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Протокол 7 занятия  2ого семестра

Программы построения глобального и локального выравнивания.

Для выполнения задания подготовлены три файла с аминокислотными последовательностями в FASTA формате:
   – ASPG2_ECOLI.fasta — аминокислотная последовательность моего белка;
   – Q8ZGB7_YERPE.fasta — последовательность белка, найденного при выполнении предыдущих заданий (см. «Поиск в SRS», задание 5);
   – thirdprot.fasta — искусственно созданная последовательность, склеенная из двух небольших (по 12 букв каждый: с 1 по 12, с 37 по 48) участков аминокислотной последовательности белка  ASPG2_ECOLI. 

Задания выполнялось на сервере kodomo-count.cmm.msu.ru (через UNIX, с использованием соответствующих команд). 

1. Выравнивание последовательностей со схожей функцией (возможных гомологов)

· Построено глобальное выравнивание последовательностей из ASPG2_ECOLI.fasta и Q8ZGB7_YERPE.fasta с помощью программы needle. Результат сохранен в файле 1to2.needle. 

· Построено локальное выравнивание последовательностей из ASPG2_ECOLI.fasta и Q8ZGB7_YERPE.fasta с помощью программы water. Результат сохранен в файле 1to2.water. 

· Сравнение полученных выравниваний: в этом пункте результат глобального выравнивания я буду обозначать как (1), а результат локального выравнивания – как (2). Итак, мои наблюдения:
· результаты выравниваний (1), (2) представлены в одинаковых форматах (в соответствующих файлах (1) и (2) он обозначен как  srspair); 

· оба алгоритма (соотв. (1) - Needleman-Wunsch algorithm  и (2) - Smith-Waterman algorithm) используют матрицу EBLOSUM62;
·  выбраны штрафы за открытие (Gap_penalty: 10.0) и продолжение (Extend_penalty: 0.5) гэпа в обоих случаях те, которые предлагались автоматически. Такое «однообразие» облегчает сравнение;
· и в случае (1), и в случае (2) число гэпов одинаковое и равно 3, что составляет 0,9% от длины выравнивания (348 а.о. – длина последовательности ASPG2_ECOLI; 345 а.о. + 3 гэпа – у Q8ZGB7_YERPE);
· одинаковы следующие параметры: процент идентичности 2х последовательностей 73,6%, процент подобия (сходство есть число пар близких по свойствам а.о.) 84,8% ; 
· в обоих случаях получен одинаковый вес выравнивания (1335,0 ), что, в общем-то, объясняется всем вышеуказанным;
· при просмотре оказывается, что построенные выравнивания абсолютно идентичны; как можно это объяснить?..  Локального выравнивания рационально, т.к. вообще-то сложно получить верное выравнивание участков последовательностей  белков-«дальних родственников» (из-за низкой степени сходства…). И все из-за мутаций… Ну в случае локального выравнивания оптимальным считается выравнивание с наибольшим весом, следовательно «кусочки» последовательностей с низкой степенью сходства выравниваются так, чтобы вес был неотрицательным. Подобных «трудностей» не возникло; на основании чего можно предположить, что ASPG2_ECOLI и  Q8ZGB7_YERPE являются гомологами (такое вот «доказательство»; однако нужно помнить и о возможных погрешностях методов…(). 
· немного «лирики» (использованы материалы http://en.wikipedia.org/wiki/Needleman-Wunsch_algorithm и http://en.wikipedia.org/wiki/Smith_Waterman_algorithm ):  алгоритм Нидельмана-Вунша был предложен в 1970 году Saul Needleman и Christian Wunsch в работе A general method applicable to the search for similarities in the amino acid sequence of two proteins, J Mol Biol. 48(3):443-53. Алгоритм Смита-Ватермана – творение более позднее ("Identification of Common Molecular Subsequences", Journal of Molecular Biology, 147:195-197, 1981) ( и является разновидностью алгоритма Нидельмана-Вунша. Суть обоих методов в том, что оптимальным выравниванием (глобальным/локальным) считается то, чей вес больше. Главное отличие С-М алгоритма от алгоритма Н-В состоит в том, что ячейки матрицы с отрицательными величинами приравниваются к нулю перед следующим шагом. “Обратное прослеживание” начинается с ячейки матрицы, содержащей наиболее высокое значение, и продолжается до тех пор, пока не «натолкнется» на нулевую ячейку – так получается наилучшее локальное выравнивание
2. Выравнивание последовательностей, содержащих общие участки
· Построено глобальное выравнивание последовательностей из ASPG2_ECOLI.fasta и thirdprot.fasta с помощью программы needle. Результат сохранен в файле 1to3.needle. 

· Построено локальное выравнивание последовательностей из ASPG2_ECOLI.fasta и thirdprot.fasta с помощью программы water. Результат сохранен в файле 1to3.water. 

· Построено локальное выравнивание последовательностей из ASPG2_ECOLI.fasta и thirdprot.fasta с помощью программы matcher с выводом трех наилучших вариантов. Результат сохранен в файле 1to3.matcher. 
· Мои наблюдения:
· Результаты выравнивания по алгоритмам Смита-Ватермана и Нидельмана-Вунша представлены в формате srspair, а результат по matcher – формат выравнивания markx0 (а возможные варианты форматов: pair, markx1, markx2, markx3, markx10, srspair, score… Информацию о форматах выравнивания можно посмотреть здесь: http://www.uk.embnet.org/Software/EMBOSS/Themes/AlignFormats.html); соответственно, отлично «визуальное» представление результатов выравнивания; 
· Файл 1to3.matcher содержит 3 наилучших выравнивания (число 3 неслучайно –  таким был запрос к программе), а не 1 вариант (как в 1to3.needle и 1to3.water; ведь water выдает только 1 – лучший - вариант). И в этом состоит преимущество matcher. Выделяют еще одно преимущество matcher – удобство при работе с большими последовательностями (за счет использования меньшей памяти);
· Используемая матрица во всех трех случаях – EBLOSUM62 (EBLOSUM62 – для последовательностей из а.о. (пептиды); бывают и другие: например, EDNAFULL – для последовательностей нуклеотидов (нуклеиновые кислоты)…) ;
· Различны штрафы за открытие и продолжение гэпа: в случаях needle и water штраф за открытие 10.0, за продолжение 0.5, а в случае matcher : Gap_penalty: 14, Extend_penalty: 4;
· А дальше -  о количестве гэпов, проценте идентичности и сходства; результаты лучше представить в виде таблицы:
	
	1to3.needle
	1to3.water
	1to3.matcher

	
	
	
	1 в-т
	2 в-т
	3 в-т

	Число гэпов / %
	324 из 348 / 93,1%
	24 из 48 / 50%
	0%
	0%
	0%

	% идентичности
	6,9%
	50%
	100%
	82,4%
	50%

	% сходства
	6,9%
	50%
	100%
	82,4%
	60%

	
	
	
	
	
	

	Вес выравнивания
	99.5
	99.5
	64
	58
	24


Комментарии: 

· Сначала по 1to3.needle и 1to3.water: становятся очевидными различия глобального и локального выравниваний -  в 1ом случае велико число гэпов, т.к. значительно отличаются длины последовательностей ASPG2_ECOLI и «мутанта» из thirdprot.fasta (348 и 24), а выравнивание глобальное… % идентичности = % сходства, т.к. последовательность «мутанта» получили из 2х «кусков» последовательности ASPG2_ECOLI. Теперь о 1to3.water: число гэпов соответствует «реальному разрыву» (т.е. ровно 24 аминокислотных остатка отделяют  в ASPG2_ECOLI  «куски», из которых составлена последовательность «мутанта». % идентичности = % сходства, т.к. последовательность «мутанта» получили из 2х «кусков» последовательности ASPG2_ECOLI. Вес выравниваний одинаков (очевидно, открытие и продолжение концевого гэпа needle оценивает нулем).
· По 1to3.matcher (сначала в сравнении с 1to3.needle и 1to3.water): веса выравниваний, число гэпов, % соотношения не совпадают. Почему это так? Для ответа на вопрос нужно посмотреть, чему соответствуют эти 3 наилучших выравнивания: 1ый вариант – вес максимальный (64), гэпов нет, выравниваются 2 участка, по 12 а.о. каждый. Это участок с 37 по 48 из ASPG2_ECOLI и с 13 по 24 из «мутанта» (т.е. абсолютно идентичные – поэтому процент идентичности равен 100). 2ой вариант – вес средний (58), гэпов нет, выравниваются 2 участка, по 17 а.о. каждый. Это участки с 1 по 17 каждой структуры. Что здесь: с 1 по 12 – абсолютная идентичность, а вот с 13 по 17 – уже «случайные сходства» (т.е. единичные совпадения а.о., всего 2 совпадения). Процент идентичности и процент сходства равны 82,4%. 3ий вариант – вес минимальный (24), гэпов нет, выравниваются 2 участка длиной 10 а.о. (с 179 по 188 у  ASPG2_ECOLI и с 15 по 24 у «мутанта»). Скорей всего, это исключительно случайные совпадения, чем объясняются % идентичности и сходства. 
Использованы материалы http://bioweb.pasteur.fr/docs/EMBOSS/matcher.html. 
3. Параметры программ построения выравниваний

Построено глобальные выравнивания последовательностей из ASPG2_ECOLI.fasta и thirdprot.fasta с помощью программы needle при разных значениях параметра штрафа за открытие гэпа. Значение штрафа за продолжение гэпа равно 1. 

	Штраф за открытие гэпа
	Штраф за продолжение гэпа
	Файл результатов

	10
	1
	1to3_10_1.needle

	5
	1
	1to3_5_1.needle

	1
	1
	1to3_1_1.needle


Сравнения:
· Во всех 3х случаях использовался один и тот же алгоритм ( алгоритм Нидельмана – Вунша), поэтому идентичны такие характеристики, как формат выравнивания , тип используемой матрицы; одинаковы длины выравниваний (348), число и процентное содержание гэпов (324/348 (93.1%) – их, опять же, много, ведь выравнивание глобальное, а длины последовательностей сильно отличаются ( 348 против 24), % идентичности и сходства ( 24/348 ( 6.9%) ); 
· Различен вес выравниваний. Это объяснимо тем, что вводились различные штрафы за открытие гэпа при сохранении одинаковых штрафов за продолжение гэпа. Наблюдается следующая закономерность: чем больше штраф за открытие гэпа , тем ниже вес выравнивания. Так при штрафе 10 вес равен 88, при штрафе 5 вес составляет 93, при штрафе 1 вес равен 97. Однако выравнивание 1to3_1_1.needle отличается от одинаковых 1to3_10_1.needle и 1to3_5_1.needle тем, что вместо  представления последовательности «мутанта» двумя «кусками», в файле 1to3_1_1.needle наблюдается «разброс» аминокислот в выравнивании. Объясняется это тем, что на вес выравнивания такое «разбиение» никак не влияет (ведь штраф за открытие гэпа = штрафу за продолжение гэпа = 1). Ну и очевидно, что такое выравнивание (т.е. с одинаковыми Gap_penalty, Extend_penalty) не является истинным ( в общем, оно неубедительно). Что ж, несложная получается арифметика: (10-5)= - (88-93);  (5-1) = - (93-97)    -  ведь штрафовали при выравнивании за открытие гэпа только 1 раз в 1ом и 2ом случаях, про случай 3ий уже все сказано; а открытие концевого гэпа, как и его продолжение, оценивается нулем. 
4. Карта локального сходства

	
	dotmatcher.ps
	dotmatcher1.ps
	dotmatcher2.ps
	dotmatcher3.ps
	dotmatcher4.ps

	dotmatcher5.ps
	dotmatcher6.ps

	Размер окна
	10
	13
	16
	20
	8
	6
	3

	Порог на суммарный вес
	23
	23
	26
	28
	23
	20
	18


Построена карта локального сходства последовательностей из ASPG2_ECOLI.fasta и thirdprot.fasta с помощью программы dotmatcher.
Что показывает dotmatcher? Dotmatcher графически отображает участки сходств двух последовательностей в системе координат «ASPG2_ECOLI – thirdprot». Всего было получено 7 карт локального сходства с различными параметрами (файлы dotmatcher.ps, dotmatcher1.ps, dotmatcher2.ps, dotmatcher3.ps, dotmatcher4.ps, dotmatcher5.ps, dotmatcher6.ps; характеристики, заданные для каждого, указаны в таблице). 
Сравнение карт локального сходства:
1. Сначала сравниваю результаты из файлов dotmatcher.ps, dotmatcher1.ps ( размер окна увеличили, а порог на суммарный вес остался прежним): с увеличением окна уменьшилось число линий в dotmatcher1.ps (только 2 (повтор в последовательностях), а в dotmatcher.ps их 3), зато увеличилась длина совпадающих участков. 

2. Теперь сравниваю результаты dotmatcher.ps, dotmatcher2.ps, dotmatcher3.ps ( увеличили размер окна и порог на суммарный вес): от 3х совпадающих участков в случае dotmatcher.ps остаются только 2 (повтор) (случаи dotmatcher2.ps, dotmatcher3.ps – увеличение длин совпадающих участков). В dotmatcher3.ps длина совпадающих участков больше, чем в dotmatcher2.ps (что ж, для этого созданы все условия: увеличивающийся размер окна и возрастающее значение порога на суммарный вес). 
3. Сравнение dotmatcher.ps и dotmatcher4.ps ( размер окна уменьшили, порог на суммарный вес оставили прежним): соответственно, с уменьшением размера окна уменьшились длины совпадающих участков. Кроме того, в dotmatcher4.ps получается меньшее число совпадающих участков – не зафиксирован участок совпадения между 150 и 200 а.о. в ASPG2_ECOLI.
4. Сравнение dotmatcher.ps, dotmatcher5.ps, dotmatcher6.ps (уменьшили и размер окна,  и порог на суммарный вес): в случае dotmatcher.ps, dotmatcher5.ps наблюдается уменьшение длины участков совпадений а.о.; в случае dotmatcher6.ps (сильно уменьшен размер окна) изменилась длина линий (длина совпадений и их количество), изменился характер расположения совпадающих участков последовательностей («разрыв» в некогда (в dotmatcher5.ps, например) единой линии)... Вообще, с уменьшением порога на суммарный вес совпадения становятся «разрывными». Графически это представляется как «много мелких черточек» (.
