Критический анализ модели белка супероксид дисмутазы Bacillus subtilis, представленного в банке PDB, код 2RCV.
Шерстюк А.С., 4 курс ФББ МГУ

В отчете приведены результаты анализа качества структуры белка 2RCV Bacillus subtilis, расшифрованного методом РСА разрешением 1,8 Å в 2007 году P. Liu с коллегами и содержащимся в PDB под кодом 2RCV. Выявлено, что структура данного белка похожа на родственный фермент из организма B. anthracis, но при этом довольно сильно отличается от супероксид дисмутазы человека. Эти структурные различия могут быть использованы для создания лекарств, поражающих только ферменты бактерий.

Введение
Супероксид дисмутазы (SODs) являются важными антиоксидантными ферментами в клетках прокариот и эукариот. Они катализируют превращение супероксид радикала в пероксид водорода и кислород, защищая таким образом аэробные организмы от оксидативного стресса. Существует несколько форм супероксиддисмутаз в зависимости от типа переходного металла-кофактора активного центра фермента: Cu,Zn-СОД (медь как кофактор активного центра и цинк как кофактор, стабилизирующий конформацию), Mn-СОД (с марганцем в активном центре), а также менее распространённые Fe-СОД (с железом) и Ni-СОД (с никелем). С помощью РСА была определена кристаллическая структура Mn-СОД из B. Subtilis при разрешении 1,8 Å и детально сравнена с человеческой Mn-СОД, а также Mn-СОД из B. Anthracis. Как результат, было выдвинуто предположение, что найденные различия между ферментами бактерий и ферментом человека могут быть использованы в разработке лекарств, которые будут выборочно воздействовать на бактериальные ферменты.
Ссылка на статью:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2344103/ 

Результаты
· Комплекс состоит из цепей A, B, C, D, E, F, G, H, каждая из которых связывает один ион магния, длина 202 а.о. Представлен двумя доменами: α-спиральный  и α/β-домен, гомодимер;
· Структура опубликована 21.11.2007; 
· Авторы: P. Liu, H. E. Ewis, Y.-J. Huang, C.-D. Lu, P. C. Tai, and I. T. Webera.;
· Метод решения фазовой проблемы: молекулярное замещение;
· Число измеренных рефлексов: 218733;
· Разрешение: 1.8 Å, 45.90 - минимальное и 1.59 - максимальное разрешение для использованных рефлексов;
· Процент использованных рефлексов относительно всех возможных рефлексов с разрешением ниже разрешения структуры в целом: 218119 (99,7%) имеют силу сигнала более 3,0, 
· Симметрия:
CRYST1   68.369   84.034   91.951  99.13 105.98 105.58 P 1           8 
Первые 3 значения - длины сторон ячейки (в ангсремах), следующие три - углы между соответствующими сторонами (в градусах), далее идут: тип центрирования, тип симметрии и самая последняя цифра - количество мономеров в ячейке.
·  R-фактор (R-cryst) = 21,1%; R-free фактор = 23%. Их разница составляет всего лишь 1,9%, что означает, что модель не переоптимизирована.

· анализ выдачи программы PROCHECK показал, что 91,9% остатков (отличных от Gly и Pro) попали в предпочитаемые области на карте Рамачандрана (Рис. 1).
[image: ]
Рис. 1. Карта Рамачандрана.
· G-факторы показывают насколько нормальной или, наоборот, необычной  является та или иная характеристика. Как видно, структура соответствует всем ее параметрам проверки.
[image: ] 

· список нескольких маргинальных остатков (получен по плохим значениям RSR): 
	Цепь
	Остаток
	RSR

	B
	Glu66
	0,372

	D
	Glu44
	0,365

	F
	Asn51
	0,364

	G
	Glu104
	0,379

	H
	Ala50
	0,718


[image: C:\Users\Alexa\Desktop\66glu.png]
Рис. 2. Glu66 цепи B после команды isomesh map1, map, 1.0, chain b and resi 66, 1.
Как видно из рисунка 2, электроотрицательные атомы радикала глутамата имеют меньшую электронную плотность, чем остальные атомы молекулы глутамата. На уровне 0,5 это тоже видно (Рис.3). Z-score этого а.о. тоже завышен (3,914, что в 3 раза больше сигмы), а коэффициент корреляции для электронной плотности = 0,613. Все это свидетельствует о том, что это маргинальный остаток, хотя в протоколе WHATIF ничего не сказано про этот остаток. 
[image: C:\Users\Alexa\Desktop\66glu05.png]
Рис. 3. Glu66 цепи B после команды isomesh map1, map, 0.5, chain b and resi 66, 1.

Похожая картина наблюдается для остатка глутамата 44 цепи D (Рис.4).
[image: C:\Users\Alexa\Desktop\glu4401.png]
Рис. 4. Glu44 цепи D после команды isomesh map1, map, 1.0, chain d and resi 44, 1.

Z-score для этого остатка составляет 3,8, а коэффициент корреляции для электронной плотности = 0,716.

[image: C:\Users\Alexa\Desktop\f51asn.png]
Рис. 5. Asn51 цепи F после команды isomesh map1, map, 1.0, chain f and resi 51, 1.

Как и для двух предыдущих остатков, про Asn51 ничего не сказано в WHATIF, хотя у него высокий Z-score (4,99) и небольшой коэффициент кореляции, являющийся мерой схожести электронной плотности, вычисленной по структуре модели и непосредственно из экспериментальных данных. Для данного остатка он равен 0,622.

[image: C:\Users\Alexa\Desktop\gg.png]
Рис. 6. Glu104 цепи G после команды isomesh map1, map, 1.0, chain g and resi 104, 1.

Теперь рассмотрим более интересный маргинальный остаток (Рис.6). Помимо того, что он плохо вписан в электронную плотность, обладает высоким RSR и Z-score (4,02), в протоколе WHATIF сказано, что: 
1) наблюдается ненормально короткое расстояние между атомом углерода рассматриваемого глутамата и атомом кислорода Ala100, а также между тем же самым атомом углерода глутамата и атомом углерода и гидроксильной группой молекулы тирозина 198 (Рис. 7):
1293 ALA   ( 100-)  G      O   <-> 1297 GLU   ( 104-)  G      CD     0.35    2.45  INTRA
1297 GLU   ( 104-)  G      CD  <-> 1391 TYR   ( 198-)  G      CZ     0.33    2.87  INTRA
1297 GLU   ( 104-)  G      CD  <-> 1391 TYR   ( 198-)  G      OH     0.24    2.56  INTRA

[image: C:\Users\Alexa\Desktop\dist.png]
Рис. 7. Дистанции между атомами аминокислотных остатков Glu104 цепи G (сверху), Ala100 (слева), Tyr198 (справа).

2) возможно, что этот остаток глутамата, на самом деле, глутамин:
1297 GLU   ( 104-)  G   H-bonding suggests Gln
У него есть неудовлетворенные акцепторы водорода.
Замена глутамата на глутамин: в белке в этом месте находятся те же аминокислоты, что и в PDB структуре. Возможно, в структуре в этом месте немного неправильно определены водородные связи, вот программа и предлагает другой остаток.

Последний маргинальный остаток отличается тем, что он никак не вписан в электронную плотность (Рис.8), у него, как следовало ожидать, очень высокий Z-score (15,31) и очень низкий коэффициент коррелияции (0,374). 
[image: ]
Рис. 8. Ala50 цепи G после команды isomesh map1, map, 1.0, chain h and resi 50, 1.

Заключение.
 Общее качество модели: глобальные индикаторы качества свидетельствуют, что данная модель хорошо расшифрована, небольшое число маргиналов, сильных отклонений нет. Подозрений на переоптимизацию нет.
 Протокол WHAT_CHECК выдает достаточно много ошибок в структуре и вручную проанализированные маргинальные остатки являются скорее ошибками расшифровки (отщепенцами).
[bookmark: _GoBack] Биологические выводы авторов статьи основывались на особенностях структуры белка, на которые не повлияли маргинальные остатки и другие ошибки структуры, а потому поводов для сомнений в результатах статьи нет. 
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