Занятие 10. Cравнение аминокислотных последовательностей белков и нуклеотидных последовательностей соответствующих генов.
На основании записей AAW51185 и AAZ88210 было построено следующее выравнивание:
                    *        20         *        40         *        60         *        80         
AAW51185 : atgtgtcactggtttacacttattcaggaatgcacaatgaacggaggtcctatgaaacgttttagtctggctattctggcgct :  83
AAZ88210 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~atgaaacgttttagtctggccattctggcgct :  32
                                                              ATGAAACGTTTTAGTCTGGC ATTCTGGCGCT      
                                                                                                    
                 *       100         *       120         *       140         *       160            
AAW51185 : ggttgttgcaaccggcgcacaagctgccagtgaaaaagtcgagatgaacctcgtcacgtcgcaaggggtagggcagtcaattg : 166
AAZ88210 : ggttgttgcgaccggcgcacaagctgccagtgaaaaagtcgagatgaacctcgtcacgtcgcaaggggttgggcagtcaattg : 115
           GGTTGTTGC ACCGGCGCACAAGCTGCCAGTGAAAAAGTCGAGATGAACCTCGTCACGTCGCAAGGGGT GGGCAGTCAATTG      
                                                                                                    
              *       180         *       200         *       220         *       240               
AAW51185 : gtagcgtcaccattactgaaaccgataaaggtctggagttttcgcccgatctgaaagcattaccccccggtgaacatggcttc : 249
AAZ88210 : gtagcgtcaccattactgaaaccgataaaggtctggagttttcacccgatctgaaagcattaccccccggtgaacatggcttc : 198
           GTAGCGTCACCATTACTGAAACCGATAAAGGTCTGGAGTTTTC CCCGATCTGAAAGCATTACCCCCCGGTGAACATGGCTTC      
                                                                                                   
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
                340         *       360         *       380         *       400         *           
AAW51185 : tccacaaaataccggtaaacatgaagggccagaaggtgccgggcatttaggcgatctgcctgcactggtcgtcaataatgacg : 415
AAZ88210 : tccacaaaataccggtaaacatgaagggccagaaggtaccgggcatttaggcgatctgcctgcactggtcgtcaataatgacg : 364
           TCCACAAAATACCGGTAAACATGAAGGGCCAGAAGGT CCGGGCATTTAGGCGATCTGCCTGCACTGGTCGTCAATAATGACG      
                                                                                                    
             420         *       440         *       460         *       480         *       5      
AAW51185 : gcaaagctaccgatgccgtcatcgcgcctcgtctgaaatcactggatgaaatcaaagacaaagcgctgatggtccacgttggc : 498
AAZ88210 : gcaaagctaccgatgccgtcatcgcgcctcgtctgaaatcactggatgaaatcaaagacaaggcgctgatggtccacgttggc : 447
           GCAAAGCTACCGATGCCGTCATCGCGCCTCGTCTGAAATCACTGGATGAAATCAAAGACAA GCGCTGATGGTCCACGTTGGC      

На основании записей AAW51185.1 и AAZ88210.1 было построено следующее выравнивание:
                                                                     
                      *        20         *        40         *      
AAW51185.1 : MCHWFTLIQECTMNGGPMKRFSLAILALVVATGAQAASEKVEMNLVTSQG :  50
AAZ88210.1 : ~~~~~~~~~~~~~~~~~MKRFSLAILALVVATGAQAASEKVEMNLVTSQG :  33
                              MKRFSLAILALVVATGAQAASEKVEMNLVTSQG      
                                                                     
                     60         *        80         *       100      
AAW51185.1 : VGQSIGSVTITETDKGLEFSPDLKALPPGEHGFHIHAKGSCQPATKDGKA : 100
AAZ88210.1 : VGQSIGSVTITETDKGLEFSPDLKALPPGEHGFHIHAKGSCQPATKDGKA :  83
             VGQSIGSVTITETDKGLEFSPDLKALPPGEHGFHIHAKGSCQPATKDGKA      
                                                                     
                      *       120         *       140         *      
AAW51185.1 : SAAESAGGHLDPQNTGKHEGPEGAGHLGDLPALVVNNDGKATDAVIAPRL : 150
AAZ88210.1 : SAAESAGGHLDPQNTGKHEGPEGTGHLGDLPALVVNNDGKATDAVIAPRL : 133
             SAAESAGGHLDPQNTGKHEGPEG GHLGDLPALVVNNDGKATDAVIAPRL      
                                                           
                    160         *       180         *      
AAW51185.1 : KSLDEIKDKALMVHVGGDNMSDQPKPLGGGGERYACGVIK : 190
AAZ88210.1 : KSLDEIKDKALMVHVGGDNMSDQPKPLGGGGERYACGVIK : 173
             KSLDEIKDKALMVHVGGDNMSDQPKPLGGGGERYACGVIK      

1) Единственную замену А(Т в 124 позиции аминокислотной последовательности вызвала замена g(a в 370-й позиции нуклеотидной последовательности гена (триплет gcc(acc). Помимо этого, первая последовательность (последовательность из E. coli) длиннее второй последовательности (последовательность из организма Shigella sonnei) на 51 нуклеотид, соответственно белок длиннее на 17 аминокислотных остатков. Скорее всего, организмы имели общего предка и разделились недавно, а сравнительно большая разница в длине последовательности связана или с возникновением лишнего старт-кодона в последовательности из S.sonnei, вызвавшего «утерю» начального участка последовательности при чтении. 
2) Помимо этого в генетическом коде есть несколько замен, не повлиявших на последовательность (синонимичные замены):
	Позиция
	Замена нуклеотида
	Замена триплета
	Аминокислота

	72
	t c
	gct gcc
	A

	153
	a t
	gta gtt 
	V

	210
	g a
	tcg tca
	S

	477
	a g
	aaa aag
	K


Интересно то, что все эти замены произошли в третьей позиции кодона. Из этого можно предположить, что вторая и первая позиции намного сильнее защищены от мутаций, чем третья. Вероятно, так устроено для того, чтобы уменьшить число мутаций в генах, способных приводить к изменению аминокислотной последовательности белков, т.к. большинство мутаций сказываются негативно на функциональности белка.
3) Отношение числа синонимичных замен к числу несинонимичных – 4:1. Организм защищается от мутаций. Только каждая пятая замена – мутагенная.
4) Самый часто меняющийся нуклеотид – аденин, две замены на гуанин.Логичным было бы предположить, что число транзиций юудет больше числа трансверсий. Возможно, это вызвано сложностью мутации двучленного цикла в одночленный. Однако при наличии данного (вестма незначительного) статистического материала, высказать такое предположение нельзя.
	Матрица нуклеотидных замен

	 
	a
	c
	g
	t

	a
	 
	0
	2
	1

	c
	 
	 
	0
	1

	g
	 
	 
	 
	0

	t
	 
	 
	 
	 


[image: image1.emf]Предшественник гемагглютинина вируса гриппа
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[image: image2.emf]Cu-Zn-супероксиддисмутаза и ее гомологи
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Видно, что графики схожи – реальная кривая зависимости идентичности пролегает ниже прямой (5,25;100;100), отражающей зависимость идентичности, если бы каждая замена нуклеотида вызывала бы замену аминокислоты.
На самом деле большему числу замен нуклеотидов соответствует меньшее число замен аминокислот (естественно, с учетом количества «букв»). Это явно следует из предыдущих наблюдений – синонимичные замены в ДНК не вызывают замены в белке.
Однако график зависимости белковых замен от нуклеотидных у Cu-Zn-супероксиддисмутазы ниже такового у предшественника геммаглютинина вируса гриппа. Возможно, это связано с влиянием отбора или с различным воздействием бактериальных и эукаротических ферментов.
