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1. Аннотация

Сравнение белковых последовательностей из расшифрованного недавно генома человека с таковыми у мух и нематод показало высокую сложность апоптотической машины у позвоночных по количеству задействованных белков и их доменной архитектуре. Ряд важных апоптотических белков был также обнаружен у Актиномицетов и сине-зеленых водорослей [цит.по 11].

Недавно было открыто явление запрограммированной клеточной смерти одноклеточных эукариот, сильно напоминающее апоптоз многоклеточных [цит. по 12]. Это позволяет предположить, что молекулярная машина апоптоза сформировалась до возникновения многоклеточности. 

Поэтому представляет интерес изучение свойств белков Saccharomyces cerevisae, обладающих гомологичными доменами и сходной доменной организацией с апоптотическими белками высших эукариот. 

2. Литературный обзор

2.0  План обзора

2.1 Введение: запрограммированная смерть;
· Апоптоз – запрограммированная смерть клетки;

· Органоптоз – запрограммированная самоликвидация органов;

· Феноптоз – запрограммированная смерть индивидуума;

     2.2
Молекулярные механизмы активации апоптоза с участием Apaf-1;
2.3 Третичная структура белка Apaf-1;
· Доменная структура Apaf-1;

· Строение и функции доменов;

· Образование апоптосомы;

2.1 Введение: запрограммированная смерть.

В настоящее время выделяют два принципиально различных механизмов клеточной гибели: апоптоз и некроз. В ходе дореплекативной и постреплекативной репарации восстанавливается большая часть поврежденной структуры ДНК. Если в наследственном материале слишком много повреждений и часть из них не ликвидируется, включается система индуцируемых ферментов репарации.   

Если в клетке, несмотря на осуществляемую репарацию, количество повреждений в структуре ДНК остается высоким, происходит остановка клеточного цикла, что, при участии белка р53, может приводить к активации процесса самоликвидации дефектной клетки с целью ее устранения из организма.

Таким образом, для апоптоза характерны физиологические условия и наряду с делением, сортировкой и миграцией клеток он способствует достижению характерных для определенного биологического вида черт его морфофункциональной организации. Следовательно, апоптоз является естественным, эволюционно обусловленным и генетически контролируемым механизмом морфогенеза. 

Очевидно, что массовый апоптоз клеток, образующих тот или иной орган, должен вести к самоликвидации этого органа. Подобный процесс можно было бы назвать органоптозом.

Представляется очевидным, что массовый апоптоз жизненно важных структур должен привести к гибели всего организма. На первый взгляд это событие следует рассматривать как летальную патологию, имеющую для популяции только отрицательный смысл. Однако дело оказывается не столь однозначным, когда речь идет об организме, который является членом семьи или сообщества других индивидуумов. Тогда можно представить себе ситуацию, когда альтруистическая смерть индивидуума принесет пользу группе индивидуумов, продолживших свой жизненный путь. Подобная групповая адаптация могла бы способствовать приспособлению популяции [1-5].

В качестве примера явления феноптоза можно привести запрограммированную гибель пекарских дрожжей вследствие накопления определенных продуктов метаболизма в определенных концентрациях, высокой концентрации полового феромона (α-фактора) и стрессорных условий. Запрограммированная гибель также описана у инфузорий, слизевиков и бактерий  [цит. по 12]. 

Кроме этого, при анализе генома дрожжей были обнаружены последовательности белков, содержащие домены гомологичные доменам апоптатических белков высших эукариот [11]. Таким образом, одной из наших задач было собрать воедино все данные касающиеся запрограммированной смерти Saccharomyces cerevisiae: взяв часть из опубликованных экспериментальных данных и другую часть ориентируясь на данные о гомологии доменов между грибами и многоклеточными животными.

2.2 Молекулярные механизмы активации апоптоза.

У высших эукариот одним из важнейших активаторов апоптоза является Араf-1 (Apoptosis protease activating factor). Этот белок  является кофактором, который индуцирует активацию каспазы 9. В процессе апоптоза одним из ключевых событий является выход цитохрома с из межмембранного пространства митохондрий. Вышедший цитохром с связывается с Apaf-1 и образует мультибелковый комплекс – апоптосому, который взаимодействует с N концевым связывающим доменом каспазы 9 приводит к ее активации [1,7]. Активная каспаза 9 приводит к активации каспазы 3 способной разрушать широкий спектр белков. 

Проведенные исследования показали, что в процессе апоптоза происходит смещение Apaf-1 из цитозоли в ядро и агрегация молекул цитохрома с в перинуклеарном пространстве. В результате этого перераспределения происходит повышение концентрации Apaf-1 в ядре до некого порогового значения, необходимого каспазе 9 чтобы начать деструкцию ядерной оболочки [7-9], что приводит в конечном итоге к увеличению его проницаемости. Следствием этого является поступление каспазы 3 в ядро путем диффузии, где она активирует ДНК-нуклеазу, лизируя ее ингибитор [7,8].

В нескольких работах было показано что выход цитохрома с имеет место также и в случае активации каскада гибели у дрожжей. Следовательно, логично предположить что в цитоплазме S. сerevisiae, может быть найден белок-мишень для цитохрома с. Для исследования этой проблемы мы провели детальный поиск гомологов Apaf-1.

2.3 Третичная структура белка Apaf-1.

Ключевым моментом апоптоза высших эукариот является выход в цитозоль цитохрома с, где он связывается с Apaf-1, образуя комплекс–апоптосому-, который активирует каспазу. Поэтому представляет интерес изучение этих взаимодействий на третичном уровне. 

Апоптосома имеет циклическую структуру и 7 осей симметрии, напоминая при этом колесо.
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Рис. 1 Доменная структура Apaf-1 [по http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi]

Сам Apaf-1 – полидоменный белок, содержащий CARD домен для связывания с цитохромом с на N-конце, NB-ARC, участвующий в связывании dATP/ATP, в центральном положении и 12 или 13 WD40 повторов на C-конце (см. рис.1). Гомолог Apaf-1 – CED4, обнаруженный в C.elegance, не содержит WD40 повторы, но при этом в полимерном состоянии проявляет апоптотическую активность, в то время как модифицированный Apaf-1, не содержащий WD40 повторов, не способен более связывать цитохром с. 

Апоптосома – это циклическая, похожая на колесо структура, включающая 7 идентичных по морфологии цепочек, отходящих от центрального объединения hub (CARD) доменов. Каждая цепочка, в свою очередь, представлена Hub-доменом, соединенным с Y-доменом, содержащим WD40 повторы, посредством arm-домена (см. рис.2). Каждый Y-домен включает две, разделенные в пространстве  субъединицы.  

Было показано, что Apaf-1 может принимать принципиально различающиеся конформации: Y-образную, с небольшим глобулярным доменом в «хвостовой» части и более компактную молекулу (по всей видимости, менее активную). Причем в образовании апоптосомы участвует именно Y-образная форма.

Формирование апоптосомы начинается со связывания цитохрома с с WD40 повторами, содержащими β-складчатые слои. Молекула цитохрома с, помещенная между WD40 повторами, образует связи с последними. Теоретически, с двумя Y-доменами может взаимодействовать сразу 2 молекулы цитохрома, что на практике  приводит к снижению апоптотической активности. Поэтому существуют различные стерические механизмы, не допускающие двойного связывания.

CARD домен Apaf-1 представляет собой сайт связывания  каспазы-9. В невозбужденном состоянии он связан с WD40 повторами (см. рис.2). В его 3D структуре выделяют α-спирализированные участки.

В Apaf-1 также выделяют  Walker-боксы -  нуклеотид-связывающие участки,  локализованные несколько ниже hub-домена и проксимальнее arm-домена. Связывание нуклеотидов может повлиять в целом на формирование апоптосомы, поскольку зона, содержащая Walker-боксы может взаимодействовать как с CARD, так и с CED4 доменами.

Apaf-1 в норме неактивен.  При этом WD40 повторы выступают в качестве ингибиторов апоптотической активности белка на внутримолекулярном уровне. Однако их частичное удаление, связанное с взаимодействием с цитохромом с в присутствие dATP или высоких концентраций ATP,  приводит к формированию активного комплекса. Вслед за этим происходит присоединение dATP/ATP к NB-ARC домену. Формирование семилучевой структуры завершает формирование апоптосомы [10] (см. рис.2).
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                         Рис. 2  Образование апоптосомы [по 10 стр. 429]

3. Методы и материалы

Интернет ресурсы

· Для нахождение гомологичных белковых последовательностей была использована программа Psi-BLAST, установленная на www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Программы серии BLAST предназначены для поиска сходных последовательностей белков и нуклеиновых кислот. Для такого поиска необходимо выравнивать заданную последовательность с последовательностями баз данных и оценивать это выравнивание. Алгоритм работы программы следующий: вначале BLAST ищет в базе данных слова (для белков они обычно имеют длину 3 аминокислоты
), счет выравнивания которых со словом из исходной последовательности не ниже параметра Т. На следующей стадии программа определяет общий счет и значимость выравнивания, в котором находится пара слов, удовлетворяющих заданным условиям (т.е. счет выравнивания которых не ниже Т). Делается это следующим образом: слова расширяются во всех направлениях в пределах последовательностей до тех пор, пока общий счет выравнивания не будет отставать от самого большого счета выравнивания на некое значение Х. Это самая продолжительная стадия работы алгоритма (~90% всего времени). В результате принимается выравнивание соответсвующее максимальному имеющемуся счету. Т и Х – это параметры, выбор которых позволяет достигнуть разумной точности метода. Таким образом, алгоритм BLAST представляет из себя два последовательных барьера отбраковки последовательностей, обладающих наименьшей (для данных Т и Х) степенью сходства;

· Для нахождение белковых последовательностей были использованы системы поиска белковых последовательностей, установленные на сайте www.ncbi.nlm.nih.gov;

· Поиск белковых последовательностей осуществлялся в банке данных swissprot;

· Использовалась база данных генома дрожжей, установленная на сайте genome-www.Stanford.edu/Saccharomyces;

· Для работы с белками была использована база данных Pfam, установленная на сайте http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam.
Программное обеспечение

· Для множественного выравнивания белковых последовательностей и построения филогенетических древ были задействованы программы ClustalX. 

Clustal X – это версия программы Clustal W, которая предназначена для использования в операционной системе Windows. Она дает возможность получать множественные выравнивания и строить филогенетические деревья.

Алгоритм выравнивания строится следующим образом: 

Производятся парные выравнивания всех заданных последовательностей с последующим определением степеней подобия между каждой парой. Степень подобия характеризуется «расстоянием» между каждой парой, которое определяется сходством последовательностей с учетом штрафа за пропущенные позиции. Каждое парное выравнивание проводится по алгоритму Ниделмана-Ванщча. При этом штраф за введение нового разрыва цепи (гапа) выше, чем за его удлинение. 

На основании данных о степени подобия строится дерево. Выравнивания комбинируются вначале между последовательностями из наиболее близких кластеров дерева и заканчиваются наиболее удаленными группами. При этом, если разрыв введен в одной последовательности, то он будет также и во всех других, выравненых относительно этой, последовательностях.

При построении филогенетических древ программа использует наиболее распространенный алгоритм «Объединения соседних ветвей». Алгоритм заключается в последовательном формировании кластеров из двух соседних ветвей с минимальной суммой расстояний. Процесс объединения соседних ветвей протекает до полной кластеризации дерева таким образом, чтобы суммарная длинна дерева оставалась минимальной;

· Для просмотра филогенетических древ использована программа TreeVeiwer;

· Для обработки, сортировки и оформления данных были использованы программы пакета Microsoft Office.

В дрожжах экспериментально определены белки, при определенных условиях вызывающие и участвующие в апоптозе. Эти белки можно объединить в следующие группы:

Метакаспаза

Метакаспазы представляют собой новую группу цистеиновых протеаз, гомологичных каспазам. В пекарских дрожжах S.cerevisiae содержится единственный гомолог каспаз, ккодирующийся геном MCA1. Было показано, что индукция [цит по 12] MCA1 приводила к гибели дрожжей с проявлением маркеров, характерных для апоптоза. Однако имеется и противоречащая этой публикация. Экспрессия метакаспазы TpMCA4 (Trypanosoma brucei) в почкующихся клетках дрожжей (Saccharomyces cerevisiae) приводит к остановке роста, дисфункции митохондрий и гибели вегетативного тела. ScMCA1 (YOR197w) – ортогог метакаспазы у дрожжей. Однако повышенная экспрессия дрожжевого варианта метакаспазы не вызывала такого фенотипического проявления, которое наблюдалось в случае с MCA4. При этом белок WWM1 при повышенных концентрациях замедлял рост и снижал жизнеспособность организмов. Однако одновременная экспрессия MCA1 и WWM1 фенотипически не проявлялась, что по всей видимости свидетельствует об ингибирующем действии метакаспазы на WWM1. Причем в роли супрессоров могут выступать даже формы MCA1, мутантные в консервативных цистеиновых (цистеин-176 и цистеин-297) или гистидиновых (гистидин-241) областях. Таким образом, метакаспаза может быть также включена в процесс ядерного контроля взаимодействия процессов клеточного деления и митохондриального биогенеза у дрожжей [13]. 
Цитохромы

Цитохром с-митохондриальный белок, который участвует как в клеточном метаболизме, так и в апоптозе. В ответ на различные индукторы, например,  повышенную концентрацию АФК, цитохром с попадает в цитозоль,  проникая сквозь наружную мембрану митохондрий. Было показано, что высвобождение цитохрома происходит в ответ на обработку уксусной кислотой. Индуцированный таким образом апоптоз не развивается, в отсутствии цитохрома с. Это доказывает необходимость присутствия этого белка для протекания процесса клеточной смерти в данном случае[14].

Поиск апоптотических белков среди группы белков, способствующих процессингу РНК

Белок KlLsm4p (Kluyveromyces lactis), в состав которого входит Sm домен (первые 72 аминокислоты), может восстанавливать жизнеспособность клеток как K.lactis, так и S.cerevisae. Этот белок также отвечает за процессинг  РНК. Потеря С-концевого участка KlLsm4p приводит к резкому снижению жизнеспособности. В клетках дрожжей, экспрессирующих фрагмента LSM4 K.lactis, обнаруживается конденсация хроматина, фрагментация ДНК и образование активных форм кислорода - типичных маркеров апоптоза. Сходную картину наблюдали при исследовании штаммов дрожжей, мутантных по генам, участвующих в декаппировании РНК (LSM1, DCP1, DCP2, DHH1 и PAT1)[15].

Изучение апоптотической активности группы белков, повышенная экспрессия которых приводит к клеточной сметри

Ген STM1 дрожжей экспрессирует белок неустойчивый в клетках дикого-типа и стабилизурующийся в клетках с пониженной протеосомальной активностью. Он локализован в перинуклеарном пространстве и обнаруживает активность в присутствии мутагенов. Повышенная экспрессия этого гена в сочетании с деградацией протеосомы приводит к клеточной смерти, сопровождающейся маркерами апоптоза: потеря асимметричности плазматической мембраны, конденсация хроматина и расщепление ДНК. Выживаемость повышается, если из клеток полностью удален или ингибирован STM1, а стимуляция экспрессии STM1  приводит к клеточной смерти. Эти данные дают основания предполагать, что STM1 контролирует апоптоз у  S.cerevisae. Найдето еще пять белков (NSR1, PPA1, SAR1, HEL10, HEL13) со сходными свойствами[16].

Мы попытались проследить цепи взаимодействий этих протеинов чтобы предположить механизм апоптоза с их участием, т.е. найти их связь с белками, участвующими в антиоксидантной защите, феромонном каскаде, так или иначе связанных со старением (теломеразная теория) или другими белками, связанными с апоптозом. Для этого  использовалась база данных генома дрожжей, установленная на сайте genome-www.Stanford.edu/Saccharomyces;
С помощью банка данных Pfam и поисковой системы для него, установленной на сайте http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam, мы получили информацию об известных сейчас апоптотических доменах и их встречаемости в различных группах организмов. Сделано это было следующим образом: в качестве ключевого слова вводилось слово “apoptosis”, после чего отбирались домены, присутствующие в дрожжевых белках. Результат представлен в следующей таблице, где указаны найденные домены и колическтво белков с подобными доменами у S.cerevisae. 

	     Domain
	S.cerevisae

	     DAD
	1

	     CAS/CSE C-terminus
	1

	     BIR
	1

	     Peptidase C14 (caspase)
	1

	     UBX
	7

	     MA3
	2

	     PDCD2 C
	1

	     BAG
	1


Был проведен поиск гомологий к данным доменам с помощью поисковой системы BLAST, установленной на сайте http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST и изучены взаимодействия с другими белками дрожжей
. 

4. Результаты и обсуждение. 

Полученные результаты были объединены в каталог дрожжевых апоптотических белков. В одной колонке представлены названия найденных белков (по номенклатуре swissprot), в другой – домен, определяющий апоптотические свойства белка (или группы белков). В третьей колонке описаны их функции и некоторые обнаруженные взаимодействия. 

	Название
	Домен
	Описание

	1. MCA1


	Peptidase c14
	Представитель группы цистеиновых протеаз, гомологичных каспазам. Супрессирует белок WWM1, не давая его апоптотической активности проявиться фенотипически. Включена в процесс ядерного контроля взаимодействия процессов клеточного деления и митохондриального биогенеза у дрожжей. Возникла у эукариот в результате горизонтального переноса гомологичной структуры из α-протеобактерии в процессе симбиогенеза. 

Связана со следующими белками, обладающими маркерами апоптоза:

	
	
	Название
	Описание



	
	
	FAR3, FAR7
	Блокируют жизненный цикл в ответ на феромонную активность;

	
	
	RAP1
	Связывается с теломерами;

	
	
	RIF2
	Влияют на размеры теломеров;

	
	
	CNA1
	Адаптация к феромонам в период конъюгации;

	
	
	YKU70
	Связывается с поврежденной ДНК;

	2. CYC1, CYC7
	Сytochrome c
	Белок межмембранного пространства митохондрий. При выходе из межмембранного пространства митохондрий способствует протеканию апоптоза. Показано, что в определенных случаях отсутсвие цитохрома препятствует гибели вегетативного тела;

	3. LSM4, LSM1, DCP1, DCP2, DHH1  PAT1
	Sm
	Представляют собой группу белков, способствующих превращениям РНК (процессинг, декаппирование). В клетках дрожжей, экспрессирующих дефектные формы этих белков, обнаруживаются типичные маркеры апоптоза: обнаруживается конденсация хроматина, фрагментация ДНК и образование активных форм кислорода. 

· Белок DCP1 взаимодействует с:

	
	
	EBS1  
	Участвует в теломерозо-зависимом процессе сохранения теломеров;

	
	
	HRR25
	Может быть вовлечен в процесс репарации ДНК;

	
	
	· Белок DHH1 взаимодействует с

	
	
	YKU80
	Связывается с поврежденной ДНК;

	4. STM1, NSR1, PPA1, SAR1,HEL10, HEL13
	STM1
	Белок неустойчив в клетках дикого-типа и стабилизируется в клетках с ненормальной протеосомальной активностью. Повышенная экспрессия этих белков приводит к клеточной смерти, сопровождающейся маркерами апоптоза: потерей асимметричности плазматической мембраны, конденсацией хроматина и расщеплением ДНК. Выживаемость повышается, если из клеток полностью удалены или ингибированы эти белки, а стимуляция их экспрессии приводит к клеточной смерти. 

· Белок NSR1 взаимодействует с:

	
	
	MSG5 
	Обеспечивает адаптацию к феромонам в период конъюгации;

	
	
	· Особо следует отметить взаимодействие белка STM1 с:

	
	
	CDC13
	Регулирует репликацию теломеров, координирует теломеразу;

	5. VDAC
	Porin_3
	Образует потенциал-зависимый анионный канал наружной мембраны митохондрий, связывающий межмембранное пространство с цитозолью; может быть связан с выходом цитохрома с. Участвует в каппировании теломеров. 

· Взаимодействует с:

	
	
	CDC13
	Регулирует репликацию теломеров, координирует теломеразу; Таким образом можно предположить связь между VDAC и STM1;

	6. YIB6
	BAG
	Белок является модулятором активности шаперонов. Усиливает антиапоптотическое действие Bcl-2;

	7. BIR1
	BIR
	Принадлежит семейству IAP (inhibitor of apoptosis proteins). Содержит домен, содержащий последовательно повторяющиеся участки, разделенные последовательностями различной длины. По всей видимости обладает анти-апоптотической активностью. 

· Связывается с: 

	8. 
	
	SKP1


	Лигаза убиквитиновых белков. Возможна связь с UBX-содержащими                 

белками (см.ниже);

	9. 
	
	

	10. CSE1
	CSE
	Принимает участие в работе микротрубочек во время клеточного деления (митоза). Гомолог этого домена у млекопитающих обладает анти-апоптотической активностью, в том числе за счет облегчения импорта в ядро белка р53, факторов транскрипции и др.;

	11. OSTE
	DAD
	Интегральный белок мембраны. Мутированные формы способны вызывать апоптоз; 

· Гомологичен:

	
	
	СС15
	Контролирует клеточное деление;

	12. YG5U,

           SGD1 
	МА3
	Белок SGD1 – компонент ядра. 

· Взаимодействует с:

	
	
	UTP5
	Участок малой рибосомальной субъединицы;

	
	
	Вторичная структура домена характеризуется наличием большого количества α-спирализованных участков. Белки принимают участие в апоптозе у дрожжей. 

· Cреди гомологов следует особо отметить:

	
	
	EXO1
	Экзонуклеаза. Участвует в восстановлении несовместимых участков ДНК в направлении 5`-3`.

	13. YOC2
	PDCD2
	Локализованы преимущественно в цитозоли. Взаимодействуют с Bcl6 и эволюционно близки к белку Kruppel-type zinc finger, который является фактором, репрессирующим транскрипцию;

	14. Q06682,

Q12229,

YMV7,

YJE8,

SHP1,

YB9R,

YMB3 
	UBX
	Функция изучена плохо. Взаимодействуют с белками, участвующими в убиквитин-зависимом белковом катаболизме. Особо следует отметить:

· SHP1 является супрессором фосфопротеин-фосфатаза-1-индуцированной клеточной смерти. 

          Взаимодействует с белком: 

	
	
	RAD16
	Распознающим повреждение ДНК;

	
	
	· Белок Q06682 (YDR330W) взаимодействует с:

	
	
	STU1
	Супрессирует мутацию tub2, возникающую вследствие повышенной чувствительности последнего к низким температурам;

	
	
	· Функция Q12229(YDL091C) неизвестна. Взаимодействует с:

	
	
	TIM44
	Вовлечен в митохондриальный транспорт.


Коментарии к таблице апоптотических белков S.cerevisae
Взаимодействия MCA1

Этот белок представляет наибольший интерес, т.к. обладает установленной апоптотической активностью у дрожжей. 

С помощью базы данных генома дрожжей было показано, что метакаспаза образует цепь взаимодействий с белками, блокирующими жизненный цикл в ответ на феромонную активность, способными связываться с теломерами и регулировать их длину, координировать теломеразы, а также способными связываться с поврежденной ДНК. Кроме того, в состав этих цепей входят белки SRB4 и RIF2, которые взаимодейсвуют с широким спектром белков и образующими многобелковые комплексы, непосредственно связанные с делением клетки, созреванием и транскрипцией РНК, репликацией ДНК. Также интерес представляет взаимодействие RIF2 с белком CNA1, обеспечивающим адаптацию к феромонам в период конъюгации
Можно предположить, что апоптоз-индуцирующим фактром в данном случае является феромонная активность (например высокая концентрация α-фактора – полового феромона). 

Фрагмент схемы взаимодействия MCA1 приведен ниже
.
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Интерес представляет белок CDC13, регулирующий репликацию теломеров. Возможно, действие апоптоз-ингибирующих факторов (например, АФК)  на наружную мембрану митохондрий приводит к определенным патологиям белка CDC13, что обуславливает старение. Также вероятна связь с метакаспазой через белок YKU70. Возможно, мы имеем дело с единой системой, отдельные участки которой чувствительны к определенным апоптоз-индуцирующим факторам, действие которых приводит в конечном итоге к гибели вегетативного тела.
Группа белков, способствующих процессигу РНК
, взаимодействует прежде всего с белками, участвующими в процессинге рРНК, мРНК, декаппировании мРНК и биосинтезе белка, т.е. белками, не обладающими какой-либо апоптотической активностью. Особый интерес представляют лишь несколько белков.

1. DCP1 исходной группы взаимодействует с

· EBS1  ( участвует в теломерозо-зависимом процессе сохранения теломеров);
· HRR25 (может быть вовлечен в процесс репарации ДНК);
2. DHH1 взаимодействует с YKU80 (связывает поврежденное ДНК, связан с теломерами);
Группы белков, повышенная экспрессия которых приводит к клеточной сметри

Преимущественно взаимодействуют с белками инициирующими и регулирующими  репликацию ДНК, участвующих в процессах фосфорилирования и клеточного транспорта. В последнее время уделяется большое внимание изучению апоптоза, индуцированного феромонной активностью. Поэтому имеет смысл отметить взаимодействие белка NSR1 исходной группы с белком MSG5, обеспечивающим адаптацию к феромонам в период конъюгации. 

Поиск гомологов к CARD домену белка Apaf-1 человека.

1. Для получения списка белков, гомологичных апоптотическому белку Apaf-1 человека проведен поиск с помощью программы Psi-BLAST. В результате было полечено большое число белковых последовательностей с Expect < e*10-10, гомологичных Apaf в области WD40 повторов и по функции не являющихся апоптотическими. Следовательно, гомологичность в области WD40 повторов нельзя считать критерием степени проявления апоптотической активности. Поэтому для уточнения и повышения чувствительности метода был проведен поиск по доменам CARD и NB-ARC. 

2. Был осуществлен поиск белков, гомологичных Apaf  в области CARD и NB-ARC доменов. В результате поиска было получено большое количество белков, принадлежащих растительным организмам и, следовательно, не представляющим интерес в данной работе. Т.к. работа с растительными белками значительно затрудняет анализ, было решено проводить поиск отдельно по доменам.

3. Для того чтобы проверить, не являлись ли найденные в ходе предыдущего поиска белки, участвующие в организации везикулярного транспорта, ошибкой, связанной с гомологией в участках низкой сложности, был запущен Blast с включенным «Фильтром низкой сложности» (Low complexity). Принцип действия фильтра заключается в том, что он вычеркивает участки низкой сложности из дальнейшего выравнивания. В заключение рассмотрения гомологий совместно по CARD и NB-ARC доменам было проведено сравнение результатов с фильтром низкой сложности и без него: 

a. Найдено 3 белка (AFG1_YEAST, ASNA_PASMU, ARA1_YEAST), которые обнаруживались только при выключенных фильтрах; это может быть связано с наличием в них участков низкой сложности, например, наличием в области выравнивания сайта миристилирования, что в большей степени свидетельствует о консервативном сходстве, а не о гомологии;

b. Найден 1 белок (RPS2_ARATH), который обнаруживался только при включенных фильтрах, что может быть связано с наличием участков низкой сложности, при исключении которых общий счет выравнивания повышается;

4. Был проведен поиск белков, гомологичных Apaf-1 в области CARD домена.

Был осуществлен поиск гомологий Card домена гена Apaf-1.  Было проведено несколько итераций для уточнения результатов. По результатам итераций было проведено выравнивание и построено филогенетическое древо.   

Для повышения чувствительности метода и выявления наиболее удаленных последовательностей из удаленных от исходной группы Apaf кластеров было отобрано по белку. По CARD домену каждого из отобранных белков был запущен поиск Psi-BLAST.
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gi|14424229|sp|Q9Y2G2|CAR8 HUM

gi|20138032|sp|Q9NPP4|CARC HUM

gi|20137491|sp|Q9I9H8|APAF BRA

gi|20141188|sp|O14727|APAF HUM

gi|20137192|sp|Q9EPV5|APAF RAT

gi|20137267|sp|O88879|APAF MOU

gi|20137475|sp|Q9GL23|APAF CAN

gi|3914339|sp|O62640|PIAP PIG

gi|2497240|sp|Q90660|BIR CHICK

gi|2497236|sp|Q13489|BIR3 HUMA

gi|2497239|sp|Q62210|BIR2 MOUS

gi|2497238|sp|Q13490|BIR2 HUMA

gi|1168879|sp|P45436|CED3 CAEV

gi|19859536|sp|P42573|CED3 CAE

gi|2493525|sp|Q98943|ICE2 CHIC

gi|3041691|sp|P55215|ICE2 RAT

gi|1170473|sp|P42575|ICE2 HUMA

gi|2506262|sp|P29594|ICE2 MOUS

gi|17433069|sp|Q9MZV6|I1BC FEL

gi|17433070|sp|Q9MZV7|I1BC CAN

gi|17432930|sp|Q9N2I1|I1BC PIG

gi|17433088|sp|Q9TV13|I1BC HOR

gi|12643652|sp|O88843|CRAD MOU

gi|2498833|sp|P78560|CRAD HUMA


Для проведения поиска выбраны следующие белки: CAR8_HUMAN, CARC_HUMAN, I1BC_HUMAN, ASC_MOUSE, BIR3_HUMAN, CRAD_HUMAN и ICE2_CHICK.

Целью построения филогенетических древ по вышеуказанным белкам ставилось построение итогового филогенетического древа по CARD домену Apaf-1, включающего все его гомологи, в том числе и наиболее удаленные, которые не могут быть автоматически включены в список из-за недостаточной чувствительности методов определения программы Psi-BLAST. 

i. Построение и анализ филогенетических древ вышеуказанных белков проводилось следующим образом:

· проведение итераций Psi-BLAST против CARD домена выбранного белка до установления постоянного списка гомологичных белков;

· проведение выравнивания и построение филогенетического древа по результатам последней итерации;

· из каждого кластера дерева, удаленного от кластера с исходной последовательности, выбирается белок, по которому производится дальнейший поиск;

· поиск по каждой группе считается завершенным, когда он приводит к обнаружению только ранее выявленных групп белков;

ii. Построение итогового филогенетического древа происходит по всем белкам, выявленным с помощью Psi-BLAST и новым, обнаруженным в процессе поиска по удаленным кластерам.
iii.  Сравнение с филогенетическим древом банка данных Pfam. 

1. В процессе поиска гомологичных последовательностей выявлено 56 близкородственных и удаленных белков;
2. По сравнению с базой данных Pfam не обнаружено ряда наиболее удаленных белковых последовательностей, например CED4_CAELL, что связано с недостаточной чувствительностью метода определения

3. Остальные несовпадения с базой данных Pfam содержатся в базе данных TREMBL, но не содержатся в базе данных SwissProt.

Итоговое филогенетическое древо гомологов Apaf-1 человека в области CARD домена.

[image: image2.wmf]0.1

gi|2493534|sp|O08736|ICEC MOUS

gi|2493533|sp|P70343|ICEB MOUS

gi|17433069|sp|Q9MZV6|I1BC FEL

gi|17433070|sp|Q9MZV7|I1BC CAN

gi|10720034|sp|O75601|ICED BOV

gi|1352420|sp|P49662|ICE4 HUMA

gi|1708392|sp|P51878|ICE5 HUMA

gi|2493523|sp|P55865|ICEA XENL

gi|2493524|sp|P55867|ICEB XENL

gi|12230142|sp|P57730|ICBR HUM

gi|266321|sp|P29466|I1BC HUMAN

gi|17433088|sp|Q9TV13|I1BC HOR

gi|17432930|sp|Q9N2I1|I1BC PIG

gi|1170463|sp|P43527|I1BC RAT

gi|266322|sp|P29452|I1BC MOUSE

gi|28558771|sp|P55211|ICE9 HUM

gi|19859536|sp|P42573|CED3 CAE

gi|1168879|sp|P45436|CED3 CAEV

gi|2493525|sp|Q98943|ICE2 CHIC

gi|3041691|sp|P55215|ICE2 RAT

gi|2506262|sp|P29594|ICE2 MOUS

gi|1170473|sp|P42575|ICE2 HUMA

gi|20138032|sp|Q9NPP4|CARC HUM

gi|20137579|sp|Q9Y239|CAR4 HUM

gi|29427688|sp|Q8BHB0|CAR4 MOU

gi|20137973|sp|Q9HC29|CARF HUM

gi|29427819|sp|Q8K3Z0|CARF MOU

gi|12643652|sp|O88843|CRAD MOU

gi|2498833|sp|P78560|CRAD HUMA

gi|2497240|sp|Q90660|BIR CHICK

gi|2497238|sp|Q13490|BIR2 HUMA

gi|2497239|sp|Q62210|BIR2 MOUS

gi|2497237|sp|O08863|BIR3 MOUS

gi|3914339|sp|O62640|PIAP PIG

gi|2497236|sp|Q13489|BIR3 HUMA

gi|18203023|sp|Q9I9N6|ASC BRAR

gi|18203507|sp|Q9ULZ3|ASC HUMA

gi|17370769|sp|Q9EPB4|ASC MOUS

gi|17380146|sp|Q9C000|NAL1 HUM

gi|14424229|sp|Q9Y2G2|CAR8 HUM

gi|21264096|sp|Q9EPU5|TR21 MOU

gi|21264087|sp|O75509|TR21 HUM

gi|20455219|sp|P58801|RIK2 MOU

gi|20455217|sp|O43353|RIK2 HUM

gi|20137491|sp|Q9I9H8|APAF BRA

gi|20137475|sp|Q9GL23|APAF CAN

gi|20141188|sp|O14727|APAF HUM

gi|20137267|sp|O88879|APAF MOU

gi|20137192|sp|Q9EPV5|APAF RAT

gi|20454847|sp|Q9BX69|CAR6 HUM

gi|20455079|sp|O60936|NOL3 HUM

gi|20455076|sp|Q62881|NOL3 RAT

gi|20455145|sp|Q9D1X0|NOL3 MOU

gi|20454813|sp|O95999|BCLA HUM

gi|20454841|sp|Q9Z0H7|BCLA MOU

gi|20454805|sp|Q9QYN5|BCLA RAT


Различия в топологии кластеров, выявленные при сравнении различных филогенетических деревьев, можно объяснить разницей при проведении множественных выравниваний с различным числом компонентов.

Подобный метод поиска по удаленным кластерам может быть применен и в дальнейшей работе при составлении каталога гомологичных последовательностей белка Apaf-1 человека
.

Таким образом мы видим, что последовательности белков, содержащих CARD домен, не обнаруживаются у организмов примитивнее C. elegans,  Следовательно, несмотря на то что каспаза-подобные белки возникли еще у одноклеточных [11], можно предположить, что этот домен возник уже после возникновения многоклеточности. 

     5.  Выводы

Нами был создан каталог белков Saccharomyces cerevisae, обладающих гомологичными доменами с апоптотическим белками высших эукариот и связанных с запрограммированной смертью грибов согласно экспериментальным данным. Ключевые позиции в апоптозе дрожжей занимает метакаспаза (MCA1) – цистеиновая протеаза,  гомологичная эукариотическим каспазам – и белки межмембранного пространства митохондрий с очень консервативным доменом Cytochrome c, принимающие участие в клеточном метаболизме и выходящие в цитозоль в процессе апоптоза. Эти данные создают базис для дальнейшего изучения запрограммированной клеточной смерти у дрожжей и дают основание говорить о происхождении апоптотической машины многоклеточных от одноклеточных животных.
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� - в нашей работе мы использовали слова длиной в 2 аминокислоты для того, чтобы добиться большего выхода. Это позволило находить наиболее удаленные последовательности и повысило точность метода.


� Файлы с описанием доменов, результатами поиска в BLAST и схемами взаимодействий домен-содержащих белков находятся � HYPERLINK "Приложение/Домены апоптотичекие по Pfam" ��здесь�.


�Файлы с полными схемами взаимодействий метакаспазы находятся �HYPERLINK "Приложение/Взаимодействия/mca1"��здесь�.


� Файлы со схемами взаимодействия VDAC находятся � HYPERLINK "Приложение/Взаимодействия/VDAC" ��здесь�;


� Файлы со схемами взаимодействия группы белков процессинга РНК находятся �HYPERLINK "Приложение/Взаимодействия/Процессинга РНК белки"��здесь�;


� Файлы со схемами взаимодействия группы белков, повышенная экспрессия которых приводит к клеточной смерти, находятся � HYPERLINK "Приложение/Взаимодействия/Высокой концентрации белки" ��здесь�.


� Файлы содержащие результаты поиска в BLAST по CARD домену Apaf-1, графические представления выравниваний, последовательности найденых белков в FASTA формате (*.seq) и филогенетические древа(*.php) находятся � HYPERLINK "Приложение/Apaf-1 поиск гомологий" ��здесь�.
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