Поиск гомологов белка rho_ecoli в геномах родственных бактерий.

1. С помощью подпрограммы tblastn, одной из пяти реализаций программы blastall, были найдены ближайшие гомологи белка rho_ecoli в геноме бактерии Pasteurella multocida. Это было осуществлено через команду LINUX 
$ blastall -p tblastn -d pm -i rho_ecoli.fasta -o gomology.blast -e 1.0.
Здесь параметры определяют следующее: -p (вызов одной из подпрограммы blastp, blastn, tblastn,  blastx или tblastx), -d (базовое имя индексных файлов), -i (входной файл), -o (выходной файл), -e (значение E-value). Поскольку упомянутый геном — выборка из EMBL, выходной файл содержит для каждого гомолога номер доступа (AC) соответствующей EMBL-записи. Всего в выходном файле две EMBL-записи с АС: AE006229 и AE006185, по которым стандартной командой 
$ entret embl:AE006*** –auto

были получены записи полностью. В них белки, гомологи белка rho-ecoli, легко находятся по фрагменту последовательности, взятому из выравнивания в выходном файле программы blastall (tblastn).  Данные анализа записей представлены в таблице ниже:
	
	Запись1
	Запись2

	АС записи EMBL
	AE006229
	AE006185

	координаты выравниваний в записи
	4283..3024
	8364.. 9044,

5570..6385

	координаты CDS
	3021..4283
	8022..9395

5567..7108

	AC гомолога в UniProt
	Q9CJS2
	Q9CKW1

Q9CKW2

	e-value
	0.0
	2e-06
0.006


3. Аналогично были получены индексные файлы BLAST для поиска гомологов rho_ecoli по всем трем геномам сразу: Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa,  Pasteurella multocida, но для передачи программе formatdb в качестве входа сразу трёх файлов для удобства вводились текстовые переменные – возможность в LINUX. Была запущена программа TBLASTN по трём геномам. Теперь e-value гомологов из пункта 2 записи 2 увеличилось и стало равным, соответственно, 8e-06 и 0.032, а для записи 1 оно как было 0.0, так и осталось. Кроме того, появилось ещё 6 находок с e-value < 0,01, и 3 с e-value > 0,01. Список находок:
	АС записи EMBL
	e-value

	AE004119
	0.0

	AE006229
	0.0

	AE004936
	0.0

	AE004596
	8e-14

	AE004540
	2e-13

	AE004286
	5e-08

	AE006185
	8e-06

	AE004967
	3e-05


4. Для поиска гомологов гена ECUW85U, который кодирует последовательность белка rho_ecoli, по трём вышеупомянутым геномам была использована программа blastn, одна из реализаций blastall. Индексные файлы геномов были созданы ещё в 

п.3 и поэтому оставалось только ввести команду LINUX 
$ blastall -p blastn -d 3g -i rho_gene1.fasta -o moygen.blast -e 1.0,
где 3g – это базовое имя индексных файлов, а файл rho_gene1.fasta содержит нуклеотидную последовательность гена ECUW85U. Чем меньше значение параметра –e (e-value), тем, естественно, меньше находок мы получаем – отбрасываются друг за другом все «далёкие» гомологи. В выходном файле, названном moygen.blast, обнаружилось три гомолога с e-value менее 0,01, причём находки из всех трёх геномов:
	Геном
	e-value
	Identities
	АС записи EMBL

	Vibrio cholerae
	e-107
	83%
	AE004119

	Pasteurella multocida
	6e-48
	78%
	AE006229

	Pseudomonas aeruginosa
	7e-29
	88%
	AE004936


Итак, мы пытались найти гомологов белка и его гена в нуклеотидном банке данных, соответственно двумя программами: tblastn и blastn. Результаты работы этих программ
	
	Число находок с e-value < 0,01

	blastn
	3

	tblastn
	8


говорят о том, что tblastn гораздо лучше для поиска гомологов, потому что он нашёл больше ценных находок, чем blastn.
Программы поиска Fasta и Megablast.
1. Фрагмент гена, кодирующего белок rho_ecoli, можно извлечь из EMBL-записи с помощью команды LINUX
$ seqret X.entret –sask,

зная начало и конец гена в геноме (см. Practice6). Программа fasta34, предназначенная для поиска гомологов гена определённого белка по геному, вызывается командой LINUX 
$ fasta34 rho_gene1.fasta /home/export/samba/public/tmp/pm_genome.fasta 6 -E # 0.01 -b # 1 -d # 1,

далее были введены такие ответы на вопросы программы: 

Enter filename for results []: result

How many scores would you like to see? [20] 1

More scores? [0] 0

Display alignments also? (y/n) [n] Y
number of alignments [1]? 1

E-value получившейся лучшей находки 1.7e-194, т.е. она достоверна и если сравнить её с результатами работы программы TBLASTN, то оказывается, что нашёлся тот же самый ген, Expected Value в обоих случаях стремиться принять сколь угодно малое значение (но оно всё-таки различается), а также совпадают границы выравнивания.

Здесь применяя разные программы, мы пришли к одному результату!

2. Из EMBL-записи ae006229.entret с помощью такой команды LINUX:

$ seqret ae006229.entret –sask
и такими ответами на вопросы:

Begin at position [start]: 3100
End at position [end]: 3200
Reverse strand [N]: N
Output sequence [ae006229.fasta]: fragment.fasta
был получен фрагмент гомолога гена белка rho_ecoli, представленный ниже:

Исходный фрагмент:

tccacttcgcccattggatgtaagattttacgtaggatccacattttttgtagttcatct
gggcttgtgagtaaatcttctttacgggtgcctgaacggtt
Изменённый фрагмент:
tccacttcgcccattggatgtaagattatacgtaggatccacattttttgtagttgatct

gggcttgtgagtaaatcttctttgcgggtgcctgaacggtt
Если дать Megablast’y исходный фрагмент и задать поиск этого фрагмента по всем трём геномам, то он находит его именно там, откуда фрагмент был взят, что отражается в данном случае в выходном файле строчкой:

'embl|AE006229|AE006229'=='+AE006229' (3100 1 3200 101) 0
Индексные файлы BLAST для поиска по трём геномам можно получить с помощью следующих команд LINUX, используя текстовые переменные:

· genpath=/home/export/samba/public/tmp

· genomes="$genpath/vc_genome.fasta $genpath/pa_genome.fasta genpath/pm_genome.fasta"

· formatdb -i "$genomes" -n 3g -p F

Первая команда коротко называет путь к директории с геномами словом genpath. Вторая делает то же самое, но её действие расширяется на все три генома. Переменные здесь вводятся просто для удобства работы, индексные файлы же создаются программой formatdb.
Megablast вызывается следующей командой LINUX:

megablast -d 3g -i fragment.fasta -o fragvihod
Здесь –d (базовое имя индексных файлов), -I (входящий файл – нуклеотидная последовательность гомолога гена белка rho_ecoli), -o (выходящий файл).
Ну так вот, а теперь интересно узнать результаты работы Megablast’a, если вместо исходного фрагмента дать изменённый. Выше представлен изменённый фрагмент, в котором вводилось наименьшее число замен при условии, что программа не найдёт фрагмент в геномах. Различия между двумя фрагментами выделены зелёными квадратиками. Для того, чтобы Megablast ничего не нашёл, достаточно изменить всего 3 нуклеотида в последовательности! Хотя можно было бы изменить и больше, причём программа обнаружила бы источник. Всё дело в том, что поиск в Megablast осуществляется посредством слов, или затравок. По умолчанию длина слова равна 28, так вот, если изменить соответственно каждую 28 букву, то ничего не найдётся, ибо слово не будет находиться. Аналогично можно задать и другую длину слова i с помощью параметра –W, тогда нужно будет изменить каждую i-ую букву, чтобы ничего не нашлось. Таким образом, Megablast не подходит для поиска гомологов, т.к. они таким же образом могут не найтись.
3. Был проведён поиск гомологов глициновых тРНК E.coli по трём геномам: Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella multocida с помощью программы Megablast. В качестве входного файла использовалась запись, в которой фрагменты сразу трёх тРНК:

>AE005174_5568 tRNA: anticodon: GCC 

gcgggaatagctcagttggtagagcacgaccttgccaaggtcggggtcgcgagttcgagt

ctcgtttcccgctcca

>AE005174_7805 tRNA: anticodon: CCC 

gcgggcgtagttcaatggtagaacgagagcttcccaagctctatacgagggttcgattcc

cttcgcccgctcca

>AE005174_10294 tRNA: anticodon: TCC 

gcgggcatcgtataatggctattacctcagccttccaagctgatgatgcgggttcgattc

ccgctgcccgctcca

 Команда LINUX:
$ megablast -d 3g -i tRNAs_G.txt -o tRNAgomol –N 2 –W 12 –t 16 -D 0 –e 0.01
помимо прочего, включала в себя параметр –D, который может принимать 4 различных значения и тем самым определять тип выходного файла. В данном случае значение 0 означает вывод в форме:

id гомолога : id гена (начало гомолога : начало гена : конец гомолога : конец гена) счёт
Также другие параметры: -t длина разрывного слова, -W размер слова, -N тип разрывного слова (кодирующий, некодирующий, два одновременно(как здесь)).
Итак, для 3 различных глициновых тРНК, у которых антикодоны различаются только по третьим нуклеотидам, было найдено 18 находок (см.Приложение), причём одна и та же находка может относиться к разным тРНК, в данном случае, максимум – к двум. 
Коментарий: + или – перед id гена, скорее всего, показывает прямое или обратное направление цепи. Видно также, что один и тот же гомолог может располагаться в разных, непересекающихся областях генома.
Приложение.

	
	находка
	тРНК
	начало гена в записи
	конец гена в записи

	1
	AE004107
	AE005174_5568
	3285
	3303

	
	AE004107
	AE005174_5568
	3001
	3019

	2
	AE004120
	AE005174_10294
	5938
	6012

	3
	AE004123
	AE005174_5568
	1371
	1421

	
	AE004123
	AE005174_5568
	1145
	1195

	
	AE004123
	AE005174_5568
	913
	963

	
	AE004123
	AE005174_5568
	803
	853

	4
	AE004201
	AE005174_5568
	9245
	9295

	5
	AE004237
	AE005174_5568
	2829
	2872

	6
	AE004386
	AE005174_10294
	8370
	8444

	7
	AE004507
	AE005174_7805
	1339
	1365

	8
	AE004508
	AE005174_7805
	3366
	3413

	
	AE004508
	AE005174_10294
	3366
	3439

	9
	AE004605
	AE005174_5568
	8269
	8288

	
	AE004605
	AE005174_5568
	7988
	8007

	10
	AE004687
	AE005174_5568
	358
	433

	11
	AE004708
	AE005174_5568
	12251
	12326

	
	AE004708
	AE005174_5568
	12091
	12166

	12
	AE004843
	AE005174_10294
	4992
	5043

	
	AE004843
	AE005174_5568
	4946
	4965

	13
	AE004928
	AE005174_5568
	95
	113

	14
	AE006082
	AE005174_5568
	4533
	4551

	15
	AE006124
	AE005174_5568
	1455
	1530

	16
	AE006129
	AE005174_5568
	307
	382

	
	AE006129
	AE005174_5568
	201
	276

	17
	AE006138
	AE005174_5568
	10908
	10983

	18
	AE006212
	AE005174_10294
	1532
	1606

	
	AE006212
	AE005174_5568
	1504
	1522


