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[bookmark: _Toc434966449]Аннотация
[bookmark: _GoBack]В отчете рассматривали структуру рРНК метилтрансферазы RsmE. Провели работу со статьей, описывающей получение данной структуры. Рассмотрели различные особенности получения структуры (разрешение, метод решения фазовой проблемы, параметры кристаллографической ячейки). Нашли маргинальные остатки на основе различных параметров, рассмотрели остатки с нетипичными параметрами.  Сделали определенные выводы.
[bookmark: _Toc434966450]Введение
Рибосома представляет собой нуклеопротеид, основной функцией которого является перевод информации, закодированной в мРНК, в белок при помощи тРНК. В состав бактериальной рибосомы входят две субчастицы, которые состоят из рибосомной РНК и рибосомных белков [1, 2]. Рибосомная РНК содержит множество модифицированных нуклеотидов, которые располагаются преимущественно в функционально-важных частях рибосомы. Наиболее часто встречающимися модифицированными нуклеотидами рРНК является псевдоуридин и нуклеотиды, метилированные по различным положениям гетероциклического основания или по 2’ положению рибозы. Функция некоторых модифицированных нуклеотидов заключается в обеспечении устойчивости бактерий к антибиотикам за счет изменения участка связывания антибиотика в рибосоме. Функция модифицированных нуклеотидов в рРНК Escherichia coli, не придающих клетке устойчивость к антибиотикам, изучена слабо. Модификация рРНК происходит на разных стадиях сборки субчастиц рибосомы. Cуществуют ферменты, специфичные к рРНК, к промежуточным интермедиатам сборки и к уже собранным субчастицам. На сегодняшний день модифицирующие рРНК ферменты слабо изучены, хотя они могут играть важную роль в процессе сборки рибосомы. Исследование субстратной специфичности и кинетических характеристик ферментов, модифицирующих рРНК, необходимо для понимания процесса сборки и функционирования рибосомы.
Охарактеризована рРНК метилтрансфераза RsmD. Оказалось, что фермент специфично модифицирует 30S субчастицы рибосомы, не взаимодействуя с 16S рРНК и 70S субчастицами рибосомы. Модификация происходит на последнем этапе сборки субчастиц, до включения
Изучение рРНК метилтрансфераз важно для понимания механизмов появления антибиотикорезистентности. Во многих случаях появление устойчивых к антибиотикам штаммов обусловлено появлением специфических метилтрансфераз, модифицирующих рибосомную РНК. Также возможно, что некоторые рРНК метилтрансферазы, не несущие функцию защиты от антибиотиков, служат природным резервуаром для эволюции генов устойчивости к антибиотикам. В рамках данной диссертационной работы охарактеризована метилтрансфераза RsmD, модифицирующая гуанозин, расположенный в Р-участке рибосомы [3, 4].
очень коротко о самом белке и о цели расшифровки структуры со ссылками на публикацию (публикации) Публикации по рассматриваемой структуре (4J3C) так и не было, поэтому о данные были взяты из статей о гомологах этого белка [6-8].
Insights into the catalytic mechanism of 16S rRNA methyltransferase RsmE (m³U1498) from crystal and solution structures [9-11]. 

 

[bookmark: _Toc434966451]Результаты и обсуждение
[bookmark: _Toc434966452]Общая информация о модели 
[bookmark: _Toc434966453]Состав комплекса
16S ribosomal RNA methyltransferase RsmE 
[bookmark: _Toc434966454]Организм
Sinorhizobium meliloti 
[bookmark: _Toc434966455]Дата
Deposited: 2013-02-05 Released: 2013-02-20
[bookmark: _Toc434966456]Фамилии авторов
Eswaramoorthy, S.,  Chamala, S.,  Evans, B.,  Foti, F.,  Gizzi, A.,  Hillerich, B.,  Kar, A.,  Lafleur, J.,  Seidel, R.,  Villigas, G.,  Zencheck, W.,  Al Obaidi, N.,  Almo, S.C.,  Swaminathan, S.,  New York Structural Genomics Research Consortium [12]
[bookmark: _Toc434966457]Метод решения фазовой проблемы
METHOD USED TO DETERMINE THE STRUCTURE: SAD - аномальное рассеяние.
Single-wavelength anomalous diffraction (abbreviated SAD) is a technique used in X-ray crystallography that facilitates the determination of the structure of proteins or other biological macromolecules by allowing the solution of the phase problem. In contrast to multi-wavelength anomalous diffraction, SAD uses a single dataset at a single appropriate wavelength. One advantage of the technique is the minimization of time spent in the beam by the crystal, thus reducing potential radiation damage to the molecule while collecting data. SAD is sometimes called "Single-wavelength anomalous dispersion", but no dispersive differences are used in this technique since the data are collected at a single wavelength.
Синхротрон: National Synchrotron Light Source (NSLS)
[bookmark: _Toc434966458]Число измеренных рефлексов (см. в файле структурных факторов)
39453 (39600 в оригинальном CIF файле)
[bookmark: _Toc434966459]Разрешение, полноту набора структурных факторов, диапазон разрешений структурных факторов 
	

	Resolution from map calculation:
	81.23 - 2.00 Å

	Resolution from PDB header:
	2.00 Å

	R value for map: 
	0.288 

	R value (free R) from PDB header:
	0.248 (0.287) 

	Completeness of data:
	99.6 %



[bookmark: _Toc434966460]Параметры кристаллографической ячейки 
Пространственная группа: 	P 21 21 2
Параметры кристаллографической ячейки: a=96.08 Å, b=152.08 Å, c=38.99 Å, alpha=90.00, beta=90.00, gamma=90.00
[bookmark: _Toc434966461]Наличие некристаллографических симметрий в асимметрической ячейке
Нет некристаллографических симметрий.

[bookmark: _Toc434966462]Значения индикаторов качества модели в целом 
R value for map: 	0.288
R value (free R) from PDB header: 	0.248 (0.287)
Карта Рамачандрана в EDS: http://eds.bmc.uu.se/cgi-bin/eds/rama?pdbCode=4j3c
Число аутлайеров в данном запросе: 7 
Процент аутлайеров: 1.7 (ожидаемый: ~0-5%) 
· Chain A (PostScript) (PNG) (6 аутлайеров, 2.9%) 
· Chain B (PostScript) (PNG) (1 аутлайер, 0.5%) 
Ramachandram Outliers 
	Residue
	Type
	Phi Angle
	Psi Angle

	A24 
	ALA
	-53.5
	104.1

	A26 
	ARG
	56.2
	-24.2

	A27 
	GLU
	-70.4
	22.8

	A28 
	GLN
	-51.8
	7.4

	A36 
	LEU
	-82.6
	34.6

	A60 
	MSE
	64.4
	81.9

	B71 
	VAL
	-103.7
	-60.2



Molprob

Рисунок 1. На цепи B наблюдали такую картину для обоих 111, поэтому изменили (сделали flip) [14].
	Chain
	Res#
	Alt
	Res ID
	Orig
	Flip
	Flip-Orig
	Code
	Explanation

	A
	22
	
	HIS
	-2.6
	-0.055
	2.545
	FLIP
	Clear evidence for flip.

	A
	77
	
	GLN
	-3.7
	0.64
	4.34
	FLIP
	Clear evidence for flip.

	A
	111
	
	GLN
	0.2
	1.4
	1.2
	FLIP
	Some evidence recommending flip.

	A
	116
	
	GLN
	-2.1
	-0.14
	1.96
	FLIP
	Some evidence recommending flip.

	B
	8
	
	GLN
	-3.3
	1.1
	4.4
	FLIP
	Clear evidence for flip.

	B
	100
	
	GLN
	-4.1
	1.8
	5.9
	FLIP
	Clear evidence for flip.

	B
	111
	
	GLN
	0
	0.67
	0.67
	FLIP
	Some evidence recommending flip.



Аутлайеры по карте Рамачандрана [15].
	Poor rotamers
	19
	5.25%
	Goal: <0.3%

	Ramachandran outliers
	4
	0.89%
	Goal: <0.05%



	Peptide Omegas
	Cis Prolines:
	0 / 28
	0.00% 
	Expected: ≤1 per chain, or ≤5%

	
	Cis nonProlines:
	1 / 430
	0.23% 
	Goal: <0.05%



	#
	Alt
	Res
	High B
	Clash > 0.4Å
	Ramachandran
	Rotamer
	Cβ deviation
	Bond lengths
	Bond angles
	Cis Peptides

	
	
	
	Avg: 46.56
	Clashscore: 7.72
	Outliers: 4 of 450
	Poor rotamers: 19 of 362
	Outliers: 2 of 429
	Outliers: 0 of 466
	Outliers: 1 of 466
	Non-Trans: 1 of 458

	A 36 
	
	LEU
	74.39
	0.83Å
HA with A 35 VAL HG13 
	Allowed (0.44%)
General / -82.6,34.6
	OUTLIER (0%)
chi angles: 344.8,87.9
	0.10Å
	-
	-
	Cis nonPRO
omega= 21.23



Другая информация, полученная с EDS.
Корреляция коэффициентов  Fo и Fc : 	0.922


[bookmark: _Toc434966463]Таблица со списком нескольких маргинальных остатков 
Ниже показаны маргинальные остатки с указанием показателя, по которому они отобраны. Смотрели на остатки: 
· из запрещенной области карты Рамачандрана; 
· с неблагоприятной конформацией боковых цепей; 
· с худшими значениями RSR факторов; 
· с неблагоприятным окружением: 
· His, Asn, Gln с подозрением на необходимость инверсии боковой цепи (из PDBreport); 
· остатки, в которых полярные атомы (а) не образуют водородных связей и при этом (б) не выходят на поверхность белка; 
· молекулы растворителя (воды), не фиксированные водородными связями (в том числе с молекулами из соседних ячеек!) 
· остатки, находящиеся в cis (или не trans и не cis) конформации.
	#
	Alt
	Res
	High B
	Clash > 0.4Å
	Ramachandran
	Rotamer
	Cβ deviation
	Bond lengths
	Bond angles
	Cis Peptides

	
	
	
	Avg: 46.56
	Clashscore: 7.72
	Outliers: 4 of 450
	Poor rotamers: 19 of 362
	Outliers: 2 of 429
	Outliers: 0 of 466
	Outliers: 1 of 466
	Non-Trans: 1 of 458

	A 29 
	
	PHE
	80.96
	0.67Å
HB2 with A 28 GLN O 
	-
	OUTLIER (0%)
chi angles: 258.3,337.7
	0.17Å
	-
	-
	-

	A 36 
	
	LEU
	74.39
	0.83Å
HA with A 35 VAL HG13 
	Allowed (0.44%)
General / -82.6,34.6
	OUTLIER (0%)
chi angles: 344.8,87.9
	0.10Å
	-
	-
	Cis nonPRO
omega= 21.23

	B 13 
	
	GLU
	64.81
	-
	Favored (17.61%)
General / -98.0,-20.1
	OUTLIER (0.2%)
chi angles: 249,147.4,34.8
	0.13Å
	-
	-
	-

	B 68 
	
	LEU
	49.58
	-
	Favored (39.73%)
General / -93.6,129.7
	OUTLIER (0.2%)
chi angles: 328,186.6
	0.06Å
	-
	-
	-

	A 7 
	
	MSE
	58.38
	-
	-
	OUTLIER (0.3%)
chi angles: 238.7,170.2,228
	0.10Å
	-
	-
	-

	A 210 
	
	SER
	45.79
	-
	Favored (60.51%)
General / -73.9,-12.0
	OUTLIER (0.3%)
chi angles: 101.4
	0.11Å
	-
	-
	-

	A 27 
	
	GLU
	78.66
	0.72Å
H with A 25 THR C 
	OUTLIER (0.04)%)
General / -70.4,22.8
	Favored (2.5%) pt0
chi angles: 78.7,206.2,340.9
	0.03Å
	-
	-
	-

	A 61 
	
	PRO
	94.33
	-
	OUTLIER (0.09)%)
Trans-Pro / -71.9,-57.5
	Favored (5.4%) Cg_exo
chi angles: 350.7
	0.04Å
	-
	-
	-

	A 26 
	
	ARG
	84.39
	0.47Å
C with A 28 GLN H 
	OUTLIER (0.02)%)
General / 56.2,-24.2
	-
	0.01Å
	-
	-
	-

	A 28 
	
	GLN
	86.44
	0.67Å
O with A 29 PHE HB2
	OUTLIER (0)%)
General / -51.8,7.4
	-
	0.04Å
	-
	-
	-

	A 319 
	
	HOH
	12.55
	0.47Å
O with A 224 LEU HD21 
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	A 323 
	
	HOH
	37.65
	0.60Å
O with A 152 LYS HE2 
	-
	-
	-
	-
	-
	-



Замечание себе на будущее: в следующий раз делать в Excel сразу [16].  

[bookmark: _Toc434966466]Заключение
[bookmark: _Toc434966467]Были рассмотрены все интересующие нас параметры и приведено их обсуждение. Параметры находятся в рамках нормального изучения структуры. Качество расшифровки данной структуры можно считать хорошим.
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