Laskuharjoitus
Tehtävän aineisto on alla olevissa kuvissa. Paracelsus oli 1500-luvulla vaikuttanut alkemisti, jonka mukaan on nimetty Paracelsuksen haaste: suunnittele aminohapposekvenssi, jolla on vähintään 50 % identtisiä aminohappoja tunnetun proteiinin kanssa, mutta joka laskostuu toisenlaiseksi rakenteeksi. Ensimmäinen haasteen täyttänyt keinotekoinen sekvenssi, nimeltään Janus (Dalal et al. 1997, Nat. Struct. Biol. 4, 548-552), muuntaa B1-domeenin (kuva a) beta-rakenteesta () alfa-helikaaliseksi rakenteeksi (). Janus on rakenteeltaan Rop-proteiinin kaltainen (kuva b). Rop-monomeeri muodostaa kahden vastakkaissuuntaisen heliksin hiusneulan. Luonnossa Rop dimerisoituu ja muodostaa neljän heliksin kimpun. 
(a) Laske B1-domeenin, Januksen ja Ropin parittaiset sekvenssi-identtisyydet (kuva c).

(b) Merkitse linjaukseen identtisten aminohappojen lisäksi substituutiot, joiden pistemäärä on positiviinen BLOSUM62-matriisissa.

(c) Vertaa keinotekoiseen sekvenssiin tehtyjä muutoksia B1-domeenin ja Ropin perheissä luonnostaan esiintyvään variaatioon. Esiintyykö B1-perheessä tai Rop-perheessä luonnostaan Janukseen valittuja mutaatioita? Ota huomioon myös muutetun aminohapon sijainti toivotun/ei-toivotun rakenteen ytimessä tai pinnalla (SA-rivi kuvissa d-e, täysin ytimessä SA=0 ja täysin pinnalla SA=9).
(d) Tutki Chou-Fasman-luokittelun perusteella (Taulukko 4.1), miten Januksen beta-tendenssiä on heikennetty ja alfa-tendenssiä vahvistettu. 
(e) Pistemutaation D30G on havaittu lisäävän luonnollisen Ropin termodynaamista stabiliisuutta. Miten muuten tämä mutaatio edesauttaa Janus-proteiinin laskostumista Chou-Fasman-luokittelun perusteella?
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(a) B1-domeenin rakenne. Januksen sekvenssissä säilytetyt aminohapot on merkitty punaisella.

(b) ROP-dimeerin rakenne. Januksen sekvenssissä esiintyvät aminohapot on merkitty sinisellä.
(c) B1-domeenin, Januksen ja ROP-monomeerin sekvenssilinjaus. Identtiset aminohapot on merkitty pystyviivalla.
         1         2         3         4         5

    .    0    .    0    .    0    .    0    .    0    .   

-EEEEECCCSSCEEEEECCCSCHHHHHHHHHHHHHHTTCCEEEEECCCEEEEEECC B1-domeenin sekundaarirak. MTYKLILNGKTLKGETITEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE B1-domeeni

|| | ||   | |      || ||  ||   | |||| || |   ||  ||  |

MTKKAILALNTAKFLRTQAAVLAAKLEKLGAQEANDNAVDLEDTADDLYKTLLVLA Janus

 ||    ||| | | | |   |  ||  | | |  |    | | || ||   |  

GTKQEKTALNMARFIRSQTLTLLEKLNELDADEQADICESLHDHADELYRSCLARF Rop (monomeeri)

CCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHTTCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
=================================================================================================================

(a) B1-domeenien linjaus ja sekvenssilogo
Q93EM8/364-418               TYKLIVKGNTFSGETTTKAIDAATAEKE-FKQYATANNVDGEWSYDDATKTFTVTE
Q53975/364-418               TYKLIVKGNTFSGETTTKAIDAATAEKE-FKQYATANGVDGEWSYDDATKTFTVTE
Q93EM8/294-348               TYKLIVKGNTFSGETTTKAIDAATAEKE-FKQYATANNVDGEWSYDYATKTFTVTE
Q53975/224-278               TYKLVVKGNTFSGETTTKAIDTATAEKE-FKQYATANNVDGEWSYDDATKTFTVTE
Q93EM8/224-278               TYKLVVKGNTFSGETTTKAIDTATAEKE-FKQYATANNVDGEWSYDDATKTFTVTE
Q53975/294-348               TYKLIVKGNTFSGETTTKAVDAETAEKA-FKQYATANNVDGEWSYDDATKTFTVTE
Q93EM8/434-488               TYKLIVKGNTFSGETTTKAVDAETAEKA-FKQYATANNVDGEWSYDDATKTFTVTE
Q53975/434-488               TYKLIVKGNTFSGETTTKAVDAETAEKA-FKQYANENGVYGEWSYDDATKTFTVTE
Q54181/1-45                  ----------MKGETTTEAVDAATAEKV-FKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE
SPG2_STRSG/303-357           TYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKV-FKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE
Q53291/330-384               TYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKV-FKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE
SPG1_STRSG/228-282           TYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKV-FKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE
SPG1_STRSG/228-282-SS        EEEEECCCSSCEEEEECCCSCHHHHHHH-HHHHHHHTTCCEEEEECCCEEEEEECC
SPG1_STRSG/228-282-SA        5020406287575646474342430263-035304636152524537522103357
SPG2_STRSG/373-427           TYKLVINGKTLKGETTTEAVDAATAEKV-FKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE
Q54181/61-115                TYKLVINGKTLKGETTTEAVDAATAEKV-FKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTE
Q93EM8/504-558               TYKLVINGKTLKGETTTKAVDVETAEKA-FKQYANENGVDGVWTYDDATKTFTVTE
Q53337/3-57                  TYKLVINGKTLKGETTTKTVDAETAEKA-FKQYANDNGVDGVWTYDDATKTFTVTE
Q53975/504-558               TYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKA-FKQYANENGVDGVWTYDDATKTFTVTE
Q53974/258-312               TYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKA-FKQYANENGVDGVWTYDDATKTFTVTE
SPG1_STRSG/298-352           TYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKA-FKQYANDNGVDGVWTYDDATKTFTVTE
SPG2_STRSG/443-497           TYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKA-FKQYANDNGVDGVWTYDDATKTFTVTE
Q53291/400-454               TYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKA-FKQYANDNGVDGVWTYDDATKTFTVTE
Q54181/131-185               TYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKA-FKQYANDNGVDGVWTYDDATKTFTVTE
Q56212/300-354               TYRLVIKGVTFSGETATKAVDAATAEQA-FRQYANDNGVTGEWAYDAATKTFTVTE
Q56212/228-282               SYKLVIKGATFSGETATKAVDAAVAEQT-FRDYANKNGVDGVWAYDAATKTFTVTE
Q56193/238-293               TYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATARSFNFPILENSSSVPGDPLESTCRHASFAQA
Q37953/6-27                  ----------------------------------NSSSVPGDPLESTCRHASLALA
Q56192/238-293               TYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATARSFNFPILENSSSVPGDPLESTCMHVEHDAE

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/data/jtml/full/PF01378.shtml
SS: sekundaarirakenne (X: ei tietoa, C,S: coil, E: beta, H,G: heliksi)

SA: surface accessibility (skaala 0-9, 0 hautautunut ja 9 pinnalla)
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(b) ROP-proteiinien linjaus ja sekvenssilogo
Q9S1E1/1-61           MNKQQQTALNMARFIRSQS-LILLEKLDALD---ADEQAAMCERLHELAEELQNSIQARFE.AESE
Q9JP69/1-61           MNKQQQTALNMARFIKSQS-LTLLEKLDALD---ADEQAAMCERLHELAEELQNSIQVRFE.TESE
Q93FI7/1-61           MNKQQQAVLNMAGFIKSQS-LTLLEKLDALD---ADEQATMCEKLHELAEELQNSIQTRFE.VENS
Q52251/1-61           MTKQEKTALNMARFIRSQT-LTLLEKLNELD---ADEQADICESLHDHADELYRSCLARFG.DDCE
ROP_ECOLI/1-61        MTKQEKTALNMARFIRSQT-LTLLEKLNELD---ADEQADICESLHDHADELYRSCLARFG.DDGE
ROP_ECOLI/1-61-SS     CCHHHHHHHHHHHHHHHHH-HHHHHHHHHTT---CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC.CCCC
ROP_ECOLI/1-61-SA     6565344315314522421-44325315656---165216314332431143253257427.4754
Q93LC5/1-61           MTKQEKTALNMARFIRSQT-LTLLEKLNELD---ADEQADICESLHDHADELYRSCLARFG.DDGE
O69422/1-61           MTKQEKTALNMARFIRGQT-LTLLEKLNELD---ADELADICESLHDHADELYRSCLARFG.DDDE
Q9KI27/1-59           MKKQEATAINMAKFIKAQL-LILLEKLNELD---LDERANECEQLHDLAEQLHRHLREQL-.-EPE
Q9F9W9/1-57           MTKQQKTALNMAKFIQNQS-LLLLEKL---D---LDVEADLCEKLHDDAEHLFRTLSSRL-.DALQ
Q9XB28/1-60           MTKQQKTALNMAKFIQHQS-LLLLEKLNELD---LDVEADLCEKLHDDAEHLFRTLSSRL-.DALQ
Q8GGG7/2-61           ITKQQKMTLNMAKFIQAQS-LLLLEKLNELD---LDTEANMCEKLHEDAEQLFRTLALRL-.DDLQ
Q939J9/1-61           MNKQQKTAVNMAKFIQDQS-LLLLDRLNELD---LDHEADFCEKLHEDAERLYRSLSARLN.EQQD
Q93A29/1-62           MTKQESAALNMAKFIRAQS-LLLLEKLDVLD---LDDEAADCERIDEQAEALYQKLSARFGiQDGE
Q8GEG3/1-61           MTKLESAALNMAKFIRAQS-LLLLEKLDVLD---LDDEAAECEKLHEQAEVLYRKVSNRIS.EDEX
Q8GEF5/1-61           MNKQETTTLNMAKFIRGQT-LLLLEKLDVLD---LDDEAADCEKLHEQAEALYQKLSGRLS.EKET
Q52624/1-65           MTKQEKAVVNMAKFLQAQSLLLLLEKLNELNSDKLDAETNLCEELHEHAESLHQQLSAKVG.GELA
O30669/1-61           MTRQESAALNMAKFIRAQT-LLLLERLEQMD---LDEAAGCCEHLHDQAEALYAMLNAQIG.EENA

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/data/jtml/full/PF01815.shtml
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Table 3.1 Chou-Fasman propensities

	Strong beta-formers
	I, M, V

	Beta-formers
	C, F, L, Q, T, W, Y

	Strong beta-breaker
	E

	Beta-breaker
	H, K, N, P, S

	Strong alpha-formers
	A, E, L

	Alpha-formers
	F, H, M, Q, V, W

	Strong alpha-breakers
	G, P

	Alpha-breakers
	Y, N


