Поиск гомологов белка FHUA_ECOLI в геномах других организмов.

Поиск программой TBLASTN.
Для поиска гомологов белка в других организмах использовалась программа TBLASTN. Эта программа сравнивает исходный белок с банком нуклеотидных последовательностей, транслированном в 6 рамках (три рамки для прямого направления гена и три для обратного). Сначала поиск проводился по полному геному бактерии Pasteurella multocida. Для того чтобы создать индексные файлы для поиска с помощью BLAST, была использована программа formatdb:

formatdb -i /home/export/samba/public/tmp/pm_genome.fasta -p N -n pm
Здесь параметр i означает путь к входному файлу с геномом, значение N параметра p означает, что последовательность нуклеотидная, параметр n задаёт базовое имя индексных файлов.

Далее с помощью команды blastall был произведён поиск программой TBLASTN:

blastall -d pm -i FHUA_ECOLI.fasta -o out_fhua_pm.txt -p tblastn 

Параметр d означает базовое имя индексных файлов, i указывает на входную аминокислотную последовательность, o – на файл выдачи, а p – на разновидность программы BLAST (в данном случае  - TBLASTN).
В таблице 1 представлены данные по ближайшему из найденных гомологов.

Таблица 1. Информация о ближайшем гомологе белка FHUA_ECOLI в геноме бактерии Pasteurella multocida.
	AC
	AE006199

	Координаты выравниваний
	51-188 (белок), 3445-3882(соответствующий кусок нуклеотидной последовательности)

	Аннотация ли соответствующий CDS в записи
	3358..5904 – положение гена
название гена - hasR
продукт трансляции - HasR
ID белка - AAK03706.1

	AC соответствующего белка в UniProt
	Q9CKJ4

	E-value
	0,007

	Другие находки с E-value < 0,01
	Не обнаружены


Файл банка данных EMBL был получен командой entret:
entret embl:AE006199 -auto

Затем поиск вёлся по полным геномам трёх бактерий: холерного вибриона (Vibrio cholerae), синегнойной палочки (Pseudomonas aeruginosa) и Pasteurella multocida. Чтобы создать индексные файлы по трём геномам, были введены две новые переменные:

genpath=/home/export/samba/public/tmp
genomes="$genpath/vc_genome.fasta $genpath/pa_genome.fasta $genpath/pm_genome.fasta"

Теперь для того, чтобы создать базу данных из трёх геномов, программе formatdb достаточно ввести в качестве исходной последовательности переменную genomes, переменная вызывается символом $:
formatdb -i "$genomes" -n 3g -p F

Действие программы blastall описано выше.

Оказалось, что в двух новых геномах, приобщённых к поиску есть гораздо более близкие гомологи белка FHUA_ECOLI, лучший E-value оказался равным e-112, процент совпавших нуклеотидов в выравнивании оказался равным 33%. В то же время E-value лучшей находки из Pasteurella multocida увеличился до 0.037, что связано с возросшим объёмом банка данных. Геном Pasteurella multocida оказался самым маленьким из использованных для поиска – поэтому так резко возрос E-value находки. Большее число гомологов в других геномах также можно отчасти объяснить их большим размером, но этот факт, конечно нельзя рассматривать в качестве главной причины. В основе различий белковых последовательностей лежат эволюционные факторы, и можно предположить, что Pasteurella multocida просто является более далёким родственником E.coli. По трём геномам суммарно была выдана 31 находка с E-value меньше 10.

Поиск с помощью blastn.
При помощи программы blastn, предназначенной изначально для осуществления поиска гомологов нуклеотидных последовательностей, был произведён поиск по гену, кодирующему белок FHUA_ECOLI (AC в базе данных EMBL - M12486). Однако удовлетворительных результатов поиск не дал. Даже самая лучшая по E-value находка имела длину в 23 нуклеотида, в то время как длина гена составляет 2244 нуклеотида. Остальные “хиты” также соответствовали очень коротким по сравнению с длиной гена выравниваниям. При поиске по второму гену (AC EMBL – D26562) лучший E-value оказался и того меньше. Эти результаты подтверждают общее мнение биоинформатиков о том, что программа blastn практически непригодна для выполнения той задачи, для которой она изначально была предназначена.
Поиск с помощью fasta34.
В отличие от blastn, программа fasta34 даёт весьма неплохие результаты при проведении поиска исходной нуклеотидной последовательности по банку данных нуклеотидных последовательностей. В этой программе используется несколько другой алгоритм поиска сходных последовательностей – метод диагоналей. По сравнению с методом нахождения “затравок” с последующим их удлинением в обе стороны, используемым программами семейства BLAST, этот способ (поиск совпадений по диагоналям) можно охарактеризовать как более долгий, но более тщательный. При поиске белковых последовательностей он не даёт ощутимой разницы в сравнении с BLASTP, но нередко применяется в случае нуклеотидных последовательностей. Для выполнения поиска при помощи fasta34 в командную строку было введено следующее выражение:
fasta34 fhua_ecoli_gene1.fasta /home/export/samba/public/tmp/pa_genome.fasta 6

Через пробел указаны файл с геном, путь к файлу с геномом, значение параметра ktup (минимальное количество совпавших нуклеотидов на диагонали, при котором программа обращает внимание на потенциальный гомолог).
Результаты поиска программой fasta34 были сравнены с результатами поиска программой TBLASTN.
Таблица 2. Сравнение ближайших гомологов гена белка FHUA_ECOLI в геномах выданных программами TBLASTN и fasta34.
	
	Лучшая находка TBLASTN
	Лучшая находка fasta34

	AC гена в банке EMBL
	AE004674
	AE004674

	Начало выравнивания (пробная последовательность)
	63  (в аминокислотах)
	746 (в нуклеотидах)

	Конец выравнивания (пробная последовательность)
	747  (в аминокислотах)
	1 (в нуклеотидах)

	Начало выравнивания (нуклеотидный банк из трёх геномов)
	5922
	4733

	Конец выравнивания (нуклеотидный банк из трёх геномов)
	3937
	3904

	E-value
	e-112
	7.4e-26


Такую большую разницу в значениях E-value, притом, что гомолог нашёлся двумя способами один и тот же можно объяснить, во-первых, разными алгоритмами программ поиска, а, во-вторых, тем, что TBLASTN, по сути, сравнивает белковые последовательности, а fasta34 – нуклеотидные (это, скорее всего, основная причина). Также стоит отметить, что fasta34 развернула в обратном направлении ген белка, а не нуклеотидный банк, поскольку при сравнении последовательностей ДНК это допустимо, а при сравнении белковых – нет.
MegaBLAST – программа для поиска гомологов нуклеотидных последовательностей с большим процентом сходства.

Для тестирования программы MegaBLAST был взят фрагмент один из фрагментов генома Pseudomonas aeruginosa длиной 114 оснований. Разумеется, Megablast находил этот фрагмент в банке из трех геномов. Затем было исследовано, какое наименьшее число нуклеотидов в исходной последовательности нужно было изменить, чтобы при задании измененной последовательности в качестве пробы Megablast при параметрах по умолчанию уже не находил в геномах исходной последовательности. Результат был получен после того, как в исходной последовательности было изменено 4 нуклеотида:

исходная последовательность:
ccagggtgtagtccggcacccgcaaggtgttttccttgtccgcccaggtctcgccgacgtagcgagcgccgccgccgatgctcagaccgctgagcgggccggcgtcgaaggcat

измененная последовательность:
ccagggtgtagtccggcacccgcaaggagttttccttgtccgcccaggtctcgcccacgtagcgagcgccgccgccgatgctcggaccgctgagcgggccggcgttgaaggcat
Красным цветом выделены измененные основания.
Объясняется результат очень просто: по умолчанию параметр W программы Megablast, обозначающий минимальное количество совпавших нуклеотидов подряд, при котором последовательность из банка может быть обнаружена, равен 28, то есть надо было расставить мутации так, чтобы в изменённой последовательности не было 28 подряд совпавших букв по сравнению с исходной. Для длины слова в 114 букв минимальное число таких замен равно 4.
Для запуска Megablast использовалась следующая команда:

megablast -d 3g -i ae004674.fasta -o out_megablast_iznach.txt 

megablast -d 3g -i ae004674_mod.fasta -o out_megablast.txt

Описание параметров megablast копирует описание параметров blastall.

Discontigous Megablast – ещё одна программа для поиска нуклеотидных гомологий.

Discontigous Megablast использует более гибкий подход для выполнения задачи поиска гомологий: алгоритм основан на статистических данных о том, что в гомологичных последовательностях, кодирующих похожие белки, мутации чаще приходятся на третью позицию в кодоне, поскольку многим аминокислотам соответствуют кодоны тРНК, в третьей позиции которых может стоять любой нуклеотид.
Для тестирования программы Discontigous Megablast был произведён поиск гомологов глициновых тРНК E.coli по трём геномам, указанным выше.
Программы Megablast и Discontigous Megablast запускаются из putty одной командой – megablast; чтобы запустить именно Discontigous Megablast нужно указать дополнительные параметры – t (длина слов для сравнения) и N, обозначающий, является ли исходная последовательность кодирующей или нет (последовательность тРНК кодирующей не является, поэтому параметр N был выбран равным 1). Кроме того, параметр W имеет здесь несколько другое значение: это количество совпавших букв в слове, взятом для сравнения. Программа Discontigous Megablast может искать слова для сравнения по 12 паттернам, которые различаются значениями параметров t, N, W. Поскольку параметр N был зафиксирован, варьировались только параметры t и W.
Образцы команд для запуска Discontigous Megablast:
megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_3g_gly.txt

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t16_W11.txt -t 16 -W 11 -N 1 -D 2

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t18_W11.txt -t 18 -W 11 -N 1 -D 2

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t21_W11.txt -t 21 -W 11 -N 1 -D 2

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t21_W12.txt -t 21 -W 12 -N 1 -D 2

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t18_W12.txt -t 18 -W 12 -N 1 -D 2

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t16_W12.txt -t 16 -W 12 -N 1 -D 2

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t16_W11_D0.txt -t 16 -W 11 -N 1 -D 0

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t16_W11_D1.txt -t 16 -W 11 -N 1 -D 1

megablast -d 3g -i gly_tRNA.fasta -o megablast_t16_W11_D3.txt -t 16 -W 11 -N 1 -D 3

В таблице 3 приведено число находок, выданных программой в зависимости от значения этих параметров.
Таблица 3. Количество найденных гомологов глициновых тРНК в банке из трёх геномов программой Discontigous Megablast при различных значениях параметров t и W.

	t

W
	16
	18
	21

	11
	31 + 7 + 10
	25 + 2 + 6
	9 + 3 + 5

	
	43
	30
	16

	12
	30 + 5 + 7
	24 + 2 + 4
	8 + 3 + 4

	
	37
	28
	14


Примечание: в каждой клетке над чертой указаны гомологи отдельно по каждому из трёх тРНК, под чертой указано общее число гомологов по всем трём тРНК с учётом фильтрации общих находок.

Кроме того, можно варьировать параметр D программы Megablast, что позволяет выбирать количество и подробность выдачи информации о находках. Он может принимать значения 0 (наиболее краткая информация – AC находки, начало и конец выравнивания, количество несовпадений и немного другой информации), 2 (полная информация с приведением выравниваний), 1 и 3 (выдаёт более подробную информацию, чем при значении 0, но менее подробную, чем при значении 2).
