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Аннотация.

В работе построено, отредактировано и исследовано  выравнивание белков семейства банка Pfam. По данным выравнивания были построены паттерн и профиль, по которым проведён поиск последовательностей, удовлетворяющих им. 
Введение.

О белке.
Белок RIR2_ECOLI – В аминокислотной последовательности белка, по данным банка Swiss-Prot, имеется 375 аминокислот. Пространственная структура зрелой формы RIR2_ECOLI, содержиться в банке данных PDB в записи 1av8.
По данным Pfam, белок имеет 4 домена. По трём из них PFAM ничего не известно, а четвёртый катализирует востановительный синтез дезоксирибонуклеотидов из их рибонуклеотидов и называеться рибонуклеотид редуктаза.
О множественном выравнивании последовательностей гомологичных белков

Множественное выравнивание последовательностей гомологичных белков должно отражать сходство не только первичных структур белков, но и вторичных и пространственных структур этих последовательностей. Программы типа ClustalW строят выравнивания путём сравнения аминокислотных последовательностей, не учитывая выравнивание пространственных структур. Это часто приводит к тому, что в итоге мы получаем неверное выравнивание, которое приходится исправлять вручную, учитывая пространственную структуру белков.
О выполненной работе

Работа состояла из нескольких пунктов:

· Получение множественного выравнивания последовательностей доменов белков семейства PF00268 с помощью базы данных PFAM.

· Получение множественного выравнивания полноразмерных последовательностей белков семейства PF00268.

· Анализ выравнивания

· Построение паттерна, анализ его работы

· Построение профиля, анализ его работы

· Поиск диагностических позиций.

Материалы и методы

Из выборки seed  банка PFAM было получено выравнивание доменов 13 представителей семейства
Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Множественное выравнивание построено с помощью программы emma. Находится оно в файле PF00268_full.msf.
Выравнивание размечено и отредактировано вручную с использованием программы GeneDoc на основании 

- вторичной структуры белка RIR2_ECOLI, известной из пространственной структуры его домена Ribonuc_red_sm (PDB код 1av8) 

- выравнивания доменов

- наличия консервативных участков в выравнивании

- данных о функциональной роли аминокислотных остатков (по данным PDBSum для белка RIR2_ECOLI).

Профиль построен по всему выравниванию доменов, представленному в файле PF00268.msf.
Последовательности выборки разбиты на две подгруппы на основании филогенетического дерева (сервис SVETKA).
Результаты
· Семейство и выборка

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Ribonuc_red_sm (идентификатор Pfam PF00268).

Для исследования составлена выборка из 14 представителей семейства. Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты.
· Множественное выравнивание

Множественное выравнивание полноразмерных последовательностей белков 
выборки представлено в файле PF00268_full.msf. 

Домен Pfam соответствует участку от 1 до 281 позиции белка RIR4_SALTY. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности белка RIR2_ECOLI, определенные по пространственной структуре белка. Выравнивание отредактировано вручную на многих участках, где расположены альфа-спирали и бета-тяжи. Необходимость коррекции вызвана тем, что на этих участках не должно быть гэпов.


· В строке Secondary  буквами H отмечены альфа-спирали, буквами S – бета-тяжи.

· В строке Domain буквой D определено положение домена. 
· Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке,  отмечено в строке выравнивания Alignment буквами А. Петли отмечены буквами L. 

Функционально значимые аминокислотные остатки (строка Functional) отмечены буквой I и образуют связь с лигандом. 
· Профиль семейства
Профиль семейства находится в файле PF00268.hmm.

Результаты поиска находятся в файле sw_results.hmm.
Сравнение результатов поиска по профилю:

	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено профилем
	50
	47
	97

	Не найдено профилем
	21
	*
	*

	Всего
	71
	*
	*


Профиль нашел не все белки семейства и очень много лишнего, но в результатах поиска заметна чёткая граница между белками семейства и другими белками. Это означает, что использовать поиск по профилю для отнесения последовательности к семейству можно. 

Разбиение на подсемейства и анализ диагностических позиций

Последовательности выборки были разбиты на две подгруппы на основании филогенетического дерева (сервис SVETKA).
Обсуждение

Не смотря на то, что белок маленький, выравнивание почти по всей длине получилось весьма плохим , это вызвано тем, что в моём белке (RIR2_ECOLI) домен представлен не полностью.

Из результатов поиска по профилю можно сделать вывод, что использовать этот поиск можно, но осмотрительно.
