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1.  Домены
Домены – это основные единицы исследования структуры белков. Они необходимы для исследования сворачивания белков и структурной эволюции. В связи с тем, что число структур белков в базе данных PDB (Protein DataBank) сильно увеличивается, появляется необходимость в автоматизации процесса узнавания доменов. Большинство известных сейчас программ по определению доменов основываются на их компактности и/или числе и стабильности внутри- и вне-молекулярных взаимодействий. 
В соответствии с общепринятой точкой зрения домены делят на:
· Геометрические: домены, состоящие из одной или нескольких удлинений полипептидной цепи, которые образуют компактные и раздельные подструктуры в белке, каждая из этих подструктур может сворачиваться независимо.
· Функциональные: домен – это субъединица в белке, которая имеет определенную биологическую функцию.
· Повторяющиеся: домен – это повторяющаяся субъединица во многих белках, выделенная эволюционно.
Огромное количество автоматических и полуавтоматических методов основано на геометрическом критерии. Примерами геометрического критерия могут быть, к примеру, максимизация внутримолекулярных контактов и минимизация межмолекулярных контактов, или  определение наименьшей поверхности между доменами. Также учитываются физико-химические свойства, такие как: 
· домен должен быть компактный с гидрофобным ядром, 
· он не должен содержать большое количество прерывистых кусочков, 
· границы доменов не должны обрезать фрагменты вторичной структуры, в частности β-тяжи, 
· они должны иметь минимально возможный размер (чаще всего он определен – 30-40 аминокислотных остатков в большинстве методов).
Различные методы выполняют эти критерии, используя нисходящий и восходящий алгоритмы. В первом случае, метод начинает с полной структуры белка и делит его на части до тех пор, пока не столкнется с противоречием по одному из критериев. Во втором случае, аминокислотные остатки иерархично собираются в более крупные группы. 
Рассмотрим различные виды программ (алгоритмов), определяющих домены.
SCOP домены определяются вручную, и поэтому сложно понять, какие факторы повлияли на определение того или иного домена. Однако, огромное количество примеров SCOP доменов предполагает, что принимается во внимание и функциональные домены, и повторяющиеся домены. Ни один из автоматических методов определения не зависит от подобных приближений. Только DDD (Dali Domain Dictionary) использует в качестве дополнения к их собственному определению доменов, основанном на геометрическом методе (PUU), еще и эволюционные домены. 
Метод, предложенный в статье, основывается на эволюционных доменах, где выборка доменов сделана из большой коллекции структурно схожих кусков, найденных в других белковых структурах. VAST был использован для сравнения исследуемых белков из предложенного набора 6373 цепей в PDB банке. VAST сравнивает выходные клики, которые образуются из трех или более элементов вторичных структур (SSE). Была собрана большая коллекция клик, используя совершенно различные критерии сравнения VAST исследуемых белков и всей коллекции. Куски локальной схожести LSSP (Local Similar Structural Pieces) являются исследуемыми субструктурами, представленными в кликах (см. Рис. 1). Коллекция LSSP была использована для определения исследуемых структур. Также в этой программе не учитываются биохимические функции белков, отклоняясь, таким образом, от определения доменов методом SCOP.
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Рис. 1. Типичный LSSP. Сопоставление LSSP локальных сходств между спорным белком 1jjcB и тагет-белком 2hrvA.
Цель данной работы авторов – исследовать сопоставление между группой LSSP и классом структурных доменов. В данной статье было использовано три метода, которые показывают соответствие между LSSP и тагет-белками. Эти методы были протестированы на наборе данных из 128 белков из Balanced_Domain_Benchmark_3 из программы pDomain. Хотя эти методы основаны на геометрическом критерии, были определены домены, которые сравнивались с доменами, полученными с помощью DomanParser, PDP и PUU. Результаты были похожи на те, которые были найдены при определении доменов вручную. 

2. Алгоритм. Степень оригинальности.
Для начала рассмотрим выборки белков, используемые в алгоритме.
· Тагет –набор
Была сделана выборка белков, которая включала в себя белки в дополнение к ASTRAL SCOP 1.71 доменами с идентичностью менее, чем 40% . 49 из PDB структур были выброшены. Если же домен состоял из более, чем одной цепи, то включались все цепи. В итоге получилась тотальная выборка из 6373 цепей – это тагет-набор (целевой набор) структур.
· Набор из 15 цепей
Этот набор цепей был выбран в процессе разработки алгоритма. Набор содержал как однодоменные белки, мульти доменные белки, так и цепи с сегментированными доменами, которые состоят из цепей, находящих близко друг к другу. Длина аминокислотной последовательности варьировала от 70 до 1200 аминокислот. Четыре из них были однодоменными белками с менее, чем 250 аминокислотными остатками в структуре. Это белки 1aluA, 1avgI, 1b67A и 1fcyA. Еще две однодоменных цепи состоят из повторяющихся элементов: 1a0tP – трансмембранный β-баррель, 1qbkB – суперспираллизованная α-α структура. 9rubB – это двухдоменный белок, согласно и SCOP, и CATH, один из доменов является (β/α)8 TIM-барелем. SCOP определил 2minB и 1avhA, как однодоменные структуры, а CATH определил их как четырехдоменные структуры. И так далее с остальными белками, SCOP и CATH делили их на различное число доменов.
· Набор из 128 цепей
Этот набор данных был основан на наборе последовательностей из pDomain. Белковые цепи имеют более 90% сходства между исследуемыми доменов, определенных SCOP, CATH и pDomain. Получилось 135 белков, однако для шести из них не сгенерировались клики, так как эти последовательности были меленькие (от 43 до 72 аминокислот). И еще одна последовательность была удалена, так как не совпали решения о границах домена у SCOP и CATH. Этот набор цепей не включал ни одну цепь из набора из 15 цепей. 
LSSP – куски локальной схожести структур.
Была использована программа VAST для сравнения исследуемых белков и тагет-набора. Клики – это набор выровненных пар последовательностей, которые выдает VAST после сравнения структур белков. Были использованы все клики в статье с достаточно либеральными критериями: Pcli > 10, RMSD < 4 Å. LSSP – это набор выровненных остатков для каждой структуры. Таким образом, клика собрана из двух LSSP: спорного белка и целевого (тагет) набора. (см. Рис.1) Большинство LSSP имеют прерывистые сегменты в первичной последовательности исследуемого белка и, наоборот, LSSP целевых (тагет) последовательностей походят на элементы вторичных структур (SSE). Авторы статьи обозначали гэпами области между двумя сегментами выравненных последовательностей, если гэп содержал менее, чем 40 аминокислотных остатков в длину. Гэп длиной 40 остатков не был включен, так как такая длинная последовательность может содержать еще один домен. Такая гэп-заполненная структура LSSP была названа pLSSP. Исследуемые и целевые pLSSP изначально имеют разную длину, так как длина гэпов неизбежно различается в двух этих выборках (рис. 1 b).

Узнавание доменов из набора pLSSP
Набор pLSSP был сохранен в виде бинарной матрицы m * n (A-матрица), где n – число pLSSP, а m – количество остатков исследуемого белка (или его цепи). (см. Рис. 2 b)
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Рис. 2. (из статьи) 1jjc.pdb белок, цепь В.
Элемент A(i;j) равен 1, если pLSSP включает исследуемый остаток j, в остальных же случаях ставится 0.
Матрица взаимодействия N, это квадратная матрица m * m,  которая получается из pLSSP матрицы с помощью простой операции N=AT *A, где AT – это транспонированная матрица А. N(i;j) – это число pLSSP, которое содержит оба остатка исследуемого белка и i, и j.
Ниже будут приведены три метода исследования белков.
· Метод, основанный на SMF (симметричная матричная факторизация)
Для разрешения nd доменов, SMF разделяет N-матрицу на nd * nd блоков и считает среднее значение или плотность в матрице в каждом из маленьких блоков. Плотность диагональных блоков показывает вероятность того, что два остатка в том же домене найдутся в таком же домене pLSSP. В то время как внедиагональная плотность измеряет вероятность того, что два остатка в различных доменах находятся в том же pLSSP. Изначально SMF процедура определяет 12 доменов. Потом SMF генерирует решение, последовательно уменьшая число доменов с помощью алгоритма «восходящего» приближения. Хуже всего отделены пары доменов, для которых недиагональная плотность наибольшая. Окончательное решение выбирается с помощью использования функции счетов, которая принимает (а) штрафовать ли решение, когда максимум недиагональной плотности большой, (б) штрафовать ли решение, когда минимум диагонального элемента мал, и (с) поощрять ли решения, когда  максимальная недиагональная плотность повышается при увеличении количества доменов на единицу.
На рис. 3а показаны веса для возможного деления белка (1jjc цепь В) на 12 частей. Максимум виден в районе 6 доменов. На подпунктах b-d показаны три посчитанные N-матрицы для 4, 6 и 8 доменных решений. Шесидоменное решение (рис.3с) наиболее схоже с оригинальной N-матрицей (рис.2с). 
[image: ]
Рис. 3. Белок 1jjc, цепь В.
· Метод, основанный на SVD (сингулярное векторное разложение)
В этом методе N-матрица, просматриваемая как 3D-диаграмма, является срезами плоскостей на различных уровнях.  Результаты представляются в виде бинарной B-матрицы. Это было показано на белке 1atn цепь А. Были показаны диаграммы на срезках Т-значений 10, 100, 300, 1000 для этого же белка. На рис. 4 (F), с Т = 100, показаны три плохо разрешенных доменов (D1 51-80; D2 581-190 251-374; D3 5 191-250, примерно), а Рис. 4 (g) (T = 300) показывает нечеткую картину четырех доменов. В частности, присутствие крестообразных пиков указывает на то, что первый домен состоит из трех сегментов. Главная трудность метода в том, что нужно правильно выбрать пороговое значение: при слишком низком значении покажутся только некоторые домены, при слишком высоком – домен поделится на мотивы и субчастицы.
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Рис. 4. Белок 1atn, цепь А.

· Метод попарной корелляции
В методе попарной корреляции (PCM), рассматривается выравнивание pLSSPs с исследуемой структурой, как статистический процесс. Для конкретного запрашиваемого остатка структуры, определяется случайная величина, принимающая значение 1, в случае если конкретный pLSSP включает в себя данные остатки, и 0, если не включает. Аналогичная случайная величина определяется для других остатков исследуемого белка. Таким образом, каждый pLSSP является независимым, многомерным наблюдением для этого набора случайных величин. Исследуются парные корреляции между переменными, а затем группами исследуемых остатков в доменах в соответствии с корреляцией структуры, группируя положительно коррелируемые пары в том же домене и исключая отрицательно коррелирующие пары. Для измерения качества полученных групп пользовались иерархической системой: сначала суммировали значения корреляции для пар остатков
в рамках одного домена, а затем суммировали по всем доменам. Нет гарантии в том, что найдется самое лучшее возможное разделение на домены, но кластеризация обеспечивает удовлетворительное приближение в большинстве случаев.
Анализ корреляционной матрицы R имеет ряд преимуществ по сравнению с анализом N-матрицы напрямую. Так как значения корреляции должны находиться в диапазоне [-1,1], то снижается зависимость от количества поступающих данных. R-матрица эффективно взвешивает N-матрицу, так что редкие домены (те, которые менее часто представлены в базе данных) также будут хорошо определяться. Иллюстрация с белком 1avh цепь A, 4-доменый белок из 320 остатков (см. рис. 5).
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Рис. 5. Белок 1avh, цепь А, определенный с помощью PCM алгоритма.
R-матрица показывает более равномерное представление всех четырех доменов [рис. 5 (b)]. Прогресс иерархической кластеризации показан на Рис. 5 (с), показывая максимум при 4 доменах. 3 -доменные значения выдают немного ниже Q-качество. Тем не менее, для решения 1 - и 2 – доменных структур лучше не пользоваться этим методом. 
Методы, используемы в статье, достаточно оригинальны, хотя и в основе содержат все те же алгоритмы, используемые для определения доменной организации. Минусами, наверное, является то, что нельзя по официальной версии программ проследить ход работы программы. В статье выдается огромное количество графиков, отражающих ход работы программы, подаваемые на вход программе файлы, матрицы, однако в выдаче программы нет этой всей документации, и не понятно по какому критерию был выбран именно этот случай доменной организации. К тому же время работы программы оставляет желать лучшего (не менее часа работы над каждым запрашиваемым белком).



Примеры, полученные мной и сравнение с выдачей программы pDomain.
Я задала на вход программе pdb-файлы предложенных в статье белков (1jjc цепь В,  1atn цепь А, 1avh цепь А, 1oy8 цепь А) и плюс свой белок (2tka, цепь А). Всю выдачу программы можно посмотреть в прикрепленных файлах.
· 1jjc цепь В:
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Это N-матрица, просто приведенная в двух различных видах. По ней я бы выделила 5-6 доменов. Согласно данным авторов, они также выделяют 6 доменов. Это видно по диагональной матрице.
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Если посмотреть на выделение доменов их тремя алгоритмами, то на мой взгляд, лучше всего в этим справился алгоритм SVD, так как тут наиболее точно учитывается то, что между компактными структурными доменами должно быть расстояние, а не так как в первых двух случаях, в которых вторичная структура частично входила то в один домен, то во второй.
Согласно выдаче программы pDomain:
	CATH
	1JJCB1
	1-37 , 154-186

	
	1JJCB2
	38-153

	
	1JJCB3
	187-400

	
	1JJCB4
	401-474

	
	1JJCB5
	489-679

	
	1JJCB6
	690-785

	

	SCOP
	1JJCB1
	1-38 , 152-190

	
	1JJCB2
	400-474

	
	1JJCB3
	39-151

	
	1JJCB4
	682-785

	
	1JJCB5
	475-681

	
	1JJCB6
	191-399

	

	pdp
	1JJCB1
	1-39 , 151-188

	
	1JJCB2
	189-399

	
	1JJCB3
	491-680

	
	1JJCB4
	681-785

	
	1JJCB5
	400-475

	
	1JJCB6
	40-150

	

	DHcL
	1JJCB1
	1-159

	
	1JJCB2
	160-400

	
	1JJCB3
	401-478

	
	1JJCB4
	479-687

	
	1JJCB5
	688-785

	

	dp
	1JJCB1
	1-159

	
	1JJCB2
	478-682

	
	1JJCB3
	160-396

	
	1JJCB4
	397-477

	
	1JJCB5
	683-785

	

	DDomain
	1JJCB1
	1-187

	
	1JJCB2
	188-400

	
	1JJCB3
	401-473

	
	1JJCB4
	474-681

	
	1JJCB5
	682-785

	

	NCBI
	1JJCB1
	1-41 , 136-165

	
	1JJCB2
	42-135

	
	1JJCB3
	166-190 , 400-478

	
	1JJCB4
	191-208 , 268-324

	
	1JJCB5
	209-267 , 325-399

	
	1JJCB6
	479-683

	
	1JJCB7
	684-785

	

	PUU
	1JJCB1
	1-37 , 153-185

	
	1JJCB2
	38-152

	
	1JJCB3
	186-221 , 255-401

	
	1JJCB4
	402-481

	
	1JJCB5
	507-591 , 604-676

	
	1JJCB6
	688-785


CATH 						
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Для всех программ деление на домены приблизительно одинаковое, различия буквально в нескольких аминокислотах. Однако программа DHcL и dp делят второй по последовательности домен на две части, таким образом редуцируя один из доменов.
Так что модно сказать, что в этом случае программы предложенные авторами работают аналогично.
· 1atn цепь А:
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Достаточно нечеткая картинка, учитывая наличие недиагональных элементов. На мой взгляд, я бы выделила 3-4 домена, в котором некоторые имеют составные части.
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В данном случае видно, что программы по-разному справились с задачей. SMF и PCM наиболее точно поделили белок на домены, а вот программа SVD не справилась, возможно не получилось подобрать достаточно хороший порог (об этой проблеме и говорили авторы статьи), однако, я не нашла, где можно было бы выставить подобный порог вручную, чтобы проверить их теорию.
Согласно выдаче программы pDomain:
	CATH
	1ATNA1
	5-35 , 72-135 , 338-373

	
	1ATNA2
	36-69

	
	1ATNA3
	137-182 , 272-333

	
	1ATNA4
	183-268

	

	SCOP
	1ATNA1
	2-147

	
	1ATNA2
	148-373

	

	pdp
	1ATNA1
	2-34 , 70-138 , 340-373

	
	1ATNA2
	35-69

	
	1ATNA3
	139-185 , 261-339

	
	1ATNA4
	186-260

	

	DHcL
	1ATNA1
	2-373

	

	dp
	1ATNA1
	2-148 , 338-373

	
	1ATNA2
	149-337

	

	DDomain
	1ATNA1
	2-103

	
	1ATNA2
	104-373

	

	NCBI
	1ATNA1
	1-137 , 353-372

	
	1ATNA2
	138-182 , 263-352

	
	1ATNA3
	220-262

	

	PUU
	1ATNA1
	1-33 , 69-141 , 336-372

	
	1ATNA2
	142-179 , 273-335

	
	1ATNA3
	180-272

	

	Dodis
	1ATNA1
	2-31 , 112-373

	
	1ATNA2
	32-111

	
	
	



Деление на домены различных программ варьирует от 1 до 4 доменов. Видимо зависит от того, какие параметры берутся во внимание.
Визуализация доменов, выданных программой CATH.
[image: ]
Выдача программы CATH практически не совпадает с выдачей предложенных авторами алгоритмов. Однако SCOP можно сказать, что объединил последние три домена, выделенных с помощью PCM.
· 1avh цепь А:
[image: ][image: ]
Согласно этой карте, я бы выделила 3 домена.
[image: ][image: ][image: ] 
Тут видно, что последние две программы не справились, а вот первая справилась великолепно. В SVD, видимо, снова не получилось подобрать порог. Думаю, что успех программы в первом случае в простоте подсчета.
Согласно выдаче программы pDomain:
	CATH
	1AVHA1
	14-86

	
	1AVHA2
	87-160

	
	1AVHA3
	161-246

	
	1AVHA4
	247-318

	

	SCOP
	1AVHA1
	1-320

	

	Pdp
	1AVHA1
	3-140 , 247-320

	
	1AVHA2
	141-246

	

	DHcL
	1AVHA1
	3-72

	
	1AVHA2
	73-320

	

	Dp
	1AVHA1
	3-89 , 247-320

	
	1AVHA2
	146-246

	
	1AVHA3
	90-145

	

	DDomain
	1AVHA1
	3-85

	
	1AVHA2
	86-320

	

	NCBI
	1AVHA1
	1-88 , 246-320

	
	1AVHA2
	89-245

	

	PUU
	1AVHA1
	1-86 , 244-318

	
	1AVHA2
	87-143

	
	1AVHA3
	144-243

	

	Dodis
	1AVHA1
	3-160 , 256-320

	
	1AVHA2
	161-255


Визуализация CATH:
[image: ]
PCM на этот раз объединил два домена, предложенных CATH, и предложил трех-доменную структуру, тогда как CATH предложил четыре домена.
· 1oy8 цепь А:
[image: ][image: ]
Я бы судя по диаграмме выделила около 10 доменов по первой картинке и, наверное, около 3-4 по второй картинке, но сложных доменов, состоящих их субчастиц.
[image: ][image: ][image: ]
Снова SVD не справился. А PCM и SMF показали приблизительно похожие результаты.
Результат выдачи программой pDomain.
	CATH
	1OY8A1
	7-37 , 329-513

	
	1OY8A2
	38-132 , 813-820

	
	1OY8A3
	133-179 , 276-328

	
	1OY8A4
	180-275

	
	1OY8A5
	514-568 , 870-1036

	
	1OY8A6
	569-673

	
	1OY8A7
	674-723 , 821-869

	
	1OY8A8
	724-812

	

	SCOP
	1OY8A1
	38-134

	
	1OY8A2
	135-181 , 274-330

	
	1OY8A3
	567-673

	
	1OY8A4
	674-724 , 813-859

	
	1OY8A5
	182-273

	
	1OY8A6
	725-812

	
	1OY8A7
	7-37 , 331-498

	
	1OY8A8
	513-566 , 869-1036

	

	pdp
	1OY8A1
	7-32 , 337-566 , 669-682 , 859-1036

	
	1OY8A2
	683-728 , 808-858

	
	1OY8A3
	186-268 , 729-807

	
	1OY8A4
	133-185 , 269-336

	
	1OY8A5
	567-668

	
	1OY8A6
	33-132

	

	DHcL
	1OY8A1
	7-132

	
	1OY8A2
	133-326

	
	1OY8A3
	327-677

	
	1OY8A4
	678-1036

	

	dp
	1OY8A1
	38-132 , 672-720 , 813-859

	
	1OY8A2
	7-37 , 329-563 , 869-1036

	
	1OY8A3
	184-269 , 721-812

	
	1OY8A4
	564-671

	
	1OY8A5
	133-183 , 270-328

	

	DDomain
	1OY8A1
	7-132

	
	1OY8A2
	133-331

	
	1OY8A3
	332-520

	
	1OY8A4
	521-677

	
	1OY8A5
	678-859

	
	1OY8A6
	869-1036

	

	NCBI
	1OY8A1
	1-34 , 329-567 , 867-1049

	
	1OY8A2
	35-135 , 672-721 , 814-866

	
	1OY8A3
	136-181 , 275-328 , 568-671

	
	1OY8A4
	182-213 , 264-274 , 722-813

	
	1OY8A5
	214-263

	

	PUU
	1OY8A1
	1-24 , 360-399

	
	1OY8A10
	710-735 , 753-784

	
	1OY8A11
	915-958

	
	1OY8A2
	25-126 , 792-802

	
	1OY8A3
	127-137 , 281-330

	
	1OY8A4
	178-205 , 233-264 , 736-752

	
	1OY8A5
	265-280 , 548-654

	
	1OY8A6
	400-432 , 482-492

	
	1OY8A7
	433-481

	
	1OY8A8
	531-547 , 871-897 , 959-987

	
	1OY8A9
	655-700 , 803-838


Достаточно сложная структура. Именно поэтому результаты рознятся в программах, предложенных авторами и контрольными программами. 
· 3tka, цепь А:
[image: ][image: ]
Много четких недиагональных фрагментов, однако, четко делится на два домена.
[image: ]
[image: ]
[image: ]
На этот раз не сработал SMF, возможно, из-за наличия недиагональных элементов. А остальные хорошо поделили на два домена (в реальной структуре так и есть: лиганд-связывающий домен и субстрат-связывающий домен).
 Для этого исследуемого белка программа pDomain не выдала никаких результатов, что достаточно странно.

[bookmark: _GoBack]
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