Отчет по блоку заданий 
«Выравнивание последовательностей белков»

Практикум №1
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     Ген белка estA подвергся мутагенезу: 15 точечных замен,2 делеции и 1 вставка.

Данные о выравнивании аминокислотных последовательностей:

a. Число итераций, потребовавшихся для достижения требуемого результата:12

b. Длина выравнивания, то есть число всех столбцов: 59

c. Число консервативных позиций выравнивания, процент  от длины первой последовательности: 49-81%

d. Число функционально консервативных последовательностей, процент от длины первой последовательности: 52-86%
e. Число позиций,в которых произошла вставка/делеция:делеция-2, вставка-1

f. Число консервативных позиций,в кодоне которых,тем не менее,произошла мутация:3
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Изменения аминокислотной последовательности, наблюдаемые при разных вариантах мутаций кодирующей последовательности

	Мутация CDS
	Результат для  аминокислотной последовательности (указать все возможные результаты)

	Замена одного нуклеотида
	1. Замена одного остатка на другой

2. Аминокислотный остаток не изменяется

3. При замене стоп-кодон становится кодирующим кодоном=> последовательность удлиняется
4. При замене кодирующий кодон становится стоп-кодоном=>пептид разрывается

	Делеция 1 нуклеотида
	При делеции(удалении нуклеотида из кодирующей последовательности) происходит сдвиг рамки считывания на 1 нуклеотид, аминокислотная последовательность после триплета,в котором произошла делеция  очень меняется

	Делеция 2х нуклеотидов
	Происходит сдвиг рамки считывания на 2 нуклеотида, что так же вызывает серьезные изменения АК последовательности

	Делеция 3х нуклеотидов
	1)Если делеция 3 подряд идущих нуклеотидов, являющихся кодоном, то происходит выпадание 1 аминокислотного остатка
2) Делеция 3х нуклеотидов, расположенных в разных местах кодирующей последовательности=>сдвиг рамки считывания

	Вставка 1го нуклеотида
	Происходит сдвиг рамки считывания на 1 нуклеотид вправо=> АК последовательность после вставки меняется

	Вставка 2х нуклеотидов
	Изменения АК последовательности вследствие увеличения кодирующей последовательности на 2 нуклеотида

	Вставка 3х нуклеотидов
	1)Вставка аминокислотного остатка
2) Увеличение кодирующей последовательности =>сильные изменения АК последовательности

	Делеция одного нуклеотида и, через несколько нуклеотидов,  вставка одного нуклеотида
	Происходит изменение кодонов,в которых произошла делеция,вставка,а также кодонов, расположенных между подвергшимися мутагенезу нуклеотидами

	Дупликация участка гена
	Замена последующих остатков/дупликация группы остатков


Практикум №2
Задание 1.

Используя структуру, в мутированной последовательности белка найти мутацию, которая имеет мало шансов сохраниться в эволюции.

Выбранная мутация: S28F( Серин сменился на фенилаланин) : достаточно маленький гидрофильный аминокислотный остаток сменился на гидрофобный остаток с ароматическим радикалом(по Blosum62 Matrix=-1).Данный остаток принадлежит альфа-спирали. Остатки спирали, смотрящие внутрь-гидрофобны, смотрящие наружу,-полярны и образуют водородные связи.
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Задание 2. Выравнивание последовательности цепи B белка 1i6W и его гомолога(цепь J белка 3dc2)
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Совпадение аминокислотных остатков:95%

Правильное выравнивание:координаты участков без гэпов-(20,88);(133,166);(90,110)
Выравнивание последовательности белка 1i6W и его гомолога и его гомолога 3dc2,подтвержденное структурными данными:
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Буквами «N» отмечены остатки,которые вошли в данное геометрическое ядро.
Выравнивание подтверждается структурными данными на участках(достаточно точно):(73,83),(41,53),(174,179),(30,35),(5,10),(129,134)
Главное геометрическое ядро:(90,100)

Суммарное число позиций, в которых выравнивание подтверждается структурными данными:170.

Процент позиций, в которых выравнивание подтверждается структурными данными:24%

Число и процент функционально консервативных позиций выравнивания:9(5%)

Пространственные структуры гомологов в RasMol(совмещение):
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Практикум № 3
Алгоритм выравнивания последовательностей
Задание 3. Выравнивание последовательностей двух белков( 1i6w_B и 3d2c_J)
(a) Глобальное выравнивание
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( b) Локальное выравнивание
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Вследствие того, что данные белки очень похожи, локальное выравнивание получилось длиннее глобального.
В глобальном выравнивании начала цепей белков не совпадают, в  чем и заключается единственная разница между глобальным и локальным выравниванием данной пары белков. Во втором случае начало удалено. Во всем остальном данные выравнивания идентичны.

Задание 4. Выравнивания двух частей одного белка(1i6w)

Глобальное:
1i6w_B             1 ------EHNPVVMVHGIGGASFNFAGIKSYLVSQGWSRDKLYAVDFWDKT    44

                           .....::.|.:|||                  :.||.:      

1i6w_B             1 VLDETGAKKVDIVAHSMGGA------------------NTLYYI------     26

1i6w_B            45 GTNYNNGPVLSRFVQK-------------------     60

                      .|.:.|..::..|..                   

1i6w_B            27 -KNLDGGNKVANVVTLGGANRLTTGKALPGTDPNQ     60
Локальное: 
1i6w_B             6 VMVHGIGGAS     15

                     ::.|.:|||:

1i6w_B            12 IVAHSMGGAN     21

Глобальное выравнивание намного длиннее, локального(10 остатков).  Глобальное выравнивание содержит много гэпов. Это предсказуемо, так как в данном случае алгоритмическое выравнивание последовательностей, не имеющих биологически обоснованного выравнивания. Программа выбирает что-нибудь общее в последовательностях, но она делает это случайно, не основываясь на свойствах аминокилотных остатков.
В данном локальном выравнивании: консервативных позиций-4

                                                                 вес выравнивания(используя матрицу Blosum):   

3+1+0+8+0+1+6+6+4+1=30
Практикум № 4
BLAST

1) Найти ближайшего родственника в протеомах Escherichia coli  и Bacillus cereus  оказалось достаточно сложно.(Лучший результат: число сходств-31/105). В протеоме организма Bacillus amyloliquefaciens нашелся гомолог(148/189).
Таксон Escherichia coli
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Таксон Bacillus cereus
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2)Было найдено только 10 белков из таксона Firmicutes, гомологичных моему(1i6W) и представленных в банке данных SwissProt. 2 из них , по моему мнению, действительно таковыми и являются.
Дополнительные задания:

1.Параметр: Matrix

   Варианты: PAM30, PAM80,BLOSUM80,BLOSUM62,BLOSUM45

Входит в состав Scoring Parameters. Данный параметр является основным средством в оценке качества попарного выравнивания последовательности. Выбирается матрица, на основе которой можно выровнять любую возможную пару остатков и посчитать вес выравнивания.
2. BLAST нашел мой исходный белок, когда в поле query был записан мутированный мной N-концевой фрагмент этого белка.

Score = 54.7 bits (130),  Expect = 3e-09, Method: Composition-based stats.

 Identities = 24/27 (88%), Positives = 24/27 (88%), Gaps = 0/27 (0%)

Query  32  AEHNPVVMVHAIGGASFNFVGTKSYLV  58

           AEHNPVVMVH IGGASFNF G KSYLV

Sbjct  1   AEHNPVVMVHGIGGASFNFAGIKSYLV  27

