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Аннотация

Было проведено исследование семейства PF02670 на основе множественного выравнивания выборки доменов из этого семейства. Был составлен паттерн и определены диагностические позиции.

Введение.

· О белке

DXR_ECOLI (1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфат редуксизомераза) найден в организме Escherichia coli, K-12  длиной в 397 а.о.
Функция: Этот энзим катализирует образование 2-С-метил-D-эритритол 4-фосфата из 1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфат в присутствии NADPH. В Arabidopsis thaliana 1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфат редуксизомераза - первый описанный фермент из немевалонатного пути для биосинтеза изопреноидов.

Пространственная структура: H:\public_html\3D.html, а данные о вторичной структуре можно получить по ссылке H:\public_html\secondary_structure.html
· О множественном выравнивания последовательностей гомологичных белков

С помощью банка  Pfam  был выбран домен  PF02670 DXP_reductoisom «1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфат редуктаза-изомераза» 4-132, для которого есть пространственная структура.

Была составлена выборка последовательностей гомологов этого белка по выбранному домену. Из этой выборки были удалены случайно выбранные последовательности, тк предполагаемых фрагментов не было. После чего было построено множественное выравнивание.
Выравнивание- это один из инструментов биоинформатики.

Программа, строящая выравнивание, пытается с помощью математических и статичстических методов проанализировать биологические последовательности. Статистика может только предполагать, поэтому неточности присутствуют. Но даже с такими данными мы получаем , что консервативные участки мы всегда можем определить по функционально значимым остаткам. Каждый вес замены – определен математически, точнее статистически, для разрывов в последовательностях утверждены штрафы за начало и продолжение, тоже устаовленные статистически, а мерой правдоподобности выравнивания служит счет – score – виртуальное значение, вычисленное на основе указанных параметров. Все эти параметры получены статистически, на основе анализированных блоков последовательностей. Из-за этого могут возникать ошибки, так как биологический смысл не анализируется программой, и она поставит геп в том случае, чтобы был лучший счет, а не лучшее выравнивание, например, консервативных участков вторичной структуры. Но в любом случае выравнивание очень полезно,н-р, оно помогает найти консервативные участки в последовательности,которые на первый взгляд (в смысле просто «глазками») не видны. Но в любом случае выравнивание нуждается в редактировке. Его нужно сравнивать со вторичной структурой. Множественное выравнивание ClustalW имеет все перечисленные недостатки и преимущества. 
Поэтому делать вывод,опираясь на данные только выравнивания, нельзя.
О выполненной работе

Работа состояла из нескольких пунктов:

· Получение множественного выравнивания последовательностей доменов белков семейства PF02670 с помощью базы данных PFAM.

· Получение множественного выравнивания полноразмерных последовательностей белков семейства PF02670.

· Анализ выравнивания

· Построение паттерна, анализ его работы

· Поиск диагностических позиций.

Материалы и методы
Из выборки seed  банка Pfam было получено 87 последовательностей. Лишние последовательности были случайным образом удалены, фрагментов не оказалось.

Затем было построено выравнивание с помощью программы emma пакета Emboss.

Выравнивание размечено и отредактировано вручную с использованием программы GENEDOC на основании:

(а) наличия консервативных участков в выравнивании;

(б) вторичной структуры белка DXR_ECOLI, известной из его пространственной структуры (PDB код 1jvs)
Лучшее выравнивание было построено по позициям 8-13. 
Последовательности выборки разбить на две подгруппы на основании  чего-либо очень сложно, тк поиск различий по доменным структурам ничего не дал существенного (т.е. на основании этих данных невозможно было разделить группу белков на 2 подгруппы или максимум на 3). 
Для поиска диагностических признаков использовались доменная архитектура по данным Pfam, сервис SDPpred, редактор GeneDoc, в частности,   раскраска по консервативности в подгруппах.
Результаты.

1. Семейство и выборка 

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен  DXP_reductoisom «1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфат редуктаза-изомераза» 4-132  [и принадлежащих таксону ЗА02670].  Функции домена такие: 1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфат редуксизомераза синтезирует 2-C-метил-D-эритритол 4-фосфат из 1-дезокси-D-ксилулоза 5-фосфат в одну стадию путем внутримолекулярной переорганизации и восстановления, и она ответственна за биосинтез терпеноидов в некоторых организмах PUBMED:9707569.

 В банке Pfam к этому семейству отнесено 308 последовательностей. Белки семейства встречаются у [эукариот – 32],  [бактерий -  276].

Для исследования составлена выборка из  20 представителей семейства.  Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты.  
2. Множественное  выравнивания полноразмерных последовательностей белков  

выборки представлено в файле ЗА02670.msf.  Домен Pfam соответствует участку от 4 до 132 позиции выравнивания. В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности α-спирали и β-листы, определенные по пространственной структуре белка.  Выравнивание отредактировано вручную на участках этих самых α-спиралей и β-листов .  Необходимость коррекции вызвана тем, что внутри α-спиралей и β-листов не должно быть гэпов.


Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке,  отмечено в выравнивании.   
В качестве примера, рассмотрим участок с 6-го аминокислотного остатка по 24-ый  (рис) 

3. Паттерн семейства и его проверка

Был построен паттерн семейства по функционально значимым остаткам (G-[ASV]-TGSI).  Он выдал выборку, состоящую из 155 последовательностей. SWISSPROT выдал 312 последовательностей. В любом случае SWISSPROT  должен был выдать больше последовательностей, тк в выборке присутствуеют последовательности и с различиями, которые были бы невозможны при построении паттерна, тк в последнем четко указывались аминокислотные остатки,которые не могут быть изменены, и наоборот, которые могут быть изменены, к тому же были указаны аминокислоты, на которые могжно произвести замену. 
	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	 139
	16 (HANG_DROME, VPN_BPP2, Q9VXG1, P13002)
	155

	Не найдено паттерном
	17
	*
	*

	Всего
	156
	*
	*



- Привести идентификаторы 2-5 последовательностей, для которых Pfam и вы, с помощью паттерна,  даете разный ответ. Брать расхождения обоих родов! Отчет украсит разбор того, кто прав и почему. 

4. Диагностические признаки подсемейств

Просмотрев все белки моего семейства, я пришла к выводу, что белки не обладают какими-то специфическими свойствами, чтобы их можно было разделить на 2,максимум на три группы. Ни по доменному составу этого нельзя было сделать (найти их специфические различия), ни по описанию. Я использовала программу SVETKA, но она не дала удовлетворительных результатов. Я использовала для построения дерева программу веб-сайта NCBI (пункт «Taxonomy common tree»).  Рисунок с деревом представлен в файле Tree.gdt
Судя по этому дереву я разбила его на две наиболее отвечающие смыслу ветви.
Далее я использовала  сервис SDPpred для поиска диагностических признаков семейства. Они покрашены красным цветом на выравнивании.

Минимальный Z-score равен 3.53, что само по себе довольно высокий результат. Из чего мы можем сделать вывод, что разбиение на ветви не было лишено права на существование. 

Обсуждение

-   Консервативность последовательностей белков семейства . Высоко консервативной частью выравнивания является часть с 6-го по 24-ый аминокислотный остаток. Эта часть выравнивания является обоснованной. Из разметки на выравнивании видно, что эта часть содержит α-спираль и β-лист. Также эта часть выравнивания содержит 5 функционально значимых остатков. Это неудивительно.что она оказалась высоко консервативной. Вероятно эта часть отвечает за определенные функции белка, принадлежащего к данному семейству и характерному только для него.  Менее консервативными, но содержащими 4-5 функционально значимые остатки, являются еще две части выравнивания. Из чего мы можем сделать вывод, что они тоже отвечают за каке-то функции,характерные для данного семейства, но и не только за эти функции.
-   Насколько хорошо построенный вами паттерн определяет принадлежность последовательности семейству. Построенный мною паттерн очень хорошо определяет принадлежность последовательности к семейству. Тк он построен по очень консервативному участку последовательностей, который включает в себя еще функционально значимые остатки. Что может служить залогом точного отбора последовательности, принадлежащей к данному семейству.
-   Позволяют ли диагностические признаки подсемейств опредлять принадлежность последовательности семейства подсемейству? В какой-то мере да. Но это зависит конкретно от семейства. Например, в моем семействе диагностические признаки определяют принадлежность последовательности семейства к подсемейству, но границы очень размыты и велика все же возможность ошибки. В данном случае разделение моего семейства на подсемейства довольно расплывчато. Данное разделение подтверждено только данными программы. Доменная структура не подтвердила данное разбиение. А доменная структура смотрит с точки зрения биологии.
