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Аннотация.

В этой работе была составлена выборка семейства белков, гомологичных белку ENO_ECOLI по одному из доменов. Далее было построено выравнивание последовательностей, в дальнейшем размеченное и отредактированное; затем был построен паттерн на принадлежность семейству; наконец, выборка была разбита на два подсемейства по определённым диагностическим признакам.

Введение.

1) О белке ENO_ECOLI.

Русское название белка – энолаза.

Функция: участие в катализе некоторых реакций, например, реакции разложения 2-фосфоглицерата на фосфоенолпируват и воду (подробнее см. описание функций белка с помощью EcoCyc).
Длина белка: 432 а.о. (это и другие любопытные сведения можно увидеть здесь).

Доменная архитектура: белок состоит из двух доменов – Enolase_N и Enolase_C (их положение в последовательности – 2-133 и 142-430 соответственно). Подробнее о доменной структуре белка ENO_ECOLI можно прочитать здесь.
Вторичная структура: белок имеет 17 альфа-спиралей и 16 бета-тяжей (картинку можно увидеть тут).

Пространственная структура: белок состоит из 4 цепей и имеет такие гетерогруппы, как ионы магния, сульфат-ион и молекулы воды (изображение структуры см. здесь).
2) О множественном выравнивании последовательностей гомологичных белков.
Множественное выравнивание – это сравнение последовательностей белков. Это сравнение показывает степень сходства аминокислотного состава последовательностей. Но не только это можно увидеть из множественного выравнивания. Оно также отражает сходство в структурах белков (первичных, вторичных и третичных) – одинаковые гидрофобные участки, полярные области, альфа-спирали и бета-тяжи похожей структуры, схожее расположение белков в мембране (если они являются трансмембранными) и т.п.

Когда выравнивание можно считать «хорошим»? Здесь, конечно, многое зависит от степени сходства последовательностей белков. Но некоторые критерии оценки выравнивания выделить всё же можно.
Основные из них – это:

· Наличие сильно консервативных позиций (а ещё лучше – целых участков)

· Выровненные последовательности структурных элементов: альфа-спирали, бета-тяжи…

Если мы знаем что-либо о пространственной структуре некоторых белков, то можно при необходимости проверить, соответствует ли выравнивание последовательностей пространственному расположению белков, и устранить несоответствия. Отредактированное выравнивание, разумеется, будет более достоверным.
                 5   10   15   20   25   30   35   40   45   50       
1AU7_A     : ---KRRTTISIAAKDALERHFG---EHSKPSSQEIMRMAEELN--------- : 37
1B72_B     : ----LRTNFTTRQLTELEKEFH---FNKYLSRARRVEIAATLE--------- : 36
1B81_C     : -----RQTYTRYQTLELEKEFH---TNHYLTRRRRIEMAHALS--------- : 35
1JGG_D     : ---RYRTAFTRDQLGRLEKEFY---KENYVSRPRRCELAAQLN--------- : 37
3HDD_E     : -----RTAFSSEQLARLKREFN---ENRYLTERRRQQLSSELG--------- : 35
1NK2_F     : -KRKRRVLFTKAQTYELERRFR---QQRYLSAPEREHLASLIR--------- : 39
1LE8_G     : -----KSSISPQARAFLEQVFR---RKQSLNSKEKEEVAKKCG--------- : 35
HAT9_ARATH : -SARKKLRLTKQQSALLEESFK---DHSTLNPKQKQVLARQLN--------- : 39
1PUF_H     : -ARRKRRNFNKQATEILNEYFYSHLSNPYPSEEAKEELAKKCG--------- : 42
1LFB_I     : -GRRNRFKWGPASQQILFQAYE---RQKNPSKEERETLVEECNRAECIQRGV : 48
1MNM_J     : TKPYRGHRFTKENVRILESWFAKNIENPYLDTKGLENLMKNTS--------- : 43
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              55   60   65   70   75   80   85   90   95  100      
1AU7_A     : ------------LEKEVVRVWFCNRR----QREKRVK------------ : 58
1B72_B     : ------------LNETQVKIWFQNRR----MKQKK-------------- : 55
1B81_C     : ------------LTERQIKIWFQNRR----MKLKK-------------- : 54
1JGG_D     : ------------LPESTIKVWFQNRR----MKDKR-------------- : 56
3HDD_E     : ------------LNEAQIKIWFQNKR----AKIKK-------------- : 54
1NK2_F     : ------------LTPTQVKIWFQNHR----YKTKRAQNEKGYEGHP--- : 69
1LE8_G     : ------------ITPLQVRVWFINKR----MRSK--------------- : 53
HAT9_ARATH : ------------LRPRQVEVWFQNRR----ARTKLKQ------------ : 60
1PUF_H     : ------------ITVSQVSNWFGNKR----IRYKKNIGKFQQEEANIY- : 74
1LFB_I     : SPSQAQGLGSNLVTEVRVYNWFANRRKEEAFRHKLAMDTYKLN------ : 91
1MNM_J     : ------------LSRIQIKNWVSNRR----RKEKT-------------- : 62
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Вот пример выравнивания, согласованного с пространственной структурой.
Здесь показано выравнивание 11 гомеодоменов, для пяти из которых (с PDB-кодами 1AU7, 1NK2, 1PUF, 1LFB, 1MNM) дано пространственное выравнивание 3D-структур. Фиолетовым выделены петли между выровненными участками.
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На этой картинке можно видеть пространственное выравнивание пяти гомеодоменов. Белковые цепи покрашены “by chain” (каждая цепь своим цветом), а ДНК – жёлтым.
Множественные выравнивания строятся, естественно, с помощью определённых программ (например, ClustalW, ClustalX…). При построении выравнивания программа пользуется только данные об аминокислотном составе и пытается найти в последовательностях как можно больше общего. Другие данные о белках она не учитывает. В этом, с одной стороны, трудность построения выравнивания (биологически правильного), а с другой стороны - процесс идёт быстрее.
Поэтому не стоит безоглядно доверять выравниванию, построенному программой. Его нужно по возможности сверить с другими данными, например, с особенностями пространственной структуры белков.

3) О выполненной работе:
- составлена выборка семейства белков, гомологичных белку ENO_ECOLI по домену С;

- построено выравнивание последовательностей выборки;

- полученное выравнивание размечено и отредактировано;

- построен паттерн на принадлежность семейству доменов и проверена его работа;

- выборка разбита на два подсемейства по определённым диагностическим признакам.

Материалы и методы.
1) В банке Pfam был проведён поиск последовательности ENO_ECOLI. Она состоит из 2-х доменов: Enolase N (остатки 2-133) и Enolase C (142-430).

Для домена C имеется пространственная структура, и по нему мы в дальнейшем составляли выборку. Идентификатор семейства доменов: PF00113.

На странице Pfam можно получить доступ к 2-м выравниваниям: полному (“full”) и выравниванию представителей (“seed”). Нам нужно второе из них. Оно состоит из 11 белков. Среди них нет фрагментов, и поэтому все последовательности вошли в будущую выборку.

К этим 11 белкам были добавлены 5 белков, для которых известна пространственная структура. Список структур был взят со страницы Pfam. С помощью данных банка PDBsum были получены названия белков, у которых имеются подобные структуры. 
Наконец, к выборке был добавлен белок-прототип - ENO_ECOLI.
2) Далее с помощью SRS были получены полноразмерные последовательности всех 16 белков. Множественное выравнивание этих последовательностей было построено с помощью программы ClustalW, импортировано в GeneDoc и сохранено в файле Polnorazm.msf.

3) Следующий шаг – редактирование и разметка выравнивания вручную с помощью программы GeneDoc.
Редактирование проводилось на основании выравнивания представителей (“seed”), а вернее, на основе выравнивания доменов. Ему мы можем доверять больше, чем выравниванию, построенному программой ClustalW, поскольку оно более специфичное (построено не для полноразмерных последовательностей, а для отдельных структур).
Далее выравнивание редактированию не подвергалось, но одно исключение есть: для выравнивания последовательности ENO_ENTHR с другими последовательностями были добавлены 2 колонки гэпов, и далее последовательность была выровнена вручную.
В файле Polnorazm.msf сохранено отредактированное выравнивание с разбиением выборки на две группы: одна выделена красным и содержит последовательности 12 эукариотических организмов, а другая выделена синим и содержит 5 бактериальных последовательностей.

Далее проводилась разметка выравнивания (файл Razmetka.msf) с помощью программы GeneDoc (подробнее см. Результаты). 
4) В белке ENO_ECOLI, согласно данным SwissProt, аминокислотные остатки 368-371 (S-H-R-S) отвечают за связывание субстрата. К тому же они полностью консервативны (согласно выравниванию) и окружены консервативными позициями. Поэтому паттерн строился на основе этих позиций.
В итоге он был построен по 11 позициям и имеет следующий вид (см. рис., позиции 453-463 выравнивания):

[MV]-[VIMA]-S-H-R-S-G-E-T-[EA]-D
           455  460  465  470  475  480  485  490  495  500      
ENO1_CANAL : GVMVSHRSGETEDTFIADLSVGLRSGQIKTGAPARSERLAKLNQILRIEE : 421
ENO1_YEAST : GVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLRTGQIKTGAPARSERLAKLNQLLRIEE : 417
ENO_CLAHE  : GVMVSHRSGETEDVTIADIVVGLRAGQIKTGAPARSERLAKLNQILRIEE : 421
ENO11_SCHP : GVMVSHRSGETADTFISHLTVGIGAGQLKSGAPCRSERLAKYNELLRIEE : 417
ENOA_ANAPL : GVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEE : 414
ENOG_HUMAN : GVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLMRIEE : 414
ENO_DROME  : GTMVSHRSGETEDSFIGDLVVGLSTGQIKTGAPCRSERLAKYNQILRIEE : 483
ENO_HOMGA  : GTMVSHRSGETEDCFIADLVVGLCTGQIKTGAPCRSERLAKYNQILRIEE : 416
ENO_SCHJA  : GVMVSHRSGETEDNFIADLVVGLCTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEE : 416
ENO1_MAIZE : GVMASHRSGETEDTFIADLSVGLSTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEE : 426
ENO_NEOFR  : GVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLKSGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEE : 419
Q9NDH8_TRY : SVMVSHRSGETEDTYIADLVVALGSGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEE : 415
ENO_BACSU  : TAVISHRSGETEDSTIADIAVATNAGQIKTGAPSRTDRVAKYNQLLRIED : 410
ENO_ENTHR  : TAVVSHRSGETEDSTISDIAVATNAGQIKTGSLSRTDRIAKYNQLLRIED : 412
ENO_ECOLI  : TAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEE : 413
ENO_SHIFL  : TAVISHRSGETEDATIADLAVGTAAGQIKTGSMSRSDRVAKYNQLIRIEE : 413
ENO_ZYMMO  : TAVMSHRSGETEDTTIADLAVATNCGQIKTGSLCRSERIAKYNQLMRIEE : 411
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Область поиска – все записи SwissProt.
На сайте SwissProt с помощью составленного паттерна был произведён поиск. Список ID находок был сохранён в файле Compare.xls. Там же были сохранены ID белков, найденных другим способом – с помощью SRS (поиск по идентификатору Pfam - PF00113).
5) К 17 имеющимся белкам выборки был добавлен ещё один – бактериальный белок ENO_SALTY. Последовательности получившейся выборки были заново выровнены, а сама выборка была разбита на два подсемейства – бактериальные и эукариотические белки. Разбиение сохранено в файле Razbienie.msf (эукариотические белки выделены красным, а бактериальные – синим). Нам нужно найти диагностические признаки подсемейств, то есть те признаки, по которым последовательность можно отнести к тому или иному семейству.
Сначала для поиска признаков были использованы данные Pfam. Но оказалось, что все белки выборки состоят из двух доменов: N и C. Поэтому доменная архитектура диагностическим признаком в данном случае не является.
В файле выравнивание было раскрашено по консервативным участкам групп. В итоге получилось довольно много позиций, консервативных для какой-либо группы, но неконсервативных для всей выборки. 
Диагностические позиции можно найти и с помощью сервера SDPPred. Для этого нужно ввести все последовательности в формате FASTA, предварительно разбив их на группы. В ходе работы программа выдаёт количество последовательностей в каждой группе и проценты идентичности для всей выборки и для каждой группы в отдельности.
Для нашего случая:

18 последовательностей, общая идентичность 57.39%
EUK группа: 12 последовательностей, общая идентичность 63.37%; 

BAC группа: 6 последовательностей, общая идентичность 70.82%; 

Длина выравнивания: 523 позиции.
Итог работы программы – список SDP-позиций (позиций, определяющих специфичность групп). Список позиций представлен в файле SDP.xls. 
Результаты.
1) Семейство и выборка.

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Enolase_C.
Функция домена: он обеспечивает активность фосфоенолпируватной гидратазы.

В банке Pfam к данному семейству относится 925 белков. Из них 514 эукариотических, 381 бактериальный и 30 архейных.

Белки этого семейства в подавляющем большинстве состоят из 2-х доменов, один из которых – Enolase_C. Но встречаются белки, в которых один из доменов представлен фрагментом. Есть даже белки, состоящие из одного домена.
Исследования проводились для выборки из 17 белков. 11 из них есть в выравнивании последовательностей:
ENO_SHIFL
ENO_BACSU

ENO_ZYMMO

ENO_SCHJA

ENO_DROME

ENOA_ANAPL

ENO_NEOFR

ENO1_MAIZE

ENO11_SCHPO

ENO_CLAHE
ENO1_CANAL
5 белков с известной пространственной структурой:

ENO1_YEAST
ENO_ENTHR

Q9NDH8_TRYBB

ENO_HOMGA

ENOG_HUMAN
и белок-прототип - ENO_ECOLI.

Среди этих последовательностей фрагментов нет.
2) Множественное выравнивание.

Выравнивание полноразмерных последовательностей белков выборки представлено в файле Polnorazm.msf. Домен Pfam соответствует участку от 218 до 517 позиции выравнивания.
Было произведено редактирование в позициях 331-336, 340-351 и 508-523 выравнивания (чтобы устранить несоответствия с выравниванием на странице Pfam). Далее выравнивание редактированию не подвергалось, потому что:

- оно содержит большое количество консервативных позиций и участков;

- вставок и гэпов в выравнивании немного; те, которые располагаются внутри домена C (по которому и строилась выборка), согласуются с доменным выравниванием, а остальные являются целесообразными согласно расположению аминокислот в последовательностях.

Однако для выравнивания последовательности ENO_ENTHR с другими последовательностями были добавлены 2 колонки гэпов (позиции 340 и 342), и далее последовательность была выровнена вручную. В результате этого длина домена в выравнивании увеличилась на две аминокислоты.

В файле Polnorazm.msf выборка разбита на две группы: одна выделена красным и содержит последовательности 12 эукариотических организмов (ENO_SCHJA, ENO_DROME, ENOA_ANAPL, ENO_NEOFR, ENO1_MAIZE, ENO11_SCHPO, ENO_CLAHE, ENO1_CANAL, Q9NDH8_TRYBB, ENO_HOMGA, ENOG_HUMAN, ENO1_YEAST), а другая выделена синим и содержит 5 бактериальных последовательностей (организмы ENO_ECOLI, ENO_ENTHR, ENO_SHIFL, ENO_BACSU, ENO_ZYMMO). В дальнейшем на основе этого деления будет проводиться разбиение семейства выборки на два подсемейства. В пределах рассматриваемого домена видно, что на некоторых участках это разбиение прослеживается визуально.
Далее проводилась разметка выравнивания (файл Razmetka.msf). В ней есть следующие строки:

а) Alignment. Отмечены три типа участков – те, где есть хорошее выравнивание и можно его обосновать (обозначены буквой A и покрашены светло-зелёным); те, где есть сопоставление всех последовательностей, но выравнивание не гарантировано (буква L, розовый цвет); наконец, те, где нет выравнивания либо нет никаких оснований полагать, что оно есть (обозначены чёрточкой).

б) Domain. Отмечены аминокислотные остатки, принадлежащие исследуемому домену. Обозначены буквой D и покрашены бирюзовым.

в) Secondary. Здесь по данным о пространственной структуре белка ENO_ECOLI отмечены альфа-спирали (буква H, красный цвет) и бета-тяжи (буква S, жёлтый цвет)., ечены альфа-спирали (буква нной структуре белка у домену. аких оснований полагана два подсемейства.


























г) FunctionalAA. Здесь отмечены аминокислотные остатки белка ENO_ECOLI, для которых мы знаем данные об их функциональной значимости. Остатки 368-371 (позиции выравнивания 455-458) отвечают, по данным SwissProt, за связывание субстрата (обозначены буквой B, выделены фиолетовым). А остатки 245, 289 и 316 белка (соответствующие позициям 323, 376 и 403 выравнивания) отвечают за контакт с функциональным лигандом – ионом магния. Они обозначены буквой М и отмечены тёмно-зелёным.
Теперь нужно показать, что выделение участков с хорошим выравниванием в файле Razmetka.msf является обоснованным. Мы будем использовать файл Polnorazm.msf, потому что там показаны консервативные остатки (чёрным цветом).

Вот некоторые участки биологически обоснованного, по моему мнению, выравнивания:

а) Позиции 76-91.

                                                                     
                55   60   65   70   75   80   85   90   95  100      
ENO1_CANAL : ----------------MSYATKIHARYVYDSRGNPTVEVDFTTDKG-LFR :  33
ENO1_YEAST : ------------------AVSKVYARSVYDSRGNPTVEVELTTEKG-VFR :  31
ENO_CLAHE  : -----------------MPISKIHSRYVYDSRGNPTVEVDIVTETG-LHR :  32
ENO11_SCHP : -----------------MAIQKVFARQIYDSRGNPTVEVDLTTETG-IHR :  32
ENOA_ANAPL : ------------------SILKIHAREIFDSRGNPTVEVDLYTNKG-LFR :  31
ENOG_HUMAN : ------------------SIEKIWAREILDSRGNPTVEVDLYTAKG-LFR :  31
ENO_DROME  : SGFKFVQIRKSTCDSNEMTIKAIKARQIYDSRGNPTVEVDLTTELG-LFR :  99
ENO_HOMGA  : ------------------SITKVFARTIFDSRGNPTVEVDLYTSKG-LFR :  31
ENO_SCHJA  : -----------------MAIIAIHARQIFDSRGNPTVEVDLKTAKG-LFR :  32
ENO1_MAIZE : ---------------MAVTITWVKARQIFDSRGNPTVEVDVGLSDGSYAR :  35
ENO_NEOFR  : -----------------MAITKVHARQIFDSRGNPTVEVEVTTDKG-LFR :  32
Q9NDH8_TRY : -----------------MTIQKVHGREVLDSRGNPTVEVEVTTERG-VFR :  32
ENO_BACSU  : -----------------PYIVDVYAREVLDSRGNPTVEVEVYTETGAFGR :  33
ENO_ENTHR  : ----------------MSIITDVYAREILDSRGNPTIEVEVYTESGAFGR :  34
ENO_ECOLI  : -----------------SKIVKIIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGM :  33
ENO_SHIFL  : -----------------SKIVKIIGREIIDSRGNPTVEAEVHLEGGFVGM :  33
ENO_ZYMMO  : ----------------MTAIVSIHGRQVVDSRGNPTVEVDVTLEDGSFGR :  34
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Участок состоит из 16 позиций, 11 из которых полностью консервативны (по раскраске GeneDoc). Из них некоторые могут иметь функциональную значимость, а именно: R, D, E (заряженные), G (единственный остаток, который может из-за малого размера боковой цепи хорошо располагаться в изгибах структуры). 
б) Позиции 283-293.
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ENO1_CANAL : VSTFSEALRIGSEVYHNLKSLTKKKYGQSAGNVGDEGGVAPDIKTPKEAL : 227
ENO1_YEAST : AKTFAEALRIGSEVYHNLKSLTKKRYGASAGNVGDEGGVAPNIQTAEEAL : 225
ENO_CLAHE  : APSFTEAMRQGAEVYQKLKSLTKKRYGQSAGNVGDEGGVAPDIQTAEEAL : 225
ENO11_SCHP : APSFSEAMRWGAETYHTLKSIAKKRYGSSAGNVGDEGGIAPDLQTPQEAL : 225
ENOA_ANAPL : ADSFKEAMRIGAEVYHNLKNVIKEKYGKDATNVGDEGGFAPNILENKEAL : 223
ENOG_HUMAN : AESFRDAMRLGAEVYHTLKGVIKDKYGKDATNVGDEGGFAPNILENSEAL : 223
ENO_DROME  : ATSFTEAMKMGSEVYHHLKNVIKAKFGLDATAVGDEGGFAPNIQSNKEAL : 291
ENO_HOMGA  : ATSFTEAMRMGTEVYHHLKAVIKARFGLDATAVGDEGGFAPNILNNKDAL : 223
ENO_SCHJA  : ASSFTEAMQMGSEVYHNLKAVIKREFGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMKGL : 224
ENO1_MAIZE : ASSFKEAMKMGVEVYHNLKSIIKKKYGQDATNVGDEGGFAPNIQENKEGL : 230
ENO_NEOFR  : AKSFTEALKMGSEVYHALKSVIKAKYGQDACNVGDEGGFAPNIQDNKEGL : 225
Q9NDH8_TRY : ATSFSEALRMGSEVYHSLRGIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPIKDINEPL : 222
ENO_BACSU  : APNFREALRMGAQIFHSLKSVLSAKG--LNTAVGDEGGFAPNLGSNEEAL : 218
ENO_ENTHR  : APTFKEALRMGAEVFHALAAILKSRG--LATSVGDEGGFAPNLGSNEEGF : 219
ENO_ECOLI  : AKTVKEAIRMGSEVFHHLAKVLKAKG--MNTAVGDEGGYAPNLGSNAEAL : 222
ENO_SHIFL  : AKTVKEAIRMGSEVFHHLAKVLKAKG--MNTAVGDEGGYAPNLGSNAEAL : 222
ENO_ZYMMO  : ASSINEAVRIGTEVFHTLKKELSAKG--MNTNVGDEGGFAPSLDSASSAL : 219
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Участок состоит из 11 аминокислот, из которых 9 (!) полностью консервативны. К тому же позиция 286 (глутаминовая к-та), согласно данным из выравнивания представителей, аннотирована в SwissProt как потенциальный активный центр. 
в) Позиции 318-330.
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ENO1_CANAL : DLIMDAIDKAGYKG--KVGIAMDVASSEFYKDG--KYDL-D-FKNPESDP : 271
ENO1_YEAST : DLIVDAIKAAGHDG--KVKIGLDCASSEFFKDG--KYDL-D-FKNPNSDK : 269
ENO_CLAHE  : DLITDAIEEAGYTG--QIKIAMDVASSEFYKADEKKYDL-D-FKNPDSDK : 271
ENO11_SCHP : DLIVEAINKAGYEG--KIKIGLDVASSEFYVDG--KYDL-D-IKAAKPKP : 269
ENOA_ANAPL : ELLKTAIGKAGYSD--KVVIGMDVAASEFY--RDGKYDL-D-FKSP-DDP : 266
ENOG_HUMAN : ELVKEAIDKAGYTE--KIVIGMDVAASEFY--RDGKYDL-D-FKSP-TDP : 266
ENO_DROME  : NLISDAIAKAGYTG--KIEIGMDVAASEFY--KDGQYDL-D-FKNEKSDK : 335
ENO_HOMGA  : DLIQEAIKKAGYTG--KIEIGMDVAASEFYKQ-NNIYDL-D-FKTANNDG : 268
ENO_SCHJA  : QLLEEAIKIAGYTG--KVEIGMDCAASEYY--KKGKYDL-D-FKNPQSAE : 268
ENO1_MAIZE : ELLKAAIEKAGYTG--KVVIGMDVAASEFFGEKDKTYDL-N-FKEENNDG : 276
ENO_NEOFR  : ELLNEAIAKAGYTG--KVKIGMDVASSEFY--KDGKYDL-D-FKNPNSDP : 269
Q9NDH8_TRY : PILMEAIEEAGHRG--KFAICMDCAASETYDEKKQQYNL-T-FKSP---E : 265
ENO_BACSU  : QTIVEAIEKAGFKPGEEVKLAMDAASSEFYNKEDGKYHL--SGEG----- : 261
ENO_ENTHR  : EVIIEAIEKAGYVPGKDVVLAMDAASSEFYDKEKGVYVLADSGEG----- : 264
ENO_ECOLI  : AVIAEAVKAAGYELGKDITLAMDCAASEFYK--DGKYVLA--GEGN---- : 264
ENO_SHIFL  : AVIAEAVKAAGYELGKDITLAMDCAASEFYK--DGKYVLA--GEGN---- : 264
ENO_ZYMMO  : DFIVDSISKAGYKPGEDVFIALDAASSEFYNKDQNIYDLK--GEG----- : 262
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Участок у нас длиной в 11 позиций. 7 из них консервативны полностью, одна – практически полностью. Но важнее всего то, что позиция под номером 323 (245 в ENO_ECOLI) является полностью консервативной, а у белка ENO_ECOLI она отвечает за контакт с лигандом. Поэтому можно сделать вывод о биологической обоснованности выравнивания этого участка.

3) Паттерн семейства и его проверка.

Вид паттерна: [MV]-[VIMA]-S-H-R-S-G-E-T-[EA]-D.

Результаты поиска по паттерну сохранены в файле Compare.xls. Там сохранены ID белков, найденных по идентификатору Pfam (PF00113).

Оказалось, что первым способом было найдено 205 белков, а вторым – 288. Причём все белки из первого списка присутствуют и во втором. О чём это говорит? О том, что поиск по паттерну не дал белков, не принадлежащих семейству. Это хорошо, т.к. отсутствуют случайные находки. Но вместе с тем были найдены далеко не все белки семейства. Это факт достаточно интересный. Ведь если бы если паттерн был меньше по размеру, тогда могли бы быть случайные находки, а если больше – то нашлось бы слишком мало белков.

Объяснение этого факта, скорее всего, следующее. Мы строили паттерн на основе 4-х функционально важных остатков. Но эти остатки, разумеется, не обязаны присутствовать во всех белках рассматриваемого семейства, потому что могут отвечать за какую-то специфическую функцию. И, соответственно, поиск по паттерну не выдал все белки семейства.

4) Диагностические признаки подсемейств.

Разбиение белков на два подсемейства сохранено в файле Razbienie.msf. В выборку был добавлен ещё один белок – ENO_SALTY (бактериальный). 
Итоговые диагностические признаки:

а) Доменная архитектура.

Оказалось, что доменный состав всех белков выборки одинаков. Поэтому доменная архитектура не является диагностическим признаком.

б) Позиции, консервативные в группах.

В файле выравнивание было раскрашено по консервативным участкам групп. В итоге получилось довольно много позиций, консервативных для какой-либо группы, но неконсервативных для всей выборки. Вот примеры.
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ENO1_CANAL : VSTFSEALRIGSEVYHNLKSLTKKKYGQSAGNVGDEGGVAPDIKTPKEAL : 227
ENO1_YEAST : AKTFAEALRIGSEVYHNLKSLTKKRYGASAGNVGDEGGVAPNIQTAEEAL : 225
ENO_CLAHE  : APSFTEAMRQGAEVYQKLKSLTKKRYGQSAGNVGDEGGVAPDIQTAEEAL : 225
ENO11_SCHP : APSFSEAMRWGAETYHTLKSIAKKRYGSSAGNVGDEGGIAPDLQTPQEAL : 225
ENOA_ANAPL : ADSFKEAMRIGAEVYHNLKNVIKEKYGKDATNVGDEGGFAPNILENKEAL : 223
ENOG_HUMAN : AESFRDAMRLGAEVYHTLKGVIKDKYGKDATNVGDEGGFAPNILENSEAL : 223
ENO_DROME  : ATSFTEAMKMGSEVYHHLKNVIKAKFGLDATAVGDEGGFAPNIQSNKEAL : 291
ENO_HOMGA  : ATSFTEAMRMGTEVYHHLKAVIKARFGLDATAVGDEGGFAPNILNNKDAL : 223
ENO_SCHJA  : ASSFTEAMQMGSEVYHNLKAVIKREFGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMKGL : 224
ENO1_MAIZE : ASSFKEAMKMGVEVYHNLKSIIKKKYGQDATNVGDEGGFAPNIQENKEGL : 230
ENO_NEOFR  : AKSFTEALKMGSEVYHALKSVIKAKYGQDACNVGDEGGFAPNIQDNKEGL : 225
Q9NDH8_TRY : ATSFSEALRMGSEVYHSLRGIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPIKDINEPL : 222
ENO_BACSU  : APNFREALRMGAQIFHSLKSVLSAKG--LNTAVGDEGGFAPNLGSNEEAL : 218
ENO_ENTHR  : APTFKEALRMGAEVFHALAAILKSRG--LATSVGDEGGFAPNLGSNEEGF : 219
ENO_ECOLI  : AKTVKEAIRMGSEVFHHLAKVLKAKG--MNTAVGDEGGYAPNLGSNAEAL : 222
ENO_SHIFL  : AKTVKEAIRMGSEVFHHLAKVLKAKG--MNTAVGDEGGYAPNLGSNAEAL : 222
ENO_SALTY  : AKTVKEAIRMGSEVFHHLAKVLKGKG--MNTAVGDEGGYAPNLGSNAEAL : 222
ENO_ZYMMO  : ASSINEAVRIGTEVFHTLKKELSAKG--MNTNVGDEGGFAPSLDSASSAL : 219
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С 269-й по 282-ю позицию нет ни одной, являющейся консервативной для всей выборки. Но, как видно из рисунка, многие позиции консервативны в группах. Поэтому данный участок можно назвать диагностическим; на нём имеется обоснованное выравнивание.
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ENO1_CANAL : SKWLSGPQLADLYEQLISEYPIVSIEDPFAEDDWDAWVHFFERVGDKIQI : 321
ENO1_YEAST : SKWLTGPQLADLYHSLMKRYPIVSIEDPFAEDDWEAWSHFFKTAG--IQI : 317
ENO_CLAHE  : SKWITYEQLADQYKQLAAKYPIVSIEDPFAEDDWEAWSYFYKTSGSDFQI : 321
ENO11_SCHP : ENKLTYQQLTDLYVELSKKYPIVSIEDPFDQDDWSAWTHMKAETD--FQI : 317
ENOA_ANAPL : SRYISPDQLADLYKGFVKNYPVVSIEDPFDQDDWGAWKKFTGSVG--IQV : 314
ENOG_HUMAN : SRYITGDQLGALYQDFVRDYPVVSIEDPFDQDDWAAWSKFTANVG--IQI : 314
ENO_DROME  : SQWLPADKLANLYQEFIKDFPIVSIEDPFDQDHWEAWSNLTGCTD--IQI : 383
ENO_HOMGA  : SQKISGDQLRDMYMEFCKDFPIVSIEDPFDQDDWETWSKMTSGTT--IQI : 316
ENO_SCHJA  : SHWLSPDEMANVYKEMIQKYPIVSIEDPFDQDDWDAWPKLTASTN--IQI : 316
ENO1_MAIZE : SNKISGDSLKDLYKSFVSEYPIESIEDPFDQDDWSTYAKLTDEIGQKVQI : 326
ENO_NEOFR  : SKWISGEELGQFYKEITSEYPIVSIEDPYDQDDFESWSKFRADMQDKIQI : 319
Q9NDH8_TRY : PTWVTAEQLRETYCKWAHDYPIVSIEDPYDQDDFAGFAGITEALKGKTQI : 315
ENO_BACSU  : -VVKTSAEMVDWYEELVSKYPIISIEDGLDENDWEGHKLLTERLGKKVQL : 310
ENO_ENTHR  : --EKTTDEMIKFYEELVSKYPIISIEDGLDENDWDGFKKLTDVLGDKVQL : 312
ENO_ECOLI  : -KAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDGFAYQTKVLGDKIQL : 313
ENO_SHIFL  : -KAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDGFAYQTKVLGDKIQL : 313
ENO_SALTY  : -KAFTSEEFTHFLEELTKQYPIVSIEDGLDESDWDGFAYQTKVLGDKIQL : 313
ENO_ZYMMO  : -RKLTSAQLVDYYVELCGKYPIYSIEDGLAEDDFEGWKILTEKLGDKVQL : 311
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Внимание привлекает участок с 372 по 389 позиции. Во-первых, консервативные по всей выборке позиции располагаются совсем рядом с консервативными по группе позициями. Во-вторых, в двух позициях подряд – 380 и 381 – позиции консервативны по обеим группам, но не консервативны для всей выборки! Это единственная подобная ситуация в выравнивании, и эти две позиции, мне кажется, можно с полным правом назвать диагностическими. И весь рассматриваемый участок тоже вполне можно назвать диагностическим.
в) SDP-позиции.
В итоге работы сервера SDPPred мы получили список SDP-позиций. Он сохранён в файле SDP.xls. 

В этом файле позиции отсортированы по Z-score. Чем больше Z-score, тем больше вероятность того, что позиция будет SDP.
Указано, какие позиции (согласно раскраске GeneDoc) являются консервативными для всей выборки, какие – только для какой-то группы и какие вообще не являются полностью консервативными.

Согласно файлу, с большой уверенностью диагностическими можно назвать позиции 378, 416, 236, 344, 420, 473. Почему? Во-первых, они не являются консервативными для всей выборки в целом, но консервативны для каждой из групп по отдельности. И, во-вторых, у каждого представителя группы на этой позиции стоит одна и та же аминокислота (верно как для группы эукариотов, так и для группы бактерий). Это, я считаю, довольно важный факт, потому что GeneDoc в некоторых случаях считает позицию полностью консервативной, хотя на этой позиции стоят разные аминокислоты (это верно, например, группы следующих аминокислот: изолейцина, лейцина, метионина и валина; также верно для группы, состоящей из триптофана, тирозина и фенилаланина).
Обсуждение.
Из выравнивания выборки можно сделать вывод, что белки, гомологичные по домену Enolase_C, имеют большой процент идентичности (это следует из большого числа консервативных позиций). Этот же вывод подтверждает и работа программы SDPPred.
Благодаря большому числу консервативных позиций и малому числу вставок и гэпов практически отпадает необходимость в редактировании выравнивания. Поэтому дополнительные данные о вторичной и пространственной структуре белков не использовались.

У нас имеются данные об остатках, отвечающих за функциональную специфичность отдельных белков. За счёт этого мы можем утверждать, что некоторые участки выравнивания являются биологически правильными. «Правильность» выравнивания подтверждает и консервативность остатков, которые могут иметь функциональную значимость (например, заряженных).
Паттерн, составленный по 11 позициям, работает хорошо. Почему? Потому что нет случайных находок. Однако находятся не все белки семейства, потому что функционально специфичные остатки, на основе которых составлен паттерн, характерных не для всего семейства. Это всего лишь гипотеза, но, скорее всего, верная.
Разбить выборку на два подсемейства лучше всего, как оказалось, по таксономии (бактерии <--> эукариоты). По другим признакам (доменная архитектура, функциональная специфичность, структура…) это сделать оказалось нельзя. Доменная структура, например, у всех белков выборки оказалось одинаковой.
Раскраска выборки по группам подтверждает принцип разбиения. У нас получилось довольно много позиций, консервативных по группам.

В свою очередь, поиск специфичных позиций с помощью сервера SDPPred показал, что практически все предсказанные позиции действительно являются специфичными – они показывают отличия аминокислотного состава одной группы от другой.
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