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Список сокращений:
RSR – real-space R-фактор
АТФ – аденозинтрифосфат 
АДФ – аденозинлифосфат 
РСА – рентгеноструктурный анализ


[bookmark: _Toc435823544]Аннотация
Данная работа посвящена  анализу качества рентгеноструктурного анализа белка пиридоксинкиназа бактерии Bacillus subtilis. Рассмотрены некоторые индикаторы качества модели структуры 2i5b, а также индикаторы локального качества структуры ряда аминокислотных остатков. В ходе работы над отчетом удалось ознакомиться с возможностями базы данных PDBREPORT и сервисов, предназначенными для оценки качества моделей биологических макромолекул, таких, как EDS, MolProbity.


[bookmark: _Toc435823545]Введение
Пиридоксинкиназа (EC 2.7.1.35) – это фермент, осуществляющий реакцию фосфорилирования провитаминов B6 – пиридоксаля, пиридоксамина и пиридоксина: 
АТФ + пиридоксаль ↔ АДФ + пиридоксаль 5’-фосфат
Она играет важную роль в метаболизме витамина B6. Пиридоксинкиназа Bacillus subtilis, изучаемая в данной работе, представляет собой гомодимер. В работе [1] была разрешена структура комплекса пиридоксинкиназы с АДФ. Одной из целей работы было сравнить его структуру со структурой гомологичного фермента из мозга овцы (структурами гомологичных ферментов!) для того, чтобы определить конформационные изменения, сопутствующие связыванию с нуклеотидами, а также проанализировать эволюционное происхождение фермента. Анализ структуры показал, что связывание АДФ индуцирует упорядочивание двух петель, который действуют независимо при закрывании заслонки в активном центре. (ссылка на статью)


[bookmark: _Toc435823546]Результаты и обсуждение
[bookmark: _Toc435823547]Общая информация о модели
Комплекс 2I5B состоит из пяти одинаковых цепей фосфометилпиримидинкиназы A, B, C, D, E, каждая из которых связана с лигандом – АДФ.
Комплекс был расшифрован в 2006 году авторами Newman, J.A., Das, S.K., Sedelnikova, S.E., Rice, D.W. Было измерено 33495 рефлексов, для оптимизации модели использовалось 33305 из них. Модель тестировалась на 1688(5.1%) рефлексах. Для решения фазовой проблемы использовался метод молекулярного замещения (использовали структуру 1UBO из T. Thermophilus). [1]
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Рисунок 1. Изображение модели белка пиридоксин-киназы (димер).
Общая информация о модели систематизирована в таблице:
Таблица 1. Общая информация о модели [2]
	Разрешение
	2.80Å

	Диапазон разрешений структурных факторов
	12.87 – 2.80Å

	Число измеренных рефлексов
	33495

	Число использованных рефлексов
	33305

	Полнота набора рефлексов
	99.4%

	Параметры кристаллографической ячейки
	a=102.50 Å, b=102.50 Å, c=251.36 Å
alpha=90.00, beta=90.00, gamma=90.00



[bookmark: _Toc435823548]Значения индикаторов качества модели в целом
Значения R-фактора и R-free равны соответственно 0.222 и 0.274. Хорошими значениями принято считать <0.25 и <0.20 соответственно. Разность значений, R-free-R равна 5.2%, что соответствует хорошему качеству модели. [2]
Значение real-space R-фактора (RSR) равно 0.184 (со стандартным отклонением 0.071), что, в принципе, укладывается в «среднее» соответствие модели экспериментальной плотности. Хорошие значения для этой величины – <10%, значения >20% считаются плохими.
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Рисунок 2. Карта Рамачандрана, полученная средствами программы MolProbity (ссылка на программу), для разных типов остатков и(слева направо, сверху вниз): всех остатков, для изолейцина и валина, глицина, остатков перед пролином, транс- и цис-пролина.
На рисунке 2 показана карта Рамачандрана, полученная для модели с помощью программы MolProbity. [3] Карта показывает положение пар торсионных углов φ/ψ полипептидной цепи. Большинство остатков лежит в предпочитаемой области, некоторые – в допустимой, так же есть несколько остатков, лежащих в недопустимой области. По анализу MolProbity число маргинальных остатков составляет 13 (0.99%), что не очень хорошо характеризует модель (желательно, чтобы таких остатков было меньше 0.05%). В таблице 2 представлены значения основных индикаторов качества модели в целом. Можно заметить, что большинство параметров, связанных с геометрией белка (ковалентные связи, углы, ротамеры), находятся в диапазоне плохих значений.
Таблица 2. Величины некоторых индикаторов качества модели в целом. Красным выделены плохие значения, желтым – средние, зеленым – хорошие.
	R-фактор
	0.222

	R-free
	0.274

	RSR(среднее значение и стандартное отклонение)
	0.184(0.071)

	Число маргинальных остатков по карте Рамачандрана
	13(0.99%)

	Число остатков в предпочитаемой области карты Рамачандрана 
	1229 (93.53%)

	«Слабые» ротамеры (число остатков, в нетипичных для данного типа остатков конформациях)
	99 (9.38%)

	Favored rotamers
	873 (82.67%)

	Отклонения Cβ >0.25Å
	10 (0.81)

	Ковалентные связи, существенно отклоняющиеся от теории
	42 из 10231

	Валентные углы, существенно отклоняющиеся от теории
	19 из 13911

	MolProbity score
	2.64



Значение MolProbity score – интегральной оценки структуры по данным сервиса – равно 2.64 и является довольно хорошим. Модель входит в число лучших для сравнимого разрешения 2.80Å ± 0.25Å.
Таким образом, хоть и большинство характеристик качества модели не лежит в области хороших значений, по сравнению с другими моделями сравнимого разрешения, модель 2i5b считается хорошей.
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Для анализа маргинальных остатков использовались данные сервиса EDS, а также база PDBREPORT [4] , где можно найти информацию о различных аномалиях, найденных в структуре, например, остатки с необычными углами связи, остатки в неудобных конформациях, остатки с необычным окружением и т. д. В таблице 3 представлены некоторые маргинальные остатки с указанием показателя, по которому они выбраны.
Таблица 3. Некоторые маргинальные остатки структуры 2i5b
	Показатель
	Маргинальный остаток
	Комментарий
	Вывод

	Находится вне разрешенной области на карте Рамачандрана
	Asn 48, цепь А
	RSR=0.257
B=41.290
	Маргинальный

	
	Met 78, цепь А
	RSR=0.109
B=24.110
	Не маргинальный

	Худшее значение RSR-фактора
Инверсия боковой цепи
	Glu 196, цепь A
	RSR = 0.443
B = 49.22

	Не маргинальный

	У остатка не хватает атомов

	Tyr 120, цепь B

	RSR = 0.179
B = 38.55

	Маргинальный

	У остатка не хватает атомов (OD1, ND2)

	Asn 268, цепь B
	RSR = 0.305
B = 41.460
	Не маргинальный

	Максимальный температурный фактор и очень большой R-фактор
	Lys 113, цепь А 
	RSR = 0.384
B = 56.270

	Не маргинальный

	Инверсия боковой цепи
Плохое окружение
	Gln 270, цепь А
	RSR =0.153
B = 38.96

	Не маргинальный




Рассмотрим маргинальные остатки подробнее.
Для анализа маргинальных остатков, лежащих вне допустимой области на карте Рамачандрана, были выбраны 48 остаток аспарагина и 78 остаток метионина цепи А. Их торсионные углы φ/ψ равны 178.7̊/38.8̊ и -170.8̊/144.0̊ соответственно. На рисунке 3 представлена карта Рамачандрана для цепи А, полученная посредством сервиса EDS. На рисунках 4 и 5 – графики для значений температурного фактора и RSR.
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Рисунок 3. Карта Рамачандрана для цепи А. Слева – полученная с помощью EDS, справа – посредством MolProbity
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Рисунок 4. Значения B-фактора для аминокислотных остатков цепи А.
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Рисунок 5. Значения RSR-фактора аминокислотных остатков цепи А.
Можно заметить, что значения RSR-фактора и температурного фактора для 48 Asn хоть и не максимальные, но плохие, что позволяет считать, что остаток действительно маргинальный. Значения тех же факторов для 78 Met не хорошие, но удовлетворительные, а в карте Рамачандрана (рисунок 3, справа), полученной посредством сервиса MolProbity, остаток лежит в допустимой области, что не позволяет считать его маргинальным.
Для остатка 196 Glu цепи A (рисунки 4 и 5) была выявлена инверсия боковой цепи, так же этот остаток имеет максимальный RSR по своей цепи (0.443). Инверсия с помощью MolProbity (рисунок 6) на образование новых водородных связей не повлияла, а большое значение RSR неудивительно, так как для боковой группы остатка вообще нет электронной плотности. Таким образом, считать остаток маргинальным недостаточно оснований, просто «экспериментальная» электронная плотность не очень хорошая.
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Рисунок 6. Glu 196 из PDB-файла (слева) и после инверсии (справа)
113 лизин цепи A имеет максимальные значения B-фактора и RSR по цепи А (рисунки 4, 5). Если обратиться к модели и электронной плотности вокруг лизина, тот можно увидеть, что вокруг боковой цепи электронной плотности вообще нет, и кислород при СА атоме не вписывается в электронную плотность, поэтому неудивительно видеть такие значения RSR и B-фактора.
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Рисунок 7. Изображение лизина 113
В MolProbity указано, что у 270 глутамина цепи А есть инверсия цепи, а в отчете WHAT_CHECK базы PDBREPORT – что у этого остатка необычное окружение, то есть оно отличается от среднего окружения остатков такого же типа в PDB файлах с моделями хорошего качества. Такое может случаться, если остаток является частью активного сайта фермента, контактирует с кофакторами или же с другими белками кристалла. При более подробном рассмотрении остатка (рисунок 8) выяснилось, что он образует водородную связь с остатком молекулы белка из соседней ячейки. Поэтому считать маргинальным глутамин 270 оснований нет.
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Рисунок 8. Глутамин 270 цепи А.
Для того, чтобы проверить данные об инверсии глутамина 270, сравнили модель из PDB с моделью, полученной с помощью MolProbity, где она была исправлена (рисунок 9). Так как электронной плотности вокруг боковой группы нет, то нельзя сказать, стала ли она лучше вписываться в электронную плотность. На образование новых связей инверсия не повлияла.
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Рисунок 9. Глутамин 270 из PDB-файла (слева) и после инверсии (справа)

С помощью протокола качества WHAT_CHECK было выявлено, что у двух аминокислотных остатков – 120 тирозина и 268 аспарагиновой кислоты цепи B отсутствуют атомы. На рисунке 10 показан остаток тирозина с электронной плотностью на уровне подрезки 2σ. Можно увидеть, что у него действительно отсутствуют целых 8 атомов, а именно – CG, CD1, CD2, CE1, CE2, CZ, OH. Электронной плотности для этих атомов нет.
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Рисунок 10. Изображение маргинального тирозина 120.
Однако более подробное рассмотрение 268 аспарагина, у которого по WHAT_CHECK отсутствуют атомы CG, OD1, ND2, показало, что атомы на месте и данный остаток считаться маргинальным не может (рисунок 11).
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Рисунок 11. Изображение 268 аспарагина.

Как ни странно, информации о молекулах воды в PDB-файле нет.
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PDB_redo – это база данных, в которой содержатся обновленные и оптимизированные модели структур, полученных с помощью РСА. [5] Значения некоторых индикаторов качества моделей из PDB и PDB_redo. У оптимизированной структуры из PDB_redo они лучше, а разность R-free-R говорит о том, что модель не переоптимизирована.
Таблица 5. Сравнение некоторых индикаторов качества моделей из PDB и PDB_redo
	R
	0.2220
	0.2107

	R-free
	0.2740
	0.2403

	R-free-R
	0.052
	0,0296

	Unsatisfied H-bond donors/acceptors
	105
	93





[bookmark: _Toc435823551]Заключение
Были рассмотрены основные индикаторы качества модели 2I5B. В модели найдено довольно много остатков, находящихся вне допустимой части карты Рамачандрана. RSR-фактор для большинства остатков имеет «средние» значения, для ощутимой части – плохие. Это связано в том числе и с тем, что электронной плотности для боковых групп части остатков просто нет. На основании этого можно сделать вывод о том, что 2I5B – модель среднего качества.
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