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Аннотация.
Из числа представителей seed банка доменов Pfam была сделана выборка из 26 аминокислотных последовательностей доменов белков, гомологичных белку CLCA_ECOLI и имеющих домен PF00654 (идентификационный номер домена в Pfam), характерный для белка CLCA_ECOLI. Затем, используя данные банка данных UniProt, было построено множественное выравнивание белковых последовательностей белков, чьи домены входили в состав изначальной выборки. Выравнивание было отредактировано. Обоснована правильность полученного выравнивания. Построен паттерн по аннотированным аминокислотным остаткам для проверки принадлежности входной аминокислотной последовательности семейству белков, содержащих домен PF00654. Проверена и охарактеризована его работа. Выборка разбита на два подсемейства. Найдены и охарактеризованы диагностические признаки подсемейств.
Введение.

О белке

Выборка строилась на основе белков, содержащих тот же домен, что и белок CLCA_ECOLI. Данный белок получен из Escherichia coli, длина последовательности - 473 а.о., длина домена (данные из Pfam) – 355 а.о.. CLCA_ECOLI является потенциал-зависимым хлоридным каналом.
Доменная архитектура CLCA_ECOLI 

Пространственная структура CLCA_ECOLI 
О множественном выравнивания последовательностей гомологичных белков

По закону природы гомологичные белки, имеющие одинаковые функции, имеют похожие пространственные структуры частей белков, отвечающих за эти функции. Соответственно, самое достоверное выравнивание – пространственное выравнивание. 

Однако для построения такого выравнивания нужно иметь в наличии достоверные пространственные структуры выравниваемых белков. Сейчас известно весьма мало таких структур, следовательно, приходиться строить выравнивания по каким-либо косвенным признакам сходства тех или иных участков пространственных структур. 

Для построения такого рода выравниваний (по косвенным признакам) было создано множество программ, которые ищут сходство в аминокислотных последовательностях белков, ибо такое сходство действительно указывает на искомое сходство. В силу того, что программа строит наилучшее по очкам, присуждаемым по определённым правилам полученному выравниванию, выравнивание, то часто обнаруживается сходство там, где его на самом деле нет. Отсюда вытекает лишь один вывод – построенное по аминокислотным последовательностям программой выравнивание с большой вероятностью является только лишь неким ориентировочным выравниванием, имеющим разночтения с пространственным выравниванием.
О выполненной работе
Из числа представителей seed банка доменов Pfam была сделана выборка из 26 доменов белков, гомологичных белку CLCA_ECOLI и имеющих домен PF00654 (идентификационный номер домена в Pfam), характерный для белка CLCA_ECOLI. Затем, используя данные банка данных UniProt, было построено множественное выравнивание белковых последовательностей белков, чьи домены входили в состав изначальной выборки. Выравнивание было отредактировано. Обоснована правильность полученного выравнивания. Построен паттерн по аннотированным аминокислотным остаткам для проверки принадлежности входной аминокислотной последовательности семейству белков, содержащих домен PF00654. Проверена и охарактеризована его работа. Выборка разбита на два подсемейства. Найдены и охарактеризованы диагностические признаки подсемейств.
Материалы и методы
26 представителей семейства получены из выборки seed банка Pfam. Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Множественное выравнивание построено с помощью программы muscle (см. файл alig_full.msf)

Выравнивание размечено и отредактировано вручную с использованием программы 

GeneDoc на основании (а) вторичной структуры белка CLCA_ECOLI, известной из его пространственной структуры (PDB код: 1ots); (б) наличия консервативных участков в выравнивании; (в) аннотации отдельных аминокислотных остатков, взятой из документа банка данных Pfam.
Построен один паттерн по трём паттернам, построенным по позициям, отмеченным на выравнивании оранжевым по строке “Functional”. Позиции соответствуют консервативным участкам белка. Последовательности выборки разбиты на две подгруппы (см. файл 2group.msf) на основании филогенетического дерева (DREVO.gtf). 
Для поиска диагностических признаков использовались сервис SDPpred, редактор GeneDoc, в частности, раскраска по консервативности в подгруппах.

Результаты
1. Семейство и выборка 

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен PF00654. Функция  домена –транспорт ионов хлора через мембрану. Хлоридные каналы преставлены эволюционно консервативным семейством потенциал-зависимых каналов, которые не являются структурно связанными с другими известными потенциал-зависимыми каналами. Они обнаружены в различных организмах, начиная от бактерий и заканчивая животными и растениями. В высших животных в их функции включены регуляция объёма клеток, контроль электронного возбуждения в клетке и тарнс-эпителиальный транспорт.
В банке Pfam к этому семейству отнесено 402 последовательности. Белки семейства встречаются у эукариот – 162 (преимущественно у  животных),  бактерий - 152,  архей – 16. 

По данным Pfam, доменные архитектуры рассматриваемых белков не изобилуют разнообразием. Домен PF00654 всегда идёт первым с N-конца белка и занимает большую часть белка. Приблизительно в половине случаев белки содержат только домен PF00654, в остальных последний встречается в сочетании с одним или несколькими доменами маленьких размеров, по сравнению с PF00654.
Для исследования составлена выборка из 26 представителей семейства. Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты. 
2. Множественное  выравнивание.

 Множественное  выравнивание полноразмерных последовательностей белков выборки представлено в файле alig_full.msf. Домен Pfam соответствует участку от 254 до 752 позиций выравнивания и отмечен на выравнивании буквами “D” по строке “Domain”. Для удобства, начальный и конечный столбцы домена отмечены зелёным цветом. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности Secondary, определенные по пространственной структуре белка CLCA_ECOLI (PDB-код: 1ots). Выравнивание отредактировано вручную на участке расположения домена. Необходимость коррекции вызвана тем, что выравнивание, построенное программой CLUSTALX, выровняла домены последовательностей выборки иначе, чем это было сделано в выравнивании доменов, полученном из банка данных Pfam. Были отредактированы границы доменов, которые не совпадали для некоторых последовательностей, и один участок внутри домена – функционально важный участок последовательности был смещён для некоторых последовательностей.
Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке,  отмечено в выравнивании буквами “A” по строке “Alignment”. Буквами “X” отмечены участки, где выравнивание предположительно есть, но это ещё не факт. Буквами “L” отмечены линкерные участки, “Y” – предположительно линкерные.
По всему выравниванию чётко выделяются 4 участка консервативности, причём 3 из них точно являются функционально важными. (см. документ Pfam и используй скрипт 1.spt для файла 1ots). На выравнивании по строке “Functional” отмечены эти участки; приняты следующие обозначения:

S – SITE – сайт (он один – 325 по выравниванию).

B –  BINDING - аминокислотные остатки, связывающие ионы хлора

M – MOTIF – характерные для данной последовательности участки.

Интересно, что BINDING-445 не входит в домен, хотя на выравнивании этот участок консервативен.

Примечание: мотивы на выравнивании расположены на области объединения мотивов (M), сайта (S) и участков связывания (B). 

3. Паттерн семейства и его проверка.
Сначала было построено 3 паттерна, каждый по описанному выше функционально значимому консервативному участку. На выравнивании участки, используемые для построения паттернов, отмечены оранжевым цветом по строке “Functional”. Поиск производился по банку данных SwissProt.
1. [PSI]-X-G-X-[FLIV]-X-P-X(4)-[AG]-[AST]-X(2)-[GAS] – находит 254 последовательности. 

2. [ASTEGI]-[PRKY]-X-[ASTL]-X-[GAS]-[HGS]-G-[IT]-[PSDNA]-[EQAR]-X-[KLIEY]-X(2)-[LIVFM]-X-[GDRT] – 54 находки. 
3. G-X(3,5)-[KRF]-[EVR]-[AG]-P-X-[VIA]-[HQ] – 97 находок.
По полученным результатам наблюдается разночтения между паттернами; каждый из них по отдельности для определения принадлежности последовательности к семейству использовать нельзя. По этой причине был создан один паттерн, являющийся объединением трёх построенных:
[ASTEGI]-[PRKY]-X-[ASTL]-X-[GAS]-[HGS]-G-[IT]-[PSDNA]-[EQAR]-X-[KLIEY]-X(2)-[LIVFM]-X-[GDRT]-X*-G-X(3,5)-[KRF]-[EVR]-[AG]-P-X-[VIA]-[HQ]-X*-[PSI]-X-G-X-[FLIV]-X-P-X(4)-[AG]-[AST]-X(2)-[GAS]  
Было найдено 40 последовательностей.
Всего записей о белках, содержащих домен PF00654, в SwissProt – 75. 
Были сравнены списки находок: все 40 находкок есть во втором списке. Паттерн определяет приблизительно половину белков семейства, зато не определяет лишних последовательностей.
4. Диагностические признаки подсемейств.
Представленная выборка была разделена на 2 подгруппы (см. файл 2group.msf). Видимого глазами различия между выделенными подсемействами на выравнивании не видно. Подсемейства были выделены на основе филогенетического дерева, построенного программой CLUSTALX. В общем, дерево позволяет выделить аж четыре подсемейства, но, в целях не совсем до конца наврать, было выделено лишь два: зелёная и красная ветки – одно подсемейство, синяя и фиолетовая – другое. Стоит заметить, что настоящую выборку совершенно нецелесообразно разбивать на подгруппы, так как такое деление получается искуственным, навроде выравнивания, вычисленного в тех местах, где его нет. Вышесказанное подтверждает то, что сервис SVETKA выделяет совершенно иные группы, чем те, что построены по дереву. По “мнению” программ, консервативной для подгруппы считается та позиция, где в первой подгруппе стоит один аминокислотный остаток, а во второй он же, но в одной последовательности всё же произошла замена. Понятно, что такая замена могла произойти в любой последовательности выборки, и произойди она в любой последовательности первой подгруппы, сразу бы было определено, что эта позиция консервативна для второй подгуппы, но совершенно неконсервативна для первой. Такая оценка необъективна для выделения подсемейств, а на деле получается, что ряд таких нелепых доказательств  и определяют подгруппы. 
В смысле диагностических позиций скудно. Наиболее вразумительные данные были получены с помощью сервиса SDPpred. Для подсемейств, определённых с помощью филогенетического дерева, выделены 3 диагностических позиции, причём две из них в самом начале последовательностей, где нет ни доменов, ни мотивов, а есть лишь свободно болтающиеся хвосты… Эти позиции отмечены в файле 2group.msf красным цветом, но первые две не несут какой-либо значимой информации.
Обсуждение

Белки рассматриваемого семейства являются ионными каналами и несут важную функцию, стало быть, должны быть консервативны. Действительно, в банке данных Pfam, белки семейства описаны, как весьма консервативные. Также см. консервативность здесь и здесь. Однако в построенной выборке действительно сильной консервативности не заметно. Если точнее, то консервативными оказались только функционально значимые участки. 

Впрочем, именно такая консервативность подтверждает важность этих белков. Обнаруженные консервативные участки действительно уникальны и важны для выполнения функции белка, ибо паттерн, построенный по этим участкам, определяет только последовательности белков данного семейства. Видимо, паттерн возможно модифицировать, чтобы он находил большее количество последовательностей семейства. Скорее всего, паттерн содержит ряд “категоричных” условий, которые отсеивают некоторые последовательности семейства. Если эти условия “смягчить”, то, наверное, паттерн будет находить больше последовательностей семейства, но, что тоже весьма вероятно, по-прежнему не будет причислять к семейству лишние находки.

Если с паттерном всё хорошо, то с диагностическими признаками подсемейств всё куда хуже. Похоже, что составленные подсемейства реально не существуют; предложенное деление не имеет биологического обоснования. Выделенных диагностических позиций (по существу таковая вообще одна) не достаточно для отнесение той или иной последовательности семейства к какому-либо из двух подсемейств.
Никакая литература в данной работе не использовалась.
