Зачетное задание 3

Дан AC записи EMBL, содержащей неаннотированный contig (непрерывный фрагмент) генома бактерии Novosphingobium aromaticivorans.  AC имеет вид AAAV010000XX , где  XX — номер, для каждого свой. 

Зеленым выделены пункты, обязательные для зачета.

UUU — ваше пользовательское имя (число букв не обязано равняться трем!).

В файле UUU_protocol.doc (или .txt) должны быть отражены все результаты — краткое описание результата и название файла(ов), с полным результатом.
 

	N
	Задание
	Имя и тип файла с результатом (помимо протокола)

	1
	Определить нуклеотидный состав фрагмента.
	–

	2
	Описать статистику открытых рамок считывания (ORF'ов), а именно:

· составить таблицу, включающую (i) номер ORF'а, (ii) начало в записи, (iii) конец, (iv) ориентацию, (v) длину, для всех ORF'ов (начиная с длины 6 п.н.) (за ORF считать последовательность от START до STOP кодонов, используя таблицу генетического кода для бактерий)
· построить гистограмму длин ORF'ов и соответствующую диаграмму

· найти среднюю длину ORF'а и стандартное отклонение σ


	UUU_ORF.xls

	3
	Предсказать гены на основе сходства белковой последовательности с последовательностями из SwissProt и TrEMBL (не менее 5-и). Для каждого гена:

· указать номер ORF'а, границы в записи и ориентацию, длину белка;

· привести (1) частичное выравнивание (2) карту локального сходства, подтверждающие гомологию гипотетического белка и находки в банке;

· указать предполагаемое название продукта;

· оценить меру доверия предсказанию.

Если не удается найти 5 вероятных генов, то привести наилучшие (хотя и малодостоверные для предсказания гена) результаты поисков по банкам.
	Файлы, содержащие выравнивания: UUU_NN.ali; файлы с картами локального сходства: UUU_NN.png .

NN — номер ORF'а в соответствии с UUU_ORF.xls

	4
	Среди всех ORF'ов длины более 180 найти те, которые, возможно, кодируют трансмембранные белки (если найдутся). Привести предсказания трансмембранных участков.
	UUU.transmem

	5
	Среди всех ORF'ов длины более 180 найти те, которые, возможно, кодируют белки, содержащие мотив спираль-поворот-спираль (helix-turn-helix). Привести предсказания этих мотивов. В протоколе кратко описать, что это за мотив — его структуру и функцию.
	
UUU.hth

	6
	Найти палиндромные последовательности — кандидаты в операторы (есть две команды EMBOSS, которые это умеют делать). Примерные характеристики палиндромов: длина половинки (полуцентра) палиндрома 6 п.н. или больше, расстояние между полуцентрами не более 12; число несовпадений — не более одного.
	UUU.pal



	7
	Сравнить частоты синонимических кодонов всех 20 аминокислотных остатков в  (1) достоверно предсказанных кодирующих участках (всех вместе) и (2) в некодирующей последовательности; в качестве таковой можно взять всю последовательность. Составить таблицу частот кодонов для (1) и (2). Найти и прокомментировать существенные различия.
	UUU_CodonUsage.xls



	8
	Указать использованные программы и их параметры, сервисы и сайты.
	–

	9
	Написать несколько фраз о том, что это за бактерия.
	–


Указания.

1. Не удивляйтесь наличию в последовательностях букв, отличных от A, T, G, C. Это — так называемые ambiguity symbols, самый распространенный из них N, означает любую букву. Когда приводят нуклеотидный состав,  все эти символы обычно ситают вместе (как “Other”).

2. Программа getorf. Прочитайте документацию о программе getorf,  чтобы подобрать параметры, позволяющий находить ORF'ы требуемого вида. Подумайте, как импортировать  выдачу программы  в Excel.

3. BLASTP на любом сайте, где подключены SwissProt и TrEMBL (например:
GeneBee, EBI (WU-BLAST), EBI (NCBI-BLAST), Pasteur Institute ) — для поиска. Как вариант можно воспользоваться BLASTX, но тогда появится отдельная работа: разобраться, в какие ORF’ы попали находки (не говоря о сильно возрастающем времени поиска). Ищите сначала по SwissProt'у, и только при отсутствии хороших (E‑value < 0,05) находок — по TrEMBL (sptrembl, swall, sptrnrdb). 
Карта локального сходства — DotHelix. Локальные выравнивания можно брать из выдачи BLAST или же из выдачи DotHelix (только, пожалуйста, одинаково для всех ORF’ов!). Если затрудняетесь сохранить картинку в PNG-формате — спросите у кого-нибудь. 

4. Сначала еще раз запустите программу getorf, задав минимальную длину ORF’а (см. в help’е). У программы tmap, предсказывающей трансмембранные участки, есть три хитрости. 
Во-первых, ей нужно подавать на вход последовательности по одной (не получится подсунуть ей просто выдачу getorf) — набор последовательностей она воспринимает как выравнивание. Помните, что конкретную последовательность "seqname" в fasta-файле "file" можно задать как file:seqname. Лучше всего отредактировать копию выдачи getorf, переделав ее в скрипт, вызывающий программу по очереди с разными входными данными. 
Во-вторых, вам нужен текстовый вывод программы предсказания трансмембранных участков, а не графический — разберитесь, как его получить. 
В третьих, по-умолчанию графический вывод идет на “x11”, не работающий, если на PC не запущен Xclient (у нас в классе его нет). Поэтому надо на вопрос “Graph type” отвечать "ps" или "cps" — получится, соответственно, черно-белый или цветной файл в PostScript формате с графиком трансмембранного потенциала (впрочем, этот файл вам не нужен); или же "none" — тогда графического вывода вообще не будет.

5. Воспользуйтесь wossname для поиска программы, tfm – чтобы прочитать, что она делает.

6. Палиндромы по-английски обычно называются "inverted repeats".

7. Соответствующее английское словосочетание — "codon usage". Вся последовательность может в данном задании рассматриваться как "некодирующая" потому, что гены в ней могут быть в шести рамках, из-за этого большая их часть будет разбита на кодоны неправильно.

