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Введение

В предложенных статьях авторами проведен анализ полученных за последние годы структур и сообщено о новых вариантах укладки, не известных ранее, а порой просто необычных.


В данном реферате я рассмотрю те элементы архитектур, топологий и укладок, которые не просто добавляют новую группу в систематику, но и представляют из себя интересные структуры.

Новые архитектуры

Все возможные простые двухслойные архитектуры белков уже были обнаружены в действительности (Chothia et al., 1997), однако существуют и другие, более сложные (обычно многослойные), которые все еще обнаруживаются в экспериментах.

1. Двойная бочка
Первая структура, заявленная авторами – это двойная бета-бочка, состоящая как бы из двух пересекающихся бета-листов:
[image: image1.emf]
Рис. 1. Пример двойной бета-бочки (PDB entry: 3c8w)
После того, как я изучил предложенные структуры (3c8w, 3cmb, 3bh2), мой вывод состоит в том, что утверждение о существовании таких структур притянуто за уши и здесь выдается желаемое за действительное:
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Рис. 2. Мономер структуры 3c8w (ацетоацетат декарбоксилаза)

Во всех как бы «двойных бочках» наблюдается явная асимметрия геометрии сторон среднего листа – он совершенно явно образует бочку с одной стороны, в которую и загибаются тяжи (см. Рис. 3), и явно не образует бочки (а, максимум, сэндвич – см. Рис. 4) с отделенным листом с другой стороны. Характер архитектуры со стороны отделенного листа сильно отличается от такового со стороны бочки, как по расстоянию между атомами, так и по углам между взаимодействующими листами.
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	Рис. 3. «Двойная бочка», вид сверху
	Рис. 4. «Двойная бочка», вид сбоку



Поиск структурных гомологов через PDBeFOLD находит только другие ацетоацетат декарбоксилазы. Их «двойные бочки» обладают примерно такими же параметрами, как описано выше.

Принимая во внимание, что в pdb файле представлен тетрамер, а белок, согласно описанию, обычно собирается в 12-мер, намного более реальным выглядит вариант (хотя он и остается столь же необоснованным), что отдельный бета-лист не образуют никакую новую структуру – двойную бочку, а просто формирует бета-сэндвич; а в присутствии других субъединиц образует контакты с ними, формируя при этом какую-то бета-структуру (бочку, рулет, сэндвич, etc).

Т.е., вопрос о том, существует ли здесь реально какая-то структура остается открытым, поскольку на мой взгляд, в отличие от мнения авторов статьи, никакой особой структуры «двойной бочки» здесь нет.
2. Спиральная бета-бочка
Следующая заявленная структура – бочка, чьи тяжи идут внахлест друг на друга.
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Рис. 5. «Бочка внахлест», вид сбоку и сверху.

Действительно, можно видеть, что образуется закругленная структура листа, чьи концы перекрываются. Возможна ли такая структура? Вероятно да, т.к. по мере увеличения числа тяжей механические напряжения, препятствующие подобному «сворачиванию» бета-листа, должны уменьшаться, а взаимодействие между двумя частями листа должно становиться все выгоднее, т.к. может увеличиваться площадь перехлеста. Т.о., по мере увеличения длины белка в какой-то момент можно ожидать формирования подобной структуры. При данном размере ширина бочки не сильно отличается от обычной ширины, поэтому для образования внутреннего листа в области перехлеста необходим достаточно резкий поворот бета-листа. Из-за этого в области перехлеста мы очень близкое расположение листов.
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Рис. 6. Особенности строения внутреннего перехлестывающегося тяжа
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Рис. 7. Типичный бета-сэндвич и расстояние между листами на примере 1TTF
Глядя на расстояние и взаимное расположение между внутренним подвернутым листом и противолежащей ему части листа, кажется более уместным говорить об образовании здесь не двустенной бочки, а все-таки еще только ортогонального бета-сэндвича. Однако мне кажется, что по мере увеличения длины белка структура должна все больше начинать походить на двухслойную бочку.
Следует отметить, что в SCOP уже объявлено существование такой укладки – «Spiral beta-roll», куда, правда, относится пока один только этот белок (PDB 2h1t). Поиск структурных гомологов дает в результате в основном белки с большими бета-листами, как правило свернутыми в обычные бочки или развернутые, но окруженные альфа-спиралями (небольшим количеством).
Мой вывод состоит в том, что, вероятно, укладка спиральным образом действительно возможна, однако т.к. столь большие белки редко наблюдаются в природе, то распространенность такой укладки мала.

Новые топологии


В ходе изучения топологий были сформулированы некоторые эмпирические правила. Но как это часто бывает с эмпирическими правилами, рано или поздно находится пример, который их опровергает.
1. Завязанные в узел белки
Считается, что белки не в состоянии образовывать узлы. Тем не менее, в изучаемой статье перечислены такие структуры, которые все же образуют узел в своей топологии.
В статье упомянуто, что существует целое семейство «завязанных» белков – предполагаемых РНК-метилтрансфераз. Они были найдены (PDB entry: 1J85, 3N4J, 3N4K).
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Рис. 8. Общая структура и узел в семействе метилтрансфераз
Эти белки были получены при помощи РСА, параметры для лучшей из моделей (3N4J) следующие:

	Resolution[Å]: 
	1.47 

	R-Value: 
	0.145 (obs.) 

	R-Free: 
	0.186 


что говорит о вероятном хорошем качестве данной структуры, а значит, вариант ошибки лучше для начала исключить и поискать другие возможности появления такой топологии.
В данной структуре образуется достаточно глубокий узел, при этом семейство легко находится с помощью PDBeFOLD по любому из его представителей.

Совсем иначе дело обстоит с примерами, приведенными непосредственно в статье:
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Рис. 9. Белок, завязанный в узел (PDB entry: 2EFV)
Данная структура была также получена при помощи РСА, при следующих параметрах:

	Resolution[Å]
	1.90 

	R-Value: 
	0.219

	R-Free: 
	0.231 


Здесь белок хоть и завязан в узел, но не слишком глубоко. Тем не менее, даже такого узла оказывается достаточно, чтобы создать проблемы с расположением отдельных атомов. В частности, если рассмотреть самую изогнутую часть белка – петлю между двумя спиралями непосредственно перед образованием узла, то можно увидеть, что взаимное расположение атомов такое, что должно возникать Ван-дер-Ваальсово отталкивание и отталкивание одноименных зарядов:
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Рис. 10. Напряженный изгиб между лейцином 71 и серином 74 в петле между двумя альфа-спиралями.
Поиск по PDBeFOLD не обнаружил белков, сходных с 2EFV. Однако, проведенный ручной поиск по суперсемейству Ribbon-helix-helix в SCOP обнаружил еще один белок с очень похожей топологией. Он был также получен с помощью РСА, даже с лучшими характеристиками:
	Resolution[Å]:   
	1.70 

	R-Value: 
	0.184 (obs.) 

	R-Free: 
	0.209 
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Рис. 11. Еще один, очень похожий, белок, завязанный в узел (PDB entry: 2RH3)
Выравнивание этого белка показало небольшое сходство с 2EFV, около 20%:
SEQUENCE           1 MPLVGFMKEKKRA--TFYLYKNI-----DGRKLRYLLHK-LENVENVDID     42

                       :..|:..:..|  ...:|.|:     ..:.|:.:|.: |.:.||:..|

SEQUENCE           1 --IQVFLSARPPAPEVSKIYDNLILQYSPSKSLQMILRRALGDFENMLAD     48

SEQUENCE          43 TLRRAIEAEKKYKRSITLTEEEEVIIQR------------------LG--     72

                     ...||  |.|.|....| ..|:.:|:|.                  ||  

SEQUENCE          49 GSFRA--APKSYPIPHT-AFEKSIIVQTSRMFPVSLIEAARNHFDPLGLE     95

SEQUENCE          73 -------KSANLLLNCELVKLDEGERA---     92

                            |.|...|.|...:    |:|   

SEQUENCE          96 TARAFGHKLATAALACFFAR----EKATNS    121

Этот белок есть не что иное, как белок VirC2 с известной Ti плазмиды Agrobacterium tumefaciens, индуцирующий образование опухолей у растений.
Не до конца ясно, почему он, с такой похожей топологией, не нашёеся PDBeFOLD’ом. Этот белок (2RH3) очень интересен тем, что его не удалось найти ни по структурному выравниванию, ни по последовательности с помощью Blast (при прогоне через Blast последовательности 2EFV не нашлось вообще ни одного белка, кроме самого 2EFV, для которого бы была известна структура). Тем не менее, его удалось обнаружить при ручном просмотре базе SCOP, и «на глаз» совершенно очевидно, что этот белок устроен так же, как и 2EFV (т.е. имеет те же архитектуру, топологию и укладку), а значит его отнесение к одному суперсемейству SCOP осмысленно. Возможно, стоит подумать о том, чтобы объединить эти 2 белка и вовсе в 1 семейство.
Таким образом, мы видим, что узлы в топологии белка, похоже, действительно встречаются, хотя и очень редко. По-видимому, их образование очень сложно и, должно быть, энергетически невыгодно, поэтому узлы образуются только в совсем единичных белках. Тем не менее, не подвергая сомнению результаты РСА, мы должны признать, что либо существуют какие-то посттрансляционные модификации, которые обеспечивают перестройку уже синтезированного белка (подобно белковому «сплайсингу» или аналогично хеликазе ДНК, например), либо все же белок сворачивается таким образом, что образуется узел.
Лист Мебиуса из бета-тяжей
Во второй предложенной статье авторы обсуждают возможность наличия листа Мёбиуса, образованного из бета-структур. Для изучения данного вопроса они определяют меру, которая позволяет определить, является ли поверхность бета-листа, образуемая бета-тяжами, односторонней или двусторонней. По результатам проверки этой мерой не было найдено ни одного белка с укладкой бета-тяжей в виде листа Мёбиуса или любой другой односторонней поверхности, поэтому показать, увы, нечего.
Тем не менее, были найдены очень необычные расположения бета-листов относительно друг друга, например в структуре 1PRT:
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Рис. 12. Один элемент из нескольких бета-листов, закрученных вокруг общей оси, и несколько таких элементов и их взаимное расположение в белке 1PRT.
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Рис. 13. Расположение бета-листов в структуре белка 1WBA.

В структуре 1PRT были обнаружены элементы, состоящие из 5 бета-тяжей, закрученных вокруг общей оси, которые этими тяжами были почти соединены друг с другом (а именно – между тяжами соседних элементов всегда имелся разрыв в наличии бета-структур).

Что касается структуры 1WBA, то тут и вовсе непонятно, к какой архитектуре или топологии отнести данный белок. Бета-тяжи расположены рядом друг с другом совершенно вразнобой, нет никакой системы в их ориентации.
Мои соображения по листу Мёбиуса таковы: при формировании структуры в виде листа Мёбиуса возникают две проблемы геометрического характера.

Во-первых, бета-бочка в виде листа Мёбиуса не может находиться в мембране, т.к. в области около точки перекручивания листа толщина бета-структуры относительно мембраны должна оказаться меньше, чем толщина самой мембраны, но достаточно велика, чтобы изменить увеличить толщину мембраны, если по обе стороны от нее встанут липиды. Таким образом, мембрана либо станет значительно тоньше, либо толще; а ни одно из этих событий не является благоприятным.
Во-вторых, перекрученный бета-лист будет испытывать простые механические напряжения из-за имеющейся деформации и будет стремиться раскрыть бочку и развернуться. Поэтому такой бета-лист должен быть, по возможности, не очень широким.
В принципе, возможно, однажды найдется бета-лист, свернутый в лист Мёбиуса, но для этого он должен, вероятно, быть узким и длинным. Но вероятность найти такую укладку мала.
Выводы
Отвечая на вопрос в заголовке реферата: какие-то из представленных в статье особенностей архитектур, топологий и укладок, похоже, могут оказаться достаточно распространены (бета-бочка «внахлест»), какие-то – редко встречаются (узлы), а некоторые – просто вызывают сомнения в их существовании (двойной баррель, лента Мёбиуса).

По-моему будет правильно сказать, что данная область все же относится к недостаточно изученным и формализованным, из-за чего нам не хватает ни предсказательных возможностей, чтобы предугадывать, какие укладки могли бы быть обнаружены в дальнейшем, ни верификационных, чтобы понять, глядя на существующую структуру, какова ее значимость и может ли она существовать в принципе.

Очевидно, что в ближайшие годы будет найдено еще немало новых сложных и, может быть, редких укладок, прежде чем мы сможем привести все их в стройную систему.
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