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Практикум 7. Свойства аминокислотных остатков. Анализ последовательности белка. Продолжение.

8. Чтобы сделать сводную таблицу нужно:


· Выделить колонку с последовательностью белка; включение заголовка обязательно! Data [Данные]  → Pivot Table and …[Сводная таблица…] → Next  [Далее]→ (показывает выделенное) → Next,
· согласиться составить сводную таблицу на новом листе (New Worksheet): Finish →  Из PivotTableFieldList [Список полей сводной таблицы] перетащить название колонки в поле шаблона таблицы, левое нижнее (drop row fields here) – чтобы остатки были расположены по строкам. 

2) Перетащить это же название колонки в правое нижнее поле (drop data items here)– тело шаблона таблицы. 

3) Чтобы проверить, что значат появившиеся числа, нужно щелкнуть правой кнопкой мыши по таблице и выберать Field settings [Параметры поля]. В открывшейся форме  установлен параметр  “Count”. Это значит, что указывается сколько раз встретилось данное значение в выделенном столбце.При создании сводной таблицы можно выделять таблицу из нескольких колонок, перетаскивать названия колонок для создания как строк, так и столбцов, вычислять не только число встреч данных значений, но и среднее значение (для чисел) и др. характеристики.

Можно использовать сводную таблицу по этой колонке или команду CountIf [СЧЕТЕСЛИ]. 

9. Не требует указаний

10. (*) Определим расстояние между двумя таблицами частот остатков как среднее квадратичное разностей частот:
=КОРЕНЬ( (частота’ A – частота’’ A)^2 + (частота’ C – частота’’C)^2 +… +
(частота’ Y – частота’’Y)^2)/20)
Здесь частота'A – частота остатка A в первой таблице частот и т.п.
Если частота остатков в вашем белке существенно ближе к частотам остатков в трансмембранных белках, чем в глобулярных, то и отнесем ваш белок к трансмембранным, и наоборот. 

NB: этот метод предсказания локализации белка не самый надежный, хотя бы уже потому, что кто доказал, что расстояние между таблицами частот следует измерять именно так?  
11. указание: участки периодичности гидрофобных остатков можно выделить цветом.
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Практикум 8. Статистика генов в геноме своей бактерии. 
Методические указания (ААл).

1. Сервер является ftp-сервером. Он открыт для анонимного пользователя. Адрес директории, содержащей списки генов в хромосомах – ”хромосомные таблицы”, - таков:

ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/integr8/chromosome_tables/

Имя файла с хромосомной таблицей устроено так: 

XXXXXXXX.Y_yyyyyyyyyyyyyy.zzzzzzzzz.CP.gz

XXXXXXXX – код записи, содержащей последовательность хромосомы. Сейчас неважно.


Важно, что Y_yyyyyyyyyyyyyy  состоит из первой буквы рода и названия вида и штамма бактерии. Например, штамм K12 бактерии Escherichia coli закодирован в имени файла так: E_coli-K12. 

zzzzzzzzzzzz – либо слово Chromosome (если геном состоит из нескольких хромосом, то добавляется ее номер) , либо слово Plasmid (добавляется ее название). Плазмида – маленькая хромосома, живущая по своим законам. Бывают еще кое-какие слова, и те, кто хорошо учил биологию в школе, возможно, догадались какие (.     


.CP – расширение файла с chromosome_table, принятое в EBI. 

.gz  –  формат архивирования (наш FAR умеет распаковывать)

Если у выбранного вами штамма бактерии несколько хромосом, то можно ограничиться одной; (*) можно взять и все, включая и плазмиды.

Для доступа можно использовать любой ftp-клиент (т.е. программу, которая умеет устанавливать связь по протоколу ftp). Например, Putty. Или ftp (в данном случае, это название программы под Windows). 


Я опишу, как использовать для этой цели FAR (не зря же мы его учим ().

· Сообщите FAR'у адрес, чтобы не набирать его каждый раз. Для этого: 
<Alt+F2> => выбираем FTP => <Shift+F4>. В верхнем поле появившегося окошка напишите адрес, там есть подсказка о формате адреса; порт можно опустить; имя пользователя тоже можно опустить, НО написать его в нижнем окошке: 
anonymous.  Пароль – ваш e-mail. Description – это для себя чтобы знать, что за адрес сохраняете. Например: Chromosome_tables on EBI (EBI=European Bioinformatics Institute)  

· Свяжитесь с нужной директорией на сервере. Достаточно щелкнуть по адресу в окошке FAR.

· Выделите средствами FAR один или несколько файлов, относящихся к нужному штамму вашей бактерии. Для этого советую использовать ПРАВУЮ (т.н. “серую”) клавишу “+” => задать маску “*Y_yyyy*” , <Enter>. 

· Отсортируйте имена файлов так, чтобы выделенные шли первыми: <Shift+F12>. 

· Проверьте, что выделены нужные файлы, по их именам. Если имена не помещаются в окошке FAR, то можно окошко раздвинуть: при нажатом  Сtrl  стрелочки вправо или влево делают это.

· Скопируйте в свою директорию.   

Проверить правильность того, что вы скачали (или даже скачать файлы), можно, зайдя  на интернет-страницу со списком полных геномов бактерий:

http://www.ebi.ac.uk/genomes/bacteria.html
Выберите свою бактерию и штамм → Proteom → Genome statistics для получения информации о хромосомах и плазмидах, числе генов и др. 
Proteom → Downloads → Chromosome table для скачивания через интернет. 

2. 

· Разархивируйте файл (в FAR зайдите в заархивированный файл как в директорию и скопируйте нужный файл <F5>). 

· Измените расширение на .xls (в FAR  <F6>  и задайте новое имя  так:  *.xls )

· Откройте файл в Excel (щелкнув по его имени) 

· Проверьте, что имя страницы включает название бактерии и штамма

· Удалите первые строки, кроме названий столбцов

· Удалите столбцы, оставив только следующие: #Integr8_Gene_ID; Start_position; Offset; Direction; UniProt_ID; Description

О полученной таблице.

-  Одна строка таблицы соответствует одному гену. 
-  Важные для анализа столбцы: 

Start_position – 1я позиция гена, точнее, его кодирующей части (CDS, coding sequence)

Offset = (длина гена – 1); значит, start_position+offset = последняя позиция CDS; Внимание!  в CDS включают стоп-кодон.

Direction – на какой цепи ДНК расположен ген: на прямой (F) – той, по которой ведется нумерация оснований,- или на обратной (R)
- Вставьте две новые колонки:

Protein_length – для расчета длины последовательности белка, закодированного в гене

Interval – для расчета длины межгенного промежутка (между CDS данного и следующего гена) в числе пар оснований
- Напишите в ячейке формулу для расчета длины белка

- Напишите формулу для расчета длины межгенного промежутка

- Распространите формулы до конца таблицы

3. Гистограмма – это диаграмма, показывающая сколько значений попадают в каждый из указанных интервалов.  Для построения гистограммы  длин белков 

a) Создайте страницу his_protein_length

b) Создайте столбец чисел, определяющих границы  интервалов; в нашем случае рекомендуются границы 50, 100, 150 и т.д. до 2000;

c) Меню Tools => Data Analysis => Histogram. Если в “Tools” нет “Анализа данных”, то Tools => Add-Ins => галочка напротив Analysis ToolPack.

d) В меню гистограммы:

i) Входной интервал – колонка с длинами белков (заголовок не включать – только числа!)

ii) Интервал карманов – это и есть столбец с границами интервалов

iii) В параметрах вывода выберите “выходной интервал”, перекиньте курсор в соответствующее окошко и укажите свободную ячейку на листе (столбец под ней и справа должны быть свободны)
При успехе – увидите результат: число белков для каждого интервала длин

e) Для построения диаграммы выделите столбец значений, меню вставка => диаграмма => выберите вид диаграммы (проще всего – “столбики”)=> <Enter>

f) Для подписей интервалов ниже оси X щелкните правой кнопкой мыши на чистом фоне диаграммы => выбрать данные => ряд => подписи оси X и далее


4.  Пояснение. Предположим, гены “любят” обе цепи одинаково. Тогда из N генов примерно половина окажется на цепи F. Вы найдете наблюдаемое число NF  генов на цепи F. Верно ли, что NF ≈ N/2? А как понимать “примерно”? Это отличие меньше чем на 10? или на 100? Ясно, что надо как-то учитывать число генов, чтобы оценить различие. 
Наука статистика для подобной ситуации обосновывает следующее правило. Найдем число σ = кв.корень(N*p*(1–p)) ; где p – теоретическая вероятность для гена оказаться на цепочке F , p=1/2 в нашем случае.  Если NF  отличается от N/2 менее чем на 3σ, то такое различие следует считать несущественным (с достоверностью 99%); если оказалось, что различие больше 3σ, то стоит призадуматься о различии цепочек ДНК!
