Занятие 7. Программы пакета BLAST
2) Поиск ближайшего гомолога белка ENO_ECOLI.

Задание: найти ближайшего гомолога белка ENO_ECOLI в геноме Vibrio cholerae и отметить некоторые его особенности.
Используется программа blastall со следующими параметрами:

-i (входной файл)
-p (вид программы)
-d (базовое имя индексных файлов)
-o (выходной файл)
-e (порог E-value)

AC записи EMBL: AE004314.
Координаты выравнивания:

Query – 1-432,

Subject – 9992-8694.

Соответствующий CDS аннотирован в записи. Его координаты: 8691-9992. 

AC белка в UniProt: Q9KPC5.
E-value данной находки: 0.0. Других гомологов с E-value < 0.01 BLAST, к сожалению, не предлагает…
3) Поиск по трём геномам.

Задание: создать индексные файлы по трём геномам, запустить TBLASTN и сравнить E-value.

Используются текстовые переменные, которые обозначают адрес файла, а также совокупность файлов. Также используются символы “ ” и $.
E-value находки не изменился ВООБЩЕ. Обнаружилось ещё две находки с E-value < 0.01:
AE006225 – 0.0
AE004783 – e-175
4) Программа BLASTN.

Задание: найти гомологов гена своего белка в трёх геномах с помощью программы BLASTN.

Все действия проводились аналогично с теми же параметрами. В результате было найдено гораздо большее число гомологов, чем в предыдущих поисках, и причём основные гомологи были все найдены.
Гомологов гена оказалось намного больше, чем гомологов белка. Это вполне очевидно, т.к. триплетов, кодирующих аминокислоты, примерно в 3 раза больше, чем самих аминокислот. Поэтому вариантов гомологии, естественно, будет больше.
Понятно и то, что E-value найденных гомологов гораздо больше. Из 22 гомологов только 3 имеют E-value меньше 0.01 (тогда как в предыдущих поисках доля таких гомологов была примерно 1/3 – 1/2), а основная их часть имеет E-value около 3. Это следует из простого рассуждения: вероятность того, что два гена совпадут (примерно), будет, конечно, меньше, чем вероятность аналогичного совпадения аминокислотной последовательности (из-за наличия синонимичных замен – когда при замене в триплете аминокислота остаётся такой же).

Занятие 8. Программы поиска Fasta и Megablast
1) Поиск гомологов с помощью программы fasta34.

Задание: найти гомологов гена своего белка программой fasta34 и обратить внимание на E-value.
Используются следующие параметры:
имя входного файла;

имя файла с банком;

параметр P (по умолчанию равен 6).

Лучшая находка – та же, что и в пункте 2 занятия 7. Она имеет E-value = = 9.3e-215.
Координаты выравнивания:

Исходный ген – 1299-1,

Находка – 8691-9992.

Эти данные вполне согласуются с результатами программы TBLASTN. 
Количество нуклеотидов равно количеству аминокислот в белке ENO_ECOLI (помноженному на 3) и ещё плюс три (стартовый кодон); координаты тоже соответствующие. А в находке на три нуклеотида больше (опять прибавляется стартовый кодон), и координаты согласуются.
2) MEGABLAST.

Задание: взять произвольный фрагмент одного из трёх геномов длиной 100-120 оснований и изменить наименьшее число нуклеотидов так, чтобы Megablast не находил в геномах этого фрагмента.
Вырезание проводится с помощью seqret –sask.
Параметры Megablast:

-d (базовое имя индексных файлов)
-i (входной файл)
-o (выходной файл)
Исходная и изменённая последовательности.

1 gggtgaacgaacgtagccaacaccactgcagcttcaaaaaggaaggggatattgtctcta

2 gggtgaacgaacgtagccaacaccacttcagcttcaaaaaggaaggggatattgcctcta

1 tccatcactcatcaaactcactatgtgttatcggcataaactggcgtatc
2 tccatcactcatcaaactcactctgtgttatcggcataaactggcgtatt
1 – исходная последовательность (с 11-го по 120-й нуклеотид генома белка с AC = AE004314, который является ближайшим гомологом белка ENO_ECOLI в геноме Vibrio cholerae);
2 – изменённая последовательность.

Были изменены нуклеотиды под номерами 28, 55, 83 и 110 (отсчёт идёт от начала последовательностей). Бирюзовым выделены изменяемые участки в исходной последовательности, а красным – замены во второй последовательности.

Наименьшее число замен, после которого изменённая последовательность не находится в BLAST-банке из трёх геномов, равно четырём. Если замен будет всего 3, то последовательность ещё находится в банке. Можно заметить, что одна замена должна приходиться не более чем на 28 нуклеотидов (значение параметра W), чтобы условие задания выполнялось. 
3) Гомологи глициновых тРНК E.coli.
Задание: найти число гомологов глициновых тРНК в трёх геномах.

	W
	N
	t
	Число гомологов

	11
	0
	16
	57

	11
	0
	18
	43

	11
	0
	21
	29

	11
	1
	16
	61

	11
	1
	18
	49

	11
	1
	21
	24

	11
	2
	16
	88

	11
	2
	18
	58

	11
	2
	21
	33

	12
	0
	16
	52

	12
	0
	18
	32

	12
	0
	21
	26

	12
	1
	16
	54

	12
	1
	18
	44

	12
	1
	21
	21

	12
	2
	16
	77

	12
	2
	18
	54

	12
	2
	21
	30


Брались следующие значения параметров:

t: 16, 18, 21;
W: 11, 12;

N: 0, 1, 2

и потом рассматривались всевозможные комбинации данных параметров.
