Задания 2.1–2.2

0. Протокол!

1. Внести в протокол дату и номер последнего релиза EMBL. Составить список разделов банка EMBL с указанием числа записей в каждом разделе последнего релиза. Для таксономических разделов привести их русское название. 

Прокариоты.

Промотор, оперон; оператор;  ген, инициаторный кодон, стоп-кодон

2. Изучение лактозного оперона E.coli  (создать поддиректорию lac_ecoli для файлов)

a. Найти и сохранить в файле lac_operon_ecoli.embl запись EMBL, описывающую оперон

b. Составить и внести в протокол схему лактозного оперона, в которой отражены названия генов, порядок из следования, положение промотора, положение операторов — участков связывания регуляторных белков LacI и CAP (CRP). 

c. Входит ли репрессор лактозного оперона в его состав, т.е. закодирован ли в той же мРНК или в другой? Ответ внести в протокол.

d. Внести в протокол  

i. длину каждого гена (включая стоп-кодон), инициаторный кодон, первый аминокислотный остаток белка, стоп-кодон

ii. расстояния между генами (в парах оснований).

e. Сохранить в одном файле operators_in_lac_operon.fasta  последовательности:

i. участок связывания (оператор) регуляторного белка CAP
ii. участок связывания (оператор) репрессора лактозного оперона LacI

f. Все особенности, находки и комментарии по их поводу – в протокол!


3. Изучение сигналов и генов триптофанового оперона E.coli 
a. Найти и сохранить в файле trp_operon_ecoli.embl запись EMBL, описывающую оперон

b. Составить схему триптофанового оперона, в которой отражены:

i. названия структурных генов  в порядке их расположения в опероне;

ii. длину каждого гена, инициаторный кодон, первый аминокислотный остаток, стоп-кодон

iii. расстояния между генами (в парах оснований);

iv. положение сигналов "–35" и "–10" промотора и их последовательность

v. положение оператора — участка связывания репрессора TrpR 

c. Сохранить в одном файле trp_operon_signals.fasta все аннотированные сигналы, каждый - в виде отдельной последовательности:

i. промоторную область (с запасом)   –100...0 

ii. сигналы "–35" и "–10" отдельно

iii. оператор — последовательность, узнаваемую триптофановым репрессором TrpR

iv. ген лидерного пептида

РНК-полимераза прокариот 

4. В геноме E.coli (штамм K12) найти все аннотированные гены, кодирующие субъединицы ДНК-зависимой РНК-полимеразы (той самой "молекулярной машины", которая транскрибирует ДНК в матричную, или информационную, РНК). 

a. В протокол внести название гена, длину гена (включая стоп-кодон), первый (инициаторный) кодон, какой аминокислотный остаток он кодирует, стоп-кодон.    

b. Сохранить в отдельных файлах в fasta формате все аминокислотные последовательности всех субъединиц

c. (*) Выровнять аминокислотные последовательности тех субъеднниц, которые могут оказаться гомологичными, и сохранить выравнивание в msf формате. 

d. Прокомментировать результат в протоколе.

Гены транспортных РНК 

5. Найти все аннотированные сериновые  tRNA, закодированные в геноме E. coli штамм K12. Составить  выравнивание их последовательностей. Для каждой tRNA в протокол занести AC записи, ее содержащей, положение в записи, ориентацию
;  а также внести в протокол ваши комментарии. 
Сайты связывания одного репрессора

6. Найти все аннотированные сайты связывания триптофанового репрессора в геноме E.coli штамм K12. Составить консенсус.

7. То же задание, но для лактозного репрессора

8. Описать экзон-интронную структуру mRNA и гена MAGE-C1: число и длины экзонов, длины интронов, соотвествие между экзонами mRNA и гена.
Методические указания

Адрес EMBL            


http://www.ebi.ac.uk/embl/
Поиск по ключевым словам  
Access => SRS6 

Учебник по EMBL


Documentation => User Manual

Описание Feature Tables 

Documentation => Feature Tables 






и Documentation => EMBL Features&Qualifiers
Лекции по молекулярной биологии (Новосибирск)

http://www.nsu.ru/education/biology/molbiol/General/Content.htm
1. Раздел 'DataBases' системы SRS содержит списки полей записи каждой базы данных, в том числе, и интересующей нас EMBL (release). Одно из полей записи — 'division', поэтому оно имеется в списке. Переход по ссылке приводит к форме заказа всех значений, встречающихся в данном поле в какой-либо из записей; для каждого значения дается число записей, его содержащих. Так можно получить полный список разделов (divisions) банка EMBL. 

Табличка с полными названиями разделов есть на странице 'user manual', доступной с  домашней страницы EMBL.

Возможности раздела 'DataBases' в дальнейшем помогут вам разобраться, если, например, на ваш запрос записей кишечной палочки появится сообщение 'NO ENTRIES FOUND'.  Вы сможете найти здесь, как точно пишется название этой бактерии в поле 'Organism Name'.

2. В EMBL имеется одна запись, описывающая лактозный оперон из E.coli. Найдите ее по ключевым словам! Порядок работы с SRS: 

1) В меню "Library page" выберите банк, с которым будете работать, т.е. EMBL

2) "Standard query form"
3) Создайте запрос. Название вида целесообразно задавать в поле "Organism name". Угадайте из трех раз в каком поле следует задавать название оперона: в поле ID? в поле Division? в поле Description? в поле Organism Name?
Помните, что можно использовать знаки "*" и "?" в тех словах, про которые вы не знаете точного написания в записях банка! Особенно часто приходится прибегать к этим знакам в поле Organism Name.


В данном задании полезны будут следующие поля: DE — description, CC —комментарии, FT — feature table – точнее те из них, которые относятся к "ключам" (FT Key): mRNA, CDS — coding sequence,  misc_signal — любой сигнал, влияющий на работу генов (например, оператор; для операторов вместо misc_signal может использоваться ключ protein_bind)

3. См. п.2

4. РНК-полимераза это комплекс из 6 субъединиц, каждая из которых является отдельной молекулой белка ( http://www.nsu.ru/education/biology/molbiol/Lecture6/Lec63.htm ). (Существуют также и другие факторы, важные для элонгации транскрипции in vivo, но и без них может идти транскрипция).


Попробуйте сначала найти нужные записи, задавая ключевые слова в поле Description. Если результат не очень удачный, то почему?


Попробуйте найти нужные гены в полном геноме  E.coli.  При этом слова "РНК полимераза" бесполезно задавать в поле "Description"! (Почему?). 

· Чтобы ограничить поиск полным геномом одного штамма следует в поле Description внести слова "complete genome" , а в поле "Organism Name" - название вида, включая штамм. 

· Слова "РНК полимераза"  следует задавать в поле "FTDescription"
· Получить результат следует в виде отдельных локальных объектов (Features), а не полных записей (почему?). Это можно задать в поле "Get results of type" запроса ("Standard query form").
· Не бойтесь в поле "View results using" запроса заказать "Complete entries", так как "a complete entry of type feature" = один локальный объект (feature), т.е. обычно небольшая запись. 
5. Полезно знать, что 

· есть такой ключ (Feature key) tRNA; 

· название тРНК кодируется обычно трехбуквенным кодом соотв. аминокислоты, например, ile для изолейцина; оно вносится в "feature description"
6-7. Полезно знать, что 
· есть такие ключи - misc_binding и protein_bind - для обозначения фрагментов ДНК(РНК), с которыми связываются какие-либо молекулы, в частности,  белки;

· при этом в "Feature description" вероятно, будет указано, какой именно белок связывается


8. В этом задании возникает трудность с написанием названия гена. 
         В поле "Description" соотв. записи написано буквально следующее: "Homo sapiens melanoma-associated antigen (MAGE-C1) gene, complete cds". 

        Тем не менее, если задать поиск слова "MAGE-C1" в поле "Descritpion" получите 0 находок! 

       Дело в том, что в SRS на сайте EBI черточка "-" считается одним из разделителей слов. Поэтому компьютер считает, что в данном поле есть слова: "Homo", "sapiens", ..., "MAGE", "C1", "gene", ... А слова-то "MAGE-C1" нет! Хорошо это или (скорее) плохо, но это так.     

       Итак, поиск каких отдельных слов (разделенных пробелом!) следует задать в поле "Description"?  

� Все записи полного генома одинаково ориентированы, поэтому ориентацию генов из разных записей можно сравнивать.  





