3. Bioinformatika gyakorlat

A számítógépes szekvenciaelemzés alapjai, szekvenciaillesztés

Nyiss egy Word dokumentumot, melybe a kérdésekre adott válaszokat írod és illeszted! (Vagy a válaszaidat ebbe a file-ba írod. Ha Shift+Enterrel töröd a sorokat, nem változik meg a sorszámozás.)
A választott fehérje neve Uniprot és RefSeq Nucleotide (mRNS) azonosítója:
0. feladat: Ismerkedés a UGENE szoftverrel
· http://ugene.net/ (Documentation; YouTube podcast)
A dokumentáció (a program indítása utána): Quick Start Guide
a) Hozz létre új UGENE projektet! File → New project: add meg a nevét, mentési helyét és a fájl nevét.
b) Ismert Uniprot azonosítójú fehérjeszekvencia betöltése: 
(help: https://ugene.net/wiki/display/UUOUM26/Fetching+Data+from+Remote+Database)
File → Access remote database: 
Database: UniprotKB/Swiss-Prot
Resource ID: a fehérjéd Uniprot azonosítója
Select Correct Document Format: Swiss-Prot
→ Megjelent egy újabb fül a fehérjével, ez a Sequence view (help: https://ugene.net/wiki/display/UUOUM26/Sequence+View)
Nézzük meg a feature-öket.
Nézhetjük egy vagy több sorban a szekvenciát.
Mentsük le a projektet.
Tipp: Ha újra megnyitod a UGENEt látszanak a nyitólapon a legutóbb megnyitott fileok (Recent files) és projektek (Recent projects).
Tipp: A felül felkínált elemzési lehetőségek aktiválódnak annak függvényében, hogy mi van megnyitva.
1. feladat: Illeszteni kívánt szekvenciák letöltése az NCBI-ból
· http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
a) Ha a 2. gyakorlaton nem töltötted le a választott fehérjéd homológ mRNS szekvenciáit az NCBI-ról, akkor töltsd le őket!
A fehérjéd RefSeq Nucleotide (mRNS) Acession Number-ét másold be az NCBI Nucleotide keresőmezőjébe, a megnyíló GenBank rekordból indulj ki:
b) Töltsd le az NCBI HomoloGene adatbázisból segítségével szekvencia ortológjainak (az emberével együtt) mRNS szekvenciáit (fasta formátumban). Az NCBI Nucleotide adatbázisból is vezet link a HomoloGene-re: jobb oldalon, → Homologs of the ... gene. A file-ok nevében tüntesd fel a fehérje nevét, a szekvencia típusát és hogy a HomoloGene-ből töltötted le.
c) Töltsd le ugyaninnen a választott fehérjéd emberi genomi (egész gén, intronokkal együtt) szekvenciáját is. A file nevében utalj rá, hogy ez genomi szekvencia.
Tipp: Ha tudod a szekvencia azonosító számát, akkor közvetlenül a UGENE szoftverrel is letöltheted.
2. feladat: Célja: exonok helyének és számának meghatározása Dot-Plot ábráva és páros szekvenciaillesztés használatával
· http://ugene.net/build-dot-plot/
· https://ugene.net/wiki/display/UUOUM15/Pairwise+Aligning
a) Mentsd le az ember mRNS szekvenciáját a UGENE többszörös illesztésből: Jobb egér gomb a szekvencián → Export → Save sequence, Gap characters: Trim.

Tipp: Megnyílik új fülön is, ezt be lehet zárni.

b) Dot plot ábra készítés: Tools menü → Build Dot plot. Olvasd be a két szekvencia filet, a genomit – melyet az NCBI-ról mentettél le – és az mRNS-t – melyet az előbb mentettél le a UGENE-ből.

Az X tengelyen legyen a hosszabb, genomi szekvencia.
Mentsd le a képet: Jobb egér gomb a képen: Dot plot → Save/Load → Save as image

A dot-plot ábra szerint hány exon található a génben?
Tipp: Ha rákattintasz egy-egy illeszkedésre (átlós vonalra), akkor alul megjeleníti azt a szekvencia részt.

c) Nézd meg az NCBI GenBank-ban is, hogy hány exon van a génben:
Ha a Feature Table-ben rákattintasz az egyik exon feliratra, akkor alul kiírja, hogy az hányadik exon volt az összesen hány darab közül (pl: 4 of 13).

d) Páros szekvenciaillesztés: Másold az mRNS és a genomi szekvenciát egy fasta fileba text editor segítségével (Leafpad) és olvasd be a UGENE-be.

Jobb oldalon találod a Pairwise alignment menüpontot. Töltsd be ide a 2 szekvenciát: kattints az egyik szekvenciára, majd a kis nyílra és a másikra, majd a másik nyílra. Válaszd ki a Hirschberg illesztést az Algorithm-nál (a Swiss-Walterman nagyon lassú).


Az illesztés segítségével megtaláltad az összes exont?
3.feladat: Génünkre illeszkedő primerek tervezése

a) Legyen megjelenítve a gén DNS szekvenciája. Kattints jobb egérgombbal a szekvenciára és válaszd az Analyze lehetőséget és itt a Primer3 menüpontot. A megnyíló ablakban nagyon sok paraméter állítására adódik lehetőségünk, ezek közül fontosabbak:
Targets (Main) : olyan régiót lehet ezzel megjelölni, amelynek biztosan benne kell lennie a próbában. Pl.: 27,2 azt a két bp-t jelöli, amely az 27. bázsitól kezdődő 2 bp-t öleli fel
Product Size (Main): A termék mérete. 
Primer  Size (General Settings):   A  primer ek  méretének  minimális,  maximális,  illetv e  optimális  értéke. Max 36 bp.
Max  Complementarity(General Settings) : A primer milyen mértékben képes önamgához  kötődni.  
Max  3’  Complementarity (General Settings): A két primer milyen mértékben kötődik össze  egymással.
Primer Tm (General Settings):  A primerek olvadási hőmérsékletének minimális, maximális, illetve optimális  értéke. 
Product Tm (General Settings):  A termék olvadési hőmérsékletének minimális, maximális, illetve optimális  értéke. 
Primer GC% (General Settings):  A primerek GC tartalmának százalékos aránya
Included Region (General Settings):  Ezzel meg lehet adni, hogy melyik régiókon bel ül lehessen csak primert  keresni. 
Max Poly – X (General Settings):  Azt mondja meg, hogy hány darab azonos bázis lehet egymás mellett.
b) Többnyire megfelelnek az adott beállítások. Most tervezzünk 50 - 200 - es  terméket,  adjon  vissza  5  terméket,   ezen   kívül   a   maximum   komplementaritás   legyen   4.00 ,   a   maximum   3’  komplementaritás  legyen  3.00 ,  és  maximum  4  hosszú  szakasz  lehessen  azonos  bázisból.  A Target legyen 40. bázsitól kezdődő és 78 bp-t öleljen fel.
c) Ellenőrzésképpen nézzük meg, mennyire specifikusak az általunk tervezett primer  párok!  Ehhez nyissunk https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 
Másoljuk a primereinket! Ehhez először kattintsunk duplán lent a választott primerekre, majd a kijelölődött kék szakaszra jobb egérgombbal rákattintva a copy/paste lehetőségnél a copy annotation-t válasszuk. Ezeket a kívánt irányultságban másoljuk be és válasszuk a database-nek a genomes for selected organism –et. Nyomjuk meg a Get Primers gombot az oldal alján.

+1. feladat: Célja: többszörös szekvenciaillesztés létrehozása homológ mRNS szekvenciákból
a) Töltsd be a HomoloGene szekvenciákat a UGENE-be: Open: Join sequences into alignment…
Nevezd át a szekvenciákat fajnevekre: dupla kattintás a szekvencia nevén.
Melyik a legrövidebb és a leghosszabb szekvencia?
Tipp: A szekvenciák alatt hisztogramon láthatjuk az egyező nukleotidok arányát (szürke). Itt is navigálhatunk a szekvenciákon belül.
b) Többszörös szekvenciaillesztés létrehozása: Align gomb → Align with MUSCLE. 
c) A Megnyilo ablakban a Mode opciot allitsd Large alignment -re
d) Az Align gombbal inditsd el az illesztest es vard meg amíg az ablak jobb also sarkaban a progress bar vegig fut.
Milyen hosszú lett az illesztés (hány pozíció)?
Van olyan része az illesztésnek, ahol minden fajból szekvencia és nem gap található?
Tipp: Jobb oldali: Highlighting menü.
e) Mentés új fileba: Save alignment as gomb a menüsor alatt. File format: PHYLIP Interleaved.
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