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Science. 1966 Apr 15;152(3720):363‐366.
Evolution of the Structure of Ferredoxin Based on Living Relics of 

 
Primitive Amino Acid Sequences.
Eck RV, Dayhoff MO.
The structure of present‐day ferredoxin, with its simple, inorganic 

 
active site and its functions basic to photon‐energy utilization, 

 
suggests the incorporation of its prototype into metabolism very

 
early during biochemical evolution, even before complex proteins

 
and the complete modern genetic code existed. The information in

 
the amino acid sequence of ferredoxin enables us to propose a 

 
detailed reconstruction of its evolutionary history. Ferredoxin has 

 evolved by doubling a shorter protein, which may have 

 contained only eight of the simplest amino acids.

 

This shorter 

 
ancestor in turn developed from a repeating sequence of the amino 

 
acids alanine, aspartic acid or proline, serine, and glycine. We 

 explain the persistence of living relics of this primordial 

 structure by invoking a conservative principle in evolutionary 

 biochemistry: The processes of natural selection severely 

 inhibit any change a well‐adapted system on which several 

 other essential components depend.
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Science. 1966 Apr 15;152(3720):363‐366.



Biochem Biophys Res Commun. 1970 May 22;39(4):757‐65.
The occurrence in proteins of the tripeptides Asn‐X‐Ser and Asn‐X‐

 
Thr and of bound carbohydrate.
Hunt LT, Dayhoff MO.

The 101 occurrences of the tripeptides Asn‐X‐Ser and Asn‐X‐Thr in the 

 

available protein sequence data are tabulated; carbohydrate is found, 

 

attached to the asparagine, in not more than 20 of the 101 

 

tripeptides. A statistical analysis of the data from all completely 

 

sequenced proteins shows that the observed frequency of occurrence 

 

of the two kinds of tripeptides is only about 65% of the expected. 

 
This lowered frequency is evidence for a newly 

 
postulated kind of limitation—which we call a 

 
“restricted sequence”—imposed by natural 

 
selection on the primary structure of proteins.
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J Mol Evol. 1973;2(2‐3):99‐116.
Eukaryote evolution: a view based on cytochrome c sequence data.
McLaughlin PJ, Dayhoff MO.

Many of the sequenced proteins 
were orthologs from different 
organisms
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Biochem Biophys Res Commun. 1974 Oct 8;60(3):1020‐8.
Epidermal growth factor: internal duplication and probable 

 
relationship to pancreatic secretory trypsin inhibitor.
Hunt LT, Barker WC, Dayhoff MO.

Biochem Biophys Res Commun. 1976 Apr 19;69(4):852‐9.
Sequence similarity between cholera toxin and glycoprotein 

 
hormones: implications for structure activity relationship and 

 
mechanism of action.
Ledley FD, Mullin BR, Lee G, Aloj SM, Fishman PH, Hunt LT, 

 
Dayhoff MO, Kohn LD.

Biochem Biophys Res Commun. 1980 Jul 31;95(2):864‐71.
A surprising new protein superfamily containing ovalbumin, antithrombin‐III, 

 
and alpha 1‐proteinase inhibitor.
Hunt LT, Dayhoff MO.

Searching the growing sequence 
database…
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Rapid similarity searches of nucleic acid and protein 
 data banks.

 Wilbur WJ, Lipman DJ.

Proc Natl Acad Sci U S A 1983 Feb;80(3):726‐30

With the development of large data banks of protein and nucleic acid 

 
sequences, the need for efficient methods of searching such banks for 

 
sequences similar to a given sequence has become evident. We present an 

 
algorithm for the global comparison of sequences based on matching k‐

 
tuples of sequence elements for a fixed k. The method results in

 

substantial 

 
reduction in the time required to search a data bank when compared with 

 
prior techniques of similarity analysis, with minimal loss in sensitivity. The 

 
algorithm has also been adapted, in a separate implementation, to produce 

 
rigorous sequence alignments. Currently, using the DEC KL‐10 system, we 

 
can compare all sequences in the entire Protein Data Bank of the

 

National 

 
Biomedical Research Foundation with a 350‐residue query sequence in less 

 
than 3 min and carry out a similar analysis with a 500‐base query sequence 

 
against all eukaryotic sequences in the Los Alamos Nucleic Acid Data Base in 

 
less than 2 min.



Cancer Gene Meets Its Match
 New York Times July 3, 1983

v-sis: 6   QGDPIPEELYKMLSGHSIRSFDDLQRLLQGDSGKEDGAELDLNMTRSHSGGELESLARGK 65
QGDPIPEELY+MLS HSIRSFDDLQRLL GD G+EDGAELDLNMTRSHSGGELESLARG+

PDGF : 10  QGDPIPEELYEMLSDHSIRSFDDLQRLLHGDPGEEDGAELDLNMTRSHSGGELESLARGR 69

v-sis: 66  RSLGSLSVAEPAMIAECKTRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQ 125
RSLGSL++AEPAMIAECKTRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQ

PDGF : 70  RSLGSLTIAEPAMIAECKTRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQ 129

v-sis: 126 CRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKKATVTLEDHLACKCEIVAAARAVTRSPGTSQEQR 185
CRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKKATVTLEDHLACKCE VAAAR VTRSPG SQEQR

PDGF : 130 CRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKKATVTLEDHLACKCETVAAARPVTRSPGGSQEQR 189

v-sis: 186 AKTTQSRVTIRTVRVRRPPKGKHRKCKHTHDKTALKETLGA 226
AKT Q+RVTIRTVRVRRPPKGKHRK KHTHDKTALKETLGA

PDGF : 190 AKTPQTRVTIRTVRVRRPPKGKHRKFKHTHDKTALKETLGA 230

V-sis and Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)

Waterfield MD et al., Nature 1983 Jul 7;304(5921):35-39
Doolittle RF et al., Science 1983 Jul 15;221(4607):275-277

“Now a serendipitous computer 

 
search has matched it with the 

 
product of a gene that causes 

 
cell growth to run amok ‐

 

a 

 
cancer gene found in a monkey 

 
virus. The discovery, which will 

 
be reported this month in the 

 
journals Science and Nature, 

 
may provide a key link in the 

 
chain of events that causes 

 
cancer.”



An earlier, more subtle discovery…

Viral src gene products are related to the catalytic chain of 
mammalian cAMP-dependent protein kinase Barker WC, 
Dayhoff MO. PNAS 1982 May;79(9):2836-2839

Query: 113 YAAQIVLTFEYLHSLDLIYRDLKPENLLIDQQGYIQVTDFGFAKR---VKGRTWT---LC 166
Y+  +V    +LHS  +++ DLKP N+LI +Q   +++DFG +++   ++GR +   + 

Sbjct: 125 YSLDVVNGLLFLHSQSILHLDLKPANILISEQDVCKISDFGCSQKLQDLRGRQASPPHIG 184

Query: 167 GTPEYLAPEIILSKGYNKAVDWWALGVLIYEMAAGYPPFFADQPIQIYEKIVSGKVR 223
GT  + APEI+  +      D ++ G+ +++M     P ++ +P  +   +V+

 

+R
Sbjct: 185 GTYTHQAPEILKGEIATPKADIYSFGITLWQMTTREVP-YSGEPQYVQYAVVAYNLR 240

Biology not Algorithms 
- compare proteins, not DNA
- must detect similar amino acids not just identities





Science. 1985 Mar 22;227(4693):1435‐41.

Rapid and sensitive protein similarity searches.
Lipman DJ, Pearson WR.
An algorithm was developed which facilitates the search for similarities between 

 
newly determined amino acid sequences and sequences already available in 

 
databases. Because of the algorithm's efficiency on many microcomputers, sensitive 

 
protein database searches may now become a routine procedure for

 

molecular 

 
biologists. The method efficiently identifies regions of similar

 

sequence and then 

 
scores the aligned identical and differing residues in those regions by means of an 

 
amino acid replaceability matrix. This matrix increases sensitivity by giving high scores 

 
to those amino acid replacements which occur frequently in evolution. The algorithm 

 
has been implemented in a computer program designed to search protein databases 

 
very rapidly. For example, comparison of a 200‐amino‐acid sequence to the 500,000 

 
residues in the National Biomedical Research Foundation library would take less than 

 
2 minutes on a minicomputer, and less than 10 minutes on a microcomputer (IBM 

 
PC).

Use Wilbur‐Lipman for initial guesses, then 
 rescore using Dayhoff Matrix
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J Mol Biol. 1990 Oct 5;215(3):403‐10.

Basic local alignment search tool.
Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ.
National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine, National 

 

Institutes of Health, Bethesda, MD 20894.

A new approach to rapid sequence comparison, basic local 

 
alignment search tool (BLAST), directly approximates alignments 

 
that optimize a measure of local similarity, the maximal segment

 
pair (MSP) score. Recent mathematical results on the stochastic 

 
properties of MSP scores allow an analysis of the performance of

 
this method as well as the statistical significance of alignments it 

 
generates. The basic algorithm is simple and robust; it can be 

 
implemented in a number of ways and applied in a variety of 

 
contexts including straightforward DNA and protein sequence 

 
database searches, motif searches, gene identification searches,

 
and in the analysis of multiple regions of similarity in long DNA 

 
sequences. In addition to its flexibility and tractability to 

 
mathematical analysis, BLAST is an order of magnitude faster 

 
than existing sequence comparison tools of comparable 

 
sensitivity.

Karlin’s statistics for MSP’s allowed direct 
 use of Dayhoff matrix and now could assess 

 odds for the guessing…

Maximal Segment 
Pair was local 
ungapped optimal 
alignment – using 
Dayhoff Matrix
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Nucleic Acids Res. 1997 Sep 1;25(17):3389‐402.

Gapped BLAST and PSI‐BLAST: a new generation of protein database search 

 
programs.
Altschul SF, Madden TL, Schäffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller W, Lipman DJ.
National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine, National Institutes of Health, 

 

Bethesda, MD 20894, USA. altschul@ncbi.nlm.nih.gov
The BLAST programs are widely used tools for searching protein and DNA databases for sequence similarities. 

 

For protein comparisons, a variety of definitional, algorithmic and statistical refinements described here 

 

permits the execution time of the BLAST programs to be decreased

 

substantially while enhancing their 

 

sensitivity to weak similarities. A new criterion for triggering

 

the extension of word hits, combined with a new 

 

heuristic for generating gapped alignments, yields a gapped BLAST program that runs at approximately three 

 

times the speed of the original. In addition, a method is introduced for automatically combining statistically 

 

significant alignments produced by BLAST into a position‐specific score matrix, and searching the database 

 

using this matrix. The resulting Position‐Specific Iterated BLAST (PSI‐BLAST) program runs at approximately 

 

the same speed per iteration as gapped BLAST, but in many cases is much more sensitive to weak but 

 

biologically relevant sequence similarities. PSI‐BLAST is used to uncover several new and interesting members 

 

of the BRCT superfamily.

Everyone was publishing papers about methods 

 more sensitive but significantly slower than BLAST 

 – why not just search the database multiple times 

 using hits to improve model?

Generate a protein family-specific & position- 
specific similarity matrix…

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Altschul SF"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Madden TL"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Sch%C3%A4ffer AA"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Zhang J"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Zhang Z"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Miller W"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Lipman DJ"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract


Nucleic Acids Res. 1997 Sep 

 

1;25(17):3389‐402.
Gapped BLAST and PSI‐

 

BLAST: a new 

 

generation of protein 

 

database search 

 

programs.
Altschul SF, Madden TL, 

 

Schäffer AA, Zhang J, 

 

Zhang Z, Miller W, 

 

Lipman DJ.
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Improving sequence similarity searching…

Why is it better?
- general structural information

OR
- protein family information



CS‐BLAST

CS‐BLAST

PSI‐BLAST database search

PSSM

Query + Library
of context profiles

Find similarity to 

 
context profiles, 

 
combine them
and compute PSSM



Method of context-specific sequence comparison

Biegert A, Söding J PNAS 2009;106:3770-3775

©2009 by National Academy of Sciences



CDD‐PSSM

RPS‐BLAST

PSSM Engine

PSI‐BLAST database search

Combine residue 

 
counts and
compute PSSM

Residue counts for matched CDs

PSSM

Query + CDD



Experiments

• Hits that belong to the same superfamily as 
 query are considered true positives

• Hits with the same fold as query but different 
 superfamily are ignored

• All other hits are considered false positives



True vs. false positives for SCOP/ASTRAL 1.75
 (9705 queries)



True vs. false positives for queries from SCOP families 
 of size 1 in CS‐BLAST benchmark (1874 queries)



How often would one find matches?
How many protein families would there be?

Unexpected similarities should be extremely rare.

Prior to the genome project, there was only 
a small percentage of genes from the 

genomes of a number of evolutionarily 
distant organisms ( e.g. human, fly, yeast, 

e.coli ).



Hubris, the Genome Project, and 
 Protein Families

Chothia, C. (1992). One thousand families for the molecular 
biologist. Nature, 357, 543-544.

Green P, Lipman D, Hillier L, Waterson R, States,D, and Claverie JM (1993). 
Ancient Conserved Regions in New Gene Sequences and the Protein 
Databases. Science, 259, 1711-1716.

ACR = similarity detected between sequences from        
distantly related organisms



Sets compared Matching 
Sequences

ACRs ACRs in 
database

worm ESTs, human ESTs 77, 66 34 31 (91%)

worm ESTs, yeast ORFs 23, 13 9 8 (89%)

worm genes, human ESTs 17, 17 12 12 (100%)

worm genes, yeast ORFs 6, 4 4 3 (75%)

human ESTs, yeast ORFs 14, 13 10 10 (100%)

Lots of new sequence data –

 

how 

 
many conserved protein families do 

 
we find that are not already in the 

 
databases?

~1000 different ACR’s



Gene expression level 

 
positively correlated with 

 
higher similarity scores (i.e. 

 
negatively correlated with 

 
evolutionary rate)

A significant fraction of 

 
the genes of an organism 

 
have a relatively high 

 
evolutionary rate…

ACR’s more likely 

 
for genes with 

 
higher 

 
expression
(i.e. lower 

 
propensity for 

 
gene loss)



Earliest Estimates of Number of 
 Protein Families ‐

 
~1000

• Zuckerkandl,E. (1974) Accomplissement et perspectives de la 
paleogenetique chimique. In: Ecole de Roscoff –1974, p. 69. Paris:CNRS.  

“The appearance of new structures and functions in proteins during evolution”, J. 
Mol. Evol. 7, 1-57 (1975).

• Dayhoff, M.O. (1974) Federation Proceedings 33, 2314.  

“The origin and evolution of protein superfamilies”, Fed.Proc. 35, 2132-2138 
(1976).



Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 
 5, Supplement 3 (1978) pg. 10:

“It has been estimated that in humans there are 
approximately 50,000 proteins of functional or 
medical importance. … A landmark of molecular 
biology will occur when one member of each 
superfamily has been elucidated.  At the present 
rate of 25 per year, this will take less than 15 
years.”



Fed Proc. 1976 Aug;35(10):2132‐8.

The origin and evolution of protein superfamilies.
Dayhoff MO.
The organization of proteins into superfamilies based primarily on their 

 
sequences is introduced: examples are given of the methods used to cluster 

 
the related sequences and to elucidate the evolutionary history of the 

 
corresponding genes within each superfamily. Within the framework of this 

 
organization, the amount of sequence information currently and potentially 

 
available in all living forms can be discussed. The 116 superfamilies already 

 
sampled reflect possibly 10% of the total number. There are related proteins 

 
from many species in all of these superfamilies, suggesting that

 

the origin of 

 
a new superfamily is rare indeed. The proteins so far sequenced are so 

 
rigorously conserved by the evolutionary process that we would expect to 

 
recognize as related descendants of any protein found in the ancestral 

 
vertebrate. The evolutionary history of the thyrotropin‐gonadotropin beta 

 
chain superfamily is discussed in detail as an example. Some proteins are so 

 
constrained in structure that related forms can be recognized in

 

prokaryotes 

 
and eukaryotes. Evolution in these superfamilies can be traced back close to 

 
the origin of life itself. From the evolutionary tree of the c‐type cytochromes 

 
the identity of the prokaryote types involved in the symbiotic origin of 

 
mitochondria and chloroplasts begins to emerge.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Dayhoff MO"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract


Group Criteria for Clustering
Sequences

Identification 
Of  Cluster

Superfamilies Probability of Similarity by
Chance<10‐6

Number

Families <50% different Letter

Subfamilies <20% different Paragraph

Atlas

 

entries <5% different semicolon

Not particularly evolutionary

 

perspective but only tiny sample from a 

 
number of different organisms…





Science. 1997 Oct 24;278(5338):631‐7.

A genomic perspective on protein families.
Tatusov RL, Koonin EV, Lipman DJ.
National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine, National Institutes of Health, 

 

Bethesda, MD 20894, USA.

In order to extract the maximum amount of information from the rapidly 

 
accumulating genome sequences, all conserved genes need to be classified 

 
according to their homologous relationships. Comparison of proteins 

 
encoded in seven complete genomes from five major phylogenetic lineages 

 
and elucidation of consistent patterns of sequence similarities allowed the 

 
delineation of 720 clusters of orthologous groups (COGs). Each COG consists 

 
of individual orthologous proteins or orthologous sets of paralogs from at 

 
least three lineages. Orthologs typically have the same function, allowing 

 
transfer of functional information from one member to an entire COG. This 

 
relation automatically yields a number of functional predictions

 

for poorly 

 
characterized genomes. The COGs comprise a framework for functional and 

 
evolutionary genome analysis.

More sequence data should make 
the job of annotation easier…

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Tatusov RL"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Koonin EV"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Lipman DJ"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract




How many protein families would 
 there be?

Or

How many distant taxa?

Have we been asking the question 
correctly?



Proc Natl Acad Sci U S A. 2009 May 5;106(18):7273‐80. Epub 2009 Apr 7.

 
Inaugural Article: The universal distribution of evolutionary rates of genes and distinct characteristics of 

 
eukaryotic genes of different apparent ages.

 
Wolf YI, Novichkov PS, Karev GP, Koonin EV, Lipman DJ.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Wolf YI"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Novichkov PS"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Karev GP"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Koonin EV"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Lipman DJ"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract


Slowly evolving 
proteins are 
being 
generated all 
the time…



D. 

 

HILLIS/UNIVERSITY 

 

OF TEXAS, AUSTIN 

 
Science, 2003, 

 

300:1692‐1697



Coverage of bacterial and archaeal genomes in the EggNOG (new COGs) database
Jensen et al. Nucleic Acids res. 2008, 36: D250‐354; figure: Wolf‐Koonin, unpublished















http://www.biology.arizona.edu/biochemistry/problem_sets/aa/Dayhoff.html



Margaret 
 Dayhoff 

 &
Systems 

 Biology…



Orig Life. 1982 Mar;12(1):81‐91.

Evolution of major metabolic innovations in the precambrian.
Barnabas J, Schwartz RM, Dayhoff MO.

A combination of the information on the metabolic capabilities 

 of prokaryotes with a composite phylogenetic tree depicting an 

 overview of prokaryote evolution based on the sequences of 

 bacterial ferredoxin, 2Fe‐2S ferredoxin, 5S ribosomal RNA, and 

 c‐type cytochromes shows three zones of major metabolic 

 innovation in the Precambrian. The middle of these, which 

 reflects the genesis of oxygen‐releasing photosynthesis and 

 aerobic respiration, links metabolic innovations of the anaerobic 

 stem on the one hand and, on the other, proliferation of aerobic

 bacteria and the symbiotic associations leading to the 

 eukaryotes. We consider especially those pathways where 

 information on the structure of the enzymes is known. 

 Halobacterium and Thermoplasma (archaebacteria) do not 

 belong to a totally independent line on the basis of the 

 composite tree but branch from the eukaryote cytoplasmic line.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Barnabas J"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Schwartz RM"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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