Сравнение аминокислотных последовательностей белков и нуклеотидных последовательностей соответствующих генов.

Были созданы две выборки по гомологам белка CLCA_ECOLI, включающие и сам белок CLCA_ECOLI:

 - CLCA_ECO57

Identity - 99%
 - CLCA_SHIFL

Identity - 99%
 - CLCA_SALTI

Identity - 78%
 - CLCA_YERPE

Identity - 70%
 - Q5E3V3_VIBF1

Identity - 49%
 - Q5NE78_FRATT

Identity - 39%
Первая выборка содержала нуклеотидные последовательности белков, заимствованных из банка EMBL, вторая – аминокислотные последовательности из банка UniProt. 
С помощью программы needle были созданы выравнивания аминокислотных и нуклеотидных последовательностей белков CLCA_ECOLI и его ближайшего гомолога CLCA_ECO57. Выравнивания представлены в конце документа. На основе анализа выравнивания нуклеотидных последовательностей была создана таблица: 
	№ замены
	№ нуклеотида в гене
	CLCA_ECOLI (нуклеотид)
	CLCA_ECO57 (нуклеотид)
	CLCA_ECOLI (аминокислота)
	CLCA_ECO57 (аминокислота)
	Номер позиции в триплете

	1
	138
	T
	C
	Val
	Val
	3

	2
	230
	T
	A
	Leu
	Leu
	3

	3
	243
	C
	T
	Val
	Val
	3

	4
	276
	T
	C
	Phe
	Phe
	3

	5
	306
	G
	C
	Pro
	Pro
	3

	6
	315
	T
	G
	Gly
	Gly
	3

	7
	318
	T
	G
	Gly
	Gly
	3

	8
	363
	C
	T
	Pro
	Pro
	3

	9
	393
	G
	A
	Lys
	Lys
	3

	10
	471
	C
	T
	Asn
	Asn
	3

	11
	474
	T
	C
	Ile
	Ile
	3

	12
	477
	C
	G
	Gly
	Gly
	3

	13
	480
	T
	G
	Arg
	Arg
	3

	14
	486
	G
	A
	Val
	Val
	3

	15
	489
	T
	C
	Leu
	Leu
	3

	16
	493
	A
	G
	Ile
	Val
	1

	17
	513
	C
	T
	Asp
	Asp
	3

	18
	532
	C
	T
	Leu
	Leu
	1

	19
	546
	T
	G
	Ala
	Ala
	3

	20
	549
	T
	G
	Ala
	Ala
	3

	21
	555
	G
	T
	Gly
	Gly
	3

	22
	561
	T
	G
	Ala
	Ala
	3

	23
	663
	T
	C
	Gly
	Gly
	3

	24
	738
	T
	C
	Asp
	Asp
	3

	25
	855
	C
	T
	Gly
	Gly
	3

	26
	876
	G
	A
	Val
	Val
	3

	27
	879
	A
	G
	Leu
	Leu
	3

	28
	885
	C
	T
	Gly
	Gly
	3

	29
	1188
	A
	G
	Ala
	Ala
	3


Комментарии к таблице:
 - Длина гена – 1422 нуклеотида, в нём обнаружено 29 замен.

 - Только одна замена повлекла за собой аминокислотную замену (см. выделенную строку таблицы). Соответственно найдено 28 случаев синонимичных замен; отношение синонимичных замен к несинонимичным – 28 : 1.
 - 93% (27 штук) замен прошли в 3 позицию триплета. Ни одна из замен в третью позицию не стала причиной аминокислотной замены.

Была построена матрица замен нуклеотидов:

	
	A
	T
	G
	C

	A
	*
	
	
	

	T
	1
	*
	
	

	G
	6
	7
	*
	

	C
	0
	13
	2
	*


Было посчитано количество 
трансверсий –  10






и транзиций –  19
Число транзиций больше числа трансверсий, что в очередной раз подтверждает закон Природы.
Однако наблюдаются различия в данных, полученных из двух созданных выравниваний. Согласно выравниванию аминокислотных последовательностей данные последовательности отличаются не так, как описывает выравнивание нуклеотидных последовательностей. Была создана аналогичная таблица для выравнивания аминокислотных последовательностей:

	№ замены
	№ аминокислоты в последовательности белка CLC_ECO57
	CLCA_ECOLI
	CLCA_ECO57

	1
	161
	-
	Val

	2
	165
	Ile
	Val

	3
	291
	-
	Trp


Как видно из таблицы, произошла не только замена аминокислоты, но и две вставки. Выравнивание нуклеотидных последовательностей не описывает эти две вставки.

Обратримся к выравниваниям нуклеотидных последовательностей: участки приведены ниже. Синим цветом выделены участки, которые должны были бы соответствовать кодону вставленной аминокислоты, если бы там действительно произошла вставка. Но на тех участках расположены кодоны, не соответствующие вставленным аминокислотам. Это значит, что ни в первом, ни во втором случаях никиких вставок не произошло. 







         161 
CLCA_ECOLI       451 accgtgcagatcggcggtaacattggccgtatggtgcttgatattttccg    500

                     ||||||||||||||||||||.||.||.||.|||||.||.|||.|||||||

CLCA_ECO57       451 accgtgcagatcggcggtaatatcgggcggatggtactcgatgttttccg    500
CLCA_ECOLI
       RM-LDIF 
 || ||||

CLCA_ECO57

 RMVLDVF







    Trp 
CLCA_ECOLI       851 acggcggcaatattaccaaatgggtgctaatgggcggtgcgattggcggt    900

                     ||||.||||||||||||||||||||.||.|||||.|||||||||||||||

CLCA_ECO57       851 acggtggcaatattaccaaatgggtactgatgggtggtgcgattggcggt    900

CLCA_ECO57

 ITKWVLM
 ||| |||

CLCA_ECOLI

 ITK-VLM 

Выходит несоответствие между геном и соответствующей ему аминокислотной последовательностью у CLCA_ECOLI. В генетическом коде есть кодоны данных аминокислот. А самих аминокислот в белковой последовательности нет.

Исследование зависимости процента совпадений последовательностей белков от процента совпадений последовательностей их генов.
Далее были определены проценты попарного совпадения последовательностей белков данной выборки, а затем процент попарного совпадения последовательностей их генов. На основе полученных данных построен график зависимости:
Данный график сравнивали с графиком, показывающий связь процентов совпадений последовательностей для белка-предшественника гемагглютинина у разных штаммов вируса гриппа. Эти графики представлены ниже:
[image: image1.emf]Предшественник гемагглютинина вируса гриппа 

и выборка по белку CLCA_ECOLI.
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Было произведено сравнение этих графиков:


- График по выборке CLCA_ECOLI более плавный, что свидетельствует о том, что организмы выборки CLCA_ECOLI находились в схожих условиях, так как в этом случае отношение Prot_Id/Gene_Id сильно не изменяется. Такого нельзя сказать о предшественнике гемагглютинина, график которого совсем не плавный, что свидетельствует о довольно быстрой эволюции этого белка. 

- Оба графика лежат ниже прямой, отражающей линейную зависимость. Это означает, что оба белка всё время испытывали эволюционные преобразования. 
Выравнивания:
1.Нуклеотидных последовательностей:
CLCA_ECOLI         1 atgaaaactgatactccctctttagaaacaccgcaggccgcgcgcctgcg     50

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57         1 atgaaaactgatactccctctttagaaacaccgcaggccgcgcgcctgcg     50

CLCA_ECOLI        51 acgcagacaactgattcgccaacttcttgagcgcgataaaaccccgttag    100

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57        51 acgcagacaactgattcgccaacttcttgagcgcgataaaaccccgttag    100

CLCA_ECOLI       101 ccattttgtttatggcggcagtcgtcggcacgcttgttgggctggcagcg    150

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||

CLCA_ECO57       101 ccattttgtttatggcggcagtcgtcggcacgcttgtcgggctggcagcg    150

CLCA_ECOLI       151 gttgcttttgacaaaggtgtcgcctggttgcagaaccaacgtatgggggc    200

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       151 gttgcttttgacaaaggtgtcgcctggttgcagaaccaacgtatgggggc    200

CLCA_ECOLI       201 gctggtacatactgctgataattatccgcttctgttaaccgtcgcttttc    250

                     ||||||||||||||||||||||||||||||.|||||||||||.|||||||

CLCA_ECO57       201 gctggtacatactgctgataattatccgctactgttaaccgttgcttttc    250

CLCA_ECOLI       251 tctgttcggcggtgctggcgatgtttggctactttttggtgcgcaaatac    300

                     |||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       251 tctgttcggcggtgctggcgatgttcggctactttttggtgcgcaaatac    300

CLCA_ECOLI       301 gcgccggaagcaggtggttcggggatcccggaaattgaaggggcgctgga    350

                     |||||.||||||||.||.||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       301 gcgcccgaagcaggggggtcggggatcccggaaattgaaggggcgctgga    350

CLCA_ECOLI       351 agatcaacgtcccgttcgctggtggcgtgtattgccggtgaagttctttg    400

                     ||||||||||||.|||||||||||||||||||||||||||||.|||||||

CLCA_ECO57       351 agatcaacgtcctgttcgctggtggcgtgtattgccggtgaaattctttg    400

CLCA_ECOLI       401 gcgggctggggacactcggcggaggcatggtgttggggcgcgaagggcca    450

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       401 gcgggctggggacactcggcggaggcatggtgttggggcgcgaagggcca    450

CLCA_ECOLI       451 accgtgcagatcggcggtaacattggccgtatggtgcttgatattttccg    500

                     ||||||||||||||||||||.||.||.||.|||||.||.|||.|||||||

CLCA_ECO57       451 accgtgcagatcggcggtaatatcgggcggatggtactcgatgttttccg    500

CLCA_ECOLI       501 cctgaaaggtgacgaagctcgccatacgctgctggcaaccggtgctgctg    550

                     ||||||||||||.||||||||||||||||||.|||||||||||||.||.|

CLCA_ECO57       501 cctgaaaggtgatgaagctcgccatacgctgttggcaaccggtgcggcgg    550

CLCA_ECOLI       551 cggggctggctgcggcctttaacgcgccgctggcgggtattttgtttatt    600

                     ||||.|||||.|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       551 cgggtctggcggcggcctttaacgcgccgctggcgggtattttgtttatt    600

CLCA_ECOLI       601 atcgaagagatgcgtccgcagtttcgctatacgttaatttcgattaaagc    650

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       601 atcgaagagatgcgtccgcagtttcgctatacgttaatttcgattaaagc    650

CLCA_ECOLI       651 ggtatttattggtgtcattatgtcgaccattatgtaccggatttttaatc    700

                     ||||||||||||.|||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       651 ggtatttattggcgtcattatgtcgaccattatgtaccggatttttaatc    700

CLCA_ECOLI       701 atgaagttgcgttgattgacgtcggtaaactttctgatgcgccgcttaat    750

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||

CLCA_ECO57       701 atgaagttgcgttgattgacgtcggtaaactttctgacgcgccgcttaat    750

CLCA_ECOLI       751 acgctgtggctttatctgatcctcggtattatttttggcattttcggccc    800

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       751 acgctgtggctttatctgatcctcggtattatttttggcattttcggccc    800

CLCA_ECOLI       801 tatttttaataaatgggtgctggggatgcaggatttgctgcaccgtgtgc    850

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       801 tatttttaataaatgggtgctggggatgcaggatttgctgcaccgtgtgc    850

CLCA_ECOLI       851 acggcggcaatattaccaaatgggtgctaatgggcggtgcgattggcggt    900

                     ||||.||||||||||||||||||||.||.|||||.|||||||||||||||

CLCA_ECO57       851 acggtggcaatattaccaaatgggtactgatgggtggtgcgattggcggt    900

CLCA_ECOLI       901 ctgtgtggattgctggggtttgtggcaccagcaacgtcgggcggcggttt    950

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       901 ctgtgtggattgctggggtttgtggcaccagcaacgtcgggcggcggttt    950

CLCA_ECOLI       951 taacctgattcctatcgctaccgcggggaatttcagcatgggaatgctgg   1000

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       951 taacctgattcctatcgctaccgcggggaatttcagcatgggaatgctgg   1000

CLCA_ECOLI      1001 tgtttatcttcgtcgcgcgggtcattaccaccttactctgcttctcttcc   1050

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1001 tgtttatcttcgtcgcgcgggtcattaccaccttactctgcttctcttcc   1050

CLCA_ECOLI      1051 ggcgcgccgggcggtatttttgccccgatgctggcgctgggtactgtgct   1100

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1051 ggcgcgccgggcggtatttttgccccgatgctggcgctgggtactgtgct   1100

CLCA_ECOLI      1101 gggaaccgctttcggaatggttgccgttgagctgtttccgcaatatcacc   1150

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1101 gggaaccgctttcggaatggttgccgttgagctgtttccgcaatatcacc   1150

CLCA_ECOLI      1151 ttgaggcggggacgtttgctattgccggaatgggggcattactggcggca   1200

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||

CLCA_ECO57      1151 ttgaggcggggacgtttgctattgccggaatgggggcgttactggcggca   1200

CLCA_ECOLI      1201 tctattcgcgcgccgttaacggggatcattctggttctggagatgaccga   1250

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1201 tctattcgcgcgccgttaacggggatcattctggttctggagatgaccga   1250

CLCA_ECOLI      1251 taactaccagctcattttgccaatgattattaccggtcttggcgcaacac   1300

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1251 taactaccagctcattttgccaatgattattaccggtcttggcgcaacac   1300

CLCA_ECOLI      1301 tattagcgcaatttaccggcgggaaaccgctatactcggcgattcttgcg   1350

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1301 tattagcgcaatttaccggcgggaaaccgctatactcggcgattcttgcg   1350

CLCA_ECOLI      1351 cgcacgctggcaaaacaggaagctgagcaactggcgcgaagcaaggccgc   1400

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1351 cgcacgctggcaaaacaggaagctgagcaactggcgcgaagcaaggccgc   1400

CLCA_ECOLI      1401 atcagccagcgagaatacttga   1422

                     ||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57      1401 atcagccagcgagaatacttga   1422
2. Белковых последовательностей:
CLCA_ECOLI         1 MKTDTPSLETPQAARLRRRQLIRQLLERDKTPLAILFMAAVVGTLVGLAA     50

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57         1 MKTDTPSLETPQAARLRRRQLIRQLLERDKTPLAILFMAAVVGTLVGLAA     50

CLCA_ECOLI        51 VAFDKGVAWLQNQRMGALVHTADNYPLLLTVAFLCSAVLAMFGYFLVRKY    100

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57        51 VAFDKGVAWLQNQRMGALVHTADNYPLLLTVAFLCSAVLAMFGYFLVRKY    100

CLCA_ECOLI       101 APEAGGSGIPEIEGALEDQRPVRWWRVLPVKFFGGLGTLGGGMVLGREGP    150

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       101 APEAGGSGIPEIEGALEDQRPVRWWRVLPVKFFGGLGTLGGGMVLGREGP    150

CLCA_ECOLI       151 TVQIGGNIGRM-LDIFRLKGDEARHTLLATGAAAGLAAAFNAPLAGILFI    199

                     ||||||||||| ||:|||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       151 TVQIGGNIGRMVLDVFRLKGDEARHTLLATGAAAGLAAAFNAPLAGILFI    200

CLCA_ECOLI       200 IEEMRPQFRYTLISIKAVFIGVIMSTIMYRIFNHEVALIDVGKLSDAPLN    249

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       201 IEEMRPQFRYTLISIKAVFIGVIMSTIMYRIFNHEVALIDVGKLSDAPLN    250

CLCA_ECOLI       250 TLWLYLILGIIFGIFGPIFNKWVLGMQDLLHRVHGGNITK-VLMGGAIGG    298

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||

CLCA_ECO57       251 TLWLYLILGIIFGIFGPIFNKWVLGMQDLLHRVHGGNITKWVLMGGAIGG    300

CLCA_ECOLI       299 LCGLLGFVAPATSGGGFNLIPIATAGNFSMGMLVFIFVARVITTLLCFSS    348

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       301 LCGLLGFVAPATSGGGFNLIPIATAGNFSMGMLVFIFVARVITTLLCFSS    350

CLCA_ECOLI       349 GAPGGIFAPMLALGTVLGTAFGMVAVELFPQYHLEAGTFAIAGMGALLAA    398

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       351 GAPGGIFAPMLALGTVLGTAFGMVAVELFPQYHLEAGTFAIAGMGALLAA    400

CLCA_ECOLI       399 SIRAPLTGIILVLEMTDNYQLILPMIITGLGATLLAQFTGGKPLYSAILA    448

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       401 SIRAPLTGIILVLEMTDNYQLILPMIITGLGATLLAQFTGGKPLYSAILA    450

CLCA_ECOLI       449 RTLAKQEAEQLARSKAASASENT    471

                     |||||||||||||||||||||||

CLCA_ECO57       451 RTLAKQEAEQLARSKAASASENT    473









