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Поиск белков, гомологичных белкам семейства Bcl-2.

Аннотация.  В данной работе предлагается провести поиск белков, содержащих последовательности, гомологичные BH доменам в геномах одноклеточных эукариот, а также прокариот. После этого предполагается осуществить функциональный анализ найденных последовательностей и систематизировать их. 

A.Литературное введение.

1.Введение.

Апоптоз ― это запрограммированная физиологическая смерть клетки, необходимая для обновления клеток органов, дифференцировки и развития тканей, а также для защиты от вирусов. Помимо этого, апоптоз активируется и тем самым предохраняет ткани от возможных последствий при сублетальных повреждениях, недостаточных для прямого уничтожения клетки путем некроза. При таком слабом повреждении селективное уничтожение одной или нескольких клеток, несомненно, способствует оздоровлению органа.  В отличие от некротической смерти, когда нередко повреждаются окружающие клетки и происходят другие нежелательные процессы, апоптотическая смерть клетки является «аккуратным процессом». Клетка, умершая апоптозом, отличается от клетки, умершей некрозом, по многим признакам. 

Во-первых, «аккуратное самоубийство» является энергозависимым процессом, и на его осуществление затрачивается значительное количество энергии (тратится АТФ), так как самоубийство  запрограммировано в клеточном геноме, и в процессе трансдукции (передачи) сигнала апоптоза, естественно, происходят определённые затраты клеточных ресурсов (АТФ, в частности). При микроскопическом исследовании таких клеток наблюдается конденсация ядерного хроматина, сморщивание тела клетки при сохранении цитоплазматической мембраны.

Во-вторых, у апоптотически умершей клетки происходит довольно равномерное «разрезание» генетического материала (ДНК). Микроскопический портрет клетки в состоянии некроза очень характерен. На ранних этапах некроза наблюдается конденсация хроматина в не резко очерченные массы и деградация цитоплазматических структур, позже происходит разрушение мембран и дезинтеграция клетки. Затем происходит разделение на отдельные фрагменты цитоплазмы - так называемые апоптотические тельца, содержащие фрагменты хроматина и органеллы клетки. Элиминацию (удаление) апоптотических телец осуществляют макрофаги. В отличие от некроза, который сопровождается воспалением, при апоптозе отсутствует лейкоцитарная инфильтрация. Таковы некоторые морфологические отличия клеток в состоянии апоптоза и некроза. Возможность перехода апоптоза в некроз недостаточно изучена, и это является предметом более широкого рассмотрения проблемы [1-9].

2.Белки семейства Bcl-2.

Апоптоз ― процесс целенаправленный и сложный. Выяснено, что у позвоночных животных он во много раз сложнее, чем у беспозвоночных [10]. Данный процесс протекает в несколько этапов, некоторые из которых подробно рассматриваться не будут. 


Можно выделить следующие этапы апоптоза:


― высвобождение из межмембранного пространства митохондрий             

                 факторов «смерти» (основным из них является цитохром c, 

  
     который в норме в митохондриях выполняет функцию обмена 

     электронов с белками в дыхательной цепи);


― связывание этих факторов с другими белками (цитохром c 

     связывается с белком Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor 1), ― 
     активатором так называемых «протеаз смерти»);

― активация «протеаз смерти» (прокаспаз и каспаз), 

     которые, в свою очередь, образуя «исполнительный апоптотический 

     комплекс» апоптосому, разрушают клетку.

В данном механизме до сих пор существует множество неясных моментов, объяснение которых носит пока ещё гипотетический характер. Одним из них является принцип, по которому наружная митохондриальная мембрана (НMM) становится проницаемой для апоптогенных факторов, таких как цитохром c, Smac/DIABLO (тоже активатор каспазы) и  AIF (apoptosis-inducing factor). Некоторые белки семейства Bcl-2 вызывают повышение проницаемости НММ. Эти белки принято классифицировать по функционально-доменному признаку на анти-апоптические белки семейства Bcl-2  (это белки: Bcl-2, Ced-9, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, Bfl-1, Boo, Bnip1-a, Bnip1-b,

Bnip1-c, Bnip-2), которые ингибируют высвобождение апоптогенных факторов митохондриями,   и про-апоптические    (например:   Bax,   Bak,   Bad,  Mtd, Diva, Bnip-Salpha, Bnip-Sbeta), которые вызывают их высвобождение. При этом про-апоптотические белки семейства Bcl-2 тоже подразделяются на две группы: «смешаннодоменные» (указаны выше) и «BH3-доменные». В подгруппу BH3-доменных входят белки Bik, Bim, Bid, Bit, Blk, DP5, Bnip3, Bnip3L.


Вообще, эта классификация основывается на сочетании тех или иных доменов в белке. Белки семейства Bcl-2 содержат разные комбинации консервативных BH (Bcl-2 homology) доменов (BH1, BH2, BH3 и BH4).


Анти-апоптотические белки семейства Bcl-2 могут содержать (в разных соотношениях) любой из BH доменов.  Про-апоптотические содержат только BH1, BH2 и BH3 домены (опять же, в разных комбинациях). Естественно, «BH3-доменные» состоят только из домена BH3. Существуют исключения (например, анти-апоптотические белки, не содержащие домен BH4, а также про-апоптотические, содержащие BH4 домен) [11].

Анти-апоптотические члены семейства Bcl-2 часто прикреплены к мембране митохондрий, ЭПР или ядра так называемым С-терминальным доменом. Большинство же про-апоптических белков обычно обнаруживаются в цитозоле или, реже, слабо прикреплёнными к мембранам. Они встраиваются в НММ позже, когда «поступает» сигнал апоптоза [12].

Существуют два объяснения того, как цитохром c и другие белки высвобождаются из межмембранного пространства митохондрии:  образование автономных каналов членами подсемейства Bax и неспецифический прорыв НММ в результате «разбухания» митохондриального матрикса и «выворачивания»  внутренних мембран. 

Согласно первой модели большие каналы или поры в НММ пропускают растворимые белки из митохондрий.  Выявляется структурное сходство между Bcl-xL и поро-формирующим доменом токсина дифтерии и бактериальных колицинов. Сходная структура имеется у белков Bax, собственно Bcl-2 и Bak.  Некоторые члены семейства Bcl-2, например, Bcl-xl, Bcl-2, Bax и Bid, формируют ионные каналы в липидных пузырьках и плоских липидных мембранах. Также есть косвенные подтверждения того, что и в митохондриальных мембранах они образуют каналы (Bax, Bak или Bid, добавленные к изолированным митохондриям из клеток печени вызывают нарушение проницаемости их наружной мембраны, причем ультраструктура, объём и форма митохондрий сохраняются; более того, эти митохондрии сохраняют свой мембранный потенциал и способность к импорту (пропусканию в себя) белков). Существует предположение, что после расщепления определённых участков анти-апоптические белки могут становиться про-апоптотическими.  Показано, что в липосомах Bax способен формировать канал с диаметром просвета около 22 Å,  через который может проходить цитохром c [12]. 

Теоретически этот канал не может  пропускать «крупные» (>1.5 kDa) белки, следовательно, в процессе участвуют и другие белки, которые «увеличивают» просвет (пору), либо Bax олигомеризуется определённым образом.  Например, пневмолизин, токсин, продуцируемый бактерией Streptococcus pneumoniae, олигомеризуется после соединения с холестерином в клеточных мембранах, образуя кольца из 30–50 субъединиц с размером до 350–450 Å, через которые могут проходить крупные белки. Сходным образом, Bax и Bax-подобные молекулы могут образовывать автономные сложные и сравнительно большие (проницаемые для цитохрома с) каналы в НММ. Но такие каналы пока не обнаружены. 

Вторая модель нарушения проницаемости НММ предполагает, что она разрываются из-за набухания митохондриального матрикса и внутренних мембран.  Базовая структура «транзитной поры» (permeability transition pore (PTP)) или Ca2+-зависимой CsA чувствительной поры, формируется потенциал-зависимым анионным каналом (voltage-dependent anion channel (VDAC)), «аденин-нуклеотидным переместителем» (adenine nucleotide translocator (ANT)) и другими белками в месте контакта наружной и внутренней мембран митохондрии.

 In vitro PTP открываются в условиях окислительного стресса, высокой концентрации ионов Ca2+ или низкой концентрации АТФ. Это позволяет растворам низкого молекулярного веса (меньше 1,5 kDa) диффундировать через внутреннюю мембрану митохондрии (ВММ), вызывая набухание митохондрий и приводя к разрыву НММ. 

 Bax способен изменять физические свойства VDAC, делая  VDAC проницаемым для цитохрома c; Bcl-2, с другой стороны, своим BH4 доменом может поддерживать VDAC в «закрытом состоянии».

Однако образование и увеличение проницаемости НММ, обусловленное VDAC , по-видимому, в клетках, умирающих апоптозом, ведёт к гиперполяризации ВММ и последующему повреждению НММ благодаря нарушению обмена АТФ между  митохондриями и цитозолем. Белок Bcl-xl препятствует закрытию этих VDAC и повреждению НММ. Тем не менее, нельзя исключить возможность, что VDAC постепенно открываются или каким-то иным способом участвуют в проницаемости НММ. 

Открывание и закрывание PTP предполагает, что «проницаемость НММ» обеспечивается её разрывом вследствие разбухания матрикса митохондрии. Однако после нарушения проницаемости НММ разрывов в ней не обнаружено… 

3.Особенности апоптоза у одноклеточных организмов.

Долгое время считалось, что у таких организмов, как дрожжи, клеточное самоубийство (апоптоз) отсутствует вообще, и, когда (в 1997 году) стал доступен полный геном дрожжей (Saccharomyces cerevisiae), поиски структур, родственных тем, которые участвуют в апоптозе у многоклеточных (представители семейства Bcl-2, белок Apaf-1), не дали результатов, подтверждая тем самым, что апоптоз ― это процесс, присущий исключительно многоклеточным. Но вскоре было установлено, что некоторые гибнущие клетки дрожжей претерпевают морфологические изменения, типичные именно для апоптоза.

Процесс клеточного самоубийства наступает у дрожжей в период «старости». «Старые» дрожжевые клетки явно отличаются от «молодых»: они значительно крупнее, их клеточный цикл и белковый синтез сильно замедленны. Клеточная стенка «старых» дрожжей выглядит под микроскопом сморщенной.
В настоящее время совокупность определённых цитологических процессов у дрожжей используется в качестве простейшей модели клеточного старения, а также модели старения организма. А тот факт, что «старые» дрожжевые клетки образуют активные формы кислорода и гибнут апоптотически, даёт основания полагать, что апоптоз играет немаловажную роль в старении млекопитающих. Существует также множество версий относительно того, для чего одноклеточным организмам нужно клеточное самоубийство. Если рассматривать дрожжи, то, как теперь считается, апоптоз им необходим для регуляции численности популяций, для «очистки» популяций от особей, которые утратили часть жизненных функций, которые уже не способны к размножению, а только потребляют ресурсы популяции. Есть также и предположение, что апоптоз у дрожжей ― это защита от «порчи» генофонда. У многоклеточных организмов такая необходимость апоптоза уже доказана (если нарушена структура «главного генетического материала клетки» (ДНК) и если её не удаётся восстановить, в клетке запускается механизм апоптоза ― это один из вариантов защиты)  [16]. 
4.Методы и материалы.

Основной инструмент работы ― программа поиска гомологичных последовательностей белков BLAST. Также в работе используются программы для построения (Njplot) и просмотра (TreeView) филогенетических деревьев.

В качестве программы для обработки и систематизации однородной информации (перечней белков и их функций и т.д.) используется Excel.
Что касается методов работы, основным из них является поиск с помощью BLAST и PSI-BLAST гомологов белков Bcl-2 (эти белки уже сведены в каталог (таблицу Excel)) по их последовательностям (последовательности «добываются» через систему SRS на сервере EBI (http://srs.ebi.ac.uk) из банка белковых последовательностей SwissProt). Также в качестве источника информации о семействе Bcl-2 в целом и о конкретных особенностях отдельных белков явился банк белковых семейств Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/). В банке Pfam находится наиболее полный перечень белков, отнесённых к семейству Bcl-2.
Дополнительным методом является составление филогенетического древа белков семейства Bcl-2 с целью облегчения поиска (для поиска гомологов берутся последовательности наиболее отдалённых (филогенетически) белков.

B.Практическая часть.
1.Составление каталога белков семейства Bcl-2 для многоклеточных эукариот.
Задача первой части работы ― создание полного каталога уже известных белков семейства Bcl-2 и приведение этого каталога к единому стандарту.

Поиск белков был осуществлён с использованием банка Pfam, а также системы SRS. Таким образом, был создан каталог белков семейства Bcl-2 для высших (многоклеточных) эукариот. Количество белков в каталоге ― 174.









2.Построение дерева белков семейства Bcl-2 и отбор для поиска.


Задача второй части работы ― построение филогенетического дерева белков, относящихся к семейству Bcl-2 для отбора последовательностей, наиболее полно представляющих группу. Последовательности наиболее удалённых в филогенетическом отношении представителей этой группы использованы  для поиска удаленных гомологов программами PSI-BLAST и BLAST.



Филогенетическое дерево было построено программой ClustalX. 


Была выделена двадцать одна крупная ветвь (на рисунке эти ветви отмечены кругами), а из каждой ветви были выбраны по одному белку. 
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3.Поиск белков одноклеточных эукариот, гомологичных 
отобранным белкам семейства Bcl-2.


Задачей третьей части был поиск белковых последовательностей одноклеточных эукариот, гомологичных белкам семейства Bcl-2. 
Поиск гомологий для отобранных белков семейства Bcl-2 осуществлён с помощью программы BLAST, а точнее, её раздела – «Microbial genomes and other eukaryotic genomes». Был взят раздел, потому что при таком сужении границ поиска уменьшается вероятность нахождения случайных белков. Параметры поиска не изменялись (использовались по умолчанию). По итогам был составлен каталог белков, который был многократно обработан. Были найдены белки, имеющие параметр E-value, близкий к 10 (максимальное значение E-value, по умолчанию программы BLAST, составляет 10). Выравнивания найденных белков с белками Bcl-2, выданные на страницах BLAST, показали, что областями гомологий белков являются участки, большей частью лежание за пределами BH-доменов. 

Был выбран новый метод поиска: поиск белков, гомологичных белкам семейства Bcl-2, по доменам и доменным группам. 
4.Поиск белков по доменам и доменным группам.

Для осуществления поиска были взяты последовательности следующих доменов и доменных групп:

― домен BH4 белка BCL2_HUMAN и других белков семейства Bcl-2,  

     содержащих этот домен (таких белков – 38);

― доменные группы Bcl (содержащие в себе идущие подряд (через небольшие 
     промежутки) домены BH1, BH2 и BH3) либо отдельные домены BH1, BH2 и    

     BH3 (границы доменов указаны на страницах банка SRS) белка 
     BCL2_HUMAN и его гомологов.
Поиск проводился системой PSI-BLAST (http://ncbi.nih.gov/ => BLAST => PSI-BLAST). Параметры поиска, выставленные в окне программы, были следующие:
1. Database: Swiss-Prot.
2. CD-search: “+”.
3. Composition-based statistics: “+”.
4. Low complexity: “+”.
5. Mask for lookup table only: “+”.
6. Mask lower case: “+”.
7. Expect: 10.
8. Word size: 3.
9. Number of alignments and descriptions: 1000.

Остальные параметры были сохранены (остались такими же, какими их предлагает программа BLAST по умолчанию, так как, как известно, они оптимально подобраны создателями программы для лучшего поиска). Причина изменения других параметров – оптимизация и улучшение поиска, ориентированная на задачу данной работы.
Для каждой доменной группы (или домена, если в белке присутствует единственный BH-домен) было осуществлено по 4-5 итераций программой PSI-BLAST. Перед каждой последующей итерацией вычёркивались из списка (снимались галочки в «checkbox»-ах около этих белков) белки, явно не принадлежащие семейству Bcl-2 (по названию и описанию; ориентируясь на исходный каталог белков). В результате, на 4-й или 5-й итерации получились списки, в конце которых, то есть с высоким параметром E-value (>0,005; параметром, предлагаемым программой PSI-BLAST по умолчанию для отсеивания негомологичных белков), располагаются белки, по описанию и названию не имеющие отношения к белкам семейства Bcl-2. 
В результате был составлен очередной каталог белков, выданных в чётвёртых-пятых итерациях. Причём, белки, не имеющие отношения к белкам семейства Bcl-2 по названию и описанию, были отмечены цветом. Повторные записи для белков семейства были удалены, а повторы найденных белков – сохранены и объединены в группы. Далее – эти группы, а также отдельные белки (выпавшие в итерациях 1 раз),  были проанализированы.

5.Анализ найденных белков.

Для анализа списка найденных белков был введён ряд критериев, по которым можно судить о степени их гомологии с белками Bcl-2 (параметры по критериям отражены для каждого белка в соответствующих столбцах каталога, сделанного на основе таблицы Excel):

· Наличие или отсутствие коротких фрагментов последовательности, практически полностью совпадающих с консервативными участками белков Bcl-2 (отражает наличие или отсутствие консервативных участков в выравниваниях найденных белков с «Query»-белками (белками, по которым проводились итерации), то есть участков размером 3 и более идущих подряд совпадений, представленных в выравнивании белков семейства Bcl-2 из банка Pfam;
· Количественная оценка (отражает количество выпадений одного и того же белка в разных итерациях (при выпадении белка более трёх раз ставится "+", три и менее раз - "-").

· Оценка параметра E-value (данный критерий является сравнительным (для белков, являющихся "полноправными" членами семейства Bcl-2, этот параметр не превышает 0,005, для других белков - он варьирует в пределах от 0,005 (не включая!) до 10. По мере его приближения к 10 уменьшается вероятность того, что данный белок имеет отношение к белкам семейства Bcl-2).
В соответствии с совокупностью критериев, найденные белки были разделены на две группы: белки, не гомологичные белкам семейства Bcl-2 (в частности, это белки, не имеющие общих консервативных участков с белками семейства).

6.Найденные белки: анализ и сравнение с белками, 

представленными в банке Pfam.
1.Статистика.

Белки, представленные в Pfam, содержащиеся в банке Swiss-Prot:

· количество для Metazoa: 33;

· количество для одноклеточных эукариот: 0;

· количество для Bacteria: 1;

· количество для вирусов: 5.

Белки, найденные программой BLAST, подходящие по описаниям и названиям к белкам семейства Bcl-2:

· количество для Metazoa: 37 ("новые", которых нет в банке Pfam (видимо, ещё не включённые): BC12_HUMAN, BCLB_MOUSE, BIM_HUMAN и BIM_RAT);

· количество для одноклеточных эукариот: 0;

· количество для Bacteria: 1;

· количество для вирусов: 5.
То есть в процессе поиска были найдены все бактериальные и вирусные белки, которые отнесены к семейству Bcl-2 в системой Pfam (последовательности которых и аннотации к которым лежат в банке Swiss-Prot).
Вновь найденные белки, не относящиеся к семейству Bcl-2:

· для бактерий: 9;
· для архей: 7;
· для вирусов: 2;
· для одноклеточных эукариот: 1.
2.Перечень найденных белков с указанием организма, 

которому они принадлежат:                

A.Бактериальные:
· ARGJ_COREF - Corynebacterium efficiens;

· ARGJ_CORGL - Corynebacterium glutamicum;

· ARGJ_MYCLE - Mycobacterium leprae;

· ARGJ_PSEAE - Pseudomonas aeruginosa; 

· ARGJ_MYCTU - Mycobacterium tuberculosis;

· ARGJ_PSEPK - Pseudomonas putida;

· ARGJ_STAEP - Staphylococcus epidermidis;

· ARGJ_STRMU - Streptococcus mutans;

· ARGJ_THEMA - Thermotoga maritime.
B.Архейные:
· ARGJ_ARCFU - Archaeoglobus fulgidus;

· ARGJ_METAC - Methanosarcina acetivorans;

· ARGJ_METJA - Methanococcus jannaschii;

· ARGJ_METMA - Methanosarcina mazei;
· ARGJ_METTH - Methanobacterium thermoautotrophicum;

· ARGJ_THETN - Thermoanaerobacter tengcongensis;

· ARJ1_CLOAB - Clostridium acetobutylicum.

C.Вирусные:

· VG44_HSVI1 - Ictalurid herpesvirus 1; Channel catfish virus;

· EAR_EBV - Epstein - Barr virus; Human herpesvirus 4.

D.Эукариотические:

· YG4R_YEAST - Saccharomyces cerevisiae.
Замечено, что белок EAR_EBV содержит консервативные домены BH1 и BH2, только это пока не отражено в разделе Bcl-2 банка Pfam. На странице SRS есть информация о том, что этот белок содержит доменную группу Bcl-2, состоящую из BH1 и BH2 доменов (белок EAR_EBV уже включён в семейство Bcl-2 в банках «InterPro» и «ProSite»). Этот белок описывается так: «Early antigen protein R (EA-R) (Nuclear antigen)».

7.Найденные белки: участки, 

гомологичные участкам BH-доменов.

В результате поиска белков программой PSI-BLAST были получены выравнивания этих белков с белками Bcl-2. Эти выравнивания оказались удивительно сходными для групп найденных белков. Например:

1. Выравнивание некоторых белков группы ARGJ с BH1-доменом белков семейства Bcl-2 (выравнивание белков семейства взято из банка Pfam, границы домена указаны на основании данных банка SRS; границы доменов могут варьировать (±3 аминокислотных остатка) у разных белков и в разных банках консервативных доменов):
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2. Выравнивание белка VG44_HSVI1 с белками Bcl-2: 
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3. Выравнивание белка EAR_EBV с другими белками семейства Bcl-2:
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4. Выравнивание белка YG4R_YEAST с белками Bcl-2:
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Белки группы ARGJ не содержат консервативных доменов в зоне сходства с белками семейства Bcl-2.
8.Обсуждения.

Найденные белки имеют два основных описания функций: 

· Arginine biosynthesis bifunctional protein argJ (белок, участвующий в биосинтезе аргинина, с двойной функцией);  

· Glutamate N-acetyltransferase (глутамат N-ацетилтрансфераза).
При этом, функция «глутамат N-ацетилтрансфераза» всегда входит в состав более общей функции «биосинтез аргинина» (в описаниях SRS написано так: «Arginine biosynthesis bifunctional protein argJ [Includes: Glutamate N-acetyltransferase; Amino-acid acetyltransferase]» либо так «Glutamate N-acetyltransferase».

Выяснено, что также имеется сходный митохондриальный белок у дрожжей (ARGJ_YEAST), несущий такую же функцию, что и в прокариотических организмах. Также найдены ещё два белка со сходным описанием:

– O94346 (Schizosaccharomyces pombe);

– Q871X7 (Neurospora crassa).

   *Для Neurospora crassa только предполагается, что этот белок является 

    глутамат N-ацетилтрансферазой).
Функции белков VG44_HSVI1 и YG4R_YEAST являются невыясненными (это – гипотетические белки).

Хотя у вирусов функции белков, принадлежащих семейству Bcl-2, обычно сводятся к предотвращению преждевременного (до размножения вируса) апоптоза заражённых эукариотических клеток [Pfam: Bcl-2 family].

Может быть, высшие эукариоты утратили функцию, некогда выполнявшуюся у прокариот и низших эукариот. По крайней мере, не удалось найти ни одного аннотированного белка с данной функцией у высших эукариот и вообще у эукариот, кроме двух видов дрожжей (Saccharomyces cerevisiae; Schizosaccharomyces pombe) и нейроспоры (Neurospora crassa).
9.Выводы.
Предположение о связи найденных белков бактерий, архей, вирусов и дрожжей с белками Bcl-2 состоит в следующем: возможно, что эти белки действительно связаны филогенетически, но в процессе эволюции поменяли свои функции, став апоптотическими [17].  Вирусные же белки, возможно, несут их «вирусную» функцию – функцию блокады апоптоза в заражённых этим вирусом клетках [Pfam: Bcl-2 family proteins].
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