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Введение

Открытие белка

Изучение белка YabJ (впоследствии RidA) началось с обнаружения открытой рамки

считывания при расшифровке последовательности ДНК грам-положительной бакте-

рии Bacillus subtilis. Первый раз этот ген был отсеквенирован в 1994 году,1 когда был

проанализирован участок ДНК длиной 180 тысяч пар оснований. Авторы этой рабо-

ты проанализировали множество открытых рамок считывания и нашли возможные

гомологимногих закодированных в этой ДНК белков. Была получена последователь-

ность гена, кодирующего искомый белок, однако авторами не было найдено его гомо-

логов в других организмах и ему даже не было присвоено название. Результаты секве-

нирования были выложены в базу данных EMBL2 (запись D26185).

Название yabJ было дано гену только в 1997 году, когда была опубликована большая

статья секвенированию полного генома Bacillus subtilis.3 Авторы определили более че-

тырех тысяч белок-кодирующих последовательностей (CDS) и проанализировали их

(запись EMBL2 AL009126). Тогда было определено точное местонахождыние гена yabJ

в геноме бактерии — он располагается по ходу цепи ДНК сразу за геном purR, кодиру-

ющим репрессор биосинтеза пуринов. Была предпринята попытка определить функ-

цию белка по найденным гомологам из других организмов (Esherichia coli, Salmonella

enterica и другие), однако функция этих гомологов тоже не была определена достовер-

но. Исходя из последовательности этих белков, было высказано предположение об их

гидролазной либо деаминазной активности.

По мере анализа последовательностей ДНК других организмов было выделено се-

мейство белков YjgF/Yer057p/UK114. Это семейство оказалось очень большим и крайне

консервативным — белки из него были найдены в уже упомянутых Bacillus subtilis,3

Escherichia coli4 и Salmonella enterica,5 а также у дрожжей (Saccharomyces cerevisiae6), ци-

анобактерий7 и млекопитающих (Rattus rattus8). Однако до 1999 года, в котором в банк

PDB9 была выложена структура белка YabJ (1QD9) и написана соответствующая ста-
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тья,10 не было опубликовано трехмерных структур представителей этого семейства.

Годом раньше вышла статья, в которой сообщалось о кристаллизации гомолога из ор-

ганизма крысы,11 однако в банке структур PDB нет соответствующей записи. Также не

была найдена катализируемая белками этого семейства химическая реакция. Выска-

зывались предположения, что столь консервативное семейство белков должно играть

роль в общих для многих организмов метаболических путях. Также авторы структу-

ры подробно описали пространственное устройство белка и даже предложили груп-

пу остатков как потенциально играющую важную функциональную роль в белке. Эта

группа остатков будет подробно рассмотрена при анализе структуры.

Наконец, потом этот ген начали изучать детально. В 1999 году было впервые экс-

периментально показано участие белка Yabj в регуляции биосинтеза пуринов.12 Од-

ной из первых реакций этого метаболического пути является превращение инозин

монофосфата в аденилосукцинат с образованием ГТФ (гуанозинтрифосфата). Эту ре-

акцию катализирует фермент аденилосукцинат синтаза (PurA, EC=6.3.4.4). В дальней-

шем из аденилосукцината синтезируется АМФ (аденозинмонофосфат), который яв-

ляется важнейшей сигнальной молекулой и, кроме того, является основой для произ-

водства пуриновых нуклеотидов. Активность PurA регулируется транскрипционным

фактором PurR, кодирующий который ген располагается непосредственно перед yabj

в геноме Bacillus subtilis. Было показано, что белок YabJ играет роль в регуляции ак-

тивности транскрипционного фактора PurR в присутствии аденина и, как следствие,

регуляции всего процесса биосинтеза пуринов.12,13 Эти исследования проводила та же

группа ученых, которая определила структуру белка.

Наконец, в 2012 году, то есть уже после того, как на первом курсе я начала зани-

маться этимбелком, былподробноисследован его гомологYjgF из Salmonella enterica.14

Была подтверждена енамин/имин деаминазная активность и определены механизм

реакции (рис. 1) и активный центр белка. По словам авторов статьи, в структуре иссле-

дованного ими белка отсутствует определенный аминокислотный остаток, непосред-

ственно участвующий в катализе, и реакция происходит за счет размещения молеку-

лы воды в определенное место активного центра. Остатки активного центра консер-

вативны для всего семейства, в том числе белка YabJ, что дает основания полагать, он

осуществляет катализ схожим образом. Более того, активный центр гомолога в вырав-

нивании совпадает с предложенной авторами структуры 1QD9 функциональной груп-

пой остатков. После определения катализируемой ими реакции все белки семейства
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были переименованы в RidA (reactive intermediate/imine deaminase A), им был присво-

ен EC 3.5.99.10.

Рис. 1: Реакция, катализируемая семейством белков YjgF.
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Результаты

Общая информация о структуре

Публикация структуры 1QD9

Статья, в которой была представлена трехмерная структура белка, на тот момент

носящего название YABJ_BACSU (ID P37552), была опубликована в 1999 году в журнале

PNAS15 группой ученых из Университета Пердью,16 США (С. Синха [S. Sinha], C. Ланг

[S. Lange], Г. Залкин [H. Zalkin], Дж. Смит [J. Smith]) и Университета Турку, Финлян-

дия (П. Раппу [P. Rappu], П. Мантсала [P. Mantsala]. По итогам статьи в банк PDB9 была

добавлена структура 1QD9.

Для проведения успешного эксперимента авторы пользовались опытом кристал-

лизации растворимого в кислотной среде белка крысы,11 принадлежащего тому же се-

мейству.

Решение фазовой проблемы

Фазовая проблема была решена методом многоволнового аномального рассеяния.

Для этого кристаллы белка обрабатывались раствором этилртути (формула приведе-

на на рис. 2 А). Эта молекула ковалентно связывается с цистеинами белка. Атом ртути

обладает свойством аномального рассеяния при разных длинах волн рентгеновского

излучения, что и использовалось для определения фаз. Образец помещали в рентге-

новские лучи с длиной волны 1.0095, 1.0087, 1.0087 и 1.037 Å и определяли интенсив-

ность рассеяния. Для определения координат атомов ртути и рассчета фаз по изме-

ренным модулям структурых факторов использовался Паттерсоновский метод с ис-

пользованием разностных пар. При таким подоходе координаты аномально рассеи-

вающих атомов определяются по разности модулей структурных факторов с проти-

воположными индексами (формула 1).
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|F+| ≡ |Fhkl| = |Fh̄kl̄|

|F−| ≡ |Fh̄k̄l̄| = |Fhk̄l|

∆F 2 = (|F+| − |F−|)2 (1)

В цепи белка присутствует только один остаток цистеина (Cys104). С помощью

мультиволнового аномального рассеяния были определены координаты трех атомов

ртути. По восстановленной функции электронной плотности было подтверждено, что

белок обладает некристаллографической симметрией третьего порядка (поворот на

120◦), что использовалось при построении модели.

При этом в окончательной модели лишь с цистеинами двух из трех одинаковых

белковых цепей (В, С) в тримере связаны молекулы этилртути. Третий определенный

атом, согласно модели, представляет собой отдельный ион ртути, взаимодействую-

щий с Cys104 и Met81 цепи А (рис. 2 А). Авторы не приводят этому объяснения. Воз-

можно, по каким-то причинам электронная плотность соответствующего этила не бы-

ла восстановлена, поэтому авторы статьи решилине включать в окончательную струк-

туру целый лиганд. Однако на карте электронной плотности (рис. 2 Б) действительно

не видно свидетельств присутствия других атомов рядом с ионами ртути даже на ма-

лых уровнях подрезки.

Указанные pdb-файле со структурой коэффициенты заполнения не всегда равны

единице для молекул этилртути. Для таковых, связанных с цистеинами цепей В и С,

представлено по две альтернативные конформации с коэффициентами заполнения

0.73 и 0.15 для цепи В и 0.68 и 0.18 для цепи С, соответственно. На рис. 2 В показан

этот участок структуры для цепи В. При этом альтернативной конформации молеку-

лы этилртути соответствует альтернативная конформация (ротамер) остатка Cys104.

Коэффициенты заполнения атома SG цистеина во всех случаях равны коэффициен-

там для связанной конформации этилртути либо больше их. Последний случай соот-

ветствует ситуации, когда соединение ртути не присоединилось к белку вовсе. Такое

происходило в 12% случаев для цепи В и 14%для цепиС. При этом обе альтернативные

конформации цистеинов вполне соответствуют известным ротамерам: углы χ для них

равны около 175◦ и 315◦ для обеих цепей.

Для цистеина цепи А нет альтернативных конформаций. Однако ион ртути, свя-

занный с ним, может также находиться в двух позициях (рис.2 Г). В 60% ячеек он, по
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Hg+

A

B

Cys104

SG`B (0.25)

SG`A (0.75)

EMC`A (0.75)

EMC`B (0.15)

Cys104

Met81

SG (1.00)

HG`B (0.26)

HG`A (0.60)

SD`A (0.77)
SD`B (0.23)

Г

Рис. 2: А: Структурная формула этилртути (EMC). Б: Карта электронной плотности
около ионов ртути (уровень подрезки 1 σ). В: Участок цепи В белка, связанный с

молекулой этилртути. Г: Участок цепи А белка, связанный с ионом ртути.
Участвующие во взаимодействиях атомы подписаны с коэффициентами заполнения.
Атомы ртути покрашены розовым, углероды в этилртути – голубым, сера – желтым,

углероды белка – серым.

мнению авторов статьи, взаимодействует также с Met81 той же цепи (который, ана-

логично, имеет две альтернативные конформации). Действительно, метионин пово-

рачивается к атому ртути (однако минимум в 77-60 = 17% ячеек он имеет такую же

конформацию и в его отсутствие). Однако странным остается длина связи между се-

рой метионина и ионом ртути— она составляет 3.1 Å, что много для этой связи. Еще в

26% ячеек ион ртути связан только с цистеином; в остальных он не был зафиксирован

вовсе.

Как упоминалось выше, эксперимент проводился при четырех разных длинах волн

рентгеновского излучения. При этом три эксперимента проводились на одном прибо-

ре, который позволял получать данные с разрешением до 2.0 – 2.2 Å, а четвертый—на
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другом, позволившим достигнуть разрешения 1.7 Å. Все эксперименты проводились с

одним и тем же кристаллом белка. Окончательная модель строилась по сумме данных

с двух экспериментов, один из которых был с высоким разрешением.

Состав комплекса

По результатам эксперимента было установлено, что белок YABJ_BACSU представ-

ляет собой гомотример. Мономер имеет длину 124 аминокислотных остатка. Вторич-

ная структурамономера представляет собой β -слой изшести тяжей, по большей части

антипараллельных, и две α -спирали (рис. 3). В тримерной структуре β -листы склады-

ваются в единый замкнутый β -бочонок, окруженный со всех сторон α -спиралями.

Помимо белка, в структуре присутствуют и низкомолекулярные вещества. Прежде

всего это 474 молекулы растворителя (воды). Также с белком связаны две молекулы

этилртути и один ион ртути — с помощью аномально рассеивающих атомов решалась

фазовая проблема. Кроме того, белок кристаллизовался в кислой среде в пристуствии

ацетата аммония — растворимость белка из того же семейства в подкисленном рас-

творе и возможность его кристаллизации была показана ранее.11 Поэтому в составе

комплекса есть шесть ионов ацетата, по два на каждый мономер.

Измеренные рефлексы

Как говорилось выше, для создания модели использовались объединенные данные

двух экспериментов при разной длине волны рентгеновского излучения. В первом

эксперименте было получено 19335 уникальных рефлексов, во втором – 19335. По-

сле объединения результатов осталось 35377 уникальных рефлекса, по словам авторов

статьи. При этом в файле структурных факторов, полученных из банка PDB9 присут-

ствует всего 35317 значений. Кроме того, там указана лишь одна длина волны возбуж-

дающего излучения, и она не сооветствует ни первой, ни второй из соответствующих

экспериментов. Опыт с указанной длиной волны (1.0095 Å) также был проведен, одна-

ко, согласно статье, полученные данные использовались только для решения фазовой

проблемы, а не для создания модели.

Из этих 35317 измеренных структурных факторов 34314 (97.2%) имеют силу сигна-

ла, превышающую стандартное отклонение более чем в три раза. Среднее отношение

измеренной интенсивности к стандартному отклонению составило 22.9. Это большое
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Рис. 3: Структура 1QD9. Красным покрашены α-спирали, желтым — β-тяжи, зеленым
— петли. Треугольником отмечена ось симметрии третьего порядка.

значение, говорящее о том, что уровень шума в измерениях мал и что значения ин-

тенсивностей измерены достаточно точно.

Максимальное и минимальное разрешение для использованных рефлексов соста-

вило 27.47 и 1.70 Å, соответственно. Такое разрешение для белковой структуры счи-

тается хорошим. Согласно EDS,17 количество использованных рефлексов составляет

34805. Полнота этого набора (процент использованных рефлексов от всех возможных

с разрешениембольше1.7Å) составила 96.6%. Это хорошее значение, говорящее о том,

что фактическое разрешение действительно составляет около 1.7 Å, а не ухудшилось

из-за неполноты набора данных.

Некристаллографическая симметрия и элементарная ячейка

Структура белка обладает некристаллографической осью симметрии порядка три:

белок состоит из трех одинаковых цепей (мономеров), объединенных в тример, кото-

рый, по-видимому, является биологической единицей.
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Элементарная ячейка кристалла примитивная. Длины ее сторон составляют 55.35,

55.35 и 204.96 Å, а углы между ними — 90, 90 и 120 градусов, соответственно. Ячей-

ка принадлежит к группе симметрии 65, то есть симметрия кристалла гексагональная

(образуется призма с шестиугольником в основании).
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Индикаторы качества модели в целом

R-фактор и R-free

Авторы строили модель при помощи программы O.18 Из всех использовавшихся

при построении модели рефлексов (34805 рефлексов) 5.1% (1759 рефлексов) были вы-

делены как тестовый набор для подсчета Rfree, а остальные — в рабочий набор. Полу-

чившаяся начальная модель имела Rwork = 35.5% и Rfree = 35.1%. что составляет боль-

шие значения и говорит о плохом соответствии модели результатам эксперимента. В

работеR-факторне был составным, то есть внемне учитывалось отклонениедлин свя-

зей и значений углов (формула 2), однако, как оказалось, авторы накладывали силь-

ные ограничения на длины связей и значения углов.

RX−ray =

∑
hkl ||F obs

hkl | − |F calc
hkl ||∑

hkl |F obs
hkl |

(2)

Затем модель оптимизировалась и уточнялась с помощью программы CNS,19 при-

чем для первых итераций уточнения использовалось ограничение на ротационную

симметрию третьего порядка. После уточненияRwork равнялось 16.6%, аRfree —19.7%.

Эти значения говорят об успешном уточнении модели, при этом Rfree на 3.1% больше

Rwork, то есть модель вряд ли ”переоптимизирована”под рабочее множество рефлек-

сов.

RMSD

RMSD связей и углов

Помимо простого R-фактора (RX−ray), авторы привели значения RMSD для длин

связей и значений углов. При этом значения связей и углов из модели сравнива-

лись с соответствующими известными значениями. RMSDbonds составило 0.011 Å,

RMSDangles — 1.60◦, а RMSDdihedrals — 24.6◦, что кажется мне вполне хорошими зна-

чениями. Также было измерено RMSDimproper, то есть отклонение от “виртуальных”

двугранных углов, которыми описываются, например, плоские группы атомов (такие

как карбоксильная, группы с двойными связями и другие) и хиральные группы. Оно

составило 0.98◦, что также является показателем хорошего качества структуры, тем
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более что, по словам авторов, эти параметры не минимизировались в процессе уточ-

нения модели.

Однако в результатах анализа WHAT CHECK отмечено, что такое стандартное

отклонение для длин связей меньше обычного (Z-score = 0.437), что может свиде-

тельствовать о применении слишком сильных ограничений на длины связей при

построении и подгонке модели. Это могло в конце концов сказаться на качестве

восстановленной структуры. Кроме того, аналогичная ситуация с двугранным углом

ω — его стандартное отклонение в структуре составило около 2◦, что намного меньше

среднего по множеству структур 5.5◦. Это также может свидетельствовать о слишком

сильной подгонке углов.

RMSD между мономерами

Так как ограничения на одинаковую структуру мономеров были сняты на послед-

них итерациях подгонки модели, RMSD между мономерами перестало быть равным

нулюи составило 0.3Å. Это небольшое значение, вполне допустимое для тримера. Раз-

ница в строении мономеров могла возникнуть из-за неидеальности кристаллизации

и подвижности некоторых элементов структуры. Кроме того, в структуре есть атомы с

большим В-фактором, то есть их местонахождение определено неточно (см. раздел).

Согласно WHAT CHECK, RMSD между всеми атомами цепей составляет от 0.63 до 0.75

Å для разных пар цепей, а между только Сα-атомами — от 0.27 до 0.32 Å. Видимо, в

статье авторы привели именно последнее значение.

Карта Рамачандрана

Карты Рамачандрана для всех остатков структуры, построенная при помощь сер-

висовMolProbility20 и EDS17 представлена на рис.4. У этих серисов различаются грани-

цы дозволенной области, кроме того, MolProbilty учитывает разницу между ”обычны-

ми”остатками и остатками пролина, глицина и других уникальных случаев с другим

распределением на карте Рамачандрана. Соответственно, по резулататам анализа с

помощью обоих сервисов различалось количество найденных маргинальных остат-

ков. Согласно EDS, таких остатков 16 (рис. 4 A). Видно, что бо́льшая часть из них ле-

жит непосредственно около разрешенной области. По результатам MolProbilty (рис.

4 Б), у которого разрешенная область больше, лишь один из этих остатков действи-

тельно является маргинальным — это Asn43 цепи В. Однако, как и стоило ожидать, в
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предпочитаемую область попало всего 95.9% остатков (ожидаемое значение — 98%).

Те остатки, которые были помечены EDS как маргинальные, в результате MolProbilty

попали в допустимую область, но не в предпочитаемую. Всего в допустимой области

MolProbility расположено 99.7% остатков, что является нормальным значением.

Phi

Psi

А Б

Рис. 4: Карты Рамачандрана для структуры 1QD9 по результатам анализа EDS17 (А) и
MolProbility20 (Б). MolProbility предоставляет также карты Рамачандрана для

“нетипичных” остатков (Gly, Pro и т. д.), здесь показана карта для большинства
остатков. Видно, что остатки подразделяются на кластеры, соответствующие разным

элементам вторичной структуры.

Стоит отметить, что при этом авторы пишут в статье, что маргинальных остатков

по значениям углов ϕ и ψ не обнаружено вовсе.

B-фактор

В структуре нет “неопределенных” подвижных петель со слишком размазанной

электронной плотностью.

Из всех атомов структуры, принадлежащих белку 4% атомов (116) имеют B-фактор

больше 40. Максимальный температурный фактор составляет около 69. При этом В-

фактор остатков не коррелирует с вторичной структурой (на рис. 5 показан В-фактор

для одной из цепей).
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Рис. 5: B-фактор для остатков структуры (цепи А), соотнесенный со вторичной
структурой белка. Источник – WHAT CHECK.

Поиск маргинальных остатков

Карта Рамачандрана

Как говорилось выше, по результатам анализаMolProbilty20 в структуре есть только

один аминокислотный остаток, попадающий в запрещенную область. Это Asn43 цепи

B, углы ϕ и ψ которого равны, соответственно, 44◦ и 115.7◦, соответственно.

Кроме того, у этого остатка и предшествующего ему (Val42) угол τ (C-CA-N) больше

чемна 4σ отклоняется от среднего значения. Все это говорит о том, что на этом участке

произошло какое-то нарушение конформации основной цепи. При этом на таких же

цепях А и С такого не наблюдается.

Конформация боковых цепей

Было найдено всего восемь аминокислотных остатков с конформацией боковых

цепей, отличающиейся от обычной. Прежде всего это три остатка Asn43 из всех це-

пей, один из которых уже был отмечен как маргинальный по конформации основной

цепи. На рисунке 6 показано, что значения углов χ для этих остатков сильно отклоня-

ются от предпочтительных. При этом аспарагины цепей B и С представлены в струк-

туре в двух альтернативных конформациях с разными коэффициентами заполнения.

У Asn43 цепи B при этом обе конформации неблагоприятны, у такого же остатка цепи

С — только одна.
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Рис. 6: График предпочтительных углов χ для остатков аспарагина (по данным
библиотеки Уппсальского университета21) и ”нетипичные”остатки Asn43 структуры.
Все они выпадают из предпочтительных областей значений углов. Для остатков с

двумя альтернативными конформациями (Asn43 цепей В и С) представлены только
нетипичные (Asn43‘A и Asn43‘B цепи В и Asn43‘A цепи С).

Кроме того, нетипичной конформацией боковых цепей обладают Glu48 цепей B и

C, Val42, Phe84 и Lys125 цепи А.

Двугранные углы

Протокол WHAT CHECK предоставляет информацию о соответствии всех торсион-

ных углов аминокислотного остатка, кроме ω (то есть ϕ, ψ и углов χ) их наиболее рас-

пространенным значениям, и высчитывает соответствующий Z-score. В структуре бы-

ло найдено несколько остатков с Z-score меньше -2, что свидетельствует о сильном от-

клонении от обычных значений. Это, прежде всего, Val116 из всех цепей (что говорит

уже о некоторой закономерности такого отклонения), а также Pro16 и Thr7 цепи В.

RSR фактор

Большие значения RSR фактора говорят о том, что модель плохо вписана в ”экс-

периментальную”электронную плотность. Для удобного анализа используют Z-score,

который показывает, насколько плохо остаток вписан в электронную плотность по

сравнению со средним среди множества таких же остатков из многих pdb файлов. С
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помощью сервиса EDS17 был получен список остатков с Z-score больше 2.0. Таких на-

шлось всего шесть. График со значениями Z-score для всех остатков представлен на

рис. 7.

Цепь А Цепь В Цепь С

Asn43
Thr97

Asn43

Val42

Ile14

Asn43

Рис. 7: График Z-score пространственного R-фактора для всех остатков трех
полипептидныъ цепей структуры 1QD9. На графике подписаны остатки с Z-score > 2,
говорящем о сильном несоответствии “экспериментальной” электронной плотности

и электронной плотности модели.

Наихудший Z-score среди всех остатков структуры — у упомянутых выше аспара-

гинов всех трех цепей. Значения Z-score для них колеблются около 6, а RSR составляют

от 0.36 до 0.48. Кроме того, есть уникальные для каждой цепи маргинальные остатки

— это опять же упоминавшийся выше Val42 цепи В, у которого наблюдалось сильное

отклонение угла основной цепи и двугранных углов в боковом радикале (Z-score = 2.4),

Ile14 той же цепи (Z-score = 3.9) и Thr97 цепи А (Z-score = 2.3).

Неблагоприятное окружение

Инверсия боковой цепи

При анализе структуры сервисомMolProbilty20 и изучении протоколаWHAT CHECK

было найдено шесть аминокислотных остатков с предполагаемой инверсией боковой

цепи. Все вышеупомянутые маргиальные остатки являлись таковыми уже после

применения обратной инверсии. Если оставить их структуру такой же, какой она

представлена в исходном pdb файле, то эти остатки все равно остаются маргинальны-

ми. К числу таких остатков принадлежат уже отмеченный как маргинальный Asn43

цепи С, причем обе его альтернативные конформации, Gln32 и Gln52 цепей А, Gln32

и Gln83 цепи В и His9 цепи С.
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Отсутствие водородных связей

В структуре есть много полярных остатков, которые не образуют водородных свя-

зей внутри белка и при этом не находятся на внешней поверхности белка. Потенци-

альными акцепторами водородных связей являются остатки Glu117 всех трех цепей.

Однако при осмотре этих участков структуры видно, что они образуют водородные

связи с водой, формируя поверхность промежутков между мономерами белка. То же

самое говорят и авторы в своей статье.

Потенциальных доноров водорных связей в структуре много. Из них в статье от-

мечаются Asn24 и Arg102 из всех трех цепей, которые, по словам авторов, связывают

друг с другом субъединицы белка. Они были отобраны для подробного анализа. Ser67,

боковой радикал которого также не образует водородных связей с другими аминокис-

лотами, также был добавлен в сводную таблицу 1.

Отклонение Cβ

Был найден только один остаток с отклонением Cβ больше 2 Å— это уже много-

кратно упоминавшийся Asn43 цепи В, причем обе его альтернативные конформации.

Других маргинальных остатков по этому параметру в структуре нет.

Планарность ароматических колец

Атомыароматических колец боковых радикалов аминокислотых остатков (His, Trp,

Phe, Tyr,?) должны лежать в одной плоскости — этого требует их sp2-гибридизация

и обобщенность электронного облака. Кроме того, непосредственно соединенные с

ароматической структурой атомы тоже должны лежать в этой плоскости. Однако для

His9 цепи А изучаемой структуры это правило нарушается: его Сβ атом отклоняется

от плоскости ароматических колец. Однако Z-score = -0.87 (больше -1), то есть такое

отклонение нельзя назвать стопроцентно ошибочным (рис. 8). Возможно, из-за

излишних ограничений на длины связей или углы либо из-за неточности восста-

новления электронной плотности и подгонки модели координаты атома Сβ были

определены неточно. В сводную таблицу маргинальных остатков этот гистидин не

вошел.

Пересечение Ван-дер-Ваальсовых радиусов атомов
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Рис. 8: Остаток His9 цепи А. Рисунки А и Б показывают остаток с двух ракурсов. Как
видно, атом СВ (подписан) отклоняется от плоскости кольца бокового радикала.

Атомы в структуре не могут располагаться слишком близко друг к другу. На близ-

ких расстояниях на них действуют силы ван-дер-ваальсового отталкивания. Однако в

структуре было найдено порядка 20 пар атомов белка, радиусы которых пересекаются

больше чем на 0.4 Å(критерий, применяемый как вWHAT CHECK, так и вMolProbility).

Кроме того, есть много перекрываний с молекулами воды или низкомолекулярных

веществ. Однако если учитывать лишь атомы с температурным фактором меньше

40, число перекрываний сокращается больше чем вдвое (clashscore = 1.6 ‰). Кроме

того, наиболее критические значения пересечений приходится на молекулы воды.

Также многие из пересекающихся атомов принадлежат аминокислотным остаткам,

уже отобранным как маргинальные по другим признакам (Thr97, Val42 и другие).

Молекулы воды

В протоколе WHAT CHACK была обозначена только одна молекула воды, не обра-

зующая водородных связей с белком или другими молекулами воды (HOH657 цепи

А). Однако при ближайшем рассмотрении стало ясно, что она вполне может образо-

вывать водородные связи с кислородами С-концевого лизина соответствующей цепи,

находящимися на расстоянии 3.3 Å от нее. Непонятно, почему именно эта молеку-

ла была выявлена при анализе, тем более что точно в таком же положении находятся

такие же остатки из других цепей.

Мне кажется странным, что абсолютно все молекулы воды, представленные в pdb

файле, имеют коэффициент заполнения, равный единице. При этом, однако, около
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41% молекул воды имеют температурный фактор больше 40, что свидетельствует о их

подвижности и неточной локализации в пространстве.

Сводная таблица маргинальных остатков

Порезультатам анализа конформаций основнойи боковых цепей аминокислотных

остатков, их пространственного R-фактора и окружения был выявлен ряд маргиналь-

ных остатков. В итоговую сводную таблицу попали 15 из них. Предпочтение отдава-

лось остаткам, маргинальным сразу по нескольким критериям. Маргинальных моле-

кул воды выявлено не было, поэтому в таблице их нет. Для каждого остатка в таблице

обозначены критерии выбора и соответствующие значения оценочных функций.
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Таблица 1: Сводная таблица маргинальных остатков. Серым фоном помечены
остатки, упоминаемые в статье о структуре 1QD910

Критерий

Остаток
Карта Рама-
чандрана и
угол τ

Конформация
боковых це-
пей

RSR фактор Неблагоприятное
окружение

Asn43 B запрещенная
область

нетипичные
углы χ

Z-score ≈ 6 отклонение Cβ >
2 Å

Asn43 AC нетипичные
углы χ

Z-score ≈ 6 нет водородных
связей

Val42 A нетипичные
углы χ

Val42 B отклонение
угла τ > 4σ

Z-score = 2.4

Phe84 A нетипичные
углы χ

Lys125 A нетипичные
углы χ

Glu48 BC нетипичные
углы χ

Val116 ABC Z-score дву-
гр. углов < 2

Thr7 B Z-score дву-
гр. углов < 2

Ile14 B Z-score = 3.9
Thr97 A Z-score = 2.3
Ser67 C нет водородных

связей
Arg102 ABC нет водородных

связей (карман)
Gln52 A инверсия
His9 C инверсия
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Подробный анализ несколькихмаргинальных остатков

Asn43 цепи В

Остатки аспарагина 43 всех трех цепей были несколько раз отмечены как марги-

нальные— прежде всего из-за нестандартной конформации боковых цепей и плохого

пространственного R-фактора. Однако один из них, принадлежащий цепи B, являет-

ся к тому же единственным остатком в запрещенной области карты Рамачандрана и

имеет сильное отклонение положения Cβ-атома. Поэтому он и стал первым претен-

дентом на подробный анализ, хоть и его роль в белке никак не освещена в статье.

Asn43 B

0 55

Температурный фактор

Рис. 9: Расположение остатка Asn43 цепи В в структуре белка. Указанный остаток
показан в шаростержневой модели и подписан, вся структура покрашена по

В-фактору. B-фактор атомов бокового радикала Asn43 достигает 55.

Остаток Asn43 цепи В, так же, как и аналогичные в других цепях, располагается на

поверхности белка. Кроме того, он находится в составе достаточно подвижной петли

рядом с α-спиралью (рис. 9). Все атома бокового радикала этого остатка (СВ, СG,

OD1 и ND2) имеют температурный фактор больше 40, что свидетельствует о крайне
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0 55

Температурный фактор

Asn43 B Asn43 B

Рис. 10: Карта электронной плотности рядом с остатком Asn43 цепи В. Атомы белка
покрашены по В-фактору. А: Уровень подрезки электронной плотности 1σ —

различима только основная цепь. Б: Уровень подрезки электронной плотности 0.5σ
— видно много шума, однако боковой радикал все еще неразличим. В местах

скопления электронной плотности рядом с указанным остатком нет молекул воды,
поэтому они, вероятно, представляют собой шум.

неточном определении их местоположения. Этим можно объяснить несоответствие

конформации бокового радикала известным ротамерам. Атомы основной цепи также

имеют B-фактор, близкий к 40 (от 35 до 38), такая подвижность основной цепи может

быть объяснением того, что этот остаток располагается в запрещенной области

карты Рамачандрана. Чтобы понять причину большого Z-score пространственного

R-фактора, то есть сильного отклонения рассчитанной по модели электронной плот-

ности от “экспериментальной”, была построена полученная с сервера EDS17 карта

электронной плотности рядом с этим остатком (рис. 10). Как оказалось, при уровне

подрезки в 1σ на карте электронной плотности различима только основная цепь.

Даже при уровне подрезки электронной плотности в 0.5σ, при котором видно много

шума, невозможно увидеть ход боковой цепи остатка по электронной плотности.

Вывод: Остаток Asn43 цепи В был очень неточно восстановлен по электронной

плотности. Вероятно, это связано с большой подвижностью этого участка полипеп-

тидной цепи, располагающегося на поверхности белка, вследствие чего электронная

плотность была слишком расплывчата и сигнал был неотличим от шума. При этом

появляются сомнения в правильности определения авторами статьи В-фактора дан-

ных атомов. Кроме того, непонятно, как вообще определять водородные связи этого
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остатка с чем-либо. Это объясняет, почему таковых и не было найдено: этот остаток

в представленной модели не связан с водой либо другими аминокислотными остат-

ками ни в своей, ни в соседних ячейках. Аналогичная ситуация обстоит с остатками

Asn43 двух других цепей.

Phe84 цепи A

Уфенилаланина 84 цепиА конформация боковой цепи не соответствует типичным

ротамерам для этого аминокислотного остатка. Он был выбран для детального анали-

за, так как, вероятно, играет важную роль в обеспечении каталитической активности

белкаYabj. Когда авторы статьи получили его трехмерную структуру, ни у одного белка

из семейства YjgF/Yer057p/UK114 не были определены экспериментальными метода-

ми функциональные группы. Однако среди схожих с Yabj по последовательности бел-

ков было найдено девять консервативных аминокислотных остатков.10 Они не состав-

ляют единую группу в последовательности, однако в структуре 1QD9 оказались рядом

друг с другом между двумя мономерами белка. Кроме того, в структурном гомологе

белка Yabj хоризмат мутазе Bacillus subtilis в этом же сайте находится центр связыва-

ния субстрата. Это не является прямым доказательством того, что данные остатки об-

разуют активный центр фермента, однако свидетельствуют о их важной роли в белке.

Более того, как выяснилось позже, эти остатки соответствуют активному центру по-

дробно исследованного гомолога белка YjbF, что является более прямым указанием на

каталитическую функцию этих остатков.

В эту группу “активного центра” белка входит и маргинальный остаток Phe84.

На рисунке 11 показаны значения двугранных углов χ изучаемого остатка на гра-

фике распределения этих углов среди большого числа остатков (около 3400) из других

pdb файлов. Как видно, угол χ1 (186◦) соответствует одному из популярных значений,

а χ2 (129◦) сильно отклоняется от них.

Связи, поворот вокруг которых обозначают двугранные углы χ1 и χ2, показаны на

рис. 12 А. Как видно, отклонения от типичных значений χ2 означают поворот вокруг

связи CB-CG, то есть поворот ароматического кольца относительно остальной части

остатка. Как видно по карте электронной плотности на различных уровнях подрезки

(рис. 12 Б, В), атомы бокового радикала нельзя из нееивной однозначно восстановить,

хорошо различимы только атомы, принадлежащие основной цепи.
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Рис. 11: Двугранные углы χ остатка Phe84 цепи А в сравнении с распределением этих
углов среди множества подобных остатков. Значение двугранного угла в структуре
отмечено красной линией. А: Угол χ1. Б: Угол χ2. Источник графиков распределения

двугранных углов — сервис Уппсального университета.21

Объяснить такую конформацию боковой цепи фенилаланина трудно. Рядом с ним

нет других плоских ароматических колец, с которыми он мог бы вступать в стекинг-

взаимодействия. Более того, он окружен полярными остатками, такими как аргинин

и аспарагин. Возможно, он входит в состав предполагаемой функциональной группы

для стабилизации гидрофобной части субстрата, если она есть, иначе его расположе-

ние тружно объяснить. Кроме того, нарушение его конформации может быть связано

с тем, что рядом (на расстоянии меньше 4 Å) с ним находятся ионы ртути, появивши-

еся в структуре из-за использования метода многоволнового аномального рассеяния

для решения фазовой проблемы. Возможно, присутствие ртути изменило конформа-

циюне только взаимодействующих с ней цистеина иметионина, но и других лежащих

рядом остатков. Белок вряд ли взаимодействует с ионами ртути в клетке, и нельзя ска-

зать, является ли такая конформация остатков нативной.

Arg102

Аргинин 102 всех трех цепей белка также входит в группу консервативных остат-

ков некоторых представителей семейства YjgF/Yer057p/UK114, которые, возможно, об-

разуют важную функциональную группу белка. Все три аргинина были отмечены как
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Рис. 12: А: Двугранные углы χ для фенилаланина. Атомы, образующие двугранный
угол, подписаны. Б и В: Phe84 с наложенной картой электронной плоскости. Б —

уровень подрезки 2σ, В — уровень подрезки 1σ.

маргинальные из-за отсутствия водородных связей (по протоколуWHAT CHECK водо-

родные связи не образует атом NH1; связи с остатками воды не учитываются).

Анализ этого остатка вручную показал, что на самом деле, по-видимому, этот ар-

гинин образует водородные связи. На соответствующем расстоянии от атома NH1 на-

ходится акцептор водородной связи OD1 остатка Asn88 той же цепи, находящегося в

соседней α-спирали. Кроме того, оба NH-атома аргинина образуют водородные связи

с водой. Водородные взаимодействия представлены на рисунке 13. Непонятно, поче-

му по результатам анализаWHATCHECK не была найдена связь с аспарагином и поче-

му атом NH1 попал в список не образующих водородные связи, однако можно сделать

вывод, что не стоит безоговорочно верить результатам автоматизированного анализа

структур и что важные маргинальные остатки надо проверять вручную.
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Рис. 13: Водородные связи остатка Arg102 цепи В. Взаимодействующие остатки и их
атомы, а также молекулы воды, подписаны. Расстояния между взаимодействующими

атомами указаны в ангстремах.

Стоит отметить, что Asn88 также входит в состав предполагаемого активного цен-

тра белка. Таким образом, была найдена водородная связь между двумя остатками

этой группы, находящимися достаточно далеко друг от друга в последовательности

и располагающимися в различных элементах вторичной структуры. Может быть, эта

связь стабилизирует центр связывания субстрата.

Asn24

Остаток аспарагина 24 всех цепей также был отмечен в протоколе WHAT CHECK

из-за отсутствия водородных связей у атома N. Однако здесь я хотела бы проанали-

зировать его по другой причине: он упоминается в статье как один из образующих

водородные связи между мономерами и, таким образом, отвечающих за четвертич-

ную структуру белка. Протокол WHAT CHECK обращает внимание на то, что именно

один атом N, входящий в основную цепь белка, не образует водородных связей с дру-

гимиостатками. Это не является однозначныминдикатором того, что с этимостатком

что-то не в порядке или что присутствует ошибка расшифровки.
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Рис. 14: “Кольцо”, образованное связанными водородными связями остатками Asn24
и Asn25 (показаны желтым цветом) мономеров белка.

Было обнаружено, что боковые радикалы Asn24 всех цепей взаимодействуют с

Asn25 из соседней цепи (рис. 14). Таким образом, формируется кольцо из связан-

ных тремя парами водородных связей дипептидов из трех мономеров. Оно образует

“вход” в пространство между мономерами, заполненное водой. Авторы статьи совер-

шенно верно описывают структурнуюроль этих остатков. Аспарагины также образуют

водородные связи с водой, так как находятся на поверхности белка.

Gln52 цепи А

В структуре было найдено всего шесть остатков с инверсией боковой цепи. Такая

инверсия может происходить у остатков гистидина, глутамина и аспарагина. Детек-

тируется она с помощью поиска водородных связей этих остатков. Если при повороте

боковой группы остатка на 180◦ образование водородных связей энергетически более

выгодно, значит, вероятно, электронная плотность была интерпретирована непра-

вильно и имеет место инверсия. Так, например, если повернуть остаток глутамина

52 цепи А, то может образоваться водородная связь с остатком аспарагина 56 той же

цепи, который находится в тойже α-спирали (рис. 15). При этом по карте электронной

плотности сложно различить кислород и азот, так что такая инверсия при определе-
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Рис. 15: Остаток Gln52 цепи А с инверсией боковой цепи. Он представлен в
шаростержневой модели, как и остаток аспарагина 56 той же цепи, с которым он
может образовывать водородную связь при повороте боковой группы. На рисунке
показан срез электронной плотности вокруг Gln52 (уровень подрезки — 1.7σ. А:

Конформация в структуре 1QD9 (водородной связи не образуется). Б: Конформация
после поворота бокового радикала на 180◦ с помощью MolProbility, при которой

образуется водородная связь.

нии конформации остатка вполне могла произойти. Других водородных связей, в том

числе с водой, этот остаток глутамина ни в одной конформации не образует.
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PDB_redo

PDB_redo оптимизирует структуру польностью автоматизированными методами и

предоставляет сравнение полученного результата с исходной структурой. Для подсче-

та Rfree в качестве тестового набора бралось 5% от всех используемых рефлексов, так

же как для решения структуры 1QD9. Изменение индикаторов качества модели после

оптимизации показано в таблице 2.

Странно, что посчитанные из исходного pdb файла Rwork и Rfree не совпали с ука-

занными авторами и посчитанными EDS.17 Возможно, в случае PDB_redo подсчиты-

вался составной R-фактор, таким образом, по разным формулам получились разные

результаты. В любом случае, оба параметра несколько снизились после оптимизации

структуры, при этом разница Rfree и Rwork осталась практически без изменения. При

этом Z-score от Rfree уменьшился с 1.25 до -0.93. Этот параметр описывает, как соот-

носятся друг с другом полученный Rfree с “предсказанным” некоторым алгоритмом.

В идеальном случае Z-score должен быть близок к нулю. При этом его положительные

значения свидетельствуют о недостаточной оптимизации или о том, что выбор тесто-

вого набора был неслучаен. Если же Z-score меньше нуля, возможно, структура “пере-

подогнана”. Таким образом, можно сделать вывод о том, что после работы PDB_redo

R-фактор минимизировался чуть сильнее, однако это не дает уверенности, что сама

модель стала лучше.

В структуре, оптимизированной PDB_redo, больше нет маргинальных по углам ϕ

и ψ остатков, также были исправлены несоответствия боковых конформаций амино-

кислот известным ротамерам. Однако не были исправлены случаи инверсии боковой

цепи для Asn, Gln и His, RMSD для длин связей и значений углов стало больше.

При наложении исходной и оптимизированной структур видно, что расположе-

ние основной цепи практически не изменилось. Все изменения затрагивают боковые

группы остатков. В большинстве случаев отклонения незначительны, но для остатков,

переставших быть маргинальными после оптимизации, можно увидеть серьезные из-

менения. В качестве примера был рассмотрен Asn43 цепи B, который был маргиналь-

ным по нескольким критериям. После оптимизации поменялась конформация боко-

вой цепи этого остатка, однако нельзя сказать, что он стал вписан в электроннуюплот-

ность лучше (рис. 16). При уровнях подрезки электронной плотности больше или рав-

ных 1σ электронной плотности, в которую можно было бы вписать боковой радикал
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Рис. 16: Различия в конформации боковой группы Asn43 цепи B исходной структуры
(показана желтым) и после оптимизации PDB_redo (розовым). Уровень подрезки

электронной плотности 0.5σ.

аспарагина, не видно вовсе. При понижении уровня подрезки они видны, но нельзя

сказать, настоящий ли это сигнал или шум.

Выводы: Оптимизацию модели с помощью автоматизированного алгоритма

PDB_redo нельзя назвать намного лучше опубликованной структуры. Видно, что при

подгонке моделей разными способами были по-разному расставлены приоритеты в

минимизируемых критериях и ограничениях. Так, например, авторы структуры по-

ставили сильные ограничения на длины связей и углы, из-за чего соответствующие

RMSD снизились, но R-фактор стал больше, чем мог бы (и стал после PDB_redo). При

этом качество вписываниямодели в электроннуюплотность возросло: RSR значитель-

но улучшилось для 72 остатков и ухудшилось только для трех. Таким образом, важно

соблюдать баланс важности различных критериев при построениииподгонкемодели.
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Таблица 2: Индикаторы качества исходной модели и модели, оптимизированной
PDB_redo

Из заголовка
pdb файла

Посчитанные
по pdb фай-
лу

Оптимизация
PDB_redo

Rwork 0.166 0.158 0.143
Rfree 0.197 0.186 0.177
RfreeZ − score 1.25 -0.93
Карта Рамачандрана (Z-score) -1.23 -0.83
Ротамеры (Z-score) -0.86 -0.70
Конформация основной цепи (Z-
score)

0.46 0.51

RMSDbonds Z-score 0.44 0.74
RMSDangles Z-score 0.74 0.86
Незадействованные акцепто-
ры/доноры водородной связи

23 22
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Заключение

Из проделанной работы по оценке качества структуры можно сделать вывод о том,

что в целом структура решена хорошо. Это подтверждают общие индикаторы каче-

ства, такие как R-фактор, RMSD связей и углов — все они имеют хорошие значения. В

структуре есть маргинальные остатки по различным признакам, но серьезных нару-

шений, как, например, остатки в запрещенной области картыРамачандрана, немного.

При этом нет оснований полагать, что маргинальность остатков не является ошибкой

построения электронной плотности и впсиывания в нее модель, а является их осо-

бенностью. Возможно, авторы структуры слишкомперестарались с соблюдениемдлин

связей и углов и не соблюли правильный баланс между различными критериями при

уточнении структуры.

В статье хорошо описаны все структурные особенности белка, которые подтверди-

лись другими исследованиями, в том числе и рентгеноструктурным анализом гомо-

логов22 (эти две структуры были опубликованы одновременно, но разными группами

исследователей). До публикации структуры 1QD9 в банке PDB вообще не было пред-

ставителей семейства yjgf — большого и крайне консервативного в различных кладах

живых организмов, так что авторы не могли, например, использовать метод молеку-

лярного замещения для решения фазовой проблемы или удостовериться в правиль-

ности разрешенной структуры по гомологии. Более того, по полученной структуре

и множественному выравниванию последовательностей гомологов авторы впервые

смогли предсказать активный центр белка, расположение которого потом было под-

тверждено экспериментально на примере близкого гомолога.14

По моему мнению, структура 1QD9 опредеелна хоть и не идеально, но достаточно

хорошо, чтобы ее можно было анализировать и делать правдоподобные предсказания

свойств и предназначения тех или иных элементов структуры.
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