Задание для зачета по миникурсу практической биоинформатики

Дана: аминокислотная последовательность вирусного белка (иногда - фрагмент последовательности)

Цель: 
(1) предсказать функцию белка “по гомологии”; 

(2) предсказать функцию одного-двух остатков из данной последовательности по пространственной структуре гомолога.

Результат работы представьте в виде четырех файлов:

1. <Фамилия латинскими буквами>.doc - протокол

2. <Фамилия латинскими буквами>.msf - множественное выравнивание

3.  PDB-файл 

4. Скрипт, создающий  изображение 3D структуры белка и выбранного вами остатка.

Протокол должен содержать информацию:

1) О предполагаемом гомологе из банка Swissprot: идентификаторы (ID, AC) записи, организм, название белка (если в записи представлен полипротеин, то выбрать именно тот зрелый белок, который гомологичен данному), границы сходных участков в вашей и найденной последовательности (от … до…); E-value; число и процент совпадающих букв (Identity), число и процент сходных букв (Similarity, синоним: Positives)

2) Название семейства Pfam, к которому принадлежит ваш белок или его фрагмент (не код, а полное название) 

3) Код записи PDB, содержащей 3d структуру представителя семейства

4) Координаты выбранных вами 
- консервативного участка 
         а) в структуре (номера остатков от …до и имя цепочки); 
         б) в выравнивании (позиции от … до);   
- номер выбранного вами в этом участке консервативного остатка (в структуре и позиция в выравнивании). 

5) Рисунок, содержащий  изображение 3D структуры белка, в котором выделен консервативный участок и выбранный вами остаток. Например, изображение такое:  молекула белка — остовная модель, раскраска по вторичной структуре; участок — проволочная модель, зеленая; остаток — красный. Возможны любые варианты изображения, но выделение участка и остатка обязательны!

6) Заключение:  (i) Опишите предполагаемую функцию белка, фрагмент последовательности которого вам был дан. Функцию опишите на русском языке понятными вам (и нам) словами. Если проблемы – используйте PubMed и Google.   (2) Опишите функцию его консервативного остатка,  указав его тип (напр., аланин) и  номер в данной вам последовательности.

Выравнивание должно содержать а) вашу последовательность; б) последовательность белка, структуру которого вы изучаете; в) выравнивание из Pfam (или его часть); ожидается, что всего в выравнивании будет от 5 до 50 последовательностей. Обычно следует выбирать выравнивание “Seed”. 

Методические указания
0) ВНИМАНИЕ! Нумерации аминокислот в последовательности, выравнивании и PDB файле могут не совпадать (и чаще всего не совпадают!). Номера аминокислот в последовательности: 1, 2, 3, …. Однако, в выравнивании данная последовательность может быть разорвана гэпами, поэтому Ala225 вполне может оказаться в колонке номер 235. А в PDB вполне может содержаться фрагмент белка, например, только С-концевой домен, который в последовательности начинается с остатка номер 357, а в PDB он может иметь номер 1.
1) Как предсказать функцию остатка. При удаче, в записи Swissprot о гомологе найдете аннотацию функции какого-нибудь остатка (поля FT). Тогда потом останется лишь найти соответствующий ему остаток в 3D структуре и позицию в выравнивании. Если такой информации нет, то придется угадывать роль какого-нибудь консервативного остатка, анализируя 3D структуру (варианты: боковая цепь остатка взаимодействует с лигандом; участвует в белок-белковом взаимодействии; образует водородную связь между двумя элементами вторичной структуры; в случае консервативного глицина или пролина – важна для особой конформации полипептидной цепи, например, для резкого поворота цепи; гидрофобна и входит в гидрофобное ядро домена и т.п.). Полезная информация об остатках, взаимодействующих с лигандами, ионами,  бывает на сайте  PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) (поиск но 4-х буквенному PDB-коду) 
3) Как найти семейство Pfam. Pfam(http://pfam.sanger.ac.uk/) => “Sequence Search” => В окно кладете последовательность в fasta формате, “GO” => появляется красочная полоска и табличка с найденными в вашей последовательности доменами => щелкаете по домену => читаете что за семейство. Обратите внимание, что белок может состоять из нескольких доменов, принадлежащих к разным семействам. (В этом случае проанализируйте один из доменов – укажите в протоколе, какой.)
4) Как узнать PDB код белка из семейства  и идентификатор последовательности в Uniprot. В Pfam со страницы  семейства по ссылке “Structures” получаете список PDB кодов для белков/доменов семейства. Выберите один PDB код. Указано также соответствие  между номерами остатков в последовательности и в структуре из PDB - они могут не совпадать(((. Сохраните соответствие нумераций в протоколе – пригодится при поиске остатка в структуре.
5) Как получить выравнивание. В Pfam со страницы семейства по ссылке ”Alignments” выберите ”Alignment: Seed”  (если “Full” включает не более 50 последовательностей, то выберите его), выберите формат Fasta, выберите Download => Generate и сохраните в файле aln.fasta.
6) Как добавить в выравнивание свою последовательность и последовательность, для которой известна 3D структура. Добавьте нужные последовательности в файл aln.fasta. Затем выровняйте все последовательности программой Muscle. 
8) Как убрать лишние последовательности, если их многовато. В JalView выдляете последовательность и нажимаете Del
9) Как разобраться из каких таксонов представители семейства Pfam (такой вопрос может возникнуть). На странице семейства в Pfam сверху справа: => Species
10) Для интереса: на странице Pfam => Architectures показано, в каких сочетаниях с другими доменами в последовательностях белков встречается данный домен.

Подводные камни: 

Вы описываете функцию остатка в белке, для которого есть 3D структура, а потом переносите эту функцию по сходству на остаток из данного вам белка. Для этого необходимо

(1) иметь выравнивание нескольких последовательностей, включая (а) ту, для которой есть 3D структура; (б) вашу; 

(2) убедиться (и убедить проверяющего), что выравнивание в этом месте похоже на правильное, т.е. рядом имеются консервативные позиции; отсюда – требование указать консервативный участок

(3) убедиться, что остаток в выравнивании соответствует тому, который вы анализируете в 3D структуре (нумерация в PDB файле может не совпадать даже с нумерацией последовательности того же белка в выравнивании).





Успехов!  
 ААл

