Занятие 8.

Фермент: белок BGAL_ECOLI.

ЕС код фермента: 3.2.1.23 (взят со страницы БД UNIPROT с описанием  BGAL_ECOLI: http://www.uniprot.org/uniprot/P00722 ).

Расшифровка EC кода фермента: 

· 3 - Hydrolases (Гидролазы)

· 3.2 - Glycosylases (Гликозилазы)

· 3.2.1 - Glycosidases, i.e. enzymes hydrolysing O- and S-glycosyl compounds (Гликозидазы, т.е. ферменты гидролизующие О- и S-гликозил соединения.)

· 3.2.1.23 — β-galactosidase (β-галактозидаза)

(взята со страницы http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/).

Словесное описание катализируемой реакции: hydrolysis of terminal non-reducing beta-D-galactose residues in beta-D-galactosides (взято со страницы БД BRENDA с описанием EC 3.2.1.23 — beta-galactosidase: http://www.brenda-enzymes.org/php/result_flat.php4?ecno=3.2.1.23 ).

Идентификатор локуса гена, кодирующего  BGAL_ECOLI, в БД KEGG: eco:b0344 (взят со страницы БД UNIPROT с описанием BGAL_ECOLI: http://www.uniprot.org/uniprot/P00722 ).

Базе данных KEGG был подан запрос eco:b0344 (eco - идентификатор штамма Escherichia coli K12; b0344 - локус гена, кодирующего  BGAL_ECOLI). 

В ответ на запрос база данных KEGG предоставила документ: http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?eco:b0344 . В документе содержится описание метаболических путей, ассоциированных с геном,  кодирующим  BGAL_ECOLI:

идентификатор KEGG метаболического пути
название метаболического пути

eco00052
Galactose metabolism (Метаболизм галактозы)

см. «Карта метаболического пути eco00052» 

eco00511
Other glycan degradation (Другие деградации гликана)

eco00600
Sphingolipid metabolism (Метаболизм сфинголипидов)

eco01100
Metabolic pathways (Метаболические пути)

Получение структурных формул соединений из БД KEGG:

Главная страница БД KEGG -> гиперссылка KEGG2 (чтобы перейти на страницу KEGG Table of Contents) -> гиперссылка KEGG LIGAND -> окошко поиска под заголовком Chemical Substances and Reactions (Search COMPOUND for название соединения) -> нажать GO -> нажать на гиперссылку-идентификатор соединения.

название соединения
идентификатор
структурная формула

фосфоенолпируват (phosphoenolpyruvate)
C00074
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Поиск метаболического пути, соединяющего фосфоенолпируват и тирозин.

Главная страница БД KEGG -> гиперссылка KEGG2 (чтобы перейти на страницу KEGG Table of Contents) -> гиперссылка KEGG PATHWAY -> гиперссылка Search&Color pathway (mapping tool, where given objects are searched against KEGG pathway maps and found objects are marked in any background and foreground colors).

Выбранная цепочка ферментативных реакций:
путь: биосинтез фенилаланина, тирозина и триптофана,
цепочка: фосфоенолпируват -> L-тирозин.

см. «Mетаболический путь от фосфоенолпирувата к L-тирозину»


Существует ли метаболический путь, описанный в задании 4 у различных организмов?

Возможность выбранной цепочки ферментативных реакций в разных организмах с известными полными геномами.

Организм
Возможна ли цепочка реакций
(да/нет/неизвестно)
Обоснование

Escherichia coli K-12 MG1655
нет
гены всех необходимых ферментов неизвестны

Archaeoglobus fulgidus
нет 
из 14 необходимых ферментов найдены гены только для шести

(В режиме, соответствующем выбранному организму, EC коды ферментов, для которых найдены гены в геноме выбранного организма, расположены на зеленом фоне.)

Arabidopsis thaliana
нет
неизвестны гены пяти необходимых ферментов

Homo sapiens
нет
гены всех необходимых ферментов неизвестны

Сравнение ферментов:

EC 4.3.2.1 человека и EC 4.3.2.1 археи Archaeoglobus fulgidus. 

Чтобы найти эти ферменты SRS был подан запрос:

(([uniprot-ID:*_HUMAN] | [uniprot-ID:*_ARCFU]) &  [uniprot-ECNumber:4.3.2.1]).

N.B. При подаче запроса галочка против «Use wildcards» не ставилась (опция использования маски была снята). В противном случае запрос выглядел бы так: (([uniprot-ID:*_HUMAN*] | [uniprot-ID:*_ARCFU*]) &  [uniprot-ECNumber:4.3.2.1*]), где вездочка (*) используется для представления любого символа или группы символов. Такой запрос мог бы привести к появлению находок, не отвечающих нашей задаче.

В результате, в каждом из организмов нашлось по одному ферменту: ARLY_ARCFU и ARLY_HUMAN.

Доменная организация (по Pfam) ферментов похожа:

ARLY_ARCFU:

[image: image3.emf]
ARLY_HUMAN:

[image: image4.emf]
Поиск лучшего ортолога из архей для ARLY_HUMAN:

Идентификатор локуса гена, кодирующего  ARLY_HUMAN, в БД KEGG: hsa:435 (взят со страницы БД UNIPROT с описанием ARLY_HUMAN: http://www.uniprot.org/uniprot/P04424 .

Базе данных KEGG был подан запрос hsa:435. 

В ответ на запрос база данных KEGG предоставила документ: http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?hsa:435 . Для получения лучшего ортолога из архей необходимо в полученном документе щелкнуть по кнопке "Ortholog", в открывшемся окне выбрать опцию Best-best (bidirectional best hit), указать группу организмов Archaea и щелкните по кнопке "GO".

Идентификатор лучшего ортолога в БД KEGG mif:Metin_0880, лучший ортолог  - белок организма  Methanocaldococcus infernus , % совпадения для лучшего ортолога — 0.355, длина выравнивания  для лучшего ортолога — 483.

Поиск лучшего ортолога из эукариот для ARLY_ARCFU:

Идентификатор локуса гена, кодирующего  ARLY_ARCFU, в БД KEGG: afu:AF0883 (взят со страницы БД UNIPROT с описанием ARLY_ARCFU: http://www.uniprot.org/uniprot/O29379 .

Базе данных KEGG был подан запрос afu:AF0883. 

В ответ на запрос база данных KEGG предоставила документ: http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?afu:AF0883 . Для получения лучшего ортолога из архей необходимо в полученном документе щелкнуть по кнопке "Ortholog", в открывшемся окне выбрать опцию Best-best (bidirectional best hit), указать группу организмов Eukaryotes и щелкните по кнопке "GO".

Идентификатор лучшего ортолога в БД KEGG ncr:NCU0816, лучший ортолог  - белок организма Neurospora crassa, % совпадения для лучшего ортолога — 0.389, длина выравнивания  для лучшего ортолога — 466.

Интересно, что у таких далеких организмов, как человек и археи, есть похожие ферменты.

