КР. Все действия выполять в JalView.                                                       
Вариант                                       

0. Создайте  директорию  Term4/Block3/CW    для сохранения результатов

Задание 1 (контрольное, на занятиях). 

Даны последовательности десяти  РНК-зависимых РНК полимераз (RdRP) вирусов из pfam семейства pf00680. Для одной из них известна пространственная структура

Подготовить фрагмент выравнивания этих последовательностей для построения  профиля всего семейства.  


Результат:  файл xxxxxxx.jar  (xxxxxxx – ваша фамилия латинскими буквами) содержащий первоначально построенное выравнивание ,   фрагмент этого выравнивания для 

Требования: 

· Все действия выполять в JalView.                                                       

· Файл должен содержать как окно с первоначально построенным выравниванием, так и окно с фрагментом для профиля
· В  окне фрагмента для профиля с одной последовательностью 
· должна быть ассоциирована 3D структура 
 (Внимание:  RdRP транслируется в составе полипротеина, который затем разрезается на отдельные белки; следите за тем, чтобы 3D структура относилась именно к RdRP)
· эта последовательность должна быть размечена по структуре – выделены альфа-спирали и бета-тяжи
· должна дополнительная разметка  снизу консервативных участков  - тех,  которые хороши для профиля и поиска
· Раскраска должна помогать оценивать выравнивание по консервативности
· Фрагмент выравнивания  может (и должен) быть отредактирован с учетом вторичной и 3D структуры 
Подсказки.
· Выравнивание

· Можно  использовать любой выравниватель  из JalView; получилось не очень хорошо – выбирайте другой
· Можно отобрать нужные последовательности из выравнивания pf00689_seed (Ни в коем случае не берите выравнивание fool – в нем 13000 посл-й!)
· Как узнать для  какой последовательности известна 3D структура
· В  данном задании – посмотреть найти в Pfam  страницу 3D  структур семейства PF00680 
· Как проверить правильно ли ассоциирована 3D структура с последовательностью

· В окне Jmol (с визуализированной структурой) :  File  => ViewMapping
· Как разметить последовательность с известной 3D структурой по вторичной структуре 

·  JalView => WebServices => DBreferences   => Standard Databases скачивает много аннотаций 
· Чтобы показать только спирали тяжи   View . Отметить Show sequence features   и  => Feature settings , отметить галочкой helix и strand а остальное - убрать 
· Как убрать мешающие всплывающие окна при курсоре на ID последовательности

· View => Sequence ID ToolTip, убрать галочку  Show DB references

· Замечание.  Из всплывающих аннотаций, которые скачаны при исполнении  JalView => WebServices => DBreferences   => Standard Databases, можно узнать все и про структуры; но в данном случае не относящихся к RdRP структур слишком много (
· Как отключить разметку по вторичной структуре (и любую другую)
· View , убрать галочку  Show Sequence feature
Задание 2 (на дом)
a. Создать профиль для поиска RdRP на основе фрагмента выравнивания из задания 1.

b. Провести поиск по белкам вирусов из SwissProt  (файл sw-viruses.fasta  в директории Term4/Block3/Pr13). Взять все находки с весом >1  (параметр  -С  1.0)

c. Построить ROC-кривую для находок, считая находки, принадлежащие семейству pf00680  правильными, а остальные – неправильными  (список RdRP из SwissProt – в файле sw-rdrp.xls в директории Term4/Block3/Pr13)
d. Подобрать порог веса для отличения правильных находок от неправильных и при таком пороге создать таблицу результатов   предсказания принадлежности семейству:



	
	RdRP
	Не RdRP
	Всего

	Предсказание RdRP
	
	
	

	Предсказание не RdRP
	
	
	

	Всего
	
	
	


Вычислить общее число и процент ошибок предсказания а также  чувствительность (процент правильно предсказанных среди всех RdRP) и специфичность ( процент правильно не предсказанных среди не RdRP) .

Еще раз как строить профили.

Нужен банк для поиска (у нас – sw-viruses.fasta)  [для нормировки еще нужен  случайный банк shuffled.fasta, но мы не будем проводить нормировку профиля]
1. Получить выравнивание  в формате msf: xxxxxxx.msf   
Внимание: pftools чувствительны к формату ( . JalView сохраняет без номеров колонок – не нравится; seqret переводит в формат msf (если выходной файл задать так:    msf:: new.msf), но номера колонок он ставит со сдвигом – не нравится, надо вручную сдвигать номера колонок  до границы выравнивания; вот только старый добрый GenDoc сохраняет msf как надо (
2. Гарантировать linux кодировку концов строк 
a. noreturn  xxxxxxx.msf xxxxxxx_noreturn.msf
3. Вычислить веса последовательностей
 
a. pfw xxxxxxx_noreturn.msf  > xxxxxxx_weighted.msf

4. Создать профиль:
a. pfmake xxxxxxx.weighted.msf /usr/share/pftools23/blosum45.cmp > xxxxxxx.prf
b. При необходимости, возможна ручная корректировка профиля в функционально значимых (или наоборот, плохо выровненных) позициях
5. Этот этап опустить, он плохо работает на недостаточно большом банке!  Нормировать профиль
 по случайному банку
a. Поиск по случайному банку shuffled.fasta
pfsearch -C0.0 -f xxxxxxx.prf shuffled.fasta | sort -n > scores_random
b. Нормировка профиля
pfscale scores_random xxxxxxx.prf > xxxxxxx_scaled.prf

6. Поиск по профилю

a. pfsearch –C 1.0 -f xxxxxxx.prf sw-viruses.fasta  | sort -n > xxxxxxx_pfsearch.xls
Построение ROC кривой в Excel
· Результаты поиска  отсортировать по убыванию по  нормализованному весу (первая колонке выдачи pfsearch) , добавить заголовки столбцов

· Добавьте столбец с отметкой правильных находок буквой “Y”; правильная – та, которая есть в файле  sw-rdrd.xls; используйте vlookup (ВПР) 
· На отдельном листе сделать две колонки: 1 – специфичность (ось X) и чувствительность (ось Y)

·  Написать формулы для расчета значений оси X и Y; формула в i-й строке  считает, что первые i находок предсказываются принадлежащими семейству, а все – остальные – не принадлежащими семейству. Используйте команду countif (счётесли)!  
� � Необходимо для правильного учета консервативности позиций: очень похожим последовательностям придается меньший вес.�Формат msf позволяет хранить веса последовательностей (в отличие от fasta)


�   Нормировка служит стандартизации значений весов находок: после нее нормированный вес Nscore = 8.5 соответствует отклонению в 8.5 стандартных отклонений от ожидаемого среднего значения на случайном банке. 





