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Аннотация

Данный отчет представляет собой анализ качества расшифровки структуры 4XSO гликозилтрансферазы Anabaena sp. штамма PCC 7120. Он включает в себя некоторые показатели качества структуры, такие как R-фактор, R free, карты Рамачандрана, RSR, Z-score и других, полученных с помощью различных сервисов и баз данных.

Введение

Цианобактерии способны фиксировать атмосферный азот в специализированных клетках колонии – гетероцистах. Для этого необходима среда с низким содержанием кислорода, что обеспечивается сложной и плотной оболочкой, состоящей из гликолипидов и полисахаридов. Структура данных полисахаридов, обеспечивающих поддержание формы оболочки, слабо изучена, а большего объема данных по пути их биосинтеза или молекулярным механизмам полимеризации нет. Авторы структуры отмечают, что низкая схожесть последовательностей 19 известных структур создает серьезные трудности в предсказании доноров и акцепторов реакции. Авторы изучали данную структуру для понимания конфирмационных изменений в ходе каталитического цикла белка в совокупности с изучением структуры этого белка вместе с различными донорами сахара.
Реакция

Белок катализирует реакцию синтеза полисахаридов бактериальной клеточной стенки. Наиболее вероятно, что донором мономеров для реакции является УДП-глюкоза, а акцептором – манноза или содержащий маннозу олигосахарид. Он демонстрирует статистически существенную субстратную специфичность как по донору, так и по акцептору. Это было продемонстрировано кинетическими экспериментами. Код ферментативной реакции по классификации EC 2.4.1.-.
Структура

Белок состоит из 382 аминокислот и имеет молекулярную массу 42,37 килодальтон. В растворе он формирует димер за счет гидрофобных взаимодействий и водородных связей между субъединицами, что было подтверждено хроматографией, кросс-сшивками и множественными выравниваниями ответственных за это регионов у родственных видов, показавших консервативность вовлеченных в это остатков.
Сам белок обладает GT-B фолдом четвертого семейства гликозил-трансфераз. Каждая субъединица содержит два домена с  β/α/β укладкой Россманна, связывающими субстраты, а каталитический центр находится в щели между ними.
Результаты и обсуждения

Общие сведения о модели

Структура была получена в 2013 году[1]. Описание рентгеноструктурного анализа и экспериментов по ферментативной кинетике подробно изложено в статье авторов, опубликованной в журнале Glycobiology.  Белок экспрессировался в Escherichia coli, фазовая проблема решалась методом аномального рассеяния с использованием селенометионина, а для изучения конформационных изменений были уточнены структуры комплекса с участием субстратов и промежуточых соединений(УДФ, УДФ-глюкоза, УДФ и глюкоза). Белок без связанных лигандов, рассматриваемый в данном обзоре, кристаллизовался из глицеринового раствора.
· Измеренное количество рефлексов: 45852 

·  Разрешение: 2,01

·  Полнота: 96,4 

· Диапазон разрешений гармоник: от 1.76 до 57.10 

· Кристаллографическая группа: C 2 2 21 

· Количество кристаллографических симметрий: 8 включая тривиальную 

· Количество некристаллографических симметрий: 1 псевдотрансляционная 

· Параметры ячейки: a = 108.144, b = 133.177, c = 77.917, α= 90.00, β = 90.00, γ = 90.00
 Качество модели

На рисунке 1 представлены различные показатели качества структуры белка по отношению к другим записям в банке PDB.

· R factor/R-free(%) 19.5/24.6

· RMSD длин связей(ангстрем)/углов связей(градусов) 0.018/1.806

Общее качество модели классически оценивается по R-фактору, R-free, RMSD для длин и углов. R-фактор отражает соответствие рассчитанных и экспериментальных структурных факторов. Хорошим можно считать показатель меньше 0,25. У рассматриваемой модели он 0,195, что говорит о хорошем качестве. R-free является контролем переоптимизации модели  - численным выражением, насколько обученная на части рефлексов модель описывает рефлексы из тестового набора(в нашем случае 5,11% рефлексов). Считается, что он не должен быть больше R-фактора на 10 процентных пунктов и не превосходить 25%. У данной модели они различаются на 5,1 п.п., что хорошо. Среднеквадратичные отклонения длин и углов в связях являются довольно маленькими, что свидетельствует о качестве модели.

Рисунок 1. Параметры качества модели
По данным сервера Molprobity[2], 704 а/к находятся в предпочитаемых, а все 720 – в разрешенных областях карты Рамачандрана(диаграмма зависимости торсионных углов φ и ψ, в которой по оси абсцисс откладывается φ, а по оси ординат - ψ, и углы меняются от -180º до 180º). Это позволяет понять, как хорошо расшифрован остов цепи белка. Согласно критерию MolProbity структура считается хорошей, если 98% остатков находятся в предпочтительной области. По этому критерию структура приемлимая.
Ещё один показатель «маргинальности» аминокислотного остатка – параметр RSR, который характеризует, насколько хорошо остаток в модели вписывается в экспериментальную электронную плотность. Обычно вычисляется Z-score (RSRZ), то есть мера того, насколько RSR для остатка в данной модели отличается от среднего значения RSR по структурам из PDB c близким разрешением. Если Z-score > 2, считается, что остаток - маргинальный по RSR. RSR оценивается для каждого остатка отдельно и может служить мерой локального качества. О качестве структуры в целом говорит доля маргинальных остатков по RSR. В исследуемой структуре в обеих цепях имеется суммарно 16 остатков с RSRZ > 2 (11 и 5) из 776 остатков, имеющихся в димере, что составляет 2 %. Это значение выше, чем у большинства структур с таким же разрешением.
Плохих ротамеров всего 5, но предпочтительных 556, что в совокупности дает малоудовлетворительное качество по этому параметру. Плохих связей  3 из 5682, а углов – 8 из 7714, что плохо. По показателю Clashscore(перекрываний ванн-дер-вальсовских радиусов атомов), который равен  5.24, модель входит в 93 процентиль, что очень хорошо. Так же в белке нет отклонений по хиральности и планарности[3].
Модель также хороша по критерию геометрии  альфа-атомов углерода – CaBLAM, по отсутствию цис-пролинов и плохих положений воды.
Эти и другие показатели приведены в шапке сводной таблицы анализа всех остатков на маргинальность[4], выданной MolProbity. Ниже приведено описание некоторых маргинальных остатков.
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Рисунок 2. Карта Рамачандрана для структуры.
Маргинальные остатки
Некоторые выбранные мной маргинальные остатки представлены в таблице 1.
Таблица 1. Маргиальные остатки
	Позиция
	Остаток
	Причина маргинальности

	А 73
	Серин
	Clachscore, ротамер

	А 74
	Лейцин
	Clachscore, ротамер

	А 143
	Аргинин
	Clachscore

	A 207
	Серин
	Clachscore, ротамер, угол связи

	A 212
	Триптофан
	RSRZ

	A 246
	Лизин
	Clachscore, ротамер

	В 56
	Аспарагин
	Рамачандран, ротамер, CaBLAM

	B 75
	Глицин
	Угол связи

	B 110
	Фенилаланин
	Clachscore, отклонение бета-атома углерода

	В 131
	Глутамин
	Ротамер

	В 174
	Аспарагин
	Clachscore, отклонение бета-атома углерода, ротамер, угол связи


Лейцин 74 цепи А

Лейцин 74 цепи А расположен на краю белка и по соседству с остатками, положение которых в эксперименте не было установлено. Он был определен как маргинальный из-за пересечения ванн-дер-вальсовских радиусов и из-за плохого угла ротамеров в боковой цепи. При визуализации этого остатка (рис. 3) мы видим, что положение бокового радикала плохо поддерживается электронной плотностью. Некоторые атомы углерода не покрыты электронной плотностью вообще. Следовательно, остаток в этом положении может быть ошибкой разрешения.
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Рисунок 3. Остаток лейцина 74 цепи А при визуализиции электронной плотности с Ϭ=1.0
Серин 207 цепи А

Серин 207 цепи А был определен как маргинальный из-за пересечения ванн-дер-вальсовских радиусов,  из-за плохого угла ротамеров в боковой цепи и плохих углов связи(C-CA-CB: 4.1 σ). При визуализации этого остатка (рис. 4) мы видим, что положение бокового радикала плохо поддерживается электронной плотностью. Некоторые атомы углерода не покрыты электронной плотностью вообще. Следовательно, остаток в этом положении может быть ошибкой разрешения.
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Рисунок 4. Остаток серина 207 цепи А при визуализиции электронной плотности с Ϭ=1.0
Аспарагин 56 цепи В
Аспарагин 56 цепи В был определен как маргинальный из-за непредпочтительных углов на карте Рамачандрана, малоприемлимых ротамеров и показателей CaBLAM.  При визуализации этого остатка (рис. 5) мы видим, что положение бокового радикала плохо поддерживается электронной плотностью. Некоторые атомы углерода не покрыты электронной плотностью вообще. Следовательно, остаток в этом положении может быть ошибкой разрешения.
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Рисунок 5. Остаток аспарагина 56 цепи В при визуализиции электронной плотности с Ϭ=1.0
Фенилаланин 110 цепи В
Фенилаланин 110 цепи В был определен как маргинальный из-за пересечения ванн-дер-вальсовских радиусов и отклонений бета-атомов углерода(0.49Å).  При визуализации этого остатка (рис. 6) мы видим, что положение бокового радикала плохо поддерживается электронной плотностью. Некоторые атомы углерода не покрыты электронной плотностью вообще. Авторы структуры в своей статье установили, что этот остаток вовлечен в поддержание димерической структуры за счет гидрофобных взаимодействий, можно сказать, что его нетипичные характеристики играют четкую биологическую роль. По крайней мере, этим объясняется пересечение его ванн-дер-вальсовских радиусов с остатком фенилаланина 110 цепи А, выявленное MolProbity.
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Рисунок 6. Остаток фенилаланина 110 цепи В при визуализиции электронной плотности с Ϭ=1.0
Аспарагин 174 цепи В
Аспарагин 174 цепи В был определен как маргинальный из-за малоприемлимых ротамеров, углов связей, положений бета-атома углерода и пересечения ванн-дер-вальсовских радиусов. При визуализации этого остатка (рис. 7) мы видим, что электронная плотность достаточно хорошо описывает остаток. Вероятно, ошибки возникли непосредственно при построении модели, и авторы плохо вписали остаток аспарагина в его электронную плотность (MolProbity при улучшении модели посчитал необходимым сменить ориентацию боковой цепи этого остатка).
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Рисунок 7. Остаток аспарагина 174 цепи В при визуализиции электронной плотности с Ϭ=1.0
PDB_redo
База данных PDB_redo[5] содержит оптимизированные версии моделей, хранящихся в PDB. При введении в базу PDB_redo идентификатора из PDB (в нашем случае 6nub) база выводит сравнительную таблицу, описывающую различия между моделями из двух разных баз (табл. 2)
Таблица 2. Преобразование структуры в PDB_redo

	Описание
	Количество

	Изменение ротамеров
	17

	Изменение положения боковых цепей
	0

	Удаление молекул воды
	4

	Изменение положение пептидов
	1

	Изменение хиральности
	0

	Остатки, лучше соответствующие плотности
	3

	Остатки, хуже соответствующие плотности
	4


Далее в базе данных PDB_redo представлено сравнение основных параметров структуры из PDB и новой, оптимизированной структуры (табл. 3).
Таблица 3. Сравнение метрик качества структур из PDB и PDB_redo
	Параметр
	PDB 
	PDB_redo

	R-фактор
	0,1935
	0,1931

	R-free
	0,2436
	0,2268

	Z-score RMS длин связей
	0,876
	0,575

	Z-score RMS углов связей
	0,935
	0,749

	Нормальность ротамеров (перцентили)
	40
	68

	Достоверность водородных связей (перцентили)
	70
	65

	Перцентиль карты Рамачандрана
	39
	68


Видно, что модель из PDB_redo имеет более низкий (и, следовательно, лучший) R-free, кроме того, в той или иной степени улучшены почти все характеристики модели. Единственный параметр, отличающий модель из PDB_redo в худшую сторону, - покрытие водородными связями (hydrogen bond satisfaction).
Заключение
Исходя из приведенного выше анализа, можно сделать вывод, что качество расшифровки структуры гликозилтрансферазы PDB ID: 4XSO можно считать удовлетворительным. Несмотря на то, что довольной много аминокислотных остатков были определены как маргинальные, конформация некоторых из них не столь критично отличается от характерного положения. Повторная оптимизация модели (PDB_redo), улучшила ряд параметров, однако полученную модель также стоит проверять, особенно учитывая отсутствие некоторых остатков в модели.
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