Отчет по заданию «Гибкое пространственное выравнивание» Тышковского Александра Эдуардовича.
1.

Построим гибкое выравнивание последовательностей пары протеинкиназ с помощью сервиса FATCAT. Для изучения выберем цепочки А структур 1opk и 1k9a.
Белок 1opk представляет из себя прото-онкоген тирозинкиназу ABL1 (proto-oncogene tyrosine-protein kinase ABL1), полученную из домашней мыши (Mus musculus). Белок 1k9a представляет из себя С-концевую SRC киназу (тирозинкиназу) (Carboxyl-terminal SRC kinase),полученную из норвежской крысы (Rattus norvegicus).

Цепь А структуры 1opk состоит из 495 аминокислотных остатков, цепь А структуры 1k9a – из 450 остатков (однако вследствие отсутствия координат некоторых остатков FATCAT строил выравнивания цепей, состоящих из 449 (1opk) и 439 (1k9a) остатков).
Гибкое выравнивание цепей, полученное на выходе программы FATCAT, сохранено в файле flexaln.txt, а затем переведено в формат msf и сохранено в файле flexaln.msf (с помощью скрипта fatcat_to_fasta.py). В программе GeneDoc были выделены функционально консеравтивные позиции:
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Программой было найдено 3 кластера плюс-блоков.
Длина всего выравнивания равна 448, суммарная длина обоснованного выравнивания – 417, что составляет 94.9% от длины меньшей последовательности в выравнивании (439 остатков – 1opk) и 92.7% от длины всей меньшей цепи (450 остатков – 1opk).
Рассмотрим каждый кластер отдельно:

1. Кластер Block 0 (A). Занимает в выравнивании позиции с 1 по 59. Состоит из 2 плюс-блоков (первый занимает в выравнивании координаты 1-43; второй – координаты 45-59). Соответственно, суммарное число позиций обоснованного выравнивания в этом кластере равно 58 (так как длина первого плюс-блока – 43, а второго – 15). Суммарное число совпадающих букв в кластере – 14 (24.1% от числа позиций обоснованного выравнивания этого кластера), сходных букв – 23 (39.7% от числа позиций обоснованного выравнивания этого кластера). Вес выравнивания двух фрагментов из данного кластера равен 159.26, rmsd – 1.38.
2. Кластер Block 1 (B).  Занимает в выравнивании позиции с 66 по 166. Состоит из 2 плюс-блоков (первый занимает в выравнивании координаты 66-123; второй – координаты 125-166). Соответственно, суммарное число позиций обоснованного выравнивания в этом кластере равно 100 (так как длина первого плюс-блока – 58, а второго – 42). Суммарное число совпадающих букв в кластере – 41 (41% от числа позиций обоснованного выравнивания этого кластера), сходных букв – 51 (51% от числа позиций обоснованного выравнивания этого кластера). Вес выравнивания двух фрагментов из данного кластера равен 254.39, rmsd – 1.89.
3. Кластер Block 2 (С). Занимает в выравнивании позиции с 176 по 448. Состоит из 6 плюс-блоков (первый занимает в выравнивании координаты 176-206; второй – координаты 209-218; третий – координаты 220-252; четвертый – координаты 254-333; пятый – координаты 345-448) (кроме того, в выравнивании имеется одна позиция, окруженная с обоих сторон гэпами, – 338; впрочем, ее можно не считать плюс-блоком – тогда плюс-блоков в кластере 5). Соответственно, суммарное число позиций обоснованного выравнивания в этом кластере равно 259 (так как длина первого плюс-блока – 31, второго – 10, третьего – 33, четвертого – 80, пятого – 104; плюс 1 позиция, не являющаяся плюс-блоком). Суммарное число совпадающих букв в кластере – 103 (39.8% от числа позиций обоснованного выравнивания этого кластера), сходных букв – 142 (54.8% от числа позиций обоснованного выравнивания этого кластера). Вес выравнивания двух фрагментов из данного кластера равен 639.72, rmsd – 1.3.
Совмещение одной структуры с изогнутой второй в PDB формате с раскрашенными кластерами плюс-блоков сохранено в проекте PyMOL 1opk1k9a.pse. Изображение совмещенных структур сохранено в файле 1opk1k9a.png и представлено ниже:
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На этом рисунке красным окрашен первый кластер плюс-блоков (A), синим – второй кластер (B), желтым – третий кластер (C). Номера остатков, входящих в кластеры, были вычислены на основании выравнивания, полученного в FATCAT. Первый кластер образован остатками 83-140 цепи 1opk и остатками 12-70 цепи 1k9a. Второй кластер образован остатками 141-241 цепи 1opk и остатками 77-176 цепи 1k9a. Наконец, третий кластер образован остатками 251-522 цепи 1opk и остатками 185-450 цепи 1k9a.

Из рисунка видно, что сервис FATCAT выдал вполне достоверный результат. Никаких подозрений в ошибке программы при анализе выравнивания и совмещения не появилось.
Сравним кластеры плюс-блоков с доменной организацией белков. Для этого воспользуемся сервисом pDomains. Для цепи А записи 1opk программа CATH нашла 4 домена, а программа SCOP – 3 домена: http://pdomains.sdsc.edu/v2/compareassignments.php?pdbId=1opk&CATH=true&SCOP=true&pdp=true&chain=A&dp=true&DHcL=true&DDomain=true&PUU=true&NCBI=true&Dodis=true
Причем, координаты границ домен очень близки для этих двух программ, а третий домен, определенный программой SCOP, включает в себя третий и четвертый домены программы CATH. Впрочем, координаты, определенные всеми программами на сервисе pDomains, не ограничивали никакие структурные домены. Вероятно, произошла какая-то ошибка, поэтому возьмем координаты согласно SCOP из сервиса PDB (по длине доменов они полностью совпадают с координатами сервиса pDomains):
http://www.pdb.org/pdb/explore/jmol.do?structureId=1OPK&bionumber=1
Для цепи А записи 1k9a на сервисе pDomains программа CATH нашла так же 4 домена, а программа SCOP – 3 домена (последний из которых включает в себя два последних домена, определенных CATH):
http://pdomains.sdsc.edu/v2/compareassignments.php?pdbId=1k9a&CATH=true&SCOP=true&pdp=true&chain=A&dp=true&DHcL=true&DDomain=true&PUU=true&NCBI=true&Dodis=true
Изображение цепи А записи 1opk с раскраской по доменам согласно SCOP сохранено в файле 1opkdom.png и представлено ниже:
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Красным на рисунке окрашен первый домен, синим – второй, желтым – третий.

Изображение цепи А записи 1k9a с раскраской по доменам сохранено в файле 1k9adom.png и представлено ниже:
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Окраска доменов такая же, как и для записи 1opk.

Координаты доменов для цепи А записи 1opk согласно SCOP: 83-139; 140-240; 241-531.

Координаты доменов для цепи А записи 1k9a согласно SCOP: 6-76; 77-177; 178-450.

Как видно, координаты доменов очень близки к координаты кластерам для обоих цепей. Небольшая разница заключается в том, что координаты для доменов обычно шире и включают в себя кластеры плюс-блоков и фрагмент цепи, расположенный между кластерами.
Попробуем найти причину такому изменению конформации. Для этого вначале посмотрим на соседние асимметрические ячейки в кристалле. Таким образом мы выявим ошибку кристаллизации (нет ли взаимодействия между молекулами в кристалле).

Изображение соседних асимметрических ячеек в кристалле записи 1opk сохранено в файле 1opksym.png и представлено ниже:
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Как видно, цепь А (красная) записи 1opk окружена со всех сторон и вполне способна взаимодействовать с ними. Например, если посмотреть на следующее изображение, можно заметить вполне четкое взаимодействие между маленькими участками альфа-спирали разных ячеек:
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Изображение соседних асимметрических ячеек в кристалле записи 1k9a сохранено в файле 1k9asym.png и представлено ниже:
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Цепь А записи 1k9a (красная) также окружена другими цепями, впрочем, единственным более-менее четким взаимодействием этой цепи с другими является взаимодействие, изображенное выше.

Таким образом, ошибка кристаллизации вполне может объяснить разницу в конформациях между цепями А записей 1opk и 1k9a (причем ошибочной может быть структура как 1opk, так и 1k9a).
Посмотрим на белки того же семейства, что и цепи А записей 1opk и 1k9a (семейства SH3-доменов). Почти все белки, содержащие эти 3 домена, имеют конформацию, совпадающую с конформацией цепи А записи 1opk. Лишь один белок (c-src protein tyrosine kinase, запись 1y57) имел конформацию, не совпадающую ни с конформацией 1opk, ни с конформацией 1k9a. Причем, другие записи этого же белка имеют такую же конформацию, как и 1opk. Таким образом, вариант с эволюционной гомологией, скорее всего, отпадает. Кроме того, конформация 1opk вряд ли является ошибкой кристаллизации (вряд ли среди всех белков семейства только 1k9a закристаллизовался правильно).
Наконец, для ответа обратимся к литературе. На сервисе Pubmed была найдена статья «Structure of the Carboxyl-terminal Src Kinase, Csk», согласно которой белки семейства SRC тирозинкиназ, участвуя в инициации многих клеточных процессов, могу существовать в активном и неактивном состоянии. Активному состоянию соответствует конформация структуры 1k9a, а неактивному – конформация структуры 1opk. Это отображено на рисунке ниже (С):
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В левом нижнем углу представлена схема активной конформации белка (1k9a), в правом нижнем углу – неактивной конформации (1opk).

Таким образом, разница в конформациях структур цепей А записей 1k9a и 1opk объясняется конформационной подвижностью.
1a.

Построим теперь жесткое выравнивание цепей А записей 1opk и 1k9a.
Для этого воспользуемся сервисом PDBeFOLD (SSM). На выходе получим файл 1opk1k9a.fasta со структурным жестким выравниванием цепей. Подадим выравнивание на вход сервису Geometrical core и получим геометрическое ядро с порогом 2 Å. На выходе получаем файл 1opk1k9arigidgeom.fasta. После этого совместим в PyMOL командой pair_fit структуры по CA-атомам, входящим в геометрическое ядро.
В результате было получено следующее изображение:
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Зеленым на нем изображена цепь А записи 1k9a, синим – цепь А записи 1opk. Как видно, выравнивание прошло, в основном, по третьему (самому большому) домену обоих структур (соответствующему третьему кластеру плюс-блоков гибкого выравнивания). RMSD совмещения Са-атомов геометрического ядра составляет 0.796 (что является прекрасным результатом). Таким образом, понятно, что жесткое выравнивание не способно дать ожидаемого результата по всем структурам цепей, но способно предоставить достоверный результат по самому большому кластеру плюс-блоков.

1b.

Проверим  гибкое выравнивание последовательностей, полученное в результате выполнения задания 1, по структурным данным с помощью сервиса Geometrical Core. На вход подадим ему выравнивание цепей в формате fasta, сохраненное в файле 1opk1k9aflex.fasta. На выходе получаем таблицу остатков, образующих геометрическое ядро и файл 1opk1k9aflexgeom.fasta.
Полученное геометрическое ядро практически не отличается от ядра, полученного в задании 1a. Как и в предыдущем случае, лучше всего совместились последние кластеры плюс-блоков (потому что они больше всех по размеру).

2.
Построим гибкое выравнивание для цепей А записей 1opk и 1k9a с помощью сервиса FlexProt. На выходе получаем таблицу с количеством кластеров, плюс-блоков и координатами цепей, соответсвующими найденным плюс-блокам (пройдя по ссылкам можно увидеть и выравнивание участков цепей, образующих плюс-блоки):
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FlexProt/getDetailsClusters.pl?file=2clusters.res&sol=0&id=flexprot_31_13_17_5_11_110
Итак, было найдено 3 кластера плюс-блоков, первый из которых состоит из 1 плюс-блока, второй – из 2 плюс-блоков, третий – из 3 плюс-блоков.
Координаты первого кластера: 1opkA 83-139, 1k9aA 12-68.

Координаты второго кластера: 1opkA 140-239, 1k9aA 76-174.

Координаты третьего кластера: 1opkA 279-519, 1k9aA 211-447.

Сравнивая с кластерной структурой, полученной с помощью сервиса FATCAT, видно, что координаты первого и второго кластера практически не отличаются в результатах двух программ. Что касается третьего кластера, то FATCAT включил в него больший фрагмент цепей (1opkA 251-522, 1k9aA 185-450), чем FlexProt (1opkA 279-519, 1k9aA 211-447). Впрочем, доменной организации лучше соответствует результат программы FATCAT.
Вес выравнивания программы FlexProt составляет 387, RMSD – 2.76389.
Выравнивание цепей с раскраской по кластерам согласно FlexProt сохранено в проекте PyMOL flexprot.pse, а изображение сохранено в файле flexprot.png и представлено ниже:
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Красным на рисунке окрашен первый кластер, синим – второй, желтым – третий, зеленым окрашены участки цепей, не входящие ни в один кластер плюс-блоков.
3.
Сравним пару структур одного и того же белка с помощью гибкого выравнивания.

Для сравнения был выбрана цепь А гемофора HasA из бактерии S. marcescens из файлов 2cn4 и 1dk0 (гемофор участвует в краже бактерией железа из эритроцитов).

Воспользуемся сервисом FATCAT. На выходе получаем файл 2cn41dk0.txt с выравниванием цепей. Переведем выравнивание в формат msf с помощью скрипта fatcat_to_fasta.py. В итоге получаем файл 2cn41dk0.msf. В программе GeneDoc были выделены функционально консеравтивные позиции. Последовательности белков являются абсолютно идентичными, поэтому все позиции функционально консервативны.

Суммарная длина выравнивания равна 173. Программой было найдено 2 кластера плюс-блоков (каждый из которых состоит из 1 плюс-блока). Первый из кластеров занимает координаты 2-48 в каждом из белков (и соответственно 1-47 в выравнивании), второй – координаты 50-174 в белках (49-173 в выравнивании).
Для первого кластера вес выравнивания составляет 126.72, RMSD – 0.93; для второго кластера вес составляет 359.07, RMSD – 0.42.

Совмещение одной структуры с изогнутой второй в PDB формате с раскрашенными кластерами плюс-блоков сохранено в проекте PyMOL 2cn41dk0.pse. Изображение совмещенных структур сохранено в файле 2cn41dk0.png и представлено ниже:
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Красным на рисунке окрашен первый кластер плюс-блоков, синим – второй кластер. Зеленым окрашен участок цепи, не входящий ни в один кластер.

Попробуем установить причину такой разницы в конформациях белка. Для этого добудем из банка данных PDB записи 1dk0 и 2cn4 и посмотрим на их структуру в кристалле (это позволит установить ошибку кристаллизации, если таковая имеется).
Начнем с 2cn4. Вообще, белок представляет из себя 2 идентичные переплетенные полипептидные цепи, связанные с двумя молекулами гема:
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Красным на этом рисунке окрашена полипептидная цепь А.

Посмотрим теперь на структуру цепи в кристалле:
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Хоть цепь А и окружена другими молекулами в кристалле, никакого взаимодействия между ней и другими цепями не обнаружено. Вероятно, ошибки кристаллизации в данном случае нет.

Теперь взглянем на запись 1dk0. В данном случае белок представляет из себя 2 идентичные полипептидные цепи, не переплетенные друг с другом, каждая из которых связана с молекулой гема:
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Красным на рисунке окрашена цепь А.

Посмотрим на структуру кристалла:
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Цепь А окружена другими цепями. Причем, в данном случае есть подозрения на некоторые взаимодействия между ними. Например, гем, связанный с цепь А, взаимодействует и с цепью А другой ячейки:
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Точно так же «наша» цепь А взаимодействует с «чужим» гемом и альф-спиралью другой цепи А:
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Таким образом, скорее всего, разница в конформациях объясняется ошибкой кристаллизацией (правильной структурой, соответственно, является структура 2cn4). К такому же выводу пришли и Czjzek et al. в статье «The Crystal Structure of the Secreted Dimeric Form of the Hemophore HasA Reveals a Domain Swapping with an Exchanged Heme Ligand». Это было установлено с помощью ЯМР-эксперимента (анализировалась структура DHasA in vivo).
4.

Построим множественное гибкое выравнивание цепей А структур 1ncs, 2sas и 1jfj с помощью сервиса POSA.
На выходе получаем выравнивание последовательностей, сохраненное в файле flexmulti3.aln, файл PDB с выровненными последовательностями и дерево, отображающее структурное сходство между последовательностями:
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Общее ядро последовательностей состоит всего из 15 остатков, RMSD гибкого выравнивания – 3.94 Å. Выровненные структуры сохранены в проекте PyMOL flexmulti.pse. Их изображение сохранено в файле flexmulti.png и представлено ниже:
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Красным на рисунке окрашена цепь А белка 2sas, синим – цепь А белка 1jfj, зеленым – цепь А белка 1ncs.
Если рассмотреть в том же сервисе гибкое выравнивание лишь цепей лишь двух белков 2sas и 1jfj, то их общее ядро будет состоять из 124 остатков, а RMSD составит 3.49 Å. Выравнивание этих цепей сохранено в файле flexmulti2.aln. Очевидно, цепи этих двух белков гораздо больше похожи друг на друга по сравнению с цепью А белка 1ncs.

