Отчет о результатах анализа множественного выравнивания  последовательностей белков, гомологичных белку Fe-зависимой супероксид дисмутазе кишечной палочки 
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Аннотация 

   В работе получены сведенья о первичных и вторичных структурах белков семейства супероксид дисмутаз, построено их множественное выравнивание, написан паттерн для белков семейства.
Введение.

О белке

   SODF_ECOLI (железозависимая супероксид дисмутаза) состоит из 193 аминокислотных остатков. Она разрушает радикалы (активные формы кислорода), в норме продуцируемые клеткой и опасные для биологических систем. По данным Pfam, белок содержит 2 домена:

Sod_Fe_N (1-81)
Sod_Fe_C ( 85-190)

Белок состоит из цепей A и B, соединенных с лигандом — железом (это гомодимер).

Более подробная характеристика SODF_ECOLI приведена на страничке http://kodomo.cmm.msu.ru/~d04shagam/term1.html
О множественном выравнивания последовательностей гомологичных белков

   Множественное выравнивание последовательностей гомологичных белков должно отражать их пространственную структуру и общность происхождения. Так, аминокислоты с одинаковой функцией (напр., связывание железа в нашем случае) должны соответствовать друг другу (это и общность происхождения, и расположения). То же относится к бета-тяжам, альфа-спиралям, гидрофобным ядрам, крутым поворотам.
   В целом множественное выравнивание гомологичных последовательностей строится программой ClustalW неплохо. Хотя некоторые недостатки всё же есть, и можно до потери пульса их пунктуально исправлять… Например, программа стремится создать хотя бы 1 столбец с родственными (одинаковыми) остатками, зачастую ценой больших ‘гэпов’.

Иногда на местах бета-тяжей или альфа-спиралей появляются очевидно артефактные ‘гэпы’. Надо также понимать, что у программы нет возможности ‘прочитать’ статьи, где говорится о функциональной/структурной важности тех или иных остатков 
О выполненной работе

-Определено семейство гомологичных по домену белков, содержащее данный белок.
-Составлена выборка из 17 последовательностей, представляющих данное семейство, и построено выравнивание полноразмерных последовательностей.
-Выравнивание отредактировано и размечено.

-По аннотированным аминокислотным остаткам построен паттерн для проверки принадлежности входной аминокислотной последовательности семейству супероксид дисмутаз. Его работа проверена и охарактеризована.

-Выборка была разбита на 2 подсемейства.

Материалы и методы 

   Семнадцать представителей семейства получены  из выборки seed  банка Pfam, из которой удалены случайно выбранные белки. Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Множественное выравнивание построено с помощью ClustalW (файл H:\Term4\pr_2\align) прямо на сайте SRS.
   Выравнивание размечено и отредактировано вручную с использованием
программы GeneDoc на основании 
   (а) вторичной структуры белков SODM_HUMAN и SODF_ECOLI, известных из их пространственнох структур (PDB коды 1ap5 и 1isa соответственно); 
   (б) наличия консервативных участков в выравнивании; 
   (в) аннотации отдельных аминокислотных остатков, взятой из Swissprot.
   Паттерн построен по 14 позициям, которые либо аннотированы, либо встречаются на участках с достоверным выравниванием. При этом паттерн стал значительно мягче после сверки с множественным выравниванием, приведенным  для соответствующих доменов Pfam.
   Паттерн описывает участок выравнивания от 52 до 201  (используется нумерация позиций выравнивания, представленного в файле align.msf)

   Последовательности выборки разбиты на две подгруппы на основании связывания лиганда (Fe/Mn) (это разбиение прекрасно отражает и сходство последовательностей – см. align.msf).

Подгруппы покрашены красным и зелёным цветом соответственно.

   Для поиска диагностических признаков использовались сервис SDPpred (Kalinina OV, Mironov AA, Gelfand MS, Rakhmaninova AB. (2004))и редактор GeneDoc, в частности,   раскраска по консервативности в подгруппах.
Обозначения, принятые в align.msf
   Все обозначения согласуются с рекомендациями, данными в задании. Поскольку вторичная структура белков SODM и SODF различается, она приведена не только для SODM_HUMAN (в строчке Secondary), но и для SODF_ECOLI (в ECOLI_2d)
Результаты

1. Семейство и выборка 

   Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Sod_Fe_C (PF02777).  Функция  домена – супероксид дисмутазная и связывание иона метала (по данным GO).
   В банке Pfam к этому семейству отнесено 1462 последовательности. Белки семейства встречаются у эукариот (400), бактерий (1031), архей (25), вирусов(1)  (Примечательно, что 400+1031+25+1<1462).
   По данным  Pfam, белки бывают  5 различных доменных архитектур (из которых наиболее распространены 2: Sod_Fe_C + Sod_Fe_N и только домен Sod_Fe_C)
   Для исследования составлена выборка из  17 представителей семейства.  Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты.  


2. Множественное  выравнивания полноразмерных последовательностей белков  

выборки представлено в файле align.msf.  Домен Pfam соответствует участку от 119 до 228 позиции выравнивания. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательностях SODF_ECOLI и SODM_ECOLI, определенные по пространственной структуре белка.  Выравнивание отредактировано вручную на участках 
  а) 118-121 Необходимость коррекции вызвана тем, что по каким-то причинам программа не  сопоставила здесь явно схожие остатки (это подтверждает выравнивание доменов в Pfam).

  b)153-157.  Необходимость коррекции вызвана тем, что бета-тяжи должны быть консервативны.


Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке,  отмечено в выравнивании.   
В качестве примера, рассмотрим участок 188-222 выравнивания: 
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Как видно, оба функционально значимых остатка (обозначены L в нижней строчке– связывают лиганд) выровнены верно. И влево, и вправо от них идёт выравнивание без ‘гэпов’, причём отчётливо видны консервативные столбцы. Единственная колонка с пропусками вызвана тем, что в одной из последовательностей вставка (т. к. справа – ещё 1 консервативный участок). Заметим, что все альфа-спирали и бета-тяжи не содержат ни одного пропуска.
      3.   Паттерн семейства и его проверка

На основании исследуемой выборки белков и данных Pfam был составлен следующий паттерн:
H-[HY]-X(25,69)-H-X(2)-[YFW]-[YFW]-X(60,100)-D-[VMLASIGFET]-[WFGYH]-E-H-[ASTG]-[YFW]-[YVFMLW]-[VLIAKSMD]

	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	172 
	1
	173

	Не найдено паттерном
	33
	-
	-

	Всего
	205
	-
	-


   Как видно, некоторые принадлежащие семейству последовательности не найдены этим паттерном. Это связано с тем, что не были охвачены все возможные варианты последовательностей.
4.    Диагностические признаки подсемейств 
	Позиция
	SODF
	SODM
	Mutual information (Ip)
	Z-score (Zp)

	231
	Gap
	3.01e-01
	9.02
	Details

	84
	Gap
	3.00e-01
	7.37
	Details

	230
	Gap
	2.57e-01
	6.22
	Details

	102
	70Gln
	4.69e-01
	5.91
	Details

	71
	46Thr
	5.96e-01
	5.19
	Details

	100
	68Ala
	4.55e-01
	5.09
	Details

	109
	77Tyr
	4.48e-01
	4.91
	Details


   На основании имеющихся данных правило можно было бы сформулировать только одно:

Если в 71 позиции выравнивания стоит  T, наверняка это семейство SODF, а если A, P, D или Q –скорее всего, SODM. 

   Но эта позиция не принадлежит хорошо выровненному участку => не подходит. Действительно, правило не работает для других членов семейства.

   Поэтому, к сожалению, несмотря на наличие множества SDP чёткое правило сформулировать не удаётся.
Обсуждение

   Из всего выравнивания (его длину считаем равной 202)  75%, на мой взгляд, является достоверным (что неплохо в сравнении комментариями однокурсников). Это функционально значимые и другие консервативные позиции, промежутки между ними. Все бета-тяжи и большинство альфа-спиралей попадают именно на эту часть выравнивания (что не удивительно: даже 1 вставка или делеция там может серьёзно повлиять на структуру белка). Ещё 14% можно отнести к негарантированному выравниванию, остальные 11% с выравниванием общего ничего не имеют.
   К сожалению, паттерн не определяет с абсолютной точностью принадлежность последовательности к семейству супероксид дисмутаз. Это может быть связано с тем, что 

наша выборка недостаточно представительна. Действительно, этот паттерн – это версия исправленная исходя из выравнивания, полученного Pfam. Однако, что радует, с помощью него был найден ещё 1 белок (SODM_ASPFU), также являющийся супероксид дисмутазой, но не найденный Pfam (см. файл compare.xls в сопроводительных материалах). 
   Хотя Fe- и Mn-зависимые супероксид дисмутазы по аминокислотной последовательности явно друг от друга отличаются (см. align.msf), не удаётся создать четкое правило для определения белка в то или иное подсемейство (см. Результаты >> диагностические признаки подсемейств).
(2) Соправодительные материалы и литература
1)Размеченное и отредактированное выравнивание полноразмерных последовательностей выборки align.msf (H:\public_html\t4_files\align.msf).

2)Результаты скрининга с помощью паттерна (а также их сравнение с оригиналом  в compare.xls) 
В работе использовались лекции А.В. Алексеевского.
