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ВВЕДЕНИЕ

CASP (Critical Assessment of protein Structure Prediction) – масштабный эксперимент по определению структур белка, проходящий во всем мире каждые два года, с 1994 г. CASP является не только соревнованием по структурному моделированию; его главные задачи – оценить состояние науки и прогресс в этой области на настоящее время и дать развитие наиболее эффективным программам и методам.
Популярность эксперимента растет с каждым годом: в 2014 году в CASP принимали участие 207 групп и серверов по всему миру. Среди участников есть и группы из России.
План конкурса
Регистрация на конкурс обычно открывается в марте и открыта до сентября, пока не завершится конкурс; регистрируются отдельно «живые» группы и серверы. С мая по июль утверждаются структуры для предсказания. Структуры, решенные с помощью РСА или ЯМР, должны быть готовы по окончании конкурса, но во время эксперимента информация о них держится в секрете. Иначе структура может быть исключена из конкурса, и такие случаи происходят достаточно часто. Далее задания для предсказания распределяются по сложности и категориям и ежедневно публикуются в определенном количестве в «Target List» на сайте эксперимента; в случае серверов, последовательности направляются на них автоматически. Срок предсказания для сервера устанавливается меньше, чем для «живой» научной группы. Каждый участник имеет право предложить не более пяти моделей для каждой структуры.
Далее в сентябре проводится автоматическая оценка моделей в Prediction Center, вычисляются многочисленные числовые показатели качества каждого предсказания. После числовой оценки модели направляются к экспертам, и те исследуют результаты более детально, используя полученные в Prediction Center данные. Общие методы оценки не должны слишком изменяться от CASPа к CASPу, но эксперты имеют право предлагать свои критерии.
В середине ноября определяются участники итоговой конференции и составляется программа встречи. К участию также приглашаются наиболее успешные участники конкурса, их просят кратко рассказать о работе. В начале декабря проходит сама конференция, а незадолго до нее на сайте Prediction Center публикуются модели и результаты автоматической оценки. Подробные результаты экспертной оценки выходят позже в журнале Proteins.

CASP11 проводился и в этом году, 10 декабря завершилась конференция по итогам конкурса, подробные статьи ожидаются в 2015 году. Статьи по результатам CASP10 публиковались по мере появления на сайте журнала Proteins, целиком журнал со всеми результатами вышел в феврале этого года.
Категории и оценка
Категории

Деление заданий по категориям меняется раз за разом. Если в первом CASP-эксперименте категорий было всего три (comparative modeling – моделирование по гомологии, threading – на основе слабого сходства, и ab initio – «из первых принципов», по последовательности), то в CASP10 их было уже 10.
Кроме предсказаний пространственной структуры – TS (tertiary structure), есть категории RR (residue-residue, предсказание контактов между остатками), DR (disordered regions, предсказание неупорядоченных участков) и QA (quality assessment, оценка качества модели при отсутствии экспериментальных данных и оценка качества предсказания определенных остатков). Категория TS также разделяется на подкатегории.
TBM - Template Based Modeling, моделирование по образцу. Сюда относятся и моделирование по гомологии - comparative modeling, и по дальнему сходству - threading (тридинг).

FM  - Template Free modeling, моделирование по последовательности. В эту категорию относят белки, для которых невозможно найти подходящие образцы для моделирования.

Refinement – уточнение моделей.

Contact-assisted structure modeling – моделирование с использованием информации о контактах в белке.

The chemical shifts guided modeling – моделирование с использованием таблицы химических сдвигов, полученных в ЯМР-эксперименте.

Molecular replacement with ab initio models and diffraction data – моделирование с использованием данных РСА и построенной модели в качестве структуры для молекулярного замещения.
Параллельно с CASP10 также проходил эксперимент CASP ROLL (The rolling CASP), сосредоточенный на моделировании ab initio. Необходимость в подобном конкурсе возникла в связи с тем, что белков, подходящих для FM, становится все меньше, и их доля в CASP начинала уменьшаться. Регистрация на CASP ROLL была открыта с конца ноября 2011 г., а с декабря началась публикация заданий. Результаты CASP ROLL обсуждались и оценивались вместе с результатами CASP, и их обсуждение можно найти в соответствующей статье в Proteins.
Обсуждение методов и предсказаний также проводилось на форуме FORCASP.
Полная информация обо всех экспериментах содержится на сайте Prediction Center [1].
Оценка
Автоматическая оценка моделей проводится в Prediction Center (University of California, Davis). Для вычисления показателей использовались три различные программы: DALI16, MAMMOTH, LGA [2].
Основным числовым параметром автоматической оценки в CASP остается GDT_TS  - global distance test_total score. Это средний процент правильно определенных остатков при различном пороге для расстояний между соответствующими Сα-атомами модели и структуры. Многие другие параметры похожи на GDT_TS: GDC_SC вычисляется для соответствующих атомов в боковых цепях, GDT_HA – это GDT_TS при малых порогах. AL0 [AL4] используется для детектирования и правильной оценки случаев, когда есть систематический сдвиг в выравнивании при общем значительном структурном сходстве. RMSD (root-mean-square deviation) используется в автоматической оценке с самого первого CASPа, однако он полезен только для высоко точных моделей. Molprobity scores характеризуют стереохимические параметры модели.
Экспертная оценка проводилась по трем категориям: 
Template based modeling - Gaetano T. Montelione, Rutgers University, USA 

Template free modeling - BK Lee, NCI/NIH, Bethesda, USA 

Refinement and physics-based prediction methods - David Jones, University College London, UK 
По каждой категории в Proteins можно найти соответствующую экспертную статью.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Каждый год организаторы отвечают на вопросы о состоянии науки структурного моделирования: есть ли прогресс, какие программы и алгоритмы предсказания показывают себя наилучшим образом и многие другие.

На рис.1 представлена зависимость GDT_TS от сложности предсказания для лучших моделей из каждого CASP-эксперимента. Под сложностью понимается оценка того, насколько трудно для данной структуры найти гомолога для TBM. Как видно, за последние годы зависимость почти не изменилась. Для сложных последовательностей предсказание по-прежнему затруднено, для средних по сложности структур качество за последние годы почти не изменяется, однако со времени первого CASP изменения значительны. Некоторое снижение качества в CASP10 по сравнению с несколькими предыдущими экспериментами и кажущееся отсутствие прогресса можно объяснить повышением сложности заданий.
[image: image1.emf]
Рис. 1 График соответствия GDT_TS и сложности предсказания для лучшей модели, для каждого CASP [3].
Template free modeling
Задания для моделирования по последовательности были представлены как в CASP ROLL, так и в CASP10. В Proteins разбираются результаты обоих экспериментов [4].

FM остается наиболее сложной и интересной категорией моделирования. Качественные предсказания иногда удается получить лишь для коротких структур, до 120-150 ак. Здесь будут рассмотрены некоторые наиболее интересные, по мнению экспертов, результаты.

T0695-D1 

Среди задач для FM оказалась нетипично большая структура длиной 536 ак. Этот белок состоит из шести последовательных левозакрученных пучков из трех α-спиралей (рис. 2 A). В большинстве моделей были правильно определены α-спирали, но не все распознали повторяющиеся пучки, хиральность пучков в основном была определена неправильно, и ни одна из моделей не имела форму полукруга, как реальная структура. Модели с наибольшими GDT_TS имели плотную укладку, не соответствующую открытой реальной структуре. Наилучшими выбраны модели с четкими пучками спиралей, при этом хотя бы два из них в каждой модели имели правильную хиральность (рис.2 E-G).
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Рис.2 Целевая структура T0695-D1, образцы и модели [4]. Окраска моделей соответствует окраске целевой структуры. (А) Целевая структура T0695-D1. (B) Модель с наилучшим показателем GDT_TS. (C) Пучок альфа спиралей из образца 1gvnA, с такой же хиральностью, как и у целевого белка. (D) Образец 1hciA, в основном использовавшийся при построении моделей. (Е-G) Лучшие модели, по оценке экспертов. Стрелками указаны пучки спиралей с «правильной» хиральностью. 
Ниже представлен график GDT для этой задачи. Видно, что даже лучшие модели серьезно отличаются. График с подобными результатами типичен для категории FM.
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Рис.3 График GDT для T0695-D1 [1]. 

T0653-D1
Эта структура – единственная в CASP10, имеющая целых 17 мотивов LRR (leucine-rich repeat). Особенность ее в том, что она плавно загнута β-листом наружу (рис.4 С), в отличие от большинства структур с LRR, которые загнуты в другом направлении. Интерес этой задачи был именно в том, удастся ли кому-либо предсказать правильный загиб.
Удачными оказались только две модели: при их построении использовался образец 3sb4 (рис.4 G), найденный самим кристаллографом при структурном поиске с помощью Dali, что примечательно. Но лучшей выбрана только одна модель, т.к. другая имела не один, а два излома, в то время как в настоящей структуре нет ни одного.
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Рис. 4 LRR-структуры, образцы и модели [4]. (А) Целевая типичная LRR-структура. (B) Целевая структура без загиба. (С) Структура T0653-D1. (D-E) Другие целевые LRR-структуры, обе имеющие излом. (F) Структура, в основном использовавшаяся в качестве образца. (G) 3sb4, образец, использовавшийся кристаллографом и авторами лучших моделей. (H) Лучшая модель для T0653-D1. (I-J) Лучшие модели для структур D-E.
T0663
Структура этого белка состоит из двух очень похожих доменов (рис.5 А). Каждый из них представляет собой N-концевую спираль, лежащую на антипараллельном β-листе из 4 тяжей, и был целевой структурой в категории TBM. Домены расположены рядом, формируя общий β-лист из 8 тяжей. Для подобных структур взаимное расположение доменов обычно не такое, как в T0663: как правило, последний тяж первого домена взаимодействует с последним тяжом второго (tail-to-head). Здесь же второй домен развернут к концу первого своим первым тяжом (head-to-head). 
Структура доменов в основном была предсказана правильно, но правильное взаимное расположение угадать никому не удалось. Только в трех моделях топология взаимодействий оказалась более-менее верной (рис.5 D-F), но в этих моделях либо домены разделены и не образуют единого листа, либо какие-то тяжи не вошли в единый лист.
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Рис. 5 T0663 и модели [4]. (А) Структура T0663. (В-С) Модели с самыми высокими показателями GDT_TS, но имеющие совершенно неправильное взаимное расположение доменов. (D-F) Выбранные экспертами лучшие модели.
Contact-assisted structure modeling
Интересные результаты удалось получить в категории предсказания, где помимо последовательности предоставлялась информация о контактах в белке [5]. В настоящее время существует немало методов предсказания контактов в белковых структурах, но насколько эта информация может быть полезна при уточнении структур и моделировании, было неясно. В CASP10 участникам удалось получить модели с очень высоким качеством для 15 из 17 целевых структур, используя Rosetta и информацию о контактах для каждого 12-го, в среднем, остатка. Например, одна из моделей имела RMSD всего 2,9 Ȧ. Примеры результатов представлены на рис. 6.
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Рис. 6 Предсказания, значительно улучшенные при использовании информации о контактах [5]. В каждой строчке: самая левая структура – настоящая; посередине – лучшая модель, построенная с использованием знаний о контактах, последняя модель – лучшая среди всех моделей, построенных без дополнительной информации.
Refinement
Наиболее яркие многообещающие результаты получены в категории уточнения моделей [6, 7]. Это уже третий CASP, где представлена данная категория. В этот раз пяти группам удалось улучшить модель лучше, чем это смог бы сделать наивный метод. Уточнить получилось и боковые, и главные цепи. Одной из групп удалось значительно уточнить 90% предложенных моделей, что предполагает существование очень эффективного метода. На конференции выяснилось, что таких результатов удалось добиться применением молекулярной динамики, что оказалось достаточно удивительно для большинства, т.к. метод давно не показывал себя полезным в этой области. 

Однако по-прежнему ни одна из улучшенных моделей не оказалась ближе к настоящей структуре, чем к исходной модели. На рис. 7 представлены примеры лучших результатов. 
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Рис. 7 Некоторые лучшие модели в категории Refinement [6]. В каждом столбце: фиолетовым окрашена настоящая структура, зеленым – стартовая модель, голубым – уточненная модель.
Ниже представлен график GDT для первой из рис.7 целевой структуры. Важно при этом, что автор лучшей модели неправильно предсказал, какой из его пяти вариантов будет лучшим, хотя по качеству они отличаются довольно значительно.
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Рис. 7 График GDT для TR722, все модели [1].
ВЫВОДЫ
С каждым годом CASP привлекает к себе все больше внимания, позволяя всему миру следить за развитием науки предсказания белковых структур. Развитие, определенно, есть, в каждой категории - свое: каждый раз организаторы и эксперты обнаруживают новые подходы, благодаря эксперименту новые эффективные программы получают всеобщее признание, меняются взгляды на то, что ожидает нас в будущем в этой области. Идея CASP безусловно оказалась очень полезной  и должна продолжать совершенствоваться и развиваться. 
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