Отчет о результатах анализа множественного выравнивания  последовательностей белков, имеющих в своем составе домен porin_1
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Аннотация 

Проанализировано множественное выравнивание выборки белков, имеющих в своем составе домен porin_1. Построены паттерн и профиль белков этой выборки для поиска последовательностей семейства. Белки разделены на 2 подсемейства.  
Введение.

О белке

Порины_1 локализуются на внешней мембране грамм-отрицательных бактерий. Эти белки выступают в качестве «молекулярного сита» для гидрофильных соединений. Они формируют широкий канал, заполненный водой, который делает возможным диффузию гидрофильных молекул в периплазматическое пространство. Некоторые порины формируют каналы, которые позволяют пересекать мембрану любым растворенным веществам определенного размера, другие являются специфичными к определенным веществам. «Внешний вид» этих протеинов соответствует выполняемым ими функциям. (см. рис.1)
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Рис.1 Трехмерная структура белка OMPF_ECOLI
Идентификатор домена porin_1 в Pfam - PF00267, полное название- грамм-отрицательный порин, сокращенное название- porin_1. 
О множественном выравнивания последовательностей гомологичных белков

Выравнивание можно определить как сопоставление друг с другом аминокислот разных белков, которое отражает: филогенетическую связь между организмами, которым принадлежат эти белки; функциональную значимость различных участков последовательностей (например, участки, ответственные за связь белка с лигандом, должны быть сопоставлены друг с другом); пространственную структуру белков (она у гомологичных белков, как правило, является более консервативной нежели первичная структура). 

При построении множественного выравнивания при помощи программ, на вход которым подаются «голые» аминокислотные последовательности, обычно возникают некоторые трудности с дальнейшей трактовкой этого выравнивания. Большинство программ (например, ClustalW), строят выравнивание таким образом, чтобы в нем было как можно больше совпадающих, консервативных, позиций. В итоге получается выравнивание не отражающее функциональной значимости определенных участков белков или вообще, в принципе биологически глупое выравнивание (делеции или вставки в α-спиралях и β-стрендах).  Такое выравнивание должно быть тщательно проверено, например при помощи третичных структур входящих в него белков. Например, в файле homeo_11.msf представлено выравнивание белков, построенное при помощи программы ClustalW, однако изучив выравнивание 3D-структур пяти белков из этой выборки, были обнаружены 2 ошибки (вставки в неверных местах). Выравнивание было исправлено и сохранено в файле (homeo_11_rev.msf). Но если в этом случае мы имели дело не с очень существенной, по мнению автора, ошибкой (всего лишь несколько столбцов выравнивания не на своих местах), порою ошибки могут быть более серьезными. Например, В C-концевом участке выравнивания N-концевого домена глютаминил-тРНК синтетаз, построенного программой ClustalW, имеется существенная ошибка в выравнивании между двумя подсемействами последовательностей. На основе пространственного выравнивания эта ошибка была исправлена. (см. рис.2). 

	                  *       340         *              
SYQ_ECOLI/ : SIREFCKRIGVTKQD-NTIEMASLESCIREDLNE : 312
SYQ_DEIRA/ : AVRAFAAQIGVSRTN-RTVDIAVYENAVRDDLNH : 312
SYQ_HUMAN/ : AINNFCARVGVTVAQ-TTMEPHLLEACVRDVLND : 301
SYE_PYRAB/ : AIKELIIEVGLKKSD-ATVSWDNLAAINRKLVDP : 309
SYE_METMA/ : ALKKFMIEMGVGMTD-VSISMESLYAENRKIVDP : 311
SYE_METJA/ : AIYEIMKRIGIKQAD-VKFSWENLYAINKELIDK : 304
SYE_PYRHO/ : AIKELIIEVGLKKSD-ATISWENLAAINRKLVDP : 309
SYE_SULTO/ : TIIETIITVGLKVSD-ATISFDNLAALNRKKLDP : 309
SYE_THEVO/ : TFRRYWINSGLREID-AVFSWEIFNSLNREFVDP : 306
SYQ_YEAST/ : AILSFINTLGVTTST-TNIQVVRFESAVRKYLED : 315
SYE_ECOLI/ : GDQEIFTREEMIKYFTLNAVSKSASAFNTDKLLW : 304
SYE_WOLSU/ : GDQEIFSMEEMLRFFDPKDLNSSASAYNQEKFLW : 304
SYE_STRR6/ : GEDEIFSREELIKLFDENRLSKSPAAFDQKKLDW : 323
SYE_STRPN/ : GEDEIFSREEFIKLFDENRLSKSPAAFDQKKLDW : 323
SYE_STAAM/ : GEEEIFSKEEFIKIFDEKRLSKSPAFFDKQKLAW : 320
SYE_CAUCR/ : GDDEVFTDEQAISWFDVADVVKAPARLDWAKLNH : 301
SYE1_BRUME : GDDEIMSTEQMIEWFDVKDINKGAARFDFQKLEA : 305
SYE1_CAMJE : GDDEVFSLEDLKKLFDPYHINKSASCYNAKKLEW : 305
SYE1_THETN : DGEEIFDVRKSIREFSLERVSKNPAVYDVQKLTW : 310
SYE_ANASP/ : STQEIFTLEAAAKEFTFERVNKAGAKFDWAKLDW : 316
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                  *       340         *       360         *               
SYQ_ECOLI/ : IREFCKRIG-----------------------VTKQDNTIEMASLESCIREDLNE : 312
SYQ_DEIRA/ : VRAFAAQIG-----------------------VSRTNRTVDIAVYENAVRDDLNH : 312
SYQ_HUMAN/ : INNFCARVG-----------------------VTVAQTTMEPHLLEACVRDVLND : 301
SYE_PYRAB/ : IKELIIEVG-----------------------LKKSDATVSWDNLAAINRKLVDP : 309
SYE_METMA/ : LKKFMIEMG-----------------------VGMTDVSISMESLYAENRKIVDP : 311
SYE_METJA/ : IYEIMKRIG-----------------------IKQADVKFSWENLYAINKELIDK : 304
SYE_PYRHO/ : IKELIIEVG-----------------------LKKSDATISWENLAAINRKLVDP : 309
SYE_SULTO/ : IIETIITVG-----------------------LKVSDATISFDNLAALNRKKLDP : 309
SYE_THEVO/ : FRRYWINSG-----------------------LREIDAVFSWEIFNSLNREFVDP : 306
SYQ_YEAST/ : ILSFINTLG-----------------------VTTSTTNIQVVRFESAVRKYLED : 315
SYE_ECOLI/ : DQEIFTREEMIKYFTLNAVSKSASAFNTDKLLW---------------------- : 304
SYE_WOLSU/ : DQEIFSMEEMLRFFDPKDLNSSASAYNQEKFLW---------------------- : 304
SYE_STRR6/ : EDEIFSREELIKLFDENRLSKSPAAFDQKKLDW---------------------- : 323
SYE_STRPN/ : EDEIFSREEFIKLFDENRLSKSPAAFDQKKLDW---------------------- : 323
SYE_STAAM/ : EEEIFSKEEFIKIFDEKRLSKSPAFFDKQKLAW---------------------- : 320
SYE_CAUCR/ : DDEVFTDEQAISWFDVADVVKAPARLDWAKLNH---------------------- : 301
SYE1_BRUME : DDEIMSTEQMIEWFDVKDINKGAARFDFQKLEA---------------------- : 305
SYE1_CAMJE : DDEVFSLEDLKKLFDPYHINKSASCYNAKKLEW---------------------- : 305
SYE1_THETN : GEEIFDVRKSIREFSLERVSKNPAVYDVQKLTW---------------------- : 310
SYE_ANASP/ : TQEIFTLEAAAKEFTFERVNKAGAKFDWAKLDW---------------------- : 316
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	Рис.2. В выравнивании белков, построенных при помощи программы ClustalW (А), имеется существенная ошибка, при помощи выравнивания пространственных структур двух белков из этой выборки (В), эта ошибка была устранена (Б). Белки, представленные в пространственном выравнивании принадлежат разным подсемействам, можно видеть, что одному аминокислотному остатку подсемейства, белок которого раскрашен красным цветом, соответствует целая петля в другом подсемействе. 


К сожалению, к 3D-структурам белков тоже приходится относиться осторожно, поскольку один и тот же белок может иметь различные конформации в зависимости от его положения в клетке, связи с лигандом и т.д. (см. рис.3). В базе MolMov DB (http://www.molmovdb.org/) можно найти большое количество белков, имеющих различные конформации. 
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Рис.3. Пространственное выравнивание CheY-like доменов из E.coli и T.maritima. Петля, покрашенная в зеленый цвет, располагается иначе, чем соответствующий ей участок в другом белке. Но это не означает, что в этом месте нет выравнивания, просто в разных организмах белки имеют разные конформации. Доказательством этому служит существование нескольких PDB-файлов, в которых петля находится в разных конформациях.  
О выполненной работе

Было построено полноразмерное выравнивание представителей белков, содержащих домен porin_1. Выравнивание было отредактировано согласно вторичной структуре белков OMPF_ECOLI и OMPC_KLEPN. Были построены паттерн и профиль белков этой выборки. Семейство белков было разбито на два подсемейства, определены диагностические признаки, для отнесения белка к тому или иному подсемейству.   
Материалы и методы 

18 представителей семейства porin_1 получены  из выборки seed  банка Pfam. Среди них был белок без С-сигнального конца (Q51262_NEIME), было принято решение не удалять его как фрагмент, поскольку в остальных местах он достаточно хорошо выравнивается с другими белками выборки, однако в построении профиля он не использовался. Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS (с помощью Swiss-Prot удалось получить последовательности всех белков). Множественное выравнивание построено с помощью программы ClustalW.
Выравнивание размечено и отредактировано  вручную с использованием программы GeneDoc и сохранено в файле result.msf.
Редактирование проходило на основании:

а) вторичных структур белков OMPF_ECOLI и OMPC_KLEPN, информация о которой была получена с помощью банка данных PDBSum (PDB коды: для OMPF_ECOLI – 1bt9, для  OMPC_KLEPN – 1osm);
б) наличия консервативных участков в выравнивании;
в) функциональной значимости отдельных аминокислот (по данным PDBSum для белка OMPC_KLEPN);

Паттерн построен по 12 позициям (но из них 4 икса), один из которых играет важную функциональную роль (связь белка с лигандом). Паттерн представлен на рис.4.
Q51262_NEI : GNVTPRVSYAHG 
Q9Z4K1_NEI : GNVTPRVSYAHG
O52698_NEI : GNVTPRVSYAHG
OMPB_NEISI : GNVMPRLSYAHG
OMPA2_NEIM : GNAVPRISYAHG
NMPC_ECOLI : FGLRPSVAYLQS
OMPC_SALTY : FGLRPSVAYLQS
OMPC_SERMA : FGLRPFVGYNQT
OMPF_SALTI : FGLRPAISYVQS
OMPF_SERMA : FGLRPEVSYLQS
OMPF_XENNE : LGLKPSLAYVQS
OMPS1_SALT : FGLRPSIAYLQS              [GFL]-[GN]-[VAL]-X(1)-P-X(1)-[VLI]-[SAG]-[YF]- 
OMPS2_SALT : FGLRPAVSFLMS                        X(1)-X(1)-[GST]
PHOE_CITFR : FGLRPSLGYVLS              
YEDS_ECOLI : FGLRPSIAYLQS
O87753_KLE : FGLRPSIGYVQT
OMPC_KLEPN : FGLRPSVAYLQS
OMPF_ECOLI : FGLRPSIAYTKS
SecStr     : --SSSSSSSSSS
Domain     : DDDDDDDDDDDD
Functional : ------F-----
Alignment  : AAAAAAAAAAAX
                 p    ***
Рис.4. Паттерн семейства

Профиль описывает участок выравнивания, содержащего только домен семейства (29-427 позиции по файлу result.msf), он сохранен в файле porin.hmm.
Последовательности выборки разбиты на две подгруппы на основании их консервативных участков. 
             Для поиска диагностических признаков использовались:  сервис SDPpred, сервис SVETKA, редактор GeneDoc, в частности,   раскраска по консервативности в подгруппах.

Результаты
1.Семейство и выборка 
 
Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен porin_1.  Эти белки выступают в качестве «молекулярного сита» для гидрофильных соединений. Они формируют широкий канал, заполненный водой, который делает возможным диффузию гидрофильных молекул в периплазматическое пространство.
 
В банке Pfam к этому семейству отнесено 1666 последовательностей. Белки семейства встречаются у бактерий и бактериофагов.
По данным  Pfam, белки могут иметь лишь одну доменную архитектуру.
Для исследования составлена выборка из  18 представителей семейства.

фрагментов в выборке обнаружено не было, за исключением белка  Q51262_NEIME, у которого не полностью представлен С-конец. 


2.Множественное выравнивание последовательностей белков выборки

1) Сразу бросается в глаза, что все белки выборки могут быть разделены на 2 группы, в зависимости от схожести их последовательностей.  Белки первой группы (куда входит белок с аннотированной вторичной структурой – OMPF_ECOLI), вероятно имеют ту же вторичную структуру, что и белок OMPF_ECOLI, за некоторыми исключениями:

    - Некоторые белки первой группы имеют делеции в одном из β-стрендов (рис.5). Для того, чтобы разобраться – в чем же дело, было решено обратиться к вторичной структуре белка OMPC_KLEPN. Было обнаружено, что в предыдущий β-стренд (PITN – для белка OMPF_ECOLI) входят лишь две аминокислоты (аргинин и аланин), а в следующий (проблематичный стренд), лишь глицин и фенилаланин, таким образом, глицин-серин-лейцин вообще не входят ни в какой стренд (если, конечно, вторичные структуры обоих белков описаны правильно). Возможно, в природе имеется несколько вариантов построения этих β-стрендов в зависимости от функциональной особенности белка. С другой стороны в белке OMPC_KLEPN оба стренда очень короткие (всего две аминокислоты), возможно,  вторичная структура этого белка не верно аннотирована.  
                                                                                                    
                   *       260         *       280         *       300         *       320          
Q51262_NEI : KRHHQVQENVNI-----------------EKYQIHRLVSGYDNDALYASVAVQQQDAKLTEEN--------------YSHN : 226
Q9Z4K1_NEI : KRHHYATE----------------------KHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLALIDD-------------NSHN : 241
O52698_NEI : QRYGEGTKKIEYDDQA-----YSIPTLFVEKLQVHRLVGGYDNNALYVSVAAQQQDAKLYGAMSG------------NSHN : 263
OMPB_NEISI : AKRKVLSDDHLELFNSN----TTLGSGVYKDYQAHRLVGGYDANNVLVSVAGQYEGFKADVADA--------------KKN : 271
OMPA2_NEIM : ARHANVGRDAFELFLLGSTSDEAKGTDPLKNHQVHRLTGGYEEGGLNLALAAQLDLSENGDKAK--------------TKN : 300
NMPC_ECOLI : AKSDRTDTQVNAGK------VLPEVFASGKNAEVWAAGLKYDANNIYLATTYSETQNMTVFAD-------------HFVAN : 274
OMPC_SALTY : TTSKRTADQNNTA--------NARLYGNGDRATVYTGGLKYDANNIYLAAQYSQTYNATRFGTSNGSNPST----SYGFAN : 282
OMPC_SERMA : FNSRRTSEQNGANG-------HQNIMGRGDKAEGYSGGLKYDANDVYLAVMFTQSYNAARFGSSDSS--------VYGYAN : 279
OMPF_SALTI : SNSKRTNDQQDRDG-------------NGDRAESWAVGAKYDANNVYLAAVYAETRNMSIVENTVTD--------TVEMAN : 272
OMPF_SERMA : ASSNRTDDQKLRSN------------ERGDKADAWTVGAKYDANNVYLAAMYAETRNMTPFGGGNFTNTCAATENCGGFAS : 280
OMPF_XENNE : ANSARTADQKEKVS-----------DAYGKRAEAWNIGAKYDANNVYLAAMYGETRNMTRYTRTIADTD------ATLIAN : 278
OMPS1_SALT : SSSDRSDNQVARGYGDG--MNERNNYAGGETAEAWTIGAKYDAYNVYLAAMYAETRNMTYYGGGNGEG-------NGSIAN : 293
OMPS2_SALT : TTSDRTNEQVNAGGTIA----------GGDKADAWTAGLKYDANNIYLATMYSETRNMTPYGKTDKGY-------DGGVAN : 287
PHOE_CITFR : TNSDRTNQQN------------LQTRGTGDKAEAWATGLKYDANDIYIATFYSETRNMTPISG--------------GFAN : 263
YEDS_ECOLI : XNSDRSDRQVGVGLND---RNHSNRNAGGETAEAWTVGAKYDANNVYLAAMYAETRNMTPYGGGEFDNGES----RSAIAN : 295
O87753_KLE : YSSSNRSVDQKADG-------------NGDKAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTPEED-------------NHFAG : 263
OMPC_KLEPN : ANSKRTDDQN------------QLLLGEGDHAETYTGGLKYDANNIYLATQYTQTYNATRAGS-------------LGFAN : 272
OMPF_ECOLI : GAADRTNLQEA------------QPLGNGKKAEQWATGLKYDANNIYLAANYGETRNATPITNKFTN--------TSGFAN : 274
SecStr     : SSSS--HHHH--------------------SSSSSSSSSSSSS--SSSSSSSSSSS---SSSS------------SSSS-- : 157
Domain     : --------------------------------------------------------------------------------- :   -
Functional : --------------------------------------------------------------------------------- :   -
Alignment  : --------------------------------------------------------------------------------- :   -
                                                     y                                              
Рис 5. Некоторые  белки первой группы (выделены зеленым) имеют делеции в одном из β-стрендов (выделен голубым).
2) Белки второй группы, очевидно, претерпели некоторые изменения в своей пространственной структуре (к сожалению, из всей выборки вторичная структура представлена только для белков OMPF_ECOLI и OMPC_KLEPN (оба входят в первую группу), поэтому достоверность этого предположения проверить нельзя):

- отсутствие одной из α-спиралей во многих последовательностях (см. рис.6). Причем, если исправить эту “ошибку”, то очень сильно нарушится выравнивание в других местах.
                                                                                                    
                    *       180         *       200         *       220         *       240         
Q51262_NEI : EPEARLISVRYDSPEFAGLSGSVQYALNDNAGR-----------------------HNSESYHAGF-YKNGGFFVQYGGAY : 176
Q9Z4K1_NEI : EPEARHISVRYDSPEFAGFSGSVQYELNDNSNK-----------------------YNSESYHAGFNYKNSGFFVQYAGAY : 195
O52698_NEI : QREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSG------------------------SNGESYHVGLNYQNSGFFAQYAGLF : 199
OMPB_NEISI : RVDERKVSVRYDSPVFAGFSASAQYQPRDNAN---------------PEDKHVHDVKTRHSFDLGLNYENSGFFGRYAGTF : 208
OMPA2_NEIM : RHDDMPVSVRYDSPDFSGFSGSVQFVPIQNSKSAYTPAHYTRQNNTDVFVPAVVGKPGSDVYYAGLNYKNGGFAGSYAFKY : 233
OMPC_KLEPN : LQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGK------NGSVSGEGATNNGRGALKQNGDGFGTSVTYDIFDG-ISAGFAY : 216
NMPC_ECOLI : MTQRATGVATYRNNDFFGLVDGLNFAAQYQGK-------------NDRSDFDNYTEGNGDGFGFSATYEYEG--FGIGATY : 212
OMPC_SALTY : MQQRGNGYATYRNTDFFGLVDGLDFALQYQGK--------NGSVSGENTNGRSLLNQNGDGYGGSLTYAIGEG-FSVGGAI : 213
OMPC_SERMA : MFQRSSGLATYRNNDFFGLVDGLNFALQYQGK---------NGNGEETNNGRDVLGQNGEGYGMSMSYDMGYG-ISAAGAF : 213
OMPF_SALTI : MTSRAGGLLTYRNSDFFGLVDGLSFGIQYQGKN---------------QDNHSINSQNGDGVGYTMAYEFDG--FGVTAAY : 212
OMPF_SERMA : MTGRTNGVATYRNNNFFGLVDGLNFALQYQGKN--------------QNDGRDVKKQNGDGWGISSTYDIGEG-VSFGAAY : 211
OMPF_XENNE : MTGRSTGLLTYRNTDFFGLVDGLNFRLQYQGQN----------SDRTKNKGRDTERSNGDGYGLSSTYDVGYG-ITVGGSY : 214
OMPS1_SALT : MLGRTNGVATYRNTDFFGLVEGLNFALQYQGNNENGGAGAGEG--TGNGGNRKLARENGDGFGMSTSYDFDFG-LSLGAAY : 221
OMPS2_SALT : MTGRANGVATYRNTDFFGLVDGLNFALQYQGKNESQSADDVNIGTNNRNNGDDIRYDNGDGFGISTTYDIGMG-FSAGAAY : 223
PHOE_CITFR : MTKRASGLATYRNTDFFGVVDGLDLTLQYQGK----------------NQDRDVKKQNGDGFGTSVTYDFGGSDFAVSGAY : 208
YEDS_ECOLI : MNGRANGVATYRNNGFFGXVDGLNFALQYQGNNESGGPFGQEG--SGSGDGRSLSKENGDGFGMSTSYDFDFG-LSLGAAY : 221
O87753_KLE : MTGRTNGVATYRNSDFFGLVDGLSFALQYQGKN---------------DHDRAIRKQNGDGFSTAATYAFDN--GIALSAG : 208
OMPF_ECOLI : FVGRVGGVATYRNSNFFGLVDGLNFAVQYLGK----------------NERDTARRSNGDGVGGSISYEYEG--FGIVGAY : 213
SecStr     : ---SSSSSSSSSSSHHHH----SSSSSSSS-----------------------HHH----SSSSSSSSSS----SSSSSSS : 117
                       y    f g                                       n         y                   
Рис.6. Отсутствие α-спирали (обозначена голубым цветом) в белках второй группы (выделены желтым цветом) 

- делеции в α-спирали у белка Q9Z4KI_NEISI (такого быть не может, а значит спираль просто отсутствует в этом белке), а также делеции в “проблематичных” стрендах, описанных в п.1 (см. рис.7). 

                                                                                                    
                   *       260         *       280         *       300         *       320          
Q51262_NEI : KRHHQVQENVNI-----------------EKYQIHRLVSGYDNDALYASVAVQQQDAKLTEEN--------------YSHN : 226
Q9Z4K1_NEI : KRHHYATE----------------------KHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLALIDD-------------NSHN : 241
O52698_NEI : QRYGEGTKKIEYDDQA-----YSIPTLFVEKLQVHRLVGGYDNNALYVSVAAQQQDAKLYGAMSG------------NSHN : 263
OMPB_NEISI : AKRKVLSDDHLELFNSN----TTLGSGVYKDYQAHRLVGGYDANNVLVSVAGQYEGFKADVADA--------------KKN : 271
OMPA2_NEIM : ARHANVGRDAFELFLLGSTSDEAKGTDPLKNHQVHRLTGGYEEGGLNLALAAQLDLSENGDKAK--------------TKN : 300
NMPC_ECOLI : AKSDRTDTQVNAGK------VLPEVFASGKNAEVWAAGLKYDANNIYLATTYSETQNMTVFAD-------------HFVAN : 274
OMPC_SALTY : TTSKRTADQNNTA--------NARLYGNGDRATVYTGGLKYDANNIYLAAQYSQTYNATRFGTSNGSNPST----SYGFAN : 282
OMPC_SERMA : FNSRRTSEQNGANG-------HQNIMGRGDKAEGYSGGLKYDANDVYLAVMFTQSYNAARFGSSDSS--------VYGYAN : 279
OMPF_SALTI : SNSKRTNDQQDRDG-------------NGDRAESWAVGAKYDANNVYLAAVYAETRNMSIVENTVTD--------TVEMAN : 272
OMPF_SERMA : ASSNRTDDQKLRSN------------ERGDKADAWTVGAKYDANNVYLAAMYAETRNMTPFGGGNFTNTCAATENCGGFAS : 280
OMPF_XENNE : ANSARTADQKEKVS-----------DAYGKRAEAWNIGAKYDANNVYLAAMYGETRNMTRYTRTIADTD------ATLIAN : 278
OMPS1_SALT : SSSDRSDNQVARGYGDG--MNERNNYAGGETAEAWTIGAKYDAYNVYLAAMYAETRNMTYYGGGNGEG-------NGSIAN : 293
OMPS2_SALT : TTSDRTNEQVNAGGTIA----------GGDKADAWTAGLKYDANNIYLATMYSETRNMTPYGKTDKGY-------DGGVAN : 287
PHOE_CITFR : TNSDRTNQQN------------LQTRGTGDKAEAWATGLKYDANDIYIATFYSETRNMTPISG--------------GFAN : 263
YEDS_ECOLI : XNSDRSDRQVGVGLND---RNHSNRNAGGETAEAWTVGAKYDANNVYLAAMYAETRNMTPYGGGEFDNGES----RSAIAN : 295
O87753_KLE : YSSSNRSVDQKADG-------------NGDKAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTPEED-------------NHFAG : 263
OMPC_KLEPN : ANSKRTDDQN------------QLLLGEGDHAETYTGGLKYDANNIYLATQYTQTYNATRAGS-------------LGFAN : 272
OMPF_ECOLI : GAADRTNLQEA------------QPLGNGKKAEQWATGLKYDANNIYLAANYGETRNATPITNKFTN--------TSGFAN : 274
SecStr     : SSSS--HHHH--------------------SSSSSSSSSSSSS--SSSSSSSSSSS---SSSS------------SSSS-- : 157
Domain     : --------------------------------------------------------------------------------- :   -
Functional : --------------------------------------------------------------------------------- :   -
Alignment  : --------------------------------------------------------------------------------- :   -
                                                     y                                              
Рис.7. Делеции в одной из α-спиралей (обозначена голубым цветом) в белке Q9Z4KI_NEISI (выделен розовым цветом). Делеции в двух β-стрендах в белках второй группы (выделены желтым цветом).
3) Вообще выравнивание белков первой группы значительно отличается от выравнивания белков второй группы, можно предположить, что их вторичные структуры тоже различны.

4) В начальных позициях выравнивания доменов была обнаружена ошибка (в одном из белков вставка в стренде в 11 аминокислот)

5) В белке Q51262_NEISI отсутствует N-конец. Возможно, этот белок был секвенирован без начального сигнала, однако в дальнейшем он хорошо выравнивается с белками первой группы, поэтому было решено не удалять его как фрагмент. 

  Конечное, отредактированое выравнивание сохранено в файле result.msf. 
  Домен porin_1 представлен в выравнивании позициями от 29 до 427 (строка Domain в выравнивании). В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры по последовательности белка OMPF_ECOLI, информация о которых была получена с помощью банка данных PDBSum (PDB код 1bt9): (-тяжи обозначены буквами S, (-спирали – буквами H, строка SecStr. Функционально значимые аминокислотные остатки отмечены буквой F в строке Functional. 
Биологически обоснованное выравнивание, по оценке автора,  отмечено в выравнивании буквой А (строка Alignment). Там где выравнивание отмечено буквой X, его истиность остается под вопросом. Буквой L отмечены связующие участки между двумя хорошими участками выравнивания (обычно, в пространственном выравнивании соответствует петлям), буквой Y эти участки под сомнением.   
В качестве примера, рассмотрен участок 112-140 (см. рис.8).

                                                                                                    
                     *       100         *       120         *       140         *       160        
Q51262_NEI : LGNGLKAIWQVEQKASIAG-TDSGW----GNRQSFIGLKGG-FGKLRVGRLNSVLKDTGDI-NPWDS---KSDYLGVNKIA : 119
Q9Z4K1_NEI : LGNGLKAIWQLEQKAYVSG-TNEGW----GNRQSFIGLKGG-FGKVRVGRLNSVLKDTGGF-NPWEG---KSGYLSLSNIA : 137
O52698_NEI : LGNGLKAVWQLEQGASVAG-TNTGW----GNKQSFVGLKGG-FGTIRAGSLNSPLKNTGANVNAWESGKFTGNVLEISGMA : 142
OMPB_NEISI : LSNNLNAIWQVEQNTSVAG-TDKGW----GTRESFIGLEGG-FGKVRAGKLNTALKDNSDSVDPWESSDANASVLQFGKLK : 142
OMPA2_NEIM : LGEGLKAVWQLEQDVSVAGGGATQW----GNRESFVGLAGE-FGTLRAGRVANQFDDASQAIDPWDSN--NDVASQLGIFK : 152
NMPC_ECOLI : INDQLTGFGQWEYEFKGNRAESQGSS-KDKTRLAFAGLKFGDYGSIDYGRNYGVAYDIGAWTDVLPEFGGDTWTQ--TDVF : 146
OMPC_SALTY : VNDQLTGYGQWEYQIQGNQTEGSNDS---WTRVAFAGLKFADAGSFDYGRNYGVTYDVTSWTDVLPEFGGDTYG---ADNF : 141
OMPC_SERMA : ISDQLTGYGQWEYQANLNHAENQDNK--NFTRYGFAGLKFGDYGSFDYGRNTGVLYDVAAYTDLQPEFDGMTYG---ADQF : 142
OMPF_SALTI : INTDLTGFGQWEYRTKADRAEGEQQN-SNLVRLAFAGLKYAEVGSIDYGRNYGIVYDVESYTDMAPYFSGETWGGAYTDNY : 148
OMPF_SERMA : ITDQLTGYGQWEYNVQSNHAESQGTE-GTKTRLGFAGLKFADYGSFDYGRNYGVLYDVEGWTDMLPEFGGDTYTY--SDNF : 145
OMPF_XENNE : ISDQLTGFGRWEYNVKAKGTEAAVAE--SSTRLAFAGLKFANYGSLDYGRNYRVNYDVNAWTDVLPIFGGDPMAQ--TDNF : 144
OMPS1_SALT : INDMLTGYGQWEYNIKVNTTEGEGAN--SWTRLGFAGLKFGEYGSFDYGRNYGVIYDIEAWTDALPEFGGDTYTQ--TDVY : 143
OMPS2_SALT : INDQLTGYGQWEYNVQANTTEGEGAN--SWTRLAFAGLKFGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGWTDMLPEFGGDSYTY--ADNY : 143
PHOE_CITFR : INDELTGYGRWEAEFAGNKAESDSNQ--QKTRLAFAGSKLKNLGSFDYGRNLGALYDVEAWTDMFPEFGGDSSAQ--TDNF : 143
YEDS_ECOLI : IADQFTGYGQWEFNIGANGPESDKGN--TATRLAFAGLGFGQNGTFDYGRNYGVVYDVEAWTDMLPEFGGDTYAG--ADNF : 143
O87753_KLE : INDQLIGYGQWEYNMDASNVEGSQTT---KTRLAFAGLKAGEYGSFDYGRNYGAIYDVEAATDMLVEWGGDGWN--YTDNY : 144
OMPC_KLEPN : INDQLTGYGQWEYNVQANNTESSSDQ--AWTRLAFAGLKFGDAGSFDYGRNYGVVYDVTSWTDVLPEFGGDTYG---SDNF : 142
OMPF_ECOLI : INSDLTGYGQWEYNFQGNNSEGADAQTGNKTRLAFAGLKYADVGSFDYGRNYGVVYDALGYTDMLPEFGGDTAY---SDDF : 150
SecStr     : SS--SSSSSSSSSSSS-------------SSSSSSSSSSS---SSSSSSSSS---HHHHHHH------------------- :  74
Domain     : DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD : 134
Functional : --------------------------------------------------------------------------------- :   -
Alignment  : AAAAAAAAAAAAXXXXLLLLLLLLLLLLLLAAAAAAAAAALLLAAAAAAAAAAAAAAXXXXXXXYYYYYYYYYYYYYYYYY : 137
             ****************              *   f g *******************       *****************      

Рис.8 Существование выравнивания на участке 112-140.
Основанием считать, что на этом участке есть выравнивание, является следующее:

1) - 6 позиций (21%) имеют консервативность 100%

    - 5 позиций (17%) – 80%


    - 13 позиций (45%) – 60%

     2) У всех белков 2 группы имеются делеции в 126 позиции (или вставки у белков первой группы на этом же месте). Однако, если обратиться к вторичной структуре белка OMPF_ECOLI, можно видеть, что этот участок соответствует петле между двумя β-стрендами, таким образом она просто является вариабельной. 

     3) Консервативность участков, от которых чаще можно ожидать функциональной значимости:


- глицин: 

позиции 120, 127, 130 – консервативность 100%

позиции 124, 134 – консервативность 60%

- заряженные остатки:

      ·аргинин:



позиция 113 – консервативность 100%



позиция 131 – консервативность 80%


·лизин



позиция 122 – консервативность 80%


·аспарагиновая кислота



позиция 140 – консервативность 100%



позиция 128 – консервативность 60%


4) Предсказания α-спиралей и β-тяжей на участке, к сожалению, не дали хороших результатов, слишком короткие участки представлены.(см. рис. 9)
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Рис.9. Предсказание α-спиралей и β-стрендов для участка выборки белков при помощи программы JalView
3.Паттерн семейства
Паттерн белков выборки был составлен по позициям  340 - 351(см. рис.4). В этих позициях присутствует консервативная, функционально значимая аминокислота, ответственная за связывание белка с лигандом (входит в один из β-стрендов белка). Результаты поиска по паттерну представителей семейства porin_1 в банке SwissProt представлены в табл.1
Табл.1 Результаты поиска по паттерну представителей семейства porin_1 в банке SwissProt
	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	 41
	1
	42

	Не найдено паттерном
	22
	*
	*

	Всего
	63
	*
	*


Белок, найденый при использовании паттера, но не найденный в Pfam: ROBO3_MOUSE. Кусок последовательности, описанный в паттерне находится в этой последовательности близко к C-концу. Согласно Pfam в этом белке много фрагментов низкой сложности возле С-конца (см.рис.10). Можно предположить, что в этом месте находится фрагмент исследуемого домена, потерявший (или никогда не имевший) функциональной значимости в этом белке.
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Рис.10. Доменая организация белка ROBO3_MOUSE (из базы данных Pfam)

Примеры последовательностей не найденых паттерном: OMPH1_PASMU, OPP21_HAEIN, OMPU_VIBPA, PORL_BUCAI. Очевидно, что β-стренд, по которому был построен паттерн, может иметь некоторые вариации в своей первичной структуре.
3.Профиль семейства и его проверка

HMM-профиль был построен с помощью программы ehmmbuild пакета EMBOSS и нормирован программой  ehmmcalibrate. Профиль был построен домену белков porin_1. Поиск по профилю осуществлялся с помощью программы ehmmsearch (по банку данных Swiss-Prot). Выходной файл был сохранен под именем sw_result.hmm. Из этого файла были извлечен список ID найденных белков и с помощью Excel сравнен со списком ID белков, принадлежащих семейству porin_1. 
4.Диагностические признаки подсемейств

1) Выделение подсемейств

а) Как уже было указано, визульно все белки выборки сразу же можно разделить на 2 группы. SVETKA только подтвердила возможность такого разделения (см.рис.11)

б) Все белки семейства содержат только один домен, поэтому проверить правильность разделения белков на подсемейства, используя доменную архитектуру не удалось.


в) Функции белков у этих двух подсемейств тоже различны: если порины первого семейства не являются специфичными к каким-либо лигандам и пропускают в периплазматическое пространство любые вещества до определеной молекулярной массы, то белки второго подсемейства специфичны к небольшим катионам (по данным банка UniProt). 

г) В добавок ко всему этому, можно еще наблюдать, что белки разных подсемейств принадлежат разным таксонам (причем разделение идет уже на уровне надклассов). Организмы с белками первого подсемейства принадлежат надклассу Gammaproteobacteria, а второго – надклассу Betaproteobacteria. (по данным банка Uniprot) 
+-193+-95-*OMPC_SERMA__
                 |    |                                                      

                 |    +-47-+-72-*O87753_KLEPN__
                 |         |                                                 

                 |         +-12-+-33-+-85-*OMPF_SALTI__
                 |              |    |                                       

                 |              |    +-82-*OMPF_ECOLI__
                 |              |                                            

                 |              +-5--+-82-*OMPF_XENNE__
                 |                   |                                       

                 |                   +-3--+-74-*PHOE_CITFR__
                 |                        |                                  

                 |                        +-4--+-70-*NMPC_ECOLI__
                 |                             |                             

                 |                             +-2--+-30-+-0--*OMPC_SALTY__
                 |                                  |    |                   

                 |                                  |    +-0--*OMPC_KLEPN__
                 |                                  |                        

                 |                                  +-15-+-63-+-0--*OMPS1_SALTI__
                 |                                       |    |              

                 |                                       |    +-0--*YEDS_ECOLI__
                 |                                       |                   

                 |                                       +-22-+-0--*OMPF_SERMA__
                 |                                            |              

                 |                                            +-0--*OMPS2_SALTI__
                 |                                                           

                 +-193+-151*OMPA2_NEIMC__
                      |                                                      

                      +-92-+-91-*OMPB_NEISI__
                           |                                                 

                           +-77-+-102*Q9Z4K1_NEIGO__
                                |                                            

                                +-112*O52698_NEIGO__
Рис.11. Дерево белков выборки, построенное при помощи сервера SVETKA

Таким образом, визуальное разделение белков на подсемейства можно считать обоснованым. 

2) Определение диагностических признаков подсемейств.

а) Вначеле были определены дополнительным участки биологически обоснованного выравнивания (при помощи раскраски по группам в GeneDoc). Было составлено два паттерна (для определения принадлежности к первому подсемейству и ко второму).

Для первого подсемейства: G-X(1)-X(1)-T-Y-R-N-X(1)-X(1)-F-F-G (Позиции: 169-180, соответствуют β-стренду и α-спирали в белке OMPF_ECOLI) 
Для второго подсемейства: S-V-R-Y-D-S-P-X(1)-F-X(1)-G 
(Позиции 170-180)


б) Далее, для поиска диагностических позиций была использована программа SDPpred. В результате выполнения этой программы было найдено 70 позиций, в которых аминокислоты обеих групп являются консервативными, но не соответствуют аминокислотам другой группы. Все позиции были отмечены в выравнивании красными линиями, фаил- family.msf
Обсуждение

1) Консервативность

7 позиций в выравнивании являются консервативными (если не делить его на группы). При выделении подсемейств, для первого семейства число консервативных позиций составляет 27%, для второй – 32%. Таким образом, разделение на группы является делом вполне обоснованым. 

2) Паттерн

При запуске паттерна был найден всего лишь один белок, не принадлежащий семейству, описаному в Pfam. Однако треть последовательностей семейства найдена не была. Паттерн хорош для определения принадлежности белка к семейству, но не для поиска новых белков семейства.  
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