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Аннотация 

Было определено суперсемейство гомологичных по домену белков, содержащее данный белок. Затем составлена выборка представителей семейства, построено выравнивание их полноразмерных последовательностей, паттерн и профиль семейства.

Введение.

О белке

Название – Эндонуклеаза IV
Функция – эндонуклеотидное  расщепление фосфоолигоуклеотида и продуктов
Длина - 285 а.о.

О множественном выравнивания последовательностей гомологичных белков

Множественное выравнивание должно соответствовать выравниванию пространственных структур белков. Программы делающие множественное выравнивание (например, ClustalW) пользуются совпадением знаков в последовательностях, поэтому очень часто делают неправильные выравнивания и их нужно редактировать вручную.

О выполненной работе

Было построено выравнивание выборки представителей семейства, содержащего домен AP_endonuc_2. Затем составлен паттерн и профиль семейства, выделено подсемейство и определены его диагностические признаки.

Материалы и методы 

 В банке Pfam домену AP_endonuc_2 соответствовало суперсемейство белков Xylose isomerase-like TIM barrel, выборка seed содержала более трехсот представителей. В связи с этим белки семейства были выбраны с помощью SRS (поиск по названию белка – endonuclease IV, среди бактерий. Из найденного были удалены фрагменты и очень длинные белки, из оставшегося случайным образом были выбраны 28 последовательностей. Множественное выравнивание былопостроено программой ClustalW. Выравнивание размечено и отредактировано вручную с использованием программы GeneDoc на основании (а) вторичной структуры белка END4_ECOLI, известной из пространственной структуры его домена (PDB код 1qum); (б) наличия консервативных участков в выравнивании; (в) аннотации отдельных аминокислотных остатков, взятой из PDBsum.

 Паттерн построен по 8 позициям, которые содержат функционально важные остатки (191-199):
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Профиль описывает участок выравнивания от 13 до 295 (используется нумерация позиций выравнивания, представленного в файле endonucleaseIV_modified.msf)

Последовательности выборки разбиты на две подгруппы на основании различий аминокислотного состава в функционально важных позициях, а также филогенетического дерева. Дерево было построено с помощью сервиса SVETKA, диагностические позиции найдены с помощью сервиса SDPpred.

Результаты

2. Семейство и выборка 

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен AP_endonuc_2 и принадлежащих таксону Bacteria.  Функция  домена – катаболизм миоинозитола. В банке Pfam это семейство относится к суперсемейству Xylose isomerase-like TIM barrel superfamily, к которому отнесено 317 последовательностей. Белки семейства встречаются у эукариот – 35,  бактерий -  505, архей – 43.

По данным  Pfam, белки бывают  8-ми различных доменных архитектур, однако все белки семейства принадлежат к одному типу – у них только один домен – AP_endonuc_2.

Для исследования составлена выборка из  28 представителей семейства.  Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты.  
3. Множественное  выравнивания полноразмерных последовательностей белков  

выборки представлено в файле endonucleaseIV_modified.msf.  Домен Pfam соответствует участку от 12 до 296 позиции выравнивания. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности END4_ECOLI определенные по пространственной структуре белка.  Выравнивание отредактировано вручную на участках 20-30, 50-72, 94-96, 131-136, 170-184, 186-191, 203-217, 223-228, 266-273, 283-317.  Необходимость коррекции вызвана тем, что в данных местах находятся элементы вторичной структуры, внутри которых не может быть разрывов.

Символом А отмечено биологически обоснованное выравнивание. 
3. Паттерн семейства и его проверка
[GSQ]-[VIF]-[CT]-[ILF]-D-T-C-H
	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	 63
	0
	63

	Не найдено паттерном
	112
	*
	*

	Всего
	175
	*
	*


Видно, что паттерн нашел примерно треть белков. Так получилось потому что в Pfam аннотировано суперсемейство с таким доменом, в которое входит несколько семейств (AP_endonuc_2; DUF692; HMGL-like; Orn_Arg_deC_N; UvdE; UxuA; iPGM_N;). Всего их 7, и у каждого свои функции и особенности, но все имеют подобный домен, поэтому не удивительно, что паттерн нашел так мало последовательностей. Также не найдено других белков, хотя в данном случае это было бы сложно.
4. Профиль семейства и его проверка
Профиль сохранен в файле endonuclease4.hmm, результаты поиска по SwissProt в файле endonuclease4.ehmmsearch.

	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено по профилю
	 74
	33
	107

	Не найдено по профилю
	101
	*
	*

	Всего
	175
	*
	*


Паттерн нашел больше белков, однако качественно получилось хуже – много лишнего. Опять большая часть не найдена, по той же причине.

5. Диагностические признаки подсемейств 

Сервисом SDPred были найдены 13 диагностических позиций: 

284, 148, 74, 147, 186, 89, 38, 110, 151, 55, 33, 283, 281

Правило, по которому можно отнести новую последовательность из семейства к подсемейству: 148M, 74I, 147T, 186D, 89G,A, 38A,P, 110L, 151K, 55G,A, 33M.

Для проверки правила были выбраны 7 последовательностей, не вошедших в выборку, три были причислены к подсемейству (файл proverka_pravila.msf).
Обсуждение

На большей части выравнивание есть, однако также наблюдается много петль, но их размеры не велики. 

В данном случае говорить о спосибности паттерна или профиля определить последовательность к семейству на приходится, так как в суперсемействе содержится очень мног белков с подобными признаками.

Диагностические признаки позволяют точно (на сколько можно судить по 7 последовательностям) определять принадлежность к подсемейству.
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