Распознавание генов
Основные идеи: 

· использование внутренних статистических свойств последовательности (ORF Finder, GeneMark, GENSCAN)

· поиск известных гомологов (BLAST, BLAT, Genome Browser)

Часть 1. Прокариоты
Дан фрагмент генома бактерии Prevotella intermedia в формате FASTA.  При помощи программ  ORF Finder, GeneMark и blastp  необходимо проаннотировать этот фрагмент –определить границы генов и по возможности предсказать их функцию.

ORF Finder

С помощью программы ORF Finder идентифицировали открытые рамки считывания в геномной ДНК. Программа ORF Finder (Open Reading Frame Finder) идентифицирует открытые рамки считывания (ORFs) на обеих цепях ДНК. Доступ к ней можно получить по ссылке http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html.Последовательность ДНК (о цифрах и пробелах можно не беспокоиться, программа их автоматически пропустит) скопировали в текстовое поле формы, в окошке выбора генетического кода выберите 11 Bacterial Code и нажали на кнопку OrfFind. Получен список обнаруженных открытых рамок. Шесть белых полосок в выдаче ORF Finder изображают исходную последовательность в шести возможных рамках считывания, в порядке +1, +2, +3 (прямая цепь), –1, –2, –3 (обратная цепь), а бирюзовые полоски — найденные в данной рамке ORFs.  Чтобы получить более подробное описание ORF,необходимо на нее щелкнуть мышью. Начало, конец и рамку для ORF длиннее 60 кодонов занесли в таблицу:

	                                                     Prevotella intermedia: ORF Finder

	начало 
	конец
	длина
	цепь
	описание

	26
	268
	243
	+
	

	320
	1165
	846
	+
	ZP_07323286  287 aa   

[Prevotella disiens FB035-09AN]

Синтаза дигидроптероата

	445
	681
	237
	-
	Белок не найден


Если нажать кнопку BLAST на страничке с подробным описанием рамки, можно найти программой blastp предположительные гомологи предсказанного гена.
Другие «рамки» таковыми не являются, либо являются частью ORF(длина не кратна 3, очевидно, что есть продолжение).Предположительно, есть продолжение гена за пределами последовательности(1206-1439; цепь +; ZP_05858931 257 aa [Prevotella veroralis F0319] e-value:4е-31,предполагаемый белок мембраны)
1)ref|ZP_05857492.1|  Na/Pi cotransporter family protein [Prevotella veroralis F0319]

 gb|EEX18935.1|  Na/Pi cotransporter family protein [Prevotella veroralis F0319]

Length=569

 Score =  149 bits (375),  Expect = 1e-34, Method: Composition-based stats.

 Identities = 67/78 (86%), Positives = 74/78 (95%), Gaps = 0/78 (0%)

Query  1    MNNLLVGHKHDNDVNHSFNIENEMNNYRDQLRTQNIQDVNDHKYTYAIGTMYMDIIQECE  60

            MN +LVGH+ DNDVN SFNIENE+NNYR+QLR+QNI DVNDHKYTYAIGTMY+DIIQECE

Sbjct  489  MNRILVGHREDNDVNRSFNIENEINNYRNQLRSQNINDVNDHKYTYAIGTMYIDIIQECE  548

Query  61   KLGDYVVNVVEARMGVKQ  78

            KLGDYVVNVVEARMGV+Q

Sbjct  549  KLGDYVVNVVEARMGVRQ  566

Видно,что выравнивается небольшая часть белка, поэтому он не годится для аннотации. Хороших белков для выравнивания не было.
Данная  ORF не является настоящим геном( по результатам Blast)
2) ref|ZP_07323286.1|  dihydropteroate synthase [Prevotella disiens FB035-09AN]

 gb|EFL46223.1|  dihydropteroate synthase [Prevotella disiens FB035-09AN]

Length=287

 Score =  456 bits (1172),  Expect = 2e-126, Method: Compositional matrix adjust.

 Identities = 230/284 (81%), Positives = 252/284 (89%), Gaps = 3/284 (1%)

Query  1    MEQESFARQYSPVNYTMNVRGQLFDLSKPCVMGILNVTPDSFYADSRMQTEAEIYKRTNQ  60

            ME E F+ Q  P+NYTMNVRG+L DLS P VMGILNVTPDSFYA+SRMQTEAEIY R NQ

Sbjct  1    MEHERFSGQMRPINYTMNVRGELIDLSHPSVMGILNVTPDSFYANSRMQTEAEIYNRANQ  60

Query  61   IIAEGAKIIDVGACSTRPG---GEFVDEAEEMRRLTMALPIIRQAQPDAIISIDTFRASI  117

            I+ EGA IIDVGACSTRPG   GE VDE EEMRRL MALPIIR+AQP+AIISIDTFRAS+

Sbjct  61   IMEEGATIIDVGACSTRPGRPGGEVVDEEEEMRRLAMALPIIRKAQPNAIISIDTFRASV  120

Query  118  ARRMVEEFNADIVNDVEEGGDPDMFRTVAELGTPYILMSKAANMHDMLINLSREVQELRA  177

            AR+ VEEF ADI+NDVEEG DPDMFRTVA+LG PYILMSKAAN+HDMLI+ +REVQELR 

Sbjct  121  ARKTVEEFGADIINDVEEGADPDMFRTVADLGVPYILMSKAANLHDMLIDFAREVQELRN  180

Query  178  LGQKDIILDPGFGFGKDTIDGNYALMGVMEQLHALELPILVGISRKRMIHQLLGITAQES  237

            LGQKDIILDPGFGFGK+ ++GNYALMGV+E+LH LELPILVGISRKRMIHQLLGITA+ES

Sbjct  181  LGQKDIILDPGFGFGKEPVNGNYALMGVLERLHTLELPILVGISRKRMIHQLLGITAKES  240

Query  238  LNGTTALNMISLMKGASILRVHDVKEAVETIRIYQRLVAATKAE  281

            LNGTTALN+ISLMKGASILRVHDVKEAVE I+IY  LVA T  E

Sbjct  241  LNGTTALNVISLMKGASILRVHDVKEAVEAIKIYDCLVANTPKE  284

GeneMark
GeneMark — программа статистического предсказания генов. Доступ к ней можно получить по ссылке http://exon.gatech.edu/genemark/gmhmm2_prok.cgi.

Необходимо 1) скопировать последовательность ДНК  в поле Sequence Text;

                       2)включить опции  Use RBS model, if avaliable, Print GeneMark 2.4 
                        in addition to  GeneMark.hmm predictions и Generate PDF graphics (screen)
                        3)запустить программу кнопкой Start GeneMark.hmm и получить таблицы

                        генов, предсказанных двумя программами: GeneMark и GeneMark 2.4.
Распределение кодирующего потенциала по ДНК
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	                                                     Prevotella intermedia: ORF Finder

	начало 
	конец
	длина
	цепь
	описание

	<2
	268
	267
	+
	

	368
	1165
	798
	+
	

	1206
	>1439
	234
	+
	


Знак < или > возле границы предсказанного гена означает, что программа предполагает продолжение гена за пределами данной ей последовательности.
В обеих таблицах выделены зелёным гены, одинаково предсказанные ORF Finder и GeneMark, жёлтым — пересекающиеся, но не совпадающие полностью, оранжевым — гены, предсказанные ровно одной программой. (ORF, которые Вы не считаете настоящими генами по результатам BLAST'а, оставьте незакрашенными.)
Часть 2.1 Эукариоты: GENSCAN, Genome Browser

Дан фрагмент из генома человека. (euk1)
Задача- определить экзон-интронную структуру гена и описать его альтернативный сплайсинг, используя программы GENSCAN, BLAT и Genome Browser.

GENSCAN
GENSCAN — программа статистического распознавания генов, она предсказывает границы экзонов и интронов, промоторы, сайты полиаденилирования. Доступ к программе можно получить по ссылке http://genes.mit.edu/GENSCAN.htm
Необходимо скопировать последовательность ДНК в текстовое поле формы и нажать кнопку Run GENSCAN. GENSCAN представляет результаты в виде таблицы экзонов.

Нужны её колонки Type, S (Strand), Begin и End.
	Homo sapiens: GENSCAN

	начало
	конец
	цепь
	тип

	7138
	7257
	+
	внутренний

	7320
	7453
	+
	внутренний

	20650
	20797
	+
	внутренний

	22165
	22283
	+
	внутренний

	24670
	24847
	+
	внутренний

	29329
	29481
	+
	внутренний

	32538
	32622
	+
	внутренний

	32873
	32989
	+
	конечный


Сайт полиаденилирования  plyA  33911-33916

Genome Browser
База Genome Browser (ранее Human Genome Browser, HGB) (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) содержит гены, белки, мРНК и другие объекты, картированные на различные аннотированные геномы. Браузер позволяет просмотреть разнообразную информацию, относящуюся к заданному фрагменту ДНК. Программа BLAT аналогично BLAST позволяет искать последовательности в геноме с учетом возможной фрагментированности генома. Доступ к программе можно получить по ссылке Blat с основной страницы портала (на синей полосе сверху).

Необходимо поместить последовательность ДНК в текстовое поле формы , выбрать поиск в геноме человека,сборка (Assembly) Feb. 2009, и нажать на  кнопку Submit.Мы получаем список найденных фрагментов генома. Так как моя последовательность длиннее 25000 нуклеотидов, я поделила ее на 2 части.
Первая часть:

QUERY           SCORE START  END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND  START    END      

hg19_dna       19850     1 19850 19850 100.0%    21   +   15639227  15659076  

Вторая часть: 

QUERY           SCORE START  END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND  START    END      

YourSeq        21507     1 21507 21507 100.0%    21   +   15659077  15680583 
Координаты целого фрагмента:15639227-15680953
мРНК : (AY063514,AF518320),(AF518321,BC144077)- кассетный экзон
Human EST H47627, H47929 –удержанный интрон( не лучший пример, так как находится на конце, и в области,покрашенной рыжим цветом , плохое выравнивание)
[image: image2.png]Frsizaza it
Eoistar mt

oReasara mg

EXinions Y
e e -
onasies B

J

O ARV A RN nanmnd mntamnnsnhanan N AR AR

155 m——— e

] i e ———
€ eon’ WA T I RS ——— RN — - A —





Часть 2.2 Эукариоты: blastx

Дан фрагмент из генома какао . (euk 2)
Задача-при помощи программы blastх проаннотировать этот фрагмент.

Доступ к web-интерфейсу программы blastx можно получитьна сервере NCBI ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
Программа blastx предскажет изоформы выданного гена, выравнивая белки с геномной ДНК.
Перекрытие QQ — мера близости двух систем отрезков, вычисляется как отношение длины пересечения к длине объединения отрезков из этих систем. Вам нужно вычислить QQ для уточнённого экзона и исходного blastx-экзона, его породившего.
[image: image3.png]Color key for alignment scores





После прогона белков рузоховидки Таля(Arabidopsis thaliana) по моему фрагменту генома какао, видно  4  кандидата на ген( 3 из них многоэкзонные) .
Предполагаю, что пропуск более 25-30 нуклеотидов и *(стоп-кодон)-указание на интрон.
1)>ref|NP_195389.4|  transcription factor [Arabidopsis thaliana]

 dbj|BAC43101.1| ap2 SCARECROW-like protein [Arabidopsis thaliana]

Length=486

 GENE ID: 829824 AT4G36710 | transcription factor [Arabidopsis thaliana]

(10 or fewer PubMed links)

 Score =  489 bits (1260),  Expect = 4e-137

 Identities = 279/514 (55%), Positives = 350/514 (69%), Gaps = 46/514 (8%)

 Frame = +2

Query  5444  PSPVPEKPVTNSVDVSNCISSDPHHHQAPSPEWGEYVLRNMDWDSIMKDLGLDDESVPP-  5620

             P+  P+    N+   +N  S+D +H         E+V+R+MDWDSIMK+L LDD+S P  

Sbjct  4     PASSPQDTTNNN---NNTNSTDSNHLSMD-----EHVMRSMDWDSIMKELELDDDSAPNS  55

Query  5621  -----IKTINPQVISPCENQIQSLPEFTSCELTHQSVHSDFNNLYDFYSGLNQNPSHQSF  5785

                    T     I P      +LP F       Q   SDF +  D Y G NQ   +   

Sbjct  56    LKTGFTTTTTDSTILPLYAVDSNLPGFPD-----QIQPSDFESSSDVYPGQNQTTGY---  107

Query  5786  NTATNNYLDISNSSNFQNTISNFNLGFDFIEELIRAADCFDTHELQLAHVILARLNQRLR  5965

                            F +  S  N GFDFIE+LIR  DC ++ ELQLA V+L+RLNQRLR

Sbjct  108   --------------GFNSLDSVDNGGFDFIEDLIRVVDCVESDELQLAQVVLSRLNQRLR  153

Query  5966  SPSGKPLQRAAFYFNEALQSLFTGSTRST-RLSSWSEIVQTIKAYKAFSGINPIPMFNHF  6142

             SP+G+PLQRAAFYF EAL S  TGS R+  RLSSWSEIVQ I+A K +SGI+PIP+F+HF

Sbjct  154   SPAGRPLQRAAFYFKEALGSFLTGSNRNPIRLSSWSEIVQRIRAIKEYSGISPIPLFSHF  213

Query  6143  TTNQALLEALDG--SAPLIHIIDFDIGLGGQYASLMREMAERNDHSCKFIRITAVVPEEY  6316

             T NQA+L++L    S+P +H++DF+IG GGQYASLMRE+ E++  S  F+R+TAVV EE 

Sbjct  214   TANQAILDSLSSQSSSPFVHVVDFEIGFGGQYASLMREITEKSV-SGGFLRVTAVVAEEC  272

Query  6317  AIGTRLIKDNLFQFAQDLKLRFQIEFVLLRTFEMLSLKAFKFIDGEKTAILLSPSIFRCL  6496

             A+ TRL+K+NL QFA ++K+RFQIEFVL++TFEMLS KA +F++GE+T +L+SP+IFR L

Sbjct  273   AVETRLVKENLTQFAAEMKIRFQIEFVLMKTFEMLSFKAIRFVEGERTVVLISPAIFRRL  332

Query  6497  SLNVAAFLSDLRRVNPSVVVFVDSEVWME-SGTTSFRKNFVNGLEFYAMMFESLDAAVAG  6673

             S  +  F+++LRRV+P VVVFVDSE W E +G+ SFR+ FV+ LEFY M+ ESLDAA   

Sbjct  333   S-GITDFVNNLRRVSPKVVVFVDSEGWTEIAGSGSFRREFVSALEFYTMVLESLDAAAPP  391

Query  6674  GEWVRKI-ETLLLRPRILAAVEAAA-RRTT--QPWRELFVGAGMRAVHLSQFADFQAECL  6841

             G+ V+KI E  +LRP+I AAVE AA RR T    WRE F  AGMR + LSQFADFQAECL

Sbjct  392   GDLVKKIVEAFVLRPKISAAVETAADRRHTGEMTWREAFCAAGMRPIQLSQFADFQAECL  451

Query  6842  LGKVQVTGFHVGKRQAELVLCWHERALVTTSAWR  6943

             L K QV GFHV KRQ ELVLCWH RALV TSAWR

Sbjct  452   LEKAQVRGFHVAKRQGELVLCWHGRALVATSAWR  485
Фрагмент плохо выравнивается с белком, лучших вариантов нет=>не настоящий ген
2) >emb|CAB16825.1|  putative protein [Arabidopsis thaliana]

 emb|CAB80338.1|  putative protein [Arabidopsis thaliana]

Length=227

Score = 56.6 bits (135),  Expect = 1e-06

 Identities = 25/32 (79%), Positives = 27/32 (85%), Gaps = 0/32 (0%)

 Frame = +1

Query  9472  CSVGIVLPVYSTFRAIERNDENEQQKWLTYWA  9567

             CS+GI LPVYSTF+AIE  DENEQQK L YWA

Sbjct  42    CSIGIGLPVYSTFKAIESGDENEQQKMLIYWA  73

 Score = 40.0 bits (92),  Expect(2) = 8e-09

 Identities = 16/26 (62%), Positives = 23/26 (89%), Gaps = 0/26 (0%)

 Frame = +3

Query  10155  LLITAAYGSFTIVEVFSDKLLSWYHL  10232

              L+  AAYGSF++VEVF+DK++SW+ L

Sbjct  69     LIYWAAYGSFSLVEVFTDKIISWFPL  94

 Score = 54.7 bits (130),  Expect = 4e-06

 Identities = 31/79 (40%), Positives = 47/79 (60%), Gaps = 11/79 (13%)

 Frame = +3

Query  10758  FKVIHLFLSHLFHF*LQFCLYYFSLKPISLSYLCWYIHIMKLLC*QGAKQIYKNRLRPFL  10937

              F ++ +F   +  +   F LYY     +  ++L W    ++L   +G+KQIY N++RPFL

Sbjct  78     FSLVEVFTDKIISW---FPLYYH----VKFAFLVW----LQLPTVEGSKQIYNNQIRPFL  126

Query  10938  LRHQAKVDQLMGFACSEMV  10994

              LRHQA+VDQL+     EMV

Sbjct  127    LRHQARVDQLVDGVYGEMV  145

 Score = 43.5 bits (101),  Expect(2) = 8e-09

 Identities = 18/25 (72%), Positives = 20/25 (80%), Gaps = 0/25 (0%)

 Frame = +2

Query  10340  FPYYYHFKFAFLVWLQLPSTEVSSK  10414

              FP YYH KFAFLVWLQLP+ E S +

Sbjct  92     FPLYYHVKFAFLVWLQLPTVEGSKQ  116

Белок выравнивается не на всю длину, а только  примерно наполовину, поэтому  это скорее всего не ген.
3)
Лучшее выравнивание для 3его гена:
>gb|AAB25116.1|  GBF-1=G-box-binding protein {DNA binding domain} [Arabidopsis 

thaliana, Peptide Partial, 63 aa]

Length=63

Score = 53.1 bits (126),  Expect = 1e-05

 Identities = 26/26 (100%), Positives = 26/26 (100%), Gaps = 0/26 (0%)

 Frame = -3

Query  12642  DERELKRQKRKQSNRESARRSRLRKQ  12565

              DERELKRQKRKQSNRESARRSRLRKQ

Sbjct  1      DERELKRQKRKQSNRESARRSRLRKQ  26

 Score = 58.2 bits (139),  Expect = 4e-07

 Identities = 27/37 (73%), Positives = 33/37 (90%), Gaps = 0/37 (0%)

 Frame = -2

Query  12442  AECEELQARVESLANENCNLRDELKKLSDECEKLTSE  12332

              AECE+LQ RVESL+NEN +LRDEL++LS EC+KL SE

Sbjct  27     AECEQLQQRVESLSNENQSLRDELQRLSSECDKLKSE  63

	gb|AAB25116.1|  GBF-1=G-box-binding protein {DNA binding domain} [Arabidopsis 


	

	координаты по белку
	координаты по ДНК
	QQ

	1
	12565
	1

	26
	12642
	

	
	
	

	27
	12332
	1

	63
	12442
	


4) > ref|NP_201472.1| 


 HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=15240070%5bPUID%5d&RID=H6NB0BJW01S&log$=genealign&blast_rank=5" 
[image: image5.png]



 protein kinase, putative [Arabidopsis thaliana]

 dbj|BAA97277.1| 

 protein kinase ATN1-like protein [Arabidopsis thaliana]

Length=405

 GENE ID: 836804 AT5G66710 | protein kinase, putative [Arabidopsis thaliana]

(10 or fewer PubMed links)

Score = 54.3 bits (129),  Expect = 6e-06

 Identities = 23/45 (52%), Positives = 36/45 (80%), Gaps = 0/45 (0%)

 Frame = -2

Query  19738  KLKPVAVKIIQPSNTSAVTRDHKERFQREVLLLSRMNHENVVKVL  19604

              ++ PV+VKI QP  TSA++ + +++FQREVLLLS+  HEN+V+ +

Sbjct  92     RVVPVSVKIFQPKRTSALSIEQRKKFQREVLLLSKFRHENIVRFI  136

 Score =  108 bits (270),  Expect = 2e-22

 Identities = 53/75 (71%), Positives = 64/75 (86%), Gaps = 0/75 (0%)

 Frame = -1

Query  18965  FRSVLLKQFIGASVEPTMMIVTELMKGETLQKYLWSVRPKRLDLKLSISLALDISRAMEY  18786

              FR   + +FIGA +EP +MI+TELM+G TLQK++ SVRPK LDLKLSIS ALDI+R ME+

Sbjct  127    FRHENIVRFIGACIEPKLMIITELMEGNTLQKFMLSVRPKPLDLKLSISFALDIARGMEF  186

Query  18785  LHANGIIHRDLKPSN  18741

              L+ANGIIHRDLKPSN

Sbjct  187    LNANGIIHRDLKPSN  201

 Score = 65.9 bits (159),  Expect(3) = 6e-46

 Identities = 33/45 (74%), Positives = 36/45 (80%), Gaps = 1/45 (2%)

 Frame = -3

Query  18117  NLLLTEDRMQIKLADFGLAREEAMGGMTCEAGTYRWMAPEVLFLY  17983

              N+LLT D+  +KLADFGLAREE  G MT EAGTYRWMAPE LF Y

Sbjct  201    NMLLTGDQKHVKLADFGLAREETKGFMTFEAGTYRWMAPE-LFSY  244

 Score = 86.3 bits (212),  Expect(3) = 6e-46

 Identities = 38/52 (74%), Positives = 45/52 (87%), Gaps = 0/52 (0%)

 Frame = -1

Query  17915  LYSRDPLPVGAKKHYDHKVDVYSFSIVLWELLTNKAPFKGRDNVTVAYAAAK  17760

              L+S D L +G KKHYDHKVDVYSF+IV WELLTNK PFKG++N+ VAYAA+K

Sbjct  241    LFSYDTLEIGEKKHYDHKVDVYSFAIVFWELLTNKTPFKGKNNIFVAYAASK  292

 Score = 77.0 bits (188),  Expect(3) = 6e-46

 Identities = 47/113 (42%), Positives = 64/113 (57%), Gaps = 11/113 (9%)

 Frame = -2

Query  17641  QNERPSVESLPGDIVSLLQSCWAEDPKIRPEFKEITGSLTNFLQNLCS-----TETTPPK  17477

              +N+RPSVE+LP  +VS+LQSCWAE+P  RPEFKEIT SLTN L++L S     +  +   

Sbjct  292    KNQRPSVENLPEGVVSILQSCWAENPDARPEFKEITYSLTNLLRSLSSDTDATSSNSKAN  351

Query  17476  IVSMDYSESHVQEDSIDAGHVPNKADDKGKKQKTSS------TFFSCFDDCLS  17336

              I + D + S VQE  +        +  K  K+KT+        F   F  C+S

Sbjct  352    IATEDSTSSLVQERVVCDCPGLKMSKTKKLKKKTNKLMNMIVPFLKIFKSCMS  404

Хороших белков для выравнивания не было найдено, поэтому данный кандидат  не является геном.
Вывод: Из 4 предполагаемых генов остался 1(третий) . В других случаях не было обнаружено белков, подходящих для нормальной аннотации.
