МОСКОВСКИЙ ГОСУДАРСТВЕННЫЙ УНИВЕРСИТЕТ

имени М.В. Ломоносова

факультет биоинженерии и биоинформатики
Поиск растительных белков – возможных субстратов для растительных каспаз.
Работа студентки 202 группы

Федосеевой С.В.








        Научный руководитель:                                                                                            


с.н.с., к.х.н. Чичкова Н.В
Москва, 2003 г.
В Лаборатории молекулярной биологии гена обнаружено, что белок VirD2 агробактерии Agrobacterium tumefaciens расщепляется каспазой 3 человека в двух местах. Основное место расщепления  находится после аминокислотной последовательности TATD(, дополнительное – после GEQD(. Оказалось, что этот белок также является субстратом для растительных каспаз и расщепляется ими по тем же аминокислотным остаткам.

Целью данной работы является компьютерный поиск растительных белков, в аминокислотной последовательности которых встречаются участки возможного узнавания растительными каспазами. Такие белки можно рассматривать в качестве кандидатов на роль естественных субстратов для растительных каспаз.
Введение

У многоклеточных организмов существует явление программированной клеточной смерти (ПКС), когда одна клетка или группа клеток погибают, позволяя выжить и нормально функционировать организму в целом. Явление ПКС иначе называют апоптозом. ПКС может быть вызвана мутациями в клетке, заражением клетки или соседних клеток, стрессом и другими причинами.


У животных и человека ПКС достаточно хорошо изучена: описаны морфологические изменения, происходящие с клеткой при апоптозе, известны основные исполнители апоптоза – протеолитические ферменты, называемые каспазами. Каспазы относятся к семейству цистеиновых протеаз. Это означает, что в активный центр ферментов входит цистеин, а их мишенью являются белки. Каспазы вносят разрыв в аминокислотную последовательность белка строго после определенного остатка аспарагиновой кислоты (D). Сайт узнавания каспазами, состоящий, как правило, из четырех аминокислотных остатков (а.о.), сильно вырожден и в общем случае записывается в виде XXXD(, где X – любой аминокислотный остаток. 

У растений одной из хорошо изученных форм ПКС является гиперчувствительный ответ (ГО), который служит для защиты их от различных патогенов: вирусов, бактерий, грибов, нематод. Программированная клеточная смерть у растений имеет некоторые общие морфологические и биохимические характеристики с апоптозом млекопитающих. При апоптозе и при ГО наблюдается расщепление ДНК на большие фрагменты ((50 т.п.н.) с последующей межнуклеосомной фрагментацией ДНК, сжатие цитоплазмы, конденсация ядра и выпячивание клеточной мембраны. Поэтому можно предположить наличие общих черт в молекулярных механизмах ПКС растений и животных.

Однако в случае растений аналоги каспаз до сих пор в литературе не были описаны, хотя и было обнаружено, что при ГО в растительных клетках возникает протеолитическая активность, подавляемая ингибиторами цистеиновых протеаз и некоторыми специфическими ингибиторами животных каспаз. В Лаборатории молекулярной биологии гена впервые удалось выделить из некротических листьев табака Nicotiana tabacum ферментативную активность, удовлетворяющую основным критериям, применяемым к каспазам: это протеаза; ее субстратная специфичность близка к субстратной специфичности животных каспаз; она активизируются во время ПКС растений; наконец, специфический ингибитор этого фермента препятствует развитию ПКС. Таким образом, растительные каспазы существуют, хотя в настоящий момент еще не выделены в индивидуальном состоянии.


Известно относительно немного белков–мишеней каспаз, порядка ста. Мишенями для каспаз обычно являются белки, важные для поддержания жизнедеятельности клетки, ответственные за ее рост и размножение. Обычно каспазы вносят всего один, редко два разрыва в белок, нарушая тем самым его функцию.


Известно 14 каспаз человека и животных, определены их предпочтительные сайты узнавания. Например, для каспазы-3 человека, основной “исполнительной” каспазы, это последовательность DEVD(. Но при этом каспаза-3 может узнавать и другие аминокислотные последовательности.


Однако не всегда белки, имеющие в своей аминокислотной последовательности сайт узнавания каспазами, в действительности являются субстратами для них. Это говорит о влиянии вторичной и третичной структуры белка. Например, известно, что после остатка аспарагиновой кислоты не должен находиться остаток пролина, так как это вносит жесткий излом в третичную структуру белка и препятствует взаимодействию его с каспазой. Большое значение имеет и пространственная доступность гидролизуемого участка.


Целый ряд белков–мишеней каспаз являются ядерными и расщепляются вблизи сигнала ядерной локализации (NLS). При этом нарушается нормальное функционирование белка: единственный разрыв, осуществляемый каспазой, меняет клеточную локализацию белка с ядерной на цитоплазматическую. Сигнал ядерной локализации должен располагаться в пространственно доступных участках белковой молекулы. Соответственно, находящийся неподалеку от него сайт узнавания каспазой также будет доступен для взаимодействия.


Сигнал ядерной локализации – это короткая последовательность а.о., содержащая большое количество основных аминокислотных остатков (аргинина  R и лизина K). Однако эта последовательность является вырожденной. В случае одночастичного NLS это последовательность обычно не более 12 а.о. длиной, состоящая в основном из остатков лизина и аргинина. Например, для большого T-антигена вируса SV40 сигналом ядерной локализации является последовательность PKKKRKV. В то же время,  известен дрожжевой белок GAL-4, NLS которого очень велик, возможно, его длина равна 74 а.о.


В случае двучастичного NLS необходимы две последовательности, обогащенные основными аминокислотными остатками. Они находятся недалеко друг от друга и разделены спейсерным участком, состоящим из любых а.о. Первая последовательность образована двумя основными а.о. – K либо R; затем идет спейсер длиной 10-12 а.о.; потом – вторая часть NLS, состоящая из пяти а.о., по меньшей мере три из которых являются остатками лизина или аргинина. Однако и при этих довольно общих условиях существуют исключения. Например, в белке BP1 вируса гриппа спейсерный участок состоит из 16 а.о.,  при этом удаление из него 7 а.о. не влияет на эффективность ядерного транспорта (образуется спейсер из девяти аминокислотных остатков).   А ДНК-связывающий белок аденовируса содержит спейсерный участок из 37 аминокислотных остатков. 


В лаборатории молекулярной биологии гена было обнаружено, что белок VirD2 агробактерии Agrobacterium tumefaciens является субстратом для растительных каспаз, активизирующихся в листьях табака при возникновении ГО в ответ на вирусное заражение. Это ядерный белок с двучастичным NLS. VirD2 переносит участок бактериальной плазмидной ДНК в ядро зараженного растения и участвует во встраивании его в растительный геном. Растительные каспазы гидролизуют этот белок в двух местах, каждое из которых находится вблизи его NLS, так что после расщепления белок в обоих случаях теряет сигнал ядерной локализации. Основное место расщепления находится после последовательности TATD(, дополнительное – после GEQD(.

Целью данной работы является компьютерный поиск растительных белков, в аминокислотной последовательности которых имеются участки возможного узнавания растительными каспазами, сходные с уже известными последовательностями TATD и GEQD, вблизи возможного сигнала ядерной локализации. Такие белки могут быть рассмотрены как возможные естественные субстраты для растительных каспаз.

Методы и материалы
1. Возможные сайты узнавания растительными каспазами
 
Сайты узнавания растительными каспазами (TATD( и GEQD(), найденные в бактериальном белке VirD2, возможно, не являются предпочтительными сайтами узнавания для этих каспаз в случае специфических внутриклеточных субстратов. Однако можно предположить, что вероятно существующие другие сайты узнавания для тех же растительных каспаз должны иметь сходные с найденными последовательностями свойства гидрофобности, гидрофильности, наличия положительно или отрицательно заряженных групп атомов, так как именно эти свойства во многом определяют возможность взаимодействия участка молекулы с ферментом.


Поэтому следует проводить поиск не только по последовательности TATD(, но также по последовательностям, полученным из исходной путем возможных замен треонина (T) на серин (S) и аланина (A) на валин (V). 


Аналогично для последовательности GEQD( надо учитывать возможность замены глутаминовой кислоты (E) на аспарагиновую кислоту (D), глутамина (Q) на аспарагин (N).


Необходимо также учесть, что после такой последовательности из четырех аминокислотных остатков не должен стоять остаток пролина (P).

2.Мотивы для поиска возможного сайта узнавания растительной каспазой вблизи двучастичного сигнала ядерной локализации

Мотив для поиска участка, похожего на TATD, внутри двучастичного NLS выглядит следующим образом:

[KR]-[KR]-X(0,12)-[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}-X(0,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR],
где запись [KR] означает, что в данной позиции может стоять остаток лизина либо аргинина, а выражение X(0,12) значит, что от 0 до 12 позиций заняты любыми аминокислотными остатками. Запись {P} означает, что в данном месте может находиться остаток любой аминокислоты, кроме пролина.


Аналогично для последовательности GEQD:

[KR]-[KR]-X(0,12)-G-[ED]-[QN]-D-{P}-X(0,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR].


Для поиска таких же участков из четырех аминокислотных остатков вблизи двучастичного NLS (слева или справа) необходимо определить, на каком расстоянии от сигнала ядерной локализации должна находиться искомая последовательность. В случае VirD2 основное место расщепления растительной каспазой находится на расстоянии 16 а.о. слева от NLS, а дополнительное – на расстоянии 45 а.о. слева. Можно провести поиск по последовательностям-возможным сайтам узнавания растительной каспазой, находящимся на расстоянии, например, до 20 а.о. от сигнала ядерной локализации, а в зависимости от полученных результатов, возможно, изменить параметры поиска. В таком случае мотивы для поиска возможных сайтов узнавания растительной каспазой слева от NLS выглядят следующим образом:

[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}-X(0,20)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR] 

для последовательности, основанной на TATD, и

G-[ED]-[QN]-D-{P}-X(0,20)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]  

для последовательности, основанной на GEQD.


Для поиска этих же последовательностей справа от NLS:

[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,20)-[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}     

для первого случая и 

[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,20)-G-[ED]-[QN]-D-{P} 

для второго случая.


Также возможно проведение поиска среди всех растительных белков (не только ядерных) по мотивам T-A-T-D-{P} и G-E-Q-D-{P}.


Поиск проводился среди растительных белков (viridiplantae) при помощи поисковой системы, установленной на сайте http://kr.expasy.org/prosite в банках данных Swiss-Prot и TrEMBL.

Результаты и обсуждение


Был проведен поиск в банках данных Swiss-Prot (release 42.1 of 24-Oct-2003) и TrEMBL (release 25.1 of 24-Oct-2003) среди растительных белков возможных ядерных белков с двучастичным NLS, у которых имеется сайт узнавания растительной каспазой TATD или GEQD внутри, слева или справа от предполагаемого NLS. Было найдено 24 различных белка, 16 для мотива TATD и 8 для мотива GEQD (всего 31 находка в шести поисках, но среди них есть повторяющиеся белки, попавшие в результаты двух поисков). Результаты представлены в Таблице 1 и Таблице 2.

Таблица 1. Растительные белки, содержащие последовательность TATD вблизи возможного сигнала ядерной локализации.

	AC
	Участок аминокислотной последовательности белка
	Название организма
	Описание белка

	Мотив для поиска последовательности TATD вблизи двучастичного NLS:

[KR]-[KR]-X(0,12)-T-A-T-D-{P}-X(0,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR],

[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,20)-T-A-T-D-{P},

T-A-T-D-{P}-X(0,20)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR].

	Q9LR94
	KRlTATDYspllehiKKK
	Arabidopsis thaliana
	T23E23.16

	Q9LZD1
	KKlvmTATDLnserkkekkKlKK
	Arabidopsis thaliana
	Hypothetical 12.8 kDa protein

	Q9SL12
	KRlTATDYaplleqlKRK
	Arabidopsis thaliana
	Putative non-LTR retroelement reverse transcriptase

	Q84SF6
	RRraalgldssataTATDGaeqqkktkaKKeK
	Oryza sativa
	P0020E09.8 protein 

	Q8LNC1
	RKlrfkgclegggKKkakviaepTATDKgkrqllrgkRRcK
	Oryza sativa
	Putative transposable element

	Q9LTV0
	KrkteekeeekeeeKsKkKkkkskavegeelTATDNghskkkKKtK
	Arabidopsis thaliana
	Nucleolar protein

	Q8S7E7
	RRdavarhsaaaRRgReTATDGrpvtagaRpRgR
	Oryza sativa
	Putative transposase

	Q7XBZ7
	RRdavarhsaaaRRgReTATDGrpvtagaRpRgR[image: image1.wmf]

Q7XBZ7


	Oryza sativa
	Putative transposase 

	Q8LKU5
	RRaaskrrdrrrRlRqRqaaaTATDA
	Sorghum bicolor
	Hypothetical protein

	Q9SV55
	KRkfgfpgmnddkKKeKdsshvdmhekktkashvsTATDE
	Arabidopsis thaliana
	Hypothetical protein

	Q940F7
	KRkfgfpgmnddkKKeKdsshvdmhekktkashvsTATDE
	Arabidopsis

thaliana
	Hypothetical 45.0 kDa protein

	Q7XRA3
	RRleafgcvvsyhnRrRRedvayayfpTATDL
	Oryza sativa
	OSJNBb0085F13.12 protein 

	Q8H7S1
	TATDValqagegKRfedldnevsyeRfRrR
	Oryza sativa
	Hypothetical protein

	Q8H374
	TATDDggcnggaarlnrrqrrRRlglrgggarrdgRlRqR
	Oryza sativa
	OSJNBa0061L20.19 protein

	Q7XSH2
	TATDTsdrRRhhhhhnhtkrKKK
	Oryza sativa
	OSJNBa0073L13.25 protein

	Q7XP80
	TATDDgdcnggaarlnrrqrrRRlklrgggarrdgRlRqR
	Oryza sativa
	OSJNBa0021F22.20 protein 


Таблица 2. Растительные белки, содержащие последовательность GEQD вблизи возможного сигнала ядерной локализации
	AC
	Участок аминокислотной последовательности белка
	Название организма
	Описание белка

	Мотив для поиска последовательности GEQD вблизи двучастичного NLS:

[KR]-[KR]-X(0,12)-G-E-Q-D-{P}-X(0,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR],

[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,20)-G-E-Q-D-{P},

G-E-Q-D-{P}-X(0,20)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR].

	Q851G0
	RRrgrkerdGEQDRrkRKK
	Oryza sativa
	Putative RNA helicase, 5'-partial (Fragment)

	Q7XGA5
	RRhhdglyGEQDTrinieRRR
	Oryza sativa
	Putative gag-pol 

	Q93Y67
	RRhhdglyGEQDTrinieRRR
	Oryza sativa
	Putative gag-pol

	Q8S7Z2
	RRstaptssgasesRRrhdslyGEQDArvnieRRR
	Oryza sativa
	Putative retroelement

	Q7XHC1
	RRstaptssgasesRRRhdslyGEQDArvnieRRR[image: image2.wmf]

Q7XHC1


	Oryza sativa
	Putative retroelement 

	Q93Y70
	RRstaptsmgasgsRRrhdglyGEQDArinieRRR
	Oryza sativa
	Putative gag-pol protein

	Q9FWK7
	GEQDGeghgaddgggrRRlprrpgqghRRR
	Oryza sativa
	Hypothetical 107.1 kDa protein

	Q7XDI4
	GEQDGeghgaddgggrRRlprrpgqghRRR[image: image3.wmf]

Q7XDI4


	Oryza sativa
	Hypothetical protein 


Среди найденных белков 7 описаны как “hypothetical protein” – гипотетический белок, 10 имеют в своем описании слово “putative” - возможный; найден один “nucleolar protein” – ядрышковый белок. 

Чтобы найти более хорошо описанные белки, было решено провести поиск только в банке данных Swiss-Prot. При этом поиск был расширен, поскольку все предыдущие находки были получены из банка данных TrEMBL при совместном поиске в двух банках и, следовательно, не было ни одной находки из Swiss-Prot. Поиск проводился по последовательности [TS]-[AV]-[TS]-D вместо последовательности T-A-T-D и по последовательности G-[ED]-[QN]-D вместо последовательности G-E-Q-D вблизи возможного NLS. При поиске последовательности G-[ED]-[QN]-D справа от NLS не было найдено ни одного белка. В остальных случаях было найдено всего 7 белков. 

В связи с небольшим количеством находок было решено изменить параметры поиска, увеличив расстояние от сайта возможного узнавания каспазами до предполагаемого NLS до 45 а.о., так как в белке VirD2 более удаленный сайт (последовательность GEQD) находится именно на таком расстоянии от NLS. В этом случае было найдено еще 6 белков. Для последовательности G-[ED]-[QN]-D справа от NLS опять не было ни одной находки.

Результаты всех поисков представлены в Таблице 3 и Таблице 4.

Таблица 3. Белки из банка данных Swiss Prot, содержащие последовательность 

[TS]-[AV]-[TS]-D или G-[ED]-[QN]-D вблизи возможного NLS.
	Мотив для поиска
	Число находок
	AC
	Название белка
	Клеточная локализация
	Организм

	[KR]-[KR]-X(0,12)-[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}-X(0,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	1
	Q8WHZ1
	DNA-directed RNA polymerase alpha chain
	Хлоропласт
	Psilotum nudum

	[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}-X(0,20)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	1
	Q41558
	Transcription factor HBP-1b(c1) (Fragment)
	Ядро
	Triticum aestivum

	[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}-X(20,45)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]


	4
	P05039
	ATP synthase epsilon chain
	Хлоропласт
	Pisum sativum

	
	
	O48921
	Cytochrome P450 97B2 
	Вероятно, митохондрия
	Glycine max

	
	
	Q9C5Z1
	Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 9 
	Вероятно,

цитоплазма
	Arabidopsis thaliana

	
	
	P56821
	Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 9 
	Вероятно,

цитоплазма
	Nicotiana tabacum

	[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,20)-[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}
	1
	Q39054
	Molybdopterin biosynthesis CNX1 protein
	?
	Arabidopsis thaliana

	[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(20,45)-[TS]-[AV]-[TS]-D-{P}
	1
	P12151
	Chloroplast 30S ribosomal protein S16 
	Хлоропласт
	Oryza sativa

	[KR]-[KR]-X(0,12)-G-[ED]-[QN]-D-{P}-X(0,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	2
	Q9M3V8
	40S ribosomal protein S6
	Вероятно, цитоплазма
	Asparagus officinalis

	
	
	P29345
	40S ribosomal protein S6 (Fragment)
	Вероятно, цитоплазма
	Nicotiana tabacum

	G-[ED]-[QN]-D-{P}-X(0,20)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	2
	Q9SUC0
	Probable 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial (Precursor)
	Митохондрия
	Arabidopsis thaliana

	
	
	Q9C519
	WRKY transcription factor 6
	Ядро
	Arabidopsis thaliana

	G-[ED]-[QN]-D-{P}-X(20,45)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	1
	Q9M3V8
	40S ribosomal protein S6 
	Вероятно, цитоплазма
	Asparagus officinalis


Среди найденных белков по меньшей мере два являются ядерными. Один из них, транскрипционный фактор HPB-1b(c1), представлен с записи банка своим фрагментом. В аминокислотной последовательности этого белка имеется участок TASD, похожий на сайт узнавания растительной каспазой (TATD), а также участок, похожий на сигнал ядерной локализации, хотя неизвестно, действительно ли этот участок является NLS. 

Таблица 4. Участки аминокислотных последовательностей найденных белков.

	AC
	Участок аминокислотной последовательности

	Q8WHZ1
	KKmqvhTVSDLlkytqydlKKvK

	Q41558
	TASDSsdksrdkldhkslRRlaqnreaarksRlRkK

	P05039
	SASDInpqeaqqtlqiaeanlnkaegKRetieanlsrRaKtR

	O48921
	TVTDAnlhsrfhsrlvpfthhfslsqpKRissircqsintdKKK

	Q9C5Z1
	SVSDCkmywqssgeylavkvdrytktKKstysgfelfRiKeR

	P56821
	SVSDCkmywqsngdylavkvdrytktKKstytgfelfRiKeR

	Q39054
	KKaslsepgsirKeKKydevpgpeykvailTVSDT

	P12151
	RKqravyrivaidvRsRRegrdlrkvgfydpiknqtclnvpailyflekgaqptrTVSDI

	Q9M3V8
	KKGENDLpgltdveKpRmR

	P29345
	KKGENDLpgltdteKpRmR

	Q9SUC0
	GENDIrpalfidsstidpqttRKislavsncnlKeKR

	Q9C519
	GDNDRevpgevdffsdKKsrvcreddegfRvKK

	Q9M3V8
	GENDLpgltdvekprmrgpkraskirklfnlskeddvRKyvntyrrtftnKKgK


Вторым из найденных ядерных белков является транскрипционный фактор 6 WRKY. В его аминокислотной последовательности имеется участок, напоминающий двучастичный NLS, однако на самом деле этот белок имеет особый сигнал ядерной локализации, непохожий на типичные одно- и двучастичные NLS. Транскрипционный фактор 6 WRKY участвует в контролировании процессов, связанных со старением и защитой от патогенов. С другой стороны, каспазы активизируются при апоптотических процессах, также связанных с заражением патогенами или другими причинами, вызывающими необходимость гибели клетки. В аминокислотной последовательности транскрипционного фактора 6 WRKY имеется участок GDND, похожий на участок GEQD белка VirD2, который, как известно, расщепляется растительными каспазами при возникновении гиперчувствительного ответа. Поэтому транскрипционный фактор 6 WRKY также может являться субстратом для растительных каспаз.
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