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Аннотация
В данном отчете будет рассмотрено качество расшифровки структуры глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (ГАФД) из мышц кролика исходя из данных дифракционного эксперимента и нескольких индикаторов качества модели (R-factor,  Rfree,  B-factor,  RSR-factor,  карта  Рамачандрана). Кроме того, содержится анализ индикаторов локального качества структуры для отдельных аминокислотных остатков, который выполнялся  с помощью сервиса MolProbity и базы данных PDBREPORT (сервис WHAT_IF).
Введение
Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (GAPD, ЕС 1.2.1.12)  – один из ферментов гликолиза, катализирующий его шестую стадию. ГАФД представляет собой гомотетрамер, каждая из субъединиц которого состоит из 332 аминокислотных остатков и имеет массу около 37 кДа. Каждая субъединица имеет в своем составе два функциональных домена:  NAD+-связывающий и каталитический (Рисунок 1).
NAD+-связывающий  домен  состоит  из аминокислот с 1-ой по 147-ую, уложенных в параллельный β-лист в центре,с обеих сторон его накрывают α-спирали – это, так называемая, Россмановская укладка [1]. Каталитический домен (включающий в себя 148-311 остатки) уложен в антипараллельный β-лист из 8-ми тяжей и 4-х дополнительных α-спиралей [2].  
[image: http://kodomo.fbb.msu.ru/~natalya_kh/term7/img/1J0X_good.png]
 Рис.1. Гомотетрамер GAPD. Структурв получена из PDB-файла 1J0X. 
Шестая реакция гликолиза (осуществляемая ГАФД ) является  первой  реакцией,  где  начинает  запасаться  энергия . Окисление  глицеральдегид-3-фосфата представлено на рис.2.  Альдегидная  группа  глицеральдегид-3-фосфата  окисляется  до  ангидрида  карбоксильной  группы  и  фосфорной  кислоты  –  1,3-бисфосфоглицерата. Такой тип ангидрида называется ацилфосфат и имеет большую стандартную свободную  энергию  гидролиза  (G’0=49,8 кДж/моль).  NAD+  принимает  участие  в  реакции  в качестве кофактора фермента. 
 [image: ]
Рис.2. Реакция, катализируемая GAPD.
Когда  молекула  NAD+ присоединена к ферменту, 149-ый цистеин из активного центра имеет сниженное значение pK (5,5 вместо 8). В таком виде сульфгидрильная группа производит нуклеофильную атаку, и между субстратом  и  сульфгидрильной  группой  в  активном  центре  формируется  ковалентная тиополуацетальная  связь.  Затем  субстрат-ферментный  интермедиат окисляется молекулой NAD+. На следующем этапе восстановленный NADH заменяется на новую молекулу NAD+ . После фосфоролиза тиоэфирной связи реакция завершается высвобождением продукта реакции – 1,3-бифосфоглицерата [3]. 
Обычно) ГАФД  локализуется  в  цитоплазме.  
Концентрация  ГАФД  в  клетке  может  достигать  5-15%  от  общей  концентрации цитоплазматических  белков,  что  может быть  объяснено  тем,  что  она  может выполнять  другие  функции,  кроме  гликолитической (например, участвует  в  таких  процессах,  как  эндоцитоз,  слияние  мембран, репарация, транскрипция, репликация и апоптоз) [5-7]. 


Результаты и обсуждение
Общая информация о модели и индикаторы её качества 
Асимметрическая  единица  модели  1J0X  это  гомотетрамер  из  четырех одинаковых цепей (O, P, Q и R), каждая массой  около 37кДа и содержащая 332 аминокислотных остатка. Модель была получена в 2003 году [11]. Общая информация о модели представлена в таблице 1. 
	Параметр
	Значение

	Разрешение
	2,4А

	Диапазон разрешения
	17,93-2,40А

	Число измеренных рефлексов
	56188

	Число использованных рефлексов
	56188

	Число рефлексов с силой сигнала > 3σ  
	52532

	Полнота данных
	96,2

	Параметры ячейки
	a = 81,7 b= 98,5 с= 183,1 A 
α=β=γ=90 


Таблица 1. Общая информация о модели 1J0X 
Для решения фазовой проблемы использовался метод молекулярного замещения при 3,5A, за основу брали координаты одного димера ГАФД из Bacillus stearothermophilus (PDB id 1GD1). Модель 1GD1 была получена в 1987 году Skarzynski T. et al. [12] 
	Параметр
	Значение

	R-фактор
	0,203

	Rfree
	0,239

	Rfree  –  R  
	0,036

	RMSD
	0,010

	RSR-фактор
	0,144 (ст.откл. 0,058)

	Average B-factor
	30,9 A2


Таблица 2. Индикаторы качества модели
Rfree  –  R  =  3,6% , что соответствует  хорошему  качеству  кристаллографической  модели  белка (менее 7%). 
RMSD  длин  связей  от  идеальных  для  модели  1J0X  равно  0,010. Это говорит  о  приемлемых  ограничениях  на  длины  связей  при  оптимизации  модели [13].
Среднее  значение  real-space  R-фактора говорит  о  среднем  соответствии  атомов  модели  определённой  в эксперименте электронной плотности. 
C помощью сервиса MolProbity были определены параметры геометрии и контактов между  всеми  атомами.  ClashScore  -  число  недопустимых  (serious  steric  overlaps  >  0,4 Е) наложений  атомов  на  1000  и  перцентиль  данной  структуры  по  отношению  к  структурам примерно такого же разрешения составили 9,89 и 95 соответственно, что означает, что меньше 1%  атомов  недопустимо  перекрываются  и  у  95%  структур  примерно  такого  же  разрешения значение ClashScore хуже (больше). 
Также было определено число остатков с маргинальными отклонениями боковых цепей (в идеале таких меньше 1%) - poor rotamers; ramachandran outliers - полные маргиналы по карте Рамачандрана,  которые  лежат  вне  допустимой  области  (в идеальном случае  такие  встречаются  в  0,05% остатков  при  высоком  разрешении)  и  ramachandran  favored  -  число  и  процент  остатков  в предпочитаемой области (в хорошем случае, таких должно быть > 98%). Добавление атомов водорода к модели и осуществление рекомендуемых возможных инверсий остатков Asn/Gln/His исправило 5 плохих ротамеров и улучшило clashscore на 1,63 пункта (т.е. в исходной структуре 33 плохих ротамера). 
	Характеристика
	Значение
	Значение в идеальном случае

	ClashScore
	0,989%; 95th percentile  
	100th percentile

	Poor rotamers  
	28 (2,63%)
	< 1%

	Ramachandran outliers  
	13 (0,98%)
	< 0,05%

	Ramachandran favored  
	1246 (94,39%)  
	> 98

	MolProbity score  
	2,22; 85th percentile  
	


Таблица 3. Характеристики модели, полученные при помощи сервиса MolProbity 
На  карте  Рамачандрана,  показывающей  положение  пар  торсионных  углов  φ/ψ полипептидной цепи, почти все (но все равно больше, чем для идеального случая) остатки лежат в допустимой области (меньше 1% аулайеры) (Рис.3). 
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Рис.3. Карты Рамачандрана, полученные средствами сервиса MolProbity, для разных типов остатков модели 1J0X. 
По MolProbity score можно сказать, что модель структуры белка хотя и не очень точна (так как  обнаружено  относительно  большое  количество  маргиналов),  но  весьма неплоха  для  такого  разрешения  данных. 
Отчёт  в  базе  данных  PDBREPORT  для  модели  1J0X  [17]  содержит  информацию  об аномалиях, найденных в структуре. Например, в нём отмечены не очень близкие к 1,0 значения RMSD  длин  связей,  углов  связей,  торсионных  углов  ω  (это,  возможно,  говорит  о том, что при оптимизации на модель были наложены слишком сильные ограничения по геометрии),  а  также  наличие конформаций остова, не характерных для белковых структур в базе данных, которое наблюдается для 516 остатков 1J0X (это, может быть, тоже связано с ограничениями на геометрию). Кроме того, указывается на слишком короткие межатомные расстояния для 205 пар атомов. 

Анализ маргинальных остатков и других интересных мест модели 
	Маргинальный остаток (resn resi chain)
	Причина маргинальности

	1  Ile 203 O/P/Q/R
	Угол tau (N-Calpha-C) имеет 
SD > 4σ

	2  Thr 226 O/P/Q/R  
	Нехарактерные торсионные углы (Zscore < -2)

	3  Asn 301 O/P/Q/R  
	Инверсия боковой цепи

	4  GLN 75 R  
	Инверсия боковой цепи

	5  Val 237 O/P/Q/R  
	Ramachandran outlier, 0,02% (Ile/Val)



В отчёте PDBREPORT для модели 1J0X на каждую аномалию указаны конкретные остатки. Например,  среди  остатков,  у  которых  угол  тау  (N-Calpha-C)  отличается  от  нормального  более, чем на 4 стандартных отклонения, есть ILE203, который такой «неправильный» во всех четырех цепях.  Ниже  приведен  список  этих  изолейцинов  с  указанием  RMSD  для  них, указанных в отчете PDBREPORT. 
ILE(203)R   5.82  ILE(203)O   5.73  ILE(203)Q   5.67  ILE(203)P   5.60 
На рис. 4 представлены остатки ILE203 и ILE178 цепи O. Видно, что у «нормального» ILE178 угол тау тупой, а у «неправильного» ILE203 – практически прямой. 

[image: ][image: ]
Рис 4. Угол тау (N-Calpha-C) для остатков ILE203O (слева) и ILE178O (справа)
В  качестве  примера  остатка  с  нехарактерными  торсионными  углами,  пусть будет  THR226 всех четырех цепей. 
THR(226)R   -2.6  THR(226)O   -2.6  THR(226)P   -2.6  THR(226)Q   -2.5  
На  рис.  5  изображены  торсионные  углы  для  остатков  THR226O  (слева)  и  THR72O (справа). Остаток THR226O (слева) имеет низкий Z-score, что означает, что его торсионные углы слишком отличаются от ожидаемых (которые обычно бывают в белках). Остаток THR72O (справа) приведен для сравнения, он кажется нормальным. 

[image: ][image: ]
Рис.5. Торсионные углы для остатков THR226O (слева) и THR72O (справа).
HIS, ASN, GLN side chain flips 
Уже  было  упомянуто  про  инверсии  терминальных  групп  гистидина,  аспарагина  и глутамина  –  при  этом  такие  остатки  становятся  маргиналами.  Правильная  их  ориентация определяется  по  анализу  образования  водородных  связей.  В  PBDREPORT  отмечено  23  (33  в MobProbity) таких ротамеров, среди которых ASN301 O/P/Q/R и GLN75R. На рисунке 6 приведены 
изображения этих остатков до (слева) и после (справа) инверсии (инверсия была осуществлена при помощи MobProbity сразу после добавления в структуру водородов). Маргинальность таких остатков связана с ошибкой расшифровки (с указанием неверного положения в структуре атомов азота NE2/ND2 и кислорода OE1/OD1). 
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Рис.6. Изображение остатков ASN301O и GLN75R до (слева) и после (справа) инверсии. Изображение электронной плотности на уровне подрезки 1σ. 

Из  аутлайнеров  карты  Рамачандрана,  которую  строит  MolProbity,  можно  привести Val237 O/P/Q/R.  На  рисунке  ниже  видно,  что  торсионные  углы  этого  валина  отличаются  от таковых у Val175O («нормального»). Сами авторы про Val237 пишут, что из неGly и неPro это единственный остаток (всего  четыре  –  по  одному  в  каждой  цепи),  который  является  аутлайнером  на  карте Рамачандрана. Однако, ЭП вокруг данного остатка получилась хорошо, и, возможно, данное расположение остатка вполне имеет право на жизнь.
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Рис.7. Торсионные углы для остатков VAL175O (слева) и VAL237O (справа).
Кроме того, авторы объясняют, почему в активном сайте фермента Cys149 обозначен как Csx149. Дело в том, что его атом серы окислен до сульфонильной группы, которая обладает сильным электроноакцепторным  влиянием  –  поэтому  такая  группа  лучше  вписывается  в полученную ЭП. Это не феномен, и авторы дают ссылки на статьи, где описано такое явление и для других гомологов фермента. 
[image: ]
Рис.8. S-оксилцистеин 149 (CSX149O). Изображение электронной плотности на уровне подрезки 1σ. 
Еще  одной  особенностью  модели  является  то,  что  у  двух  из  четырех  субъединиц присутствует  кофактор  –  NAD+.  Однако,  ЭП  не  очень  хорошо  описывает  структуру, помещенную   в  сайт связывания,   она  имеет  относительно  большое  значение  В-фактора  (среднее  –  72,7  А2), которое, впрочем, авторы объясняют большой подвижностью никотинамидной части, тогда как адениновая часть молекула более менее стабильна. Известно, что у GAPD наблюдается отрицательная  кооперативность  связывания  кофактора  –  первые  две  молекулы  NAD+ связываются  быстрее,  чем  вторые  [19].  Модель  1J0X,  полученная  кристаллизацией  белка  с кофактором это подтверждает. 
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Рис. 9. Изображение ЭП на уровне подрезки 1σ для кофактора GAPD – NAD+ (в цепи P – слева, в цепи R – справа). 
Сравнение модели 1J0X из PDB с моделью из PDB_REDO 
Из  модели  1UWZ  из  PDB  была  получена  оптимизированная  версия  [20].  Сравнение параметров для оценки качества двух моделей (1J0X из PDB с оптимизированной моделью из PDB_REDO) приведено в таблице 5. 

	Характеристика
	1J0X из PDB
	Оптимизированный 1J0X из PDB_REDO

	R-фактор
	20,3%
	16,72%

	Rfree
	23,9%
	19,84%

	Rfree  –  R  
	3,6%
	3,12%

	ClashScore
	0,989%; 95th percentile  
	0,208%; 100th percentile

	Poor rotamers  
	28 (2,63%)
	15 (1,41%)

	Ramachandran outliers  
	13 (0,98%)
	8(0,61%)

	Ramachandran favored  
	1246 (94,39%)  
	1267 (95,98%)

	MolProbity score  
	2,22; 85th percentile  
	1,37; 100th percentile


Таблица 5. Параметры модели 1J0X из PDB и из PDB_REDO 
Из  этих  данных  видно,  что  оптимизация  структуры  средствами  PDB_REDO  позволила странить часть аномалий в модели 1J0X, а также улучшить общее качество структуры. 















Заключение
Можно  заключить,  что  в  целом  структура  решена  хорошо.  Это подтверждают  общие  индикаторы  качества.  В  структуре  есть  маргинальные  остатки  по различным  признакам,  но  серьезных  недочетов,  как,  например,  остатки  в  запрещенной области  карты  Рамачандрана,  немного.  В  модели  структуры  удалось  также  обнаружить остатки,  для  которых  предполагается  инверсия  боковых  цепей  вследствие  ошибки расшифровки. При этом для некоторых остатков, например Cys149 (S-оксилцистеин) и Val237 (из  запрещенной  области  карты  Рамачандрана),  неправильность,  видимо,  не  является ошибкой  построения  электронной  плотности  и  вписывания  в  нее  модели,  а  является  их особенностью (особенность подтверждается в структурах гомологов).  Мне кажется, что  качество  модели  хорошее  и  позволит  с  ее  использованием анализировать и предсказывать свойства и предназначения различных элементов структуры. 
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