Исследование семейства медно-цинковых супероксиддисмутаз (PF00080) на основе анализа выравнивания выборки PFAM из этого семейства.
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Аннотация 

Было проведено исследование семейства PF00080 на основе множественного выравнивания выборки доменов из этого семейства. Было рассмотренно выравнивание полноразмерных последовательностей, составлены паттерн, профиль и определены диагностические позиции.
Введение.

О белке

Базовый белок – медно-цинковая супероксиддисмутаза из организма Escherichia coli (SODC_Ecoli, P0AGD1,). Это короткий (173 а.о) белок, основная функция которого – нейтрализация супероксид радикала, крайне вредного для клетки. 
Данный белок, как и все подавляющая часть белков семейства, имеет только один домен - Sod_Cu ([image: image1.png]


) (данные, предоставенные на личной странице, несколько устарели; в частности, на момент выполнения работы число белков в семействе было уже 713, что на 202 белка больше, чем год назад).
Белок SODC_Ecoli имеет 8 бета-тяжей и 3 коротких альфа-спирали. Из гетерогрупп присутствуют ионы меди и цинка, первый из них координируется
четырмя гистидиновыми остатками, а второй - тремя гистидиновыми и одним аспартатовым. Эти остатки, а так же их окружение – предположительно области высокой консервативности в белках данного семейства.

Кратко о семейсте.

Семейство PF00080 – одно их трех семейств супероксиддисмутаз, активными центрами в белках этого семейства являются ионы меди и цинка, обычно в белковой субъединице присутствует и тот, и другой ион.
Из 713 белков семейства 183 последовательности аннотированы в банке SWISSPROT, остальные – в банке TrEmbl.
О множественном выравнивании последовательностей гомологичных белков

Выравнивание – один из основных инструментов биоинформатики. С помощью математико-статистических методов оно позволяет анализировать биологические последовательности. Ключевые слова – «математически» и «биологических». Действительно, при подаче на вход программе последовательностей, мы получаем выравнивание – попытку найти биологические общности методами математики: каждая замена (точнее, ее вес) – определены математически (точнее статистически, а статистика – как известно, предполагает, но не строго указывает), для разрывов в последовательностях утверждены штрафы за начало и продолжение, тоже устаовленные статистически, а мерой правдоподобности выравнивания служит счет – score – виртуальное значение, вычисленное на основе указанных параметров. Все эти параметры получены статистически, на основе анализированных блоков последовательностей. Таким образом, построение выравнивания - попытка сделать данный блок последовательностей «таким, как все».
Из-за этого могут возникать ошибки, так как биологический смысл не анализируется программой, и она поставит геп в том случае, чтобы был лучший счет, а не лучшее выравнивание, например, консервативных участков вторичной структуры. 

В то же время, выравнивание незаменимо. Оно позволяет найти похожие участки, и даже те участки, которые на первый взгляд непохожи, но на самом деле являются таковыми. Однако в любом случае выравнивание нужно редактировать. Он может служить костяком работы, прикидкой того, как все должно быть, но доверть ему целиком и полностью – не следует.
Множественное выравнивание ClustalW имеет все перечисленные недостатки и преимущества. Анализируя вторичную структуру, оно может предсказать возможные функциональные сайты, но без сравнения множественного выравнивания с пространственным или, хотя бы, с 3D-структурой хотя бы двух входящих в сет последовательностей белков, делать скоропалительный вывод нельзя.
О выполненной работе

Работа состояла из нескольких пунктов:
· Получение множественного выравнивания последовательностей доменов белков семейства PF00080 с помощью базы данных PFAM.
· Получение множественного выравнивания полноразмерных последовательностей белков семейства PF00080.

· Анализ выравнивания

· Построение паттерна, анализ его работы

· Построение профиля, анализ его работы

· Поиск диагностических позиций.

Материалы и методы 

27 представителей семейства получены  из выборки seed  банка Pfam. Выравнивание сразу оказалось достаточно приемлимым (ни фрагментов, ни случайных последовательностей не былои удалять не пришлось). 

Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Было добавлено еще три последовательности (в т. ч. SODC_Ecoli), одна убрана. Множественное выравнивание построено с помощью программы emma пакета Emboss. Находится оно тут.
Выравнивание размечено и отредактировано вручную с использованием программы GENEDOC на основании:
(а) наличия консервативных участков в выравнивании;

(б) вторичной структуры белка SODC_BOVIN, известной из его пространственной структуры (PDB код 1CB4);
(в) аннотации отдельных аминокислотных остатков, взятой из PDB-записей 1CB4 (для SODC_BOVIN) и 1ESO (для SODC_ECOLI).
Лучший из 7ми опробованных паттернов построен по упомянутым 9 позициям (251-262 в выравнивании), которые сразу были найдены програмой ClustalW, и представляют собой наиболее протяженный из консервативных участков данного выравнивания. 

Были попытки так же построить паттерн по другому участку (224-233), и даже объединить эти участки, однако эти попытки не принесли сколь-либо удовлевторительных результатов либо в силу чрезмерного перепредсказания (первый случай), либо в силу чрезмерного недопредсказания (второй случай).
Создавался HMM профиль. Профиль описывает участок выравнивания от 215 до 259 (используется нумерация позиций выравнивания, представленного в файле seed1.msf, так же можно посмотреть выравнивание специально для этого профиля:...). 
Первоначально пробовался профиль, охватывающий весь домен, но результаты были неудовлетворительны.
Последовательности выборки разбиты на две подгруппы на основании зрелости белка. Две подгруппы – предшественники (precursor) и зрелые (adult). На основании данных SRS белки были разбиты на указанные подгруппы, сервис SVETKA подтвердил правдоподобность данного разбиения, далее с помощью SDPpred были обнаружены диагностические признаки для каждой группы.

 
Результаты

1. Семейство и выборка 

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Sod_Cu. Функция  домена – связывание ионов меди и цинка и нейтрализация с их участием супероксид радикала: 2 peroxide radical + 2H+ = O2 + H2O2

 В банке Pfam к этому семейству отнесено 713 последовательностей. Белки семейства встречаются у эукариот – 489 (вообще, медь и цинк в качестве активных центров в супероксддисмутазах чаще встречаются у эукариот, в то время как железо и марганец – чаще у прокариот), бактерий - 159, архей – 2. Примечательно, что в дереве для данного семейства есть группа  вирусов, причем вирусная последовательность SODC_NPVAC попала в выборку и даже неплохо выровнялась. В аннотации для этого белка было прописано, что он является late protein, т.е. функционирует только на поздних этапах проникновения вируса в бактериальную или иную клетку. Т.о., данный белок, скорее всего, нужен вирусу для защиты ДНК с его собственным кодом от супероксид радикалов, а так же, возможно, для поддержания работоспособности клетки  в течении некоторого времени после заражения для того, чтобы клетка успела произвести большее количество копий вируса.
В то же время некоторые, в т. ч. вирусные, белки данного семейства отнесены к нему за счет похожести (by similarity, например SODC_VACCC), и не проявляют видимой каталитической активности.

По данным  Pfam, белки семейства PF00080 в подавляющем большинстве случаев бывают  одного типа доменных архитектур – домен SOD_CU – единственный домен PfamA (исключение – шапероны, имеющие в своем составе домен HMA (Heavy-metal-associated domain): [image: image2.png]


, однако отнесенные к данному семейству, хотя функция у них другая), иногда встречаются участки низкой сложности, трансмембранные участки и сигнальные пептиды. 
Для исследования составлена выборка из 29 представителей семейства. Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты, так же не брались шапероны.


2. Множественное  выравнивание полноразмерных последовательностей белков  

выборки представлено в файле seed1.msf.  Домен Pfam соответствует участку от 68 до 263 позиции выравнивания. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности 3DSecondary, определенные по пространственной структуре белка SODC_BOVIN и SODC_ECOLI. Выравнивание отредактировано вручную на участках 100-210 (примерно). Необходимость коррекции вызвана тем, что программа пытается получить наилучшее с математической точки зрения выравнивание, в то время как биологический смысл может быть искажен. В частности, пришлось убрать гепы в нескольких последовательностях на местах, соответствующих вторичным структурам (листы и спирали, соответственно S и H), пришлось самостоятельно искать остатки цистеина, участвующие в формировании дисульфидной связи (S в последовательности Functional), важные остатки гистидинов 136, 138, 174, 183, 230 (в вырванивании) и аргинин – 186 (в выравнивании) (символ B в последовательности Functional), участвующие в координации ионов металлов.
3. 
Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке, отмечено в выравнивании в последовательности Alignment символом A.   
 Паттерн семейства и его проверка.
По участку 251-262 и 228-235, а так же их объединению, был построен и протестирован ряд паттернов. Причем паттерны тестировались и для банка SwissProt, и для банка TrEmbl.
Ниже приведены таблицы тестов этих паттернов (предложены только результаты тестов лучших паттернов):
	Паттерн 1

G-[NG]-x-G-x-R-x-[AG]-C
	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено паттерном
	138
	8
	389
	0
	527
	8

	Не найдено паттерном
	45
	*
	141
	*
	196
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


	Паттерн 2

[VM]-[VI]-H-x(3)-D-[DN]
	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено паттерном
	142
	89
	308
	1068(!)
	450
	1157

	Не найдено паттерном
	41
	*
	222
	*
	263
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


	Паттерн 3

H-x-x-x-D-x(3,20)-G-x-x-G-x-R-x-x-C
	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено паттерном
	140
	5
	303
	68
	443
	73

	Не найдено паттерном
	43
	*
	227
	*
	270
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


4. Профиль семейства и его проверка.
Профиль строился по наиболее правдоподобному с биологической точки зрения выравнивания – файл Forprof3.msf. Результаты поиска приведены в таблице:
	Профиль

	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено профилем
	172
	26
	411
	369
	583
	395

	Не найдено профилем
	11
	*
	119
	*
	130
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


5. Диагностические признаки подсемейств
Были найдены следующие SDP (некоторые подозрительные и ненадежные удалены) (нумерация не совпадает с нумерацие в выравнивании) (в приложении синим цыетом выделены SDP Для группы Adult, желтым –для группы Precursor)
	
	Alignment position
	Adult
	Precursor
	Z-score (Zp)

	1
	203
	D
	A
	5.48

	2
	145
	G
	S
	4.22

	3
	251
	G
	N
	3.69

	4
	249
	T
	L
	3.53

	5
	164
	P
	H
	3.37

	6
	69
	V
	x
	3.29

	7
	71
	V
	x
	2.74

	8
	161
	S
	A
	2.67


На основании данных SDP  с помощью PROSITE был произведен поиск в банке SWISSPROT, задавалось ограничение по description – dismutase [Cu-Zn].
Задавался следующий паттерн: S-C-x(14)-A-x-x-H (для данных SDP – это 145, 161 и 164). Этот паттерн построен на основе SDP для группы предшественников (precursor).
Ниже приведен результат запроса:
	description filter = [dismutase] 

Hits for USERPAT1{S-C-X(14)-A-X-X-H} motif on all UniProtKB/Swiss-Prot (release 49.7) database sequences : 

found: 15 hits in 15 sequences


Все найденные последовательности относятся к предшественникам (precursor).

Однако найти все предшественники не удалось:
	"((([swissprotDescription:*Superoxide*] & [swissprotDescription:*dismutase*]) &

[swissprotDescription:*precursor*]) & [swissprotDescription:'*[CuZn*']) " found 48 entries


Позже было протестировано предложенное А. В. Алексеевским разделение по таксономическому принципу.
Обсуждение
· Консервативность последовательностей. 
Выравнивание размечено и отредактировано на основании:
(а) наличия консервативных участков в выравнивании;
Как уже было отмечено выше, ион-координирующие остатки гистидина, а так же их окружение, могут быть высококонсервативными. Действительно, один из таких участков (228-235, с некоторыми ошибками), программа нашла. Однако остальные важные участки, в т.ч. и функционально важные, и структурно важные, необходимо было найти.

 (б) вторичной структуры белка SODC_BOVIN, известной из его пространственной структуры (PDB код 1CB4);

Знания о втричной структуре помогли исправить ошибки программы, поставившей гепы в участки, соответствующие спиралям и тяжам. В данном случае эти участки не отличались очень высокой консервативностью, кроме тех случаев, когда в данный элемент вторичной структуры входит координирующий ион остаток. В то же время, некоторые общие мотивы, которые помогали проследить выравнивание, наблюдались. Так же программене удалось найти очень важные цистеины. Они будут рассмотрены позже. 
 (в) аннотации отдельных аминокислотных остатков, взятой из PDB-записей 1CB4 (для SODC_BOVIN) и 1ESO (для SODC_ECOLI).
В частности – ключевые остатки HIS 44, HIS 46, HIS 61, HIS 118, HIS 69, HIS 78, ASP 81.
В качестве примера, рассмотрим участок 251-262 на выравнивании (рис. 1) 
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Рис.1. Консервативный участок 251-262. 
На основе данного участка позже строился паттерн. Объяснить высокую конснервативность данного участка не так просто.В его состав входит один бета-тяж и ни одного функционального (B) остатка, координирующего ионы металлов. Однако в его состав входит остаток цистеина, участвующий в создании единственного в молекуле дисульфидного мостика. По всей видимости, данный участок является структурообразующим, а дисульфидный мостик как бы компактно «держит» молекулу, как «застежка», а группа консервативных глицинов скорее всего, обеспечивает поворот для компактного складывания молекулы. (Рис.2)
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Рис.2. Консервативный участок 251-262, участок 44-55 (желтый), содержащий второй цистеин, участвующий в формировании дисульфидного мостика (атомы серы показаны в CPK-модели, расстояние 1.9Ǻ). Красные шары – ионы меди и цинка, красный остов – бета-лист в участке 251-262. Подписаны 4 подряд идущих консервативных глицина, обеспечивающих значительный поворот цепи.

Интересно то, что несмотря на то, что в SODC_BOVIN нет подряд идущих 4 глицинов, все равно сохраняются те же особенности 3D-структуры. Вообще, белки делятся на две группы по типу данного участка. В белках типа SODC_BOVIN (их большинство) в данном участке присутствуют N и A, в белках типа SODC_ECOLI – GG.
Следует так же отметить, что участок 131-147 на выравнивании (64-76 для SODC_ECOLI, 53-69 для SODC_BOVIN, желтые участки на рисунках 2,3 (границы участков в подписях приведены по данным pdb)) так же весьма консервативен для большинства белков семейства.
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Рис. 3. Синий – участок GNAG, аналогичный участку GGGG в SODC_ECOLI. Как видно, он так же обеспечивает поворот и удерживание структуры, однако поворот не такой «сильный».
Не очень ясна роль высококонсервативного глицина в 92 позиции выравнивания (это не артефакт!), возможно он обеспечивает подвижность цепи в этом месте.

В общем, выравнивание можно считать билогически обоснованным на 50%

· Паттерны и профили. 
Паттерны
Лучший из 7ми опробованных паттернов построен по упомянутым 9 позициям (247-254 в выравнивании), которые сразу были найдены програмой ClustalW, и представляют собой наиболее протяженный из консервативных участков данного выравнивания. 

Были попытки так же построить паттерн по другому участку (224-233), и даже объединить эти участки, однако эти попытки не принесли сколь-либо удовлевторительных результатов либо в силу чрезмерного перепредсказания (первый случай), либо в силу чрезмерного недопредсказания (второй случай).
	Паттерн 1

G-[NG]-x-G-x-R-x-[AG]-C
	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено паттерном
	138
	8
	389
	0
	527
	8

	Не найдено паттерном
	45
	*
	141
	*
	196
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


	Паттерн 2

[VM]-[VI]-H-x(3)-D-[DN]
	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено паттерном
	142
	89
	308
	1068(!)
	450
	1157

	Не найдено паттерном
	41
	*
	222
	*
	263
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


	Паттерн 3

H-x-x-x-D-x(3,20)-G-x-x-G-x-R-x-x-C
	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено паттерном
	140
	5
	303
	68
	443
	73

	Не найдено паттерном
	43
	*
	227
	*
	270
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


И сводная таблица паттернов:
	
	Перепредсказание
	Недопредсказание

	
	Swiss
	TrEmbl
	Всего
	Swiss
	TrEmbl
	Всего

	Паттерн1
	4,3%
	0%
	1,1%
	25%
	27%
	27%

	Паттерн2
	49%
	202%!
	162%
	22%
	42%
	37%

	Паттерн3
	2,7%
	13%
	10%
	24%
	43%
	38%


Основываясь на данной таблице, можно сделать вывод, что наилучший паттерн – первый, причем перепредсказание у него крайне низкое, что говорит о том, что делать условия более жесткими не имеет смысла. Смягчение же условий так же не приводит к положительному результату – значительно увеличивается недопредсказание, намного сильнее, чем снижается перепредсказание.

В целом работу паттерна нельзя оценить на отлично, так как потеряна почти треть последовательностей, однако улучшить его работу не представляется возможным.

Таким образом, подтверждается предположение о том, что участок 251-262 является ключевым в последовательностях из семейства PF00080 и достаточно специфичен для него.

Данные рассчеты, а так же результаты работы других паттернов, находятся в файле count.xls. (внимание! вес файла 2.2 МБ).

Профили

Создавался HMM профиль. Профиль описывает участок выравнивания от 215 до 262 (используется нумерация позиций выравнивания, представленного в файле seed1.msf.) Первоначально пробовался профиль, охватывающий весь домен, но результаты были неудовлетворительны.

	Профиль

	SwissProt
	TrEmbl
	Всего

	
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства
	Из семейства
	Не из семейства

	Найдено профилем
	172
	26
	411
	369
	583
	395

	Не найдено профилем
	11
	*
	119
	*
	130
	*

	Всего в данном семействе
	183
	530
	713


Если взять весь результат работы профиля, можно сказать, что он потерял 18% позиций, и перепредсказание тоже велико. Однако, если взять результат работы  по банку Swissprot, становится ясным, что все последовательности из семейства сгруппированы в верхней части выборки, т.е. большая часть находок, имеющих отношение к семейству, имеют низкие значения e-value. Для Данного случая, пороговое значение e-value для белков класса супероксиддисмутаза – 0,02. Единственная ошибка – белок CAF1_EPHMU. Выравнивание этого белка с выборкой показывает, что  у него нашлось несколько общих позиций с белками семейства (случайно), что, вероятно, и послужило причиной включения его в результаты работы профиля.
Следует отметить, что после указанного значения e-value встречается еще большой блок из 12ти белков семейство, однако все они относятся к типу супероксиддисмутаза-подобных белков (SODL_*).

Есть еще две истинные супероксиддисмутазы, не вошедшие в указанные границы e-value: SODC_PASHA и SODC_ACTAC. В поле Description  документа Swissprot прописано для обоих белков: Superoxide dismutase [Cu-Zn] (EC 1.15.1.1) (Fragment). Выравнивание их с последовательностями из выборки показывает, что это действительно фрагменты, причем у них отсутствует важный консервативный участок 251-262 (по нумерации в выравнивании seed1)
Теперь о не найденных. Из 11 белков – фрагментов)), их в расчет не берем. Два – белка типа SODL, без участка 251-262. Есть еще три белка: SODC_LEGPH, SODC_LEGPN, SODC_PBCV1, два первых – из бактерии, последний – вирусный. Их ничего не объединяет, кроме того, что они предшественники. Прилагается выравнивание пяти не найденных белков с выборкой seed. 
· Дигностические позиции.

Из 48 предшественников были найдены 15. Перепредсказания не было. Можно сделать вывод, что с помощью данного алгоритма были найдены специфические SDP, характерные для определенной группы предшественников, и абсолютно нехарактерные для зрелых белков. В то же время искать все предшественники с помощью данных найденых SDP не возможно.

SDP searching ver 2.0.

В соответствии с предложением А.В.Алексеевского выборка была разделена на два подсемейства: бактериальные белки и эукариотические белки (в последнюю попал один вирусный).

Группы:
Bacteria: 

SODC1_SALTY
SODC_PHOLE 

SODC_ECOLI 

SODC_HAEIN 

SODC_CAUCR 

SODC_ACTPL 

Eucariota and Viral

SODC_BRAOC 

SODC_PINSY 

SODC1_ORYSA

SODCP_LYCES

SODCP_POPTM

SODC_CAEEL 

SODC_ONCVO 

SODE_ONCVO 

SODC_NEUCR 

SODC_SCHPO 

SODC_YEAST 

SODC_BOVIN 

SODC_CARCR 

SODC_PRIGL 

SODC_XIPGL 

SODC1_XENLA

SODC_CERCA 

SODC_CHYAM 

SODC_NPVAC 

SODC_SCHMA 

SODE_HUMAN 

SODE_CAEEL 

SODE_SCHMA
Были найдены следующие SDP.

	
	Alignment position
	Amino acid in SODC_ECOLI__.
	Bacteria
	Eucaryota and viruses

	1
	188
	114Pro
	PPPPPP (P)
	GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG (G)

	2
	252
	162Gly
	GGGGGG (G)
	NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN (N)

	3
	237
	154Ser
	SSSSKS (S)
	GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG (G)

	4
	236
	153Met
	MHHHHY (H)
	LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL (L)

	5
	235
	152Asn
	NNNNDN (N)
	DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD (D)

	6
	250
	160Leu
	LLLLIL (LI)
	TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTNTT (T)

	7
	228
	145Met
	MMMMVM (M)
	VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVV (V)

	9
	145
	73Ser
	SSSSDS (S)
	GGGGWGGGGGGGGGGGGGGGGGM (G)

	11
	189
	115Ala
	AAAANG (A)
	NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN (N)

	12
	167
	94Asp
	DDDDHD (D)
	NNNN-NNNNNNNNNNNNNNNNNY (N)

	13
	223
	140Lys
	KKRKDK (KRD)
	VVIVVVIIIIVIIIIIVVIIVII (VI)

	14
	221
	138Glu
	EEEEDE (E)
	SSSSSTSSSSSSSSSSSSNSSSG (S)

	15
	225
	142Lys
	KHHHSH (HSK)
	RRRRRRRHRRRRRRRRRRRRRRR (R)

	16
	253
	163Gly
	GGGGAG (G)
	AAAAAAAAAAAAAAAAAASAAAS (A)


Поиск с помощью паттерна в базе Prosite
description filter = [dismutase] 

Hits for USERPAT1{D-D-L-G} motif on all UniProtKB/Swiss-Prot (release 49.7) database sequences : 

found: 124 hits in 124 sequences.

Это найденные белково-вирусные белки.
(234-237 позиции в выравнивании)

Для проверки было найдено то же самое в банке Swissprot:

Query "(([swissprot-DBxref:PF00080*] > parent ) & ([swissprot-Taxonomy:Eukaryota*] | [swissprot-Taxonomy:Viruses*])) " found 154 entries
Сравнение выборок показало, что перепредсказание нулевое, в то время как все недопроедсказанные белки относятся к группе SODL-SuperOxidDismutase-Like Proteins.

Таким образом, можно сделать вывод, что по данным диагностическим позициям можно проводить разделение семейства PF00080 на три группы - ,бактериальные, эукариотические/вирусные и супероксидподобные белки.
Расчеты предложены в файле count.xls
11

