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Одним из путей, ведущих к более детальному пониманию процесса  апоптоза, является изучение белков, расщепляемых каспазами. Так как известные в настоящее время субстраты каспаз относительно немногочисленны и были найдены в основном случайным образом, обнаружение новых белков-мишеней существенно расширит представления о механизмах реализации программы клеточной смерти. 

Так как сайт узнавания каспазами сильно вырожден, нельзя осуществить прямой поиск белков-мишеней каспаз; целью данной работы является оптимизация алгоритма поиска ядерных белков, расщепляемых каспазами при апоптозе.
Введение

Апоптоз, или программированная клеточная смерть (ПКС), является важнейшим механизмом контроля клеточной популяции в многоклеточном организме. Благодаря ПКС удаляются поврежденные, инфицированные, мутировавшие клетки, позволяя выжить организму в целом. 

Апоптоз служит молекулярным механизмом, обеспечивающим старение и смерть живого организма, что чрезвычайно важно для стабильности популяции. Срок жизни клетки и гибель ее после определенного числа делений (для большинства нормальных соматических клеток) также определяется включением механизмов апоптоза.

Подавление и неадекватное усиление апоптоза ведет к патологическим изменениям органов и тканей. Многочисленные исследования последних лет показали, что часто именно апоптоз лежит в основе инфаркта миокарда, острой почечной недостаточности, инсульта, последствий травмы головного мозга и других заболеваний, связанных с высокой смертностью.

Смерть клетки в результате апоптоза на определенных этапах может быть задержана или предупреждена. Поэтому  учеными проводятся исследования с целью изучения механизмов активации апоптоза, его временнóго и пространственного распространения в клеточной популяции ткани. Выясняются индукторы, супрессоры и исполнители программы апоптоза, а также возможные пути влияния на этот процесс, и, прежде всего, его торможения с целью повышения выживаемости клеток.

Морфологическими признаками апоптоза являются: уменьшение объема клетки, конденсация и фрагментация хроматина на ранних стадиях, изменение клеточной мембраны, формирование так называемых апоптотических телец.

Биохимическим критерием является расщепление ДНК на большие фрагменты ((50 т.п.н.), образование нуклеосомного леддера, переход фосфатидилсерина с внутренней поверхности цитоплазматической мембраны на наружную.
Программированная клеточная смерть включает в себя активацию специфических цистеиновых протеаз (каспаз), которые осуществляют  протеолиз жизненно важных полипептидов. Каспазы являются основными исполнителями апоптоза. Известно, что мутация у нематоды  гена ced-3, кодирующего каспазу, приводит к полному блокированию апоптоза. В настоящее время найдено 14 каспаз животных и человека.  

Все каспазы в здоровых клетках существуют в виде неактивных ферментов, прокаспаз. При апоптозе каспазы активируются путем двух последовательных протеолитических разрезаний исходного неактивного профермента. Продомен удаляется, большая и малая субъединицы ассоциируют, образуя активный фермент. Известно два способа возникновения сигнала начала апоптоза: внешний, передаваемый рецепторами смерти, которые расположены на поверхности клетки, и внутренний, вызванный изменениями в структуре митохондрий. В обоих случаях при ПКС происходит активация каспаз.

Сайт узнавания каспазами как правило состоит из четырех аминокислотных остатков (а.о.). Он сильно вырожден и в общем случае записывается в виде XXXD(. В лаборатории молекулярной биологии гена было показано, что ряд белков (ProTα, VirD2, СBP80), являющихся ядерными, расщепляются каспазами внутри спейсерного участка двучастичного сигнала ядерной локализации - NLS или вблизи него. Найденный принцип “поиска участка расщепления около двучастичного NLS” лег в основу поиска новых белков-мишеней каспаз.

Каспазы разрезают белок специфично после определенного остатка аспарагиновой кислоты (D). Разрыв, осуществляемый каспазой, разрушает NLS, не позволяя ядерному белку проникать в ядро клетки, что нарушает его клеточную локализацию и нормальное функционирование. 

Целью данной работы является определение оптимального мотива поиска белков-мишеней, исходя из выявленных закономерностей известных ядерных белков-мишеней каспаз и результатов поиска в банках данных белков.

Методы и материалы

Сигнал ядерной локализации (NLS)  представляет собой последовательность а.о., обогащенную основными аминокислотными остатками: аргинином (R) и лизином (K).

Одночастичный NLS - это последовательность а. о., состоящая из лизина и аргинина, обычно не более 12 а.о. длиной. Так, для белка большого Т антигена вируса SV40 сигналом ядерной локализации является последовательность PKKKRKV. 


Двучастичный NLS состоит из  двух последовательностей, обогащенных основными аминокислотными остатками. Они разделены небольшим спейсерным участком, состоящим из любых а.о. Длина спейсера обычно составляет 10-12 а.о. Первая последовательность образована как минимум двумя основными аминокислотными остатками. Вторая часть NLS состоит из четырех-пяти позиций, как минимум три из которых должны быть заняты остатками лизина или аргинина. Но есть и исключения: 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);  ДНК-связывающий белок аденовируса содержит спейсерный участок из 37 аминокислотных остатков.

Большое значение имеет пространственная доступность гидролизуемого каспазой участка. Поэтому после остатка аспарагиновой кислоты не должен стоять остаток пролина (P), так как он влияет на вторичную и третичную структуры белка и препятствует взаимодействию его с каспазой.

В общем случае мотив для поиска возможных сайтов узнавания слева от двучастичного NLS выглядит так:

X-X-X-D-{P}-X(0,m)-[KR]-[KR]-X(9,n)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR].

Применяемые обозначения:

[KR] – в данной позиции может стоять остаток либо лизина K, либо аргинина R; 

X – любой аминокислотный остаток;

X(m,n) – от m до n позиций заняты любыми аминокислотными остатками,   

{P} – в данном месте может находиться остаток любой аминокислоты, кроме    пролина.  

Мотив для поиска возможных сайтов узнавания справа от двучастичного NLS:

[KR]-[KR]-X(9,n)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,m)-X-X-X-D-{P}.
Мотив для поиска возможных сайтов узнавания внутри двучастичного NLS:

[KR]-[KR]-X(0,n)-X-X-X-D-{P}-X(0,n)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR].

Поиск проводился среди белков животных (Metazoa) при помощи поисковой системы, установленной на сайте http://kr.expasy.org/prosite в банках данных Swiss-Prot (версия 41.8 от 16 мая 2003)  и TrEMBL (версия 23.11 от 16 мая 2003). Они были выбраны как наиболее полные и взаимно дополняющие друг друга.
Предварительный поиск показал, что если брать за основу общий мотив XXXD, пусть даже с очень ограниченным спейсерным участком длиной всего в семь аминокислотных остатков, то поисковая система выдает более 1000 находок. Предполагается, что число белков-мишеней каспаз не превышает нескольких сотен. Значит, при наиболее общих условиях поиска далеко не все найденные белки действительно являются субстратами для каспаз.


Чтобы определить границы разумного поиска белков-мишеней каспаз, был взят мотив поиска, составленный на основе сайта узнавания каспазы-3 (основной исполнительной каспазы при апоптозе) с последующим смягчением условий.

Наиболее предпочтительный сайт (DEVD) каспазы-3 был использован в качестве основного мотива. Затем были рассмотрены сайты DEXD и DDXD, также узнаваемые этой каспазой. В дальнейшем был проведен более свободный поиск - по мотивам DXXD и XXXD. 

Для мотива DEVD также варьировалась длина спейсерного участка и расстояние от сайта узнавания каспазой до NLS.

Результаты и выводы

Результаты поиска по мотивам с разной степенью вырожденности сайта узнавания для каспазы-3 приведены в таблице 1 (где символ “\” отделяет число находок в Swiss-Prot от находок в обоих банках данных Swiss-Prot и TrEMBL) и представлены в виде графика (рисунок 1). Для последовательности DEVD в связи с небольшим количеством находок поиск проводился только в обоих банках данных.

Таблица 1. Число находок в банках Swiss-Prot и TrEMBL в зависимости от степени вырожденности сайта узнавания для каспазы-3.

	Мотивы поиска
	DEVD
	DEXD
	DDXD
	DXXD
	XXXD

	[KR]-[KR]-X(0,12)-X-X-X-D-{P}-X(0,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	30
	86\455
	93\540
	702\831
	>1000

	X-X-X-D-{P}-X(0,16)-[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	17
	55\315
	69\328
	419\830
	>1000

	[KR]-[KR]-X(9,12)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,16)-X-X-X-D-{P}
	17
	87\364
	66\373
	472\870
	>1000
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Рисунок 1. Зависимость числа находок от степени вырожденности сайта узнавания при проведении поиска только в банке Swiss-Prot (для последовательности DEVD – в двух банках данных).


При проведении поиска в обоих банках данных, Swiss-Prot и TrEMBL, даже при незначительном ослаблении условий резко возрастает количество находок (таблица 1). При проведении поиска по мотиву D[ED]XD слева, справа и внутри возможного NLS общее число находок превышает 1000, что существенно осложняет обработку полученных данных. Поэтому при вырожденном сайте более разумно проводить поиск только в одном банке данных. Для этой цели был выбран банк Swiss-Prot, поскольку в нем содержатся полностью аннотированные последовательности белков. Следует также учесть, что поиск проводился среди всех животных (Metazoa); поиск только среди млекопитающих (Mammalia) даже при достаточно вырожденном сайте узнавания (DXXD) дает небольшое количество находок, поддающихся детальному анализу. 


Результаты поиска в банке данных Swiss-Prot представлены на рисунке 1. Как видно из диаграммы, при поиске по мотиву, содержащему одну произвольную аминокислоту (DEXD или DDXD), количество находок имеет разумные пределы. Увеличение числа произвольных аминокислотных остатков до двух (мотив DXXD) и тем более трех (XXXD) приводит к резкому возрастанию количества найденных белков. Таким образом, более целесообразно проводить поиск по мотиву, содержащему только одну произвольную аминокислоту.


Следующим этапом было выяснение степени влияния на число находок длины спейсерного участка и расстояния от сайта узнавания каспазой до NLS. Все поиски проводились только для последовательности DEVD в банках данных Swiss-Prot и TrEMBL одновременно. Результаты представлены в таблице 2. Как видно из этой таблицы, увеличение расстояния от NLS до сайта узнавания каспазой-3 приводит к несущественному возрастанию числа находок. Длина спейсера оказывает чуть большее, но также незначительное влияние.  Так как в проведенный поиск вошли белки со спейсерными участками до 40 а.о., а спейсер более 40 а.о., как показывает обзор литературы, является скорее исключением, чем правилом, то дальнейшее увеличение спейсерного участка вряд ли принесет положительные результаты. 

Таблица 2. Зависимость количества выявленных белков-кандидатов от величины спейсера и расстояния от предположительного сайта узнавания каспазой-3 до сигнала ядерной локализации.

	Мотивы поиска
	Параметры поиска
	Найдено белков

	[KR]-[KR]-X(0,n)-D-E-V-D-{P}-X(0,n)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	n=20
	48

	
	n=12
	30

	D-E-V-D-{P}-X(0,m)-[KR]-[KR]-X(9,n)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]
	m=20, n=20
	29

	
	m=20, n=12
	18

	
	m=16, n=12
	17

	[KR]-[KR]-X(9,n)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,1)-[KR]-X(0,m)-D-E-V-D-{P}
	m=20, n=20
	55

	
	m=20, n=12
	26

	
	m=16, n=12
	17



Таким образом, выяснилось, что наибольшее влияние на количество находок оказывает степень вырожденности сайта узнавания каспазой. Для эффективного поиска следует использовать мотивы, в которых только в одной позиции находится произвольный аминокислотный остаток.


Длина спейсерного участка двучастичного NLS также влияет на результаты поиска, хотя и в гораздо меньшей степени. Увеличение длины спейсера более 40 а.о. не является целесообразным, так как маловероятно, что такая последовательность будет являться сигналом ядерной локализации. Уменьшение длины спейсера в полтора раза приводит к уменьшению числа найденных белков в полтора-два раза. Таким образом, варьируя длину спейсера, можно изменять количество находок.


Расстояние от возможного сайта узнавания каспазой до сигнала ядерной локализации не оказывает существенного влияния на результат поиска. Поэтому следует проводить поиск потенциальных белков-мишеней каспаз, расстояние от сайта узнавания до NLS в которых равно 20 а.о. или даже больше. Это приведет к незначительному увеличению числа находок, поэтому не усложнит обработку результатов, однако существенно расширит диапазон поиска.


Итак, при составлении мотива для поиска ядерных белков - возможных субстратов для каспаз следует учитывать три основные закономерности:

· степень вырожденности сайта узнавания каспазой оказывает наибольшее влияние на результат, поэтому в нем должно быть не более одного произвольного аминокислотного остатка;

· расстояние от сайта узнавания каспазой до NLS – наименее значимый параметр, его следует взять побольше;

· длина спейсера влияет на количество находок, но не слишком сильно. Изменение именно этого параметра позволяет изменить число находок в несколько раз в случае, если оно окажется слишком мало или велико.
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