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                                          Аннотация
Изветно, что белок протимозин α подавляет рост клеток дрожжей. Однако, причина этого явления неизвестна. Возможно, это вызвано взаимодействием протимозина α с каким-нибудь дрожжевым белком. Недавно было показано, что он способен взаимодействовать с белком Keap1 человека. Поэтому целью этой работы является поиск дрожжевых белков, гомологичных Keap1.

                                                      Введение

Целью этой работы является поиск белков дрожжей S. сerevisiae гомологичных белку Keap1 человека. Keap1 – репрессор транскрипционного фактора Nrf2, участвующего в клеточном ответе на окислительный стресс [1]. В нормальных условиях Keap1 удерживает Nrf2-фактор в цитоплазме, подавляя таким образом его активность. Однако, в условиях окислительного стресса Nrf2 транспортируется в ядро и активирует транскрипцию генов, отвечающих за защиту генов от вредных воздействий.                       
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Кеap1 человека  состоит из двух доменов (рис1 ). На N-конце Keap1 находится BTB/POZ-домен (broad-complex, Tramtrack & Bric a brac; Poxvirus & Zinc-finger domain).
Рис1. Доменная структура белка Кeap1. Белок состоит из двух доменов.

Первый - BTB/POZ-домен – отвечает за димеризацию Кeap1. 

Второй – область kelch-повторов - обеспечивает его взаимодействие с другими белками.

Недавно было показано, что этот домен отвечает за димеризацию Keap1 и его связывание с актиновым цитоскелетом [2]. С-концевой домен Keap1 состоит из шести kelch-повторов (или диглициновых повторов). Этот домен отвечает за взаимодействие с другими белками. В частности, известно, что именно область диглициновых поторов необходима для взаимодействия  Keap1 c  Nrf2-фактором.

         Также было показано, что Keap1 взаимодействует не только с Nrf2-фактором, но и с белком протимозин ( (ProT(), причем за это взаимодействие также отвечает область kelch-повторов Keap1. Протимозин ( небольшой (всего 109 а.о.) ядерный белок млекопитающих с очень необычной структурой – около половины его а.о. составляют остатки дикарбоновых аминокислот, что характеризует его как очень кислый белок. На данный момент накоплено большое количество данных, указывающих на то, что ProT( участвует в пролиферации клеток [3]. Так, клетки млекопитающих, в которых выключен синтез протимозина (, приостанавливают свое деление до тех пор, пока его продукция не восстановится [4]. А суперпродукция протимозина ( в клетках дрожжей S.cerevisiae блокирует их рост [5]. При этом было показано, что суперпродукция точечного мутанта протимозина α с заменой всего двух остатков глутаминовой аминокислоты на глицин в положениях 44 и 50 (MProT((44,50)) подавляет рост клеток дрожжей примерно в два раза слабее, чем протимозин ( дикого типа. Причина этого явления скорее всего заключается в том, что ProT( взаимодействует с каким-то (или какими-то) дрожжевым белком и нарушает таким образом выполнение им его функций. А замена остатков глутаминовой аминокислоты на глицин в положениях 44 и 50 ослабляет способность протимозина ( взаимодействовать с этим дрожжевым белком. До настоящего времени не удавалось определить с каким именно дрожжевым белком вступает во взаимодействие протимозин (. Кроме того, не было полной ясности с белками, с которыми ProT( взаимодействует в клетках млеопитающих. Однако, недавно было показано, что ProT( взаимодействует с Keap1 человека. Более того, оказалось, что двойной мутант протимозина ( MProT((44,50) не способен взаимодействовать с Keap1. Эти результаты дали нам основания предположить, что в клетках дрожжей S.сerevisiae есть белок, гомологичный белку Keap1 человека (или содержащий домен гомологичный области kelch-повторов Keap1), за счет взаимодействия с которым ProT( подавляет рост клеток дрожжей. Поиск такого белка с помощью разных программ среди белковых баз данных и стал целью этой работы.

Kelch –белки

Белок Keap1 относится к семейству kelch-белков. Белки этого семейства содержат от четырех до семи kelch –повторов, каждый из которых представляет собой участок длиной 44 – 56 а.о. Впервые такие повторяющиеся элементы были определены в белке ORF1 Drosophila melanogaster, отсюда и пошло название этой группы белков. Каждый kеlch-повтор содержит два консервативных остатка глицина в определенном окружении (поэтому такие домены также называют диглициновыми повторами)(рис2).
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Рис2. Последовательности kelch –повторов некоторых белков.
Остатки двух глицинов (выделены красным цветом) находятся в окружении определенных остатков аминокислот. Позиции, выделенные цветом (триптофан – синий и тирозин - зеленый) являются консервативными на 90%. Область между тирозином и триптофаном  консервативна меньше – на 70%. Позиции на которых стоят родственные аминокислотные остатки обозначены следующим образом:

 h –остаток гидрофобной аминокислоты

 p – остаток полярной аминокислоты 

 s – остаток маленькой  аминокислоты

 l – остаток большой аминокислоты     

Процент идентичности между отдельными kelch-повторами очень низкий. Например, шесть повторов белка ORF1 Drosophila идентичны всего на 25-50 %.

Идентичность между kelch-мотивами разных белков всего около 11 % [6]. Это не удивительно, учитывая, что из 44 – 50 а.о., составляющих один kelch-повтор, консервативно всего несколько а.о. Однако, несмотря на такой низкий процент идентичности kelch-белки объединяет способность образовывать уникальную четвертичную структуру, которая получила название (-пропеллер [6]. Впервые это было показано на примере оксидазы галактозы из Hypomyces rosallus, для которой  был проведен рентгеноструктурный анализ.  Каждый из семи kelch-повторов оксидазы галактозы образует четырежды перекрученный лист (рис2), соответствующий одной лопасти пропеллера. Серия лезвий располагается под углом к центральной оси вокруг нее, образуя пропеллер. Структура пропеллера стабилизируется взаимодействием C- и N-концевых (-листов (рис3 ).
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Рис3.  Пространственная структура белка с kelch-повторами на примере оксидазы галактозы (содержит семь kelch-повторов), которая была получена из Hypomyces rosellus. Kelch-повторы формируют (-пропеллер. Каждый  kelch-повтор, содержащий 44-56 аминокислотных остатка формирует четырежды перекрученный (-лист (лопасть). Лопасти располагаются под углом к центральной оси. Структура пропеллера стабилизируется взаимодействием C- и N-концов (-листов.
           Таким образом,  (-пропеллер содержит несколько потенциальных сайтов для взаимодействия с другими белками: верхняя и нижняя поверхности пропеллера, а также его периферия, т.е. петли между соседними (-слоями внутри каждой лопасти и между лопастями.
           На данный момент охарактеризовано около 30-ти kelch-белков в разных организмах.

Разница в количестве kelch-повторов, а также разная длина петель между лезвиями каждого (-пропеллера обеспечивает уникальную пространственную организацию в случае каждого белка. Это объясняет тот факт, что белки этого семейства выполняют в клетке самые разные функции. Многие kelch-белки связаны с актином и играют важную роль в морфогенезе (например, AFKin, a-Scruin, Teal1 и др.). Другие белки этого семейства участвуют в экспрессии генов (напр. Keap1, NRP/B, RAG-2 ). Белок оксидаза галактоза локализован во внешней среде и отвечает за окисление первичных спиртов до альдегидов.
                                      Методы, результаты и комментарии к ним

Целью данной работы является поиск дрожжевых белков, гомологичных белку Кеар1 человека. Поиск гомологов проводился с помощью программ  BLAST, Fasta и Genebee используя данные баз SwissProt и TrEMBL. Поиск проводился  по целому белку Кeap1 и по домену, содержащему kelch-повторы.

Результаты поиска выполненного программой BLAST:

1. Дрожжевых белков гомологичных целому белку Кeap1 человека найдено не было.

2. Поиск дрожжевых белков, гомологичных области kelch-повторов Keap1 человека выявил пять белков. 

Данные по найденным белкам сведены в таблицу.

	Номер находки
	Белок
	Код белка в базе SwissProt
	Функция
	Идентичность
	Гомология
	E

Value

  
	Принадлежность  kelch семейству.

	1
	KEL2_YEAST
	P50090
	принимает участие в слиянии клеток, а также влияет на морфологию клеток. Взаимодействует с белком Кel1
	19/84 (22%)
	34/84 (40%)
	0.91  
	Да. Содержит  4 kelch-повторов

(по данным базы Pfam)



	2
	KEL1_YEAST
	P38853
	принимает участие в слиянии клеток, а также влияют на морфологию клеток. Взаимодействует с белком Кel2
	14/56 (25%)
	26/56 (46%)
	2.0
	Да. Содержит  4 kelch-повторов

(по данным базы Pfam)



	3
	GP12_YEAST
	P23797
	. Участвует во второй стадии биосинтеза GPI.
	23/110 (20%)
	49/110 (44%)
	5.6
	Нет

(проверен по базе белковых доменов Pfam)

	4
	SWI4_YEAST
	P25302
	Участвует в транскрипции, зависимой от стадии клеточного цикла. Необходим для образования комплекса ДНК  с box-фактором
	21/74 (28%)
	30/74 (40%)
	6.6
	Нет

(проверен по базе белковых доменов Pfam)

	5
	S67283  
	S67283
	Не выявлена
	10/23 (43%)
	15/23 (65%)
	7.1
	Нет
(проверен по базе белковых доменов Pfam)


Парное частичное выравнивание белков(выполненное программой BLAST): 

1. Keap1 и Kel1, 

2. Keap1 и Kel2
3. Keap1/SW14_YEAST
1. Кeap1/Кel1

 Отношение (процентное соотношение) позиций  с полностью совпавшими аминокислотными остатками к общему числу позиций в выравнивании = 14/56 (25%), 

Отношение (процентное соотношение) позиций с функционально сходными аминокислотными остатками к общему числу позиций в выравнивании = 26/56 (46%)

Keap1: 537 DVETETWTFVAPM--------KHRRSALGITVHQGRIYVLGGYDGHTFLDSVECYD 585

           ++ +  WT  AP+         H+ S +  T  + ++YV GG    T+ + +  YD
Kel1 : 218 NINSYKWTVPAPVGPRPLGRYGHKISIIATTQMKTKLYVFGGQFDDTYFNDLAVYD 273

2. Кеap1/Кel2

       Отношение (процентное соотношение) позиций  с полностью совпавшими аминокислотными остатками к общему числу позиций в выравнивании = 19/84 (22%)

Отношение (процентное соотношение) позиций с функционально сходными аминокислотными остатками к общему числу позиций в выравнивании = 34/84 (40%)

Кeap1: 519 IYAAGGYDGQDQLNSVERYDVET-----ETWTFVAPMKHRRSAL---GITVHQGRIYVL 567

           +Y  GG   +   N +  +D+ +       W F+ P+      L    +  +  +++V 

Кel2 : 214 LYLFGGQVDETYFNDLVVFDLSSFRRPNSHWEFLEPVGDLPPPLTNHTMVAYDNKLWVF 272

Кеар1: 568 GGYDGHTFLDSVECYDPDTDTWSEV 593

           GG    T  +    YDP    WS+V
Кel2:  273 GGETPKTISNDTYRYDPAQSEWSKV 297
3. Keap1/SW14_YEAST

Отношение (процентное соотношение) позиций  с полностью совпавшими аминокислотными остатками к общему числу позиций в выравнивании = 21/73 (28%)

Отношение (процентное соотношение) позиций с функционально сходными аминокислотными остатками к общему числу позиций в выравнивании = 30/74 (40%)

Keap1:      354 AYNPSNGTWLRL--ADLQVPRSGLAGCVVGGLLYAVGGRNNSPDGNTDSSALDCYNPMTN 411
                 Y    GTW+ L  A   V +  +   VV  +L      NN P   + +S L   +P T 

SW14_yeast: 104 GYGRFQGTWIPLDSAKFLVNKYEIIDPVVNSILTFQFDPNNPPPKRSKNSILRKTSPGTK 163

Keap1:       76 QWSPCAPMSVPRNR 425
                  SP +    PR +

SW14_yeast: 164 ITSPSSYNKTPRKK 177

Краткий комментарий

Среди найденых белков можно выделить Kel1 и Kel2. Они имеют наименьший E-value, кроме того, как и  Keap1 принадлежат к семейству  белков, содержащих kelch-повторы. 

Результаты поиска выполненного программой Fasta:

1. Дрожжевых белков гомологичных целому белку Кeap1 найдено не было.

2. Поиск дрожжевых белков, гомологичных области kelch-повторов Keap1 человека выявил шесть белков. 

Данные по найденным белкам сведены в таблицу.

	Номер находки
	Белок
	Код белка в базе SwissProt или TrEMBL 
	Функция
	Идентичность
	Длина найденного участка
	E-value
	Принадлежность  kelch семейству

	1
	KEL2_YEAST
	P50090
	принимает участие в слиянии клеток, а также влияет на морфологию клеток. Взаимодействует с белком Кel1
	22.222
	243
	0.49
	Да. Содержит  4 kelch-повторов

(по данным базы Pfam)


	2
	SWI4_YEAST*
	P25302
	Участвует в транскрипции, зависимой от стадии клеточного цикла. Необходим для образования комплекса ДНК  с box-фактором
	28.767
	73
	3.7
	Нет

(проверен по базе белковых доменов Pfam)

	3
	Q06144
	Q06144
	Не определена
	29.545
	88
	6.1
	Нет

(проверен по базе белковых доменов Pfam

	4
	AADA_YEAST
	P47182
	Является арил-алгоголь дегидрогеназой
	26.8
	41
	6.4
	Нет

(проверен по базе белковых доменов Pfam

	5
	GAL7_YEAST
	P08431
	Участвует в метаболизме Галактозы
	37.0
	27
	6.5
	Нет

(проверен по базе белковых доменов Pfam

	6
	KEL1_YEAST
	P38853
	принимает участие в слиянии клеток, а также влияют на морфологию клеток. Взаимодействует с белком Кel2
	23.0
	295
	6.8
	Да. Содержит  4 kelch-повторов

(по данным базы Pfam)



Парное частичное выравнивание белков(выполненное программой BLAST): 

                                    1.   Keap1 и Kel1, 

2. Keap1 и Kel2
3. Keap1/ SW14_YEAST

1. Keap1/ Kel1

Keap1                              LIYTAGGYFRQSLS----YLEAYNPSNGTWL
                                    ::. ::   ::.      : :.. ..    

KEL1: YTVWNRIKLQNSPFPRYRHVASAYVTDKNQIYVIGGLHDQSVYGDTWILTAFDNATRFST

     110       120       130       140       150       160         

        30            40        50          60        70        80 

Keap1 RLADLQ----VPRSGLAGCVVGGLLYAVGGRNN--SPDGNTDSSALDCYNPMTNQWSPCA

         :..     :: : :. . :. . . :: ..  . .:  :.. .   :  . .:.  :

KEL1: TTIDISEATPPPRVGHAAVLCGNAFVVFGGDTHKVNKEGLMDDD-IYLLNINSYKWTVPA

     170       180       190       200       210        220        

               90              100       110             120       

Keap1 PMSV-PRNRIG--VGVI-----DGHIYAVGGSHGCIHHNSVERYE------PERDEWHLV

      :..  : .: :  ...:       ..:. ::.    . :..  :.      :. ..:...

KEL1: PVGPRPLGRYGHKISIIATTQMKTKLYVFGGQFDDTYFNDLAVYDLSSFRRPD-SHWEFL

      230       240       250       260       270       280        

       130       140          150       160       170           180

Keap1 APMLTRRIGVGVAVL---NRLLYAVGGFDGTNRLNSAECYYPERNEWRMITAMNT----I

       :       .   ..   .  :.. ::    . .:..  : :  :.: .: . .     .

KEL1: KPRTFTPPPITNFTMISYDSKLWVFGGDTLQGLVNDVFMYDPAINDWFIIDTTGEKPPPV

       290       300       310       320       330       340       

              190       200        210           220       230     

Keap1 RSGAGVCVLHNCIYAAGGYDGQDQ-LNSVERYDVETETW----TFVAPMKHRRSALGITV

      .  : : : .. . ..:: : .:  ::::   ..... :    .:.: . . ::. ..:.

KEL1: QEHATV-VYNDLMCVVGGKDEHDAYLNSVYFLNLKSRKWFKLPVFTAGIPQGRSGHSLTL

       350        360       370       380       390       400      

          240       250       260       270       280              

Keap1 -HQGRIYVLGGYDGHTFLDSVECYDPDTDTWSEVTRMTSGRSGVGVAVTME         

       .. .: ..:: :   .   :: ::                                   

KEL1: LKNDKILIMGG-DKFDYA-RVEEYDLHTSDIDMQRGTIVYTLDLARIKDLCPGVMDVPTD

        410        420        430       440       450       460    

2.  Keap1/ Kel2
         10        20        30        40        50          60  

Keap1 AGGYFRQSLSYLEAYNPSNGTWLRLADLQVPRSGLAGCVVGGLLYAVGGRNN--SPDGNT

                                    :: : :. . :.   . :: ..  . .:  

KEL2: VYGDVWQIAANADGTSFTSKRIDIDQNTPPPRVGHASTICGNAYVVFGGDTHKLNKNGLL

              120       130       140       150       160       170

             70        80         90              100       110    

Keap1 DSSALDCYNPMTNQWSPCAPMSV-PRNRIG--VGVIDGH-----IYAVGGSHGCIHHNSV

      :.. :  .:  . .:.   :..  : .: :  ...: ..     .:  ::.    . :..

KEL2: DDD-LYLFNINSYKWTIPQPIGRRPLGRYGHKISIIASNPMQTKLYLFGGQVDETYFNDL

               180       190       200       210       220         

               120       130             140       150       160   

Keap1 -----ERYEPERDEWHLVAPM------LTRRIGVGVAVLNRLLYAVGGFDGTNRLNSAEC

             ..   ..:... :.      :: .  . ::  :.: .. ::    .  :..  

KEL2: VVFDLSSFRRPNSHWEFLEPVGDLPPPLTNH--TMVAYDNKL-WVFGGETPKTISNDTYR

     230       240       250       260          270       280      

           170           180       190        200        210       

Keap1 YYPERNEWRMITAMNT----IRSGAGVCVLH-NCIYAAGGYDGQDQL-NSVERYDVETET

      : : ..::  . . .     :.  :.:   :  :.   :: : ..   :.:   .. .  

KEL2: YDPAQSEWSKVKTTGEKPPPIQEHASVVYKHLMCVL--GGKDTHNAYSNDVYFLNLLSLK

        290       300       310       320         330       340    

       220           230        240       250       260       270  

Keap1 WTFVAPMK----HRRSALGITVHQG-RIYVLGGYDGHTFLDSVECYDPDTDTWSEVTRMT

      :  .  ::    ..::. ..:. .. .. ..::                           

KEL2: WYKLPRMKEGIPQERSGHSLTLMKNEKLLIMGGDKTDYASPNIHDLQTSETDQGEGTLLY

          350       360       370       380       390       400    

          280                                                    

Keap1 SGRSGVGVAVTME                                               

KEL2: TLDLSSLNELCPGIMCESLHAGESFSNSLSGGFTPSKSTESENQEIINILTPRLPDSKVL

          410       420       430       440       450       460    

3.  Keap1/SW14_YEAST
                                10        20          30        40      

Keap1                   LIYTAGGYFRQSLSYLEAYNPSNGTWLRL--ADLQVPRSGLAGCVVGG
                                          :.  .:::. :  : . : .  .   ::..

SW14_YEAST: FKIAQFSKTKRTKILEKESNDMQHEKVQGGYGRFQGTWIPLDSAKFLVNKYEIIDPVVNS

              80        90       100       110       120       130    

              50        60        70        80        90       100      

Keap1       LLYAVGGRNNSPDGNTDSSALDCYNPMTNQWSPCAPMSVPRNRIGVGVIDGHIYAVGGSH

            .:      :: :   . .: :   .: :.  :: .  ..::..                 

SW14_YEAST: ILTFQFDPNNPPPKRSKNSILRKTSPGTKITSPSSYNKTPRKKNSSSSTSATTTAANKKG

          140       150       160       170       180       190    

               110       120       130       140       150       160      

Keap1       GCIHHNSVERYEPERDEWHLVAPMLTRRIGVGVAVLNRLLYAVGGFDGTNRLNSAECYYP

SW14_YEAST: KKNASINQPNPSPLQNLVFQTPQQFQVNSSMNIMNNNDNHTTMNFNNDTRHNLINNISNN

                 200       210       220       230       240       250    

Краткий комментарий

Учитывая, что поиск проводился только среди белков, принадлежащих S.сerevisiae, достаточным E-value обладает только первый белок в таблице - Kel2.

Белки Kel1, Kel2, SW14_YEAST входят в список результатов поиска по программе BLAST.

Результаты поиска выполненного программой Genebee:

1. Дрожжевых белков гомологичных целому белку Кeap1 найдено не было.

2. Поиск дрожжевых белков, гомологичных области kelch-повторов Keap1 человека выявил два белка. 

Данные по найденным белкам сведены в таблицу.

	Номер находки
	Белок
	Код белка в базе SwissProt или TreMbl
	Функция
	Идентичность
	Длина найденного участка
	счет
	Принадлежность  kelch семейству

	1
	KEL2_YEAST
	P50090
	принимает участие в слиянии клеток, а также влияет на морфологию клеток. Взаимодействует с белком Кel1
	28
	35
	39
	Да. Содержит  4 kelch-повторов

(по данным базы Pfam)


	2
	BRR2_YEAST
	P32639
	Участвует в сплайсинге

 м-РНК
	17
	23
	30
	Нет

(проверен по базе белковых доменов Pfam


Парное частичное выравнивание белков(выполненное программой Genebee):
1. Keap1 и Kel2

2. Keap1 и  BRR2_YEAST   
1. Keap1/Kel2
  Keap1   552(233)*   ITVHQGRIYVLGGYDGHTFLDSVECYDPDTDTWSEV   268    


                      +..*..***V.GG    T. +..  YDP  . WS+V


  Kel2    262         MVAYDNKLWVFGGETPKTISNDTYRYDPAQSEWSKV   297    

2. Keap1/BRR2_YEAST 

 Keap1        487(158)*   LNSAECYYPERNEWRMITAMNTIR   550(181)    


                          *...* Y PE*..W..*+ .+.*+


 BRR2_YEAST   847         IKGTDVYSPEKGSWEQLSPQDVLQ   870 

* Число стоящее после названия белка указывает номер аминокислотного остатка в последовательности целого белка, число стоящее в скобках – в последовательности kelch-домена этого белка   

Краткий комментарий 
BRR2_YEAST значительно уступает белку Kel2 по параметрам, характеризующим результат поиска. К тому же  BRR2_YEAST не имеет области диглициновых повторов.    
Т.о. по итогам поиска, выполненного тремя программами - BLAST, Fasta и Genebee,

Наиболее вероятными партнерами протимозина ( следует считать белки Kel1 и Kel2.
Комментарий к  результатам поиска

Объединяя результаты поиска по трем программам, получаем:

1. Дрожжевых белков гомологичных целому белку Кeap1 человека найдено не было.
2. Найдено девять дрожжевых белков гомологичных kelch-домену белка Кeap1. 
Среди этих девяти белков Kel2 был обнаружен всеми тремя программами поиска. Кроме того для каждой из трех программ Kel2 имеет наибольший счет.  

Белки Kel1 и SW14_YEAST попали в списки результатов двух программ: BLAST и FASTA.
Известно, что Кеар1 для взаимодействия с протимозином α необходимо образование β-пропеллера, т.к. удаление любого из kelch-повторов Кеар1 приводит к потере взаимодействия с ProTα. Поэтому, учитывая низкий процент гомологии, взаимодействие протимозина α с белком SW14_YEAST, который не имеет kelch-домена, образующего β-пропеллер маловероятно. Среди найденных белков два – Kel1 и Kel2 – принадлежат к семейству белков с kelch-повторами и могут образовывать (-пропеллер. 
Кроме того, известно, что во взаимодействии протимозина α с Keap1 важную роль играют остатки глутаминовой аминокислоты протимозина α в положениях 44 и 50,  т.к. мутации по этим позициям нарушают его взаимодейстие с Кеар1. Поэтому можно предположить, что в Кеар1 за взаимодействие с ProTα отвечают остатки основных аминокислот. 
 Возможными сайтами взаимодействия в β-пропеллере являются петли между kelch-повторами (между лезвиями β-пропеллера), которые находятся на  верхней и нижней поверхности пропеллера, а также петли между β-слоями внутри каждого kelch-повтора. 
Оказалось, что у белков Kel1 и Kel2 довольно много основных а.о. в указанных петлях . Ниже, на рис. 6 приведены kelch-повторы белков Keap1, Kel1 и Kel2 c указанными (-слоями и основными а.о. расположенными в петлях.

Keap1
315      QVMPCRAPKV GRLIYTAGGY FRQSLSYLEA YNPSNGTWLR LADLQV      360

361      PRSGLAGCVV GGLLYAVGGR NNSPDGNTDS SALDCYNPMT NQWSPCAPMSV 411

412      PRNRIGVGVI DGHIYAVGGS HGCIHHNSVE RYEPERDEWH LVAPMLT     458

459      RRIGVGVAVL NRLLYAVGGF DGTNRLNSAE CYYPERNEWR MITAMNT     505

506      IRSGAGVCVL HNCIYAAGGY DGQDQLNSVE RYDVETETWT FVAPMKH     552

553      RRSALGITVH QGRIYVLGGY DGHTFLDSVE CYDPDTDTWS EVTRMTS     599

Kel1 
181 PRVGHAAVLC GNAFVVFGGD THKVNKEGLM DDDIYLLNIN SYKWTVPAPV GPRPL   236

237 GRYGHKISII ATTQMKTKLY VFGGQFDDTY FNDLAVYDLS SFRRPDSHWE FLKPR   290       

291 TFTPPPITNF TMISYDSKLW VFGGDTLQGL VNDVFMYDPA INDWFIIDTT         340

341 GEKPPPVQEH ATVVYNDLMC VVGGKDEHDA YLNSVYFLNL KSRKWFKLP          389

Kel2
141 PRVGHASTIC GNAYVVFGGD THKLNKNGLL DDDLYLFNIN SYKWTIPQPI GRRPLG  196

197 RYGHKISIIA SNPMQTKLYL FGGQVDETYF NDLVVFDLSS FRRPNSHWEF LEPVG   251

256 DLPPPLTNHT MVAYDNKLWV FGGETPKTIS NDTYRYDPAQ SEWSKVKTTG         301

302 EKPPPIQEHA SVVYKHLMCV LGGKDTHNAY SNDVYFLNLL SLKWYKLPRM K       352

	
	                                                   Границы Kelch-повторов    

	Белок


	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Keap1
	315-359
	361-410
	412-457
	459-504
	506-551
	553-598

	Kel1
	181-231
	246-291
	296-341
	346-389
	
	

	Kel2
	141-191
	210-251
	256-301
	306-352
	
	


Рис4.  Последовательности Kelch-доменов белков Keap1,Kel1 и Kel2
Желтым цветом выделены β-слои, красным – консервативные позиции, синим – основные а.о. в петлях, расположенных между β-слоями.
 В таблице указаны границы kelch-повторов (по данным базы Pfam) 
По данным базы Pfam второй kelch-повтор белка Kel2 является неполным. Для него можно предположить только два β-слоя.

Таким образом, несмотря на невысокий процент гомологии kelch-доменов белков Kel1, Kel2 и Keap1 (что в общем не является неожиданностью, т.к. известно, что kelch-повторы разных белков kelch-семейства имеют низкий процент гомологии[6]) можно предположить, что Kel1 и Kel2 способны взаимодействовать с  ProTα, т.к. как и Кеар1 они образуют β-пропеллер и, кроме того, содержат остатки основных аминокислот в потенциальных сайтах взаимодействия. 

Белки Kel1 и Kel2 принимают участие в слиянии клеток, а также влияют на их морфологию [7]. Оба эти белка локализованы в местах, где протекает слияние клеток при скрещивании и в сайтах поляризации при росте клеток. Клетки дефектные по Кel1 не способны к клеточному слиянию и имеют нарушенную морфологию, при этом клетки дефектные по Кel2 выглядят нормальными. Было показано также, что Кel1 и Кel2 могут взаимодействовать друг с другом.     

Таким образом, можно сказать, что белки Kel1 и Kel2 необходимы для нормального роста клеток дрожжей. Поэтому можно предположить, что взаимодействие протимозина α с этими белками (или одним из них) нарушает их природную функцию и приводит к подавлению роста клеток дрожжей. 
Остальные белки, найденные в результате поиска, хотя и имеют похожий процент идентичности и гомологии с Kel1 и Kel2, не содержат kelch-повторов, а значит не способны образовывать β-пропеллер, что необходимо для взаимодействия с протимозином (. И хотя полностью исключить возможность их взаимодействия с ProT( нельзя, наиболее вероятными белками-партнерами протимозина ( являются Kel1 и Kel2.

                                                             Выводы:
В результате компьютерного поиска дрожжевых белков, гомологичных белку Кeap1 человека по белковым базам данных SwissProt и TrEMBL c помощью программ BLAST, Fasta и Genebee, было найдено 9 белков. Два  из них, белки Кel1 и Кel2, содержат на N-конце домен, состоящий из kelch-повторов, что делает их наиболее вероятными партнерами протимозина (. 
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