Wskazówki:
W celach porównawczych przyrównania możesz oglądać w jakimś edytorze tekstowym (Word, WordPad, Notatnik), programie ClustalX lub JalView. 
Formaty możesz zmieniać na stronie: http://www.ebi.ac.uk/Tools/sfc/ lub w ClustalX.
1. Poszukiwanie sekwencji podobnych, wykonywanie przyrównania online i ich ocena
1. W oparciu o BLASTP dostępny na stronie www.expasy.org/tools/blast/ znajdź sekwencje podobne do ludzkiej albuminy P02768 w bazie Swiss-Prot. Wybierz blastp - query against another protein database UniRef50.

2. Zaznacz uwzględniając wysłaną sekwencję wybierz do 10 znalezionych sekwencji tak, aby równomiernie reprezentowały wartości E, nieprzekraczające 10-4. Przed wybraniem sekwencji upewnij się w oparciu o przyrównania, że są podobne do sekwencji wysłanej na całej długości.

3. Wykonaj przyrównania zaznaczonych sekwencji przy pomocy dwóch z trzech programów: ClustalW, T-Coffee, MAFFT.

2. Przyrównanie sekwencji globin programem Clustal Omega
>HBB_HUMAN

VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH

>HBB_HORSE

VQLSGEEKAAVLALWDKVNEEEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSNPGAVMGNPKVKAHGKKVLHSFGEGVHHLDNLKGTFAALSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVVVLARHFGKDFTPELQASYQKVVAGVANALAHKYH

>HBA_HUMAN

VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR

>HBA_HORSE

VLSAADKTNVKAAWSKVGGHAGEYGAEALERMFLGFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKAHGKKVGDALTLAVGHLDDLPGALSNLSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLSTLAVHLPNDFTPAVHASLDKFLSSVSTVLTSKYR

>MYG_PHYCA

VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLKTEAEMKASEDLKKHGVTVLTALGAILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISEAIIHVLHSRHPGDFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKELGYQG

>GLB5_PETMA

PIVDTGSVAPLSAAEKTKIRSAWAPVYSTYETSGVDILVKFFTSTPAAQEFFPKFKGLTTADQLKKSADVRWHAERIINAVNDAVASMDDTEKMSMKLRDLSGKHAKSFQVDPQYFKVLAAVIADTVAAGDAGFEKLMSMICILLRSAY

>LGB2_LUPLU

GALTESQAALVKSSWEEFNANIPKHTHRFFILVLEIAPAAKDLFSFLKGTSEVPQNNPELQAHAGKVFKLVYEAAIQLQVTGVVVTDATLKNLGSVHVSKGVADAHFPVVKEAILKTIKEVVGAKWSEELNSAWTIAYDELAIVIKKEMNDAA
W oparciu o ClustalW dostępny na stronie http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
dokonaj przyrównania sekwencji. Oglądnij uzyskane przyrównanie w JalView: Result Summary -> Start JalView. Ile jest konserwatywnych bloków poprzedzielanych słabo przyrównanymi (zmiennymi) regionami? Jeśli zapiszesz przyrównanie i otworzysz w zainstalowanym na komputerze programie JalView, to możesz określić strukturę drugorzędową na podstawie wgranego przyrównania: Menu -> WebService. Może to Ci pomoże określić czemu odpowiadają te konserwatywne regiony.

3. Przyrównanie sekwencji globin programem ClustalX
1. Zapisz powyższe sekwencje do pliku tekstowego.

2. W oparciu o zainstalowany na Twoim komputerze ClustalX dokonaj przyrówania sekwencji na dwa sposoby. W pierwszym przypadku przyjmij ustawienia domyślne. Wykonaj przyrównanie: Alignment -> Do Complete Alignment.

3. W drugim przypadku na nowo otwórz nieprzyrównane sekwencje i wybierz następujące parametry: pairwise alignment: gap openinig = 35 gap extension = 0.75; multiple alignment: gap openinig = 15 gap extension = 0.30. Wykonaj przyrównanie. 

4. Zrób drzewo filogenetyczne (Trees -> Draw N-J Tree) zaznaczając poprawkę na wielokrotne podstawienia (Trees -> Correct for Multiple Substitutions). Oglądając drzewa w programie njplot porównaj przewodnie drzewo (plik *.dnd) z uzyskanym drzewem filogenetycznym (plik *.ph). Jakie widzisz różnice?

5. Porównaj wyniki przyrównań uzyskane programem ClustalX w ćwiczeniu wcześniejszym i tym. Czy widzisz jakieś różnice?

4. Przyrównanie sekwencji globin programem MCOFFEE
W oparciu o program MCOFFEE dostępny na stronie http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/all.html dokonaj przyrównania sekwencji globin. Porównaj uzyskane wyniki z wynikami uzyskanymi dla programu Clustal. Jaka jest jakość tego przyrównania? Popatrz na pliki score.html lub score.pdf. Możesz wykonać przyrównania również innymi programami:
DIALIGN - http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
KALIGN - http://msa.cgb.ki.se/cgi-bin/msa.cgi 

MAFFT - http://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server/
MUSCLE - http://www.drive5.com/muscle 
PROBCONS - http://probcons.stanford.edu
T-COFFEE - http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular
programem łączącym obliczone już wcześniej przyrównania (wybierz jakieś trzy z powyższych i wklej do okien): 

COMBINE - www.igs.cnrs-mrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi 
5. Edytowanie przyrównania w programie JalView (do odznaczania służy Esc)
1. W oparciu o zainstalowany na Twoim komputerze ClustalX dokonaj przyrówania sekwencji Ch12Sequences.txt. Wybierz następujące parametry: pairwise alignment: gap openinig = 35 gap extension = 0.75; multiple alignment: gap openinig = 15 gap extension = 0.30.

2. Otwórz plik powstały w wyniku przyrównania ch12sequences.aln w programie JalView.

3. Wybierz jeden ze sposobów kolorowania (Menu -> Colour). Poeksperymentuj z różnymi.

4. Przyjrzyj się przyrównaniu. Która sekwencja jest fragmentaryczna?

5. Wykonaj drzewo Average Distance lub Neighbour Joining używając jako miarę odległości BLOSUM62 (Menu -> Calculate) i określ, która sekwencja wyraźnie odstaje od pozostałych. (Dla przejrzystości w Menu -> View możesz wyłączyć pokazywanie odległości.) Możesz kliknąć na nazwę tej sekwencji, aby zidentyfikować ją w przyrównaniu.

6. Wykasuj z przyrównania sekwencję fragmentaryczną i odstającą (Menu -> Edit -> Delete).

7. Znajdź pozycję 67. Zauważ, że kwas glutaminowy (E) w wielu sekwencjach powinno się przesunąć o jedną pozycję na prawo, aby pasował do trzech sekwencji na dole. Aby je przesunąć: zaznacz region obejmujący E oraz przerwę oknem z lewa na prawo, mając wciśnięty shift i przesuń je kursorem na odpowiednie miejsce. Znajdź region między 210-220 posiadający przerwy. Zauważ, że w kilku sekwencjach lizyny (K) w kolumnie 218 i glicyny (G) w kolumnie 219 są źle przyrównane w porównaniu do innych sekwencji. Po zaznaczeniu tego regionu oknem z lewa na prawo i mając wciśnięty shift przesuń je kursorem na odpowiednie miejsce. Możesz jeszcze przesunąć aminokwasy SPG i TPG w lewo, w tym celu na nowo zaznacz region obejmujący te aminokwasy i przerwy na lewo. Przesuń również w lewo na odpowiednie miejsce kwas glutaminowy (E) w sekwencji MYH8_HUMAN w pozycji 214. Możesz znaleźć inne miejsce i dokonać zmian.

8. Znajdź inne regiony źle przyrównane oraz konserwatywny w 100% blok 10 reszt aminokwasowych w pierwszych 200 pozycjach. Jaki to układ aminokwasów.

9. Wykonaj drzewo Average Distance używając jako miarę odległości BLOSUM62 (Menu -> Calculate) i kliknij na drzewo aż pojawi się czerwona pionowa linia. Klikając na drzewie ustaw tak ją tak, aby wyróżniała trzy grupy sekwencji. Jakie sekwencje one grupują? 
10. Wykonaj wykres Principal Component Analysis w Menu -> Calculate. Jak pogrupowane są sekwencje? Ile można wyróżnić grup? Czy odpowiadają grupowaniu na drzewie?

11. Wyróżnione grupy powinny być pokolorowane w przyrównaniu. Przeglądnij przyrównanie i zidentyfikuj regiony, które są charakterystyczne dla poszczególnych grup i odróżniają daną grupę od innych.

12. Jakie zostaną sekwencje, jeśli usuniesz redundancję, tzn. sekwencje o identyczności powyżej 90%? Skorzystaj z Menu -> Edit->Remove Redundancy. Przesuń suwak na odpowiednią wartość i naciśnij Remove.

13. Określ strukturę drugorzędową na podstawie przyrównania: Menu -> WebService.

14. Aby wyeksportować przyrównanie wybierz z Menu -> Format -> Wrap.

15. Zapisz przyrównanie w odpowiednim formacie graficznym: Menu -> File -> Export Image oraz tekstowym w formacie aln: Menu -> File -> Save as.

6. Obróbka przyrównania w programie Boxshade
1. Wejdź na stronę:  https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html

2. Wklej w okno przyrównane sekwencje z poprzedniego ćwiczenia w formacie aln i wybierz ALN w oknie Input sequence format.
3. Wybierz format RTF_new (lub inny) oraz consensus line with letters.
4. Uruchom.

5. Oglądnij wynik. Możesz pozmieniać Fraction of sequences w opcji cieniowania i wykonać jeszcze raz.



