Введение

О белке
1. Белок PYRF_ECOLI выполняет следующую функцию (по данным UniProt): 
           a) Что?  (предназначение, процесс в организме, клетке)
 PYRF_ECOLI  участвует в последнем, шестом, этапе метаболического пути синтеза пиримидиновых рибонуклеотидов (KEGG Link MAP00240).
           b) Как?   (тип молекулярного механизма).

PYRF_ECOLI обеспечивает процесс декарбоксилирования  оротидин-5’-фосфата до урацилмонофосфата (UMP). 
     d)    С чем?  (тип рабочего тела, специфичность)
PYRF_ECOLI специфично взаимодействует с ортидин-5’-фосфатом
                    b)     Где? (локализация в организме, клетке, комплексе)

               PYRF_ECOLI является субъединицей фермента оротидин-5’-фосфат декардоксилаза, представляющего собой гомодимер.
       Белок имеет EC 4.1.1.23. Идентификаторы GO для онтологий Molecular Function и Biological Process представлены в Табл.1. Идентификатор для онтологии Cellular Component не указан.
	FUNCTION :
	Оротидин-5’-фосфат декарбоксилаза (GO:0004590) 

	PROCESS :
	Синтез пиримидинов (GO:0006207) 


    2.   По данным энциклопедии EcoCyc (http://www.ecocyc.org):
          -Функция фермента определена экспериментально.

          - Молекулярный вес: 26.35 kD
          - Схема реакции:
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                 - Некоторые ссылки
Donovan83: Donovan WP, Kushner SR (1983). "Purification and characterization of orotidine-5'-phosphate decarboxylase from Escherichia coli K-12." J Bacteriol 1983;156(2);620-4. PMID: 6355062 
Donovan83a: Donovan WP, Kushner SR (1983). "Cloning and physical analysis of the pyrF gene (coding for orotidine-5'-phosphate decarboxylase) from Escherichia coli K-12." Gene 1983;25(1);39-48. PMID: 6319231 
   3. По данным ENZYME (http://kr.expasy.org/enzyme/)  

 В базе данных ENZYME указаны некоторые дополнительные синонимы:
Orotidylic decarboxylase. 
Uridine 5'-monophosphate synthase. 
UMP synthase.

1. О домене 
Согласно базе данных PFAM в белке PYRF_ECOLI существует 1 домен. Краткое название домена: OMPdecase. Его расположение в последовательности: 15-237. Идентификатор записи в PFAM: PF0215. Краткое описание свойств домена: Некоторые участки последовательности OMPdecase высоко консервативны во многих организмах. Наиболее консервативная область расположена в N-концевой части OMPdecases и сосредоточена вокруг остатка лизина, который является существенным для каталитической функции фермента - декарбоксилирование ортидин-5’-фосфата.

Для данного изучения был выбран домен PF0215 (OMPdecase), т.к. он отвечает за основную функцию большинства представителей семейства  HUMPS и входит в состав всех белков этого семейства (зачастую весь белок представлен только этим доменом). 
2. О семействе 
1. Идентификатор Pfam- PF00215  и InterPro- IPR001754. 

2. В Pfam представлено 333 записей белков из Escherichia coli, К-12. Количество доменов в археях-38, бактериях-192 и эукариотах-107.
3. Кроме оротидин-5’-фосфат декарбоксилазы в состав семейства входят гексулозо-6-фосфат синтазы.
4. Количество доменов данного семейства в Escherichia coli, К-12 -3

PYRF_ECOLI  [ escherichia coli] orotidine 5'-phosphate decarboxylase (ec 4.1.1.23) (omp decarboxylase)(ompdcase) (ompdecase)
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 SGBH_ECOLI  [ escherichia coli] probable hexulose-6-phosphate synthase (ec 4.1.2.-) (humps) (d-arabino3-hexulose 6-phosphate formaldehyde lyase)
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SGAH_ECOLI
  [ escherichia coli] probable hexulose-6-phosphate synthase (ec 4.1.2.-) (humps) (d-arabino3-hexulose 6-phosphate formaldehyde lyase)
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5. Типы доменной организации белков с доменом OMPdacase. Для белков с данным доменом характерно 5 различных типов архитектуры. 
- OMPdecase-акрхитектура. Такой архитектурой обладает большинство членов семейства, а именно 304 белка. Например,
PYRF_SORMA 
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-Pribosyltran, OMPdecase-архитектура. 19 белков построены из доменов Pribosyltran и OMPdecase, располагающихся в указанном порядке
PYR5_NAEGR 
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- OMPdecase, Methyltransf_6-архитектура. 4 белка семейства построены из доменов OMPdecase и Methyltransf_6
Q6LXS8 
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-OMPdecase, SIS architecture-архитектура. 3 белка семейства построены из доменов OMPdecase и SIS architecture
Q6LXS8 
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-OMPdecase, Pribosyltran architecture-архитектура. 3 белков построены из доменов OMPdecase и Pribosyltran architecture, располагающихся в указанном порядке
Q7NLP2 
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Таблица 1. описание доменной структуры.

	Эволюционное событие
	     % cлучаев (белков)
	**Комментарий

	Дупликация домена
	Не наблюдается
	

	Слияние доменов
	9%
	В одном случае, 22 белка из 29, присходит слияние домена OMPdecase с доменом Pribosyltan, во втором, четыре белка, с доменом Methyltransf_6, и в трерьем с доменом SIS

	Перестановка доменов
	7%
	19 белков построены из доменов Pribosyltran и OMPdecase, располагающихся в указанном порядке, три белка построены из этих же доменов, расположеных в противоположном порядке.


          6.    Общее количество PDB-файлов-28
Конец формы

3.  Задача исследования

Моя задача состоит в том, чтобы найти в аминокислотных последовательностях особенности, отличающие  подсемейства оротидин-5’-фосфат декарбоксилаз от гекселозо-6-фосфат синтетаз, и если возможно, охарактеризовать в чем именно состоит функциональная роль найденных отличий. Так как белки обоих подсемейств являются декарбоксилазами, но взаимодействуют с разными субстратами, то можно ожидать расположение отличий в активном центре, месте взаимодействия с субстратом.


Кроме того, предполагается создать правило, позволяющее распознавать по аминокислотной последовательности, принадлежит ли белок исследуемому функциональному подсемейству.


Материалы и методы

1. Отбор «центральных белков» для составления выборок

1.1  В качестве центральных белков, кроме исходного,  был выбран P37678. По данным базы данных Pfam в состав семейства входят белки с двумя функциями, оротидин-5’-фосфатдегидрогеназы гексулозо-6-фосфатсинтазы. При поиске  в организме E.coli белков, наравне с P08244 содержащих домен OMPdacase, обнаружилось, что таких белков, паралогов, два. Они обладают архитектурой, как и P08244, обладают OMPdacase-архитектурой, но в то же время являются гексулозо-6-фосфатсинтазами. Ввиду этого, для решения поставленной задачи произвольно был выбран один из двух найденных паралогов, P37678. Поиск паралогов в базе данных KEGG не дал подобных результатов, это объясняется тем, что в данном случае производится локальное выравнивание по алгоритму Смита-Ватермана.
1.2. Сравнение функций «центральных белков 

Белок PYRF_ECOLI является оротиди-5’-фосфатдегидрогеназой, а второй центральный белок- гексулозо-6-фосфат синтазой.
2. Составление обучающих выборок
Обучающие выборки описаны в табл. 2
Сначала были выбраны два центральных белка, которые являются паралогами. Потом для каждого из них были найдены ортологи в базе данных  KEGG. В состав выборок преимущественно включались белки с id от 0.3 до 0.7, выравнивающиеся по всей длине и не являющиеся белками из разных штаммов одного организма. В обоих случаях выбирались 15 таких белков.
Таблица 2. Описание выборок

	Название выборки
	Имя «центрального белка»
	Характерный признак
	Число

ортологов

в выборке
	Самый близкий ортолог
	Самый далекий

ортолог
	PDB
	*

Таксономия

	Set1
	PYRF_ECOLI
	Оротидин-5’-фосфат декарбоксилаза
	15
	Q7VLR5  (0.601)
	Q8D2J1 (0.47)
	


	Бактерии

	Set2
	SGBH_ECOLI
	Гексулозо-6-фосфат синтаза
	15
	Q8XDI7  (0,445)
	Q83FR2 (0,431)
	


	Бактерии


3.Создание множественного выравнивания
С помощью программы MUSCLE было создано множественное выравниванние 30 последовательностей из двух функциональных подсемейств, PyrF и SgbH (Full.aln).

Кроме того, было получено выравнивание домена OMPdacase для всех 333 белков семейства HUMPS из базы данных Pfam. В этом выравнивании были удалены все белки, не входящие в выборку. Так было создано выравнивание доменов белков выборки (Domain.aln). На полном выравнивании зеленым цветом были отмечены начало и конец доменов (середина окрашена не была) (1_2.msf). На этом выравнивании видно, что границы доменов всех белков совпадают, за исключением границ домена у Q884R0, что возможно связано с делецией первых пятнадцати аминокислот домена.
Для дальнейшей работы было выбрано полное выравнивание, так как:

1) белок однодоменный;

2)  границы доменов на полном выравнивании ровные;

 Внутренние вариации расстановок гэпов не влияют на положение консервативных позиций. Например, в доменном выравнивании два гэпа с координатами 53-54 сдвинуты по сравнению с полным выравниванием на 2 позиции влево, но это не влияет на консервативное расположение аспарагиновой кислоты. Поэтому никаких перестановок сделано не было. Возможности усовершенствовать полученное выравнивание обнаружено не было. 
 4. Предсказание аминокислотных остатков, определяющих функциональные 

                      особенности подсемейств PyrF и SgbH.
   Проведено с помощью сервера SDPPred : (http://math.belozersky.msu.ru/~psn/index.htm)

  Результаты и обсуждение.
  4.1 Предсказание СДП-позиций
      1. Программа предсказала 11 СДП- позиций:  124Leu, 168Cys, 189Pro, 78Pro, 106Met, 44Lys, 102Gly, 131Thr, 138Leu, 219Val, 172Glu (Таб. 3,4).
Таблица 3.Список СДП-позиции.
	
	Позиция в выравнивании
	Аминокислота в PYRF_ECOLI
	Mutual information (Ip)
	Z-score (Zp)

	1
	138
	124Leu
	6.50e-01
	16.61

	2
	186
	168Cys
	6.71e-01
	16.38

	3
	208
	189Pro
	6.60e-01
	16.32

	4
	83
	78Pro
	6.60e-01
	16.30

	5
	111
	106Met
	6.41e-01
	16.05

	6
	47
	44Lys
	6.28e-01
	15.93

	7
	107
	102Gly
	6.33e-01
	15.92

	8
	145
	131Thr
	6.57e-01
	15.19

	9
	154
	138Leu
	6.54e-01
	14.85

	10
	239
	219Val
	5.90e-01
	14.28

	11
	190
	172Glu
	6.17e-01
	13.85


  Таблица 4. Подробная информация о 1,2 и 3 СДП-позициях.
	Подсемейство
	Превалирующий остаток
	Колонка выравнивания

	PyrF
	L
	LLLLLLLLLLLLLLL

	SgbH
	Q
	QQQQQQQQQQQQQQQ

	PyrF
	C
	CCCCCCCCCCCCCCC

	SgbH
	W
	WWWWWWWWWWWWWWW

	PyrF
	P
	PPPPPPPPPPPPPPP

	SgbH
	G
	GGGGGGGGGGGGGGG


2. Вероятность случайно получить для данного выравнивания такой список позиций с такими Z-score-1е-450.
Рис.1. «Probability plot view».
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Рис. 2. Результирующее выравнивание функциональных подсемейств PyrF и SgbH. Голубым и желтым отмечены аминокислоты диагностических позиций белков подсеместв PyrF и SgbH, соответственно. Красным отмечены консервативные позиции выравнивания. Знаком X отмечены СДП-позиции. 
                      *        20         *        40         *        60         *        80       
PYRF_ECOLI : ---MTLTASSSSRAVTNSPVVVALDYHNRDDALAFVDKIDPRDC-RLKVGKEMFTLFGPQFVRELQQRGFD--IFLDLKFH :  75
PYRF_HAEDU : ---------------MDNKIIVALDYETENEALNFIDQVDPSLC-RLKVGKEMFTTLGAHFVKQLHDRKFD--VFLDLKYH :  63
PYRF_PSEAE : ------------MSACQSPIIVALDFPTREAALALADQLDPKLC-RVKVGKELFTSCAAGIVETLRGKGFE--VFLDLKFH :  66
PYRF_PSEPK : ------------MSACQTPLIVALDFPTREAALKLADQLDPALC-RVKVGKELFTSSASGIVETLCDKGFE--VFLDLKFH :  66
PYRF_NEIMA : ---MNPLISDFQTPQQRTPVIVALDFSNEKDTLGFVRNLDPTLC-QIKIGKELFTATGRNLAESLINQGFK--LFLDLKYH :  75
PYRF_NEIMB : ---MNPLISDFQTPQQRTPVIVALDFSNEKDTLGFVRNLDPTLC-QIKIGKELFTATGRNLAESLINQGFK--LFLDLKYH :  75
PYRF_LACLA : --------------MQENRPVIALDFPEFSDVKDFLEKFDPSEQLYIKLGMELFYTAGPQVVYYVKSLGHS--VFLDLKLH :  65
PYRF_ENTFA : ---------------MHDRPIIALDFPTQKEVAVFLEKFPKEEALFVKVGMELFYAEGPAIVRWLKEQGHD--VFLDLKLH :  64
Q72DM8     : ----------------MAELVVALDFPAADVAVDMAGRLRGTAP-WMKVGLELFCAAGPDVVRAVADLGFR--VFLDLKFH :  62
PYRF_NITEU : --------------MNDPRIIVALDFPDQCTALNFAAGLDSTLC-RVKVGKELFTLAGPQLVEKLMKLGFD--VFLDLKFH :  64
Q884R0     : --------------------------------MRLADQLDPKLC-RVKVGKELFTSCASDIVEALRGKGFD--VFLDLKFH :  46
PYRF_BUCAP : --------MLYTNNYNIPKIIIALDFYNKKEAMTLVDLLDPSVF-YLKIGKEMFTILGFKFVKELHKLGFN--VFLDLKFH :  70
PYRF_COXBU : ------------MEKPDPKVIVAIDAGTVEQARAQINPLTPELC-HLKIGSILFTRYGPAFVEELMQKGYR--IFLDLKFY :  66
PYRF_BUCAI : --------MLNPNIFHMPKIIIALDFCNKKSAMKLVNLLNPSIF-YLKIGKEMFTILGCKFVKELHQLGFN--IFLDLKFH :  70
PYRF_WIGBR : --------------MKLSPIIVALDYSNPKKAISFSKKISPDQC-QLKIGHELFINSGFFLINFLQKNGFK--IFLDLKLY :  64
SGBH_ECOLI : --------------MSRPLLQLALDHSSLEAAQRDVTLLKDSVD-IVEAGTILCLNEGLGAVKALREQCPDKIIVADWKVA :  66
Q8XDI7     : --------------MSLPMLQVALDNQTMDSAYETTRLIAEEVD-IIEVGTILCVGEGVRAVRDLKALYPHKIVLADAKIA :  66
Q7UAK6;    : --------------MSLPMLQVALDNQTMDSAYETTRLIAEEVD-IIEVGTILCVGEGVRAVRDLKALYPHKIVLADAKIA :  66
Q7A8U7;    : --------------MSLPMLQVALDNQTMDSAYETTRLIAEEVD-IIEVGTILCVGEGVRAVRDLKALYPHKIVLADAKIA :  66
Q83P27;    : --------------MSLPMLQVALDNQTMDSAYETTRLIAEEVD-IIEVGTILCVGEGVRAVRDLKALYPHKIVLADAKIA :  66
Q836I2;    : --------------MKRPNLQIALDHNSLEDALADCMKVGEIVD-IIEVGTILCLQEGQKAIRCLKRMFPNKTIVADTKCA :  66
Q9KMS8     : --------------MTKPMIQIALDQTNLTDAVAVASNVASYVD-VIEVGTILAFAEGMKAVSTLRHNHPNHILVCDMKTT :  66
SGBH_HAEIN : --------------MGKPLLQIALDAQYLETALVDVKQIEHNID-IIEVGTILACSEGMRAVRILRALYPNQILVCDLKTT :  66
Q8DXN8     : ------------MTKRLPNLQVALDHSDLQGAIKAAVSVGHEVD-VIEAGTVCLLQVGSELVEVLRSLFPDKIIVADTKCA :  68
Q7VKM6     : --------------MSKPLLQIALDSLSLETAVADAKQAESVVD-IIECGTILACAEGMKAVKTLRALHPNHIIVCDLKTT :  66
Q98PX2     : MILQNIFFKKGIKMNKRPMLQIALDNLTIESAIEDAKKASKYLD-VIEVGTILISSEGKKAIKEIVKAFPDKIIVADGKVA :  80
Q8P2S9     : -------------MTHIPNLQVALDHSDLQGAVKAAVAVGHEVD-VIEAGTVCLLQVGSELVEVLRSLFPEKIIVADTKCA :  67
Q93DA8     : ------------MTKQLPNLQVALDHSNLKGAITAAVSVGNEVD-VIEAGTVCLLQVGSELVEVLRSLFPDKIIVADTKCA :  68
Q97NJ2     : ------------MTKRIPNLQVALDHSDLQGAIKAAVSVGQEVD-IIEAGTVCLLQVGSELAEVLRSLFPDKIIVADTKCA :  68
Q83FR2     : ------MTRAVIEHPSRPLLQVALDTFDLSSALGPLQKSIEHVD-VIEVGTILCLSEGMSAVRAISALYPRKPVLADVRIV :  74
SDPs       : -----------------------------------------------X--------------------------------- :   1
                            ***********************OMPdacase***********************************      
      
                                                                                            
                     *       100         *       120         *       140         *       160        
PYRF_ECOLI : DIPNTAAHAVAAAADLGVWMVNVHASGGARMMTAAREALV--PFGK-------DAPLLIAVTVLTSMEAS--DLVDLGMTL : 145
PYRF_HAEDU : DIPNTVARAVRSAADLGVWMVDLHASGGLTMMEEAKKILE--PYGK-------DAPLLIAVTVLTSMEDL--DLLQIGINA : 133
PYRF_PSEAE : DIPNTTAMAVKAAAEMGVWMVNVHCSGGLRMMAACRETLE--AFSG-------PRPLLIGVTVLTSMERE--DLAGIGLDI : 136
PYRF_PSEPK : DIPNTTAMAVKAAAEMGVWMVNVHCSGGLRMMAACREELA--KRSG-------PQPLLIGVTVLTSMERE--DLAGIGLDV : 136
PYRF_NEIMA : DIPHTVAQACKVAADMGVWMVDMHASGGRRMMEAAAEAVA--GYG--------TKPLLIGVTVLTSMEQS--DLAEIGLNT : 144
PYRF_NEIMB : DIPHTVAQACKVAADMGVWMVDMHASGGRRMMEAAAEAVA--GYG--------TKPLLIGVTVLTSMEQS--DLAEIGLNT : 144
PYRF_LACLA : DIPNTVESSMHVLARLGVDMVNVHAAGGVEMMVAAKRGLEAGTPVG------RQRPKLIAVTQLTSTSEE-IMQNDQKIMT : 139
PYRF_ENTFA : DIPNTVEKAMTNLAKLGVAITNVHAAGGVRMMQAAKEGLIKGTQPG------AKVPELIAVTQLTSTSEE-EMHHDQLINV : 138
Q72DM8     : DIPNTVRGAVRSAVRSGADMVNIHLMGGERMARAAVEGLHEGAQTT------GSVPLLFGVTVLTSTAQG--ELP--GIST : 133
PYRF_NITEU : DIPNTVAAACSAASSLGVWMVNVHALGGSKMLLAARQALD--G----------KRTRLIAVTLLTSLNQN--DLSELGIAD : 131
Q884R0     : DIPNTTAMAVKAAAEMGVWMVNVHCSGGLRMMAACREVLE--QRTG-------PQPLLIGVTVLTSMERE--DLAGIGLDI : 116
PYRF_BUCAP : DIPNTVFNATKAAADLGIWMLSVHASGGKNMLLSAKKALK--SFK--------KPPLLIAVTMLTSLKEK--DLKEIGIKI : 139
PYRF_COXBU : DIPQTVAGACRAVAELGVWMMNIHISGGRTMMETVVNALQ--SITL------KEKPLLIGVTILTSLDGS--DLKTLGIQE : 137
PYRF_BUCAI : DIPNTVFNATKAAADLGIWMLSVHASGGKEMLISAKKALK--SFK--------KAPLLIAVTALTSFKEE--ALKEIGINI : 139
PYRF_WIGBR : DIPNTIKKTIFSLAKFGIWMVNVHASGGYNMMTAAKDALS--HIN--------NPPKLIAVTVLTSMEKS--DLSKSKIFT : 133
SGBH_ECOLI : DAGETLAQQAFGA---GANWMTIICAAPLATVEKGHAMAQ--RCGG---------EIQIELFGNWTLDDA-RDWHRIGVRQ : 132
Q8XDI7     : DAGKILSRMCFEA---NADWVTVICCADINTAKGALDVAK--EFNG---------DVQIELTGYWTWEQA-QQWRDAGIQQ : 132
Q7UAK6;    : DAGKILSRMCFEA---NADWVTVICCADINTAKGALDVAK--EFNG---------DVQIELTGYWTWEQA-QQWRDAGIQQ : 132
Q7A8U7;    : DAGKILSRMCFEA---NADWVTVICCADINTAKGALDVAK--EFNG---------DVQIELTGYWTWEQA-QQWRDAGIQQ : 132
Q83P27;    : DAGKILSRMCFEA---NADWVTVICCADINTAKGALDVAK--EFNG---------DVQIELTGYWTWEQA-QQWRDAGIQQ : 132
Q836I2;    : DAGGTVARNVAQA---GADFMTVICCATLPTMAAAQKEVR---------------ELQVELYGNWTMQQA-RQWRELGINQ : 128
Q9KMS8     : DGGAILSRMAFEA---GADWITVSAAAHIATIAACKKVAD--ELNG---------EIQIEIYGNWTMQDA-KAWVDLGITQ : 132
SGBH_HAEIN : DAGATLAKMAFEA---GADWLTVSAAAHPATKAACQKVAE--EFNKIQPNLGVPKEIQIELYGNWNFDEV-KNWLQLGIKQ : 141
Q8DXN8     : DAGGTVAKNNAVR---GADWMTCICCATIPTMEAALKAIK--EERG------DRGEIQIELYGDWTYEQA-QQWLDAGISQ : 137
Q7VKM6     : DGGAILAKMAFEA---GADWLTVSAAAHSATKAACKKVAD--EFNAAHPELKVKKEIQIEIYGNWTVEKDVQEWLDLGVTQ : 142
Q98PX2     : DAGKIFGQMFFSQ---GAHFTTAICAAEVETMAQLLAVAK--EYDP-------NNDVQIELTSNFSWDQA-KSWAQRGIKQ : 148
Q8P2S9     : DAGGTVAKNNAKR---GADWMTCICCATIPTMEAALKAMK--EERG------DRGEIQIELYGDWTYEQA-QLWLDAGISQ : 136
Q93DA8     : DAGGTVAKNNAVR---GADWMTCICSATIPTMKAARKAIE--DINP------DKGEIQVELYGDWTYDQA-QQWLDAGISQ : 137
Q97NJ2     : DAGGTVAKNNAVR---GADWMTCICCATIPTMEAALKAIK--TERG------ERGEIQIELYGDWTFEQA-QLWLDAGISQ : 137
Q83FR2     : EAGKIIASLAFES---GAGLVSVVSGASDTTVKQVCTVAQ--RFGG---------QVQVEIGQYYSDERA-KVWHDLGVSH : 140
SDPs       : --X-----------------------X---X--------------------------X------X--------X------- :   7
             ***************************************OMPdacase*********************************      
   
                                                                                                 
                    *       180         *       200         *       220         *       240         
PYRF_ECOLI : SPADYAERLAALTQKC-GLDG-VVCSAQEAVRFKQVFGQEFKL-VTPGIR-PQGSEAGDQRRIMTPEQALSAGVDYMVIGR : 222
PYRF_HAEDU : SPMEQVIRLSHLAKRA-GLDG-VVCSPQEVEVLRTHCGDDFKL-VTPGIR-PAGSDFGDQRRVMTPKQAIQTGADFLVIGR : 210
PYRF_PSEAE : EPQEQVLRLAALAQKA-GMDG-LVCSAQEAPALKA-AHPGLQL-VTPGIR-PAGSAQDDQRRILTPRQALDAGSDYLVIGR : 212
PYRF_PSEPK : DPQEQVLRLAALAEKA-GMDG-LVCSALEAPALKA-AHPSLQL-VTPGIR-PAGSAQDDQRRILTPRQALDAGSDYLVIGR : 212
PYRF_NEIMA : APEEQVIRLAKLAQSS-GLDG-VVCSAQEAAPLRRELGQDFVL-VTPGIRLDVADNNDDQRRIMTPAEALAAGSTYLVMGR : 222
PYRF_NEIMB : APEEQVIRLAKLAQSS-GLDG-VVCSAQEAAPLRRELGQDFVL-VTPGIRLDVAGNNDDQRRIMTPAEALAAGSTYLVMGR : 222
PYRF_LACLA : SLEESVINYAQKTAQA-GLDG-VVCSAHEVEKIKAATSKEFIC-LTPGIR-PEGASKGDQKRVMTPKEARTIGSDYIVVGR : 216
PYRF_ENTFA : PLETSVIHYAKCAEKA-GLDG-VVCSALEARGIQEATKQTFIC-LTPGIR-PAGSAVGDQQRVVTPQHAREIGSTYIVVGR : 215
Q72DM8     : DIGEYAASLAASGAAW-GLNG-VVCSGYEVESIKKRCGASFLC-LTPGIRPGGGAGGDDQRRVMTPAQAVSAGSDYLVVGR : 211
PYRF_NITEU : TPETMVQRLALLAQRC-GLDG-VVCSALEAVSLREVTGEDFCL-VTPGIR-SFGDGNDDQARIATPAMAIRSGASYLVIGR : 208
Q884R0     : DPQVQVLRLAALAEKA-GMDG-LVCSALEAQALKA-AHPSLQL-VTPGIR-PAGSAQDDQRRILTPRQALDAGSDYLVIGR : 192
PYRF_BUCAP : SLKDYILILSKLSNDC-GLDG-IVCPGNQAKKIKSLYGDKYKI-ITPGIRLSSDSSF-DQKHIITPKEAKEFQIDYIVIGR : 216
PYRF_COXBU : KVPDIVCRMATLAKSA-GLDG-VVCSAQEAALLRKQFDRNFLL-VTPGIR-LETDEKGDQKRVMTPRAAIQAGSDYLVIGR : 214
PYRF_BUCAI : SLTEYILKLSKLSNDC-GLDG-IVCPGKEAKKIKFLFGNKYKI-ITPGIR-IAKDLLYDQNNIITPKEAKEYKIDYIVIGR : 216
PYRF_WIGBR : KIINHVIHLSNNAYKC-GLDG-IVCSPWEAEKVRKKFGNNFII-VTPGIR-FKNTNYNDQKRVMNPYDAIKSGSNYIVIGR : 210
SGBH_ECOLI : A-------IYHRGRDA-QASG-QQWGEADLARMKALSDIGLELSITGGITPADLPLFKDIR-VKA-----------FIAGR : 192
Q8XDI7     : V-------VYHRSRDA-QAAG-VAWGEADITAIKRLSDMGFKVTVTGGLALEDLPLFKGIP-IHV-----------FIAGR : 192
Q7UAK6;    : V-------VYHRSRDA-QAAG-VAWGEADITAIKRLSDMGFKVTVTGGLALEDLPLFKGIP-IHV-----------FIAGR : 192
Q7A8U7;    : V-------VYHRSRDA-QAAG-VAWGEADITAIKRLSDMGFKVTVTGGLALEDLPLFKGIP-IHV-----------FIAGR : 192
Q83P27;    : V-------VYHRSRDA-QAAG-VAWGEADITAIKRLSDMGFKVTVTGGLALEDLPLFKGIP-IHV-----------FIAGR : 192
Q836I2;    : V-------IYHQSRDA-LLAG-GSWGEKDLNKVQELIDLGFEVSVTGGLTVETLELFQTMA-VAT-----------FIAGR : 188
Q9KMS8     : A-------IYHRSRDA-ELAG-IGWTTDDLDKMRQLSALGIELSITGGIVPEDIYLFEGIK-TKT-----------FIAGR : 192
SGBH_HAEIN : A-------IYHRSRDA-ELSG-LSWSNQDIENIEKLDSLGIELSITGGITPDDLHLFKNTKNLKA-----------FIAGR : 202
Q8DXN8     : A-------IYHQSRDA-LLAG-ETWGEKDLNKVKKLIDMGFRVSVTGGLSTDTLQLFEGVD-VFT-----------FIAGR : 197
Q7VKM6     : A-------IYHRSRDA-ELAG-KSWTAEDIELMQQLSQKGLALSITGGIVPEDIHLFKTVKNAKA-----------FISGR : 203
Q98PX2     : A-------VWHRSRDA-QAAG-AKWSKNDLDSIKKLIDLGFKVTVTGGIEVDDIKFFKDLP-IYI-----------FIAGR : 208
Q8P2S9     : A-------IYHQSRDA-LLAG-ETWGEKDLNKVKTLIDMGFRVSVTGGLDVDTLKLFEGVD-VFT-----------FIAGR : 196
Q93DA8     : A-------IYHQSRDA-LLAG-ETWGEKDLNKVKKLIEMGFRVSVTGGLSVDTLKLFEGVD-VFT-----------FIAGR : 197
Q97NJ2     : A-------IYHQSRDA-LLAG-ETWGEKDLNKVKKLIDMGFRVSVTGGLDVDTLKLFEGID-VFT-----------FIAGR : 197
Q83FR2     : V-------IVKRSRDAEGTSGDSAWTEDSFEQIKYLADLGFMVTVTGGIRVDTLAQFSGLP-VSI-----------FIAGR : 202
SDPs       : ------------------------X----------X----------X------------------------------X--- :  11
             ****************************************OMPdacase********************************      
     

                                          
                   *       260         *       
PYRF_ECOLI : PVTQSVDPAQTLKAINASLQRSA----- : 245
PYRF_HAEDU : PITQAQEPLSILKAINASIA-------- : 230
PYRF_PSEAE : PISQAADPAKALAAIVAELG-------- : 232
PYRF_PSEPK : PISQAADPAQALAAVVAEIRG------- : 233
PYRF_NEIMA : PVTQAADPVAVLREVNRVANLEAN---- : 246
PYRF_NEIMB : PVTQAADPVAVLREVNRVANLEAN---- : 246
PYRF_LACLA : PITQAKDPVASYHAIKAEWNR------- : 237
PYRF_ENTFA : PITQAENPYEAYQEIKKDWSEK------ : 237
Q72DM8     : PVTGAADPAAAARAIMAEMAAVRR---- : 235
PYRF_NITEU : PITRSPDPLGALRRFNDEVASVL----- : 231
Q884R0     : PISQAADPAKALAAVVAELA-------- : 212
PYRF_BUCAP : SITTSKNPIKKLNLIIESMR-------- : 236
PYRF_COXBU : PITQSTDPLKALEAIDKDIKTR------ : 236
PYRF_BUCAI : SITMSKNPIKKLDLIIKSMQ-------- : 236
PYRF_WIGBR : PITKSSNPYLLLEKILSKLNNI------ : 232
SGBH_ECOLI : ALAGAANPAQVAGDFHAQIDAIWGGARA : 220
Q8XDI7     : SIRDAASPVEAARQFKRSIAELWG---- : 216
Q7UAK6;    : SIRDAASPVEAARQFKRSIAELWG---- : 216
Q7A8U7;    : SIRDAASPVEAARQFKRSIAELWG---- : 216
Q83P27;    : SIRDAASPVEAARQFKRSIAELWG---- : 216
Q836I2;    : GITESKNPEQAAKDFQKKIDQIWK---- : 212
Q9KMS8     : ALAGAEGQ-QTAAALREQIDRFWP---- : 215
SGBH_HAEIN : ALVGKSGR-EIAEQLKQKIGQFWI---- : 225
Q8DXN8     : GITEADDPAAAARAFKDEIKRIWG---- : 221
Q7VKM6     : ALVGEKGK-QTAKAIRAEIDKYWQ---- : 226
Q98PX2     : SIRDAKNPEQAAKDFQDEIRKYWP---- : 232
Q8P2S9     : GITEAEDPAAAARAFKDEIRRIWG---- : 220
Q93DA8     : GITEAKNPAGAARAFKDEIKRIWG---- : 221
Q97NJ2     : GITEAVDPAGAARAFKDEIKRIWG---- : 221
Q83FR2     : AIIGADCPSSAASSFQKEIGELWR---- : 226
SDPs       : ---------------------------- :   -
             ***************      
На данном выравнивании мною предворительно были отмечены все диагостические позиции подсемейств. Видно, что одна и та же позиция может быть консервативной только в пределах одного подсемества, а в другом эту позицию могет занимать несколько различных аминокислот ( позиция 44). В другом случае позиции могут быть консервативны в пределах подсемейств и вазмичаться в пределах семейства (позиция 187). Все позиции, относящиеся ко второй группе, кроме позиции 83, являются СДП.
4.2 Создание и исследование паттерна для распознавания  

    функционального подсемейства PyrF.
       Для построения паттерна выбран фрагмент 83-210 выравнивания, приведенного выше на рис.№2. Этот фрагмент был выбран, потому что он содержит три СДП-позиции и три консервативные позиции в пределах 27 аминокислот. Этот участок представляется наиболее удачным для построения паттерна, так как в этом случае процент СДП-позиций наибольший, из чего можно сделать вывод, что этот участок играет важную роль в формировании активного центра.

       Можно предложить следующий паттерн:

  G-[VIL]-V-C-[SP]-[APG]-X-[EQ]-[AV]-X(2)-[ILVF]-[RKQ]-X-X(0,1)-X(4)-[FLY]-X-[LCI]-[VLI]-T-P-G.

      Результаты поиска последовательностей в банках данных SWISS-Prot и TrEMBL  по паттерну G-[VIL]-V-C-[SP]-[APG]-X-[EQ]-[AV]-X(2)-[ILVF]-[RKQ]-X-X(0,1)-X(4)-[FLY]-X-[LCI]-[VLI]-T-P-G при условии, что разрешено 0 несовпадений с паттерном, показали следующее.
       В обучающей выборке фунциональное подсемейство PyrF было представлено 15

последовательностями. Проведенный поиск позволил обнаружить все последовательности.     Последовательности других функциональных подсемейств обучающей выборки при таком поиске не находятся.
       В то же время, поиск позволил обнаружить новые, не вошедшие в обучающую выборку, последовательности, которые соответствуют паттерну не хуже, чем последовательности из обучающей выборки.  Эти последовательности были исследованы подробнее (Таб. 5).

     Таблица 5. Предсказание новых последовательностей из функционального 

                          Подсемейства PyrF.
   Поиск велся по паттерну G-[VIL]-V-C-[SP]-[APG]-X-[EQ]-[AV]-X(2)-[ILVF]-[RKQ]-X-X(0,1)-X(4)-[FLY]-X-[LCI]-[VLI]-T-P-G
   Разрешенное число несовпадений-0
	    ID UniProt
	Фрагмент
	Число совпадений с паттерном
	Является ли ортологом белков из изучаемого подсемейства?

(Best-Best Hit, KEGG)
	Лучший вес выравнивания и % идентичности

(Best-Best Hit, KEGG)

	PYRF_CHRVO     
	159-184
	27
	Да
	    947    /  61.5%    

	PYRF_ECOL6
	157-182
	27
	Да
	1560/98б4%

	PYRF_ECO57
	157-182
	27
	Да
	1560/98б4%

	PYRF_HAEIN     
	153-178
	27
	Да
	972/62.6%

	PYRF_LACLC 


	159-184
	27
	Да
	646/45.2%

	PYRF_PASMU     
	151-176
	27
	Да
	978/63.4%

	PYRF_PHOLL     
	153-178
	27
	Да
	1173/73.1%

	PYRF_SALTI     
	156-180
	27
	Да
	1399/87.8%

	PYRF_SALTY     
	165-190
	27
	Да
	1408/88.2%

	PYRF_SHEON     
	165-190
	27
	Да
	1001/62.6%

	PYRF_SHIFL     
	154-179
	27
	Да
	1546/97.6%

	PYRF_STRMU     
	165-190
	27
	Да
	615/46%

	PYRF_STRP3

     
	152-177
	27
	Да
	580/44%

	PYRF_STRP8
	152-177
	27
	Да
	579/44%

	PYRF_STRPN     
	152-177
	27
	Да
	562/44.1%

	PYRF_STRR6    
	152-177
	27
	Да
	540/44,0%

	PYRF_VIBCH     
	152-177
	27
	Да
	1065/70.3%

	PYRF_YERPE     
	153-178
	27
	Да
	1209/72.2%

	Q66AI1
	165-190
	27
	Да
	1210/72.2%

	Q5XCK8

	165-190
	27
	Да
	1103/69,1%

	Q65SI1
	152-177
	27
	Да
	984/62.3%

	Q5PD06
	164-189
	27
	
	

	Q5QZ42
	165-190
	27
	Да
	789/55.6%

	Q6D5T3  
	153-179
	27
	Да
	1204/79.4%

	Q6F9Z3
	165-190
	27
	Да
	855/59.6%

	Q73HT2     
	153-178
	27
	
	


Таким образом, кроме 15 белков выборки составленному паттерну отвечают 26 белков функционального подсемейства PyrF (функции белков определялись по данным Swiss-Prot). 

Видно, что локализация участка, соответствующего паттерну, сравнительно постоянна во всех найденных белков. Границы начала фрагмента колеблются в пределах 151-165, а окончания 176-190. Это подтверждает функциональную значимость выбранного участка. 

Таблица 6.  Конечные результаты поиска последовательностей из функционального подсемейства PyrF. Поиск велся по паттерну G-[VIL]-V-C-[SP]-[APG]-X-[EQ]-[AV]-X(2)-[ILVF]-[RKQ]-X-X(0,1)-X(4)-[FLY]-X-[LCI]-[VLI]-T-P-G
   Разрешенное число несовпадений-0.
	
	Найдено
	Не найдено 

	Число последовательностей изучаемого функционального подсемейства из обучающей выборки  
	15
	0

	Число последовательностей из других функциональных подсемейств Вашей выборки
	0
	15

	Число других «правильных» последовательностей

(см. таблицу 1) 
	24
	Не оценивалось

	Общее число «правильных» последовательностей.

	    39  (TP)

	    148   (FN)

	Общее число «неправильных» последовательностей
	       0           (FP)
	Не оценивалось


 Оценка качества паттерна. Предварительно был введен критерий «правильности» последовательностей: последовательность является «правильной» если, она является ортологом PYRF_ECOLI (по данным KEGG). Таких последовательностей 187. Из 26 найденных белков, не входящих в обучающую выборку, два не являются ортологами PYRF_ECOLI по данным KEGG. Это Q5PD06 и Q73HT2, и они отмечены желтым цветом в таблице 6.  Поэтому общее число «правильных» последовательностей, найденных по паттерну, составляет 39 и является суммой количества белков обучающей выборки (15) и 24 белков, в нее не входящих.  Таким образом,  предсказательная точность созданного паттерна ( TP / (TP+FP)) составила 100%. Так же были были найдены значения свекхпредсказания FP/ (FP+TP)=0 и недопредсказания   ( FN / (TP+FN)-148/187*100%=79%. Все конечные результаты поиска по паттерну представлены в таблице 6.
4.3 Создание и исследование НММ-профиля для распознавания  

      функционального подсемейства PyrF.
       Для построения профиля был выбран фрагмент 83-210 выравнивания, приведенного выше на рис.№2. Этот фрагмент был выбран, потому что он содержит три СДП-позиции и три консервативные позиции в пределах 27 аминокислот. Этот участок представляется наиболее удачным для построения профиля, так как в этом случае процент СДП-позиций наибольший, из чего можно сделать вывод, что этот участок играет важную роль в формировании активного центра.

       С помощью программы ehmmbuild пакета EMBOSS на сервере kodomo-count.cmm.msu.ru по методу скрытых цепей Маркова (HMM) был построен HMM-профиль PyrF_profile.hmm. 
      Результаты поиска последовательностей в банке данных SWISS-Prot показали следующее. В обучающей выборке функциональное подсемейство PyrF было представлено 15 последовательностями.  Проведенный поиск позволил обнаружить 13 последовательностей из обучающей выборки. 
       Поиск позволил также обнаружить новые, не вошедшие в обучающую выборку, последовательности, соответствующие профилю PyrF_profile.hmm. 

            Таблица 7. Предсказание новых последовательностей из функционального 

                          подсемейства PyrF.
   Поиск велся по HMM-профилю PyrF_profile.hmm в банке данных Swiss-Prot. Для последовательностей функционального подсемейства, представленных в 

   обучающей выборке, лучший вес составлял 40,4 ,  а e-value - 4,10E-08 для PYRF_ECOLI,  а самые низкие значения были у PYRF_PSEPK: вес-20,2 и e-value-0,05.
	ID UniProt
	Фрагмент
	Вес по профилю
	Е-value
	Является ли ортологом белков из изучаемого подсемейства?

(Best-Best Hit, KEGG)
	Лучший вес выравнивания и % идентичности

(Best-Best Hit, KEGG)

	PYRF_ECOL6
	157-182
	        40,4
	          4.1Е-08
	Да
	1560/98б4%

	PYRF_ECO57
	157-182
	        40,4
	          4.1Е-08
	Да
	1560/98б4%

	PYRF_SHIFL
	165 - 190
	40,4
	4,10E-08
	Да
	1546/97.6%

	PYRF_LACLC
	159 - 184
	39
	1,10E-07
	Да
	646/45.2%

	PYRF_SALTI
	165 - 190
	37,2
	3,90E-07
	ДА
	1399/87.8%

	PYRF_SALTY
	165 - 190
	37,2
	3,90E-07
	Да
	1408/88.2%

	PYRF_VIBCH
	154 - 179
	37
	4,40E-07
	Да
	1065/70.3%

	PYRF_YERPE
	165 - 190
	35,7
	1,10E-06
	Да
	1209/72.2%

	PYRF_STRMU
	152 - 177
	35,3
	1,40E-06
	Да
	615/46%

	PYRF_STRP3
	152 - 177
	34,8
	1,90E-06
	Да
	578/44%

	PYRF_STRP8
	152 - 177
	34,8
	1,90E-06
	Да
	580/44%

	PYRF_PHOLL
	165 - 190
	34,3
	2,80E-06
	Да
	1173/73.1%

	PYRF_HAEIN
	153 - 178
	34
	3,40E-06
	Да
	972/62.6%

	PYRF_SHEON
	154 - 179
	33,8
	3,90E-06
	Да
	1001/62.6%

	PYRF_CHRVO
	163 - 188
	33,2
	6,00E-06
	Да
	947    /  61.5%    

	PYRF_PASMU
	153 - 178
	32,9
	7,30E-06
	Да
	978/63.4%

	PYRF_STRPY
	152 - 177
	32,4
	1,10E-05
	Да
	574/43.6%

	PYRF_VIBVU
	154 - 179
	32,1
	1,30E-05
	Да
	465/39.4%

	PYRF_VIBVY
	154 - 179
	32,1
	1,30E-05
	Да
	1072/69.7%

	PYRF_STRPN
	152 - 177
	32
	1,40E-05
	Да
	562/44.1%

	PYRF_STRR6
	152 - 177
	32
	1,40E-05
	Да
	540/44,0%

	PYRF_SYNY3
	153 - 178
	31,7
	1,70E-05
	Да
	581/44.1%

	PYRF_VIBPA
	154 - 179
	30,6
	3,70E-05
	Да
	1073/69.7%

	PYRF_GLOVI
	159 - 184
	29,9
	5,70E-05
	Да
	601/46.5%

	PYRF_BACCR
	157 - 182
	29,9
	5,90E-05
	Да
	555/41.3%

	PYRF_BACAN
	157 - 182
	28,8
	0,00012
	Да
	543/40.9%

	PYRF_STRA3
	152 - 177
	28,3
	0,00018
	Да
	571/43%

	PYRF_RHIME
	152 - 177
	28,2
	0,00019
	Да
	501/38.5%

	PYRF_BACCL
	157 - 182
	28,1
	0,0002
	нет
	

	PYRF_LISMO
	155 - 180
	26,5
	0,00062
	Да
	557/43.6%

	PYRF_RHIFR
	152 - 177
	26,2
	0,00077
	нет
	

	PYRF_ANASP
	158 - 183
	25,8
	0,00099
	Да
	645/45.5%

	PYRF_SYNPX
	165 - 190
	24,5
	0,0024
	Да
	55642.4%

	PYRF_PROMM
	163 - 188
	24,4
	0,0027
	Да
	578/44.4%

	PYRF_AQUAE
	152 - 177
	24,3
	0,0028
	Да
	339/33.8%

	PYRF_RHILO
	158 - 183
	23,6
	0,0047
	Да
	338,41,4%

	PYRF_AGRT5
	150 - 175
	23,2
	0,006
	Да
	446/37.1%

	PYRF_BARBA
	155 - 180
	22,9
	0,0074
	нет
	

	PYRF_LISIN
	155 - 180
	22,8
	0,0079
	Да
	678/44.5%

	PYRF_STRA5
	152 - 177
	20,8
	0,033
	Да
	571/43%

	PYRF_PROMP
	162 - 187
	20,7
	0,035
	Да
	499/38.5%

	PYRF_STAEP
	154 - 179
	20,4
	0,042
	Да
	595/42.9%

	PYRF_HELPJ
	151 - 176
	19
	0,11
	Да
	364/33.8%

	PYRF_BRUME
	156 - 181
	18,9
	0,12
	Да
	470/37.6%

	PYRF_BRUSU
	156 - 181
	18,9
	0,12
	Да
	426/38%

	PYRF_XYLFT
	159 - 184
	18,6
	0,15
	Да
	401/33%

	PYRF_XYLFA
	159 - 184
	18,3
	0,18
	Да
	397/33%

	PYRF_WOLSU
	151 - 176
	18
	0,22
	Да
	451/37.9%

	PYRF_HELPY
	151 - 176
	17,9
	0,24
	Да
	410/34.2%

	PYRF_CAMJE
	150 - 175
	17,1
	0,42
	Да
	444/35%

	PYRF_LACPL
	159 - 184
	16,9
	0,48
	Да
	543/40.9%

	PYRF_OCEIH
	149 - 174
	16,2
	0,77
	Да
	552/40,9%

	PYRF_BACSU
	158 - 183
	15,9
	0,96
	Да
	570/42.1%

	PYRF_BACHD
	156 - 181
	14,3
	2,9
	Да
	578/42.5%

	PYRF_BUCBP
	159 - 185
	13,7
	4,3
	Да
	678/44.5%

	PYRF_PROMA
	163 - 188
	13,7
	4,4
	Да
	128/39.6%

	PYRF_STAAM
	152 - 177
	13,3
	6
	Да
	550/41.3%

	PYRF_STAAN
	152 - 177
	13,3
	6
	Да
	550/41.3%

	PYRF_STAAW
	152 - 177
	13,3
	6
	Да
	550/41.3%

	PYRF_XANAC
	158 - 183
	12,7
	9,1
	Да
	437/38.6%


Таким образом, кроме 13 белков выборки составленному профилю отвечают 60 белоков, из которых 57 относятся к функциональному подсемейству PyrF (функции белков определялись по данным Swiss-Prot) (Таб. 7). Последовательности Q72DM8 и Q884R0 обучающей выборки не были обнаружены, так как они не содержаться в банке данных Swiss-Prot, по которому производился поиск. Среди найденных последовательностей присутствуют все последовательности, нашедшиеся по паттерну, кроме тех, которые не входят в банк данных Swiss-Prot.
Видно, что локализация участка, соответствующего паттерну, сравнительно постоянна во всех найденных белков. Границы начала фрагмента колеблются в пределах 145-165, а окончания 171-190. Это подтверждает функциональную значимость выбранного участка.
Таблица 8.  Конечный результат поиска новых последовательностей из функционального 

                          подсемейства PyrF.

   Поиск велся по HMM-профилю PyrF_profile.hmm в банке данных Swiss-Prot. Для последовательностей функционального подсемейства, представленных в 

   обучающей выборке, лучший вес составлял 40,4 ,  а e-value - 4,10E-08 для PYRF_ECOLI,  а самые низкие значения были у PYRF_PSEPK: вес-20,2 и e-value-0,05.
	
	Найдено
	Лучший хит 1)
	Худший хит 1)
	Не найдено

	Число последовательностей изучаемого функционального подсемейства из обучающей выборки  
	 13
	PYRF_ECOLI,

Score- 40,4,

E-value- 4,10E-08
	PYRF_PSEPK
Score- 20,2,

E-value- 0,05
	2

	Число последовательностей из других функциональных подсемейств Вашей выборки
	0
	
	
	15

	Число других «правильных» последовательностей

(см. таблицу III.1) 
	57
	PYRF_ECO57
  Score-40,4        E-value-4.1Е-08
	PYRF_XANAC
Score-12,7,

E-value-9,1
	Не оценивалось

	Общее число «правильных» последовательностей
	                   (TP)-70
	                              (FN)-114

	Общее число «неправильных» последовательностей
	                  (FP)-0
	Не оценивалось


Оценка качества паттерна. Был использован ранее введенный критерий «правильности» последовательностей: последовательность является «правильной» если, она является ортологом PYRF_ECOLI (по данным KEGG). Из 60 найденных белков, не входящих в обучающую выборку, три не являются ортологами PYRF_ECOLI по данным KEGG. Они отмечены желтым цветом в таблице 7.  Поэтому общее число «правильных» последовательностей, найденных по профилю, составляет 73 и является суммой количества белков обучающей выборки (13) и 60 белков, в нее не входящих.  Таким образом,  предсказательная точность созданного профиля ( TP / (TP+FP)) составила 100%. Так же были найдены значения сверхпредсказания FP/ (FP+TP)=0 и недопредсказания  ( FN / (TP+FN)=61,9%. Все конечные результаты поиска по профилю представлены в таблице 8.
IV. Выводы 

Из таблицы 9 видно, что точность у паттерна и у профиля одинаковы. Однако, недопредсказание в случае паттерна на 17% процентов больше, чем недопредсказание в случае использования профиля. Это можно объяснить тем, что паттерн не дифференцирует позиции, в то время как профиль приписывает позициям вес, что и объясняет его большую «правдивость».
Таблица 9. Сравнение результатов поиска новых последовательностей из функционального подсемейства PyrF по паттерну и по профилю.

	Метод поиска
	Точность созданного профиля/паттерна
	Сверхпрдсказание
	Недопредсказание

	По паттерну
	100%
	0%
	79%

	По профилю
	100%
	0%
	61,9%


Краткое резюме по проделанной работе в течение всего блока.
  Было рассмотрено семейство белков HUMPS, которое включает 333 записи, белка, содержащих домен OMPdacase. Основную часть семейства составляют белки  оротидин-5’-фосфат декарбоксилазы (EC 4.1.1.23), но кроме них в состав семейства входят гексулозо-6-фосфат синтазы (EC 4.1.2.-).
И оротидин-5’-фосфат декарбоксилазы, и гексулозо-6-фосфат синтазы являютя декарбоксилазами, то есть катализируют отщепления молекулы углекислого газа от молекулы субстрата, оротидин-5’-фосфата и 3-кето-L-гулонат 6-фосфата, соответственно (Рис. 3). 

Рис.3. а)-Реакция, каиализируемая оротидин-5’-фосфат декарбоксилазой E.coli;

           b)-Реакция, катализируемая 3-кето-L-гулонат 6-фосфата E.coli.
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Несмотря на функциональные различия, оба функциональных подсемейства обладают OMPdacase-архитектурой, то есть все белки состоят из одного домена OMPdacase (Рис.4).

Рис.4. OMPdacase-архитектура.
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Мною была поставлена задача найти в аминокислотных последовательностях особенности, отличающие  подсемейства оротидин-5’-фосфат декарбоксилаз (PyrF) от гекселозо-6-фосфат синтетаз (SdbH), и если возможно, охарактеризовать в чем именно состоит функциональная роль найденных отличий. Так как белки обоих подсемейств являются декарбоксилазами, но взаимодействуют с разными субстратами, то можно ожидать расположение отличий в активном центре, месте взаимодействия с субстратом.
   Исследования показали, что за функциональные различия двух функциональных подсемейств отвечают 11 позиций, так называемые СДП-позиции. Для подсемейства PyrF- 124Leu, 168Cys, 189Pro, 78Pro, 106Met, 44Lys, 102Gly, 131Thr, 138Leu, 219Val, 172Glu. Данные аминокислоты, как и ожидалось, локализованы в активном центре белка, что видно на 3D-структуре PYRF_ECOLI. 
   Были составлены распознающие правила для поиска белков функционального подсемейства PyrF: паттерн G-[VIL]-V-C-[SP]-[APG]-X-[EQ]-[AV]-X(2)-[ILVF]-[RKQ]-X-X(0,1)-X(4)-[FLY]-X-[LCI]-[VLI]-T-P-G и профиль PyrF_profile.hmm. Точность у паттерна и у профиля одинаковы. Однако, недопредсказание в случае паттерна на 17% процентов больше, чем недопредсказание в случае использования профиля. Это можно объяснить тем, что паттерн не дифференцирует позиции, в то время как профиль приписывает позициям вес, что и объясняет его большую «правдивость».
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