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Аннотация
В данной работе проведен анализ структуры 1G6C. Оценено общее качество структуры, обнаружены и проанализированы отдельные маргинальные остатки, сделаны выводы о качестве структуры, причинах возникновения маргинальных остатков и некоторых особенностях их расположения в структуре белка.

Введение
Тиаминфосфат синтаза из B.subtilis (EC 2.5.1.3) – фермент семейства трансфераз, катализирующий процесс синтеза тиаминфосфата (TMP), промежуточный фермент в метаболическом пути синтеза тиаминдифосфата (TDP) [1].
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Рис.1. Реакция, катализируемая EC2.5.1.3.
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Рис .2. Фрагмент метаболического пути синтеза TDP.
В своей статье [2]  Peapus et al. получили структуру мутанта S130A фермента в комплексе с субстратами, продуктами и интермедиатами. На основе полученных данных был предложен механизм реакции.

Результаты анализа статьи
1) Общая информация о структуре.
a. Исследуемая структура 1G6C содержит структуру мутанта фермента с 4-имино-5-метилен-2-(трифторметил)-пиримидином, фосфатом 4-метил-5-гидроксиэтилентиазоля, пирофосфатом и ионом магния, одна ячейка содержит две идентичные по последовательности цепи молекулы;
b. Год публикации – 2001;
c. Авторы - Peapus, D.H.,  Chiu, H.J.,  Campobasso, N.,  Reddick, J.J.,  Begley, T.P.,  Ealick, S.E.;
d. При получении структуры применен метод решения фазовой проблемы – молекулярное замещение на основе структуры 1G4E;
e. Измерено 77591 рефлексов разрешением от 42.86 до 1.40 Å, сила сигнала больше 3.0 у 77150 (99,43%); для расчета структуры использовано 73653, а 3932 использовано для тестирования структуры (расчета R-free);
f. Разрешение структуры – 1.40 Å, полнота данных – 93.7%.
2) Самотестирование качества структуры авторами – R-free.
a. R-value – 21,5%,
R-free – 23,7%.
b. Значение и R-value, и R-free – приемлемые. Отклонение R-free от R-value составляет 2,2% – совсем небольшое, значит, модель, вероятно, близка к истинной структуре.
c. По результатам анализа PROCHECK, 93,3% а.о. попали в благоприятную область, что является хорошим результатом. Тем не менее, было обнаружено один и тот же остаток в обеих цепях (A/93Asn и B/1093Asn) попали в запрещенную область (в одну и ту же точку).
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Рис.3. Карта Рамачандрана для 1G6C.

Анализ данного остатка показал, что он, как предполагают авторы статьи, располагается в активном центре и принимает участие в координации молекулы пирофосфата.
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Рис.4. A/93Asn и его окружение. Asn93 представлен моделью Sticks, его соседи – Lines+Cartoons, пирофосфат – Spheres.
Белок представляет собой альфа/бета TIM-баррель, Asn93 расположен на изгибе между альфа-спиралью и бета-тяжем (каждый из которых стабилизирован соседями), при этом участвует в реакции. Все это позволяет предположить, что данный остаток может оказаться в энергетически невыгодной конформации, т.к. эта локальная невыгодность компенсируется выгодой за счет укладки; более того, подобное напряжение может быть необходимо для катализа реакции.

d. RSR – 9,3%,
Real-space correlation coefficient – 92,8%.
Оба показателя находятся в пределах нормы.
e. Обнаружено 12 маргинальных остатков по RSR  в цепи A и 9 в цепи B. 11 из 12 остатков цепи A оказались почти целиком не вписаны в электронную плотность (соответствующей им достаточно «концентрированной» электронной плотности частично или полностью кроме остова не нашлось при визуальном осмотре).
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Рис.5. Маргинальные остатки по RSR (вид - Sticks), на фоне третичной структуры глобулы и соответствующей им электронной плотности.

Но вот двенадцатый остаток порадовал. Им оказался остаток A/132His (Z-score = 2.44), который напоминает нам, что и в научных данных встречаются фрагменты вида «что же хотел сказать автор?». Данный гистидин неплохо вписался в свою электронную плотность, только он оказался «двухголовым», из-за чего и провалил, по-видимому, тест RSR.
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Рис.6. «Двойной» гистидин, порог cut-off для поверхности уровня = 2.0

В статье об этом феномене ничего не сказано, кроме того, что His132 был обнаружен ими в двух конформациях на разных стадиях катализа. Возможно, что данный His как раз и отображает эти две конформации.

Для цепи B ситуация с маргиналами почти такая же, включая «двухголовый» гистидин. Для него отличие состоит в том, что электронная плотность теперь присутствует частично для обоих положений кольца.
Мне бы хотелось рассмотреть еще одну пару маргинальных по RSR остатков, которая оказалась очень странной – B/1062Gly-1063Gly (Z-score = 2.07 и 2.62 соответственно). Два глицина вписались в электронную плотность хорошо при пороге cut-off 1.5, но эта плотность, по-видимому, оказалась размазанной у Gly1063, т.к. он вообще не имеет электронной плотности со значением больше 2.0. Gly1062 при этом имеет «концентрированную» плотность и отлично в нее вписывается, поэтому причины его низкого RSR остаются неясны.
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Рис.7. Пара подряд идущих глицинов, порог cut-off для поверхности уровня = 2.0

f. Анализ с помощью What_Check показал множество различных данных анализа структуры. С одной стороны, было продемонстрировано некоторое количество маргинальных остатков в структуре, многие из которых уже были выявлены на предыдущих этапах. Большинство этих маргиналов, как и раньше, находится на поверхности белковой глобулы или смотрит в активный центр.
Очень важный вывод, который был обнаружен сервисом, состоит в том, что разброс длин и углов связей остова оказался очень маленьким, по сравнению с ожидаемым. Это может означать, что при создании модели использовались жесткие ограничения на строение боковой цепи, а значит – тот факт, что карта Рамачандрана дает очень хорошие результаты, становится менее значим, т.к., возможно, что произошел overfit к строению боковой цепи.




Заключение
В результате анализа общего качества структуры, маргинальных остатков и протокола WHAT_CHECK выяснилось следующее:
1) Общее качество структуры достаточно хорошее;
2) Вероятно, были заданы слишком строгие ограничения на свойства остова цепи, из-за чего немного пострадала точность расположения некоторых боковых групп;
3) Среди маргинальных остатков встречаются как те, чья нестандартность вызвана недостаточно точной расшифровкой, так и те, чья нестандартность обусловлена их расположением;
4) Почти все маргинальные остатки лежат на поверхности глобулы или в активном центре;
5) Значительно большее число маргинальных остатков, чем можно было бы ожидать, лежит в петлях между элементами вторичной структуры, а не в них.
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