Материалы к занятию 23
Задания
Цель занятия – построение и анализ множественного выравнивания ортологов двух белков PurR и FruR. PurR и FruR – это регуляторные белки, репрессоры оперонов биосинтеза пуринов и утилизации фруктозы. Оба белка состоят из двух доменов – ДНК-связывающего и эффектор-связывающего домена.
Рабочая директория этого занятия - H:/…./Practice23/.
I. Подготовка аминокислотных последовательностей в FASTA формате
Из банка Uniprot получите аминокислотные последовательности ортологов белка PurR в FASTA формате и сохраните их в файле purr.fasta. Аналогично, создайте файл frur.fasta с аминокислотными последовательностями ортологов белка FruR.
Уникальные номера документов (accession number):

PurR: P15039, P46456, Q9CN88, Q8ZE03
FruR: P21168, P21930, Q9HY54, Q9CMG1, Q8ZIG0, Q88PQ6

Для удобства дальнейшей работы отредактируйте названия последовательностей в обоих файлах и приведите их к виду:

>PurR_NNNNNN
>FruR_NNNNNN

, где NNNNNN – уникальный номер документа (accession number). 
Например:  >PurR_P15039
Отредактируйте последовательность P15039 в файле purr.fasta: добавьте в начало последовательности “M” в качестве первой аминокислоты белка (в базе данных Swiss-Prot она отсутствует, а для дальнейшей работы это важно!).
Создайте файл purr_frur.fasta, который должен содержать оба набора последовательностей.
II. Построение множественного выравнивания
Для построения множественного выравнивания последовательностей из файла purr_frur.fasta, используйте программу emma из пакета EMBOSS на сервере pvm.belozersky.msu.ru. Сохраните результирующее выравнивание в файле purr_frur.aln.

III. Анализ множественного выравнивания с помощью редактора GeneDoc
Откройте полученное выравнивание в программе GeneDoc. Создайте две группы последовательностей PurR и FruR, состоящих из соответствующих ортологов. 
Консервативные позиции
Для последовательности P15039 определите список номеров позиций, отвечающих консервативным колонкам. Сохраните номера этих позиций в файле conserved.scr в виде скрипт-файла для программы Rasmol.
Диагностические позиции
Для последовательности P15039 определите список номеров позиций, отвечающих диагностическим колонкам. Сохраните номера этих позиций в файле diag.scr в виде скрипт-файла для программы Rasmol.
IV. Анализ консервативных и диагностических колонок множественного выравнивания на 3D структуре.

Откройте в программе Rasmol файл P:/y03/TERM2/Practice23/1wet.ent, в котором описана структура белка PurR из E.coli (последовательность P15039). Отобразите лиганд. Используя скрипты conserved.scr и diag.scr, отобразите остатки, отвечающие консервативным и диагностическим колонкам множественного выравнивания. Сохраните результирующую картинку в файле purr.gif. Свои наблюдения опишите в файле descr.doc.
Рекомендации к выполнению задания:

Последовательности в FASTA формате
Для получения аминокислотных последовательностей в FASTA формате удобно использовать SRS.
Создание групп в GeneDoc

Для создания групп в GeneDoc используйте диалог из меню Groups->Edit Sequence Groups. Создайте новые группы (кнопка New Group), выделите необходимые последовательности и добавьте их в группу (кнопка Add). Поставьте галочку Color Sequence Names, чтобы названия последовательностей были раскрашены в цвета в соответствии с принадлежности группе.
Номер аминокислотного остатка в последовательности

При наведении курсора мышки на аминокислоту в правом нижнем углу отображается номер этой аминокислоты в соответствующей последовательности.

Скрипт-файл с номерами позиций


Пример содержимого файла:

Select 5,10-12,18A
, где 5,10-12,18 – соответствующие позиции.
Отображение консервативных колонок

Для отображения консервативных колонок в конфигурации проекта на закладке Shade снимите галочку Similarity Groups Enabled. По умолчанию, черным цветом будут отображены консервативные колонки.

Отображение диагностических колонок

Для отображения диагностических колонок, используйте команду из меню Groups->Shade Group Contrast / No Gaps. В качестве диагностических колонок выберите колонки, которые раскрашены целиком (своим цветом внутри каждой группы).
