Предсказание генов. 

ФББ МГУ, 2 курс, весна 2006, Яковлев Сергей.
Часть 1. Поиск прокариотических генов
Задание: идентифицировать гены в фрагменте последовательности ДНК Escherichia coli при помощи программ ORF Finder и GeneMark и сравнить полученные результаты с аннотацией.
1.1 Оформите в виде таблицы CDS, указанные в аннотации к предложенной Вам последовательности ДНК .
	CDS из аннотации ecoli31

	начало
	конец
	длина
	рамка

	<1
	7
	>7
	

	101
	763
	663
	-2

	779
	>863
	>85
	


Красным цветом выделен CDS, соответствующий которому ген не был найден программой GeneMark (см. п. 1.3).
1.2 С помощью программы ORF Finder идентифицируйте открытые рамки считывания в последовательности ДНК.
	Рамки, наёденные ORF Finder

	начало
	конец
	длина
	рамка

	13
	129
	117
	+1

	101
	763
	663
	-2

	256
	423
	168
	-3


Зелёным цветом выделены строки таблицы, соответствующие предсказанным ORF, точно совпадающим с аннотированными генами.

Также программой Blastp для рамки -2 был найден белок, в точности совпадающий с транслированной ORF. Ниже приведено его выравнивание:
Score =  455 bits (1170),  Expect = 1e-126

 Identities = 220/220 (100%), Positives = 220/220 (100%), Gaps = 0/220 (0%)

Query  1    MDYTLTRIDPNGENDRYPLQKQEIVTDPLEQEVNKNVFMGKLNDMVNWGRKNSIWPYNFG  60

            MDYTLTRIDPNGENDRYPLQKQEIVTDPLEQEVNKNVFMGKLNDMVNWGRKNSIWPYNFG

Sbjct  1    MDYTLTRIDPNGENDRYPLQKQEIVTDPLEQEVNKNVFMGKLNDMVNWGRKNSIWPYNFG  60

Query  61   LSCCYVEMVTSFTAVHDVARFGAEVLRASPRQADLMVVAGTCFTKMAPVIQRLYDQMLEP  120

            LSCCYVEMVTSFTAVHDVARFGAEVLRASPRQADLMVVAGTCFTKMAPVIQRLYDQMLEP

Sbjct  61   LSCCYVEMVTSFTAVHDVARFGAEVLRASPRQADLMVVAGTCFTKMAPVIQRLYDQMLEP  120

Query  121  KWVISMGACANSGGMYDIYSVVQGVDKFIPVDVYIPGCPPRPEAYMQALMLLQESIGKER  180

            KWVISMGACANSGGMYDIYSVVQGVDKFIPVDVYIPGCPPRPEAYMQALMLLQESIGKER

Sbjct  121  KWVISMGACANSGGMYDIYSVVQGVDKFIPVDVYIPGCPPRPEAYMQALMLLQESIGKER  180

Query  181  RPLSWVVGDQGVYRANMQSERERKRGERIAVTNLRTPDEI  220

            RPLSWVVGDQGVYRANMQSERERKRGERIAVTNLRTPDEI

Sbjct  181  RPLSWVVGDQGVYRANMQSERERKRGERIAVTNLRTPDEI  220

1.3  С помощью программы GeneMark распознать гены в последовательности ДНК.
	Гены, найденные программой  GeneMark

	начало
	конец
	длина
	рамка

	101
	763
	663
	-2

	779
	>862
	>84
	


Зелёным выделены строки таблицы, соответствующие предсказаниям, точно совпадающим с аннотацией. (см.п.1.1)
Здесь приведены графики распределения кодирующего потенциала для каждой рамки считывания на обеих цепях ДНК.

Часть 2. Поиск эукариотических генов.
Задание: дан фрагмент ДНК из генома человека, содержащий альтернативно сплайсируемый ген. Ваша задача — найти две различные изоформы этого гена (неодинаковые выранивания двух белков с ДНК) и некодирующие экзоны используя программы GENSCAN, BlastX и Human Genome Browser (HGB).
2.1  С помощью программы GENSCAN выделить экзоны в последовательности ДНК и определить их тип.
	Экзоны, предсказанные GenScan для human31
	

	начало
	конец
	тип
	QQ

	113
	164
	начальный
	0,96

	348
	454
	внутренний
	0,91

	585
	780
	внутренний
	0,99

	947
	1011
	внутренний
	0,94

	1134
	1221
	внутренний
	0,95

	1312
	1494
	внутренний
	0,99

	1637
	1796
	внутренний
	0,81

	1973
	2088
	внутренний
	0,70

	2703
	2729
	внутренний
	

	2858
	2984
	внутренний
	0,97

	3096
	3192
	конечный
	0,97


2.2  Выделить экзоны в последовательности ДНК с помощью программы BlastX и сравнить предсказания программ GENSCAN и BlastX.

	gi|59799504|gb|AAX07277.1| receptor for advanced glycosylation end-products deletion exon 3 variant 
[Homo sapiens]
	gi|55626236|ref|XP_518377.1| PREDICTED: similar to advanced glycosylation end product-specific receptor isoform 1 precursor
 [Pan troglodytes]


	 координаты по белку
	координаты по ДНК
	 координаты по белку
	координаты по ДНК

	1
	113
	1
	113

	18
	166
	18
	166

	
	
	
	

	18
	347
	18
	347

	56
	463
	56
	463

	
	
	
	

	57
	636
	54
	585

	105
	782
	119
	782

	
	
	
	

	106
	948
	120
	948

	127
	1014
	141
	1014

	
	
	
	

	126
	1131
	140
	1131

	156
	1223
	170
	1223

	
	
	
	

	157
	1314
	171
	1314

	216
	1493
	230
	1493

	
	
	
	

	217
	1636
	231
	1636

	260
	1767
	274
	1767

	
	
	
	

	261
	1947
	275
	1947

	316
	2108
	322
	2090

	
	
	
	

	317
	2857
	322
	2857

	358
	2982
	363
	2982

	
	
	
	

	359
	3094
	364
	3094

	390
	3189
	395
	3189


Красным цветом покрашены отличия изоформ — альтернативные экзоны — экзоны, которые отсутствуют в другой изоформе, либо покрывают собой интрон, идентифицированный в другой изоформе, либо имеют альтернативный 5'- или 3'-конец.

Изначально, данные изоформы отличались количеством экзонов, но в последствии после разбиения экзонов со стоп-кодонами на два, получилось одинаковое количество экзонов в изоформах. Это вызвано тем, что программа  BlastX некорректно определяет границы экзонов.
2.3  Найти данный ген в геноме человека, используя программу BLAT в Human Genome Browser. Выделить кодирующие и некодирующие экзоны.

Найденный фрагмент генома: score 3354, длина выравнивания 3357, последовательность находится на обратной цепи ДНК, геномные координаты – start 32256723 end 32260080, находится на 6-ой хромосоме. OFFSET: 32260081
В GenBank были найдены эти human mRNAs и ESTs.
Найденные в Human Genome Browser экзоны:
	идентификатор мРНК

	начало экзона
	конец экзона
	тип экзона

	80
	155
	смешанный

	339
	445
	кодирующий

	576
	771
	кодирующий

	938
	1002
	кодирующий

	1125
	1212
	кодирующий

	1303
	1485
	кодирующий

	1628
	1758
	кодирующий

	1938
	2079
	кодирующий

	2694
	2802
	смешанный

	3087
	3212
	некодирующий


Все найденные экзоны были предсказаны программой  BlastX.

