4. Bioinformatika gyakorlat

Hasonló szekvenciák keresése és illesztése
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.)
Nyiss egy gyak4 mappát és abba mentsd a fájlokat, UGENE projektet!
1. feladat: Hasonló szekvenciák keresése BLAST-tal az NCBI-on
· https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
· A feladat célja: Ortológ szekvenciákat keresni a saját mRNS szekvenciád alapján csimpánzból, egérből, kutyából,  szarvasmarhából és törpeoposszumból. Minden fajból csak egy ortológ szekvencia szükséges.
(A következő gyakorlaton ezek alapján készítünk törzsfát.)
a) Az NCBI honlapján menj rá a BLAST részre.
Mivel az ember mRNS-e alapján keresel ortológ szekvenciákat: válaszd a nucleotide blast-ot (blastn). 
Enter Query Sequence: Töltsd fel a fehérjédhez tartozó emberi mRNS szekvenciát vagy írd be az accession number-ét (amelyik NM_-sal kezdődik).
Choose Search Set: A Nucelotide collection (nr/nt) nevű adatbázisban (GenBank) keress a táblázatban látható fajokra (csak ezekre), egyenként vagy egyszerre.
Tipp: Pipáld ki, hogy új ablakban mutassa az eredményeket (Show results in a new window).
Eredmények: A találatok közül minden fajhoz válassz egy-egy szekvenciát, ami a neve alapján valószínűsíthetően az emberi mRNS ortológja (lehet jósolt funkciójú – predicted – mRNS is). A legjobb, ha NM_-sal kezdődő accession numer-ű referencia szekvenciákat választasz (ha van ilyen a találataid között).
BLAST beállítások, Program Selection: Ha az alapértelmezésnek megadott nagyon hasonló szekvenciákat kereső megablast (Highly similar sequences) nem talált ortlógot az összes fajból, a hiányzó fajokból keress sima blastn-nel (Somewhat similar sequences). De előbb a mentsd le a találatokat (lásd b))!

Töltsd ki a táblázatot:
	Fajok
	A találatok közül választott szekvencia

	
	megablast-tal vagy blastn-nel került az eredmények közé?
	neve (Description)
	accession number-e
	E-értéke
	illeszkedésének hossza (Query coverage)

	csimpánz
	Pan troglodytes (taxid:9598) 
	
	
	
	
	

	egér
	Mus musculus (taxid:10090)
	
	
	
	
	

	kutya
	Canis lupus familiaris (taxid:9615)
	
	
	
	
	

	szarvasmarha
	Bos taurus (taxid:9913)
	
	
	
	
	

	törpeoposszum
	Monodelphis domestica (taxid:13616)
	
	
	
	
	


b) Az ortológ (vagy annak vélt) szekvenciák lementése:
Pipáld ki a kiválasztott szekvenciákat a BLAST eredmények táblázatos részében, nyomd meg a Download gombot, válaszd a FASTA (complete sequence)-t.
c) Ha több file-ba mentetted a BLAST-olás eredményét, másold a szekvenciákat egy fasta file-ba.
Az ember mRNS-ét is másold be a fajok mRNS-ét tartalmazó fasta fájlba.
2. feladat: A szekvenciák többszörös illesztése UGENE-nel
· Célja: A szekvenciák illesztése, az illesztett szekvenciák nem jól illeszkedő régióinak kivágása, valamint az illesztett szekvenciák lerövidítése, hogy a filogenetikai analízis hamar lefusson (a következő gyakorlaton).
a) Hozz létre új UGENE projektet! File → New project: add meg a nevét, mentési helyét (gyak4 mappa) és a fájl nevét.
b) Töltsd be a UGENE-be a BLAST eredményeket (legyen benne az emberi is). Open: Join sequences into alignment…
c) Írd át a szekvenciák neveit a fajnevek szerint (rövidítve): human, chimp, mouse, dog, cow, opossum.
d) Többszörös szekvenciaillesztés létrehozása: Align gomb → Align with MUSCLE. 
A megnyíló ablakban a Mode opciot allitsd Large alignment -re
e) Mentés új fileba: Save alignment as gomb a menüsor alatt. File format: PHYLIP Interleaved.
f) Keress egy olyan kb. 400-800 nukleotid hosszú szakaszt a szekvenia illesztésben, ahol kevés gap van és minden fajnál vannak nukleotidok (és nem csak gap). Jelöld ki a régiót egérrel.
Mentsd le külön ezt a részt: Egérrel kijelölés a szekvencián, jobb egérgomb → Export → Save subalignment → Válaszd a PHYLIP interleaved fájl formátumot → Exctract. Ezt használni fogjuk a következő gyakorlaton!
Hányadiktól hányadik illesztett pozíciók közötti részt választottad?
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