Отчет о результатах анализа множественного выравнивания  последовательностей белков, гомологичных белку флавогемопротеину (HMP_ECOLI).

Максим Тихонов.
Аннотация 

Создана выборка представителей семейства. Построено, отредактировано и проанализировано множественное выравнивание. Составлен паттерн и произведен по нему поиск предположительных представителей данного семейства. Произведено разделение последовательностей на подсемейства.
Введение.

О белке

Белок HMP_ECOLI является флавогемопротиеном. AC – P24232. Название гена — hmpA 

Номер локуса в бактериальной хромосоме — b2552. Длина последовательности — 396 а.о. Молярная масса — 44077.52 г/моль. Средний заряд молекулы при рН=7.0 — –1,87.
Доменная архитектура:
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	идентификатор Pfam
	сокращенное название
	полное название на русском языке
	положение домена в последовательности

	PF00042
	Globin
	Глобин
	6-131

	PF00970
	FAD_binding_6
	ФАД-связывающий домен оксидоредуктазы
	154-253

	PF00175
	NAD_binding_1
	НАД-связывающий домен оксидоредуктазы
	263-373


См. также интернет-странички на kodomo:

Общие сведения о белке HMPA_ECOLI.
Общее описание 3D-структуры.
Описание вторичной структуры.
Описание области контакта с функциональным лигандом.
Консервативные аминокислотные остатки в выборке 10 потенциальных ортологов белка HMP_ECOLI.
Данные Pfam о белке HMP_ECOLI.
О множественном выравнивания последовательностей гомологичных белков
Множественное выравнивание представляет собой записанные друг под другом биологические последовательности, причем по определенным правилам:
1) Выравнивание имеет место, если биологические последовательности обладают гомологичностью (т.е. общностью происхождения; грубо говоря, сходство между ними должно быть не менее 20%)
2) Выравнивание должно отображать соответствующее биологическое свойство. В одной колонке (позиции выравнивания) должны стоять аминокислотные остатки, выполняющие одну и ту же функцию (активный центр, поддержание пространственной структуры, связывание лиганда, субстрата и т.д.) или, в случае нуклеотидных последовательностей, нуклеотиды, кодирующие соответствующие остатки, или выполняющие одинаковую функцию (тРНК). Исходя из этого, выравнивание аминокислотных последовательностей должно отображать соответствие пространственных структур.

Пример правильного множественного выравнивания.
На рис. 1 изображено наложение пространственных структур гомеодоменов и соответствующее множественное выравнивание. Как видно из рисунка выравнивание соответствует основным требованиям (отражает сходство пространственных структур)


[image: image2]
1AU7_A : QEIMRMAEELN---------------------LEKEVVRVWFCNRR : 25
1NK2_F : PEREHLASLIR---------------------LTPTQVKIWFQNHR : 25
1PUF_H : EAKEELAKKCG---------------------ITVSQVSNWFGNKR : 25
1LFB_I : EERETLVEECNRAECIQRGVSPSQAQGLGSNLVTEVRVYNWFANRR : 46
1MNM_J : KGLENLMKNTS---------------------LSRIQIKNWVSNRR : 25
Цепь I (красная) имеет большую петлю, не сопоставляющуюся с другими. На множественном выравнивании это хорошо отображено. Участки, имеющие хорошее пространственное выравнивание в множественном выравнивании сопоставлены друг-другу.

Программы множественного выравнивания.

В настоящее время существует достаточно много программ множественного выравнивания. Но пожалуй, не существует не одной программы, которая работала бы идеально, предсказывая истинное, биологически правильное выравнивание. Любая программы, каким бы алгоритмом она не обладала, работает с неким математическим аппаратом. Присваивает очки (начисляя за совпадения и штрафуя за различия и гэпы) возможным выравниваниям и выбирает то, которое обладает максимальным количеством. Большинство программы руководствуясь только этим, кромсают последовательности гэпами, в поисках дополнительных очков. Достаточно часто программы угадывают истинное выравнивание (иначе вообще теряется смысл этих программ). Например, если последовательности из родственных организмов и/или обладают хорошей идентичностью. Но, часто приходится использовать далекие гомологи, и тут программы часто ошибаются. (В одном из практикумов прошлого семестра предлагалось из последовательности гена получить искусственные мутанты программой msbar. Затем построить выравнивание без гэпов программой ClustalW, регулируя штрафы. По идее должно получится выравнивание, где под предковым остатком должен стоять его потомок. Но такого не получалось ни при каких штрафах. Программа ошиблась.)
Как относиться к выравниванию, построенному  программой.
Программы выравнивание хороший биоинформатический инструмент. Но он еще далек от совершенства. Выравнивание, построенное программой нельзя считать абсолютно достоверным. Возможно, есть необходимость его редактировать, посмотреть на вторичную структуру, функциональные остатки.
О выполненной работе

Создана выборка белков гомологичных белку HMP_ECOLI. По выборке было построено выравнивание и проведен его анализ и редактирование. Для поиска последовательностей семейства был построен паттерн по участку выравнивания с функционально значимыми аминокислотами. Семейство было разбито на два подсемейства, определены диагностические позиции и сформулировано правило для отнесения последовательностей к подсемействам.

Материалы и методы 

20 представителей семейства получены  из выборки seed  банка Pfam, из которой удалены белки, представленные фрагментом последовательности и случайно выбранные белки; из последовательностей очень похожие между собой выбран один представитель.
Полноразмерные последовательности белков выборки получены с помощью SRS. Множественное выравнивание построено с помощью Clustal W 1.83. Выравнивание не удовлетворяло основным требованиям. И, с разрешения А. В. Алексеевского, далее в работе использовалось выравнивание seed из Pfam.

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

(а) вторичной структуры белка HMP_ECOLI, известной из пространственной структуры его домена Globin (PDB код 1GVH) – использовался ресурс PDBsum (данные немного отличаются от PDB, но различия незначительны ±1а.о.)

(б) наличия консервативных участков в выравнивании;

(в) аннотации отдельных аминокислотных остатков, взятой из PDBsum.
Паттерн построен по 15 позициям выравнивания, согласно нумерации файла marking.msf с 90 по104.
Последовательности выборки разбиты на подгруппы на основании функциональной особенности  белков подсемейства, ортологичности, доменного состава, таксономии.
Для поиска диагностических признаков использовались, доменная архитектура по данным Pfam, редактор GeneDoc, в частности,   раскраска по консервативности в подгруппах, программа Proml (пакета Phylip) и SVETKA для построения филогенетического дерева.

Результаты

1. Семейство и выборка 
Изучаемое семейство состоит из белков, содержащих домен Globin и принадлежащих ко всем крупным таксонам клеточных организмов за исключением архей.  Функция  домена – удержание гемма. Глобины - гем-содержащие белки вовлеченные в связывание и/или транспорт кислорода.
В банке Pfam к этому семейству отнесено 1994 последовательностей. Белки семейства встречаются у эукариот – 1770 и бактерий -  152.
По данным  Pfam, белки бывают 7 различных доменных архитектур (cм. Pfam). В основном белки семейства содержат один единственный домен Globin. Интересны случаи у круглых и кольчатых червей. Они имеют разнообразные полидоменные  глобиновые белки, содержащие от 2 до 9 доменов. Флавогемопротеины бактерий и грибов состоят из особых доменов. N-концевой глобин и расположенный ближе с C-концу FAD-удерживающий домен (редуктаза), третий домен NAD-связывающий.
Для исследования составлена выборка из  20 представителей семейства.  Отбирались полноразмерные последовательности – не фрагменты.  


2. Множественное  выравнивания домена последовательностей белков  

выборки представлено в файле marking.msf.  Все выравнивание представляет сбой выравнивание домена (т.е. каждая выровненная последовательность является последовательностью домена в соответствующем белке). В выравнивании отмечены элементы вторичной структуры в последовательности HMP_ECOLI (H – альфа спирали), определенные по пространственной структуре белка на сервере PDBsum. В файле RunWirplot.pdf изображена вторичная структура белка. Выравнивание отредактировано вручную на участках 64-72 (последовательность HBA_CATCL).  Необходимость коррекции вызвана тем, что в исходном выравнивании наблюдался сдвиг на одну позиции в последовательности HBA_CATCL.

Функциональные остатки отмечены буквами:

H – связывает гем.
N – связывает натрий.
F – связывает ФАД.
L – участвует в связывании нескольких лигандов.
Биологически обоснованное выравнивание, по моей оценке,  отмечено буквой A. Буквой S (suspicion) обозначены места, где выравнивание возможно есть, существуют подозрения.
Рассмотрим полученное выравнивание. В начале 2-12 стоят несколько колонок, содержащих не плохую долю одинаковых остатков, между ними нет гепов. Но есть последовательности, где аминокислота отличаются по свойствам. Это вызывает небольшое недоверие (отмечено S). Далее участок с обилием гепов и подгонками программы (выравнивания нет). Во вторичной структуре промежуток между спиралями – вариабельная петля. 25-31 позиции аналогичная картина, что и в первом случае. Есть последовательности с отличными по свойствам остатками. Далее до 45 позиции можно считать выравнивание есть. В этот участок входит консервативная позиция. Далее изобилие гепов, во вторичной структуре – вариабельная петля (выравнивания нет). С 62 по 70 хороший участок, но он был подвергнут редактированию, возможно что-то пропущено (отмечено S). Далее выравнивания нет. Вставка остатка в спираль у одной из последовательностей маловероятна. Небольшой кусочек 74-78 не закреплен хорошими позициями. Затем спираль разбита гепами – выравнивания нет. Далее участок 90 - выровнен нормально. Здесь стоит абсолютно консервативная аминокислота гистидин, сохранена целостность спирали, есть поддержка позициями с достаточно нормальной идентичностью. После этого можно отметить два участка (отмечены S), разделенные не выровненными позициями. Здесь, как и в предыдущих случаях есть колонки с хорошей идентичностью, но не во всех последовательностях аминокислоты соответствуют по свойствам.
3. Паттерн семейства и его проверка
Был выбран соответствующий диапазон по согласно следующим соображениям: Во-первых, позиции выравнивания не очень консервативны. Есть только одна абсолютно консервативный гистидин (по некоторым данным 43F у некоторых представителей семейства заменяется другой аминокислотой) Во-вторых, расстояние между функциональными остатками довольно большое. Так же нужно отметить, что расстояние между более-менее консервативными позициями у разных белков очень вариабельно, поэтому паттерн составленный из двух консервативных позиций, соединенных последовательностью из неопределенного числа остатков, ни к чему хорошему не приведет.
В ходе выполнение работы было составлено несколько черновых паттернов. Установлено, что 15 позиций – оптимальный вариант. При добавлении дополнительной позиции заметно уменьшается количество найденных белков. Наоборот, при уменьшении количества используемых позиций находится огромное количество последовательностей, причем заметное большинство не относятся к семейству исходя из названия и функций.

Поэтому для построения паттерна использовалась последовательность с 90 по104 позицию (по нумерации файла marking.msf). Но этого было недостаточно. Паттерн не находил бактериальные белки (за исключением белка из выборки – HMP_ECOLI). Поэтому были привлечены данные о последовательностях бактерий. Конечный вариант паттерна имеет вид: [LIVHSMF]-[PALSKDVQNR]-[HGQESAKCP]-X-[LFYAVM]-[NSAQKLER]-[KSEHQADN]-[LYFVTI]-[ASGKIV]-[HIYEDNKASVRQ]-[DILKNQRSTYV]-H-[ACGIRSTVK]-[ADEKIGNQRSTY]-[GDKNTEAFILRVY].
Затем бал проведен поиск по паттерну на сервере kodomo. Результаты поиска обработаны в Excel и представлены в таблице.
Табл. 3. Сравнение результатов поиска по паттерну L-X-[IV]-SQFTL-X-[AG]-X(4)-G-X-[KR]-[PLA]-X-[FWY] представителей семейства PF02580 в банке Swissprot.

	
	Семейство по данным Pfam
	Другие белки
	Всего

	Найдено паттерном
	412
	304
	716

	Не найдено паттерном
	645
	*
	*

	Всего
	1057
	*
	*


Результат не блестящий. Паттерн не находит всех представителей семейства и находит очень много лишнего. Но исходя из выравнивания это вполне нормальный результат. Семейство глобинов содержит очень разнообразные последовательности. Так рядом с более-менее консервативной позицией могут стоять колонки, где встречаются до 19 разных остатков. Причем они относятся к определенной вторичной структуре, не теряющей свою конфигурацию из-за такого разнообразия. Не редко идентичность между членами семейства (их доменов) не превосходит 20% (см. ниже). Но это не мешает их объединять в одно семейство по схожести 3D структур, функциям и т.д. Паттерн для поиска представителей всего семейства с такой гомологией довольно сложно построить, если его вообще нужно строить (лучше осуществлять поиск конкретных подсемейств). Для этого нужен глубокий анализ выборки размером много больше 20, с представителями всех крупных таксонов и подсемейств.
Белки, не найденные паттерном из семейства Pfam
CYGB_BRARE
HBA1_ANAMI
HBB1_TAPTE
HMP_BACAN
LGB1_MEDSA и др.
Белки, найденные паттерном, но не из Pfam
ABCA4_HUMAN

BPA1_MOUSE

CHIT1_TULBA

DAPA_SALTI

FADB_PSYAR и др.
Диагностические признаки подсемейств.
Как видно из названий белков, они изначально немного, но отличаются по своим функциям. То есть обладают кокой-то функциональной специфичностью. В выборке представлены представители таких подсемейств: гемоглобины (HBA и HBВ), флавогемопротеины (HMP), леггемоглобины (LGB), миоглобины (MYG) и обширная группа белков (GLB), содержащая различный по функциям белки (глобины, миоглобины, host-protective antigen precursor). Для определения родства построено филогенетическое дерево на сервере SVETKA.


[image: image3]Не очень хороший результат. Белки GLB в разных кладах. В связи с тем, что выравнивание не очень то консервативно и велики различия в последовательностях программа по построению деревьев, скорей всего, восстановила не правдоподобное дерево. Возьмем другую программу, и дерево будет другим. 
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Дерево, построенное программой Proml (пакет Phylip).

Что можно узнать из 2х не точных деревьев? Прекрасно видно обособление группы гемоглобинов. Белки гемоглобины α достаточно сильно отличаются от β, и, как правило, их выделяют в отдельные подсемейства (например, по ортологичности). Разбить их следует на два подсемейства. 
Видно, что LGB1_LUPLU, GLB1_CHITH, HMP - схожая клада у деревьев. Интересно то, что это белки из 3 разных царств и мало похожи по функциям.
Остальные последовательности по-разному распределены по кладам. 

В итоге семейство глобинов лучше всего разбить более, чем на 6 подсемейств. Деление на 2-3 подсемейства не имеет биологического смысла. Природа посчитала нужной оставить данный белок (a глобины, как известно, выполняют не маловажную функцию в организме), увеличить количество паралогов в каждом организме (в предковом виде), каждый из которых прошел длительный путь эволюции, приобрел специфичность на выполнении определенной функции, и вполне может образовывать свое подсемейство.
При попытки разбить на две группы гемоглобины и не гемоглобины программа SDPpred выдала, что идентичность первой 35% второй – чуть больше 19%. Это подтверждает, не возможность разбить на два подсемейства.
В файле groups.msf приведена наиболее правдоподобное разделение на подсемейства, согласно функции, таксономии, доменной структуре, идентичности. Белки, не попавшие в подсемейства нужно рассматривать отдельно. Возможно, каждый из них образует свое. Прекрасно видно, что выравнивание групп выглядит более приятно, чем всего семейства. 
Обсуждение

1) Выравнивание представителей семейства не обладает хорошей консервативностью из-за сильной удаленности представителей.
2) Качество построенного паттерна желает лучшего, но по используемому выравниванию получить лучшие результаты довольно сложно.
3)  Предложено разбить семейство на 6 подсемейств + 4 последовательности не определенной принадлежности
4) Не очень хороший результат – тоже является результатам. К семейству с плохой идентичность не всегда можно применять методы, применимые к семействам с не сильно отличающимися белками.
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