Практикум по биоинформатике для студентов каф. вирусологии, февраль 2013


Задания по теме «выравнивания»
Ответы сохраняйте в протоколе. 
Напишите заголовок: «3. Выравнивание последовательностей»
1)  Постройте программой «BLAST для двух последовательностей» (bl2seq) частичные выравнивания и карту локального сходства полипротеинов вирусов ящура (Aphthovirus) и полиомиелита (Poliovirus). Cохраните карту локального сходства. Занесите в протокол ответы на следующие вопросы:

a) Сколько выравниваний выдано? 

b) Характеристики трёх лучших выравниваний: веса (Score) – в битах и обычные (приведённые в скобках), значение характеристики «Expect» (E-value), процент сходства, число вставок (gaps).

c)  Приведите границы участков двух полипротеинов, попавших в выравнивание с наибольшим весом. Какие зрелые белки попадают в эти участки?
d)  (*) Как вы думаете, какие из выданных выравниваний отражают гомологию участков последовательностей, а какие появились по случайным причинам?

Этапы работы и указания.
 – Выясните AC нужных вам записей Swiss-Prot. Зайдите в SRS (http://srs.ebi.ac.uk), перейдите на вкладку Library Page. Отметьте галочкой checkbox против названия банка UniProtKB/Swiss-Prot. На​жмите кнопку Standard Query Form. Выберите поле Organism Name и в окошке напишите название нужного организма. Выберите любой штамм и спишите AC из второй колонки. Повторите для другого организма.
 – Получите последовательности в fasta-формате. Откройте две новых вкладки (или окна) браузера и в адресные строки внесите http://www.uniprot.org/uniprot/XXXXXX.fasta (вместо XXXXXX надо подставить AC каждой из записей). Не закрывайте эти вкладки, они вам пригодятся далее.
 – Постройте частичные выравнивания и карту локального сходства. Зайдите на сайт «BLAST на NCBI» (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Перейдите по ссылке “protein blast”. Найдите checkbox “Align two or more sequences” и поставьте туда галочку – откроется два окошка. В одно скопируйте последовательность одного белка, в другое – другого. Нажмите BLAST.
 – Рассмотрите и скопируйте карту локального сходства. Для этого щёлкните по крестику “Dot Matrix View”. Рассмотрите карту, чтобы понять, какую информацию она содержит. Чтобы скопировать изображение, щёлкните по нему правой кнопкой мыши и выберите “Save picture as” (или аналогичный пункт меню, в зависимости от используемого браузера).
 – Проанализируйте выданные частичные выравнивания. Каждое выравнивание может содержать несколько «блоков» по 60 позиций в каждом. Перед выравниванием приводятся его характеристики (Score и др.). Границы выровненных участков следует смотреть в начале первого блока и в конце последнего.
 – Выясните, в какие зрелые белки попадают сходные участки. Для этого надо в адресных строках вкладок с последовательностями заменить “.fasta” на “.txt” – появятся полные тексты записей SwissProt. В них надо найти строки, отвечающие полю FT с ключами CHAIN и разобраться.
2)  Проделайте работу, аналогичную предыдущему заданию, но не для самих белков, а для кодирующих их последовательностей.
Указания.
 – Выясните AC соответствующих записей банка EMBL. Они указаны в записях SwissProt в поле DR с ключом EMBL. Если их несколько, берите любой.
–  Получите последовательности записей EMBL. Это можно сделать либо через SRS, либо в Европейском нуклеотидном архиве (ENA) по адресу http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/XXXXXX&display=fasta (подставив AC вместо XXXXXX).
 – Не забудьте на сайте BLAST выбрать не “protein blast”, а “nucleotide blast”!
 – Правильно выберите программу пакета BLAST.  По умолчанию запускается т.н. megablast, предназначенный для поиска почти точных совпадений – в данном случае скорее всего ни одного выравнивания он не найдёт (можете попробовать!). Чтобы получить что-нибудь, необходимо отметить “Somewhat similar sequences (blastn)”. Для более адекватного выравнивания нуклеотидных последовательностей желательно также открыть “Algorithm parameters” и поменять Match/Mismatch Scores на “1,–1”, а Word size на “7”.
Одна из целей данного задания – продемонстрировать, что для выравнивания кодирующих последовательностей правильнее применять выравнивания их трансляций.

3)  Создайте множественное выравнивание и филогенетическое дерево последовательностей гемагглютининов, сохранённых вами на предыдущем занятии. 
Указания.
 – Запустите программу JalView.

 – File → Input Alignment → From File , в меню “Files of type” выбираете «fasta», затем находите свой файл.

 – (*) попробуйте глазами определить, в какие последовательности и в каком месте нужно вставить гэп, чтобы получить правильное выравнивание. Может помочь меню Colour, в котором можно выбирать разные раскраски букв.
 – Web Service → Alignment → Muscle with Defaults. Дождитесь результата работы программы. Раскрасьте выравнивание по Blosum62 score.
 – Найдите две последовательности, представляющие собой фрагменты (не полноразмерные белки). 

– (*) откройте полные записи Swiss-Prot, соответствующие этим последовательностям и определите, написано ли там и в какой форме, что это фрагменты? Составьте запрос к SRS так, чтобы эти последовательности не попали в результат поиска.
 – Удалите фрагментарные последовательности из выравнивания (щёлкните по названию последовательности, чтобы выделить её, затем нажмите клавишу Backspace, чтобы удалить выделенную последовательность).
– Постройте филогенетическое дерево (Calculate → Calculate Tree → Average Distance Using % Identity).

 – Сохраните дерево в формате Newick (обязательно придайте файлу расширение .tre!)

 – Сохраните «Проект JalView» в виде файла hema.jar (File → Save → находите свою папку, в нижнем меню выбираете JalView, в верхнем окошке пишете имя файла).

 – Откройте дерево (файл с расширением tre) программой Mega. Придайте ему какую-нибудь красивую форму и сохраните изображение.
4)  Проделайте всё то же, что в предыдущем задании, кроме последнего пункта, для белков M1. Какой белок более консервативен, гемагглютинин или M1? (отметьте в протоколе).

5)  (*) Сохраните выравнивание, полученное в задании 3, в одном из стандартных форматов (fasta, Clustal или msf). Откройте его программой MEGA и конвертируйте в формат этой программы. Реконструируйте филогению последовательностей одним из методов (кнопка Phylogeny). Сравните деревья, полученные двумя программами (Указание: при сравнении топологий деревьев нужно сравнивать прежде всего деления множества последовательностей на две части, задаваемые ветвями. Попробуйте найти деление, которое есть в одном дереве, но нет в другом).
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