Cравнение аминокислотных последовательностей белков и нуклеотидных последовательностей соответствующих генов.

1. Создание двух выборок — выборки белков и выборки их генов.
На основе данных BLAST-сервера EBI была создана выборка из семи аминокислотных последовательностей. Первая последовательность — это последовательность белка IHFA_ECOLI, остальные шесть — последовательности его гомологов из прокариот. 

	DB:ID
	Source
	Length
	Score
	Identity%
	Positives%
	E-value

	IHFA_ECOLI 
	Integration host factor alpha-subunit (IHF-alpha). 
	99 
	502 
	100 
	100 
	6e-46 

	IHFA_ERWCH 
	Integration host factor alpha-subunit (IHF-alpha). 
	99 
	488 
	96 
	99 
	2e-43

	IHFA_YERPE 
	Integration host factor alpha-subunit (IHF-alpha). 
	98 
	472 
	92 
	99 
	9e-43 

	IHFA_VIBCH 
	Integration host factor alpha-subunit (IHF-alpha). 
	98 
	421 
	86 
	97 
	2e-37

	IHFA_PASHA 
	Integration host factor alpha-subunit (IHF-alpha). 
	99 
	340 
	69 
	81 
	8e-29 

	IHFA_AGRT5 
	Integration host factor alpha-subunit (IHF-alpha). 
	112 
	244 
	50 
	72 
	1e-18

	DBH2_BACSU 
	SPBc2 prophage-derived DNA-binding protein HU 2. 
	92 
	189 
	40 
	64 
	7e-13 


Далее была составлена выборка генов отобранных белков.

2. Наблюдение элементарных эволюционных событий в ближайших гомологах 

Были построены два полных парных выравнивания:

1) выравнивание белка IHFA_ECOLI и его ближайшего гомолога из выборки IHFA_ERWCH (96% совпадений)


           1                                               50
p1         MALTKAEMSEYLFDKLGLSKRDAKELVELFFEEIRRALENGEQVKLSGFG
p2         MALTKAEMSEYLFEKLGLSKRDAKELVELFFEEVRRALENGEQVKLSGFG

           51                                             99
p1         NFDLRDKNQRPGRNPKTGEDIPITARRVVTFRPGQKLKSRVENASPKDE
p2         NFDLRDKNQRPGRNPKTGEDIPITARRVVTFRPGQKLKSRVENASPKES
2) выравнивание их генов
           1                                               50
g1         atggcgcttacaaaagctgaaatgtcagaatatctgtttgataagcttgg
g2         atggcgcttactaaagctgaaatgtctgaatacctgtttgaaaagcttgg


           51                                             100
g1         gcttagcaagcgggatgccaaagaactggttgaactgtttttcgaagaga
g2         gctcagcaaacgggatgccaaagagctcgtcgagttgtttttcgaagaag


           101                                            150
g1         tccgtcgcgctctggaaaacggcgaacaggtgaaactctctggttttggt
g2         ttcggcgcgctctggagaatggtgagcaggttaagttgtcggggtttggc


           151                                            200
g1         aacttcgatctgcgtgataagaatcaacgcccgggacgtaacccgaaaac
g2         aactttgatttgcgagacaagaaccagcgcccgggacgtaacccaaaaac


           201                                            250
g1         gggcgaggatattcccattacagcacggcgcgtggtgaccttcagacccg
g2         cggcgaagatattccgattacggcgcgtcgggtcgtcacgttccgtccag


·            251                                            300
g1         ggcagaagttaaaaagccgggtcgaaaacgcttcgcccaaagacgagtaa
g2         ggcagaaattaaagagcagggtggaaaacgcatcacccaaagagtcttga


· В аминокислотной последовательности следующие замены произошли в результате замен в нуклеотидной последовательности:
D – E (14)
gat – gaa
1 замена
I – V (34)
atc – gtt
2 замены
D – E (98)
gac – gag
1 замена
E – S (99)
gag – tct
3 замены


· Синонимичных замен 50 штук. Из них в третьих позициях кодонов – 46
Остальные случаи:
ctg – ttg (85) – Leu
ctc – ttg (136) – Leu
aga – cgt (244) – Arg
cgg – agg (268) – Arg


· Соотношение синонимичных и несинонимичных замен нуклеотидов составляет 7,84%.


	
	a
	t
	g
	c

	a
	-
	7
	17
	4

	t
	7
	-
	7
	12

	g
	17
	7
	-
	10

	c
	4
	12
	10
	-


· “Матрица замен” нуклеотидов, отражающая количество замен нуклеотидов:

3. Исследование зависимости процента совпадений последовательностей белков от процента совпадений последовательностей их генов. 

Был определен процент попарного совпадения последовательностей белков выборки, а затем процент попарного совпадения последовательностей их генов. Для этого была использована программа needle.
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На основе полученных данных построен график, отображающий искомую зависимость.
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Информация: в файле haem.xls находится график, показывающий связь процентов совпадений последовательностей для белка-предшественника гемагглютинина у разных штаммов вируса гриппа: P18875, P13102, P12584, P03454, P26562, P87506. О функциях данного белка можно прочитать , например, в статье Ю.А.Чизмаджева в журнале "Природа" или на сайте "Все о гриппе".

Графики имеют как сходства, так и различия.

Оба графика лежат ниже средней линии, но при уменьшении процентного сходства приближаются к ней. Это можно объяснить следующим образом. В случае высокого процента белковых последовательностей, нуклеиновые последовательности имеют меньшую идентичность на счет скрытых мутаций, которые не приводят к замене аминокислот. С уменьшением схожести белков все большую роль играет длина последовательности. Поэтому с общим увеличением несинонимичных замен значение синонимичных падает. И как следствие, относительная схожесть генов становится выше схожести белков.

В общем график гемагглютинина лежит «выше», чем график гомологов IHFA_ECOLI, что свидетельствует о большей консервативности белков выборки для IHFA_ECOLI. Это вполне логично, так как известно, что скорость мутирования вирусных геномов наиболее высока среди всех форм жизни.

