectados al menos con dos dominios entre esos 22

m Arbol UVCLUSTER (programa de analisis de grafos)



Conexion dominios RBR —
metabolismo RNNA

13 I_.ii_iase
M L

ubiquitination pathway
protein-protein binding

nucleic acid binding and metabolism
enzymatic

[:'J:-.[:'i.:l teh C ) extracellular

-?IIHT'II.:E-] R calcium binding
S other/unknown
RBR family domains

- M\ain ubiquitin ligase domains
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Alta conexion dominios
ubicuitinacion — dominios
metabolismo RNA

¥ Filamin
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Multiples proteinas con dominios
asociados a ambas funciones

———1
F00 amino acids

Saceharnyces cerevisiae
Yira Fowp (AABOT492)

Chrvzer xoiiver POSSL0T0 125 (BACTS20)

Paxiffes imvoduties unknown gene
[AF45T920)

Hemmer saprens
TNRUE (NP _DGa1865)

Chryzer salivey S0 (AYD34141)

Yfugs meacaets SOIFITERIE (WP 773611)

Henma sapiens READE (NP S760449)

Home sapiens MERNT (NP_038474)

Camis familiaris LOCIRT775 (XP_538896)

= UBA EEES RWIGI B Ubiquitin

DEAD ) RRM_| 2f-C3HC4

(D Heticase © B rer BEE K G putch
HA2 (] z=CCCH FHA Fis]




Es decir...

B Conexion hasta entonces desconocida
ubicuitinacion — metabolismo RNA

m Hay RBRs particulares implicadas en

funciones de regulacion del metabolismo del
RNA

m ;Posible funcion para Parkin/otras RBR?



Conclusiones

m Los datos comparativos ofrecen un marco
conceptual en el que entender la
investigacion funcional

m El analisis de datos proporcionados por
multiples genomas/proteomas permite
obtener informacion imposible de detectar
en estudios a menor escala



Agradecimientos

m Parkin
m Jonasi Lucas (Dpto. Genética. Univ. Valencia)
m Alberto Ferrus (Instituto Cajal, CSIC)

m UVCLUSTER:

® Vicente Arnau (Dpto. Informatica. Univ. Valencia)



	Genómica comparativa �de genes implicados en la Enfermedad de Parkinson
	Genómica comparativa
	Para qué sirve: algunas ideas
	Estrategias de análisis
	“Pipelines”
	Ejemplo
	Ejemplo
	Ejemplo: genes implicados en la enfermedad de Parkinson
	TIPICO EJEMPLO DE INTEGRACIÓN
	Muchas proteínas relativamente parecidas �a Parkin en diversos organismos
	   Se detecta un dominio llamado IBR
	Más análisis automatizados de estructuras:� resultados ambiguos
	Análisis comparativos: primera parte
	Tienen extensos patrones de His, Cys conservadas, muy característicos
	El patrón de aminoácidos conservados evolutivamente muestra que IBR es �parte de un supradominio
	Comparaciones y árboles:�Parkin es metazoo-específica
	De vuelta a PUBMED, ¿qué es un RING FINGER?:�  posible implicación en ubicuitinación
	Nuevos datos sobre genes de la familia
	Nuevas cuestiones a resolver���Cuestión 1: ¿pueden ser todas las RBR �ubicuitín ligasas?���� Cuestión 2: ¿cuáles son sus� func
	Respuesta cuestión 1:�Probablemente, puesto que Parkin y HHARI �están muy alejadas evolutivamente
	Cuestión 2: Funciones celulares� Hay que profundizar: �nuevos análisis comparativos
	Sorpresa: genes producto� de duplicación + fusión
	¿Qué es una Cullin?
	Predicción basada en datos comparativos
	¿Podemos profundizar más?
	Generación de un grafo de dominios
	Extrayendo información del grafo total de dominios proteicos
	Conexión dominios RBR – metabolismo RNA
	Alta conexión dominios ubicuitinación – dominios metabolismo RNA
	Múltiples proteínas con dominios asociados a ambas funciones
	Es decir…
	Conclusiones
	Agradecimientos

