Практикум по биоинформатике для студентов каф. вирусологии, февраль 2013


Задания по теме «поиск по сходству»

Ответы сохраняйте в файле Protocol.doc. 

Напишите заголовок: «4.Поиск по сходству»

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/  BLAST (NCBI, USA)

http://www.ebi.ac.uk/Tools/similarity.html  Blast2-NCBI, FASTA  (EBI, UK )
1. В файле Q8V603.fasta лежит трансляция фрагмента открытой рамки из генома одного из positive-strand ssRNA вирусов. 
(a) Найдите последовательность, наиболее сходную с данной, среди аннотированных белковых последовательностей (банк SwissProt). Сохраните в протоколе:
(i) данные, характеризующие сходство входной последовательности и лучшей находки
- длину входной последовательности, координаты (от – до) сходных участков во входной последовательности и лучшей находке;
- меру достоверности находки;
- процент совпадающих аминокислотных остатков ("Identity") ;
- процент функционально сходных остатков  ("Positives"); 
- число гэпов ("W–––P" — один гэп) в выравнивании;

- процент всех символов гэпа «–»;
(ii) данные, характеризующие лучшую находку:
- ID, AC, название всего белка, таксономические данные;
- название зрелого белка, на который приходится находка;

(iii) предполагаемую функцию белка, фрагмент последовательности которого лежит в файле Q8V603.fasta  .
Указания. Используйте BLAST для белков (BLASTP) на сайте NCBI.  Выберите базу данных SwissProt.  Последовательность положите  в окошко, “BLAST”. Все необходимые данные можно найти на странице с находками и в полной записи лучшей находки, пройдя по ссылке. Полезно изучить таксономию находок, пройдя по ссылке ‘Taxonomic report” (сверху).
 ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ: формат записи в БД на сайте NCBI (USA) по форме, но не по содержанию, отличен от европейского!

 (b) Основываясь на таксономии и функции всех находок, определите граничное значение E-value, отделяющее правильные находки  от неправильных. Укажите параметры сходства для 

(i)  самой “плохой” правильной находки,
(ii) самой “хорошей” неправильной.
2. Сравните результаты двух поисков нуклеотидной последовательности q96725_cds.fasta, содержащей   фрагмент кодирующей последовательности вирусного белка, по разделу “Viruses” банка нуклеотидных последовательностей: (1) нуклеотидной последовательности против нуклеотидного банка (BLASTN) (2) трансляции этой последоватльености (файл q96725.fasta)  против трансляций в 6-и рамках нуклеотидного банка (программа TBLASTN). Заполните табличку 

	Значения E-value
	Число находок

	
	BLASTN
	TBLASTN

	E<10–10
	
	

	10–10≤ E <0.001
	
	

	0.001 ≤E <0.5
	
	


Выберите нужную версию BLAST. Для нуклеотидного BLAST выберите вариант ”Somewhat similar sequences” (blastn). Ограничьте поиск разделом Viruses. В меню “Algorithm parameters” установите ограничение на число находок равным 1000. Сохраните результаты поиска в виде таблицы: сверху страницы “Download”→”Hit table (text)”. Если вы знакомы с Excel, удобно открыть этот файл в Excel.  Внесите результат в табличку. Повторите с другой программой. 

(b) (*) Внесите в протокол ваши наблюдения о том, какой программой следует пользоваться для поиска по сходству с кодирующей нуклеотидной последовательностью?

