Часть 1. Поиск прокариотических генов

Дан фрагмент последовательности ДНК Escherichia coli и аннотация к нему в формате EMBL. Задача: идентифицировать гены в этом фрагменте при помощи программ ORF Finder и GeneMark и сравнить полученные результаты с аннотацией.

	CDS из аннотации E.coli

	конец
	начало
	длина
	рамка

	<1
	104
	
	

	101
	718
	618
	-2

	737
	>818
	
	


Зеленым цветом выделена предсказанная, совпавшая с аннотированной рамка считывания.
Красным цветом гены, полностью пропущенные GeneMark.
Итак, в таблице представлены CDS, указанные в аннотации к данной последовательности ДНК из E.coli. Мы видим, что все три CDS располагаются на комплементарной цепи, но две из них продолжаются за пределами аннотированной последовательности.
С помощью программы ORF Finder были определены возможные ORFs в аннотированной последовательности ДНК. Начало, конец и рамка для самого длинного (не пересекающегося по ДНК) предсказания совпадают с данной в аннотации CDS.

Далее с помощью программы blastp в GenBank  был произведен поиск белков, похожих на транслированную ORF. 100% Identity присутствует у нескольких белков E.coli; в том числе и белок, ген которого присутствует в аннотации. Однако NCBI заявляет, что длина сего белка на две аминокислоты больше, чем того, который получился бы трансляцией аннотированного гена. 
Выравнивания расположены на следующей странице.
>ref|ZP_00736713.1| COG4133: ABC-type transport system involved in cytochrome c biogenesis, 

ATPase component [Escherichia coli 53638]

 ref|ZP_00730975.1| COG4133: ABC-type transport system involved in cytochrome c biogenesis, 

ATPase component [Escherichia coli E22]

 ref|ZP_00726723.1| COG4133: ABC-type transport system involved in cytochrome c biogenesis, 

ATPase component [Escherichia coli F11]

 ref|ZP_00706313.1| COG4133: ABC-type transport system involved in cytochrome c biogenesis, 

ATPase component [Escherichia coli HS]

 ref|YP_408512.1| ATP binding protein of heme exporter A [Shigella boydii Sb227]

 ref|NP_416705.1| ATP binding protein of heme exporter A [Escherichia coli K12]

 ref|ZP_00926810.1| COG4133: ABC-type transport system involved in cytochrome c biogenesis, 

ATPase component [Escherichia coli 101-1]

 pir||G64989 heme exporter protein A - Escherichia coli (strain K-12)

 gb|ABB66684.1| ATP binding protein of heme exporter A [Shigella boydii Sb227]

 gb|AAA16393.1| yejW [Escherichia coli]

Length=205

 Score =  413 bits (1061),  Expect = 4e-114

 Identities = 205/205 (100%), Positives = 205/205 (100%), Gaps = 0/205 (0%)

Query  1    MLEARELLCERDERTLFSGLSFTLNAGEWVQITGSNGAGKTTLLRLLTGLSRPDAGEVLW  60

            MLEARELLCERDERTLFSGLSFTLNAGEWVQITGSNGAGKTTLLRLLTGLSRPDAGEVLW

Sbjct  1    MLEARELLCERDERTLFSGLSFTLNAGEWVQITGSNGAGKTTLLRLLTGLSRPDAGEVLW  60

Query  61   QGQPLHQVRDSYHQNLLWIGHQPGIKTRLTALENLHFYHRDGDTAQCLEALAQAGLAGFE  120

            QGQPLHQVRDSYHQNLLWIGHQPGIKTRLTALENLHFYHRDGDTAQCLEALAQAGLAGFE

Sbjct  61   QGQPLHQVRDSYHQNLLWIGHQPGIKTRLTALENLHFYHRDGDTAQCLEALAQAGLAGFE  120

Query  121  DIPVNQLSAGQQRRVALARLWLTRATLWILDEPFTAIDVNGVDRLTQRMAQHTEQGGIVI  180

            DIPVNQLSAGQQRRVALARLWLTRATLWILDEPFTAIDVNGVDRLTQRMAQHTEQGGIVI

Sbjct  121  DIPVNQLSAGQQRRVALARLWLTRATLWILDEPFTAIDVNGVDRLTQRMAQHTEQGGIVI  180

Query  181  LTTHQPLNVAESKIRRISLTQTRAA  205

            LTTHQPLNVAESKIRRISLTQTRAA

Sbjct  181  LTTHQPLNVAESKIRRISLTQTRAA  205

>ref|ZP_00696325.1| COG4133: ABC-type transport system involved in cytochrome c biogenesis, 

ATPase component [Shigella boydii BS512]

 dbj|BAE76664.1| heme exporter subunit [Escherichia coli W3110]

 gb|AAC75261.2| heme exporter subunit -!- ATP-binding component of ABC superfamily 

[Escherichia coli K12]

 sp|P33931|CCMA_ECOLI Cytochrome c biogenesis ATP-binding export protein ccmA (Heme 

exporter protein A)

Length=207

 Score =  413 bits (1061),  Expect = 4e-114

 Identities = 205/205 (100%), Positives = 205/205 (100%), Gaps = 0/205 (0%)

Query  1    MLEARELLCERDERTLFSGLSFTLNAGEWVQITGSNGAGKTTLLRLLTGLSRPDAGEVLW  60

            MLEARELLCERDERTLFSGLSFTLNAGEWVQITGSNGAGKTTLLRLLTGLSRPDAGEVLW

Sbjct  3    MLEARELLCERDERTLFSGLSFTLNAGEWVQITGSNGAGKTTLLRLLTGLSRPDAGEVLW  62

Query  61   QGQPLHQVRDSYHQNLLWIGHQPGIKTRLTALENLHFYHRDGDTAQCLEALAQAGLAGFE  120

            QGQPLHQVRDSYHQNLLWIGHQPGIKTRLTALENLHFYHRDGDTAQCLEALAQAGLAGFE

Sbjct  63   QGQPLHQVRDSYHQNLLWIGHQPGIKTRLTALENLHFYHRDGDTAQCLEALAQAGLAGFE  122

Query  121  DIPVNQLSAGQQRRVALARLWLTRATLWILDEPFTAIDVNGVDRLTQRMAQHTEQGGIVI  180

            DIPVNQLSAGQQRRVALARLWLTRATLWILDEPFTAIDVNGVDRLTQRMAQHTEQGGIVI

Sbjct  123  DIPVNQLSAGQQRRVALARLWLTRATLWILDEPFTAIDVNGVDRLTQRMAQHTEQGGIVI  182

Query  181  LTTHQPLNVAESKIRRISLTQTRAA  205

            LTTHQPLNVAESKIRRISLTQTRAA

Sbjct  183  LTTHQPLNVAESKIRRISLTQTRAA  207

Далее мы получали гены, предсказанные программой GeneMark2.4.
	Гены, предсказанные программой GeneMark2.4

	конец
	начало
	длина
	рамка

	<3
	104
	102
	

	101
	724
	624
	-2


Итак, что же мы видим в предсказании? Ген, выходящий за пределы выданного мне участка ДНК,  по факту, предсказан верно. Другой же предсказанный ген, полностью расположенный внутри данного куска, отличается от аннотированного ровно на шесть нуклеотидов (очевидно, это те две первые аминокислоты, которые выдал мне ранее NCBI), что дает нам счастье созерцать такую же рамку считывания.
Кодирующий потенциал для CDS, почти совпадающий с предсказанным, созерцайте как выделенный красным цветом участок на графике. Черным показан кодирующий потенциал для GeneMark.
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Часть 2. Поиск эукариотических генов

2.1.  С помощью программы GENSCAN выделите экзоны в последовательности ДНК и определите их тип.
Что и было мною успешно выполнено. Результаты занесены в таблицу. 
	Экзоны, предсказанные GenScan для human

	начало
	конец
	тип

	143
	223   
	начальный

	301    
	387   
	внутренний

	480    
	561   
	внутренний

	797   
	1221  
	конечный

	1750   
	1755    
	сайт полиаденилирования


P.S. Между прочим, было сказано, что данная последовательность ДНК расположена на прямой цепи.
2.2  Выделите экзоны в последовательности ДНК с помощью программы BlastX и сравните предсказания программ GENSCAN и BlastX
Что ж, рассмотрим «человеческую» изоформу транслированного участка ДНК.
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Score =  330 bits (845),  Expect = 4e-89

 Identities = 159/160 (99%), Positives = 160/160 (100%), Gaps = 0/160 (0%)

 Frame = +3

Query  474  AQVQAKLENAEVLELTVRRVQGVLRGRARGEWRRGGRGRRPRAPVTPARRRTSLPAPLSC  653

            A+VQAKLENAEVLELTVRRVQGVLRGRARGEWRRGGRGRRPRAPVTPARRRTSLPAPLSC

Sbjct  55   AEVQAKLENAEVLELTVRRVQGVLRGRARGEWRRGGRGRRPRAPVTPARRRTSLPAPLSC  114

Query  654  RRRGLPPEQGAPPRLLGEPRPRGPGGLGHAVAAHRAGRGSLPPTLGPRARAAAGGSERAL  833

            RRRGLPPEQGAPPRLLGEPRPRGPGGLGHAVAAHRAGRGSLPPTLGPRARAAAGGSERAL

Sbjct  115  RRRGLPPEQGAPPRLLGEPRPRGPGGLGHAVAAHRAGRGSLPPTLGPRARAAAGGSERAL  174

Query  834  RCRLHPVHARGAHVRVHVPGHRRYRRCRAPEPSARVHAAA  953

            RCRLHPVHARGAHVRVHVPGHRRYRRCRAPEPSARVHAAA

Sbjct  175  RCRLHPVHARGAHVRVHVPGHRRYRRCRAPEPSARVHAAA  214

 Score = 69.3 bits (168),  Expect = 1e-10

 Identities = 70/175 (40%), Positives = 76/175 (43%), Gaps = 36/175 (20%)

 Frame = +1

Query  253  GREAVRGWDSVPRSPQARKPLVEKKRRARINESLQELRLLLAGAEVRRP-----------  399

            GRE   GW++     +ARKPLVEKKRRARINESLQELRLLLAGAEV+             

Sbjct  13   GREDEDGWET-RGDRKARKPLVEKKRRARINESLQELRLLLAGAEVQAKLENAEVLELTV  71

Query  400  --------GRRRGAAGRAGGSGSALPAHRPSRPRRCRPSWRTPKCWS*R-----CGGSRV  540

                    GR RG   R GG G    A  P  P R R S   P     R      G    

Sbjct  72   RRVQGVLRGRARG-EWRRGGRGRRPRA--PVTPARRRTSLPAPLSCRRRGLPPEQGAPPR  128

Query  541  CCGAGRAVSGGGAGGG-----AGRGRL*PLPDGGLPSRRPCPVGGEGSHRSRVRP  690

              G  R    GG G       AGRG L P      P  R    G E + R R+ P

Sbjct  129  LLGEPRPRGPGGLGHAVAAHRAGRGSLPPTLG---PRARAAAGGSERALRCRLHP  180

 Score = 64.7 bits (156),  Expect = 3e-09

 Identities = 28/29 (96%), Positives = 28/29 (96%), Gaps = 0/29 (0%)

 Frame = +2

Query  143  MAPPAAPGRDRVGREDEDGWETRGDRKVR  229

            MAPPAAPGRDRVGREDEDGWETRGDRK R

Sbjct  1    MAPPAAPGRDRVGREDEDGWETRGDRKAR  29

 Score = 35.4 bits (80),  Expect = 1.8

 Identities = 30/80 (37%), Positives = 33/80 (41%), Gaps = 11/80 (13%)

 Frame = -3

Query  778  GREPR----PAR*AATAWPSPPGPRGRGSPRRRGGAPCSGGSPRRRQDRGAGREVLRLAG  611

            GR PR    PAR   T+ P+P   R RG P  +G  P   G PR R   G G        

Sbjct  92   GRRPRAPVTPAR-RRTSLPAPLSCRRRGLPPEQGAPPRLLGEPRPRGPGGLGH------A  144

Query  610  VTGARGRRPRPPRRHSPRAR  551

            V   R  R   P    PRAR

Sbjct  145  VAAHRAGRGSLPPTLGPRAR  164
	gi|22760876|dbj|BAC11368.1| [Homo sapiens]

	Номер экзона
	координаты по белку
	координаты по ДНК

	1
	1
	143

	
	29
	229

	2
	30
	270

	
	54
	294

	3
	55
	474

	
	214
	953


Итак, что мы видим на этих выравниваниях? Первый экзон – это выравнивание номер три, очень хорошее, в нем мы не сомневаемся.  Следовательно, он продолжается с 143 по 229 нуклеотид. Со вторым экзоном посложнее. У нас три перекрывающихся по ДНК и по белку выравнивания. Первое выравнивание – самое лучшее, поэтому мы ему поверим. Значит, ДНК белка кончается 953 нуклеотидом. Но белок не может с 29-ой аминокислоты сразу переходить на 55-ую. Значит, надо брать кусок белок из другого выравнивания. Четвертое мы отвергаем, поскольку оно полностью перекрывается с первым. Остается второе выравнивание. Действуя методом исключений, мы вырезаем из него кусок белка (аминокислоты 30-54, выделены желтым цветом) – выравнивание довольно плохое, поэтому нам его не жалко. Таким образом, здесь у нас присутствуют три экзона (см. таблицу), хотя BLAST и показал только два таковых.
Рассмотрим теперь второй организм.
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 Score =  269 bits (687),  Expect = 7e-71

 Identities = 131/156 (83%), Positives = 139/156 (89%), Gaps = 0/156 (0%)

 Frame = +1

Query  751   LTARDAALSLPPSGPEREQLQAEASERFAAGYIQCMHEVHTFVSTCQAIDATVAAELLNH  930

             LT R    +L     EREQLQAEASERFAAGYIQCMHEVHTFVSTCQAIDATVAAELLNH

Sbjct  79    LTVRRVQGTLRGRAREREQLQAEASERFAAGYIQCMHEVHTFVSTCQAIDATVAAELLNH  138

Query  931   LLESMPLREGSSFQDLLGDALAGPPRAPGRSGWPAGGAPGSPIPSPPGPGDDLCSDLEEA  1110

             LLESMPLREGSSF+DLLGDALAGPP APGRSGWP GG  GSP+PSPPGPGDD CSDLEEA

Sbjct  139   LLESMPLREGSSFRDLLGDALAGPPGAPGRSGWPTGGVLGSPLPSPPGPGDDPCSDLEEA  198

Query  1111  PEAELSQAPAEGPDLVPAALGSLTTAQIARSVWRPW  1218

             PEAEL++APAEGPDLVPAALGSLT  ++A+SVWRPW

Sbjct  199   PEAELTRAPAEGPDLVPAALGSLTATRVAQSVWRPW  234

 Score = 53.1 bits (126),  Expect = 8e-06

 Identities = 27/29 (93%), Positives = 27/29 (93%), Gaps = 0/29 (0%)

 Frame = +3

Query  474  AQVQAKLENAEVLELTVRRVQGVLRGRAR  560

            A VQAKLENAEVLELTVRRVQG LRGRAR

Sbjct  65   ASVQAKLENAEVLELTVRRVQGTLRGRAR  93
	gi|22760876|dbj|BAC11368.1| [Homo sapiens]

	Номер экзона
	координаты по белку
	координаты по ДНК

	1
	65
	474

	
	93
	560

	2
	94
	766

	
	234
	1218


Что мы видим здесь? Даны два хороших выравнивания, перекрывающихся по белку. По моему мнению, мы должны рассматривать второе выравнивание, как целый первый экзон. Что касается второго, то он кодируется ДНК из первого выравнивания, но не с начала его, поскольку там оно не очень уж хорошее; и начнем мы с Глютаминовой кислоты (Вы легко увидите ее, если посмотрите на консенсус). Тем более, что ее координата по белку – 94. Подробности см. в таблице.
P.S. К сожалению, BLAST представил выравнивание только после 65-ой аминокислоты, что не очень-то радует.
Сравним два полученных белка их данных двух организмов.
Последний экзон первого организма начинается с того же нуклеотида, что и первый (показанный BLAST) экзон из второго, далее он покрывает интрон второго организма и продолжается на следующий его экзон; замечу только, что последний экзон длиннее у второго организма по сравнению с первым.
По причине различий в длине последних экзонов соответствующие строки в таблицах выделены розовым цветом.
Но, как я уже говорила, BLAST начал выравнивание только с 65-ой аминокислоты, поэтому я ничего не могу сказать, насколько сходны или различаются начальные экзоны для данных двух организмов.
Сравним полученные изоформы с предсказанием GENSCAN.

Экзоны из BLAST у Canis familiaris совпадают с предсказанными GENSCAN (правда, начало не определено).

Что касается Homo sapiens, тут все похуже; совпадают только первый экзон и начало третьего. Второй полностью покрывает первый интрон GENSCAN. Последний экзон совпадает с третьим из GENSCAN, далее покрывает третий интрон GENSCAN, и продолжается на половине четвертого.
Объединяя все полученные данные в одну таблицу, получаем:
	Экзоны

	GENSCAN
	Homo sapiens
	Canis familiaris

	начало
	конец
	начало
	конец
	QQ
	начало
	конец
	QQ

	143
	223   
	143
	229
	0,93
	Не определено BLAST
	-

	301    
	387   
	270
	294
	0
	
	-

	480    
	561   
	474
	953
	0,32
	474
	560
	0,93

	797   
	1221  
	
	
	
	766
	1218
	0,93


Перекрытие QQ — мера близости двух систем отрезков, вычисляется как отношение длины пересечения к длине объединения отрезков из этих систем.

Желтым цветом обозначены BlastX-экзоны, не совпадающие с предсказанием GENSCAN.
Зеленым цветом обозначены GENSCAN-экзоны хорошо совпадающие с BlastX-экзоном (QQ>0.9).
Красным цветом обозначены GENSCAN-экзоны не пересекающиеся ни с одним из BlastX-экзонов в обеих изоформах.
Ниже представлена картинка для визуализации моих слов и таблиц.
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Зеленый цвет – предсказание GENSCAN, красный – BLAST: верхная полоса – Homo sapiens, нижняя – Canis familiaris.
2.3.  Найдите Ваш ген в геноме человека, используя программу BLAT в Human Genome Browser. Выделите кодирующие и некодирующие экзоны

Итак, программа Human BLAT Search выдала мне «список найденных фрагментов генома» (цитата задания). У самого первого score на три порядка больше, чем у остальных, поэтому я выбрала его.
Полученная последовательность ДНК находится на обратной цепи второй хромосомы; геномные координаты последовательности:
238 928 910 – 238 930 678.
Далее было получено выравнивание геномной ДНК с моей последовательностью, со сплайсированными EST и с мРНК:
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	Координаты кодирующих, некодирующих экзонов и интронов для мРНК BC007939

	Область
	координаты по ДНК

	Некодирующая 5’ часть экзона
	с
	9

	
	по
	132

	Кодирующая часть экзона
	с
	133

	
	по
	213

	Интрон
	с
	214

	
	по
	289

	Кодирующий экзон
	с
	290

	
	по
	357

	Интрон
	с
	358

	
	по
	469

	Кодирующий экзон
	с
	470

	
	по
	551

	Интрон
	с
	552

	
	по
	786

	Кодирующая часть экзона
	с
	787

	
	по
	1211

	Некодирующая 3’ часть экзона
	с
	1212

	
	по
	1769




Порождающая мРНК с идентификатором BC007939 содержит два смешанных экзона и два внутренних; их координаты (по моей исходной последовательности) приведены в таблице (пересчет из ДНК-координат производился с помощью OFFSET=1+238930678+1779-1779= =238930679).
Кодирующие экзоны приблизительно совпадают с предсказанными GENSCAN. Поэтому, если мы посмотрим предыдущие пункты данного отчета, увидим, что в мРНК BC007939 есть экзон (второй по счету), не предсказанный BLASTX.
Ниже представлена картинка, визуализирующая таблицу:
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Синим цветом выделены кодирующие экзоны.

Красным цветом выделены некодирующие участки.

Голубым цветом показан экзон, не предсказанный BLAST.
Тонкие черные полоски – интроны.

P.S. Для Фом неверующих – ссылка на выравнивания: http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgc?hgsid=67446132&g=htcCdnaAli&i=BC007939&c=chr2&l=238928909&r=238930678&o=238928909&aliTrack=all_mrna&table=mrna
