Оценка качества структуры

Note that we talk of models rather than structures, since a model is just a human being's hypothesis of a simplified representation of a molecule (a collection of point atoms, often even ignoring hydrogen atoms).

Gerard Kleywegt
(+) Разрешение:  отражает теоретически различимые, при данным наборе рефлексов, сгущения электронной плотности. (Предостережение: это не то же самое, что ожидаемая ошибка в определении координат центра атома!)


Есть небольшой произвол в определении разрешения! Но 1.5 ангстрема – это не 3.0 ангстрема.

(-/+) R-фактор: отражает то, насколько наблюдаемые интенсивности рефлексов соответствуют интенсивностям, рассчитанным по окончательной модели путем решения прямой задачи теории рассеяния. 


R = { SUM weight * | |Fobs| - scale * |Fcalc| | } / { SUM weight * |Fobs|} (+ члены, оценивающие отклонения в длинах ковалентных связей, углов между связями от идеальных значений)

Программы уточнения структуры минимизируют тесно связанную с R величину 

    SUM weight * ( |Fobs| - scale * |Fcalc| )^2

Низкая значимость R-фактора для оценки качества модели определяется именно тем, что он минимизируется программами уточнения, и возможет overfitting – “переоптимизация”

(+!) Свободный R-фактор: отражает то, насколько наблюдаемые интенсивности соответствуют интенсивностям, рассчитанным по окончательной модели, для контрольного множества рефлексов;  при этом модель оптимизируется по уменьшению R-фактора остальных рефлексов.
         R_free < 25%  свидетельствует о хорошей структуре 
         R_free > 40% - к структуре следует относиться с осторожностью

(+/-) Разность между R_free и R: Контролирует ovefitting (“переоптимизацию” – уточнение модели, снижающее R-фактор, но, возможно, удаляющее модель от действительности) 

(R_free – R): хорошо если < 5%; если больше, то следует иметь ввиду возможность  overfitting’а


(-/+) B-фактор (он же - Atomic Displacement Parameter (ADP), он же - температурный фактор): вычисляется для каждого атома, отражает насколько восстановленная вокруг него электронная плотность шире (более размазана в пространстве), чем в идеальной модели.

Лунин: при значении  >40 к координатам атома относиться с осторожностью, при значении 100 или больше – экспериментальные данные в модели интерпретированы произвольно, может (но не обязана!) быть ошибка в определении координат. 

Низким значениям B-фактора при плохом разрешении (например, 3 ангстрема) доверять не следует.

При очень хорошем разрешении (например, 1 ангстрем) B-фактор более значим. При этом если B-фактор повышен для близко лежащих атомов, то это довод в пользу локальной конформационной подвижности боковой цепи или даже участка области белка. 


(+/-) Наличие в PDB, кроме модели, также файла структурных факторов  дает возможность восстановить “экспериментальную” функцию электронной плотности по фазам из модели и интенсивностям рефлексов – из файла структурных факторов (есть варианты: взять интенсивности, средние между экспериментальными и рассчитанными по модели). С помощью средств визуализации электронной плотности можно “вручную” проверить, насколько вписываются атомы модели в “экспериментальную” электронную плотность. 

“Эскпериментальная” – в кавычках, т.к. это все-таки расчетная величина. Однако если модель (т.е. координаты) правильная вплоть до атомов, то все атомы ее будут вписаны в сгущения электронной плотности; если же какие то атомы не вписаны в сгущение электронной плотности, или сгущения слабые (электронная плотность ниже, чем должно быть), то значит с моделью что то не то, возможна ошибка в в координатах или типах атомов в модели.

(+/-) Real-space value R  (RSR): формализованная оценка соответствия “экспериментальной” функции электронной плотности и идеальной, рассчитаной только по модели (см. предыдущий пункт). Применима к отдельным остаткамЮ атомам, областям белка. В пространстве строится трехмерная решетка и по всем ее узлам в интересующей области считается сумма 
RSR = SUM | rho_obs – rho_calc | / SUM | rho_obs + rho_calc | *100%

Чем меньше процент, тем лучше.

(+!) Карта Рамачандрана:  оценивает качество модели остова по параметру, который обычно не используется при оптимизации (хотя, со слов Лунина, уже пробуют добавить соответствующий член в составной R-фактор) 

Если более 5% остатков находятся вне области допустимых значений на карте Рамачандрана, то это свидетельствует о невысоком качестве модели белка (естественно, чем выше этот процент, тем хуже).  

(-/+) Угол  (
Для cis-конформации остова остатка полипептидной цепи он в районе 0°, для   trans-конформации – в районе 180°.

Trans-конформации в белках очень редки, и к тому же наблюдаются почти исключительно при пролинах (перед остатком пролина)

Программы оптимизации всегда заботятся о правильности углов (. 
Значения вне  +/-20°  и +/-160°  должны рассматриваться, прежде всего, как возможные ошибки в модели. Только в структурах с высоким разрешением (например, 1.2 ангстрема) можно думать, а не есть ли нетипичный угол ( редкой особенностью данного белка; чтобы принять это объяснение, нужны аргументы, объясняющие почему данный остаток принял столь энергетически невыгодную конформацию.

(+) χ-углы боковых цепей.  

У боковых цепей есть свои вращательные степени свободы, аналогичные углам φ,ψ. Они обозначаются χ1, …, χ4 (chi_1, …, chi_4). У разных типов остатков бывает от 0 (gly) до 4х ( arg, lys) углов  ”хи”. Для этих углов также есть “благоприятные” и “неблагоприятные” значения. Положения боковых цепей с наиболее предпочтительными значениями этих углов называются ротамерами. 

Большое количество боковых цепей в конформациях с углами “хи” вне благоприятных значений подозрительно на плохое качестов модели.

(+/-) C-alpha тест
Можно контролировать расстояния между последовательными C_альфа атомами (~2.9 Å для cis-  и ~3.8 Å для trans-конформации пептида), а также псевдо-торсионные углы – торсионные углы между последовательными четверками C_альфа атомов. Есть соответствующие карты и разрешенные области на них. 

В случае структуры, содержащей C_альфа атомы только, этот тест может заменить карту Рамачандрана.

(+!) Анализ межатомных контактов (directional atomic contact analysis,  DACA)

Для каждой группы атомов белка рассчитывается число (score), отражающее насколько комфортабельно чувствует себя данная группа в окружении соседей (гидрофобные группы лучше себя чувствуют в гидрофобном окружении, полярные атомы “хотят” образовать водородную связь и т.п.). Основой для оценки служит сравнение с “типичным” (усредненным) окружением подобных групп в большой выборке структур PDB. 

Если область в модели или вся модель получает низкую оценку, то это серьезный довод в пользу наличия ошибок в модели.

(+) Сравнение двух конформаций в ассиметрической ячейке.
Иногда в PDB файлах ассиметрическая ячейка содержит две копии одного и того же белка. Если этот так, то чаще всего, копии имеют конформационные различия (иначе можно было бы, вероятно, уменьшить ассиметрическую ячейку). Если при сравнении (наложении) копий друг на друга обнаружены значительные расхождения, например, в ходе участка полипептидной цепи, то, либо конформационные изменения могут быть объяснены (контактами только одной копии белка с молекулами из соседней ячейки, известной конформационной подвижностью субдоменов и т.п.), либо это связано с ошибками в модели. 
 

(-/+) Стереохимические критерии – длины связей, углы, хиральность аминокислотный остатков и боковых  цепей. 


Программы оптимизации модели следят, чтобы с этими параметрами все было в порядке (соответствующие члены входят в R-фактор). 

Раньше по длинам связей можно было определить какой программой опимизировалась структура; теперь эти параметры стандартизованы.


Существенные отклонения для этих параметров – скорее всего ошибка модели; в редких случаях при высоком разрешении можно думать о том, что наблюдаемые энергетически невыгодные значения геометрических параметров вынуждены какими-либо причинами.

http://www.cis.rit.edu/htbooks/nmr/inside.htm

Типы ошибок, обнаруживаемых в файлах PDB.
1. В худшем случае – модель абсолютно неправильная! Есть примеры в PDB (old)
2. Элементы вторичной структуры найдены правильно, но соединены в полипептидную цепь в неправильном порядке.

3. Встречающаяся ошибка: пропущен остаток, что приводит к тому, что участок цепи вписывается в электронную плотность со сдвигом. Есть ссылки на примеры. 

4. Известная экспериментатору последовательность содержит ошибку.

5. Неправильно построена модель боковой цепи или даже короткого участка остова. Часто связана с низким разрешением в сочетании с плохими фазами.

6. Ошибки в процессе уточнения модели

Why do models with serious flaws nevertheless end up in the literature and databases ? Possible causes may be: 

· inexperienced, under-supervised people do the work (and have a supervisor who may be in a hurry to publish) 

· computer programs are used as black boxes 

· methodological improvements are not adopted until the limitations of older ones have been experienced first-hand 

· intermediate models are not subjected to critical and systematic quality analysis 

· "quality indicators" are used that are strongly correlated with parameters that are restrained during refinement (RMS deviation of bond lengths and angles from ideal values, etc.) 

Хорошая модель 
1. Химия:
 длины ковалентный связей, углы, хиральность, 


2. Физика
3. Кристаллография
4. Статистика
5. Структура белка
6. Биология
1. chemical sense: normal bond lengths and angles, correct chirality (no D-amino acids unless you know from other sources that they are present), flat aromatic rings, flat sp2-hybridised carbons, etc. 

2. physical sense: no interpenetrating non-bonded atoms, favourable packing of the molecules in the crystal, related atoms display similar thermal disorder, occupancies of alternative conformations add up to one, etc. 

3. crystallographic sense: the model adequately explains the experimental data 

4. statistical sense: the model is the best hypothesis to explain the data, with minimal over-fitting (few assumptions) 

5. protein-structural sense: the model "looks like a protein": reasonable Ramachandran plot, not too many unusual side-chain conformations, not too many buried charges, residues are "happy" in their environment 

6. biological sense: the model explains previous observations (sometimes it disproves earlier experiments ...), e.g. with respect to activity, specificity, effect of mutations or inhibitors; also, the model should enable you to make predictions (e.g.: "if we mutate this aspartate to asparagine, it should kill the enzyme") that can be tested experimentally ("falsifiable hypotheses") 

Перевожу
Хорошая модель
Some concepts

Accuracy, precision and significance are three concepts that many crystallographers use in a hand-waving sort of way. Please remember: 

· Accuracy is related to how far from "the true value" a measurement is (or how far from the true structure a model is) 

· Precision has to do with the level of detail (the decimal places, if you like) 

Knowing this, you will realise that 4.7352516121262 is a very precise, but hopelessly inaccurate approximation of the value of pi. On the other hand, 3.14 is a somewhat more accurate, but not very precise approximation. 

To most crystallographers, "significant" means: "I think it's large". You will often read things like "the loop is shifted significantly" or "the orientation of the aspartate sidechain in the two complexes differs significantly" in papers describing protein crystal structures. This rarely (if ever) implies that any statistical significance test has been carried out. 

Another trap to be aware of (and one that countless many crystallographers have also fallen into) is that of deriving "high-resolution information" from low-resolution models. For instance, in a typical 3 Å structure, the uncertainty in the position of the individual atoms can easily be 0.5 Å or more. Nevertheless, many such models have been described where hydrogen bonding distances are listed with a precision (note: not accuracy !) of 0.01 Å (probably because the program that was used to calculate these distances used that particular precision), and solvent-accessible surface areas with a precision of 1 Å2 ... 

Validation criteria

If you look it up in a dictionary, "validation" is defined as: 

· to declare or make legally valid 

· to mark with an indication of official sanction 

· to substantiate or verify 

Many statistics, methods, and programs were developed in the 1990s to help identify errors in protein models. These methods generally fall into two classes: one in which only coordinates are considered (such methods often entail comparison of a model to information derived from structural databases), and another in which both the model and the crystallographic data are taken into account. Alternatively, one can distinguish between methods that essentially measure how well the refinement program has succeeded in imposing restraints (e.g., deviations from ideal geometry, conventional R-value) and those that assess aspects of the model that are "orthogonal" to the information used in refinement (e.g., free R-value, patterns of non-bonded interactions, conformational torsion-angle distributions). An additional distinction can be made between methods that provide overall (global) statistics for a model (such methods are suitable for monitoring the progress of the refinement and rebuilding process) and those that provide information at the level of residues or atoms (such methods are more useful for detecting local problems in a model). It is important to realise that almost all coordinate-based validation methods detect outliers (i.e., atoms or residues with unusual properties): to assess whether an outlier is an error in the model or whether it is a genuine, but unusual, feature of the structure, one must inspect the (preferably unbiased) electron-density maps ! 

If you are interested in the overall quality of a model (e.g., to decide if it's good enough to use as a starting point for comparative modelling), strong and global quality indicators are most useful. Examples of such criteria are (don't worry - you'll learn what they are soon): 

· Free R-value 

· Packing score 

· Ramachandran plot 

Общая оценка качества структуры

· Свободный R фактор

· Качество упаковки

· Карта Рамачандрана

If, on the other hand, you are interested in finding the local errors (to decide if the active site in a model is good enough to use it for the design of ligands), strong and local methods are most suitable. Examples of these are: 

· Real-space fit 

· Main-chain torsion-angle combinations 

· Side-chain torsion-angle combinations 

Локальные оценки качества 
Unfortunately, in many papers that describe macromolecular crystal structures, "quality criteria" are quoted that do not necessarily provide any indication whatsoever of the actual quality of the model. Examples are: 

· Conventional R-value 

· RMS deviation of bond lengths and angles from "ideal" values 

· Average temperature factor of the atoms in the model 

It is also important to realise that every quality check that a model passes provides a necessary but insufficient indication of the model's correctness. Remember that a good model makes sense in just about every respect. 

Методические указания.

ПРИМЕР описания состава структуры
Примерная схема описания структуры из PDB
Название структуры.

PDB код.

Разрешение 

Год  издания

Табл. 1 Состав комплекса.  

	Полипептидные цепи

	Остатки
от - до: цепь
	Название субъединицы белка

	1-205:A
	......

	1-205:B

	..........

	Гетеромолекулы и гетерогруппы

	ID
	Название
	Формула
	Число копий
	Комментарии

	MH2
	MANGANESE ION, 1 HYDROXYL COORDINATED
	2(H1 MN1 O1 2+)

или

2[MN(OH)]+
	2
	По одному в каждой субъединице белка

	*.MN
	Ион марганца
	MN
	2
	По одному в составе каждого MH2

	*.O1
	Координирующий гидроксил
	OH-
	2
	Каждый связан со своим атомом марганца

	HOH
	Вода
	H2O
	925
	


Файл структурных факторов (есть, нет)

     Число рефлексов

