Отчет о результатах анализа множественного выравнивания  последовательностей белков, гомологичных по домену белку множественной лекарственной устойчивости ACRB (Acriflavine resistance protein B)

Автор: Яковлев Сергей, 201 группа. Факультет Биоинженерии и Биоинформатики.

Аннотация

Было построено выравнивание выборки белков из семейства гомологичного белку ACRB_ECOLI. Для данного семейства были построены паттерн и профиль, а также охарактеризована их работа. Выборка разбита на подсемейства, определены диагностические признаки.

Введение
О белке:
· Полное название белка — белок множественной лекарственной устойчивости ACRB (Acriflavine resistance protein B)
· Краткое название белка — ACRB_ECOLI 

· Полное название организма — Escherichia coli , K-12 

· Название гена — acrB 

· Номер локуса в бактериальной хромосоме — b0462 

· Длинна — 1049 а.о.

· Субъединичная структура — гомотример

· Доменная архитектура – 1 домен (PF00873; ACR_tran, расположение 1-1030 а.о.)
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Данный домен (ACR_tran) относится к семейству доменов AcrB/AcrD/AcrF. Все члены этого семейства - мембранные белки. Некоторые связаны с лекарственной устойчивостью. Белок AcrB - это внутремембранный ассоциат протон-зависимых антипортеров. Его функции как части AcrAB/TolC комплекса-транспортёра многих лекарственных средств, заключаются в использовании энергии электрохимического градиента для очистки цитоплазмы 

от лекарств. Справа приведена схема работы 

протон зависимого антитранспортёра AcrAB/TolC multidrug-efflux complex.

Белки AcrAB и TolC образуют трёхдоменную 

Множественную лекарственную систему 

очистки, которая обеспечивает клетке сопротивление разнообразным антибактериальным агентам. Структура белка AcrB без лиганда показывает, что это - гомотример 110 кД в субединице. Каждая субединица содержит 12 трансмембранных спиралей и два больших периплазматических домена (свыше 300 остатков каждый) между спиралями 1 и 2, и спиралями 7 и 8. Рентгеноструктурный анализ сверхэкспрессированного белка AcrB показал, что три периплазматических домена формируются в центре трубо-подобной структуры и образуют узкую (или закрытую) пору, через которую идет транспорт лекарственных веществ.
Другую информацию о белке ACRB_ECOLI
можно найти здесь или на базе данных EcoCyc.

О множественном выравнивании последовательностей гомологичных белков

Множественное выравнивание последовательностей гомологичных белков должно отражать сходство не только первичных структур белков, но и вторичных и пространственных структур этих последовательностей. Программы типа ClustalW строят выравнивания путём сравнения аминокислотных последовательностей, не учитывая выравнивание пространственных структур. Это часто приводит к тому, что в итоге мы получаем неверное выравнивание, которое приходится исправлять вручную, учитывая пространственную структуру белков.
О выполненной работе

Работа состояла из нескольких пунктов:

· Получение множественного выравнивания последовательностей доменов белков семейства PF00873 с помощью базы данных PFAM.

· Получение множественного выравнивания полноразмерных последовательностей белков семейства PF00873.

· Анализ выравнивания

· Построение паттерна, анализ его работы

· Построение профиля, анализ его работы

· Поиск диагностических позиций.

Материалы и методы

Из выборки seed  банка Pfam было получено выравнивание доменов 16 представителей семейства. Выравнивание сразу оказалось достаточно приемлемым (ни фрагментов, ни случайных последовательностей не было, и удалять не пришлось), также в данной выборке уже присутствовал белок ACRB_ECOLI.

Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Множественное выравнивание построено с помощью программы ClustalW. Находится оно в файле acrb_family.msf.

Выравнивание размечено и отредактировано вручную с использованием программы GeneDoc на основании 

- вторичной структуры белка ACRB_ECOLI, известной из пространственной структуры его домена Acr_tran (PDB код 1oyd) 

- выравнивания доменов

- наличия консервативных участков в выравнивании

- данных о функциональной роли аминокислотных остатков (по данным PDBSum для белка ACRB_ECOLI).

Построен паттерн по позициям 405-414 белка ACRB_ECOLI.

Профиль построен по всему выравниванию доменов, представленному в файле acrb_domen.msf.
Последовательности выборки разбиты на две подгруппы на основании филогенетического дерева (сервис SVETKA), далее с помощью SDPpred были обнаружены диагностические признаки для каждой группы.

Результаты

Семейство и выборка

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Acr_tran (идентификатор Pfam PF00873).

По данным  Pfam, у белков встречается только одна доменная архитектура - домен Acr_tran. Не известны случаи дупликации этого домена. 
Для исследования составлена выборка из  16 представителей семейства.  Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты. 


Множественное  выравнивание

Множественное  выравнивание полноразмерных последовательностей белков  

выборки представлено в файле acrb_fam.msf. 

Домен Pfam соответствует участку от 1 до 1030 позиции белка ACRB_ECOLI. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности белка FADL_ECOLI, определенные по пространственной структуре белка.  Выравнивание отредактировано вручную на многих участках, где расположены альфа-спирали и бета-тяжи.  Необходимость коррекции вызвана тем, что на этих участках не должно быть гэпов.


В строке second  буквами H отмечены альфа-спирали, буквами S – бета-тяжи.

В строке domain буквой D определено положение домена. 

Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке,  отмечено в строке выравнивания alignment буквами А. Петли отмечены буквами L. 

Функционально значимые аминокислотные остатки (строка functionalAA) отмечены буквой F и образуют связь с лигандом. Вообще связь с лигандом данных аминокислотных остатков не имеет никакого функционального значения, т.к. белковая система AcrB представляет собой пору, и в исследуемой PDB структуре (1oyd) зафиксирован всего лишь момент прохождения лиганда (DEQUALINIUM) через белок. Так, в различных известных PDB структурах наблюдаются различные лиганды (AcrB – белок множественной лекарственной устойчивости, вот и лигандов много): 1iwg – без лиганда, 1oy8 – родамин 6G, 1oy9 – этидиум, 1oyd – dequalinium, а 1oye – CPF (1-циклопропил-6-флуоро-4-оксо-7-пиперазин-1-ил-1,4-дигидрокуиналин-3-карбоновая кислота).
Таким образом большую функциональную значимость может иметь часть белка, образующая петлю (211 – 243 а.о.) с 2мя бета-щитами и отвечающая за связывание субъединиц в тример. Также высоко консервативны трансмембранные альфа спирали, закрепляющие белок в мембране.
Паттерн семейства

Для исследования был выбран следующий паттерн:

 [LIV]-[IV]-D-[DGSN]-[AS]-[IV]-[VI]-[VIMD]-[VILM]-E
Сравнение результатов поиска по паттерну представителей семейства Acr_tran в банке Swissprot:  
	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	 42
	0
	42

	Не найдено паттерном
	6
	*
	*

	Всего
	48
	*
	*


С помощью паттерна  нашлось почти на 6 белков меньше, чем по данным Pfam. Это, возможно, вызвано тем, что паттерн построен по 10 позициям и накладывает достаточно жёсткие ограничения, чтобы выдать точный результат.

Идентификаторы последовательностей, для которых поиск в Pfam и поиск с помощью паттерна дали разный ответ:

CUSA_ECO57, CUSA_ECOL6, CUSA_ECOLI, NOLG_RHIME, SILA_SALTY, YCBL_BACUN.

Сравнение результатов поиска по паттерну находится в файле compare.xls.
Профиль семейства
Профиль семейства находится в файле acrbfam.hmm.

Результаты поиска находятся в файле acrbfam.ehmmsearch.
Сравнение результатов поиска по профилю:

	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено профилем
	48
	543
	591

	Не найдено профилем
	0
	*
	*

	Всего
	48
	*
	*


Профиль нашел все белки семейства, но и очень много лишнего. Это означает, что использовать поиск по профилю для отнесения последовательности к семейству нельзя. 

Сравнение результатов поиска по профилю находится в файле compare.xls.

Разбиение на подсемейства и анализ диагностических позиций
Последовательности выборки были разбиты на две подгруппы на основании филогенетического дерева (сервис SVETKA) – группа Resistance (в неё вошли белки множественной лекарственной устойчивости) и группа Other (в неё вошли мембранные транспортёры кадмия, кобальта, и др. катионов).
Были найдены следующие SDP (некоторые подозрительные и ненадежные

удалены) (в приложении зелёным цветом выделены SDP для группы Resistance, синим 

для группы Other).
	
	Alignment position
	Amino acid in ACRB_ECOLI
	Resistance properties
	Another properties

	1
	1009
	942Ala
	 AAAAAAAAAAAA
	 GGGG

	2
	1034
	967Ala
	 AAAAAAAAAAAA
	 GGGG

	3
	363
	336Ser
	 SSSSSSSSSSSS
	 ATAA

	4
	959
	892Tyr
	 YYYYYYYYYYYY
	FFFV 

	5
	18
	8Arg
	 RRRRRRRRRRRR
	QHQQ 

	6
	898
	834Gly
	 GGGNGGGNGGGG
	 RRRR

	7
	904
	840Ala
	 AAAAAAAGAAAA
	VVVV 

	8
	19
	9Pro
	 PPPPPPPPPHPP
	 RRRR

	9
	956
	889Ala
	 AAAGGAAAAAAA
	FFFF 

	10
	1016
	949Ala
	 AAAAAAAAAAAA
	IIFY 

	11
	965
	898Pro
	 PPPPPPPPPPPP
	GAAT 

	12
	900
	836Ser
	 SSSSSSSGSSSS
	ILLL 

	13
	486
	449Leu
	 LLLLLLLLLNLL
	IIII 

	14
	686
	637Arg
	 RRRRRRRRR-RR
	 WWWK

	15
	1007
	940Lys
	 KKKKKKKKKNKK
	LLLR 

	16
	111
	101Asp
	 DDDDNDDEDDDD
	YYYY 

	17
	1071
	1004Gly
	 GGGGGGGGGGGA
	 AAAA

	18
	605
	560Pro
	 PPPPPPPGPPPP
	 GGGG

	19
	420
	393Leu
	 LLLLLLLLLFLL
	NNMM 

	20
	204
	185Arg
	 RRRRRRRRRRRR
	LHVQ 

	21
	507
	470Phe
	 FFFFFFFFFLFF
	 MMLM

	22
	140
	129Val
	 VVVKKVVKVKVV
	 PPPP

	23
	998
	931Leu
	LLLIILLLLTLL 
	 FFFF

	24
	1010
	943Ile
	 IIIIIIITIIII
	LLVL 

	25
	767
	713Leu
	 LLLLLVLLLLLL
	 AASI

	26
	119
	109Asn
	 NNNAANNNNANN
	 QEEE

	27
	560
	516Phe
	 FFFSFFFSFFFF
	EEEG 

	28
	506
	469Gln
	 QQQEEQQSQEQQ
	PPPP 

	29
	89
	79Ser
	 SSSSTSSTSYSS
	RRRR 

	30
	15
	5Phe
	 FFFFFFFAFAFF
	 ASSS


На основании данных SDP  с помощью PROSITE был произведен поиск в банке SWISSPROT, задавалось ограничение по description – Resistance.
Задавался следующий паттерн: [FA]-I-x-R-[PH]-[VI] (для данных SDP – это 15, 18 и 19). Этот паттерн построен на основе SDP для группы resistance.
Ниже приведен результат запроса:
	description filter = [resistance]

	Hits for USERPAT1{[FA]-I-X-R-[PH]-[VI]} motif on all UniProtKB/Swiss-Prot (release 50.0)
database sequences :


found: 27 hits in 27 sequences

Все найденные последовательности относятся к исследуемой группе (resistance), однако найти все предшественники не удалось.
Обсуждение

Не смотря на то, что белок довольно большой, выравнивание почти по всей длине получилось весьма неплохим и с довольно крупными высоко консервативными участками, возможно, это вызвано тем, что все белки содержат лишь один домен, следовательно, мало различаются.

Из результатов по паттерну и профилю можно сделать вывод, что использовать поиск по профилю нельзя (по крайней мере в данном случае), тогда, как поиск по паттерну дал хорошие результаты.

Показано, что диагностические признаки позволяют определять принадлежность последовательности семейства к подсемейству, но из-за больших размеров белка на основе этих данных трудно утверждать что-то наверняка.
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