Практикум по биоинформатике для студентов каф. вирусологии, сентябрь 2015

Задания по темам «выравнивание» и «поиск»
Ответы сохраняйте в протоколе. Напишите заголовок: «2. Выравнивание и поиск».  
Имена всех сохраняемых файлов начинайте с вашей фамилии латинскими буквами – так нам легче будет не запутаться при проверке. Ниже фамилия зашифрована XXXXXXX. 
СРАВНЕНИЕ ГЕНОМОВ ВИРУСОВ С ПОМОЩЬЮ КАРТЫ ЛОКАЛЬНОГО СХОДСТВА
1. Найдите и опишите в протоколе три пары вирусов, геномы которых находятся в следующих отношениях:
  a) гомологичны почти по всей длине (сумма длин гомологичных участков более половины каждого из геномов)
  b) не имеют гомологичных участков (участки не достоверного сходства не в счёт)
  с)  имеются сравнительно короткие гомологичные участки (суммарная длина гомологичных участков менее половины каждого из геномов)
Описание должно включать 

- семейство, название каждого вируса из пары, и его хозяина
- идентификаторы записей с геномом 

- длины геномов (в п.н.)
- суммарный процент гомологичных участков относительно длины одного из геномов

- карту локального сходства геномов

- характеристику  сходства геномов – свободный текст (о длинах гомологичных участков, их достоверности – E-value, и типичном проценте совпадающих букв в выравниваниях гомологичных участков)

Рекомендации

- откройте страницу геномов: NCBI Genome (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) => Viruse => Browse viral genomes by family
- в другой вкладке откройте страницу bl2seq, доступную со страницы  BLAST на сайте NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) чтобы оперативно проверять сходство выбранных геномов: 
  
в окошках можно указать идентификаторы записей (типа NC_123..), а не только сами    

последовательности; 
выбирайте алгоритм blastn и в верхнем меню, и в нижнем – над кнопкой BLAST;

дождавшись результата, смотрите на карту локального сходства (DotMatrix)

- выбирайте вирусы с не фрагментированным геномом длины меньше 20 000 п.н. (соблюдение этих условий не обязательно, но упрощает анализ);

- для a) выбирайте вирусы из одного семейства;  

- для b) выбирайте вирусы из разных семейств;
- для c) пробуйте разные варианты, используйте свои знания из вирусологии!
- наверное, придется перебрать несколько пар вирусов  пока найдете подходящие!

ВЫРАВНИВАНИЕ ГОМОЛОГИЧНЫХ ГЕНОМОВ 

2.  Постройте выравнивание полных геномов из задания 1а и укажите координаты гомологичных участков  (номера позиций от – до). 

Результат  - координаты в отчете и файл с последовательностями и их выравниванием в формате проекта JalView  (XXXXXXX_aligned_genomes.jvp)
Указания. 
- Сохраните обе последовательности в одном файле в формате fasta. Найдите каждую из последовательностей в GenBank (если не закрыли окно – щелканьем по идентификатору). Сохраните в fasta формате (send => to file, формат fasta); вторую добавьте в тот же файл. 
- Откройте файл программой Jalview (File => Input from alignment)
- раскрасьте по нуклеотидам ( color => nucleotides) и
- установите раскраску только при 100% совпадении букв в колонке (color => Above identity threshold)

- выровняйте последовательности (Web service => alignment => Muscle (default) или любая др. программа выравнивания, которая не откажется работать)

- раскрасьте так же выровненные последовательности 

- найдите достаточно длинные (более 20 столбцов) участки, на которых нет гомологичности; это либо участки с делециями/вставками, либо такие, на которых идентичных колонок меньше половины; занесите в протокол координаты гомологичных участков; не могу предвидеть, как будет выглядеть ваше выравнивание, поэтому проявляйте здравый смысл по мере необходимости))) Или спрашивайте преподавателей.

- (*) для интереса найдите рамку считывания какого-нибудь гена по чередованию две консервативные позиции, одна неконсервативная и т.д. (ясно в чем дело?)
- coхраните результат как проект

ВЫРАВНИВАНИЕ КОДИРУЮЩИХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ: ВЫРАВНИВАТЬ ГЕНЫ ИЛИ БЕЛКИ?

3. Для пары энтеровирусов сравните процент гомологичных участков, определяемых  выравниванием нуклеотидных последовательностей геномов (программа blastn) и формальных трансляций этих геномов в шести рамках (программа tblastx)
Указания. 

- используйте ту же программу bl2seq, запомните процент гомологичных участков и сохраните карту в протоколе

- вернитесь (Edit and resubmit) и во второй раз выберите программу tblastx из верхнего меню

- оформите протокол (две карты, два процента “покрытия” и комментарий)

МНОЖЕСТВЕННОЕ ВЫРАВНИВАНИЕ. РЕКОНСТРУКЦИЯ ФИЛОГЕНИИ. PFAM.
4.  Постройте выравнивание последовательностей белков, отобранных вами на предыдущем занятии (задание II.5) и сохраните филогенетическое дерево 
Указания. 

- используйте Jalview для выравнивания
- раскрасть по методу Clustalx и подберите порог “by conservation”  так, чтобы лучше было видно сходство и различия между последовательностями 
- проверьте выравнивание! В нем могут оказаться последовательности негомологичных белков (что видно по малому числу совпадений) или короткие фрагменты белков. Удалите “плохие” последовательности из выравнивания 
– постройте филогенетическое дерево (Calculate → Calculate Tree → Average Distance Using % Identity).

 – сохраните дерево в формате Newick (имя файла XXXXXXX.tre где XXXXXXX – ваша фамилия латинскими буквами)

 – сохраните «Проект JalView» в виде файла XXXXXXX_homologs.jvp (в самом большом окне File → Save Project → 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.

АННОТАЦИЯ ПО СХОДСТВУ 
5. Предскажите функцию белка g17, полученного в результате секвенирования и аннотации (поиска генов) паразита водорослей Amoeboaphelidium protococcarum. 

Указания.

- используйте поиск  blastp в базе данных Refseq Proteins
- выберите лучшую находку с хорошо аннотированным белком

- опишите результат в протоколе (E-value, coverage %, identity %, функция, таксономия выбранной находки)

ПОИСК ОТДАЛЕННЫХ ГОМОЛОГОВ

6. Найдите по четыре - пять гомологов белка integrase.fasta  среди a) вирусов b) бактерий c)  архей d) эукариот. Верно ли, что представители таксонов находятся на отдельных кладах филогенетического дерева, построенного по выравниванию последовательностей?

Указания.

- используйте поиск  blastp в базе данных Refseq Proteins с ограничением таксона; каждый раз отметьте несколько находок галочкой и сохраните их в формате fasta (Download => Fasta (complete sequences) )

- добавляте скачанные последовательности в один файл

- откройте его в JalView, выровняйте последовательности и постройте филогенетическое дерево

- ответ на вопрос включите в протокол

-  

=================
(*) ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ ЗАДАНИЯ

Объясните какие эволюционные и явления привели к такой карте локального сходства.

X  vs Y (Бактериальные геномы с инверсией)
( Карта генов  со сплайсингом)
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+.)

Указания.
 – Запустите программу JalView.

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

– 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 которые 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 из наиболее консервативных участков: участка начинающегося и заканчивающегося 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 где XXXXXXX – ваша фамилия латискими буквами)

 – 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).

 – Откройте дерево (файл с расширением tre) программой Mega. Придайте ему какую-нибудь красивую форму и сохраните изображение.

3. (*) Pfam
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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