«Исследование структуры  1IB6»

1. «Общее описание структуры 1IB6»
1.1.Компоненты структуры, описанной в документе PDB 1IB6

Заголовок структуры: OXIDOREDUCTASE                          
Название структуры: CRYSTAL STRUCTURE OF R153C E. COLI MALATE DEHYDROGENASE
В документе представлены следующие цепи макромолекул:

	Идентификатор цепи
	Число остатков
	Название молекулы
	Комментарии

	A


	312
	MALATE DEHYDROGENASE
	

	B

	312
	MALATE DEHYDROGENASE
	

	C

	312
	MALATE DEHYDROGENASE
	

	D

	312
	MALATE DEHYDROGENASE
	


В документе представлены следующие низкомолекулярные вещества:

	ID
	Название
	Формула
	Число копий
	Комментарии

	SO4
	SULFATE ION
	SO4
	6
	Образуют ионные контакты с заряженными а.о.

	H20
	Water(вода)
	H20
	278
	

	NAD
	NICOTINAMIDE-ADENINE-DINUCLEOTIDE
(никотинамид-

адениндинуклиотид)
	 C21H27N7O14P2


	3
	NAD является коферментом большого числа дегидрогеназ; связь между ним и апоферментом непрочная, и они ассоциируют между собой только в момент реакции. NAD принимает непосредственное участие в переносе электронов в ходе окислительно-восстановительных реакций.


Схема работы NAD
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(S)-malate
	+ 
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NAD(+)
	= 
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oxaloacetate
	+ 
	



NADH
Bound ligand (Het Group name = NAD)
corresponds exactly 


Malate дегидрогеназа осуществляет окисление (S)-malate до oxaloacetate.(окисляет С-OH до C=O)
При этом NAD(+) переходит в NADH
[image: image5.png]



Рис.№1
Белок представьте в остовной модели, разные полипептидные цепи отмечены разным цветом.
Лиганды из 2-х и более атомов(три NAD и шесть SO4) представленны в шарнирной модели с раскраской по атомам Молекулы воды представлены в шариковой модели(отмечены синим цветом). 

                                                           Оценка размеров глобулы.
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                      Рис.№2                                                                                                            Рис.№3

  одноцветное изображение белковой                                                             одноцветное изображение белковой               части структуры в шариковой модели                                                           части структуры в шариковой модели

                  (вид “сбоку”)                                                                                                   (вид “спереди”)
1)Обозначим длину глобулы за L, высоту за H.

Тогда L = Distance GLU61B.CB-LYS82C.CD = 87.549~87.6 Å
           D = Distance ASN290A.ND2-GLU293B.OE1 = 81.605 ~ 81.6 Å
2)Данный белок можно аппроксимировать сферой с радиусом r = 44 Å 
Объем такой сферы нетрудно найти по формуле V(сферы) = (4/3)πr^3~3.4*10^-25
Vкл = hπr2 = 1.5*10^-18 м^3
Т.о. кол-во молекул белка, которые могут поместится в одной клетке Escherichia coli, равно А = Vкл/Vсф ~ 4.41*10^6 
3)Количество копий нетрудно посчитать по формуле n = A/4400 ~ 1000
4)
2. «Торсионные углы в полипептидной цепи»
2.1.Таблица. Измерение двугранных углов остатка глицин (10-ый аминокислотный остаток) в белке MDH_ECOLI, цепь А
	Название двугранного

угла
	Угол определяется по координатам атомов 

(обращение к атому в соответствие с синтаксисом RasMol, в скобках – название атома)
	Результат измерения с помощью RasMol

	φ
	*9:A.C (карбонильный углерод 9-го остатка цепи А)
	*10:A.N
(атом азота

аминогруппы 10-ого остатка 

цепи   )
	*10:A.CA
(Альфа-атом углерода 10-ого остатка цепи А)
	*10:A.C
(карбонильный углерод

10-ого остатка цепи А) 
	-79.1 º

	ψ
	*10:A.N(амидный азот 10 остатка цепи А)
	*10:A.CA     ( С-a атом 10-ого остатка цепи А)
	*10:A.C            ( углерод 10-ого остатка цепи А)
	*11:A.N
(амидный  азот 11-ого остатка цепи А)
	-177.1 º

	ω
	*10:A.CA
(Альфа-атом углерода 10-ого остатка цепи А)
	*10:A.C
(карбонильный углерод

10-ого остатка цепи А)
	*11:A.N
(амидный азот 11-ого остатка цепи А)

	*11:A.CA
(Альфа-атом углерода 11-ого остатка цепи А)
	-179.1 º


2.2. Изображение, иллюстрирующее определение угла φ.
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Изображение, иллюстрирующее определение угла φ, в плоскости, перпендикулярной оси связи *10:A.CA - *10:A.N. 
Угол *10:A.C-*10:A.N-*9:A.C равен φ = -79.1º
2.3.Получение карт Рамачандра для выбранных множеств:

А)Для всех остатков пролина
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[image: image9.emf]Карта Рамачандрана для множества 
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                                                                                                    Рис. №4
                                                                                                             Белок представлен в остовной модели (раскраска серая), 

                                                                                                               остатки пролина – в шарнирной (раскраска по атомам)

Для большинства остатков пролина значение угла PSI находится в интервале 110 º -160 º, либо (-10 º) – (-50 º); значение угла PHI колеблется от (-30 º) до (-70 º). 
Т.о. остатки пролина формируют мощные скопления в 2-ух зонах:    
                           Скопление 1                Скопление 2 
PSI                        110º -160º                      (-10º) – (-50º)
PHI                   (-30º) до (-70º)                 (-30º) до (-70º)

Пролин имеет своеобразное строение, связанное с тем, что его радикал образует с атомом азота основной цепи кольцо, во многом препятствующее вращению относительно N-Cα(угол PHI) и Cα-С(угол PSI) связей. Вероятно этим и объясняется столь узкие интервалы, в которых могут находиться значения углов PHI и PSI, для остатков пролина.  
Б)Для всех остатков глицина
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                                                                                                                                            Рис. №5
                                                                                                               Белок представлен в остовной модели (раскраска серая), 

                                                                                                                 остатки глицина – в шарнирной (раскраска по атомам)
На карте Рамачандрана значения углов PHI и PSI для остатков глицина сосредоточены в 2-ух основных (наибольшая “плотность”) и 4-ех “побочных”  зонах, соответствующих наиболее часто встречаемым сочетаниям данных углов.

                     Зона1    
       зона2             зона3            зона4            зона5          зона 6   
PHI         (-30º)-(-90º)    50º -120º        60º -130º    (-6 º)-(-130º)   90º -150º     (-90º)-(-150º)
PSI             0º -(-60º)    (-50º)-50º (-110º)-(-180º)  (-140º)-(-180   170º -180º     110º -150º
Интересен также тот факт, что для остатков глицина практически отсутствуют значения углов PSI, расположенные в интервалах 60º -120º, (-60º)-(-120º)

Тем не менее, в среднем границы, в которых варьируют значения торсионных углов, для пролина очень широки. Это, вероятно, объясняется тем, что глицин аминокислота, содержащая самый маленький радикал – H практически не препятствующий вращению относительно Сα-С(угол PSI) и N-Сα (угол PHI)  связей. 
В)Для всех альфа-спиралей
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                                                            Рис.№6
                                                                                Всё кроме альфа-спиралей представлено
                                                                                   в остовной модели(раскраска сереая), 

                                                                                                        Альфа спирали – в ленточной(раскраска красная
Характерные значения углов PHI лежат в интервале от (-120º) до (-30º) и.

Для углов PSI аналогичные интервалы от (-80º) до 20º
Пересечения этих интервалов образуют на карте Рамачандрана  область с наибольшей плотностью точек, соответствующих наиболее часто встречаемым сочетаниям углов PHI и PSI. Такое значение торсионных углов, во многом обусловлено специфической структурой альфа-спиралей: наличием водородных связей между различными боковыми радикалами а.о. ; преимущественным содержанием в структуре альфа-спиралей а.о., несущих не очень большие и легко способные образовывать водородные связи радикалы; отсутствием последовательно расположенных аминокислот, несущих одноименно заряженные R-группы, по причине того, что сильное взаимное отталкивание одноименно заряженных боковых групп превосходит стабилизирующее влияние водородных связей.
Все это  накладывает определенные ограничения на возможные значения углов PHI и PSI.
(более подробные рассуждения см. в следующем пункте) 
Г)Для всех вета-тяжей
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                                                                                            Рис.№7
                                                                                                             Все кроме бета-тяжей представлено в
                                                                                                                остовной модели(раскраска желтая),

                                                                                                               бета-тяжи – в ленточной.(раскраска фиолетовая)

Области принимаемых значений углов PHI и PSI достаточно узки. Значение угла PSI в основном лежит в интервале от (-60º) до (-180º); значение угла PSI – в интервале от 90º до 180º.

Т.о. аминокислотные остатки, входящие в состав бета-структур, плотно сосредоточены на карте Рамачандрана в области соответствующей значениям углов:
PHI от (-60º) до (-180º);
PSI  от 90º до 180º 
Причины столь узкой и плотной зоны сосредоточения в данном случае не так просто объяснить, как в случае пролина. Значения исследуемых углов во многом связано с тем, какими преимущественно аминокислотными остатками образованы данные бета-структуры.

Обладая даже небольшим опытом работы с Excel и RasMol определить их это не составляет особого труда.
	Аминокислотный остаток
	Доля приходящаяся на данный аминокислотный остаток в бета-структуре(т.е. отношение кол-ва остатков данной аминокислоты к общему кол-ву остатков).

	Изолейцина
	0.107476636

	Лейцина
	0.169014085

	Валина
	0.14953271


Суммарная доля 3-ех данных аминокислот: 0.42602343, т.е. ~43%
Построим карты Рамачандрана для остатков данных аминокислотных остатков, содержащихся  во всем белке, и отдельно для тех, которые содержатся в бета-структурах.

На следующей странице карты Рамачандрана иллюстрируют, что у значений углов PHI и PSI для данных трех типов аминокислотных остатков, рассматриваемых во всем белке и лишь в бета-структурах имеется одно кардинальное отличие: из двух зон карт Рамачандрана, соответствующих наиболее часто встречаемым сочетаниям углов Phi и Psi, для остатков аминокислот рассматриваемых во всем белке, у аминокислот, рассматриваемых только в составе бета-структур, имеется только одна. Заметим также интересную закономерность, состоящую в том, что практически половина аминокислот(43%), входящих в состав бета-тяжей (т.е. у рассмотренных мною остатков лейцина, изолейцина и валина) имеют практически совпадающие карты Рамачандрана. На основании данных фактов сделать несколько предположений:

1) Значение допустимых углов PHI и PSI зависит не только от природы аминокислот, но также                                   в значительной степени от структуры, в которой они располагаются(а также соседних аминокислот).

2) Бета тяжи, имеющие собственную, свойственную лишь им структуру, “требуют” от аминокислотных остатков, из которых они состоят, строго определенных интервалов значений углов PHI и PSI, что объясняет преобладание лишь некоторых аминокислотных остатков в их структуре.
3) Специфическая структура бета-тяжей накладывает определенные ограничивающие рамки на интервалы возможных значений углов PHI и PSI, сужая их.

4) Наличие точек в 3-ей и 4-ой полуплоскости карты Рамачандрана возможно объясняется наличием в бета-тяжах нерегулярных структур, таких как бета-изгибы и реверсивные повороты, для которых свойственны иные значения углов PHI и PSI, а также наличием конечных аминокислот, также характеризующихся иными значениями углов PHI и PSI.
Карты для множества аминокислотных                           Карты для множества аминокислотных

  остатков, входящих в бета структуру                                 остатков, входящих в весь белок
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                             [image: image21.emf]Карта Рамачандрана для 
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*Примечание: при исследовании аминокислотного состава бета-структур был обнаружен еще один, пожалуй, интересный факт – при общем кол-ве а.о., образующих бета структуры, равном 214, 121 из них является гидрофобной( что составляет ~ 56.5%),
и лишь 50 – гидрофильными ( что составляет ~ 23.3%). Т.о. кол-во гидрофобно заряженных а.о. остатков более чем в 2 раза превышает кол-во гидрофильных.
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Рис.*

Бета-структуры представлены в ленточной модели.

Черным цветом отмечены гидрофобные а.о., желтым-гидрофильные,

красным - положительно заряженные, серым – отрецательно заряженные. 

Однако при проверке соотношение гидрофобных и гидрофильных а.о. оказалось приблизительно таким же и во всем белке.
Д)Для всех а.о. кроме пролина и глицина
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                                                                                                                       Рис№
                                                                                                                                           Все а.о. кроме пролина и глицина
Характерные значения угла PHI лежат в интервале от -30 до -170 градусов

Характерные значения угла PSI лежат в интервале от -30 до -100 и от 90 до 180.
В пересечениях этих интервалов находятся две зоны соответствующие наибольшей плотности точек на карте Рамачандрана. Первая (“верхняя”) зона практически совпадает с таковой у бета-тяжей, вторая(“нижняя”) с зоной характерной для альфа-спиралей. Такое распределение можно объяснить тем, что исследуемый белок состоит в основном из альфа-спиралей и бета-складок.
3. «Исследование элементов вторичной структуры.»
3.1. Исследование альфа-спирали, состоящей из 286-312-ого аминокислотного остатка цепи C белка MDH_ECOLI.
3.1.1. 
a)
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Рис.№8
Спираль в остовной модели с «торца»,  

около каждого С( –атома  приведен номер остатка.
b)[image: image26.png]



Рис.№9
Спираль в «толстой» проволочной модели, вид с боку, показаны только атомы основной цепи (N, C(,C,O), около каждого С(–атома  приведен номер остатка;
пунктирной линией показаны водородные связи в основной цепи;
(Стрелочкой показано направление спирали.)  

с)
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Рис.№10
Атомы основной цепи спирали в проволочной модели, 

а атомы C( показаны как шарики
3.1.2. 
2.1. среднее значение углов (  и ( у аминокислотных остатков спирали.
a) Среднее значение угла PHI равно -65.8821

b) Среднее значение угла PSI равно -45.7667

2.2. Оценка параметров спирали: шаг,  число элементов на виток, радиус.
a) Distance LEU292C.CA-ASN290C.CA: 5.476 Å
   Distance VAL310C.CA-GLY306C.CA: 6.612 Å

   Distance LEU299C.CA-LYS301C.CA: 5.407Å

шаг (усредненный)=5.831(6)~5.83Å

d (смещение вдоль оси, в расчете на 1  элемент) = шаг/число остатков на виток  ~ 1.57
b) Число витков 7,5 ; число остатков 28 ; 

число элементов на виток = число остатков / число витков = 3.7(3)
Спираль закручена по часовой стрелки => n=+3.7

c) ILE303C.CA-LYS301C.CA: 5.404(расстояние между самой “верхней” и самой “нижней” точкой витка спирали, т.е. AB – см. обозначения на рисунке) СB численно равно d=5.83

Пусть т.D-проекция т.A на прямую CB; CA=AB(AB=5.407(distance LYS301C.CA-LEU299C.CA: 5.407)) Т.о. расстояние AD( численно приблизительно равное диаметру спирали, т.е. удвоенному радиусу) можно найти как высоту в равнобедренном треугольнике ABC. AD – высота => AD – медиана(по свойству равнобедренных треуг.)=>
BD=d/2=2.915; AD= square root (AB*2 – BD*2) = 4.545 (следует из т. Пифагора для треуг. ADB) => r~2.27Å
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Рис.№11
2.3. Общее кол-во водородных связей 918

Связи:H(295, 299), H(297, 301), H(308, 312) и т.д.

Нетрудно заметить, что j = i+4 
Т.о. обобщенный паттерн H(i,i+4) 

Однако в спирали присутствует одна отличная от данного паттерна водородная связь

H(307, 310), расположенная вблизи COOH- конца
2.4.
.[image: image29.png]



Рис.№12
Атомы основной цепи спирали  представлены в проволочной модели(раскраска по атомам),
а атомы C( показаны как шарики(выделены зеленым цветом

Связи Сα-Сβ направлены в противоположное от оси спирали направление (боковые радикалы направлены не “в”, а “из” спирали), связь Сα- Сβ наклонена отеносительно оси спирали и образует с ее положительным направлением (от N к COOH концу) угол приблизительно в  110-120 градусов. Связь  Сα- Сβ наклонена немного в сторону N-конца и немного в правую сторону, если смотреть с торца.
*
а) Определение характерной длины водородной связи О--N в альфа-спирали 
Distance LYS300C.O-ALA304C.N: 2.790
Distance ASP297C.O-LYS301C.N: 3.360
Distance ASN290C.O-GLY294C.N: 3.203
Distance GLU308C.O-LYS312C.N: 2.895
Distance ALA304C.O-GLU308C.N: 2.756

Средняя длина = 3.0008 ~ 3 ангстрема

б)
с)Определение длины спирали белка SCP-1 в ангстремах. 
Характерное число остатков на виток для альфа-спирали 3.6(-3.6 для левозакрученных) аминокислотного остатка.

Характерное значение шага спирали 0.54нм = 5.4 Å.

1)Определим число витков спирали. 

Число витков = 900/3.6=250 штук

2)Найдем длину спирали 

Длина спирали = 250*5.4=1350 Å
3.2. Исследование антипараллельной (-структуры, образованной 274-278, 263-271 аминокислотными остатками цепи A, белка MDH_ECOLI
3.2.1.

a)
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Рис.№13
Бета-тяжи в «толстой» проволочной модели(раскраска по атомам), вид с боку, показаны только атомы основной цепи (N, C(,C,O), около каждого С(–атома  приведен номер остатка;
пунктирной линией показаны водородные связи в основной цепи; 
На мой взгляд заслуживает внимания очень занимательное образование в одной части данного антипараллельного тяжа, иллюстрирующее влияние пролина на вторичную структуру. Как известно в пролин азот входит в состав жесткого кольца , что препятствует вращению вокруг N-Cα связи. Кроме того пролин не образует водородную связь из-за отсутствия при атоме азота водородного атома. Таким образом, в большинстве случаев, когда в полипептидной цепи встречается пролин, структура нарушается и образуется β-изгиб.

Именно такой бета-изгиб имеет место в исследуемой мной структуре.

Пролином является 267 аминокислотный остаток(пролин расположен как раз в вершине угла в 90 градусов, образуемого β-изгибом). 

b)
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Рис.№14
Основная цепь бета-тяжей  представлена в ленточной модели, а

атомы С( - шариками; связь Сa-Сb показана в проволочной модели.
Связь Сα-Сβ практически(но отнюдь не абсолютно) перпендикулярна плоскости водородных связей.

3.1.  Среднее значение углов PHI равно -97.4429~-97.45

      Среднее значение углов PSI равно 83.07857~83.1

3.3. 3.3 Пронумеруем тяжи от N-конца к C-концу и запишем последовательности друг под другом.

Тяж 274-278:  k
k+1
k+2
k+3
k+4

Тяж 263-271: n+8
n+7
n+6
n+5
n+4
n+3
n+2
n+1
n
H(271,274) 2 штуки, H(269,276), H(269,277),  H(278,268), H(265, 268), H(269, 270)
Первые пять водородных связей являются межцепочечными, последние две внутрицепочечные.
Определенной закономерности в образовании водородных связей не обнаружено.
Паттерн не найден. Вероятно, причиной этому послужило наличие лишь пяти межцепочечных водородных связей. При большей длине тяжа и наличию большего кол-ва водородных связей паттерн составить, я думаю, удалось бы, т.к. мало вероятно, что водородные связи располагаются  в бета-тяжах хаотически.

3.3. Исследование паралельной (-структуры, образованной  28-33, 53-58 аминокислотными остатками цепи D белка MDH-ECOLI
3.3.1. 
a)
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Рис.№15
Бета-тяжи в проволочной модели(раскраска по атомам), вид с боку, показаны только атомы основной цепи (N, C(,C,O), около каждого С(–атома  приведен номер остатка;
пунктирной линией показаны водородные связи в основной цепи; 
b)
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Рис.№16
Основная цепь бета-тяжей  представлена в ленточной модели, а

атомы С( - шариками; связь Сa-Сβ показана в проволочной модели.
Связь Сa-Сβ направлена перпендикулярно плоскости водородных связей. Атом  Сβ поочередно располагается то в одной,  то в другой полуплоскости, относительно плоскости водородных связей.
c)  Среднее значение углов PHI равно -122.833~-122.8

      Среднее значение углов PSI равно 139.4083~ 139.4
d) Пронумеруем остатки обоих бета-тяжей, начиная с их N-концов. При этом нумерацию первого тяжа записываем в виде: i, i+1, i+2…….А второго в виде  k, k+1, k+2,…….
Расположим номера остатков друг под другом 
Тяж1 :     i, i+1, i+2, i+3, i+4, i+5

Тяж2 :     k, k+1, k+2, k+3, k+4, k+5
H(28, 54), H(30, 56), H(32, 58)

Паттерн 1 H(i+2a,k+1+2a)

H(54, 30), H(56, 32)

Паттерн 2 H(k+2b+1, i+2+2b)
Сравните строение антипараллельной и паралельной (-структуры.

Основные отличия:
1)Различные средние значения для торсионных углов:

      а)Для антипараллельных тяжей: 

      Среднее значение углов PHI равно -97.4429~-97.45
      Среднее значение углов PSI равно 83.07857~83.1
      б)Для параллельных тяжей:

      Среднее значение углов PHI равно -122.833~-122.8
      Среднее значение углов PSI равно 139.4083~ 139.4
       |∆PHI|=|-122.8+97.45|=25.35

       |∆PSI|=|139.4-83.1|=56.3

            2)Отличия в характере водородных связей:
     2.1.а) Для исследуемых параллельных тяжей характерно наличие лишь межцепочечных водородных связей 
           б) Для антипараллельных – наличие как меж -, так и внутрицепочечных водородных связей. 
     2.2. a) Водородные связи в исследуемых параллельных бета-тяжах расположены структурировано, так что не составляет труда составить для них водородный паттерн.
            б) Для исследуемого антипараллельного бета-тяжа составить водородный паттерн не удалось. 

Дополнительно.
6.1.Основные отличия в структуре альфа-спирали и бета-структур:

1)Отличие в характере водородных связей:

В альфа-спирале полностью использована возможность образования водородных связей, поэтому она не способна в отличие от бета-структуры образовывать водородные связи с другими элементами вторичной структуры. 

Бета-структура же образована за счет межцепочечных водородных связей между соседними участками полипептидной цепи, внутрицепочечные контакты в ней, как правило, отсутствуют, однако не так уж и редко встречаются исключения из этой тенденции (в частности у вышеописанного антипараллельного бета-тяжа). Это объясняется тем, что в отличие от альфа-спирали, насыщенной водородными связями, каждый участок полипептидной цепи  бета-структуры открыт для образования дополнительных водородных связей (исключая случаи замкнутых бета-структур)   

2)Отличие в средних значениях торсионных углов PSI и PHI:  

a) Характерное значение для альфа-спиралей:

PHI=60

PSI=45 

б) Характерное значение для бета-тяжей:

Для параллельных:

PHI=-119

PSI =113

Для антипараллельных:

PHI=-139

PSI=135

3) Отличие в характерном числе остатков на виток:

а) Для альфа-спирали 3.6(-3.6 для левозакрученных) аминокислотного остатка

Значение для вышерассмотренной альфа-спирали -3.7. аминокислотного остатка

б) Для бета-структуры 2 аминокислотного остатка

4.1.Описание контактов альфа-спирали с остальной частью молекулы

Табл. Контакты альфа-спирали 286-312 с остальной частью цепи C белка 1IB6
	Имя атома остатка спирали
	Имя контактирующего атома
	Расстояние в Å
	Предположительная природа контакта

	PHE309C.CZ
	ALA95C.CB
	3.698
	Гидрофобное взаимодействие?

	VAL310C.CG2
	VAL131C.CG2
	3.829
	Гидрофобное взаимодействие?

	GLN307C.OE1
	ARG262C.NH2
	2.794
	Электростатическое взаимодействие? 

	ASN311C.ND2
	GLU130C.OE1


	2.824
	Электростатическое взаимодействие?

	GLN289C.N
	SER285C.O
	2.793
	Водородная связь?


Контакты между данной альфа спиралью и остальной частью цепи С осущесвляются лишь одной ее стороной, т.к. альфа-спираль располагается на поверхности белка и одна из ее сторон не контактирует с ним.
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Рис№17
Кластер 3-ех гидрофобно взаимодействующих а.о:

aланин, валин и фенилаланин.(представлены в шарнирной модели, раскраска по атомам)

Все три а.о. являются неполярными, расстояние между ними не превышает 5Ấ, что на основание чего возможно предположить что между ними осуществляются гидрофобные взаимодействия и они т.о. составляют гидрофобный кластер.
4.2.Поиск S-S- мостиков
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Рис.№18
Изображение дисульфидных мостиков в структуре инсулина 
У инсулина все остатки цистеина вовлечены в дисульфидные мостики.

В молекуле исследуемого белка имеются 12 молекул цистеина(по четыре в каждой из четырех цепей), однако дисульфидные мостики отсутствуют.(цистеины расположены 

на значительном расстоянии друг от друга)  
4.3.Поиск водородных связей между боковой группой серина и боковыми группами других остатков
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Рис.№19
Изображение водородной связи между боковым радикалом Серина 

И боковым радикалом Тренина 

*Водородные связи между остатками серина и атомами основной цепи белка.
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Рис.№20
Изображение водородной связи между атомом OG бокового радикала серина

и атомом N пролина.

4.4.*Поиск  ионных контактов в цепи А структуры 1IB6
а)Кол-во положительно заряженных остатков(остатки лизина, аргинина, гистидина) = 

28(остатки аргинина)+84(остатки лизина)+8(остатки гистидина)=120
(это кол-во нетрудно посчитать в RasMol-е при помощи команды:

select lys*.ca or arg*.ca or his*.ca

Т.о. мы узнаем кол-во С-альфа атомов, которое равно искомому кол-ву положительно заряженных а.о.
б)Кол-во отрицательно заряженных остатков(остатки аспарагиновой кислоты, глутаминовой кислоты) =48(остатки аспарагиновой кислоты)+76(остатки глутаминовой кислоты)=124
Общее кол-во заряженных а.о. = 244 штуки
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Рис.№21
Ионное взаимодействие остатков аргинина и глутаминовой кислоты.
На рисунке четко видно взаимное расположение а.о. аргенина и а.о. глутаминовой кислоты: аминокислотные остатки направлены друг к другу своими разноименно заряженными боковыми радикалами, расстояние между ними около 2.6 ангстрем, что позволяет предположить, что между ними осуществляется ионное взаимодействие.
Для того чтобы вычислить, какая доля заряженных остатков образуют ионные контакты,

вычислим кол-во  разноименно заряженных остатков, у которых заряженные группы находятся на расстоянии меньше, чем 3.5 Å.

Для этого используем следующие команды в RasMol:
Зададим множества plus and minus 
define groups_plus *:A.N, *:A.NH, *:A.NH2, *:A.NZ, *:A.ND1, *:A.NE2,*:A.NZ
define plus groups_plus and basic      
define groups_minus *:A.OD1, *:A.OD2, *:A.OE1, *:A.OE2

define minus groups_minus and acidic

select within (3.5, plus) and minus     
Т.о. мы определяем, что ионные контакты образуют 11 пар а.о. => кол-во а.о. участвующих в образовании ионных взаимодействий равно 22.(9% от общего кол-ва аминокислотных остатков)
Практикум 10. Зачетное задание

Табл. Контакты  кофактора NAD315 с белком MDH_ECOLI
	Имя атома остатка белка
	Имя атома лиганда
	Расстояние в Å
	Предположительная природа контакта

	ILE12D.CD1
	NAD315.NC5*
	3.340
	Ван-дер-Ваальсово взаимодействие

	GLY78D.N
	NAD315.AO4
	3.043
	Водородная связь?

	LY11D.N
	NAD315.AO2
	2.827
	Водородная связь?

	HIS177D.NE2
	NAD315.NO7
	2.984
	Ионное взаимодействие?

	ASP34D.OD1
	NAD315.AO2
	2.593
	Водородное взаимодействие?

	GLY8D.N
	NAD315.AO4*
	3.043
	Ионное взаимодейсвие?

	MET227D.CG
	NAD315.NC5
	3.957
	Гидрофобное взаимодействие?

	TYR33D.CE2
	NAD315.AC2
	3.501
	Ван-дер-ваальсово взаимодействие 


1.
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                                         Рис.1                                                                                           Рис.2

       Лиганд в шарнирной или в шариковой модели,                                  лиганд в шарнирной или в шариковой модели,                           

  а контактирующие с ним аминокислотные остатки                            а контактирующие с ним аминокислотные остатки                                    
                               – в проволочной                                                                                     - в проволочной

                    (Раскраска лиганда по атомам)                                            (лиганд для наглядности раскрашен зеленым цвтом)

Для того чтобы увеличить связывание лиганда белком необходимо сделать ряд замен а.о, например: 
Замена гистидина 177:D на аргинин 177:D
Для того что бы уменьшить связывание лиганда с белком можно сделать ряд аминокислотных замен, например заменить метионин 227 на глицин.
К аминокислотным заменам, которые не приводят к силе связывания лиганда белком, относятся например замена метионина на изолейцин.
2.                                                                                                     
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                             Рмс.№3                                                                                                  Рис.№4
В описанной биологической единице, полученной путем математического преобразования координат первой структуры присутствует 2 цепи.

Структура, которую расшифровали кристаллографы  присутствует 4 цепи.

(Наблюдения сделаны на основании рис.3 и рис.4)
Путь к скрипту  H:\Term1\Credit2\Script.txt
1. Изучение описания белка 1IB6 в БД PDBsum
1. Описание доменов

В исследуемом белке имеется 2 домена:

Домен первый: 1ib6A01
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Характеристика домена:

Class               
Alpha Beta

Architecture    
3-Layer(aba) Sandwich

Topology

Rossmann fold

Homologous Superfamily

NAD(P)-binding Rossmann-like Domain
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Рис№1
Иллюстрация топологии первого домена
Домен второй: 1ib6A02
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Характеристика домена:

Class                

Alpha Beta

Architecture 

 Alpha-Beta Complex    
Topology

L-2-Hydroxyisocaproate Dehydrogenase; Chain A, domain 2

Homologous Superfamily

L-2-Hydroxyisocaproate Dehydrogenase, subunit A, domain 2
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Рис№2
Иллюстрация топологии второго домена
Первый скрипт показывает весь белок, кроме домена 1ib6A01 в остовной модели, домен  в ленточной(отмечен синим цветом)
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Второй скрипт показывает весь белок, кроме домена 1ib6A02 в остовной модели, домен  в ленточной(отмечен синим цветом)
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2.расположение элементов вторичной структуры в последовательности.
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Рис№3

иллюстрация расположения элементов вторичной структуры в последовательности

Доля  остатков, находящихся в альфа-спиралях, равно 43.6%

(на долю 3-10 спиралей приходится 2.6% остатков) 

Доля остатков, находящихся вета-структурах равно 17%

Третья по количеству а.о. входящих в ее состав структура – бета-повороты

Доля остатков, находящихся в бета-поворотах 25.64%
3.Реверсивный поворот.
Реверсивный поворот – часть полипептидной цепи, состоящая из 4 аминокислотных остатков, расположенных так что цепь делает в месте их расположения поворот на 180 градусов, причем данная структура часто поддерживается водородной связью между первым и четвертым а.о. данной структуры. 

4.самая «кривая» спираль в белке
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Рис№4
Спираль представлена в ленточной модели. Зеленым цветом отмечены 2 а.о. –аспарагиновая кислота и глутаминовая кислота. Так же на рисунке показаны водородные связи. 

Самая “кривая” спираль образована 286-310 а.о. 

Отклонение от нормы 45 градусов. 

Попробую проанализировать причину столь существенного отклонения данной альфа-спирали от “нормы”. Первым моим предположением на этот счет было наличие в месте “излома” пролина, характерные особенности которого уже были описаны ранее, однако несмотря на отсутствие водородной связи в месте “излома” пролина там не оказалось.

Тем не менее было обнаружено два значимых в данном случае а.о. – остаток глутаминовой и аспарагиновой кислоты. Оба этих а.о. обладают радикалами, несущими отрицательный заряд. Причем располагаются они в спирали таким образом , что при нормальном ее ходе они находилисьт бы в непосредственной блтзости. Видимо именно отталкивание между данными одноименно заряженными а.о., оказавшееся сильнее водородной связи и послужило образованию данной структуры.       
5.Дополнительные наблюдения.

Интересных вещей на сайте было найдено великое множество:

Во-первых, я нашел реакцию, которую катализирует мой фермент (приведена на странице один отчета)

Во-вторых, я узнал, что из себя представляет гамма-поворот и нашел на сайте, где они расположены в моем белке, нашел их  и рассмотрел в работе один из них.

[image: image51.png]



Рис№5
На рисунке изображен остов 47-53 а.о. цепи A.

49-51 а.о. образуют гамма-поворот(отмечены зеленым цветом)

Помимо этого на рисунке показаны водороные связи.

Двумя основными отличительными особенностями гамма-поворотов являются:

1)Наличие водородной связи между первым и третьим, образующим поворот, а.о

2) Значение углов PHI и PSI второго аминокислотного отличны от нижеприведенных значений не более чем на 40 градусов

  PHI      PSI
  75.0   -64.0         для классического гамма-поворота
 -79.0      69          для инверсионного гамма-поворота

  Значение углов для остатка пролина 50:A 

    Phi = -72.9
  Psi = 72.3
Т.о. рассмотренный гамма-поворот является инверсионным.
В-третьих, я узнал о существовании в моем белке Beta bulge, т.е. бета-выпуклости, на сколько я понял, представляющей участок бета-структуры, на котором нарушается общий паттерн водородных связей за счет вставки дополнительного остатка и образования одним из а.о. “лишней” водородной связи.
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Рис№6

Иллюстрация Beta bulge.

На рисунке представлен остов 269-277 а.о;
Показаны водородные связи.

В моем белке имеется единственная структура данного типа. 269 аминокислотный остаток цепи A образует (остаток лейцина) образует вместо одной водородной связи с глутаминовой кислотой(277 а.о.) еще одну водородную связь с глутамином 276.

Довольно интересным фактом в данном примере является также то, что две глутаминовые кислоты располагаются последовательно, что является крайне редким случаем, ввиду одноименного заряда(отрицательного) их радикалов и, следовательно, их взаимного отталкивания.
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