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Аннотация

Данный отчет представляет собой анализ качества расшифровки структуры 2yjp растворимых рецепторов L-цистеина Neisseria gonorrhoeae, также известных как ABC-транспортерный периплазматический связывающий аминокислоты белок, на основе определенных показателей, таких как параметры кристаллической решетки, R-фактор, R_free, карта Рамачандрана, и других, полученных с помощью различных сервисов и баз данных.
Введение

В структуре 2yjp представленная растворимая часть рецептора к L-цистеину, также известного как ABC-транспортерный периплазматический связывающий аминокислоты белок. Его функция была предсказана по гомологии с другими рецепторными частями транспортирующих аминокислоты белков. In vivo или in vitro проверок функции не проводилось. (1)
Биологическая единица белка представлена мономером. Ассиметрическая единица в структуре 2yjp содержит в себе 3 цепи. Пространственная структура фермента представлена на рис.1.
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Рис.1. Структура A)биологической единицы и  В)ассиметрической ячейки растворимого рецептора L-цистеина Neisseria gonorrhoeae
Результаты и обсуждение
1. Общая информация о модели
Структура ABC-транспортерного периплазматического связывающего аминокислоты белка (рецептора L-цистеина) была расшифрована в 2011 году совместно со структурой рецептора L-цистина Neisseria gonorrhoeae, чья функция также была предсказана по гомологии. Статья, описывающая расшифровку, вышла в январе 2012 года. Авторами являются Bulut H, Moniot S, Licht A, Scheffel F, Gathmann S, Saenger W, Schneider E из Института Химии и Биохимии/Кристаллографии Берлинского университета. (2)
В структуре 2yjp ABC-транспортерный периплазматический связывающий аминокислоты белок закристаллизован совместно со свободным цистеином, молекулами этиленгликоля и катионами цинка. В структуре также присутствуют молекулы воды.
В качестве метода решения фазовой проблемы применялся метод молекулярного замещения, использовались данные из структуры 1XT8 – гомологичного белка из B.subtilis. 

Общее количество рефлексов – «пятен» разной интенсивности – 39914. Таково же количество измеренных структурных факторов – 39914. Число факторов, использованных для оптимизации модели, составляет 37917. При этом число рефлексов с интенсивностью более трех σ насчитывает 33428 штук и составляет 83,75%.
Структура имеет разрешение 2.26 Å, при этом диапазон разрешений структурных факторов равен 47.18 - 2.26 Å. Такое разрешение позволяет восстановить в том числе и молекулы воды вокруг белковых молекул.
Полнота набора структурных факторов составляет 97.8%. Самым распространенным типом недочетов являются пропущенные структурные факторы. 
Файл PDB имеет запись о кристаллографических характеристиках в поле CRYST1, которое для структуры 2yjp выглядит следующим образом: 
CRYST1 58.710 91.590 158.300 90.00 90.00 90.00 P 21 21 21     12
Здесь первые три значения являются длинами направляющих векторов кристалла (a, b, c), следующие три – углами между ними (α, β, γ). Таким образом элементарная кристаллографическая ячейка имеет форму параллелепипеда. Далее идут название кристаллографической группы (P 21 21 21) и число молекул в ячейке (12). Разрешенные операции симметрии: X,Y,Z; -X+1/2,-Y,Z+1/2; -X,Y+1/2,-Z+1/2; X+1/2,-Y+1/2,-Z.
[image: image3.png]



Рис.2. Восстановленный из PDB кристалл 2yjp. Границы элементарной ячейки выделены линией. Отдельные мономеры покрашены в разные цвета. Исходная ассиметрическая ячейка выделена радугой.
2. Значения индикаторов качества модели в целом
Рассмотрим различные индикаторы качества модели. Основные индикаторы приведены на сайте PDB в виде графа, приведенного на рис.3, а более полный анализ структуры можно увидеть, кликнув Full report (3) рядом с графом.
[image: image4.png]Metric Percentile Ranks
Rfree I

Clashscore I |
Ramachandran outliers IR
Sidechain outliers I
RSRZ outliers I

Worse
0 Percentile relative to all X-ray structures

[ Percentile relative to X-ray structures of similar resolution




Рис.3. Граф, содержащий основные показатели качества модели 2yjp. Белые риски – процентиль структур с таким же значением показателя, как и 2yjp, и таким же разрешением. Черные риски - процентиль структур с таким же значением показателя, как и 2yjp по всему банку PDB.
Рассмотрим отдельно несколько характеристик качества модели.
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R-фактор характеризует соответствие модели экспериментальным данным – структурным факторам. Рассчитывается он следующим образом:
Где где Fcalc(h,k,l) – рассчитанные модули структурных факторов, Fobs(h,k,l) – измеренные в эксперименте. При оптимизации модели он минимизируется: чем меньше R-фактор, тем модель лучше. Для данной модели он равен 0.185.
Более точно положение дел отражает такой показатель, как R_free, который рассчитывается тем же образом, но только по небольшой группе контрольных рефлексов. Его значение составляет 0.232 (то есть больше, чем R-фактор), что говорит о возможной переоптимизации модели. Граф из рис.3 показывает, что данное значение достаточно среднее среди структур pdb в целом, а среди структур с похожим разрешением оно чуть лучше, чем среднее.
Также изучим показатель качества Clashscore. Согласно мануалу по валидации в PDB (4), этот показатель отвечает за количество пар атомов, расположенных слишком близко друг к другу. Выражается в числе таких пар на тысячу атомов. Вычисления Clashscore проводят с помощью сервиса MolProbity (5, 6). В данной модели Clashscore равен 6 (всего 66 перекрываний), что близко к среднему значению как по всему банку PDB, так и по структурам со сходным разрешением, но все же лучше среднего. Следует отметить, что если прогнать структуру через сервис MolProbity еще раз вручную, то Clashscore примет значение 5.78, что по утверждению сервиса лежит на уровне 99 процентили для структур с таким же разрешением (рис. 4).
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Рис.4. Выдача сервиса MolProbity для 2yjp. Интересна первая строка с указанием Clashscore и процентили.
Рассмотрим карты Рамачандрана для данной структуры. (7) На рис.5. представлена карта Рамачандрана для всех аминокислот, входящих в структуру 2yjp. На рис.6. показаны карты нескольких отдельных аминокислот (изолейцина и валина). Следует отметить, что в структуре 2yjp присутствует всего 3 маргинальных по карте Рамачандрана остатка, что составляет 0.41% от всех остатков (ожидаемое значение <0.05% согласно сервису MolProbity. См. рис. 4). 96.86% остатков лежат в благоприятных областях карты,  2.73% - между границ разрешенных и благоприятных областей.

Рис.5. Карта Рамачандрана для совокупности всех аминокислот 2yjp. Буквами выделены маргиналы по карте. Разрешенные области обведены синим, благоприятные – голубым.

Рис.6. Карта Рамачандрана для изолейцина и валина 2yjp. Разрешенные области обведены синим, благоприятные – голубым.

Показатель Sidechain Outliers согласно мануалу по валидации в PDB (4) характеризует количество остатков с нестандартными значениями торсионных углов боковых радикалов. Выражается в проценте таких остатков на весь белок. Как видно из графа (рис.3) показатель Sidechain Outliers в 2yjp составляет 4.4%, что в целом худшее среднего показателя как по всему банку, так и по структурам со сходным разрешением. Всего в структуре из 3 белковых цепей наблюдается 25 таких остатков (3).
Пространственный R-фактор позволяет оценить соответствие модели группы атомов “экспериментальной” электронной плотности. Рассчитывается следующим образом:
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Ниже на рис. 7-9, полученном в EDS (8), приведен RSR для остатков разных цепей в структуре 2yjp. Как видно из рисунков, в цепях В и С имеется по одному остатку с RSR > 0.3 (Glu46 в цепи В с RSR=0.325, Asp157 в цепи C с RSR = 0.324). Такие остатки являются маргинальными по RSR, поскольку ожидаемое значение этого показателя составляет < 0.1.
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Рис.7. Значения RSR для остатков цепи А структуры 2yjp
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Рис.8. Значения RSR для остатков цепи B структуры 2yjp
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Рис.9. Значения RSR для остатков цепи C структуры 2yjp

Последняя указанная в графе величина RSR-Z – это относительная оценка RSR для отдельных остатков. Для вычисления RSR-Z остатка его RSR сравнивается со средним RSR для того же типа остатков по выборке из PDB с примерно таким же разрешением (2.20-2.40Å в данном случае)  разность делится на σ(RSR) по этому типу остатков в таком разрешении. Таким образом, значения RSR-Z, выходящие из пределов (-2,2) указывют на маргинальность остатка. Явным маргиналом в структуре 2yjp может считаться остаток Gln168 цепи С с RSR-Z > 3 и Glu46 цепи В с RSR-Z > 2. В целом же значения RSR-Z лежат в пределах (-1,1) (см рис. 10-12) и могут считаться хорошими для структуры с таким разрешением (см. граф на рис.3). 
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Рис.10. Значения RSR-Z для остатков цепи A структуры 2yjp
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Рис.11. Значения RSR-Z для остатков цепи B структуры 2yjp
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Рис.12. Значения RSR-Z для остатков цепи C структуры 2yjp

Таким образом, кроме очевидно выбивающихся остатков видно, что в целом электронная плотность  модели  неплохо  соответствует  экспериментальной  (у примерно половины  остатков RSR не более 10% и у большинства остатков отрицательный RSRZ).
3. Маргинальные остатки. 
Для определения всех маргиналных остатков обратимся к подробному отчету о валидации структуры 2yjp (3). Имеющиеся в нем схемы (рис.13-15) показывают, какие остатки обладают отклонениями в своей геометрии по различным показателям и позволяют оценить маргинальность каждого остатка по совокупности показателей. Зеленый цвет остатка в такой схеме означает отсуствие маргинальности по всем показателям, желтый – маргинальность по одному, оранжевый – по двум, красный – по трем и более критериям. Серыми выделены остатки, не представленные в структуре.
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Рис.13. Карта маргинальности остатков цепи А структуры 2yjp
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Рис.14. Карта маргинальности остатков цепи B структуры 2yjp
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Рис.15. Карта маргинальности остатков цепи C структуры 2yjp
Следует отметить, что на схемах, показанных на рис.13-15 также отмечены остатки с RSR-Z > 2 (красными точками). Однако, данные позиции не совпадают с указанными в базе EDS. Будем ориентироваться на данные полного отчета по валидации.
Следует отметить, что попытка найти остатки, требующие инверсии цепи, с помощью сайта PDBREPORT выявила отсутствие структуры 2yjp на сайте. Предполагаемая сайтом причина в том, что структура новая и не была еще добавлена на сайт. Однако структура была загружена в PDB в 2011 году, а данный отчет пишется в конце 2016 года.
В таблице 1 приведена информация о нескольких маргинальных остатках, выделенных в предыдущем разделе при рассмотрении параметров качества модели в целом. Для каждого остатка приводится трёхбуквенное сокращение, номер и цепь (A, В или С), а также причины, заставившие обратить внимание на этот остаток.
Таблица 1. Примеры маргинальных остатков.

	№ маргинала
	Трехбуквенное обозначение аминокислотного остатка
	Номер
	Цепь
	Причина маргинальности

	1
	ASN
	117
	A
	Нахождение в запрещенной области карты Рамачандрана

	2
	LYS
	156
	В
	Нахождение в запрещенной области карты Рамачандрана

	3
	ASN
	117
	С
	Нахождение в запрещенной области карты Рамачандрана

	4
	GLU
	178
	B
	Маргинал сразу по нескольким показателям: bond angle outlier (по атомам CB-CA-C наблюдаемое значение на 10° меньше ожидаемого, с Z-score < -5); слишком близкий контакт внутри одной ассиметрической единицы (перекрывание (clash) с 176HIS на 0.42 Å); маргинал по торсионным углам в боковой цепи остатка (non-rotameric sidechain)

	5
	LEU
	281
	В
	Маргинал сразу по нескольким показателям: маргинал по торсионным углам в боковой цепи остатка (non-rotameric sidechain); bond angle outlier (по CA-CB-CG наблюдаемое значение на 17,43° больше ожидаемого, с Z-score > 7); слишком близкий контакт внутри одной ассиметрической единицы (перекрывание (clash) с 276VAL  на 0.48 Å)

	6
	ASP
	157
	В
	Маргинал сразу по нескольким показателям: маргинал по торсионным углам в боковой цепи остатка (non-rotameric sidechain); слишком близкий контакт внутри одной ассиметрической единицы (перекрывание (clash) с 155LEU  на 0.5 Å); planarity outlier (нарушение плоскости sp2-гибридного атома)

	7
	VAL
	106
	A
	Маргинал сразу по нескольким показателям: bond length outlier (длина связи CB-CG2 на 0.19 Å меньше предполагаемой с Z-score < -9; CB-CG1 на 0.12 Å меньше предполагаемой с Z-score < -6); bond angle outlier (по CG1-CB-CG2 наблюдаемое значение на 10.05° меньше ожидаемого, с Z-score < -11); маргинал по торсионным углам в боковой цепи остатка (non-rotameric sidechain)

	8
	GLN
	120
	C
	Cлишком близкий контакт внутри одной ассиметрической единицы (перекрывание (clash) с молекулой воды на 0.63 Å)

	9
	ALA
	38
	A
	RSRZ > 2 (по 3)

	10
	GLU
	168
	C
	RSRZ > 3 (по 8)


4. Анализ маргинальных остатков
Рассмотрим некоторые маргинальные остатки из Таблицы 1 подробнее, отдавая предпочтение тем остаткам, что являются «отбросами» по нескольким критериям.

ASP157 цепи В.
Причина маргинальности: 

· маргинал по торсионным углам в боковой цепи остатка (non-rotameric sidechain) (углы χ: 229.1,299.8)

· слишком близкий контакт внутри одной ассиметрической единицы (перекрывание (clash) атома N с 155LEU O на 0.5 Å)

· planarity outlier (нарушение плоскости sp2-гибридного атома)
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Рис.16. Построение электронной плотности вокруг ASP157 цепи В с σ=1. ASP157 цепи В выделен голубым цветом. Желтым пунктиром обозначено направление потенциальной водородной связи N с О 155LEU.

Из рисунка 16 видно, что нарушение планарности и перекрывание вызваны сближением атомов O 155 остатка и N рассматриваемого остатка. Таким образом, водород атома N должен смотреть на атом O и не попадать в плоскость с другими атомами-соседями N. Следует отметить, что длина такой водородной связи составит около 1.4 Å, что мало по сравнению с обычной длиной такой связи (2 Å). Также следует отметить плохое попадание карбоксильной группы в облако электронной плотности, соответствующее ей. 

Вероятно, это просто ошибка расшифровки электронной плотности. Если обратиться к выдаче PDB_redo (9), то видно, что данный остаток поменял положение в пространстве так, чтобы карбоксильная группа лучше вписалась в электронную плотность. При этом атомы O 155 остатка и N 157 остатка расходятся на 2.8 Å, и их взаимное расположение не предполагает образование водородной связи и нарушения планарности атома N. (рис.17)
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Рис.17. Сравнение PDB с PDB_redo. Построение электронной плотности вокруг ASP157 цепи В с σ=1. ASP157 цепи В выделен голубым цветом. Желтым пунктиром обозначено направление потенциальной водородной связи N с О 155LEU. Малиновым показана структура PDB_redo. Видно, что сменилось положение атома N.
GLN120 цепи С.
Причина маргинальности: 

· Cлишком близкий контакт внутри одной ассиметрической единицы (перекрывание (clash) атома OE1 модели B с молекулой воды на 0.63 Å)
Заметим, что для данного остатка в PDB указано 2 варианта координат бокового радикала с occupancy = 0.5 для обоих вариантов. Маргинальным является один из них (В). Маргинальность заключается в перекрывании электронных плотностей атома кислорода OE1 с атомом кислорода воды. Для данной молекулы воды в PDB указано единственное положение с occupancy = 0.5. Следовательно, в половине кристаллов данный остаток принял конформацию А и может сосуществовать с молекулой воды в той точке пространства, где она описана в PDB. В другой половине кристаллов данный остаток имеет конформацию В, а молекулы воды в той точке нет. В PDB_redo конформации данного остатка были немного изменены, но порядок расстояний до атома кислорода воды для обоих конформеров сохранился. Таким образом, речь идет об ошибочном присвоении остатку статуса маргинального.
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Рис.18. Сравнение PDB с PDB_redo. Построение электронной плотности вокруг GLN120 цепи С с σ=1. GLN120 цепи С выделен голубым цветом. Малиновым показана структура PDB_redo. Вода обозначена крестиком.
ASN117 цепи A.
Причина маргинальности: 

· Попадание в запрещенную область карты Рамачандрана

Рассмотрим восстановленную вокруг данного остатка электронную плотность (рис.19). Заметим, что остаток идеально вписывается в облако электронной плотности. Кроме того, модель, полученная с помощью PDB_redo, идеально совмещается с моделью PDB. Отметим также, что данный остаток не является маргинальным по каким-либо еще показателям. Кроме того, наблюдается остаток ASN117 цепи С, также маргинальный по тому же признаку. Из всего этого можно сделать вывод о том, что этот остаток обладает некой специальной особенностью пространственного расположения, важной для функционирования белка.
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Рис.19. Сравнение PDB с PDB_redo. Построение электронной плотности вокруг ASN117 цепи А с σ=1. ASN117 цепи А выделен голубым цветом. Малиновым показана структура PDB_redo. 
GLU178 цепи В.

Причина маргинальности: 

· bond angle outlier (по атомам CB-CA-C наблюдаемое значение на 10° меньше ожидаемого (100° вместо 110°, с Z-score < -5)
· слишком близкий контакт внутри одной ассиметрической единицы (перекрывание OE2 (clash) с атомом HA 176HIS на 0.42 Å)
· маргинал по торсионным углам в боковой цепи остатка (non-rotameric sidechain; chi angles: 337.9,78.7,89.1)
При восстановлении электронной плотности вокруг данного остатка при отсечке в 1 Å мы можем заметить, что форма облака электронной плотности предполагает наличие каких-то дополнительных атомов, лежащих неподалеку от карбоксильной группы данного остатка. На молекулы воды это не похоже (их ЭП выглядит как компактные одиночные области), а иных молекул в пределе данной ассиметрической единицы не лежит.(Рис.20)
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Рис.20. Построение электронной плотности вокруг GLU178 цепи В с σ=1. GLU178 цепи В выделен голубым цветом. 
Для объяснения появления данного облака электронной плотности было проведено восстановление соседних по кристаллу молекул белка. Как видно из Рис.21, в области рядом с карбоксильной группой данного остатка располагается координируемый данным остатком и соседней по кристаллу молекулой белка (остатком Glu215 цепи А, не являющимся маргинальным по каким-либо показателям) ион цинка.
Дополнительно сравним данный остаток с выдачей PDB_redo. Как видно из рис.22, данный остаток не претерпел каких-либо заметных изменений при дополнительном улучшении модели. Таким образом, неканоничность показателей данного остатка объясняется наличием взаимодействий с соседней ячейкой кристалла. Возможно, в растворе белка этот остаток принимает иные конформации. Однако наблюдаемая конформация обеспечивает межмолекулярное взаимодействие с соседней белковой молекулой, и потому допустима в кристалле. Такая конформация – особенность остатка, а не ошибка расшифровки.
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Рис.21. Построение электронной плотности вокруг GLU178 цепи В с σ=1. GLU178 цепи В выделен голубым цветом. Ион цинка выделен шариком. Из-за особенностей PyMol ион цинка выглядит связанным ковалентно с GLU215 цепи А соседней белковой молекулы, на самом деле это не так.
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Рис.22. Сравнение PDB с PDB_redo. Построение электронной плотности вокруг GLU178 цепи В с σ=1. GLU178 цепи В выделен голубым цветом. Малиновым показана структура PDB_redo.
LEU269 цепи В.
Причина маргинальности: 

· bond length outlier (по атомам CG-CD1 наблюдаемое значение на 0.21 Å меньше ожидаемого (1.3 вместо 1.51, с Z-score < -5)
· bond angle outlier (по атомам CA-CB-CG наблюдаемое значение на 15° больше ожидаемого (132.98 вместо 115.3, с Z-score > 7)
· маргинал по торсионным углам в боковой цепи остатка (non-rotameric sidechain; chi angles: 178.4,339.7)

Этот остаток имеет нестандартно расположенный боковой радикал даже на глаз. При восстановлении электронной плотности заметно, что плоскость расположения терминальных CH3-групп радикала не совпадает с продольной осью облака электронной плотности. Если посмотреть на структуру PDB_redo, то в ней эти группы повернуты так, чтобы максимально находиться в облаке электронной плотности. Судя по всему, имеет место ошибка расшифровки.
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Рис.23. Сравнение PDB с PDB_redo. Построение электронной плотности вокруг LEU269 цепи В с σ=1. LEU269 цепи В выделен голубым цветом. Малиновым показана структура PDB_redo.
Сравнение модели из PDB с моделью из PDB_redo
PDB_redo представляет из себя сервис оптимизации, который позволяет улучшить модель с привлечением ряда параметров, которые используются в процессе улучшения. Авторская модель была загружена в программу, скачан файл, содержащий новую модель после оптимизации. Программа сама считает основные параметры до и после  оптимизации, а также запускает валидацию WhatCheck по основным параметрам.  

Примеры изменений конкретных остатков в результате оптимизации уже приводились в предыдущем разделе. Рассмотрим глобальное изменение конформаций белковой цепи.
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Рис.24. Сравнение моделей PDB и PDB_redo. PDB – зеленая, PDB_redo – малиновая. Отличающиеся визуально петли помечены стрелкой.
Как видно из рисунка 24, не наблюдается каких-либо глобальных изменений в структуре остова модели. Наблюдаются лишь небольшие отличия в положениях некоторых петель.

Что касается показателей модели, то PDB_redo улучшает такие значения как R и R_free, однако улучшения для данной модели незначительные (Rдо = 0.184, Rпосле = 0.1813; R_free до = 0.2327, R_free после = 0.2159).

В целом PDB_redo значимо улучшил 11 остатков модели, для 4 остатков ухудшил показатели маргинальности.

Заключение о качестве расшифровки структуры

Исходя  из  вышеприведённой информации, можно сделать вывод, что качество расшифровки структуры ABC-транспортерного периплазматического связывающего аминокислоты белка можно считать хорошим. Основные параметры качества структуры соответствуют средним показателям как среди структур со сходным разрешением, так и по всему банку PDB, маргинальных остатков не очень много, а те, которые были рассмотрены, могут быть маргинальными в силу особенностей структуры, нежели из-за очевидных ошибок в расшифровке структуры. Повторная оптимизация модели (PDB_redo), хотя и улучшила ряд параметров, но принципиальных изменений в нее не внесла. 
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