Отчет по заданию «Гибкое пространственное выравнивание»

Токарчука Артема Валерьевича.
1. Гибкое выравнивание протеинкиназ 1ad5 и 1k9a. Сервис FATCAT.
 В записи 1ad5 представлена структура тирозин-протеинкиназы HCK гематопоэтических клеток человека (UNIPROT ID P08631). Белок состоит из 526 а.о., цепь A 1ad5 – 438 а.о. 
 В записи 1k9a представлена структура C-концевой Src тирозинкиназы норвежской крысы (UNIPROT ID P32577). Белок состоит из 450 а.о., цепь A 1k9a  - 439 а.о.
 С помощью FATCAT построено гибкое выравнивание цепей A 1ad5 и 1k9a (файл с выравниванием 1ad5A_1k9aA_f_aln.txt).  Согласно FATCAT, структуры в значительной степени схожи (P-value=0.00e+00), найдено 3 кластера, вторая структура была изогнута 2 раза (места изгибов обозначены стрелками). Карта локального сходства:
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     С помощью скрипта fatcat_to_fasta.py выравнивание из формата FATCAT переведено в fasta-формат (1ad5A_1k9aA_f_aln.fasta) и msf-формат (1ad5A_1k9aA_f_aln.msf) . Откроем его в GeneDoc , выделим функционально консервативные позиции и раскрасим кластеры плюс-блоков (Chain_1 – цепь A 1ad5; Chain_2 – цепь A 1k9a; окраска кластеров (Blocks) как на карте локального сходства):
[image: image2.png]Chain_1 81
Chain_z 88
Blocks 80
nah yA aa Aa A kgAasaamaaa  aAwkArv arr g  aAyAarA
Chain_1 170
Chain_z 169
Blocks 158
bctGs csGRSLTTKGGYb CSGby GTSKYYG vIyd GG C G gST ST c SKYYTTGNKG CtG SG bCCSGEL

80 * 200 * 220 * * 260
Chain_1 E1eREFLELERGLEAROFEagi EAHT ik K——EPI'II 1 254
Chain_2 hno KIEEE [EDUIL - Gi) I} L TTEEKGGLY 256
Blocks - CCCCCCCCCECCCECCCCCECCCCCCCCCCCt-COCCCCCCee-1 cccccccccccccccccccccccccccccccc——ccccccc : 239

cgs w omck tgg g ometCv cykCackcck ssmom a a acCCt  Csb C ¢ Ccc coct
* 300 340 *

Chain_1 KQPLPRLIDFPAQIAEGTAF IEQ LATVGATF P 343
Chain_2 LGGDELLEF HLDIEEAYENLEG LTGEASJL 345
Blocks ccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc— -ccccccccecceeee 325

cCakgC cdc gCr gCs ¢ k C cc Cc  vCoeCrd aaaCe CC scCckeed g gk ckwta a v g

360 380 420 440
Chain_1 : EerrERmIEE mmm I R 5T eeEfe e i OLonE R ¢ 429
Chain 2 : KEET M HFeTLIED T o B HLDAnTEiFLOLREQLENIRANE : 431
Blocks cccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc 411

s c kCdCwC g m  Cecgre C gece Cc ac ggCgC a sC  cCneCevCwyer rt ¢ cc h ctm




  В выравнивание вошли а.о. цепи A 1ad5 с 83 по 523; цепи A 1k9a с 11 по 447 (нумерация как в PDB файлах). 
  Длина выравнивания – 442, суммарная длина обоснованного выравнивания – 411 (93.6% от длины меньшей последовательности (1k9a)).
  Рассмотрим каждый кластер:

1) Кластер Block 0 (A). Занимает позиции в выравнивании с 1 по 59. Состоит из 3 плюс-блоков (1-32; 35-43; 45-59). Суммарное число позиций обоснованного выравнивания  в кластере – 56. Суммарное число совпадающих букв в кластере – 18 (32.1% от числа позиций обоснованного выравнивания этого кластера). Суммарное число сходных букв – 32 (57.1% от числа позиций обоснованного выравнивания). RMSD=1.18. 
2) Кластер Block 1 (B). Занимает позиции в выравнивании с 66 по 175. Состоит из 4 плюс-блоков (66-89;  92-116; 122-133; 135-175). Суммарное число позиций обоснованного выравнивания  в кластере – 102. Суммарное число совпадающих букв в кластере – 34 (33.3% от числа позиций обоснованного выравнивания). Суммарное число сходных букв – 47 (46% от числа позиций обоснованного выравнивания). RMSD=2.25.
3) Кластер Block 3 (C). Занимает позиции в выравнивании с 183 по 442. Состоит из 5 плюс-блоков (183-214; 216-225; 227-258; 261-338; 342-442). Суммарное число позиций обоснованного выравнивания  в кластере –  253. Суммарное число совпадающих букв в кластере – 112 (44.3% от числа позиций обоснованного выравнивания). Суммарное число сходных букв – 164 (64.8% от числа позиций обоснованного выравнивания). RMSD=1.52.
На сервере FATCAT получен PDB файл с совмещением структуры 1ad5 с изогнутой структурой 1k9a (1ad5A.1k9aA.pdb).  Изображение совмещенных структур:
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Красным покрашен 1-ый кластер, фиолетовым – 2-ой, желтым – 3-ий кластер, зеленым – часть белка не вошедшая ни в один кластер. Изображение получено в PyMol с помощью скрипта (составлен на основании RasMol скрипта 1ad5A.1k9aA.script сгенерированного FATCAT; цепь A – цепь A 1ad5A, цепь B – цепь A 1k9aA):
load 1ad5A.1k9aA.pdb
hide all

show cartoon, all

color red, resi 83-140 and chain a
color red, resi 11-68 and chain b
color purple, resi 141-250 and chain a
color purple, resi 75-176 and chain b
color yellow, resi 255-523 and chain a
color yellow, resi 184-447 and chain b
ray
png 1ad5A.1k9aA.png

  Заключение.

  Визуально кластеры хорошо совместились в пространстве, каждому из них соответствует низкое значение RMSD (RMSD < 2.3 Å для каждого кластера). Выравнивания последовательностей, построенные по пространственному наложению также хорошие (довольно высокие проценты идентичных а.о.). Поэтому считаем, что FATCAT выдал достоверный результат. 
 Сравним доменную структуру белков с координатами найденных кластеров плюс-блоков.

  Согласно SCOP, цепь A 1ad5 содержит 3 домена: 1-63, 64-166, 167-438. Это странно, ведь нумерация остатков цепи A начинается с 82. Возможно SCOP “съехал” на 81 позицию, если это так, разбиение на домены ~ соответствует разбиению на кластеры. 
  Согласно SCOP, цепь A 1k9a содержит 3 домена: 6-76, 77-177, 178-450. Разбиение на домены ~ соответствует разбиению на кластеры.
  Таким образом, домены белков хорошо совмещаются между собой, но в структурах они расположены пространственно по-разному. FATCAT нашел способ изогнуть структуру 1k9a так, чтобы домены имели схожее пространственное расположение.
  Вызвана ли изменчивость конформации ошибкой кристаллизации?  
  На рисунке изображены молекулы белка в фрагменте кристалла записи 1ad5, цепь A – красная. Несмотря на то, что молекулы упакованы плотно, не наблюдается сильных взаимодействий между цепями в кристалле (например, нет бета-листов из бета-тяжей разных цепей).
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    То же справедливо и для структуры 1k9a. Поэтому конформационная изменчивость вряд ли вызвана артефактами кристаллизации.
  Найденная изменчивость конформации имеет функциональное значение для протеинкиназ (статья PMID: 11884384). Конформация 1k9a соответствует активной форме, а конформация 1ad5 – неактивной форме протеинкиназы.   

  1а. Жестко выравнивание структур 1ad5 и 1k9a.
  На сервере PDBeFOLD получено выравнивание последовательностей (1ad5_1k9a_pdbefold.fasta), построенное по структурному выравниванию. По этому выравниванию найдено геометрическое ядро с порогом 2 Å на сервер Geometrical core (1ad5A_1k9aA_pdbefold_gcore.fasta). Изображение наложенных структур по Cα-атомам геометрического ядра:
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  Зеленым покрашена цепь A 1k9a, синим – цепь A 1ad5.
  Изображение наложения с раскраской по кластерам, как в задании 1:
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  Таким образом, в результате жесткого выравнивания выровнялись участки белков, соответствующие 3-му (самому большому) кластеру плюс-блоков. Вероятно, такое выравнивание является оптимальным, при условии, что нельзя изгибать структуры белков. 
  1b. Проверка гибкого выравнивания с помощью сервиса Geometrical Core.

  Выравнивание  FATCAT (1ad5A_1k9aA_fatcat_aln.fasta) было подано на вход Geometrical Core, получено выравнивание с разметкой геометрических ядер (1ad5A_1k9aA_fatcat_aln_gcore.fasta).  Как видно из полученного выравнивания в формате msf (1ad5A_1k9aA_fatcat_aln_gcore.msf), главное геометрическое ядро примерно соответсвует 3-му кластеру (самому большому), 1-ое альтернативное ядро – 2-му кластеру (2-му по длине), 2-ое альтернативное ядро – 1-му кластеру (3-ему по длине). Geometrical Core подтвердил выравнивание FATCAT.
2. Гибкое выравнивание цепей A протеинкиназ 1ad5 и 1k9a. Сервис Rapido.
Выравнивание Rapido в fasta-формате: 1ad5A_1k9aA_rapido.fasta. Согласно Rapido, RMSD жесткого выравнивания 23.25, RMSD гибкого выравнивания с 2 изгибами 1k9a 0.92. Кластеры Rapido определил так:

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	кластер
	Длина 
	RMSD
	
	Позиции

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	1
	190
	0.90
	1AD5_A:
	A267-A277, A280-A287, A289-A295, A316-A329, A335-A352, A357-A404, A425-A436, A439-A464, A468-A482, A486-A516

	
	
	
	1K9A_A:
	A195-A205, A208-A222, A242-A255, A263-A280, A285-A332, A349-A360, A363-A388, A392-A406, A410-A440

	2
	81
	0.88
	1AD5_A:
	A147-A163, A170-A191, A197-A206, A210-A215, A218-A221, A224-A245

	
	
	
	1K9A_A:
	A81-A97, A102-A133, A136-A141, A144-A147, A150-A171

	3
	55
	1.06
	1AD5_A:
	A84-A114, A116-A124, A126-A140

	
	
	
	1K9A_A:
	A12-A42, A45-A68


 Границы кластеров определены примерно так же, как с помощью FatCat.
Выдача Rapido.
3. Гибкое выравнивание гемофора HasA из бактерии S. marcescens из файлов 2cn4 и 1dk0 (цепи A).
  В записях PDB 2cn4 и 1dk0 представлена структура одного и того же белка (UNIPROT ID Q54450 длина 188 а.о.), одинаковым фрагментом длиной 173 а.о. 
  Выравнивание FATCAT: 2cn4_1dk0_fatcat.txt. 
  Выравнивание в fasta-формате:  2cn4_1dk0_f.fasta. В msf-формате: 2cn4_1dk0_f.msf.
  Суммарная длина выравнивания – 173, длина обоснованного выравнивания – 172.
  FATCAT выделил 2 кластера, каждый состоит из 1 плюс-блока. 1-ый кластер (RMSD=0.93): 1-47 позиции выравнивания (2-48 позиции в белках). 2-ой кластер (RMSD=0.42): 49-173 позиции выравнивания (50-174 позиции в белках).
  В файле 2cn4A.1dk0A.pdb – совмещение цепи A 2cn4 c изогнутой один раз цепью A 1dk0.

  Изображение совмещенных структур (красным покрашен 1 кластер, синим – 2-ой):
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   Изображение получено в PyMol с помощью скрипта:
load 2cn4A.1dk0A.pdb
hide all

show cartoon, all

color red, resi 2-48

color blue, resi 50-174

  Так выглядят наложение после жесткого выравнивания (зеленая – цепь A 2cn4, синяя – цепь A 1dk0):
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  Чем вызвана такая конформационная изменчивость?
  Структура асимметрической единицы 2cn4 (цепь A - красная):
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  Фрагмент кристалла 2cn4 (та же цепь A - синяя):
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  Взаимодействий между цепями разных асимметрических ячеек нет.
  Структура асимметрической единицы 1dk0 (цепь A - красная):

[image: image11.png]



  Фрагмент кристалла 1dk0 (та же цепь A - синяя):
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  Выделенная синяя цепь A взаимодействует с гемом одной из соседних ячеек, также гем этой цепи взаимодействует с цепью одной из соседних ячеек, однако ярко-выраженных взаимодействий не обнаружено.
  Конформационная изменчивость объясняется конформационной подвижностью, в живых клетках встречаются обе конформации белка (статья с PMID: 17113104).
     4. Множественное гибкое выравнивание цепей A 1ncs, 2sas и 1jfj. Сервиса POSA.   

  Выравнивание: posa.aln.

  Дерево, отражающее структурное сходство:
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  Изображение выровненных структур (зеленым покрашена цепь A 1ncs, красным – цепь A 2sas, синим – цепь A 1jfj):
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Общее ядро для гибкого выравнивания состоит из 15 а.о. RMSD совмещения 3.94Å (для жесткого выравнивания – 0 остатков).

Общее ядро для гибкого выравнивания цепей A только 2sas и 1jfj состоит из 124 а.о. RMSD 3.49 Å (для жесткого выравнивания – 67 а.о. RMSD 3.16Å) .
