Отчет о результатах анализа множественного выравнивания  последовательностей белков, гомологичных метионил-тРНК-формилтрансферазе кишечной палочки
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Аннотация 

На сегодняшний день для построения достоверного множественного выравнивания аминокислотных последовательностей использования соответствующей программы часто недостаточно. Для успешного выполнения этой задачи требуется анализ и собственноручное редактирование полученного программой выравнивания. В этой работе была сделана попытка построения оправданного выравнивания последовательностей белков, гомологичных белку FMT_ECOLI – метионил-тРНК-формилтрансферазе, посредством редактирования полученного программой MAFFT множественного выравнивания. На основе отредактированного выравнивания были построены паттерн одного из подсемейств белков выборки и профиль домена, общего для семейства белков выборки, а также определены диагностические признаки этого семейства. 
Введение

1. О белке
Белок FMT_ECOLI формилирует аминогруппу метионина в составе метионил-тРНК. Альдегидная группа обеспечивает узнавание формилметионин-тРНК фактором инициации трансляции. Длина последовательности этого белка составляет 314 аминокислотных остатков. В FMT_ECOLI  есть два домена: N-концевой, несущий тетрагидрофолат-связывающий сайт, и С-концевой, участвующий во взаимодействии с метионил-тРНК. Дополнительную информацию о доменной структуре и функции белка можно найти здесь.
2. О множественном выравнивании аминокислотных последовательностей 

Множественное выравнивание представляет собой запись последовательностей белков друг под другом внутри прямоугольных блоков, сделанную таким образом, чтобы аминокислотные остатки в столбцах 1) были гомологичными (кодирующие их нуклеотиды достались генам этих  белков от общего предкового гена), 2) накладывались друг на друга  в пространственном выравнивании, или 3) играли бы сходную функциональную роль. Хотя эти три критерия практически эквивалентны для близких гомологов, тем не менее последовательность, пространственная структура и функция эволюционируют по-разному и иногда расходятся у далёких гомологов [1]. Поэтому при разных требованиях (из перечисленных выше) могут получаться разные выравнивания, которые могут быть в равной степени оправданными, но несут разный смысл. 

Но, если говорить о привычном нам множественном выравнивании аминокислотных последовательностей, построенном программой множественного выравнивания, то оно в большинстве случаев не совем отвечает перечисленным выше требованиям. Программы множественного выравнивания строят выравнивание аминокислотных последовательностей, не учитывая функциональной значимости отдельных аминокислот и мотивов, не имея информации о пространственной структуре белков и о нуклеотидных последовательностях соответствующих генов. Выравнивания, полученные программами, не всегда удовлетворяют  критериям оценки выравнивания – соответствия сравнению  пространственных структур [2], и наличия выравнивания в области консервативных функционально значимых мотивов [3]. Другой проблемой является то, что во всех известных алгоритмах множественного выравнивания штраф за гэпы является одинаковым по всей длине последовательности, а такое выравнивание в большинстве случаев не является оправданным, т.к. разные участки последовательности имеют разную степень консервативности [4]. 

3. О выполненной работе

В данной работе множественное выравнивание последовательностей белков, гомологичных белку FMT_ECOLI, построенное программой MAFFT, было отредактировано в определенных участках вручную для получения биологически оправданного выравнивания. Дополнительно были построены  паттерн одного из подсемейств белков выборки и профиль домена, общего для семейства белков выборки, и проверено их качество – можно ли их использовать для определения принадлежности белковой последовательности данному подсемейству (для паттерна) или семейства (для профиля). В отредактированном выравнивании были также предсказаны диагностические позиции подсемейств рассматриваемого семейства белков и на основании этих диагностических позиций было составлено правило, по которому можно предсказать принадлежность последовательности семейства соответствующему подсемейству.

Материалы и методы 

34 представителя семейства получены из выборки seed банка Pfam. Из этой выборки были удалены  белки, представленные фрагментом последовательности, а затем ещё по одной из нескольких пар сходных последовательностей – в результате в выборке осталось 22 последовательности.

Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Множественное выравнивание построено с помощью программы MAFFT [5] (файл full-length_MAFFT-22.msf).

Выравнивание размечено и отредактировано  вручную с использованием программы 

GeneDoc на основании (а) вторичной структуры белков FMT_ECOLI и FTHFD, известной из ихо пространственных структур (PDB коды 2fmt и 1s3i); (б) наличия консервативных участков в выравнивании; (в) данными о функции отдельных аминокислотных остатков FMT_ECOLI [6, 7]: взаимодействии с РНК  и метионином (“M”) в составе метионил-РНК, тетрагидрофолатом (“T”), каталитической функции (“С”).
Паттерн построен по 24 позициям N-концевой части (начала) домена Formyl_trans_C.

Профиль построен сервисом MyHits на основании выравнивания доменов Formyl_trans_C
Последовательности выборки разбиты на две подгруппы на основании сопоставления их доменной структуры по данным Pfam.  

Для поиска диагностических признаков использовались доменная архитектура по данным Pfam и сервис SDPpred.

Результаты

1. Семейство и выборка 

Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Formyl_trans_C. Функция  домена метионил-тРНК-формилтрансфераз – взаимодействие с РНК-компонентом метионил-тРНК. 

В банке Pfam к этому семейству отнесено 475 последовательностей.  

По данным Pfam, белки семейства бывают 11 различных доменных архитектур. 
Для исследования была составлена выборка из  22  представителей семейства. Отбирались 

полноразмерные последовательности – не фрагменты.


2. Отредактированное вручную множественное выравнивание

Множественное  выравнивание полноразмерных последовательностей белков выборки представлено в файле full-length_MAFFT+manual-22.msf. Домен PF02911 соответствует участку от 58 до 183 позиции выравнивания (поле Domain, обозначен буквой D). В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательностях FMT_ECOLI и FTFHD_RAT, определенные по пространственной структуре белка (поле Secondary, альфа-спиральные участки обозначены буквой H, бета-тяжи - буквой S). Выравнивание отредактировано вручную на участках 1-7, 315-345 (используется нумерация позиций выравнивания, представленного в файле full-length_MAFFT+manual-22.msf

). Необходимость коррекции в основном вызвана наличием множественных разрывов (“гэпов”). В первом случае эти разрывы служат для отделения стартовых метионинов, что может быть и оправдано в смысле подчёркивания общего для этих остатков статуса стартового метионина, но вряд ли оправдано в смысле эволюционного сюжета, так как стартовый метионин и следующие за ним несколько остатков у отдельных белков скорее возникли параллельно: сходство между этими участками невелико. Во втором случае (315-345) были убраны два длинных вертикальных столбца разрывов (для большей части последовательностей остатки, между которыми были разрывы, находятся в позициях 318 и 319, а также 335 и 336), которые портили участок с более-менее неплохим выравниванием и к тому же один из них (335-336) разрывал бета-тяж. На конце участка 315-345 по одному остатку последовательностей 10-формилтетрагидрофолатдегидрогеназ животных и O87977_BORBR (в нижней части выравнивания) были передвинуты от одного края (339) связывающего участка к другому (345), в результате чего был удалён разрыв в бета-тяже (по крайней мере, для белка крысы). 

Обоснованное, по моей оценке, выравнивание отмечено в файле full-length_MAFFT+manual-22.msf

. В качестве примера, рассмотрим участок 111-164 (рис. Х). На этом участке присутствуют функционально значимые остатки, взаимодействующие с тетрагидрофолатом – донором альдегидной (-формил) группы – отмечены “T”, и метионином в составе метионил-тРНК – акцептором альдегидной группы - отмечены “M”. Один из остатков этого участка важен для взаимодействия с РНК в составе метионил-тРНК – отмечен “R”. Три остатка этого участка непосредственно катализируют реакцию формилирования – отмечены “C”. 

Обоснованность, на мой взгляд, подтверждается достаточно высокой консервативностью функционально аннотированных и многих других остатков, а также небольшим числом разрывов: только в двух соседних позициях, обе – в промежутке между бета-тяжами.


                             120         *       140         *       160           
ARNA_ECOLI       82 : FYYRHLIYDEILQLAPAGAFNLHGSLLPKYRGRAPLNWVLVNGETETGVTLHRM : 134
ARNA_SALTY       82 : FYYRNLLSEEILHLAPAGAFNLHGSLLPAYRGRAPLNWVLVNGESETGVTLHRM : 134
FMT_AQUAE        83 : VAYGKILPKEVLDLPPYKTINLHASLLPKYRGAAPIQRAIMAGEKETGNTVMLV : 135
FMT_BACSU        86 : AAFGQILPKELLDSPKYGCINVHASLLPELRGGAPIHYSILQGKKKTGITIMYM : 138
FMT_ECOLI-2fmt   88 : VAYGLILPKAVLEMPRLGCINVHGSLLPRWRGAAPIQRSLWAGDAETGVTIMQM : 140
FMT_HAEIN        88 : VAYGLILPKAVLDAPRLGCLNVHGSILPRWRGAAPIQRSIWAGDVQTGVTIMQM : 140
FMT_PSEAE        89 : VAYGLILPQAVLDIPRLGCINSHASLLPRWRGAAPIQRAVEAGDAESGVTVMQM : 141
FMT_RICPR        84 : IAYGFIVPKAILEAKKYGCLNIHPSDLPRHRGAAPLQRTIIEGDRKSSVCIMRM : 136
FMT_SYNY3        88 : VAYGQLLSPEILVMPRLGCVNVHGSLLPKYRGAAPLQWAIANGETETGVTTMLM : 140
FMT_CHLPN        87 : VAYGAILRQIVLDIPRYGCYNLHAGLLPAYRGAAPIQRCIMEGATESGNTVIRM : 139
FMT_THEMA        85 : ASYGKILGEKVLSLPRLGCYNIHPSLLPKYRGASPIQRVLENGEERTGVTIYKM : 137
FMT_DEIRA        91 : CAYGKILPAGVLEIPRFGFLNTHTSLLPRYRGAAPIQWALIRGETVTGTTIMQT : 143
FMT_MYCTU        86 : VAYGALLGGPLLAVPPHGWVNLHFSLLPAWRGAAPVQAAIAAGDTITGATTFQI : 138
Q9REQ1_ZYMMO     85 : AAYGCYYPRPFLNAAPW-LFKCAWLSSPEMAWRTPVQRAILAGDQESGVTIMQM : 136
FMT_BORBU        83 : FSYGKIFKKEFLDLFPKGCINVHPSLLPKYRGVSPIQSAILNGDCVSGVTIQSM : 135
FMT_TREPA        92 : FAYGKIFGPRFLALFPRGAINVHPSLLPRWRGSTPVPAAILAGDCETGVTLQYI : 144
FMT_HELPY        87 : VAYGKILPKEVLTIAP--CINLHASLLPKYRGASPIHEMILNDNKIYGISTMLM : 137
Q9RK07_STRCO     84 : NNWRTWIPPRIFGLPRHGTLNVHDSLLPKYAGFSPLIWALINGETEVGVTAHMM : 136
FTHFD_HUMAN      84 : PFCSQFIPMEIISAPRHGSIIYHPSLLPRHRGASAINWTLIHGDKKGGFSIFWA : 136
FTHFD_RAT-1s3i   84 : PFCSQFIPMEVINAPRHGSIIYHPSLLPRHRGASAINWTLIHGDKKGGFTIFWA : 136
Q19428_CAEEL     90 : PFCTQFIPLEITEAPAKKSIIYHPSILPKHRGASAINWTLIEGDEEAGLSIFWA : 142
O87977_BORBR     81 : YNFPTVIGHAAIDSFPRGILNAHGGDLPRYRGNACQAWALIQGEPAIGLCVHYM : 134
Alignment       105 : AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA : 158
Domain            - : ------------------------------------------------------- :   -
Secondary-2fmt   55 : SS--S---HHHHHSS---SSSSSSSS----SSS-HHHHHHHH--SSSSSSSSS-- :  92
Secondary-1s3i   58 : SS--S---HHHHSSS---SSSSSSS-----SSS-HHHHHHH---SSSSSSSSS-- :  93
Functional-2fmt   8 : -MMR----------------C-C-TTTT------MM------------MC----- :  20
                                                                                   
Рис 1. Участок 111-164 отредактированного выравнивания. Чёрным выделены высоко консервативные остатки, тёмно-серым – немного менее консервативные, светло-серым – ещё менее консервативные (уровень консервативности, определяющий тот или иной тип окраски, неодинаков для разных столбцов из-за того, что символы в разметке выравнивания воспринимаются программой как аминокислотные остатки).

3. Паттерн семейства и его проверка

Паттерн строился по N-концевой части (началу) домена Formyl_trans_C, которая, хотя и не аннотирована, но довольно-таки консервативна и некоторые её остатки в FMT_ECOLI участвуют во взаимодействии с РНК.



                               *       240         *       260         *           
ARNA_ECOLI      187 : EIAQRENEATCFG--RRTPDDSFLEWHKPASVLHNMVRAVADPWPGAFSYVG--- : 236
ARNA_SALTY      187 : SVPQRESDSTYYG--RRRPEDGLIDWHKPVSTVHNLVRAVAAPWPGAFSYNG--- : 236
FMT_AQUAE       188 : PVPQNHEEATYAP--PVQKEEYRICWKASAESVRDRIRGL---YPNAYTTFR--- : 234
FMT_BACSU       191 : PEKQDEEKATYAP--NIKREQELLDWSRTGEELYNQIRGLN-PWPVAYTTLN--- : 239
FMT_ECOLI-2fmt  193 : PEVQDETLVTYAE--KLSKEEARIDWSLSAAQLERCIRAFN-PWPMSWLEIE--- : 241
FMT_HAEIN       193 : AEKQDGSQSNYAE--KLSKEEAQLNWSLSAMQLERNIRAFN-PWPIAYFSTEDKD : 244
FMT_PSEAE       194 : GEIQDDALATYAH--KLNKDEARLDWSRPAVELERQVRAFT-PWPVCHTSLA--- : 242
FMT_RICPR       187 : PIKQSSNGITYAH--KLTKAEGKINWYESAYSIDCKIRGMN-PWPGAYFSYN--- : 235
FMT_SYNY3       193 : PIPQTETEATYAP--LLKKGDFVINWHRSALEIHNQVRGFA---PACHTAWG--- : 239
FMT_CHLPN       192 : LVSQDAALATIAP--KLSKEEGQVPWDKPAKEAYAHIRGVT-PAPGAWTLFSFSE : 243
FMT_THEMA       190 : LKEQDHSRATYAP--MIKKEDLIVDFSKDAESVKNKIRAYD-SRPGARAFLG--- : 238
FMT_DEIRA       194 : PQPQDEAQATHAP--LLVKEDGFVRWADPAQAVLDRFRGVA-AWPQTTAFFG--- : 242
FMT_MYCTU       191 : PRPQPADGVSVAP--KITVANARVRWDLPAAVVERRIRAVT-PNPGAWTLIG--- : 239
Q9REQ1_ZYMMO    186 : PVKQPESGESYAA--KIDKSEALIDFSKRCRELNGKFALLP-PKPGAFFLYN--- : 234
FMT_BORBU       187 : GIPQKSSEATFCS--FLKKESGFIDFNLSAFEIKNKINACN-PWPLVRVRLD--- : 235
FMT_TREPA       197 : PAAQDHSQATFCG--KLCREMGLADWSNPAVVLERKIRAFT-PWPGLFTYKD--- : 245
FMT_HELPY       188 : RKSQDHMQASFCK--KITKSDGLVGF-KDAKSLFLKSLAFK-SWPEIFL------ : 232
Q9RK07_STRCO    189 : FTKQDRSRASFFH--KRSAEDIRIDWNWPAEDLERLVRAQSEPYPSAFTFHR--- : 238
FTHFD_HUMAN     190 : RLPQPEEGATYEG--IQKKETAKINWDQPAEAIHNWIRGND-KVPGAWTEAC--- : 238
FTHFD_RAT-1s3i  190 : RCPQSEEGATYEG--IQKKETAKINWDQPAEAIHNWIRGND-KVPGAWTEAC--- : 238
Q19428_CAEEL    196 : RIVQPEEGASYEPYITTKPELAQIDWSKTQRQLHNFIRGND-KVPGAWAVLN--- : 246
O87977_BORBR    190 : RQCDDGRPALRCY--PRQPSDGRIDWTKPAIDVVRHINASGHPYAGAFFYFE--- : 239
Alignment       215 : YYYXXXXXXXXXXLLAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAYYYLLL : 269
Domain            1 : -----------------DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD :  38
Secondary-2fmt  131 : -S---HHH--S-------HHHHS----SSHHHHHHHHHH-------SSSSS---- : 157
Secondary-1s3i  132 : -S---S----S-------HHHHS--SSS-HHHHHHHHH--------SSSSS---- : 156
Functional-2fmt  24 : ---------------R--R------------------------------------ :  24
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Был проведён поиск по построенному паттерну был в базе данных Swiss-Prot. Результаты поиска по паттерну можно найти здесь. С помощью SRS был получен полный список белков, аннотированных в Swiss-Prot и принадлежащих к рассматриваемому подсемейству Pfam. На этот список можно посмотреть в файле comparison.xls (лист PatternScan, столбец SRSSubfamily). При сравнении названий, полученных двумя поисками последовательностей были получены следующие результаты: 

Табл. 1 Сравнение результатов поиска представителей семейства PF02911 в банке Swiss-Prot по паттерну и через SRS.

	
	Подсемейство по данным Pfam*
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	108
	27
	135

	Не найдено паттерном
	82
	
	

	Всего
	217
	
	


                  *Вернее, по данным поиска по Pfam через SRS.

Заметное перепредсказание и большое недопредскзание (и то, и другое действительно имеет место в такой степени, как это написано в таблице). Значит паттерн плохой. Возможно следовало бы взять другой участок этого домена, в большей степени задействованный во взаимодействии с ДНК. 

4. Профиль семейства и его проверка

          Профиль семейства был построен по всей длине домена Formyl_trans_C. Результаты построения профиля можно найти здесь.  Список идентификаторов отобранных белковых последовательностей находиться в файле comparison.xls. Были получены следующие результаты: 

Табл. 2 Сравнение результатов поиска представителей семейства PF02911 в банке Swiss-Prot по профилю и с помощью SRS.
	
	Семейство по данным Pfam*
	Другие белки


	Всего

	Найдено профилем
	23
	5
	28

	Не найдено профилем
	194
	
	

	Всего
	217
	
	


                  *Вернее, по данным поиска по Pfam через SRS.
Все 28 белков были в исходном выравнивании, по которому строился профиль.

5 белков, найденные по профилю но отсутствующие в выборке SRS, на самом деле относятся к семейству PF02911 (более того, они из числа типичных  представителей – “seed”). Значит в поиске по SRS что-то было неправильно.
5. Диагностические признаки подсемейств

Семейство последовательностей выборки было подразделено на два подсемейства на основании данных о доменной структуре белков: подсемейство FMT (большая часть выборки), белки которого содержат только домены Formyl_trans_N и Formyl_trans_C, и подсемейство FTHFD, белки которого кроме Formyl_trans_N и Formyl_trans_C содержат домен альдегиддегидрогеназы - PF00171 (ранее в выборки были белки подсемейства ARNA, кроме этих двух доменов содержацие ещё и домен эпимеразы - PF01370, но чтобы в выборке осталось только два подсемейства, эти последовательности были удалены).
Для каждого из двух  подсемейств с помощью сервиса SDPred были определены 27 диагностических позиций (см. здесь). 

Обсуждение

Полученное программой и отредактированное вручную множественное выравнивание последовательностей белков, гомологичных FMT_ECOLI, представляется оправданным на участке, содержащем домены Formyl_trans_N и Formyl_trans_C, общие для всех белков выборки. В пользу оправданности свидетельствуют наличие консервативных столбцов почти по всей длине этих доменов, несмотря на невысокий общий уровень сходства некоторых последовательностей (до 6% идентичности), наличие значимой консервативности в области большей части элементов вторичной структуры (но не всех, что понятно, так как вторичная стуктура, по крайней мере между белками кишечной палочки и крысы, консервативна не везде), появление разрывов в разных последовательностях по большей части в одних и тех же участках – между элементами вторичной структуры.

При поиске по паттерну было пропущено почти столько же белков, сколько найдено, что плохо. По профилю вообще были найдены только те белки, которые были в выравнивании, что ещё хуже. Диагностических позиций, вероятно, слишком много – 27. Похоже, не все из них имеют столь важное значение.
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Рис 2. Паттернь, участок выравнивания, по которому он строился, и изображение контакта некоторых остатков этого участка с РНК.











