Отчет о результатах анализа множественного выравнивания последовательностей белков, гомологичных белку CAN_ECOLI – карбоангидразы 2.
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Аннотация 

Было исследовано множественное выравнивание белков выборки из доменного семейства PF00484, построен паттерн для поиска других членов семейства, проведено исследование диагностических позиций двух подсемейств.
Введение.

О белке

Белок CAN_ECOLI является ферментом карбоангидразой 2. 
Длина – 220 аминокислотных остатков.
Вторичная структура: 10 α-спиралей и 5 β-тяжей, образующих единый β-лист.
Состоит из двух субъединиц (α и β–цепь), каждая из них связана с лигандом (атомом цинка).
Содержит домен связывания иона цинка (Pro_CA), его положение в последовательности: 30-192 аминокислотные остатки; относится к семейству PF00484.
О множественном выравнивании последовательностей гомологичных белков

Как мы все понимаем, множественное выравнивание последовательностей гомологичных белков должно отражать степень их сходства на уровне первичной, желательно вторичной и весьма желательно третичной структуры. Алгоритмы всех программ, строящих подобные выравнивания, основаны на поиске сходства первичных структур, то есть непосредственно аминокислотных последовательностей. Больше они найти не в состоянии. Далеко не для каждого белка вообще известны вторичные и третичные структуры. Но и это немало. Если мы видим, что:
· остаток, известный в одном из белков как функционально значимый, консервативен
· и остатки вокруг него также достаточно консервативны,
то можно сделать вывод, что действительно, во всех белках выборки этот аминокислотный остаток, скорее всего, функционально значим.
Что же делать, если мы знаем нечто большее, чем аминокислотная последовательность?
Если хочется сравнить вторичные структуры, то единственный выход – поработать «ручками», самостоятельно исправить выравнивание на основе известных данных. Но предсказать, что в том или ином месте будет бета-тяж или альфа-спираль никто не в состоянии. Почему? Все очень просто – здесь не обязательна консервативность аминокислотных остатков.
Теперь о третичных структурах. 
· Если последовательности очень похожи, если они заведомо выполняют одинаковую функцию, то их 3D-структуры совпадут (кроме терминальных участков и возможных вставок отдельных белков), и выравнивание, сделанное программой, будет отображать 3D-выравнивание.

· Известно, что один белок может существовать в различных конформациях (calmoduline protein kinase 2). В этом случае выравнивание, сделанное, например, MUSCLE, покажет 100%-ое Identity, а 3D-выравнивание вообще невозможно будет сделать. Если взять не один, а два очень близких гомолога (Identity >95%), но в разных конформациях, то, опять же, 3D-выравнивания будет бессмысленно.
Таким образом, на основе приведенных рассуждений можно сделать такой вывод: программа – молодец, и не надо уменьшать ее значение. Для близких последовательностей 3D-сходство почти очевидно на основе этого самого выравнивания, а для далеких – абсолютно не обязательно. Может быть, разные организмы по-разному приспособили свои белки для выполнения той или иной своей функции. (Ссылка на разные структуры гомологов моего белка). Да и у близких гомологов может быть разная конформация, и здесь 3D-сходства вообще-то и не должно быть.
О выполненной работе

Было исследовано множественное выравнивание белков выборки из доменного семейства PF00484, построен паттерн для поиска других членов семейства, проведено исследование диагностических позиций двух подсемейств, на которые была разделена выборка, исходя из мысли о том, что она есть отражение всего семейства, и, следовательно, семейство также делится на две группы, причем именно таким образом.
Материалы и методы.
13 представителей семейства PF00484 получены из выборки seed банка Pfam, из которой удалены «случайно выбранные» белки (Q43060_PORCR).
Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Множественное выравнивание построено с помощью программы MUSCLE. 

Выравнивание размечено вручную с использованием программы GeneDoc, а именно: в выравнивание были добавлены следующие строки (все значения для белка CAN_ECOLI):

1. ALIGNMENT:
· «A» – автор утверждает, что на этих участках есть выравнивание;

· «L» – есть сопоставление участков всех последовательностей, но внутри них нет (или не гарантировано автором) выравнивания;

· Гэп – нет выравнивания или нет никаких оснований предполагать, что оно есть;

· «X» – автор не уверен, что «A»;

· «Y» – автор не уверен, что «L»;

2. DOMAIN:
· «D» – домен по данным Pfam;

3. SECONDARY:
· «S» – бета-тяжи по данным PDBsum;

· «H» – альфа-спиральные участки;

4. Functional:
· «C» – аминокислотные остатки, определенные автором как взаимодействующие с лигандом (ионом цинка), а также один, упомянутый в PDBsum.

Построен объединенный паттерн по позициям 38-47 и 80-102.
Последовательности были разбиты на два подсемейства по следующим принципам:

· разделение по именам: 8 белков начинаются на букву «С», еще 7 – на «O» или «Q»;

· можно приглядеться к выравниванию – заметны отличия между этими группами;

· разделение по БД: первая группа представлена в Swiss-Prot, вторая – в TrEMBL;

· в конце концов (и я думаю, это самое главное), можно посмотреть на дерево – оно подтвердит.

Для поиска диагностических признаков использовались сервис SDPpred и редактор GeneDoc, а именно, раскраска по консервативности по подгруппам (опция раскраски «Shade Group PCR Constrast»).
Результаты.
1. Семейство и выборка 

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Pro_CA. Функция домена – связывание цинка.
В банке Pfam к этому семейству отнесено 521 последовательностей. Белки семейства встречаются у эукариот – 118, бактерий – 385, архей – 13.
По данным Pfam, белки бывают 6 различных доменных архитектур. Все белки выборки относятся к первому типу, содержащему один Pro_CA домен
Для исследования составлена выборка из 14 представителей семейства. Отбирались полноразмерные последовательности (не фрагменты).
2. Множественное выравнивание полноразмерных последовательностей белков выборки представлено в файле vir.msf. Домен Pfam для CAN_ECOLI соответствует участку от 158 до 334 позиции выравнивания. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности белка CAN_ECOLI, определенные по пространственной структуре белка. Выравнивание вручную не редактировано, поскольку все попытки лишь уменьшали количество консервативных участков, хоть и убирали гэпы в доменах или выравнивали границы доменов.
Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке, отмечено в выравнивании буквами «A» в последовательности ALIGNMENT. Примером может служить участок 167-178 позиций выравнивания. В первую очередь я опиралась на:
· наличие консервативных позиций на участке длиной не меньше 10 аминокислотных остатков (оценка «на глаз»);
· консервативность функционально аннотированных в последовательности белка CAN_ECOLI остатков.
На данном участке выравнивания мы видим три 100%-но консервативных позиции, отвечающих за связывание белка (как минимум CAN_ECOLI) с лигандом. Другие позиции, как видно из левого рисунка, также достаточно консервативны. Правый рисунок показывает консервативность по группам белков. В группах доля консервативных позиций еще выше, из чего мы можем сделать два вывода:

· наше разделение белков выборки по группам правильное;
· на этом участке действительно есть выравнивание (отдельно для двух групп, но и для всей выборки тоже).
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3. Паттерн семейства и его проверка

Далее по выравниванию были построены два паттерна, объединенные в один. Были выбраны те участки выравнивания, где было не просто осмысленное выравнивание, но и функционально значимые аминокислотные остатки.

По паттерну, описывающему участки 38-47 и 80-102 был проведен поиск в Swiss-Prot.

· [LMVAC]-[WVFI]-[IVLF]-[GATS]-C-[SAM]-D-[STA]-R-[VIL]-x*-[VILA]-[QELIVA]-[YV]-A-[VIL]-[DCLAYF]-[VAHES]-L-[EKRNQG]-[VIA]-[ESQDKRN]-[HVNED]-[VI]-[VIFCYM]-[VI]-[CIV]-[GA]-H-[YTSH]-[GNRAHED]-CG-[GAM]
· В результате получили 16 находок (включая сплайсинговые изоформы – 18).

Также по идентификатору семейства был проведен поиск SRS по БД Swiss-Prot. Было найдено 23 последовательности.

Табл. 1. Сравнение результатов поиска по паттерну представителей семейства в банке Swissprot. В ячейке – число находок.
	Compare.xls
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	16
	0
	16

	Не найдено паттерном
	7
	-
	-

	Всего
	23
	-
	-


Последовательности SRSfamily, не найденные паттерном: CAH2_FLALI, CYNT_HELPJ, CYNT_HELPY, CYNT_SYNY3, NCE3_YEAST, Y1284_MYCTU, Y1315_MYCBO. Попробуем объяснить, почему так получилось (очевидно, что они не подошли под паттерн):

· CAH2_FLALI представлен фрагментом;

· Y1284_MYCTU, Y1315_MYCBO возможно представляют группу белков – подсемейство (см. далее), представителей которой нет в данной выборке.
4. Диагностические признаки подсемейств.
Были найдены диагностические позиции – SDP: 
	Позиция
	Семейство первое
	Семейство второе

	174
	Ser (Ala)
	Met

	194
	Phe
	Lys

	197
	Arg
	Lys

	220
	Tyr
	Val

	323
	Tyr
	Ile (Leu)


GenDoc выделяет следующие позиции:
	Позиция
	Семейство первое
	Семейство второе

	143
	
	Asn

	146
	
	Phe

	162
	Gln
	Lys (His)

	174
	Ser (Ala)
	Met

	182
	Gap
	Leu

	185
	
	Ala

	194
	Phe
	Lys

	197
	Arg
	Lys

	216
	Ala (Ser)
	Arg

	220
	Tyr
	Val

	240
	Gly (Ala)
	Met

	261
	Trp
	

	299
	Asn
	

	307
	
	Pro

	318
	Leu (Ile)
	Val

	321
	Trp (Gly)
	Leu

	323
	Tyr
	Ile (Leu)


Исключим некоторые позиции, а именно: 143, 146, 185, 261, 299, 307 – поскольку консервативность этих остатков присутствует только в одном из подсемейств, а также позицию 318, так как аминокислотные остатки Val, Leu и Ile очень похожи и часто заменяют друг друга. Таким образом, мы можем сказать, что, диагностическими позициями являются:
	Позиция
	Семейство первое
	Семейство второе

	162
	Gln
	Lys (His)

	174
	Ser (Ala)
	Met

	182
	Gap
	Leu

	194
	Phe
	Lys

	197
	Arg
	Lys

	216
	Ala (Ser)
	Arg

	220
	Tyr
	Val

	240
	Gly (Ala)
	Met

	321
	Trp (Gly)
	Leu

	323
	Tyr
	Ile (Leu)


Проверим это утверждение. Возьмем два белка, найденные паттерном: CYNT_SYNY3 и Y1284_MYCTU, и построим выравнивание их с белками выборки и дерево на основе него.
На основе дерева мы делаем вывод, что первый из них принадлежит к первому подсемейству, а второй белок – занимает промежуточное положение, поэтому мы можем только посмотреть, к какой группе его предпочтительней отнести, или это действительно подсемейсатво номер три.
Что же мы получили? Белок CYNT_SYNY3 попадает в первую группу по всем диагностическим позициям, а с Y1284_MYCTU все не так просто. Если мы поместим его в первую группу, то совпадут только две позиции (182 и 197), а если мы поместим его во вторую, совпадут позиции 174, 216, 240. Поэтому мы делаем вывод о существовании третьей группы белков, которую наша выборка не учитывает.
Обсуждение.
Построенное выравнивание белков – гомологов белка CAN_ECOLI длиной 421 аминокислотный остаток содержит 160 более или менее достоверно выровненных позиций, то есть 38%, что связано с различной длиной белков, и, в результате, с плохим выравниванием концевых участков. Все эти позиции рассматривались в участке выравнивания доменов белков, длина которого 181 остаток, таким образом, выравнивание доменов содержит 88% достоверного выравнивания, что неудивительно, поскольку длина доменов у разных белков разная.
Построенный паттерн нашел только 70% существующих в Swiss-Prot белков семейства PF00484. Возможно это потому, что не все варианты последовательностей представлены в выборке (обнаружилось третье подсемейство). Белков, не относящихся к данному семейству, паттерн не нашел, очевидно, потому, что 100%-ая консервативность шести функционально значимых остатков отфильтровала их.
Диагностические позиции описывают первое семейство, я думаю, достаточно полно. Насколько хорошо описано второе семейство неизвестно, поскольку проверка ведется по белкам, которые нашел паттерн, он искал по БД Swiss-Prot., а все белки второго подсемейства (по крайней мере, из выборки), как я уже упоминала, находятся в TrEMBL. Также было обнаружено третье подсемейство. Но это предсказание, конечно, не 100%-но надежно, поскольку проверялось только на двух белках.
