Гибкое пространственное выравнивание.

Задание №1.

Построить выравнивание последовательностей протеинкиназ 1opk и 1k9a с разметкой кластеров плюс-блоков.

Запись 1opk соответствует белку ABL1 протоонкоген- тирозинкиназе (proto-oncogene tyrosine-protein kinase ABL1) .
1k9a - карбоксилтерминальной SRC киназе (Carboxyl-terminal SRC kinase).
Длины цепей А в записях 1opk и 1k9a равны соответственно 449 и 439 аминокислотных остатка.

Было построено гибкое выравнивание последовательностей данных структур с помощью сервиса FATCAT. 
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Данное выравнивание содержит 3 кластера плюс-блоков. Суммарная длина выравнивания - 417, что составляет 94.9% от длины меньшей последовательности в выравнивании (439 для 1k9a).

Кластер 1: 
Обозначен на рисунке красным цветом. Положение первого плюс-блока 1-43, второго 45-59. Суммарное число позиций обоснованного выравнивания в кластере = 58. Суммарное число совпадающих букв в кластере = 14, суммарное число сходных букв в кластере = 23. Identity = 24.1%, Similarity = 39.6%. Вес выравнивания по данному кластеру = 159.26, RMSD = 1.38

Кластер 2: 
Обозначен на рисунке голубым цветом. Положение первого плюс-блока 66-123, второго 125-166. Суммарное число позиций обоснованного выравнивания в кластере = 100. Суммарное число совпадающих букв в кластере = 41, суммарное число сходных букв = 51. Identity = 41%, Similarity = 51%. Вес выравнивания по данному кластеру = 254.39, RMSD = 1.89

Кластер 3: 

Обозначен на рисунке желтым цветом Положение первого плюс-блока 176-206, второго 209-218, третьего 220-252, четвертого 254-333, пятого 338, шестого 345-448. Суммарное число позиций обоснованного выравнивания в кластере = 259. Суммарное число совпадающих букв в кластере = 103, суммарное число сходных букв = 142. Identity = 39.8%, Similarity = 54.8%. Вес выравнивания по данному кластеру = 639.72, RMSD = 1.3
Совмещение структур:

[image: image2.png]



Заключение:  Так как значения RMSD не очень большие, то данному выравниванию можно доверять, кроме тогона рисунке видно как хорошо совпали структуры. 

Координаты кластеров:

83-140 - цепь А 1opk, 12-70 - цепь В 1k9a, 
141-241 - цепь А 1opk, 77-176 - цепь В 1k9a,
251-522 - цепь А 1opk, 185-450 - цепь В 1k9a.

Окраска по кластерам: первый – красный, второй - желтый, третий – голубой.
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Соответствие кластеров с доменами по SCOP записи 1OPK:

	Domain ID
	Координаты

	1OPKA1
	83-139 

	1OPKA2
	140-240

	1OPKA3
	241-531


Соответствие кластеров с доменами по SCOP записи 1K9A:

	Domain ID
	Координаты

	1K9AA1
	6-76

	1K9AA2
	77-177

	1K9AA3
	178-450


Окраска по доменам: первый – красный, второй - желтый, третий – голубой.
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По данным из таблиц и по изображениям можно сказать, что границы кластеров и границы доменов достаточно точно совпадают.

Имеющаяся изменчивость конформации, я думаю, может объясняться вкладом всех трех факторов: конформационной подвижностью, ошибки кристаллизации и эволюционной изменчивости. Каждый из них может быть вносит немного в общую картину, но вместе они вполне могут объяснить данную изменчивость.

Задание №2.

Выравнивание с помощью сервиса ALADYN цепей А записей 1opk и 1k9a.

RMSD: 2.2
Длина выравнивания – 248.

Координаты выравнивания, полученные с помощью сервиса ALADYN:

1opk: 252 - 271, 273 - 290, 296 - 324, 328 – 407, 419 – 519
1k9a: 186 - 223, 226 - 254, 260 - 339, 347 – 447.
Координаты кластеров по FATCAT:

1opk: 83-140, 141-241, 251-522.
1k9a: 12-70, 77-176, 185-450.
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По сравнению с FATCAT выравнивание выглядит очень плохо и лишено всякого смысла, хотя часть молекулы белка выровнена правильно, все-таки для выравниваний лучше использовать FATCAT.
Задание №3.
Сравнение структур димеризационных доменов белка NF-kappa-b из файлов 1u42 и 1u36 с помощью гибкого выравнивания.
С помощью сервиса FATCAT было сделано выравнивание, которое содержит 2 кластера. Общая длина выравнивания составляет 100 а.к. Общее число остатков в обоснованном выравнивании = 99. Идентичность = 98%. RMSD первого кластера = 1.24, RMSD второго = 0.40.
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Структуры очень похожи по последовательности (Identity = 98%) и, что неудивительно – гибкое выравнивание для них получилось очень хорошим. Первый мутантный белок образует димеры следующего вида:
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Мутантный же белок из записи 1U36 – димеров не образует, это можно увидеть, достроив симметричные единицы в файле pdb:
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Таким образом, несмотря на высокий процент идентичности, эти белки имеют принципиально разную пространственную структуру.
