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Задания по темам «выравнивания» и «поиск»
Ответы сохраняйте в протоколе. Рекомендуется вести протокол в Word. Напишите заголовок: 
«3. Выравнивание последовательностей».  Имена всех сохраняемых файлов начинайте с вашей фамилии латинскими буквами – так нам легче будет не запутаться при проверке. Ниже фамилия зашифрована XXXXXXX. 
1. Опишите участки сходства между последовательностями полипротеинов вирусов ящура (Aphthovirus: Foot-and-mouth disease virus) и полиомиелита (Enterovirus C) и последовательностями геномов.
Этапы работы и указания.
– Найдите вирусы в списке БД Genome на сайте NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome  или используйте Google). Путь по страницам Viruses => ssRNA viruses (здесь и далее Complete genomes) => ssRNA positive strand …(… )  => Picornavirales (…)  => Picornaviridae (…) .  Сохраните в протоколе идентификаторы полных геномов в БД Refseq, они имеют вид NC_ … и много цифр. 
​– Откройте в другой вкладке страницу парного выравнивания программой blast2seq (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi или Google). Далее: по ссылке Align в разделе Specialized blast.
– Для выравнивания геномов: Выберите blastn (меню сверху). Внесите идентификаторы в окошки для 1й и 2й последовательностей (программа добывает сами последовательности из Refseq). Проверьте в разделе Program selection, что выбрана именно программа blastn, служащая для выравнивания нуклеотидных (не обязательно почти совпадающих) последовательностей.  BLAST.  
     Анализ результата. Откройте карту локального сходства (Dot Matrix view). Скопируйте карту в протокол (копирование картинки).  Занесите в протокол: число нуклеотидов в каждой из последовательностей; для выравнивания с наибольшим весом:  начало и конец фрагмента для каждого из геномов (1й обозначен как Subject,  2й - Query), процент совпадающих букв (Identity), процент колонок с гэпами, E-value (Expected). 
    Вопрос 1: гомологичность какой части геномов можно установить построением выравнивания нуклеотидных последовательностей? Подсказка. Этот процент указан в колонке Query cover.
   Вопрос 2(*): найдите в выравнивании подтверждение того, что участок приходится на кодирующую последовательность, и определите рамку считывания (обозначения рамок: 0 – если  1й кодон совпадает с перывми тремя нукл., 1 если 1й кодон  2-4 нукл, 2 – 3-5 нукл). Подсказка: синонимические замены, как правило, соответствуют 3й позиции кодона.
– Для выравнивания полипротеинов необходимо найти идентификаторы соответствующих записей в белковой части БД Refseq. Со страницы со списком геномов пройдите по ссылке “NC_…” для одного и потом второго геномов. Открывающаяся запись по содержанию совпадает с соответствующей записью EMBL (или ENA), а по форме несколько отличается.  Найдите особенность (feature) CDS и в ней -  строчку вида  /protein_id="NP_...". NP_... и есть идентицикатор записи белка. Сохраните идентификаторы двух полипротеинов в протоколе. Выравнивание постройте той же программой blast2seq, для последовательностей белков надо выбрать blastp. 
     Анализ результата. Скопируйте карту локального сходства в протокол.  
    Вопрос 3. Гомологичность какой части геномов можно установить построением выравнивания белков – полипротеинов?  Подсказка. Не забудьте, что Query cover указано для белков, а требуется отнести число гомологичных кодонов , умноженное на 3, к числу нуклеотидов в одном из геномов.

    Вопрос 3а. Какое выравнивание, нуклеотидное или белковое, лучше для установления далёкой гомологии последовательностей? и почему?
    Вопрос 4.  К какому зрелому белку относится  выравнивание с большим весом? 
    Подсказка.  Способ 1. Пройдите по ссылке на запись одного из полипротеинов (щелкнув по идентификатору NP_....). Найдите к какому из зрелых белков (mature_protein), указанных в описании особенностей  (FEATURES) относятся координаты из выравнивания. Способ 2 (*).   

- Щелкните по ссылке Graphics над выравниванием.  Откроется графическое изображение генома с находками. 
- Подвиньте движок между “- “ и “+” до минуса чтобы увидеть весь геном. 

- Добавьте изображение зрелых белков: Configure => Features, поставьте галочку против  Mature peptide => Configure 
- Подведите курсор к нужной полоске или щелкните по ней.
2. Предскажите род вируса и функцию зрелого белка, фрагмент последовательности которого содержится в файле Q8V603.fasta. (Ответ “полипротеин”  недостаточен) . Опишите парметры всех сходных последоывательностей в банке Swissprot.
Этапы работы и указания.
– Выполните поиск в базе данных SwissProt с помощью BLAST на сайте NCBI. Надо проверить/установить следующие параметры: (1) программа blastp; (2) отключить Align two sequences, если отмечено; (3) база данных  Uniprot/SwissProt; скопировать последовательность в fasta формате в окошко (т.е. первую строку  “>Q8V603” оставить). BLAST

      Анализ результата. Для лучшей находки сохраните в протоколе: (1) процент покрытия входной последовательности выравниванием; (2)  процент совпадающих аминокислотных остатков в выравнивании ("Identity") ; (3) меру достоверности находки (E-value, она же Expected); (4) процент функционально сходных остатков  ("Positives"); (5) число гэпов ("W–––P" — один гэп) в выравнивании; (6) процент всех символов гэпа «–».  
Опишите лучшую находку: ID, AC, функцию зрелого белка (как в задании 1). 
      Для предсказания рода откройте Taxonomy report находок (в одном из верхних меню)
     Определите граничное значение E-value, отделяющее правильные находки  от неправильных. Правильную находку определяйте по таксономии и функции, Укажите параметры сходства для (7)  самой “плохой” правильной находки; (8) самой “хорошей” неправильной.

3. Сохраните в файле XXXXXXX_homologs.fasta  10-15 последовательностей белков, гомологичных белку, выбранному  на первом занятии. 

Указания. Используйте BLAST. При выборе последовательностей следите за покрытием входной последовательности выравниванием и процентом идентичности (Identity): покрытие должно быть  большое, а идентичность отобранных последовательностей разная (но не менее 40%) . Этим отметаете фрагменты и не получится, что все отобранные последовательности почти идентичны. Если в БД Swissprot подходящих находок недостаточно, то повторите поиск выбрав БД Refseq-proteins. Отмечаете находки галочками в списке => Download, Fasta (complete sequences) и сохраняете с нужным именем в своей директории. 
4. Постройте  множественное выравнивание последовательностей белков, отобранных вами. Постройте филогенетическое дерево этих белков.  Берите либо выборку с занятия 1, либо полученную с помощью BLAST – на ваше усмотрение.  (Выборки занятия 1, задание 5: Атабекова – полипротеины, нет сходства; Устянцев – файл непригоден по техническим причинам; Булатова – ок; Давыдова –ок + (переименовать файл как требовалось!);   Дмитриева – ок+; Калинкина – сходство практически не детектируется; Хоконова –  сходство есть, но слабое; Шарапова – ок+; Сычева – только 2 посл.; Закубанский – ок+.)

Эиапы и указания.
 – Откройте файл программой  JalView. Запустите JalView => File => Input Alignment =>  From File , в меню “Files of type” выбираете «fasta», затем находите свой файл.

– Постройте выравнивание. Web Service => Alignment => Muscle with Defaults. Дождитесь результата работы программы. Раскрасьте выравнивание по ClustalX,  используйте также Color by conservation - позволяет менять порог консервативности.

– Выделите абсолютно консервативные позиции – позиции, в которых стоит  один и тот же остаток во всех последовательностях. Для этого в меню Color выберите Above Identity threshold и поставьте 100%.
–  Внесите в протокол координаты одного мотива - участка. предположительно, важного для функции.  Что важно, то консервативно, сохраняется у всех (большинства) гомологов. Выберите участок с >= 3 абсолютно консервативными позициями, и такого, что между соседними консервативными позициями расстояние не более 6 и нет колонок с гэпами.  
– Постройте филогенетическое дерево. Calculate => Calculate Tree => Average Distance Using % Identity. Сохраните дерево в формате Newick, имя файла XXXXXXX.tre. 

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

 – Сохраните изображение филогенетического дерева. Откройте дерево (файл с расширением tre) программой Mega. Придайте ему какую-нибудь красивую форму и сохраните: Image => Save (emf). Имя XXXXXXX.emf
5. (*) Найдите мотивы у вирусных РНК-зависимых РНК-полимераз семейства RDRP_3 (согласно БД Pfam). Внесите мотивы в протокол в виде паттернов, например,   GXXDXXS. Здесь G, D и S – абсолютно консервативные позиции, X – любой ам инокислотный остаток. JalView => File => Fetch sequences, БД Pfam(seed), RDRP_3 в окошко => OK 
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